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El objetivo y la función de los trabajadores del laboratorio mediante la patología y la medicina de laboratorio es ayudar a los médicos a 1) confirmar o descartar un diagnóstico. 2| proporcionar ideas en el tratamiento de los pacientes, incluyendo la oportunidad de utilizar pruebas. 3) establecer un diagnóstico. 4) detectar la enfermedad mediante el descubrimiento del caso y/o haciendo una búsqueda y 5) monitorizar la terapia de seguimiento. La satisfacción por la actuación del laboratorio se consigue mediante la garantía de calidad, que ordena las máximas contribuciones para el beneficio de los pacientes y para ayudar al servicio nacional de salud y a las compañías aseguradoras de forma efectiva, eficiente y económica. Si bien la exactitud y la precisión han sido siempre esenciales para la buena práctica en el laboratorio, la oportunidad/rapidez o "periodo de tiempo" (PDT) de un informe de resultados claros es igualmente crítico para la excelencia global en la sanidad. La generación de valores de calidad en el laboratorio debe ser innata
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observando explícitamente los valores básicos del laboratorio mediante la recogida correcta, la manipulación y el tratamiento de la muestra de cada paciente. Esto se consigue mejor ejecutando programas apropiados de garantías de calidad (véase Cap. 8) que identiquen la utilización óptima del espacio, equipos, reactivos y personal con mediciones de resultados. Otros aspectos a considerar incluyen la contratación de personal cualificado, el empleo de prácticas de dirección sólidas y proporcionar un ambiente seguro y sano. Estas medidas se deben observar por todos los directivos sanitarios participantes mediante un completo y total entendimiento y sensibilización a las medidas y exámenes del laboratorio. Este capitulo analiza los conocimientos fundamentales que son importantes en la manipulación de las muestras de los pacientes que se presentan para su examen y análisis por el laboratorio, teniendo en cuenta por qué se presentan estas muestras y cómo las actividades dentro de un laboratorio
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realizan este servicio (Tabla 1 - 1 ) . Se proporciona además una visión general de la patología clínica y de la medicina de laboratorio en el momento en que se está produciendo una transformación debida a la evolución de la reforma de la sanidad y de los conceptos que dirigen la misma. También se analizan las pruebas preanalíticas y analíticas, la seguridad del laboratorio y los asuntos medicolegales. A la dirección financiera le siguen los códigos de patología y laboratorio y los reembolsos.



ORGANIZACIÓN Y FUNCIONAMIENTO DEL LABORATORIO Normas de funcionamiento y organización El funcionamiento de un laboratorio clínico y el poder proporcionar un servicio electivo a los médicos, pacientes y público en general requiere una compleja interacción de 1) expertos en áreas médicas, científicas y técnicas, 2) recursos en forma de personal. equipos de informática y de laboratorio, material e instalaciones, y 3) técnicas de organización, dirección y comunicación. Todo el personal del laboratorio, especialmente la dirección y la gerencia, debe estar bien informado sobre las autorizaciones (o acreditaciones) vigentes y las regulaciones gubernamentales y desarrollar líneas de trabajo que establezcan no sólo una relación con los servicios del laboratorio sino con la dirección de personal, la dirección financiera y las técnicas de marketing (Tabla 1-2). El aumento de los costes de la sanidad exige que la responsabilidad en la utilización del laboratorio recaiga sobre el laboratorio y los colegas médicos, a la vez que se proporciona el mejor servicio a los pacientes. Se ha revisado el abuso debido a la excesiva utilización de las decisiones del laboratorio y de los procedimientos de diagnóstico (Adams. 1992; Axt-Adams, 1993) y se han propuesto medios para incrementar la eficacia en la utilización del laboratorio y su actuación (Watts. 1988). Reducir la sobreutilización de los servicios del laboratorio sin un análisis cuidadoso y profundo por parte del personal del laboratorio y de los médicos que ordenan las pruebas puede tener un impacto negativo en la calidad del servicio El enfoque de un equipo multidisciplinar con frecuencia incrementa mucho más el éxito de las políticas de petición de pruebas que el esfuerzo del laboratorio en solitario. Esto debería incluir la aplicación de las normas del año 2000 de la American Medical Association (AMA), que aprobó paneles de órganos y enfermedades que incorporan medidas y exámenes seleccionados, médicamente necesarios para diagnosticar y tratar las enfermedades y las disfunciones de los órganos de una manera eficaz y un coste también eficaz. Los procedimientos de petición de pruebas están bajo el escrutinio del gobierno para limitar las peticiones innecesarias de pruebas de laboratorio, citados en parte en la Ley de Equilibrio del Presupuesto de 1997. Más aún, el Programa de Acatamiento del Modelo de Laboratorio de 1998 disuade de la creación de paneles personalizados y sugiere el uso de un número limitado de paneles (Registro Federal, 1997.1998). Las peticiones especiales de mediciones y exámenes realizadas por los médicos (p. ej.. trasplante de médula) en forma de paneles personalizados están reconocidas como las que prestan un servicio más eficiente y eficaz a la atención del paciente (Tabla 1-3). Para cumplir con estos reglamentos se requiere la cooperación y el conocimiento del personal del laboratorio y el servicio nacional de salud. Los estudios han demostrado que el establecimiento de un sistema individual de información para los médicos puede ser un mecanismo efectivo de autocontrol (Hasman. 1993). Para lograr esto se requiere una buena dirección y técnicas de comunicación a todos los niveles a fin de desarrollar los procesos apropiados que cubran las necesidades del



Tabla 1-2 Dirección frente administración: las metas indican la dirección y los objetivos Dirección Motas: a dónde Administración Objetivos: p a s o s de "cómo" 1. Organizar 2. Planificar 3. Dirigir 4. Controlar 5 Personal



paciente. La necesidad de educación e investigación es fundamental para que la medicina de laboratorio avance. Para los laboratorios y especialmente para los patólogos es imperativo asumir un nivel significativo de responsabilidad en la educación de todos los implicados en la sanidad, de forma que la utilización y los patrones de peticiones de pruebas se apliquen en el mejor interés del paciente y que las decisiones médicas se hagan a un coste apropiado. La aproximación del equipo a la gerencia de pacientes incluye al personal del laboratorio, que por su experiencia y amplia formación puede aumentar el nivel de la atención prestada y utilizar los recursos disponibles de forma económica. Las nuevas tecnologías y la automatización en los laboratorios proporcionan oportunidades para generar el apoyo del laboratorio a la atención del paciente con un coste efectivo y eficiente que es el preferido por nuestros colegas médicos. (Véase "Paneles de patología clínica", en la cubierta interior trasera.) A los médicos, pacientes, estudiantes, compañeros de la industria y otros colaboradores se les busca activamente como clientes (Montebello. 1994). La



Tabla 1-3 Panel personalizado del trasplante de médula ósea Análisis básicos Códigos T P L Calcio A n t i c u e r p o s del C M V Creatmina Análisis d e l s u e r o citotóxico A n t i g e n o t e m p r a n o del VEB (AT) Ag nuclear del VEB (ANEB) A b - l g C d e l a n t i g e n o de la cápsidc vinca (ACV) del VEB I Panel de electrólitos ( C 0 2 . C l . N a . K) Panel hepático ( A L B U . AST. ALT. Al.K. FOS, BILÍ, TOT/DIR) Hepatitis A total ( H A A b ) Hepatitis A, I G M A n t i g e n o s do superficie de hepatitis B ( A g s H B ) A n t i c u e r p o s de hepatitis C Herpes simple 1 & 2 Tipificación de H L A c l a s e 1 Tipificación de H L A c l a s e II A n t i c u e r p o s de HTLV 1 LD (lactato deshídrogenasa) Magnesio A n t i c u e r p o s de células parietales Fósforo84100 T P (tiempo d e protrombma) TPT ( t i e m p o parcial de la tromboplastma) A b - l g G de la rubéola T3 (triyodotironina) ! T4 (tiroxma) T i e m p o d e trombma Toxoplasma gondii Urinálisis c o n m i c r o s c o p i o Anticuerpos de varicela zoster Análisis VDRL/RPR
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TPA = Terminología de procedimientos actuales. CMV = citomegaloviius: VEB = virus de Epstem-Bar'. VDRL = laboratorios de investigación de enfermedades venéreas. RPR • reagina de plasma rápido
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L A B O R A T O R I O C L Í N I C O : O R G A N I Z A C I Ó N , OBJETIVOS Y PRÁCTICA



formación continuada para el personal del laboratorio, especialmente en el área de promoción de buenas relaciones con los clientes, es esencial para minimizar la pérdida del negocio y de los ingresos, promocionar los servicios de calidad y elevar la moral de los empleados (Mayer. 1999). El laboratorio y otros servicios dentro de la organización cosechan beneficios en tanto que cada miembro del equipo aumente su base de conocimientos. Congruente con la formación está la necesidad de buscar resultados clínicos para verificar pruebas adecuadas y puntuales. Por medio del esfuerzo mantenido en los resultados aportados a los caminos críticos, nuevas tecnologías y procedimientos, se alcanza el siguiente nivel en la gerencia clínica y en el diagnóstico del paciente Esto también ofrece oportunidades de proporcionar un menú de pruebas más amplio, dentro del laboratorio y reducir el número mientras se hace un mejor uso de las muestras enviadas a un laboratorio de referencia. Por lo general el PDT disminuye, bajan los costes y el volumen de trabajo se mantiene en un nivel acorde con la capacidad de la plantilla. El futuro de la patología y de la medicina de laboratorio mediante los servicios del laboratorio clínico es evidente en cuatro direcciones: 1) diagnósticos de patología molecular (reacción en cadena de la polimerasa |PCR], sondas de ADN. polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restricción [RFLP), ensayos basados en la secuencia genética) (Inhorn. 1994): 2) puntos de atención (PDA)'lugares alternativos de pruebas (Friedman. 1994: Wilkinson, 1997): 3) la automatización gracias al auge de la informática y de la robótica (O'Bryan. 1994.1998); y 4) la telemedicina. Las técnicas moleculares proporcionan una sensibilidad exquisita para detectar la enfermedad de forma más exacta y rápida. De esta manera se reducen la mortalidad y los costes mediante una mejor gerencia de los pacientes. La capacidad de ofrecer pruebas fiables a los pacientes ofrece una información clave de una manera más expeditiva y útil. Los avances de la tecnología incluyen ordenadores más pequeños y más rápidos, la miniatuñzación de los equipos técnicos y una mayor cantidad de muestras a procesar. El matrimonio entre los ordenadores y la genética, mediante la tecnología en serie, añadirá resolución genomics a la atención del paciente. Esto brinda más información al médico, quien entonces puede diagnosticar, tratar y cuidar del paciente de una manera más eficiente. El apoyo dei laboratorio en los trasplantes de tejidos y órganos es ya importante en el control de la enfermedad. Mientras que estas cuestiones y otras están más allá del alcance de este libro, una fuente excelente es Administration and Supervision de John Snyder y David Wilkinson (1998).



Jefatura y gerencia Mientras que la jefatura fija la dirección hacia la que se dirige una persona lo una organización), la gerencia proporciona los modos y las maneras de cómo dirigirse allí (Tabla 1 -2). Si uno no sabe hacia dónde va. cualquier camino le conducirá allí. Por tanto, las metas para la dirección y los objetivos para las medidas son cruciales para una organización. Del mismo modo, una gerencia efectiva utiliza buenas técnicas de comunicación a fin de trabajar con y por medio de otras personas para conseguir hacer las cosas. Se requieren líderes con una mezcla óptima para orientar a las personas y orientar los objetivos y que tengan un paquete de herramientas de técnicas gerenciales bien desarrolladas. Estas técnicas incluyen la toma rápida de decisiones, la negociación, la comunicación (verbal y por escrito), la sensibilidad hacia las necesidades de los otros y la capacidad de ser visionarios. La formación continuada a través de organizaciones como la American Society ot Clinical Pathologist (ASCP). el College of American Pathologists (CAP) y la Clinical Laboratory Management Association (CLMA): líderes clínicos en sistemas de gerencia, ofrecen amplias oportunidades de adquirir afirmación yo renovación, perfeccionamiento y mantenimiento de los conocimientos actuales y técnicas de liderazgo y gerencia. En la Tabla 1 -4 se muestran las responsabilidades básicas de un ejecutivo. Como ayuda a la formación continuada Internet ha hecho accesibles foros adicionales para este proceso. En la Tabla 1-5 se enumeran sitios web comunes. El uso de los medios basados en la red se ha convertido en una manera popular, barata, puntual y efectiva de adquirir información y de ofrecer programas interactivos de formación continuada con una medicina de laboratorio basada en la red que se desarrolla rápidamente. El funcionamiento eficiente y las entregas eficaces de los servicios del laboratorio dependen de equipos modernos, personal bien preparado.
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ambiente adecuado y bien diseñado físicamente y un buen equipo de gerencia. La gerencia de calidad total (GCT) y las técnicas de perfeccionamiento continuado de la calidad (PCC) (véase Cap. 8) han sido reconocidas como instrumentos útiles para establecer el liderazgo en la calidad (Juran. 1988; Deming, 1986). Un formato específico utilizado para establecer la gerencia de la calidad es el procedimiento FOCUS-PDCA (Baralden, 1989) como se muestra en la Tabla 1-6. Este procedimiento se ha utilizado con éxito para resolver problemas de gerencia (Denington. 1993). También puede ser utilizado para dar respuesta a las muchas situaciones a las que tienen que entrentarse los gerentes de laboratorio. Por ejemplo, en el laboratorio actual, tener un profundo conocimiento financiero es un reto muy común. Los laboratorios deben posicionarse como proveedores de alta calidad y baio coste (Butros. 1997): por eso los gerentes deben poseer técnicas financieras de gerencia esenciales para que tengan éxito. Si bien esta no es la única técnica fundamental, se deben reconocer otras características intangibles que contribuyen a unas buenas técnicas de liderazgo. Éstas incluyen ser consciente de su propia personalidad (entenderse "uno mismo"), autocontrol (controlar los impulsos y los estados de ánimo), motivación (pasión para alcanzar los objetivos), empatia (sensibilidad para con los otros, sensibilidad hacia otras culturas) y técnicas sociales (habilidad para manejar relaciones, formar equipos y desarrollar acuerdos) (Goleman. 19991 Existen oportunidades adicionales para los líderes en la gerencia de la transición hacia los sistemas de entrega de atención sanitaria integrada. Estos sistemas de salud integrada incluyen una variedad de modelos tales como las organizaciones de conservación de la salud (OCS). organizaciones de médicos en ejercicio (OME), asociaciones de profesionales independientes (API), organizaciones de servicio de gerencia (OSG) y organizaciones médico-hospitalarias (OMH) (Sodeman, 1997). Cada modelo unifica a grupos de individuos o instalaciones que previamente trabajaban independientemente y a menudo unos contra otros (Swisher. 1999). En un sistema de entrega integrada vertical, los hospitales pueden ofrecer un mejor acceso a la atención médica, servicios externos de pacientes, atención sanitaria a domicilio, centros de bienestar y salud, servicios sanitarios ocupacionales. centros quirúrgicos de día, instalaciones de atención de medio y largo plazo y planes de seguros. La integración horizontal de los servicios sanitarios esta en la linea de una fusión o alianza donde servicios similares se puedan consolidar dentro de una sola unidad que ofrezca un ahorro considerable de recursos y costes. La sanidad ha adoptado muchos de los aspectos del mundo de los negocios, como que ahora a los pacientes se les denomina "clientes" y ha crecido la necesidad de 'satisfacer al cliente" (Mayer. 1999). Hoy en día, los pacientes o clientes tienen unas expectativas muy altas con respecto a su atención médica, que incluye a los servicios del laboratorio. La integración de los sistemas del laboratorio y de los servicios se puede incrementar mediante sistemas de información del laboratorio mejorados (SIL), implantación de la robótica y automatización y personal capacitado para ejecutar las tareas recientemente desarrolladas en el laboratorio (Castillo. 1997).
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Tabla 1 -5 Sitios web relacionados con la Sanidad Sitio w e b



Dirección w e b



A m e r i c a n Association lor Clinical Chemists ( A A C C ) A m e r i c a n Hospital Association ( A H A ) A m e r i c a n M e d i c a l Association (AMA) A m e r i c a n Society of Clinical Pathologists (ASPC) A m e r i c a n Society of C y t o p a t h o l o g y C a n a d i a n Association of Pathologists Center lor Disease Control Morbidity & Mortality CLMA Código de las R e g u l a c i o n e s Federales (CRF) Sistemas de codificación ( U n i v e r s i d a d de D u k e ) College of A m e r i c a n Pathologists (CAP) Columbia HCA Acatamienlo Departamento d e Justicia Servidor e u r o p e o de patología Registro Federal Comisión c o m e r c i a l federal F o o d a n d Drug Administration Administración de S a n i d a d y Finanzas (ASF) Instituto de Información L e g a l Datos de s e g u r i d a d de los materiales (DSM) Listado de e s p e c i a l i d a d e s médicas Manual del portador d e M e d i c a r e Información sanitaria Medline Investigación M e d l i n e M e d s c a p e (sitio de referencia) NCCLS Institutos Nacionales de la Salud (INS) Oficina del Inspector General (OIG) Oncolink (información s o b r e el cáncer) Patología on-line P u b M c d (buscar M e d l i n e ) Búsqueda de g o b i e r n o s estatales & locales Estadísticas Telemedicina T h o m a s (información legislativa) Patología de la U n i v e r s i d a d de Pittsburgh Universidad d e Utah-Biblioteca S e n a d o de los Estados Unidos Hospital virtual Patología virtual Códigos z i p



http://wwwaacc.org/ http://www aha org/defaull html http://wwwama-assn.org http://www.ascp.org http://www c y t o p a t h o l o g y o r g / http://cap.medical.org http://www. e d e . g o v / http ://w ww. c l m a . o r g / http://www.access gpo.gov/nara/cfr/mdex.html http://nelle.mc.duke.edu/standards/HL7/termcode/codehome htm http://www.cap.org http://wwwcolumbia-hca com/ http://www c o m p l i a n c e gov/index.html htt p ://www. usdoj .gov/ http://europath imag.fr/ h t t p : / / w w w . a c c e s . g p o . g o v / s u _ d o c s / a c e s / a c e s 1 4 0 html http://www.1tc g o v http ://www.f d a . g o v http ://www. hefa. g o v http ://www4. law.cornel I. e d u / u s c o d e / http ://www. research. n wf sc. noaa. g o v / m s d s . html http://www.texmed.org/medical_sites/national_sites/ms_usss htm http://www.hcfa.gov/pubforms/pub14/pub14toc.htm http://www.nlm.nih.gov/medlineplus/ http://www.ncbi.nlm.nih.gov/PubMed/ http://www.medscape.com/ http://www.nccls.org/ http://www.nih.gov/ http://www.dhhs g o v / p r o g o r g / o i g / http://cancer.med.upenn.edu/ ht!p://www.pathit.com/ http://www.ncbi.nlm.nih.gov/PubMed/ http://www.loc.gov/globai/state/stategov.html http://www.cdc.gov/nchswww/sites/sites.htm http://www.arentfox.com/telemedicine.html http://thornas.loc.gov/home/thomas2.html http://path.upmc.edu/ http://www-medlib.med.utah.edU/.path.upmc.edu http://www.senate.gov/ http://www.vh.org/ http://pathweb.uchc.edu/ http://www u s p s . g o v / n c s c /



Tabla 1-6 Proceso de gerencia de calidad total (GCT) Hallar un p r o b l e m a o procedimiento para mejorar Organizar un e q u i p o Clarificar lo q u e se s a b e del procedimiento Entender las c a u s a s del problema/variaciones Seleccionar la m a n e r a en q u e se va a mejorar el p r o c e d i m i e n t o Planificar las mejoras q u e se h a n de realizar Hacer lo q u e sea a d e c u a d o p a r a p o n e r l o en práctica C o m p r o b a r los d a t o s r e c o g i d o s de la monitorización-resultados d e l cliente Actuar para mantener y continuar el procedimiento. M o d i f i c a d o d e l Hospilal Corporation of A m e r i c a n . Nashville. TN 3 7 2 0 2 , c o n permiso



sa en los costes de la sanidad es necesario que los gerentes de laboratorio utilicen esfuerzos significativos para reducir el despilfarro y aumentar la eficacia sin sacrificar el alto nivel de calidad. Como en muchos negocios, la contención de los costes incluye la reducción de la mano de obra o la contratación de menos personal cualificado, para mejorar el balance. Volver a pensar cómo se utilizan los recursos disponibles del laboratorio ha llegado a ser la fuerza motriz para la reestructuración de muchas funciones del laboratorio. El perfeccionamiento de la tecnología en los ordenadores se dobla cada 18 meses y ha tenido un impacto directo en el desarrollo de los instrumentos del laboratorio clínico. La automatización y la robótica son, claramente, parte de los laboratorios de hoy (véase Cap. 4). Un análisis comprensible de estas nuevas tecnologías se puede encontrar en Kost (1996).



Instalaciones y diseño REDISEÑO DEL FLUJO DE TRABAJO Y CAMBIOS TECNOLÓGICOS Función del laboratorio Las prácticas comerciales actuales han evolucionado para incluir el rediseño de las actividades de funcionamiento de las que el laboratorio no está exento. Para acometer las preocupaciones crecientes por la subida vertigino-



Un servicio de laboratorio próspero y con un coste efectivo es el resultado de una planificación cuidadosa y de un diseño que reúna las necesidades actuales y las previsibles de personal, equipo y espacio. La organización del laboratorio clínico incluye estructura y procedimiento, el sistema de organización en lo que refiere a la estructura y las relaciones recíprocas y los sistemas en cuanto al procedimiento. Los tres elementos fundamentales para la organización dentro del laboratorio son el lugar de trabajo, el personal y las tareas que han de realizarse. Estos elementos, existentes o previstos, suministran la



CAPÍTULO 1



•



base para un uso más efectivo del espacio, del personal y de las finanzas. Las cinco medidas principales (Tabla 1-7) para completar este procedimiento incluyen la preparación, el desarrollo y la comprensión de la función, el diseño esquemático, el desarrollo del diseño y el procedimiento de construcción (Koenig, 1989). El procedimiento para diseñar un laboratorio nuevo o renovar uno ya existente implica tomar muchas decisiones y requiere de un número de profesionales que ayuden en el desarrollo y la ejecución de cada parte del proyecto. Los patólogos y otros deben proporcionar una información constante a los diseñadores para garantizar el emplazamiento óptimo de los servicios y el mantenimiento de la integridad en la funcionalidad del espacio. Algunas consideraciones (Painter, 1997) al proceso de planificación están enumeradas en la Tabla 1-8. Las necesidades del laboratorio, actuales y futuras, se deben determinar para los próximos tres a cinco años y asi poder capitalizar al máximo los recursos. Un laboratorio bien planificado es esencial para el uso eficiente del personal y el equipamiento de una manera costo-efectiva. Alcanzar la flexibilidad en el proceso de diseño, incluyendo la fontanería, las líneas eléctricas y la ventilación, anticiparse a futuros cambios en el diseño del equipamiento y al desarrollo de las nuevas tecnologías es clave para hacer frente a estas necesidades. Los avances tecnológicos han solapado las responsabilidades y funciones tradicionales entre las diferentes secciones del laboratorio; por eso el concepto de laboratorio abierto se usa comúnmente. En este proceso se eliminan las secciones del laboratorio. Siempre que sea posible, se quitan las paredes y queda una zona grande y abierta. Esto proporciona la oportunidad de compartir el equipamiento, utilizar al personal más eficientemente (incluyendo la formación cruzada) y la reducción de compras redundantes de equipamiento y material. Estas medidas de consolidación a menudo tienen un impacto positivo en los costes de funcionamiento globales. Las características funcionales de cada sección del laboratorio deben ser planificadas y consideradas convenientemente. El equilibrio entre la consolidación y la descentralización (como el PDA y las pruebas especializadas) se debe revisar cuidadosamente para garantizar que no se ponen en peligro la calidad y los costes. Otras de las consideraciones de la instalación física incluyen zonas accesibles de recepción de clientes y de extracción sanguínea, así como salas de reconocimiento de pacientes. También hay que considerar la localización de un área para procesar muestras, registro de pacientes y acceso al SIL, Las necesidades de espacio en relación a otros servicios del hospital (proximidad al departamento de urgencias, unidades de cuidados intensivos y quirófanos) se
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TablaFases 1-7 Proceso para el diseño de Aun s u nlaboratorio tos Preparación
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LABORATORIO CLÍNICO: ORGANIZACIÓN, OBJETIVOS Y PRÁCTICA



Valoración de las n e c e s i d a d e s N e c e s i d a d e s d e personal/requisitos C a m b i o s tecnológicos actuales y previstos C o n o c e r a los c o m p o n e n t e s del e q u i p o arquitecto, personal del laboratorio, personal médico, diseñador de interiores, etc.)



Tabla 1 8 Consideraciones en el diseño del laboratorio 1. Para desarrollar la valoración de las n e c e s i d a d e s hay que identificar el e s p a c i o para las oficinas, instalaciones para el personal, almacén, área de biblioteca/conferencias y para los estudiantes 2. Revisar rutinariamente todos los planes de suelo y elevaciones para q u e su utilización sea la a d e c u a d a y asegurarse de q u e el e s p a c i o y la función están r e l a c i o n a d o s . Es posible q u e se necesite u n a c c e s o para d i s c a p a c i t a d o s 3 Desarrollar y utilizar un calendario del proyecto. 4. Las c a m p a n a s extractaras y las c a b i n a s de s e g u r i d a d biológica d e b e n situar se fuera de las áreas de m u c h o tráfico y de las puertas. 5. Los m u e b l e s modulares son generalmente más caros q u e los c o n v e n c i o n a l e s , pero permiten más flexibilidad para moverlos o para reconligurar el laboratorio de a c u e r d o a las necesidades actuales o futuras. 6. Las instalaciones c o n v e n c i o n a l e s del laboratorio tienen que ser t o m a d a s en consideración r e s p e c t o a la depreciación del edificio, mientras q u e e s o no s u c e d e c o n los muebles modulares 7. Los armarios bajos (debajo del tablero) proporcionan de un 2 0 % a un 3 0 % más de c a p a c i d a d de almacenaje q u e los que están c o l g a d o s . 8. En los laboratorios abiertos se p u e d e controlar el ruido instalando un falso techo La instalación de las utilidades por e n c i ma d e l lalso t e c h o añade flexibilidad a su colocación. ?



?



9. En general, los requisitos de e s p a c i o son de 14 m a 19 m netos (se e x c l u y e n los corredores o pasillos, las paredes, las taquillas, etc.) por EJC, o de 2,50 m a 3,70 m por c a m a de hospital. 10. D i m e n s i o n e s estándar q u e se s u g i e r e n en la planificación y diseño de un laboratorio: A n c h o del tablero del laboratorio: 7 6 c m Del tablero del laboratorio hacia el m a r g e n de la pared 1 m 22 cm Del tablero del laboratorio hacia el m a r g e n del tablero: 2 m 17 cm Altura de la m e s a 76 cm Altura d e l cajón d e l t e c l a d o : de 64 cm a 69 cm D e una p e r s o n a d e pie: 0.37 n r De una p e r s o n a sentada: 0,56 m ' Espacio d e l a m e s a : 0.28 m 2



2



L



?



Moditicada de Painter P Por cortesia del Talleí de diseno do laboratorios. Reunión anual de la Asociación de gerentes de laboratorios clínicos 1993, San



deben examinar con el resto de las personas que participan en la atención al paciente. En los planes de diseño se debe tener en cuenta que la robótica, los tubos neumáticos, las computadoras, incluyendo los accesos a Internet y a Intranet, y las máquinas de facsímil son las nuevas herramientas que se utilizan en los laboratorios modernos. La energía eléctrica suficiente, el control de la temperatura y la ventilación deben estar en su lugar. Las normas de acatamiento de regulación y seguridad deben ser cuidadosamente examinadas y aplicadas apropiadamente. Los ejemplos de tales consideraciones pueden incluir: las habitaciones de más de 30 m deben tener dos salidas; los pasillos utilizados por los pacientes deben tener una anchura de 2.4 m. mientras que los no utilizados por ellos deben ser de 1,12 m de ancho: y una unidad de lavado de ojos debe estar a menos de 30,5 m de las áreas de trabajo (fvtortland, 1997). Para asegurarse de que uno cumple todas las leyes locales, estatales y federales se debe contratar a un arquitecto experimentado que proporcione diseños de reformas, evitando asi costosas peticiones de cambios con posterioridad. !



Funciones



A c t i v i d a d e s q u e se van a realizar Flujo de personas y materiales Almacén E q u i p o q u e se va a utilizar Utilidades N e c e s i d a d e s locales del laboratorio



E s q u e m a d e l diseño



Diseño estructural C o n o c e r los materiales de construcción Diseño arquitectónico Costes O p c i o n e s de sistemas (fontaneria, electricid a d , calefacción/ventilación/aire a c o n d i cionado)



Desarrollo d e l diseño



Diseño de interior Colores, telas, texturas, a c a b a d o s , etc.



Construcción



Ofertas/negociación de c o n t r a t o s Documentación legal Construcción real Terminación y ocupación



Punto de atención de análisis (ubicación alternativa de análisis)



>



El análisis PDA (también conocido como análisis cercano al paciente, ubicación alternativa de análisis, análisis centrado en el paciente) se utiliza en lugares muy variados, como en urgencias, quirófanos, clínicas. 0 C S . consultas de médicos y residencias de ancianos (Kurec, 1993). El PDA lleva el análisis de laboratorio al lugar en el que se halla el paciente, en vez de tomar una muestra y enviarla al laboratorio. Las mediciones en tiempo real del estado del paciente se pueden obtener en un corto espacio de tiempo, permitiendo a los servicios sanitarios tratar las necesidades agudas del paciente (Zaloga,
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P A T O L O G Í A C L Í N I C A / M E D I C I N A DE L A B O R A T O R I O



Tabla 1 9 Lisia de control de la sala de extracción Actividades



Fecha



Valoración de las n e c e s i d a d e s Selección d e l método o de la instrumentación Obtener el c o m p r o m i s o del personal médico, de e n t e r m e r i a . d e l laboratorio y de cualquier otro d e p a r t a m e n t o , incluyendo a la alta dirección ( p r o c e s o de g e r e n c i a de c a l i d a d total [GCT]) Identificar el g r u p o al q u e p e r t e n e c e el p a c i e n t e al q u e se le va a h a c e r el análisis Identificar a las personas q u e m a n e j a n la instrumentación ( p e r s o n a l d e l laboratorio. de enfermería, de quirófano) Investigar y desarrollar p r o c e d i m i e n t o s do análisis (estudios de precisión y e x a c t i t u d ) Establecer p r o c e d i m i e n t o s d e control d e calidad/garantias Desarrollar p a u t a s p a r a la formación del personal (calificaciones listas de control de técnicas, c o n t a b i l i d a d ) Desarrollar p r o t o c o l o s de geslión de r i e s g o s Escuchar y c o n s e g u i r información Hacer c a m b i o s y m e j o r a s



1991; Woo. 1993). La "vida media biológica" de los datos del laboratorio para los pacientes con enfermedades crónicas normalmente muestra cambios mínimos, mientras que las condiciones clínicas de los pacientes con enfermedades agudas son más variables (Geyer. 1992). Un programa PDA debe incluir al laboratorio en el proceso de desarrollo, mantenimiento y toma de decisiones. El PDA está reconocido por la Joint Comission on the Acreditation oí Healthcare Organitations (CCOAAS: PA 6.4: 1993). el College American Pathologists (CAP; Análisis secundarios: sección 30.0.1994) y por el Clinical Laboratory Improvement Act. de 1988 (CLIA'88; Registro Federal 55CFR, 1990: 57CFR. 1992). La selección de la instrumentación y de la metodología de las pruebas se debe decidir por el personal del laboratorio conjuntamente con el personal del hospital. La instrumentación, razonablemente fiable, para el PDA está disponible con opciones perfeccionadas por llegar y un aumento en los menús de análisis. La Tabla 1 -9 traza la línea de las medidas que hay que tomar en el desarrollo de un programa PDA. Handorf (1994) y otros colegas proporcionan un análisis amplio del PDA'ubicación alternativa de análisis. El PDA está impulsado por la tecnología. Se han incorporado chips de microordenadores y sensores a los instrumentos, haciéndolos portátiles y accesibles La instrumentación incluye analizadores químicos portátiles, contadores de glucosa, analizadores de gas en sangre, contadores de hemoglobina y pruebas de coagulación. El criterio a seguir para seleccionar la instrumentación apropiada es el coste, la precisión, la comodidad del mantenimiento, la capacidad para autograduarse, funciones con control de calidad, las capacidades de información y la seguridad. La instrumentación debe ser duradera, sencilla de usar, estable, de coste efectivo y susceptible de cantidades rápidas (PDT). Poner en práctica el análisis PDA es la obra de un equipo colaborador y multidisciplinar. El personal ajeno al laboratorio, como enfermeras, técnicos quirúrgicos, terapeutas respiratorios y ayudantes sanitarios, puede ser responsable del análisis de pacientes PDA actual. Para una atención al paciente de calidad es esencial la formación apropiada en el luncionamiento del instrumental, mantenimiento y procedimientos de control de calidad. La cooperación y la aprobación de los altos ejecutivos, del personal médico y demás implicados es necesaria para proporcionar un servicio de calidad a un coste efectivo. Es vital que el laboratorio tenga un papel principal en el desarrollo y mantenimiento de los procedimientos PDA (Kurec, 1993). Parte del proceso de evaluación incluye un análisis de los costes comparando la utilización del PDA y las pruebas que se hacen en el laboratorio central. Hay diferencias considerables entre los informes de coste por prueba que deben ser cuidadosamente revisadas para garantizar que la puesta en funcionamiento del PDA sea efectiva en cuanto al coste (Kilgore, 1999). Este análisis debe incluir los costes relacionados no sólo con el material, equipamiento y mano de obra.



sino también con la recogida de muestras, el control de calidad, la formación y la documentación. La tecnología del PDA ha aumentado la calidad y ha rebajado los costes. La evaluación del programa debe ser dinámica y ajustada según sea necesario. El éxito del programa se mide por su capacidad para mejorar la atención del paciente y sus resultados (Rosen. 1989; El servicio PDA es parte de la evolución en la distribución de la atención sanitaria: el alcance y la magnitud de su aplicación bien pudieran cuestionar las actividades de un laboratorio convencional en un futuro cercano. Según la tecnolo gia se va extendiendo y mejorando, los "puntos" de entrega de los servicios del laboratorio se rendirán a los controlados por el PDA. El impacto lavorable por disminuir el PDT de los procedimientos del laboratorio, la atención médica rápida y la decisión de facilitar la atención al paciente, no ha sido reconocido, todavía, en su totalidad. Sin embargo, uno debe considerar también los costes asociados a los análisis PDA. que pueden ser mayores que el proporcionar análisis de laboratorio tradicionales. No obstante, la capacidad para disponer de análisis PDA de glucosa, gases en sangre, electrólitos, parámetros de coagulación, hemoglobina y hematocrito e incluso hormona paratiroides completa (PTH) durante las operaciones, en las unidades de cuidados intensivos o en la habitación de los pacientes es muy atrayente (Jacobs. 1998; Remaley, 1999)



Dirección futura El hecho de trasladar las evaluaciones y mediciones del laboratorio más cerca de los pacientes puede seguir siendo una parte importante en proporcionar una atención de calidad al paciente. El uso de biosensores y técnicas no invasivas como la monitorización transcutánea (véase página 21) p j e d e aumentar claramente la capacidad del responsable sanitario para proporcionar una atención en tiempo real de forma rápida y con un coste efectivo (Woo. 1994). Según la tecnología del PDA se desarrolla más su uso en los hospitales y campos enfocados hacia los pacientes e impactará significativamente en como se utiliza al personal sanitario y en cómo se proporciona la atención (Cousar, 1994). Los programas PDA con éxito que incluyen al personal ajeno al laboratorio que ha tenido una formación cruzada para realizar pruebas óe laboratorio PDA son aquellos en los que las personas del laboratorio actúan como monitores. Es esencial que la plantilla del laboratorio juegue un papel importante en el desarrollo y mantenimiento de los programas PDA (Allred. 1994). El futuro de las tendencias multidireccionales que incluyen los biosensores no invasivos, los analizadores de sangre completa, la eliminación virtual del procesamiento de muestras de sangre (para plasma y suero), el PDA. la automatización y la robótica emparejada con la informática se puede imaginar en varios lugares para facilitar y apresurar la atención al paciente.



Laboratorio central/laboratorio de respuesta rápida A lo largo de los años, los laboratorios han evolucionado hacia áreas muy especializadas y técnicas que requieren personas formadas especialmente para realizar pruebas sofisticadas. Para maximizar la utilización de los empleados a jornada completa (EJC) y de los técnicos competentes, la consolidación del servicio ha llevado al desarrollo del núcleo o laboratorio de respuesta rápida. Poner en marcha un laboratorio central puede reducir los costes de personal tanto como de un 30% a un 35% (Bush, 1998; Dadoun, 1998) Agrupar la instrumentación que realiza un alto volumen de análisis proporciona oportunidades para conservar recursos como el número de instrumentos, consumo de reactivos, utilización del control de calidad y/o patrones, materiales, tiempo de procesamiento y equipo y personal (Figura 1-1). Un tipo corriente de fusión ha sido la de los laboratorios de hematología y química Cquimatologia") (Bush. 1998). También se han incorporado los fluidos corporales, la microbiología y la inmunología. Esta particular fusión ha sido especialmente ventajosa para manejar peticiones urgentes, para el flujo de trabajo fuera de turno y para los laboratorios con problemas de personal crónicos. El numero de personas en plantilla que se necesitan en dos o más secciones separadas se puede con frecuencia reducir, o se les puede recolocar en otras tareas, como el servicio al cliente, garantía de calidad, gerencia de riesgos o responsabilidades subordinadas. Para lograr esto tiene que haber un espacio suficiente, un liderazgo cooperativo fuerte y un personal flexible. Asumiendo que todos estos prerrequisitos estén en su lugar, este tipo de fusión es relativamente fácil y se puede realizar más rápidamente que otras alternativas. Los costes asociados a las
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Laboratorios nacionales de referencia



Figura 1-1. Diagrama de la organización del trabajo en el laboratorio de hospital. mínimas renovaciones del espacio, a las opciones de intercambio SIL y a la nueva orientación del personal son a menudo mucho menores que realizar una automatización total. Además, la dirección del proceso de transición hacia una instalación núcleo es vital para que esa transición tenga éxito (Sasavage 1997a). Las tradiciones duraderas dentro del laboratorio, la camaradería, la política y las emociones, a menudo, pueden impedir estos cambios y han de ser bien consideradas y por adelantado a la transición real.



Regionalización La regionalización es un proceso de fusión a gran escala. Necesita medios elevados y significativos para su inicio, requiere un espacio considerable, el compromiso del personal más veterano y la formación continuada a largo plazo del personal que tenga que ocuparse del cambio. Este tipo de formato requiere un ambiente de gran cooperación entre todas las partes involucradas



Hospital 2 STAT L A B



Laboratorio de URGF.NCIA



Figura 1-2. Visión general de un laboratorio regional integrado, laboratorio central/regional en un hospital universitario.
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y puede tardar años en completarse. En este modelo, los laboratorios de dos o más hospitales se alian y llegan a acuerdos para la ubicación de los laboratorios, conservación del personal, instrumentación y para el sistema de tratamiento de la información (Figura 1-2). Frecuentemente, las instalaciones de un gran laboratorio núcleo están ubicadas en un lugar céntrico para acomodar la rutina y las pruebas más confidenciales. Los laboratorios de urgencia o de respuesta rápida están ubicados en hospitales individuales para hacer frente a las peticiones de pruebas urgentes. Este modelo funciona especialmente bien donde ya existe un gran laboratorio general entre un número de hospitales basados en comunidades más pequeñas. Una variación de este modelo es la que está enfocada hacia la especialización y hacia la experiencia disponible. Por ejemplo, un laboratorio de hospital puede tener una capacidad microbiológica'virológica bien establecida para manejar los análisis rutinarios y los altamente específicos. Al enviar todo, excepto los exámenes y las mediciones más básicas, al "laboratorio central de microbiología" se podrían aprovechar los equipos y las técnicas disponibles ya existentes. Las mismas oportunidades pueden existir para otras secciones del laboratorio, como las de hematopatología, coagulación, inmunohemalología. análisis de drogas, citogenética. diagnósticos moleculares, banco de tejidos e inmunogenética. Las ventajas son la estandarización de los procedimientos, equipos, programas de control de calidad y formatos de informes (Zeiger, 1997). El ahorro en los costes se obtiene reduciendo la redundancia de los equipos y maxímizando el rendimiento de las pruebas. La fusión de exámenes y mediciones específicos en un lugar incrementa el volumen, que se refleja en una rebaja del coste por prueba y la capacidad de obtener material con descuentos por volumen. La reducción o reasignación del personal ofrece oportunidades adicionales para reducir costes y aumentar la eficiencia. Como resultado de la fusión, un laboratorio demostró una reducción del personal de un 2 5 % (Szumski. 1999). Los acuerdos generales de compras se pueden fusionar en un solo contrato. Los retos para ejecutar y triunfar con este modelo incluyen el transporte de las muestras, la resistencia a los cambios, las cuestiones personales, las cuestiones morales, la "pérdida de identidad" del laboratorio y los problemas sindicales.



Islas de automatización El progreso de las computadoras y de la tecnología ha guiado la metodología utilizada en los exámenes y mediciones en el laboratorio clínico. Un solo aparato puede sostener un menú amplio de pruebas y tiene como resultado la fusión de la instrumentación. Las antiguas prácticas requerían una redundancia de aparatos en varias o más secciones de un laboratorio. Los aparatos que utilizan una metodología similar, como algunos de los exámenes y mediciones basadas en la inmunología, se pueden entrelazar para formar "islas de automatización" o células de trabajo" (Beckwith. 1997). Se pueden necesitar dos o más muestras para completar las múltiples peticiones de exámenes y mediciones en un solo paciente, debido a la compartímentación de las secciones del laboratorio y a la necesidad de unir la logística de la separación física de las secciones del laboratorio y para satisfacer los estándares PDT. En este nuevo ambiente automatizado sólo se necesitará una sola muestra. Esto reduce el tiempo de recogida de las flebotomías, el tiempo de procesamiento, el tiempo de entrega y los costes globales.



una muestra (Schoeny, 1991). La mayor parte de este tiempo, aproximadamente de un 70% a un 80%, implica tareas repetitivas y manuales (Mountain, 1999). El equipamiento de un laboratorio moderno incluye aparatos automatizados para tomar una muestra alícuota, escáneres, estaciones de pipeteo y alicuotado de la muestra. La puesta en práctica de métodos automatizados, que utilizan un sistema de reparto y de procesamiento de la muestra, ha demostrado que aumenta la productividad en un 66%, permite una mayor capacidad de volumen, rebaja el PDT en dos tercios y reduce el número de EJC (Mountain, 1999). Este último punto es vital para que la puesta en práctica de la automatización del laboratorio tenga éxito, ya que los gastos principales de los laboratorio son los de personal, que consumen del 50% al 60% del presupuesto anual (Smythe. 1997). La automatización también se ha aplicado a nivel de la instrumentación. Las pletinas lo portaobjetos) de los microscopios motorizados y los brazos mecánicos se han integrado en el equipamiento del laboratorio para hacer el proceso más eficiente y para aumentar la fluidez del trabajo. A los robots se los ha descrito como cartesianos (3 gl de libertad [gl] de los ejes X, y Z ) , cilindricos (4 gl que incluye la rotación) y articulados (5 gl o 6 gl de movimientos de encaje o doblamiento) y guiados por un control programable (Markin. 1992, 1993). Se han utilizado vehículos teledirigidos automatizados (AGV) y sistemas transportadores para transportar muestras a los puestos lo estaciones) de trabajo (Tarapchat. 1999). Hacer funcionar un Robocart (California Computer Research, Inc. Lake Arrowhead, CA) cuesta aproximadamente 0.03 dólares por minuto, comparado con el mensajero que cuesta aproximadamente 0.28 dólares por minuto (Bush, 1998). Los códigos de barras son ampliamente utilizados en la instrumentación de un laboratorio clínico moderno y se pueden encontrar en la química, hematología, inmunología, microbiología y bancos de sangre (Kasten, 1992). Los lectores de los códigos de barras se han convertido en parte integrante de muchos instrumentos y SIL. El código de barras ha sido útil para la identificación de los pacientes y para los datos demográficos de los pacientes, para los tipos de muestras que se han de recoger y para las pruebas que se han de realizar (Neeley, 1990). El código de barras consiste en pares de líneas (un "tipo") y espacios de un ancho variable. Cada tipo representa un número, una letra o cualquier otro símbolo gráfico. Un foco de luz láser con forma de bolígrafo luminoso (o de luz), una vara, un escáner manual o un escáner fijo "lee" las lineas negras (absorben la luz) y los espacios (reflejan la luz) y transforma los patrones analógicos en impulsos eléctricos y los traduce a un código de ordenador binario.



(véase Capítulo 4)



La integración del código de barras en el laboratorio y en otros departamentos del hospital proporciona una identificación de los pacientes sin igual cuando se hacen exámenes de laboratorio específicos, cuando se crean listas de extracción de sangre y durante la transmisión de los datos de los pacientes al SIL o a un sistema de instrumentos computarizados internos; esto puede eliminar las etiquetas secundarias de los tubos (p. ej.. tubos de decantar, tubos de alícuota, tubos de almacenamiento), disminuir los errores al etiquetar y acrecentar el PDA (Kasten. 1993). Mejorando la precisión, la productividad y la fluidez del trabajo se mejora la atención al paciente y el ahorro en los costes. Las ventajas del registro de datos por medio del código de barras sobre el registro de datos escrito a mano son: "el registro de datos sin teclado, la impresión automática de la hora, la estandarización de la documentación, las historias médicas legibles y la captación de dalos de los puntos de atención" (Chan, 1993). Otra área donde los códigos de barras son útiles es en el tratamiento de los materiales. El código de barras del número universal del producto (UPN) puede llevar a identificar cualquier producto por la etiqueta del paquete. Esto ofrece un soporte logistico con un alto nivel de control de calidad para localizar, clasificar, embarcar y recibir los productos.



La automatización es el resultado de los avances tecnológicos que han llevado al desarrollo de los aparatos de laboratorio conducidos mecánicamente (robótica) a estar conectados a los ordenadores, software y hardware (Felder, 1990) El uso de la automatización y de la robótica puede aumentar la productividad, reducir la exposición a productos biopeligrosos, reducir los costes laborales, aumentar el PDT y ofrecer un nivel de coherencia en el procedimiento. La preparación de muestras alícuotas de la muestra inicial gasta tanto como un 5 0 % a un 7 0 % del tiempo de laboratorio consumido en el análisis de



La automatización de la medicina de laboratorio es parte de la evolución tecnológica. Los instrumentos son más sensibles, más fiables y más duraderos que en años anteriores. Se cuenta con la capacidad para producir una medición precisa de cualquier instrumento determinado, de esta manera se acerca la mayoría de la instrumentación al uso cotidiano. El funcionamiento y el mantenimiento de los instrumentos se han simplificado. La instrumentación computarizada ofrece un gran menú de pruebas, reduce la carga de trabajo intensivo y requiere menos espacio físico. El sistema de automatización del laboratorio (LAS) se debe interconectar con el SIL para proporcionar una
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transferencia de datos fluida (Markin, 1998). Como con las islas de automatización, la instrumentación debe estar en paralelo, en tiempo real, con los medios apropiados de transferencia de datos. Los costes relacionados con la aplicación total de la automatización del laboratorio han sido el factor que ha limitado la aplicación de este tipo de automatización en la mayoría de los laboratorios. Para los laboratorios con un alto volumen de costes la recuperación de la inversión (ROÍ; reembolsar) por la compra de robótica, de equipos compatibles de laboratorio, de formación de personal, de soporte informático y de mantenimiento, lleva de tres a cinco años (Felder. 1997, 1999). Se deben desarrollar planes comerciales muy prudentes para asegurar que esta es una forma de gasto eficaz para administrar el laboratorio (Smythe, 1997). La justificación primordial para conseguir una automatización total del laboratorio está basada en el volumen de pruebas y en la capacidad de reducir costes laborales. En un hospital, la plantilla se redujo en un 3 2 % un año después de implantar la automatización total (Bauer. 1995). En otro hospital, la reducción de la plantilla en un 13% tuvo como consecuencia el ahorro anual de 2,7 millones de dólares (Seaberg, 1999). En muchos laboratorios clínicos japoneses se ha mantenido el funcionamiento con cinco veces menos técnicos (Felder, 1997, 1999). Otras de las ventajas son el aumento de la cantidad y de la capacidad. Se pueden procesar las muestras veinticuatro horas al dia sin ninguna o con una minima interacción humana. Además, la automatización ofrece una disminución en los índices de errores al etiquetar las muestras, un acceso rápido a los datos y a la información del paciente, una mejor gestión de la facturación y aumenta la garantía de calidad de la monitorización (McPherson. 1998; Bauer. 1995). Generalmente, se aumenta el promedio del PDT. En un hospital, la media del PDT bajó de 45 minutos a 10 minutos cargando los datos del paciente automáticamente al SIL(Bush, 1998). La automatización preanalítica del laboratorio comienza en el momento en que el médico inicia la solicitud para un análisis o medición del laboratorio a través de una orden de entrada por ordenador. La orden de entrada y la obtención de resultados enviadas por el médico a través de ordenadores de usuario interconectados por una red son métodos realistas para proporcionar una atención al paciente precisa y rápida, (véase Cap. 5). Las listas de recogida de sangre generadas por ordenador y las etiquetas de las muestras con la información apropiada del paciente (número de entrada, hora de extracción, tipo de tubo y nombre del examen o de la medición) ayudan al flebotomista en la obtención puntual y exacta de las muestras (Slockbower, 1982; Finn, 1988). Los terminales de trabajo manual para las extracciones sanguíneas (Intellihand, Sunquest. Tucson. AZ) son ordenadores que permiten la carga y descarga de los datos de las listas de recogida. Este tipo de sistema le proporciona al flebotomista la hora de entrada, la fecha, la identificación técnica, la comprobación del paciente y el tipo de recogida de la muestra a tiempo real. Se puede recoger la información utilizando un lector de códigos de barras o un teclado alfanumérico. Estos datos se pueden cargar al SIL para completar la comprobación de la recogida. La exacta monitorización y la oportuna entrega de las peticiones de exámenes y mediciones al laboratorio deberían ser un componente indispensable del programa de garantía de calidad si el laboratorio va a proporcionar una entrega puntual de los servicios. El LAS/SIL se rige por un proceso basado en reglas según el cual una ecuación se desarrolla para ejecutar una función siguiendo una secuencia lógica para completar un procedimiento de laboratorio específico (véanse Caps . 4 y 6). El proceso basado en reglas es complejo y requiere de medios significativos en forma de ordenadores para llevar a cabo las miles de operaciones potenciales exigidas. Estas reglas son de tres tipos: clínicas (pueden ordenar o cancelar pruebas consecutivas basadas en los resultados iniciales de las pruebas o buscar la información clínica que ayude en el proceso de toma de decisiones), comerciales (estableciendo un rango de prioridad, p. ej., el procesamiento de muestras de pacientes internos antes que las de pacientes externos) u operativos (cómo se pueden encaminar las muestras, basado en un período de tiempo definido, cambio, o el tipo de prueba). Las muestras que se reciben en el laboratorio por mensajero o por tubo neumático se pueden identificar rápidamente por medio de un lector de códigos de barras para asegurar la identificación exacta del paciente en relación con la muestra. Los brazos articulados que son capaces de realizar maniobras en tres dimensiones ponen cada muestra en una gradilla que las trans-



Tabla 1-10 Directrices recomendadas para el registro y la retención de las muestras' Tipo de registro Registros



Registros de análisis Solicitudes Control d e c a l i d a d Proced im ientos/man uaies Análisis de a p t i t u d A c c i o n e s curativas Mantenimiento de instrumental



Retención 2 años 2 años 2 años 2 años 2 años 2 años El tiempo q u e dure el instrumento 30 años



Registro del personal Registros del donante/receptor del b a n c o d e s a n g r e 5 años Firmas/miciales de los e m p l e a d o s del b a n c o d e sangre 5 años Plasmaféresis 5 años Informes



Informes del laboratorio Autopsias Patología Médula ósea Citopatología Citogenética



2 años 20 años 20 años 20 años 20 años 25 años



Muestras



Suero/otros fluidos corporales Frotis de sangre rutinarios Frotis de s a n g r e no rutinarios L a m i n a s de médula ósea Frotis de microbiología Láminas n e g a t i v a s de citología Láminas positivas de citología Tejidos húmedos B l o q u e s de parafina Láminas de patología Muestras del donante/receptor del b a n c o d e sangre Láminas de citogenética Fotografías de citogenética



24 horas 7 días (1 año) 20 años 7 días 5 años 20 años 6 meses 5 (20) años 20 años 7 d i a s después de la Iransfusión 6 años 25 años



' College ol American Pathologistis ( C A P ) , Northfield. I L ( 1995) y/o las pautas



de la C L I A ' 8 8 (Registro Federal 55, 1990. 57. 1992) o ambas, con recomenda cíones adicionales, comprobar los cúdigos locales en la agencia regional o en otras agencias reguladoras.



porta hasta una centrífuga automatizada. Algunas centrífugas automatizadas pueden procesar hasta 250 muestras por hora (Brzezicki. 1998). Al finalizar, los tubos se destapan y el suero se traslada y se decanta a un segundo tubo etiquetado con un código de barras. Cada tubo tiene un recorrido de acuerdo con la prueba requerida y los resultados finales se cargan al sistema de información del laboratorio. El SIL ofrece datos clínicamente útiles de los que se debe informar exacta y puntualmente para mejorar en todo lo posible la atención del paciente. La demora en la información puede hacer que los datos resulten inútiles; por ejemplo, proporcionar un informe sobre la concentración de acetaminofeno en suero 24 horas después de que se pida la prueba. Del SIL depende mucho la capacidad para suministrar datos del laboratorio y para informar puntualmente (véase Cap. 6). La retención de informes y láminas exige la conservación de las historias clínicas (Baer. 1993) decretada por la JCAHO. la CAP y la Health Care Financmg Administraron (HCFA) en aplicación del Decreto de mejora de los laboratorios clínicos (CLIA'88). Las agencias locales de gobierno pueden anular las órdenes de otras agencias y deben ser consultadas para asegurar su adecuado cumplimiento. La Tabla 1-10 ofrece guías respecto a la eliminación de informes y muestras basadas principalmente en las reglamentaciones del CAP y del CLIA'88. En general, se ordena que la mayoría de los historiales se guarden sólo dos años, excepto los historiales de los bancos de sangre, que se guardan durante cinco años. Sin embargo, a los bancos con bases de datos electrónicas cruzadas se les exige una retención indefinida, purgando periódicamente los de pacientes fallecidos. Los registros que documentan cada instrumento y el mantenimiento de los equipos deben ser guardados durante la vida del instrumento. Los informes generales del laboratorio pue-
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den destruirse después de dos años. Los procedimientos y los procedimientos antiguos se deben conservar en archivo. Los procedimientos jubilados se deberían guardar durante dos años más antes de su destrucción. La documentación de las peticiones de pruebas y de los resultados se deben guardar dos años; sin embargo, la historia clínica del paciente contendrá también esta información. Estos informes que proporcionan diagnósticos reales se conservan durante 20 años aproximadamente. Se sugiere que los informes citogenéticos se conserven durante 25 años (en respuesta a los años de fertilidad que frecuentemente se observan). Se puede ordenar que los informes personales, incluidos los de formación, los sanitarios, los exámenes de exposición individual y cualquier otro asunto afín, se conserven durante 30 años, especialmente aquéllos relacionados con exposiciones a productos químicos o biopeligrosos (ordenado por la Occupation Sately and Heatl Administraron; Registro Federal 56, 29CFR. 1990: 55, 29CFR. 1990: OSHA. 1993). La conservación de las muestras varía dependiendo de la naturaleza de la muestra y de su valor diagnóstico después de un período de tiempo dilatado. El CAP recomienda que los frotis de sangre se conserven sólo siete días: sin embargo, la práctica de algunos laboratorios es la de conservar todos los frotis de sangre durante un año. Se debe conservar durante 20 años la médula ósea, las láminas de citologías y otras láminas de patologías. Los bloques de tejidos incluidos en parafina se tienen que conservar, por lo menos, durante cinco años: sin embargo, su conservación durante 20 años mantendrá al laboratorio a salvo en los casos medicolegales. Se debería conservar convenientemente almacenado el suero y el plasma para resoluciones químicas e mmunológicas durante una semana y la sangre completa para hematología durante un día.



aumento de los esfuerzos educacionales y la videoconferencia ayudarán al desarrollo de los centros de sanidad regionales que estén en la red. El desarrollo de estos sistemas regionales aumentará el acceso a los servicios sanitarios, mejorará la educación médica y dará continuidad al mantenimiento sanitario individual.



PRUEBAS PREANALÍTICAS Solicitud de análisis y mediciones (test)



Se aceptan los historiales electrónicos que se guardan en los discos de ordenador, las cintas magnéticas, los microlilmes. las microfichas o los discos ópticos. Requieren un espacio físico considerablemente menor y proporcionan una rápida recuperación de la información. La tecnología de discos ópticos es un mecanismo atractivo para el almacenamiento de los datos a largo plazo. Un disco óptico de doble cara y de 5.25 pulgadas puede contener 500.000 páginas de documentos. Los sistemas de recuperación de gestión basada en documentos parecen ser más eficientes. Hay una ausencia de costes al obviar la necesidad de actualizar la memoria del disco duro del ordenador, de microfilmar documentos, de usar papel de imprimir y de proporcionar almacenes que va asociada a este sistema IBrzezicki. 1994).



El médico inicia la petición para un análisis o medición del laboratorio completando una orden por escrito de los análisis y mediciones del laboratorio que desea en la historia clínica o en la gráfica del paciente Esta información se envía por medio de una orden de entrada escrita o por ordenador. El que el médico envíe la orden de entrada y la de obtención de resultados a través de ordenadores personales interconectados es una via de entrada realista para proporcionar una atención al paciente puntual y precisa (véase Cap. 6). Los datos demográficos del paciente incluyen el nombre del paciente, el sexo, la edad, la fecha de nacimiento (FDN), la fecha de admisión, la fecha en la que se han ordenado los análisis o mediciones, el número del hospital, el número de la habitación, del médico y el número del código de la farmacia del médico. Las listas de recogida de sangre generadas por ordenador y las etiquetas de las muestras con la información adecuada del paciente (número de acceso, tiempo de extracción, el tipo de tubo y el nombre de la prueba) ayudan al fiebotomista en la obtención de muestras exactas y puntuales (Slockbower. 1982; Finn, 1988). Los terminales de la estación de trabajo manual de la extracción sanguínea (Intellihand. Sunquest. Tucson. AZ) son ordenadores que permiten la carga y descarga de los datos de la lista de extracciones. Estos sistemas proporcionan al fiebotomista la hora de entrada, la fecha, la identificación técnica, la comprobación del paciente y la recogida del tipo de muestra a tiempo real. La información se puede recoger utilizando un lector de códigos de barras o un teclado aifanuménco Estos datos se pueden transferir ai SIL para completar la verificación de la recogida. La monitonzación exacta y la entrega conveniente de las peticiones de análisis yo mediciones al laboratorio tendrían que ser un componente indispensable del programa para asegurar la calidad, si es que el laboratorio va a proporcionar una entrega rápida de servicios



Telemedicina



Preparación del paciente



La utilización de la telecomunicación en la patología (telepatología) como parte de la telemedicina se inicia con el uso de la transmisión de imágenes simple de la red digital estandarizada internacional (ISDN) (Kayser. 1993) a la tecnología que ha incorporado el procesamiento de la imagen mediante el uso de ordenadores paralelos, de grupos de estaciones de trabajo de alto rendimiento, de equipamiento de video de alta resolución y de telecomunicaciones a velocidades de multigigabit por segundo. A la telemedicma se la ha definido como el uso de la información electrónica y de las tecnologías de la comunicación para proporcionar y apoyar a la sanidad cuando la distancia separa a los participantes" (IOM. 1996). Sumando esta tecnología a la telepatologia se puede aplicar en un amplio abanico de disciplinas médicas que incluye a la telerradiología, telecardiologia. teledermatología y a la telecirugía.



Cuando se prepara a un paciente para una flebotomía o extracción sanguínea se debería tener cuidado para minimizar los factores relacionados con las actividades que pueden influir en las resoluciones del laboratorio (NCCLS H18-A2.1999). Estos factores incluyen las variaciones diarias, el ejercicio, el ayuno, la dieta, el consumo de alcohol, el fumar tabaco, la ingestión de drogas y la postura. Las variaciones diurnas se pueden encontrar cuando se están haciendo pruebas de hidrocortisona. de hierro en suero o el recuento de neutrófilos. La actividad física tiene efectos transitorios y a largo plazo en las resoluciones del laboratorio. Los cambios transitorios pueden incluir una disminución inicial seguida por un aumento de ácidos grasos libres de hasta un 180% en alanina y un 300% en lactato. El ejercicio puede elevar la creatina fosfoqumasa (CK). la aspartato ammotransferasa (AST) y la lactato deshidrogenasa (LD) y activar la coagulación, la fibrinólisis y las plaquetas (Garza, 1989). Estos cambios están relacionados con el aumento de actividades metabólicas para obtener energía y normalmente vuelven a los niveles anteriores al ejercicio poco después del cese del mismo. Los efectos a largo plazo del ejercicio pueden aumentar los valores de la CF, la aldolasa, la AST y la LD. Se ha demostrado que con el entrenamiento físico durante un largo periodo de tiempo se incrementan los niveles de las hormonas sexuales, como la testosterona en el plasma, la androstenediona y la hormona lutemizante (Remes. 1979).



La digitalización y la transmisión de imágenes de alta velocidad, la reconstrucción tridimensional de la morfología de las células y de los tejidos y el uso de redes inteligentes y neurales se están desarrollando en diferentes lugares a lo largo y ancho del país (Corona. 1994). Estos sistemas enlazarán a los hospitales, a las clinicas. a las instalaciones de cuidados prolongados y a las consultas de los médicos y les ofrecerán una comunicación en tiempo real. Las ventajas de esta tecnología ofrecen una forma de utilizar los costes eficientemente para proporcionar especialistas sanitarios de calidad, particularmente en áreas rurales o con pocos servicios (Kurec. 1998). La telepatología ofrece el potencial de consultas rápidas entre grandes distancias. El uso del video y de las cámaras digitales proporciona imágenes de alta resolución que se pueden transmitir como TIFF, archivos bitmap o GIF y almacenarlas electrónicamente (Gilbertson. 1999). La microscopía robótica para las consultas, las evaluaciones de buena atención, la ayuda en las actividades forenses, el



Después de 48 horas de ayuno la concentración de bilirrubína en suero se puede incrementar. Un ayuno de 72 horas disminuye los niveles de glucosa en plasma en mujeres sanas en 45 mg/dl (2,5 mmoit), mientras que un estudio en hombres mostró un aumento de los triglicéridos en el plasma y en los ácidos grasos libres con cambios no significativos en el colesterol en plasma.
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LABORATORIO CLÍNICO: ORGANIZACIÓN,



Mediciones seleccionadas de la función hepática y lista de fármacos implicados en la interferencia farmacológica



Efectos en los análisis de la función del hígado Orina: Suero:



Bilirrubina: a u m e n t a d a Fosfatasa alcalina i n c r e m e n t a d a Bilirrubina: i n c r e m e n t a d a Bromosultaleina (BSF): a u m e n t a d a Glucosa: disminuida Alanina aminotransferasa (ALT) y aspartato aminotransferase (AST): a u m e n t a d a



Fármacos que pueden afectar a los análisis de la función del hígado Acetohexamida Alopurínol Ácido aminosalicílico Amodiaquina Amfotericma B Agentes anabólicos Andrógenos Clorpropamida Ciclofosfamida Desipramina Eritromicina Glicopirrolato Haloperidol Halotano Hidrazina Imipramina Indometacina Isoniazida Lincomicina Inhibidores M A O Mercaptopurina Metaxalona Metoxsaleno Metoxiflurano Metildopa Molilliouracilo



Ácido nicotinico Nilrofurantoina Novobiocina Oleandomicina Oxazopam Oxifenbutazona Paraldehido Parametadiona Fenacemida Fenacetina Fenotiacinas Fenilbutazona Progestinas Progestmas-estrógenos (anticonceptivos orales) Propiltiouracilo Quinacrina (mepacrina) Sulfonamidas Tetraciclinas Tiosemicarbazonas Tiotixeno Tolazamida Tolbulamida Trimetadiona Mostaza d e uracilo



Modilicada de Martin TJ: Pharmacologic Interactions with Lboratory Test



Values. 1970, 596 Burnhamthorpe, Elobiocokc. Ontario. Canada, con permiso



Cuando se determinan los componentes de la sangre como la glucosa, los triglicéridos, el colesterol y los electrólitos, la extracción debería hacerse en el estado basal (Garza, 1989). Comer, dependiendo de su contenido en grasa, puede elevar el potasio en plasma, los triglicéridos y la fosfatasa alcalina. La sangre de tipo O o B positivo, los secretores de Lewis positivos pueden producir unos niveles especialmente altos de esto último. Además, los cambios fisiológicos pueden incluir hiperquílomicronemia. de esta manera se incrementa la turbidez del suero o del plasma e interfiere potencíalmente con las lecturas de los instrumentos. Ciertos alimentos o dietas de régimen pueden afectar a los componentes del suero o de la orina. Una carne roja o cualquier otra dieta rica en proteínas puede aumentar los niveles de urea en suero, de amoniaco y de urato (sal de ácido úrico). Los alimentos con una proporción muy alta de ácidos grasos saturados e insaturados pueden mostrar una reducción del colesterol en suero, mientras que una dieta rica en purinas mostrará un aumento en los valores del urato. Los alimentos como los plátanos, las pinas, los tomates y los aguacates, son ricos en serotonina. Cuando se ingieren, quizá se puede observar una elevada excreción de orina o de ácido 5-hidroxiindolacético. Las bebidas ricas en cafeína elevarán los ácidos grasos libres en plasma y provocan la liberación de catecolaminas desde la médula suprarrenal y desde el tejido cerebral. La ingestión de alcohol incrementará las concentraciones de lactato plasmático y de triglicéridos. Los niveles elevados de colesterol. de la lipoproteina de alta densidad (HDL), la y-glutamil transferasa (GGT). el urato y el volumen corpuscular medio (VCM) han sido asociados con el abuso crónico de alcohol. Los fumadores de tabaco tienen niveles altos de carboxihemoglobina, de catecolaminas en plasma y de Cortisol en suero. Los cambios en estas hormonas a menudo dan como resultado un número decreciente de eosinófilos. mientras aumentan les neutrófilos. los
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monocitos y los ácidos grasos libres en el plasma. Los efectos crónicos de fumar llevan a aumentar la concentración de hemoglobina, el recuento de los eritrocitos (RBC). el VCM y aumenta el recuento de leucocitos (WBC). En algunos casos, los análisis del laboratorio de ciertos pacientes han sido útiles para predecir los resultados de los pacientes. Por ejemplo, la albúmina en suero se ha utilizado como un vaticinio de resultados quirúrgicos (Gibbs. 1999). El descenso de la albúmina en suero, de 46 g/l a 21 g/l, se ha asociado con índices de mortalidad del 1% al 2 9 % y con índices de morbilidad del 10% al 65%. Las interferencias de las drogas son de dos tipos: 1) los efectos fisiológicos in vivo de la droga y sus metabolitos en la cantidad en la que ha de ser medida y 2) los efectos ¡n vitro que son el resultado de alguna propiedad física o química que interfieren con el análisis. La Tabla 1-11 enumera algunas drogas asociadas con los cambios hepáticos y que finalmente afectan a los análisis de la función del hígado. La Tabla 1-12 es una recopilación abreviada de las drogas que afectan a las pruebas químicas clínicas. Cuando se obtienen muestras de sangre hay que considerar algunas características físicas, como la postura y la aplicación incorrecta del torniquete. Cuando el paciente se mueve de una posición de supino a otra de estar de pie hay un eflujo hidrostático de agua y de sustancias que se filtran desde el espacio intravascular al fluido intersticial dependiente del espacio extracelular. Las sustancias que no se filtran, como las proteínas, los elementos celulares y los compuestos asociados con cualquiera de ellas, aumentarán su concentración en el espacio intravascular. Los niveles de calcio y albúmina pueden elevarse según uno cambia de posición de supino a erguido. Los elementos que se ven afectados por los cambios posturales son la albúmina, la proteína total, las enzimas, el calcio, la bilirrubina. el colesterol. los triglicéridos y las drogas ligadas a las proteínas. También se pueden elevar los niveles de hematocrito. hemoglobina y leucocitos. La aplicación incorrecta del torniquete y el ejercicio con los puños pueden dar resultados erróneos en las pruebas. Cuando se usa un torniquete para extraer sangre, al determinar la concentración de láclalo el resultado puede ser un falso aumento de los valores. La aplicación prolongada del torniquete también puede elevar las enzimas del suero, las proteínas y las sustancias ligadas a las proteínas, incluidos el colesterol. el calcio y los triglicéridos. El estrés, la ansiedad y la hiperventilacíón pueden afectar a la secreción de hormonas y al equilibrio ácido-base y elevar el recuento de leucocitos, el lactato en suero o los ácidos grasos libres. Por regla general, los pacientes citados para someterse a una flebotomía deberían abstenerse de una actividad física intensa, del alcohol, las drogas o de cambios en la dieta durante las 24 horas anteriores al procedimiento. El paciente debería irse a la cama a su hora habitual y levantarse, como muy tarde, una hora antes de su cita para la recogida de muestras (Alstróm. 1993).



Antes de la recogida de la muestra (Young. 1997: Fnedman, 1997) La venipuntura se realiza utilizando una aguja adherida a un tubo de ensayo de cristal de evacuado con un émbolo de goma. Los émbolos de goma tienen un código de colores para distinguir si el tubo contiene un anticoagulante específico, si es un tubo sencillo o si es un tubo especial fabricado químicamente limpio (p. éj., para determinaciones de hierro y plomo). En la Tabla 1-13 hay una lista de los anticoagulantes más utilizados basada en el código de colores de los émbolos. El sistema hace que la toma de la muestra de la vena sea directa, económica y eficiente. Los tubos vienen en varios tamaños (de 2. mi 5 mi. 7 mi o 10 mi), con agujas desechables. El uso de anticoagulantes permite el análisis de muestras de sangre completa o de los componentes del plasma, que se obtiene por la centrifugación y la separación del mismo. El plasma contiene fibrinógeno, que no se encuentra en el suero. Los tubos también vienen estériles y no estériles, cubiertos de silicona o sin ella. Existen tapas no bañadas en glicerina para los análisis de lipidos. La heparina, en forma de sal de litio, es un coagulante efectivo en pequeñas cantidades sin efectos significativos en muchas determinaciones y es el anticoagulante de sangre preferente y universal (Tabla 1-14). La disponibilidad de tubos de recogida de muestras de plástico con un aplicador agudo (Venoject II, Terumo Medical Corp, Somerset, NJ) permite la preparación de un frotis de sangre sin quitar el émbolo. Además, disminuyen las salpicaduras potenciales, son inastillables, son más ligeros de peso (en comparación con los tubos de cristal, más pesados, se reducen los gastos al desecharlos) y se incineran sin dejar residuos tóxicos.
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Tabla 1-12 Algunos de los fármacos con efectos fisiológicos, interferencias químicas, o ambos, en los constituyentes de la sangre y la orina Constituyente en sangre



Fármacos q u e c a u s a n e f e c t o s fisiológicos



Tipo de efecto"



Foslatasa a c i d a (FAC)



Andrógenos (en mujeres)



l



Fostatasa alcalina (FAL)



(Véase Tabla 1-11) Fenitoína



Amilasa a m o n i a c o ( A M S )



Colinérgicos Etanol Narcóticos (Véase Tabla 1-11) Clorodiacepóxido Colorantes de la vesícula biliar Fenobarbital



Bilirrubina



Bromosulfaleina (BSF)



Calcio



Cloruro



Colesterol



(Véase Tabla 1-11) Barbiturato Clofibrato Narcóticos (opiáceos: meperidina y metadona) Fenitoína Probenccida Andrógenos Calcilerol: sales d e calcio activado Dihidrotaquisterol P r o g e s l i n a s : estrógenos Diuréticos t i a c i d i c o s Acetazolamidas Corticosteroides Mitramicina Acetazolamidas Cloruros Oxifenbutazona Fenilbutazona Corticosteroides A C T H Ácido etacrínico Furosemida Diuréticos m e r c u r i a l e s Tnamtereno ACTH Sales biliares Cloropromacina Heparina Tiroxina



l I



D



I D D n I



Fármacos c o n i n t e r f e r e n c i a s químicas



T i p o d e efecto*



Fluoruros Oxalates Albúmina de fuentes placentarias Fluoruros Oxalates Teofilina Isoniazida Citrato Oxalate Fluoruros Dextrano Novobiocina Àcido ascòrbico Cafeína Teofilina Heparina Fenazopindina Fenolftaleina Fenolsulfonftaleína



D D I D D D I D D D I I D D D I I I I



Sales de ácido cítrico EDTA (interfiere c o n los métodos unión de c o l o r a n t e )



D D



Bromuro



I



I I



D D D I) •



I



Bromuro



I I D D



Cortisol Clorodiacepóxido Dexametasona Digoxina Metenamina Toracma Creatina quinasa ( C C )



Creatinina



Carbenoxoleno Clotibrato Codeina Dexametasona Digoxina Etanol Furosemida Glutetimida Anestésico h a l o t a n o Heroína Imipramina C a r b o n a t o de litio Clorhidrato de m e p e r i d i n a Sulfato de morfina Fenobarbital Suxametomo Anfotericina B Kanamicina



Ácido ascòrbico Barbiturico Cefalosporina Glucosa Levodopa Metildopa BSF y (enolsulfonftaleina (Continúa)



CAPÍTULO



1



•



15



LABORATORIO CLÍNICO: ORGANIZACIÓN, OBJETIVOS Y PRÁCTICA



Tabla 1-12 Algunos de los fármacos con efectos fisiológicos, interferencias químicas, o ambos, en los constituyentes de la sangre y la orina (continuación) Fármacos con interferencias Tipo de efecto* Fármacos que causan Constituyente Tipo de efecto* químicas efectos fisiológicos en sangre Glucosa



A C T H , corticosteroides Epinelrina Ácido e t a c r i n i c o Furosemida Tiazidas Fenitoína Propranolol



Láclalo d e s h i d r o g e n a s a



Clofibrate



Lipasa



Colinérgicos Elanol Narcóticos



Fosfato



Meticilina a c t i v a d a c o n calciferol Tetraciclinas Hidróxido de aluminio Infusión de g l u c o s a Insulina Mitramicina Heparina Potasio Espironolactona A C T H , corticosteroides Anfotericina Infusión de g l u c o s a Insulina Diuréticos orales Salicilatos Tetraciclina A C T H , corticosteroides Esteroides anabólicos/andrógenos



Potasio



Proteina total



Transferasas AST (GOT) y ALT (GPT)



(Véase Tabla 1-11) Ampicilma Cefalotina Clofibrato Colchicina Gentamicina Metiltestosterona Nafcilina Opiáceos Oxacilina



Sodio



Andrógenos Alcaloides Rauwolfia Corticosteroides Manitol Metildopa Oxifenbutazona Fenilbutazona Cloruro de amonio Heparina Diuréticos o r a l e s Diuréticos m e r c u r i a l e s Espironolactona



Urea



Antácidos alcalinos Sales de antimonio Arsenicales Cefaloridina Furosemida Gentamicina Kanamicina Metildopa Neomicina



I I I I D



Acetaminofeno Ácido aminosalicilico (ácido p a r a a m i n o s a l i c i l i c o ) Ácido ascòrbico Dextrano Hidralacina Isoproterenol Levodopa Mercaptopurina Metimazol Metildopa Ácido nalidixíco Oxazepam Propiltiouracilo Oxalate Teofilina Bilirrubina



oD



n D I



D D D I) I I I li



Calcio Penicilina G



Lì



i; D D D D Colóranle BSP Bilirrubina Dextrano Fenazopiridina Ácido acetilsalicilico



I I I I D



Para el e n s a y o espectrofotométrico d e AST: Ácido ascòrbico Eritromicma Isoniacida Levodopa Ácido p a r a a m i n o s a l i c i l i c o



• D D D D Hidrato d e d o r a l Clorobutanol Guanetidina
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Tabla 1 1 2



PATOLOGÍA CLÍNICA/MEDICINA



DE LABORATORIO



A l g u n o s d e l o s fármacos c o n e f e c t o s fisiológicos, i n t e r f e r e n c i a s químicas, o a m b o s , e n l o s c o n s t i t u y e n t e s d e l a s a n g r e y la o r i n a (continuación)



Constituyente en sangre Urato



Constituyente en orina Catecolaminas



Fármacos q u e c a u s a n e f e c t o s fisiológicos Esteroides a d r e n o c o r t i c o i d e s Busulfán Ácido e t a c r i n i c o Mostaza nitrogenada A n t i m e t a b o l i t o s análogos d e purinas Piracinamida Quinetazona Tiazidas Sulfato de vincristina Ácido acetilsalicilico Alopurinol Cloropromacina Clorprotixeno Oxifenbutazona Fenilbula/ona Probenecid Fármacos q u e c a u s a n e f e c t o s fisiológicos



Tipo de efecto'



D D D D D D Ti Tipo de efecto'



Glucosa 1 Metodo enzimatico (Clinistix. Tes Tape) ? Solución de B e n e d i c i de Clinitest



Ácido hidroxiindoleacélico (5-HIAA)



Reserpma



Fármacos c o n i n t e r f e r e n c i a s químicas



Tipo de efecto'



Vitamina B (dosis altas) Eritromicina Hidralacina Levodopa Hipurato de metenamina Mandelato de metenamina Metildopa Ácido nicotinico Quinina-quinidina Salicilato Telraciclinas Bromuro Ácido ascòrbico Levodopa Metildopa Derivados del nitrofuran



Cloruro Creatmina



Progestinas-estrógenos



Tipo de efecto'



Ácido ascòrbico Glucosa Metildopa Toofil na



Nitroglicerina Fenoliacinas Inhibidores M A O



Porfirinas



Fármacos c o n i n t e r f e r e n c i a s químicas



Ácido ascòrbico Levodopa Ácido ascòrbico Cefalosporinas Hidrato d e d o r a i Derivados del nitrofuran Acriflavina Etoxazeno Fenazopiridina Procaina Sulfonamidas Mefenesina



D D I



Metocarbamol Fenoihiazmas



I D



17-hidroxicorticosteroides -



^7-•••



Esteroides 17-cetógeno = (17-KGS) 17-Cetoesteroides ( 17-KS) (17-KS, 17-OH) (17-KS 17-OH) ( 17-KS) (17-KS. t 7 - K G S ) (17-KS) ( 17-OH) (17-OH. 17-KS, 17-KGS) ( 1 7 - O H . 17-KS. 17-KGS) ( 1 7 - O H . 17-KS, 17-KGS) ( 1 7 - O H , 17-KS.17-KGS) ( 17-OH) -OH) (17-OH)



Esteroides anabólicos Fenitoína Estrógenos Ácido e t a c r i n i c o Penicilina Probenecid Diurélicos tiazida Meprobamato Fenotiacinas Espironolactona Penicilina G A c i d o ascòrbico Hidrato d e d o r a i Clorodiacepóxido



D D D D D D



(Continua)
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LABORATORIO CLÍNICO: ORGANIZACIÓN, OBJETIVOS Y PRÁCTICA



A l g u n o s d e l o s fármacos c o n e f e c t o s fisiológicos, i n t e r f e r e n c i a s q u i m i c a s , o a m b o s , e n l o s c o n s t i t u y e n t e s d e l a s a n g r e y la o r i n a (continuación)



Constituyente en orina



Fármacos q u e c a u s a n e f e c t o s fisiológicos



(17-OH) (17-OH) (17-OH) (17-KS) (17-OH) (17-OH) (17-KS) (17-OH, 17-KS, 17-KGS) Pregnandiol Fenosultonttaleina



Ácido vanililmandélico



Tipo de efecto'



Hidroxicina Yoduros inorgánicos Melenamina



Fármacos c o n i n t e r f e r e n c i a s quimicas



Tipo de efecto*



1 i I



Fenotiacinas Quinidina quinina Reserpina Elmamato Ácido nalidixico Mandolamina Penicilina Probenecid Salicilatos Sulfonamidas Diuréticos tiazidas Epinefrina C a r b o n a t o de litio Nitroglicerina Cloropromacina Guanetidina Inhibidores M A O Reserpina



1 1 1 D



D 1



D D L!



D D I



1 I



D



•



Anilendina Cafeína Mandolamina Metocarbamol Salicilatos



1 1 1 1 1



D D



' 1 indica un aumento y D un descenso Por cortesía y modificado de Martin TJ: The Pharmacologic Interactions with Laboratory test Values Washington DC, Oficina de Estándares Circular 547. Departamento de Comercio de EE UU , 1954; y de Young DS. Pestaner LC Gibberman V Effects of drugs on clinical laboratory test. Clin Cnem 1975, 21 ID.



En las mediciones de glucosa, a la heparina se le puede añadir fluoruro. El fluoruro inhibe la glucólisis de las células de la sangre que de otra forma podría destruir la glucosa con un índice del 5% por hora En presencia de contaminación bacteriana de las muestras de sangre, la inhibición de la glucólisis por fluoruro no es ni adecuada ni efectiva para preservar la concentración de glucosa. Más aún, la rápida separación del plasma o del suero de las células es importante para producir una muestra adecuada para la mayoría de las determinaciones clinicas y evita el movimiento de los componentes intracelulares ( C a , K y ciertas enzimas). Los bombeos fisiológicos dentro de las células rojas de sangre viables mantienen una alta concentración de potasio mtracelular. !



:



Existen tubos separadores de suero integrado para aislar el suero de la sangre completa. Durante la centrifugación la sangre es empujada hacia un material de gel de silicona localizado en la base del tubo que origina un cambio temporal en la viscosidad. La gravedad especílica del gel es intermedia a la de las células rojas y a la del suero, de forma que el gel se eleva y se aloja entre las células comprimidas y la capa superior de suero (Chan. 1988). El gel se endurece y forma una barrera inerte. También existen tubos de tamaño pediátrico con el mismo concepto. Las ventajas de los tubos separadores de suero son 1) la facilidad de su uso. 2) un tiempo más corto de procesamiento



Tabla 1-13 Selección d e t u b o s c o n u n código d e c o l o r e s de anticoagulantes que se utilizan corrientemente Color d e l tapón Rojo Rojo/a rayas Lavanda Verde Azul Negro Gris Amarillo



Aditivo Sin aditivo Sin aditivo, tubo de separación de s u e r o EDTA(Verseno)



Notas Recogida de suero Recogida de suero



Recogida de sangre completa: une calcio Heparina Inhibe la activación de la la trombina Estudios de coagulación; Citrato en tampón une calcio Citrato de sodio en t a m p o n Westergren E S R Contiene glucolitico Determinaciones de mhibidor de glucosa glucosa Citrato de dextrosa (DCA) Preserva las células rojas



por la activación del coágulo, 3) una mayor producción de suero. 4) una mínima liberación de aerosoles potencialmente peligrosos. 5) solo un paso de centrifugación. 6) el uso del mismo tubo con el que se extrajo la muestra al paciente y 7) la facilidad de una sola etiqueta. Una ventaja única es que las muestras centrifugadas se pueden transportar sin perturbar la separación. Las centrífugas de ángulo fijo se deben evitar para mantener una barrera horizontal que permita a las células rojas de la sangre separarse del suero en un tiempo relativamente corto. Algunos tubos de separación de suero de gel de sílice originan partículas minúsculas que pueden ocasionar problemas de fluidez en analizadores de flujo continuo. Este problema se resuelve filtrando el suero. El uso de anticoagulantes puede causar una dilución variable debido al transporte de agua o al cambio de la presión osmótica de las células de la sangre al plasma y deberia ser considerado un loco de desviación. Los anticoagulantes que actúan como quelantes del calcio inhiben varias aclividades enzimáticas en el plasma si no se les añade calcio más tarde. La actividad de la amilasa se puede inhibir por oxalato o por citrato. mientras que la lactato deshidrogenasa y la loslatasa acida se inhiben por oxalato. La sal sódica o potásica del fluoruro, la heparina o el ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) interfieren con la determinación exacta del electrólito implicado. El fluoruro se utiliza como un anticoagulante en las determinaciones de glucosa, pero inhibe la actividad glucosa oxidasa en las medidas de la reacción enzimática de glucosa, disminuye las actividades de la fosfatasa acida y aumenla las de la amilasa. La Tabla 1-14 sirve como guia para la extracción y obtención adecuada de la muestra de sangre. La sangre también se puede recoger en una jeringa y transferirla al tubo adecuado para la muestra (sistema de tubo de vacío). Es particularmente útil el uso de una jeringa cuando se extrae una muestra de la mano, del tobillo o de niños pequeños. Además los pacientes con venas débiles o pequeñas pueden experimentar un colapso de las venas con el uso del sistema de tubos de vacio. Sin embargo, este último sistema está recomendado para limitar la exposición del personal sanitario a pinchazos de aguja accidentales. Los tubos con tapa, que consisten en un tapón de goma y un armazón de plástico con el tubo de vacío, se han diseñado para proteger al personal del laboratorio de sangre no contenida en el tubo y de los aerosoles. Los problemas asociados a la extracción de la sangre son las aspiraciones cortas (el EDTA excesivo puede afectar a la morfología del RBC, el coagulante excesivo prolonga los tiempos de coagulación), la hemolisis (muestra traumatizada, calor excesivo durante el transporte) y las muestras coaguladas (mezcla incompleta con el anticoagulante).



18



SECCIÓN I



•



P A T O L O G Í A C L Í N I C A / M E D I C I N A DE L A B O R A T O R I O



Tabla 1 1 4 Guia para l a r e c o g i d a d e m u e s t r a s r e c o m e n d a d a Banco de sangre Tubo p l a n o de 7-ml (tapón rojo) Detección/identilicación de a n t i c u e r p o s (2 tubos) Antiglobulina (directa e indirecta) Tipificación de eritrocitos ( A B O , R h , e x t e n d i d a ) E x a m e n d e t a l l a d o de corazón a b i e r t o ( d o s t u b o s ) E x a m e n detallado prenatal ( d o s tubos) Heparina Na de 7-ml (tapón v e r d e ) Tipificación de H L A Cultivos m e z c l a d o s d e linfocitos ( C M L ) Química Tubo p l a n o de 7-ml (tapón rojo) A c e t a m i n o f e n o (ng/ml) Acetona Albúmina (g/dl) Alanina amino transferasa (TAL; U/l) Fosfatasa alcalina (U/l a 37^C) A m i l a s a (U/l) Aspartato aminotransferasa (TAS; U/l) Análisis de b a r b i t u r a t o Bilirrubina (mg/dl) Nitrógeno de urea en s a n g r e (ÑUS, m g / d l ) Calcio (mEq/l) Calcio ionizado (mmol/l) C a r b a m a c e p i n a (pg/ml) CEA (ng/ml) Cloruro, sudor (mmol/l) Colesteroi (mg/dl) Cortisol (ng/dl) Creatina quinasa ( C C ; U/l) C K M B (ng/ml) Creatinina (mg/dl) Ciclosporina (ng/ml) Digoxina (ng/ml) Electrólitos (mmol/l) Cloruro Co Potasio Sodio Etosuximida (Zarotin; ug/ml) Etanol (no utilizar pañuelos c o n alcohol) Ferntina (ng/ml) Hormona foliculoestimulante (mlU/ml) Ácido fólico ( n g / m l ) Tiroxina libre (T libre) G e n t a m i c i n a (ng/ml) G l u c o s a (ng/dl) H o r m o n a d e l crecimiento (ng/ml) h C G (mlU/l) H e m o g l o b i n a A (%) Hierro (ng/dl) Ácido láctico (mmol/l) Lactato d e s h i d r o g e n a s a (DL; U/l) H o r m o n a luteinizante ( L H ; m U / m l ) Litio (mmol/l) Lipasa (U/l) M a g n e s i o (mEq/l) O s m o l a l i d a d , suero ( m O s m / k g ) Fenobarbital (ng/ml) Fenitoina (Dilantina;ng/ml) Fósforo (ng/dl) 2



a



l t



P r i m i d o n a (ng/ml) P r o c a m a m i d a (ng/ml) Prolactina (ng/dl) A n t i g e n o específico de la próstata (ng/ml) Proteína ( g / d l ) Salicilato ( m g / d l ) Teoíilina (ng/ml) Tiocianato (mg/dl) Tobramicina (ng/ml) H o r m o n a estimuladora del tiroides (nU/ml) Triglicéridos ( m g / d l ) Triyodotironina (T,; ng/dl) Tiroxina ( T ; ng/ml) Ácido úrico ( m g / d l ) Ácido Valproico ( n g / m l ) Vancomicina ( m g / d l ) Vitamina B (pg/ml) Cinc (ng/ml) H e p a r i n a (tubo c o n el tapón v e r d e de 5-ml) Amoníaco (en hielo; nmol/l) Carboxihemoglob¡na/0 . de saturación) Metahemoglobina H e m o g l o b i n a , p l a s m a (mg/dl) NaF oxalato (tubo c o n el tapón gris de 5 m i ) Glucosa Tolerancia a la g l u c o s a Lactato ( e n hielo) Tolerancia a la lactosa EDTA (Verseno; t u b o c o n el tapón lavanda de 7-ml) Antígeno carcinoembriónico (CEA; n g / m l ) Plomo ( m g / d l ) Hematología EDTA (Versene - t u b o c o n el tapón lavanda de 7-ml) Recuento completo de sangre (HBC) W B C diferencial V e l o c i d a d de sedimentación de los eritrocitos (mm/h) G 6 P D (lU/g) Electroforesis H g b Recuento de reticulocitos Recuento d e plaquetas Preparación de d e p r a n o c i t o s Na citrato ( t u b o c o n el tapón azul de 4,5-ml) Ensayo de factores Fibrinógeno Tiempo de protrombina (TP) Tiempo parcial de tromboplastina (TPT) T i e m p o d e trombina Tubo p l a n o (tubo c o n el tapón rojo de 7-ml) Haptoglobina Preparación de LE V i s c o s i d a d del suero (3 tubos) Inmunología Tubo p l a n o ( t u b o c o n el tapón rojo de 7-ml) Todos los análisis de a n t i c u e r p o s EDTA (Verseno; t u b o c o n el tapón lavanda de 7-ml) Subtipos de linfocitos H e p a r i n a ( t u b o c o n el tapón v e r d e de 7-ml) Subtipos d e linlocitos Panel de linfoma/leucemia Nitroazul tetrazolio (NAT) Fagocitosis (2 tubos) 4



r/



:



• Por cada tubo se pueden hacer dos o tres análisis, a menos que se especifique lo contrario. CEA; Antigeno carcinoembriónico. CKMB: creafma quinasa de la banda del músculo; hCG = gonadotropina coriónica humana



Anticoagulantes Los anticoagulantes también pueden ser un foco de errores. El oxalato potásico puede causar diluciones variables de plasma debido al transporte de agua de las células al plasma. Los anticoagulantes quelantes del calcio pueden inhibir diferentes actividades de la enzima si no se añade el calcio como parte de los respectivos análisis. El oxalato y el citrato pueden inhibir las acti-



vidades de la amilasa, de la lactato deshidrogenasa y de la fosfatasa acida. El oxalato, el citrato y el EDTA originan un descenso de los niveles de calcio cuando se miden por espectrofotometria pero no por absorción atómica. Las sales de sodio o de potasio cuando se incorporan a un anticoagulante afectan a sus respectivos análisis. El suero ictérico o lactescente proporciona cambios adicionales en las evaluaciones del laboratorio. Cuando la bilirrubina sérica se aproxima a los
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430 umol/l (25 umg/l), se observan interferencias en los análisis de albúmina (procedimiento de ácido 4-hidroxiazobenceno-2-carboxilico [HABA], de colesterol, (cuando se usan reactivos de cloruro férrico), de glucosa (método de otoluidína) y de proteína entera (procedimiento biuret). Los valores inducidos artefactualmente en algunas determinaciones del laboratorio se produce cuando los niveles de triglicéridos son elevados (turbidez), basado en la absorción de luz de varias partículas de lípidos. La lactescencia se produce cuando los niveles de triglicéridos séricos exceden los 4,6 mmol/l (400 mg/l). Se observa la inhibición de amilasa, de urato, de urea, del CK, de bilirrubina y de proteína total. Para corregir las lecturas de absorción artefactuales se utilizan métodos de doble longitud de onda o "blancos" (el blanco contiene suero, pero carece de un elemento crucial para completar el ensayo). El "blanco" puede no ser eficaz en algunos casos de turbidez. por eso se necesita la ultracentrifugación.



Company, Rutherford, NJ) lleno de gas nitrógeno con una presión de 152 mm Hg que contenía 143 U de heparina sódica. Se utilizó un adaptador especial para recoger muestras de gases en sangre arterial. Aunque estos tubos de vacio especializados se presentaron para producir resultados precisos, el gran espacio de aire en la parte superior de los tubos de vacío de heparina estándar puede originar mediciones erróneas por equilibrarse con la sangre. El último tipo de recipientes aceptables para la recogida y transporte de sangre (sangre de punción dérmica) son tubos de capilares especiales (Caraway, 1972). Sin embargo, su exactitud y sus deficiencias no se pueden separar fácilmente de la sangre capilar arterializada que contienen. La utilización de un equipo de infusión de mariposa puede dar lugar a un P o falsamente elevado (Garza, 1989). ;



Recogida de la muestra y procesamiento Recipientes para muestras de gases en sangre arterial



Sangre



Para las determinaciones de gas en sangre se han evaluado y recomendado muchos tipos de recipientes de recogida de muestras de sangre. La jeringa de cristal es uno de los primeros y sigue siendo uno de los preferidos, ya que es el que mejor conserva las muestras de sangre con un alto Po (Pretto.1994). Las jeringas de cristal se deben comparar con las jeringas de plástico, con las "jeringas de plástico especializadas", con los tubos de vacio y con los tubos capilares. La jeringa de cristal y el émbolo tienen que hacer juego para encajar bien. En la jeringa y en el cilindro lubricado se extrae 1 mi de heparina (1.000 U/ml o 5.000 U/ml, dependiendo del volumen de la jeringa) aproximadamente. Se prueba el émbolo para asegurarse de que se mueve con facilidad y se expele la heparina dejando el espacio muerto lleno con la heparina residual. Las ventajas de la jeringa de cristal son: los resultados más precisos que se pueden alcanzar, un émbolo de cristal que se mueve hacia arriba debido a la presión arterial (sí se utiliza una aguja de calibre 23 o más larga) y su reutilización. Las desventajas de la jeringa de cristal son: un coste inicial relativamente alto, la necesidad de esterilizarla adecuadamente cada vez que se use, la transmisión de enfermedades relacionadas con la sangre y que se rompe fácilmente. Las jeringas de plástico eliminan la necesidad de esterilizarlas continuamente y son de bajo coste, se dispone de ellas con facilidad en cualquier lugar del hospital y son relativamente irrompibles. Desafortunadamente, las jeringas de plástico estándar tienen sus propias desventajas. Un problema vigente atañe a la precisión por el escape de gas a través del plástico. La gran desventaja técnica es que el émbolo, frecuentemente, no se mueve por la presión arterial y el problema menor es que es difícil eliminar las burbujas de aire.



La sangre es el fluido corporal que se utiliza con más frecuencia para fines analíticos. Hay tres procedimientos generales para obtener sangre y son 1) la venipuntura, 2) la punción arterial y 3) la punción cutánea. La técnica que se utilice para obtener muestras de sangre es vital para mantener su integridad. Aún así, la sangre arterial y la sangre venosa difieren en aspectos importantes. El corazón bombea la sangre oxigenada por los pulmones a todos los órganos y tejidos para hacer frente a sus necesidades metabólicas. La sangre arterial es esencialmente uniforme en su composición en todo el cuerpo. La composición de la sangre venosa varía y depende de la actividad metabólica de los órganos y tejidos bañados por ella. El sitio de la extracción puede afectar la composición venosa. En relación a la sangre arterial, la sangre venosa es deficiente en oxigeno y también es diferente en el pH, en la concentración de dióxido de carbono y en el volumen de las células empaquetadas. También pueden variar las concentraciones de glucosa, de ácido láctico, de cloruro y de amoníaco. La sangre que se obtiene por medio de una punción cutánea (denominada algunas veces de forma inconecta sangre capilar) es una mezcla de sangre de las arteriolas, de las vénulas y de los capilares. El aumento de la presión en las arteriolas produce una muestra enriquecida con sangre arterial. La sangre de una punción dérmica contiene también fluidos intersticiales e intracelulares.



2



Punción venosa La relativa facilidad con que se obtiene la sangre venosa la hace ser la primera fuente de muestras para los análisis de los laboratorios clínicos. TÉCNICAS DE LA PUNCIÓN VENOSA



Dependiendo del tipo de plástico y de las tensiones del dióxido de carbono y del oxígeno de la muestra recogida, el escape de gases puede plantear problemas. Cuanto mayor sea la diferencia entre las presiones parciales del oxígeno y del dióxido de carbono de la sangre y las presiones parciales del aire de la habitación, el escape de gas será mayor. La utilización de jeringas de plástico puede alterar los niveles de Po , pero si se utilizan, el análisis debería hacerse en 15 minutos (Muller-Plathe, 1992). Las jeringas de plástico polipropileno son mejores que las de plástico poliestireno. En muchas instituciones se han reemplazado las jeringas de plástico o las de cristal estándar por jeringas de plástico que incorporan un émbolo que se eleva con la presión arterial. Existen numerosas marcas. La utilización de estas jeringas más modernas ha mitigado la gran desventaja de las jeringas de plástico (el émbolo que no se eleva debido a la presión arterial) y las grandes desventajas de las jeringas de cristal (que necesitan ser esterilizadas y que se rompen fácilmente). ?



Otro tipo de jeringa para gas en sangre es un ensamblaje de jeringa y aguja preheparinizadas con un émbolo agujereado. Un ejemplo es el OMNISTIK (Marquest Medical Products, Englewood, CO). Petty (1981) ha publicado que el OMNISTIK no demostró errores analíticos significantes introducidos por el intercambio de gas en la superficie de separación de aire y sangre avanzada. Las muestras de pequeño volumen se pueden recoger en jeringas que contengan heparina cristalina, debido a que elimina el artefacto de dilución de P C o . Fleisher (1971) publicó que se había utilizado con éxito un tubo Vacutainer especial (Becton Dickinson and 2



( N C C L S P U B . H3-A4.1998)



1. Verificar que las etiquetas impresas por el ordenador están de acuerdo con la solicitud. 2. Comprobar la identificación del paciente con las etiquetas y los formularios de las peticiones. Preguntarle al paciente su nombre completo o verificar su identidad por medio de otra fuente fidedigna según establece el protocolo. Si se desconoce la identidad o ésta es cuestionable dar al paciente una identificación temporal. No extraigan ninguna muestra sin identificar adecuadamente al paciente. 3. Si se ha solicitado una muestra en ayunas confirmar que se ha seguido la orden de ayuno. 4. Diríjase al paciente para informarle de lo que se le va a hacer. Tranquilícelo para evitar la mayor tensión posible. La identificación del analista debe ser evidente para el paciente (esto es, la tarjeta de identificación debe ser visible). 5. Colocar al paciente en posición adecuada, dependiendo de si está sentado o tumbado, para tener un acceso cómodo y fácil a la fosa antecubital. 6. Reúna el equipo y el instrumental, incluyendo los tubos de exlracción. el torniquete, las preparaciones para limpiar el área, las jeringas si son necesarias, la aguja de extracción de sangre esterilizada y la sujeción utilizada para asegurar la aguja (para el sistema de tubos de extracción de evacuado). Se debe llevar guantes y bata de laboratorio de acuerdo con la política establecida (véase sección de seguridad).
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7. Pedirle al paciente que cierre el puño para poder palpar mejor las venas. 8. Seleccionar una vena conveniente para la punción. Se prefieren las venas de la fosa antecubital, en especial la vena cubital mediana y la vena cefálica. También se pueden utilizar las venas de la muñeca, del tobillo y de la mano. Si un brazo tiene una linea intravenosa, utilizar el otro brazo para extraer la muestra de sangre. 9. Desinfectar el sitio de la venipuntura con una solución de alcohol isopropanol al 7 0 % o con un escobillón saturado de yodo al 1 %. Comenzar en el sitio de la punción y limpiar hacia fuera con movimientos circulares. Dejar que se seque. No tocar el área desinfectada con ningún objeto que no esté esterilizado. 10. Aplicar el torniquete vanos centímetros por encima del sitio de la punción. No dejar el torniquete puesto durante más de un minuto. 11. Sujetar la vena con firmeza, tanto por arriba como por debajo de la zona de la punción. Utilizar bien el dedo pulgar y el corazón o bien el pulgar y el Índice. 12. Ejecutar la venipuntura. a) Perforar la piel con la aguja haciendo un ángulo con el brazo de aproximadamente 15°, con el bisel de la aguja hacia arriba. Seguir la geografía de la vena con la aguja, b) Introducir la aguja con suavidad y con rapidez para minimizar las molestias al paciente. No "entierre" la aguja, c) Sí se utiliza una jeringa, ir tirando del émbolo con una tensión lenta y regular según fluye la sangre en la jeringa. No tirar demasiado deprisa para evitar la hemolisis o el colapso de la vena, d) Si se utiliza un sistema de evacuado, tan pronto como la aguja esté en la vena mover el tubo hacia delante en el soporte tanto como se pueda, manteniendo el soporte de la aguja firmemente en su sitio. Cuando el tubo se ha llenado, éste se quita agarrando su extremo y tirando con suavidad hasta sacarlo. 13. Quitar el torniquete cuando empiece a fluir la sangre. No sacar nunca la aguja sin haber quitado antes el torniquete. 14. Una vez que se ha extraído la sangre, se le dice al paciente que abra el puño. No le permitan que sacuda la mano. Colocarle en el sitio de la extracción un trozo de algodón limpio y estéril o una gasa. Sacar la aguja y hacer presión sobre el sitio de la extracción. Colocar una tira de esparadrapo sobre la bola de algodón o gasa para parar la salida de la sangre y evitar un hematoma. 15 Mezclar e invertir los tubos con anticoagulante: no agite el tubo. En las muestras extraídas con una jeringa hay que transferir la sangre a los tubos adecuados, se deben lomar precauciones para no hemolizar la muestra o muestras y observar las normas de seguridad con la aguja. Siga cualquiera de los procedimientos especiales de manejo (p. ej.. la refrigeración de determinadas muestras). 16. Comprobar el estado del paciente (p. ej.. si el paciente está mareado y que la pérdida de sangre esté bajo control). Hay que estar siempre prevenido, ya que puede producirse un síncope. 17. Deshacerse del material contaminado, agujas, jeringas, algodón, etc., en los recipientes rígidos desechables designados utilizando las precauciones universales. No vuelva a tapar o a quitar la aguja a mano, utilice el dispositivo adecuado diseñado para esta función (p. ej.. extractor de agujas. Datar. Inc., Long Lake. MN). 18. Poner las iniciales en las etiquetas y anotar la hora y el día en que se extrajeron las muestras. Entregar los tubos de sangre para ser analizada en la sección del laboratorio que corresponda o en la sección central de recogida y procesamienlo.



COMPLICACIONES



La aplicación prolongada de un torniquete puede originar un aumento mensurable en la concentración de células sanguíneas (hemoconcentración). En los fallos para obtener sangre se incluyen: 1) no encontrar la vena, lo que puede originar un hematoma, 2) tirar del émbolo de la jeringa demasiado podría colapsar una vena pequeña. 3) el síncope del paciente. 4) que salga demasiada sangre. 5) trombosis de la vena y 6) la infección del lugar del que se ha extraído la sangre. Si no se puede obtener sangre después del segundo intento, esto nos debe indicar que debería ser otro analista el que lo intentara de nuevo. Para evitar muestras "coaguladas' no deseadas hay que asegurar una inversión rápida y adecuada del tubo con la mezcla de sangre y adi-



tivo. Cuando hay que obtener vanos tubos de sangre se debe seguir el orden de extracción'' recomendado para evitar una posible contaminación. Sacar las muestras en tubos sin aditivos antes que en tubos con aditivos. Llenar los tubos que contienen aditivos en el orden siguiente: tubos de cultivo de sangre, tubos con el tapón rojo, tubos con el tapón azul, tubos con el tapón verde, tubos con el tapón lavanda y tubos con el tapón gris (McCall. 1993: véase Tabla 1-14). Punción arterial ( N C C L S Pub. H i i - A 3 , I999) La sangre arterial se utiliza para medir la tensión del dióxido de carbono y del oxigeno y para medir el pH (gases en sangre arterial [GSA]). Estas mediciones de gas en sangre son vitales en la valoración de los problemas de oxigenación que se ven en pacientes con neumonía, neumomtis y embolia pulmonar. Los pacientes con oxigenoterapia prolongada o con ventilación mecánica están monitorizados para evitar los extremos en la oxigenación, que produce o bien anoxia con acidosis respiratoria o bien toxicidad de oxígeno. Las punciones arteriales son técnicamente mas difíciles de ejecutar que las punciones venosas. El aumento de la presión en las arterias hace que sea más difícil parar la salida de la sangre y que se desarrolle un hematoma no deseado. La selección arterial incluye a las arterias radial, braquial y femoral en orden de preferencia. Los sitios que no se deben elegir son los que eslén irritados, edematosos, cerca de una herida o en una zona de una desviación arteriovenosa (AV) o fístula (McCall. 1993). El espasmo arterial es una constricción refleja que restringe el flujo de sangre con graves consecuencias posibles en la circulación y la perfusión de los tejidos. Los pacientes pueden que jarse de un malestar considerable asociado a la punción de la arteria radial. Los síntomas de malestar temporal pueden expresarse en dolor, palpitación, sensibilidad anormal al contacto o la presión, sensibilidad aguda y calambres. Algunas veces o no es práctico o es imposible obtener sangre arterial de un paciente para un análisis de gas en sangre. En estas circunstancias se puede obtener sangre de otras fuentes, aunque hay que reconocer que la sangre arterial proporciona un resultado más preciso. A pesar de que la sangre venosa se obtiene con más facilidad, normalmente refleja el estado ácido/base de una extremidad, no del cuerpo en general. La sangre venosa que se recoge correctamente proporciona valores de pH adecuados pero proporciona valores incorrectos de saturación de oxígeno arterial y de P C O , alveolar (Gambino. 1961).



TÉCNICA DE RECOGIDA DE SANGRE ARTERIAL Y PREPARACIÓN DEL PACIENTE



( N C C L S P U B . H11-A3. 1999)



1. Las arterias radial y braquial son los vasos preferidos para la punción arterial. La arteria femoral es relativamente grande y fácil para su punción, aunque en individuos mayores hay que tener cuidado, ya que en ellos la arteria femoral tiende a sangrar más que la radial o la braquial. Debido a que el sitio que sangra está oculto por la ropa de cama, puede que esto no se note hasta que haya una hemorragia. La punción en la arteria radial es más difícil pero la incidencia de complicaciones es menor 2. Cuando se utiliza la arteria radial es esencial evaluar la circulación colateral (sangre proveniente de más de una arteria, esto es. de la arteria radial y de la cubital) de la mano por medio del test de Alien. Este test consiste en la elevación y oclusión simultánea de las arterias radial y cubital para vaciarlas de sangre, lo que hace palidecer la mano. Para que la sangre vuelva a fluir por la arteria cubital hay que bajar la mano y liberar la presión en esta arteria. Este lest asegura la circulación colateral en caso de que se ocluya la arteria radial a consecuencia de la manipulación, la punción.o de ambas. Si el test de Alien es negativo (la mano no recupera su color con la suposición de insuficiencia circulatoria colateral) se debe utilizar otro sitio. Las complicaciones más importantes de la punción arterial son la trombosis, la hemorragia y la posible infección Cuando se ejecuta correctamente no aparecen complicaciones significativas, excepto la posibilidad de algún hematoma. 3. A la arteria que se va a utilizar para la punción se la identifica por sus pulsaciones y se limpia con una solución de isopropanol acuoso al 70% y a continuación con yodo.
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4. Aunque se puede poner anestesia local, normalmente no es necesario. La punción arterial sin anestesia proporciona una medición exacta del pH y Pco en reposo a pesar del posible error teórico a causa de la hiperventilación del paciente originada por el dolor de la punción arterial. No se recomienda la utilización de equipos de infusión de mariposa. El uso de agujas calibre 19 frente a las de calibre 25 no varía más que en 1 mm Hg el Peo, o el Po . 5. Preparar ia jeringa ABG como se indica más arriba. La aguja (para la arteria braquial del calibre 18 al 20) debe perforar la piel en un ángulo de aproximadamente 45 "C a 60 C (en la arteria femoral de 90°) y de manera lenta y sin titubear. Para la arteria radial es necesario hacer algún grado de dorsiflexión de la muñeca y se utiliza una aguja de calibre 23 a 25. 6. Las pulsaciones de la sangre en la jeringa confirman que ésta se llenará sólo por la presión arterial. Si se tira del émbolo y se aspira aire, hay que sacar inmediatamente la jeringa. 7. Después de recoger la muestra se quita la aguja utilizando el extractor de agujas y se pone una caperuza de cierre hermético (tapón Luer-típ) en la jeringa. Girar la jeringa son suavidad para mezclar la sangre y la heparina. Colocarla en agua helada (o en otro líquido refrigerante que mantenga una temperatura de 1 C a 5 C) para minimizar el consumo de oxígeno de los leucocitos. Históricamente, la práctica común ha sido pinchar la aguja en un corcho o en un tapón de goma. Sin embargo, esto se debe evitar para prevenir los pinchazos con la aguja mientras se maneja la muestra. ?
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8. Después de la punción arterial se debe hacer presión sobre el sitio de la punción con una compresa de gasa esterilizada durante dos minutos como mínimo y preferentemente durante cinco (medidos por reloj). El volumen de sangre arterial que se recomienda obtener varia, aunque cuanto mayor sea el volumen de la muestra el electo de dilución de la heparina será menor. En una jeringa de 10 mi el espacio muerto es de 1,2% a 2.4% del volumen máximo. La dilución de la heparina afecta principalmente al Pco . Los errores de dilución pueden producir un descenso del Pco de hasta un 28%. Para hacer el análisis de gases en sangre la utilización de jeringas pre-heparinizadas es el método más rápido y cómodo de extracción de sangre. Antes de la extracción se debe expeler el exceso de heparina y se debe obtener el volumen de sangre establecido (3 mi) para minimizar los errores de la dilución. La utilización de jeringas con heparina liofilizada (congelada y desecada) no presenta errores de dilución si no se llena la jeringa del todo. Para hacer análisis de gases en sangre capilar, ésta se puede extraer del dedo, ya que es un sustituto adecuado de la sangre arterial para la evaluación del pH y del Pco , aunque puede no ser aceptable para la del Po . Para hacer que ésta sea un sustituto satisfactorio de la sangre arterial, se tiene que disponer de alguna estimación del Po^. El lóbulo de la oreja es el sitio recomendado para obtener sangre capilar arterializada {Pitkin. 1994) debido a su vascularidad, a sus escasas necesidades metabólicas y a que puede ser "arterializada" con facilidad. 2
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Punción cutánea La punción cutánea es el método elegido para los pacientes de pedíatría, especialmente para los lactantes. La necesidad de una gran cantidad de sangre mediante venipunturas repetidas puede producir anemia (yatrógena). sobre todo en niños prematuros. La venipuntura en venas profundas de pacientes pediátricos también puede, raramente, originar 1) paro cardíaco, 2) hemorragia, 3) trombosis. 4) constricción venosa seguida de gangrena en una extremidad, 5) daño en órganos o tejidos perforados accidentalmente y 6) infección. No obstante, las venas accesibles de los lactantes enfermos se deben reservar exclusivamente para la terapia parenteral. La punción cutánea es útil en adultos con 1) obesidad extrema, 2) quemaduras graves y 3) tendencia a las trombosis. Con frecuencia también se la prefiere para los pacientes geriátricos, debido a que tienen la piel muy fina y menos elástica. El lóbulo de la oreja se puede arterializar (Phelan. 1993) por medio de calor (con una toalla de papel empapada de agua caliente, entre 39 C y 42 C) dando golpecitos, con el dedo índice hasta que se ponga rojo o por medios químicos, con pasta Trafunl (Ciba A-G, Basilea, Suiza). El lóbulo de la oreja
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PRÁCTICA



se desinfecta con una solución de isopropanol acuoso al 7 0 % y se perfora. La zona de la punción ha de ser la adecuada para obtener sangre que fluya libremente y se ha de desechar la primera gota. Se colocan dos tubos capilares heparinizados (100 ul) en el centro de la gota siguiente y se llenan completamente sin burbujas de aire, que pueden alterar el Po . Se les inserta un agitador de metal inoxidable ("pulga") y se sellan ambos extremos con arcilla. Se agita la sangre dentro de los tubos utilizando un imán, de esta manera se mezcla la muestra con la heparina. La sangre de la punción cutánea puede proporcionar resultados no fiables siempre que el rendimiento cardíaco esté gravemente limitado, que la presión sistólica sea menor de 95 mm Hg o que haya vasoconstricción. ¿



En el grupo de edad pediálrica es donde la sangre de la punción cutánea tiene una importancia mayor. En la población pediátrica más mayor se puede utilizar la sangre del lóbulo de la oreja, pero en los neonatos y en los lactantes, en los que el tomar muestras del lóbulo de la oreja no es práctico, a menudo se utiliza la del talón. Se da un pinchazo profundo en el talón, en el borde distal de la protuberancia calcánea seguido de un periodo de exposición, de cinco a diez minutos, en agua templada. Después se maneja la muestra igual que la que se obtiene del lóbulo de la oreja y que se ha descrito anteriormente. En el primer día de vida, la sangre de la punción cutánea que se obtiene de esta manera es inaceptable para las determinaciones de Pco y de P o debido probablemente a la vasoconstricción y a la poca perfusión de las extremidades. En los lactantes con síndrome de sufrimiento respiratorio la sangre del talón difiere de la sangre arterial en todos los parámetros, excepto en el exceso de base y en el bicarbonato estándar (Bigen, 1975). En los recién nacidos, el mejor método para recoger muestras para gases en sangre sigue siendo la sonda permanente en la arteria umbilical. 2



;



TÉCNICAS PARA LA PUNCIÓN CUTÁNEA



(NCCLS Pub. H4-A4. 1999) 1. Seleccionar el sitio adecuado para la punción. El más normal, en los lactantes, es la superficie lateral o la media plantar del talón. En los lactantes mayores se puede utilizar la superficie palmar de la última falange del dedo segundo, tercero o cuarto. Otros sitios para hacer la punción cutánea son la superficie plantar del dedo gordo, la parte lateral de un dedo contigua a la uña y el lóbulo de la oreja. El sitio de la punción no debe estar edematoso m haber sido utilizado previamente para una punción. 2. Calentar el sitio de la punción con una toalla húmeda y caliente que no sobrepase los 42 "C. de esta manera se aumenta el flujo sanguíneo por las arteriolas y los capilares y se produce una sangre enriquecida con sangre arterial. 3. Limpiar el sitio donde se vaya a hacer la punción con una solución de isopropanol acuoso al 70%. Dejar que se seque. No tocar la zona desinfectada con ningún objeto que no esté esterilizado. 4. Ejecutar la punción haciendo un solo movimiento casi perpendicular a la superficie de la piel. En la punción del talón, hay que sujetarlo con el índice en el arco y el pulgar proximal al sitio de la punción en el tobillo. Utilizar una lanceta con una cuchilla de no más de 2,4 mm para no dañar el calcáneo (el hueso del talón). Meites (1998) evaluó la utilización de una lanceta con una punta punzante de 1.8 mm de longitud en recién nacidos y no encontró, en el volumen de sangre que se obtuvo, una disminución evidente. Hay otros dispositivos alternativos en el mercado (Tenderfoot. ITC Commercial Group, Edison. NJ) que tienen una cuchilla quirúrgica de resorte que permite hacer una incisión limpia con un mínimo traumatismo en la piel (la extensión de la incisión va de 0.85 mm a 2,0 mm de profundidad y de 1,75mm a 3,0 mm de longitud). 5. Desechar la primera gota de sangre limpiándola con una compresa estéril. Regular el flujo sanguíneo haciendo presión suavemente con el pulgar. No ordeñe el sitio de la punción, ya que esto puede hemolizar la muestra e introducir un exceso de fluido tísular. 6. Recoger la muestra en un recipiente adecuado mediante la acción capilar. Hay sistemas cerrados disponibles para la recogida de sangre no anticoagulada con aditivos para análisis completos (Unopette. BeclonDickinson. Rutherford, NJ; Capijet, Terumo Corp., Elkton. MD). Para volúmenes de hasta 200 ul lo que se utiliza con más frecuencia son las
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micropipetas de cristal desechables de diámetro interior estrecho y abiertas por los extremos. El diámetro interior puede ser uniforme o más estrecho en uno de los extremos (pipetas Caraway y Natelson |. Se desaconseja aspirar de forma oral la sangre por motivos obvios de seguridad y por razones de riesgo sanitario y se recomiendan los aspiradores manuales Hay compuestos de plástico y arcilla disponibles para sellar las pipetas. Existen tubos de ensayo sin anticoagulantes, con capacidad de hasta 1.000 u l . También existen tubos separadores de suero con material de barrera de poliéster inerte en varios tamaños. 7. Sellar el recipiente de la muestra (p. ej., insertando arcilla dentro de cada extremo de las micropipetas). 8. Etiquetar el recipiente de la muestra con la fecha y la hora en que se ha recogido y con los datos demográficos del paciente. 9. Indicar en el informe que los resultados del análisis son de sangre de punción cutánea, teniendo en cuenta las diferencias en las concentraciones de glucosa, potasio, proteína total y calcio que puede haber entre las muestras de punción cutánea y las de suero venoso (Meites. 1988).



Monitorizacion



transcutánea



La monitorizacion transcutánea permite las mediciones continuas de los gases en sangre de una manera simple y efectiva (Rooke, 1992). La piel se arterializa mediante el calor eléctrico, lo que produce la dilatación de la microvasculatura. asi se aumenta el flujo capilar, que es de naturaleza similar a la de la sangre arterial. El oxígeno y el dióxido de carbono se difunden mediante la piel, lo que proporciona un medio no invasor para las mediciones de gases en sangre arterial. La monitorizacion transcutánea se practica ahora frecuentemente en los niños recién nacidos durante el parto, vía cuero cabelludo fetal (en Europa), y en pacientes adultos en cuidados intensivos. Se ha defendido intraoperativamente la monitorizacion del oxígeno a través de la mucosa (Czech, 1979). Cuando se utiliza la monitorizacion transcutánea se ve poca correlación en los pacientes adultos que se van a someter a una operación debido a muchos factores, entre los que se pueden incluir el grosor de la piel, la oxigenación, la perfusión local, el estado de vasodilatación y el metabolismo de la piel. La medición de oxigeno transcutánea ha sido una práctica estándar aceptada utilizando un electrodo Clark y un calentador eléctrico. La medición de dióxido de carbono transcutánea generalmente implica la utilización de un electrodo Severinghaus modificado con un calentador. Un estudio de Cabal (1981) llega a la conclusión de que los pacientes con la función hemodinámica intacta tienen concordancias parecidas entre la tensión del PtCOj y la de la sangre arterial. Los sensores de PtcCo no calentados miden el dióxido de carbono del tejido. Cuando se observa un PtCo alto sin causa clínica aparente, el paciente desarrolla más tarde manifestaciones de perfusión tisular inadecuadas. En los pacientes que están en peligro hemodinámico, a menudo, la única indicación de la perfusión tisular alterada es el aumento del PtCo . En el tejido anormal persiste la circulación y más tarde aumenta el PtCo poniendo en peligro finalmente el reparto de oxígeno y originando un PtCo más bajo que el oxígeno arterial. Por tanto, cuando hay peligro cardiovascular el PtcCo refleja la perfusión tisular y el PtCo monitori2
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za el reparto de oxigeno a los tejidos. En los pacientes con problemas de ventilación sm alteraciones cardiovasculares el PlCo y el PtcCo, reflejan los valores arteriales con fiabilidad. Los problemas como la hipovolemia aguda (un volumen de sangre de 
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El control de la bilirrubina neonatal se puede realizar utilizando un método transcutáneo y papel de filtro. Esta técnica es simple, no invasora y fiable; sin embargo, se debe corregir el campo de referencia para ajustar el pigmento de la piel, la edad de gestación y la utilización de fototerapia iKumar. 1992). Se ha demostrado que las correlaciones entre los resultados de la bihrrubma de suero (Bltc) y los resultados transcutáneos (Bltc) son aceptables hasta que se alcanzan unos niveles de suero críticos.



Vías permanentes y acceso del catéter Las sondas permanentes (como las lineas de presión venosa cenlral [PVC]) proporcionan un acceso disponible a la circulación del paciente, eliminan múltiples flebotomías y son especialmente útiles en cuidados intensivos y en situaciones quirúrgicas. Los catéteres arteriales se colocan, la mayoría de las veces, en la arteria radial. Las sondas permanentes se insertan y se sitúan quirúrgicamente en la vena cefálica (o en la vena yugular interna, o en la subclavia o en la femoral). Son especialmente útiles en pacientes a los que se les tenga que extraer sangre venosa, administrar fármacos o productos sanguíneos, y proporcionan una nutrición parenteral completa. Se ha utilizado con éxito la monitorizacion intraarterial continua y en tiempo real para medir los gases en sangre y el estado ácido-base utilizando conductos de fibra óptica que llevan incorporados fluorescentes y analitos químicos absorbentes (Smith. 1992). Aunque la colocación de las vías permanentes no está dentro de las funciones habituales del laboratorio, afecta fundamentalmente al analista; las muestras de sangre que se extraen a través de los catéteres pueden estar contaminadas por todo lo que se ha administrado o infundído a través de él. También se tiene que aclarar la solución (normalmente heparina) que se utiliza para mantener la permeabilidad de la vena. Se debe extraer la sangre suficiente (un mínimo de 2 mi a 3 mi) para aclarar la vía. de esta manera los datos del laboratorio serán fiables. Para obtener una muestra de sangre de una vía permanente hay que extraer primero 6 mi de fluido intravenoso de la vía y desecharlo. Luego se extrae la cantidad de sangre necesaria para efectuar los procedimientos de laboratorio que se han solicitado con una jeringa distinta. Hay que seguir una técnica aséptica estricta para evitar la contaminación del sitio, del catéter o de ambos. Las mediciones de coagulación (p. ej.. tiempo de protrombina [TP). tiempo activado parcial de tromboplastina



Tabla 1 1 5 Cambios en la concentración del suero (o actividades) de constituyentes exclusivos debido a la lisis de los eritrocitos (RBC) Constituyente Lactato d e s h i d r o g e n a s a Aspartato aminotransferasa (AST o GOT) Potasio Alanma aminotranslerasa (ALT o GPT) Glucosa Fosfato inorgánico Sodio Calcio



Proporción de la concentración (o actividad) en el RBC a la concentración (o actividad) en suero 160 1 40 1 23 1 6.7 1 0.82:1 0.78:1 0.11:1 0,10 1



Cambios en la concentración (o actividad) del suero después de la lisis de 1% de RBC, asumiendo un hematocrito del 0,50 (%) +272,0 +220.0 +24.4 +55,0 -5,0 +9.1 -1.0 +2.9



Por corlesia y modilicada de Caraway WT. Kammeyer CW: Chemical interference by drug and other substances with clinical laboratory test procedures Clin Chem Acta 1972, 41.395. y de Laesig RH, Hassemer DJ. Paskay TA, y cols.: The effects of 0.1 percent erytrocytes and hemolysis on serum chemistry values Am J Clin Pathol 1976; 66:639-644
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[TAPTj. tiempo de trombina [TT]) son extremadamente sensibles a la interferencia de la heparina. por eso se debe extraer un mayor volumen de sangre para muestras, para que los resultados del laboratorio sean aceptables. El volumen que se ha de desechar lo deberá establecer cada laboratorio. Cuando se realiza un TP o un TAPT la cantidad mínima que se ha de desechar es de 5,3 mi (Konopad,1992). Algunas veces se pide al laboratorio que realice estudios de cultivos de sangre de la que se extrae de las vías permanentes. Este procedimiento no se recomienda debido a que dichas sondas permanecen puestas varios días y los organismos que crecen en las paredes del catéter pueden contaminar la muestra de sangre. Las líneas insertadas específicamente y que se utilizan para la infusión de productos sanguíneos inmediatos (líneas PVC) probablemente se contaminan mucho menos. La determinación de la contaminación del catéter necesita un tratamiento especial y el análisis meticuloso de múltiples muestras del catéter y de la sangre periférica. INTERFERENCIAS EN LAS MUESTRAS



La recogida de muestras está subordinada a la identificación apropiada del paciente, al método adecuado de extracción para conseguir la muestra y a los tubos de extracción correctos. Se debe verificar la hora fijada para la extracción para asegurarse de la exactitud de los datos que va a generar el laboratorio y que serán utilizados para el diagnóstico o para el tratamiento de un paciente. Generalmente, el sitio del que se recoge la muestra no es importante, excepto para el test de tolerancia a la glucosa, en el que, según se ha informado, la glucosa capilar es del 10% al 30% más alta que en la sangre venosa (Larsson-Cohn, 1976). Además, la recogida de muestras de sangre de una extremidad con cualquier tipo de catéter que libere soluciones parenterales puede generar unos resultados artefactuales. Si no se puede evitar este tipo de recogida, se debe hacer una venipuntura distal del sitio de la aguja intravenosa, con un torniquete entre las dos. Los equipos de extracción de sangre deben estar desprovistos de cualquier detergente residual, de plastilicantes o de cualquier otro material que pueda interferir con las determinaciones del laboratorio. Los ejemplos de esto son las muestras para hacer análisis de plomo que se han de recoger en recipienfes sin plomo y lavados con ácido y la contaminación por tromboplastina tisular, que puede interferir en los ensayos de coagulación específicos si no se utiliza la técnica de las dos jeringas (hay que desechar los primeros 5 mi de sangre). La lisis de las RBC (células rojas de la sangre) durante el proceso de recogida y después de la extracción y antes de efectuar el análisis puede contaminar el suero (o el plasma) y alterar los resultados (hemolisis in vitro). La hemolisis se puede producir por agitar con demasiada fuerza los tubos donde se ha recogido la sangre para mezclarla, por los residuos de alcohol de la desinfección de la piel, por la exposición prolongada de los tubos al calor o a un frío extremo (congelación) y por la eliminación inadecuada de las células rojas durante la centrifugación. Incluso cantidades muy pequeñas de eritrocitos destruidos pueden tener un impacto significativo en las concentraciones de analitos de suero o plasma sanguíneo (Tabla 1-151 (Caraway, 1972). Los resultados de la hemolisis in vitro pueden mostrar niveles más altos de fosfatasa acida en suero, de eme. de magnesio, de albúmina, de potasio, de bilirrubina (determinada mediante espectrofotometría) y de CK. La trombólisis puede producir niveles elevados de suero, de potasio, de magnesio, de fosfatasa acida y de aldolasa. La granulocitosis libera muramidasa (lisozima), isomerasa de fosfohexosa, arginasa, glucosa-6-foslatasa (G6PD) y deshidrogenasa de glutamato. La hemolisis puede alterar las lecturas espectrofotomélricas, como las de los estudios de coagulación o las evaluaciones de la hemoglobina.



Recogida de muestras de orina La recogida y conservación de la orina para analizar debe seguir un procedimiento cuidadosamente establecido para asegurar la validez de los resultados (NCCLS Pub. GP16-A, 1995). Los análisis de orina que se hacen en el laboratorio están, por lo general, incluidos en tres categorías: químicos, bacteriológicos y exámenes microscópicos. También hay tres formas de recoger muestras de orina: aleatoria, cronometrada y la cantidad total de 24 horas. Las muestras aleatorias se pueden recoger a cualquier hora, aunque la primera onna evacuada por la mañana es la óptima para ver la concentración de constituyentes. Los resultados de la recogida de orina aleatoria del laborato-
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rio están expresados por unidad de volumen, si es que son de un análisis cuantitativo. El informe de los resultados de esta misma orina se expresa como "positivo" o "negativo", lo que índica la presencia o ausencia de un constituyente en particular, como por ejemplo la glucosa. Estas muestras de orina se deben recoger en un recipiente químicamente limpio, de cristal o de plástico. La mejor muestra para hacer exámenes bacteriológicos es la orina que se obtiene a mitad de la micción. El recipiente se cierra herméticamente, se le pone una etiqueta con el nombre del paciente y la fecha en que se ha recogido la muestra y se envía al laboratorio para analizada. La muestra de la primera orina de la mañana está, generalmente, más concentrada y se la considera la me|or para su evaluación. Las muestras cronometradas se obtienen a intervalos específicos y se empieza por la "hora cero", anotando en cada recipiente subsiguiente la hora en que se ha recogido. Las muestras procedentes de la recogida de toda la orina de 24 horas son las más difíciles de obtener y requieren la colaboración del paciente. El mayor problema es que la recogida sea incompleta. En algunos casos se produce una sobreabundancia. Las muestras que se recogen en un hospital están, por lo general, bajo la supervisión de las enfermeras y son más fiables que las de los pacientes externos. La recogida de muestras de orina de pacientes pediátricos requiere una atención especial para evitar la contaminación con la deposición. Se pueden evitar los problemas dando a los pacientes instrucciones verbales y escritas y advirtiéndoles de que el análisis se puede invalidar si no se recoge la muestra correctamente. Lo mejor es utilizar un recipiente químicamente limpio, de plástico, de 4 I (aproximadamente) e irrompible, con el conservante correcto añadido con anterioridad. Se le debe recordar al paciente que deseche la primera orina de la mañana, que anote la hora y que recoja cada micción posterior durante las próximas 24 horas, haciendo coincidir la última a las 24 horas después de haber iniciado la recogida. La sobreabundancia se produce si se incluye en esta rutina la primera orina de la mañana. Se debe medir toda la cantidad recogida, registrarla en la hoja de solicitud, mezclar toda la cantidad recogida durante las 24 horas y enviarla para su análisis. La cantidad adecuada para este propósito es de 40 mi. Es difícil determinar el carácter completo de la recogida de la muestra. Un motivo para sospechar es que los resultados no sean clínicamente válidos. Como el aclarado de creatinina se basa en la masa muscular y dado que la masa muscular del paciente es relativamente constante, el aclarado de creatinina es también razonablemente constante. Por tanto, se debe medir la creatinina en varias recogidas de 24 horas y conservarlo como parte del registro del paciente. Otro método con siste en expresar los resultados relativos a la concentración de creatinina de muestras recogidas de manera diferente a las de 24 horas. En algunos casos pueden ser suficientes las muestras de la recogida cronometrada de una y de dos horas.



TÉCNICAS ESPECIALES DE RECOCIDA DE ORINA



Sondar la uretra y la vejiga puede producir una infección, pero en algunos pacientes es necesario (p. ej.. para recoger orina cuando los pacientes no pueden orinar o no pueden controlar la micción). La aspiración suprapúbica se efectúa introduciendo una aguja con una |ennga por encima de la sínfisis del pubis a través de la pared abdominal en la vejiga que está llena. Este método se utiliza para conseguir cultivos anaeróbicos que serían problemáticos de obtener de otra forma. Las sondas uretrales se insertan en el uréter por medio de un cistoscopio. Primero se recoge la orina de la vejiga y a continuación se efectúa un lavado de la misma. Las muestras de orina del uréter son útiles para diferenciar la infección de la vejiga de la del riñon o para hacer análisis diferenciales de cada uréter y se pueden obtener por separado de cada riñon (se marca derecho o izquierdo). La primera orina de la mañana es óptima para los exámenes citológicos.



Otros fluidos corporales LÍQUIDO CEFALORRAQUÍDEO



Las punciones lumbares (PL) se efectúan para recoger el líquido cefalorraquídeo (LCR). que se puede evaluar en el laboratorio para establecer un diagnóstico de infección (bacteriana, por hongos, micobactenana o meningitis amébica). de malignidad, de hemorragia subaracnoidea. de esclerosis múltiple o de trastornos de desmielinización. La herniacíón tonsilar cerebelar es una complicación grave de la PL en los pacientes que tienen la presión intra-
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craneal elevada y se debe evitar hacerla a menos que se espere que los hallazgos del LCR mejoren el tratamiento o el resultado. En los pacientes con tumores en la médula espinal con paresia, ésta puede progresar después de hacerles una PL. A los pacientes con sepsis en la región lumbar (infección cutánea, celulitis o abscesos epidurales) no se les debe hacer una PL para evitar introducirles una infección. Hay otras complicaciones de la punción lumbar, como la asfixia de los laclantes debida a la hiperextensión de la cabeza hacia delante que ocluye la tráquea, la parestesia, los dolores de cabeza y raramente, los hematomas. Antes de empezar la extracción de LCR, la presión que hay que medir dejando que el Huido ascienda en un manómetro graduado y estéril debe estar entre 90 mm Hg Hgy 180 mm Hg. La subida de la presión (>180 mm Hg) puede estar originada por aguantar la respiración, por compresión abdominal, por insuficiencia cardiaca congestiva, por inflamación de las meninges, por obstrucción de los senos venosos intracraneales, por lesiones de masa o por edema cerebral. Inicialmente sólo se debe extraer de 1 mi a 2 mi de LCR. Si hay un marcado descenso de la presión después de este procedimiento nos ha de hacer pensar en la formación o desarrollo de una hernia cerebelar o en la compresión de la médula espinal, por lo que no hay que extraer más LCR. Los pacientes con bloqueo espinal parcial o completo pueden tener la presión baja (


FLUIDO SINOVIAL



El Huido sinovial se produce por la diálisis del plasma a través de la membrana sinovial y por la secreción de un complejo de proteínas de hialuronato. Este fluido se extrae utilizando una técnica aséptica y meticulosa y evitando la aspiración en pacientes con bacteriemia o con infección en el tejido blando extraarticular. La extracción de fluido sinovial (artrocenlesis) se debe hacer tras seis horas de ayuno y con una jeringa que contenga unas 25 unidades de heparina por mililitro de líquido sinovial extraído. Por lo general se extrae menos de 2 mi de Huido, a menos que haya una efusión presente y que la extracción terapéutica sea continua. Cuando esté indicado para hacer estudios microbiológicos y otros estudios, se pueden extraer cantidades mayores de fluido utilizando jeringas adicionales. FLUIDO PLEURAL, FLUIDO PERICARDICO Y FLUIDO PERITONEAL



Los fluidos lubricantes que se encuentran entre los espacios potenciales de la pleura, los del saco pericardico o los del peritoneo puedeb acumularse en exceso. La toracocentesis es un procedimiento quirúrgico que se realiza para drenar los fluidos acumulados (derrames) en la cavidad torácica y es útil para el diagnóstico de la inflamación o de las enfermedades neoplásicas en los pulmones o en la pleura. Igualmente, la pericardiocentesis (derrame pericardico) y la peritoneocentesis se refieren a la extracción de fluido de las cavidades pencardiaca y pentoneal (ascitis), respectivamente. Estas cavidades contienen, generalmente, menos de 50 mi de fluido. Al paciente sentado en posición erguida con los brazos y la cabeza apoyados en una camilla de reconocimiento se le administra una anestesia local después de haber desinfectado bien el sitio. Se ajusta a una jeringa de 50 mi una llave de paso y un entubador de goma para que ayuden en el proceso aséptico de extracción. Las muestras se obtienen para hacer mediciones y exámenes químicos, microbiológicos y citológicos y se transfieren a tubos de ensayo con el o los aditivos adecuados. En la mayoría de las evaluaciones químicas no se utiliza ningún aditivo, se deja que se coagule la muestra. En las muestras para análisis citológicos y bacteriológicos se puede utilizar EDTA o heparina sódica estéril (sin conservantes). Los estudios especiales de Mycobacterium. de bacterias anaeróbicas y de virus pueden requerir procedimientos de manipulación especiales que se planifican y revisan antes de recoger las muestras.



Tabla 1-16



C a m b i o s q u e se p r o d u c e n en la orina al descomponerse



Resultados



Razones



C a m b i o s d e color



Descomposición o alteración d e l c r o mógeno o de oíros constituyentes d e l a orina ( p . e j , d e l a hemoglobina o d e l ácido h o m o g c n t i s i c o )



C a m b i o s de olor



Crecimiento bacteriano, d e s c o m p o s i ción



Incremento de la turbidez



Incremento de la bacteriuria. formación de cristales, precipitación de materiales a m o r f o s



p H falsamente b a j o



La g l u c o s a se convierte en ácidos y alcoholes por las bacterias y levaduras



p H falsamente e l e v a d o



Descomposición de la urca por las bacterias q u e p r o d u c e a m o n i a c o Pérdida de C o , ;



Falso negativo de g l u c o s a



Utilización por las bacterias (glucóhsis)



Falso n e g a t i v o d e c e l o n a



Volatilización de la a c e t o n a Descomposición d e l a c e t o a c e l a t o por las bacterias



Falso negativo de bilirrubina Se destruye por la luz So oxida y p r o d u c e bihverdina Falso negativo de urobilinógeno



Se destruye por la luz



Falso positivo de nitrito



Nitrito p r o d u c i d o por las bacterias d e s pués de q u e la muestra es evacuada



Falso negativo de nitrito



Nitrito c o n v e r t i d o on nitrógeno, el cual se evapora



A u m e n t o de la bacteriuria



Las bacterias se mulliphcan en la muestra



I Desintegración



Ambiente inestable, especialmente c u a n d o de células/cilindros la orina es alcalina, hipotonica. o a m b a s



Transporte de las muestras ( N C C L S H5-A3, I 994) El transporte de sangre, orina u otros Huidos corporales y de muestras de tejidos desde el lugar donde se han recogido al laboratorio es un componente importante para su procesamiento. En las muestras de sangre comprende un tercio del PDT total (Howanitz. 1992). El personal del laboratono debería recibir las muestras en el plazo de 45 minutos después de haber sido recogidas, lo que permitirá realizar puntualmente su procesamiento i Rosen. 1989). Abstenerse de agitar las muestras de sangre para minimizar la hemolisis. Se deben proteger las muestras de la exposición directa a la luz, ya que esto ocasiona la descomposición de ciertos analitos (p. ej., la bilirrubma). Para hacer análisis de constituyentes inestables como el amoníaco, la actividad de la reniña del plasma y la fosfatasa acida deben conservarse las muestras a 4 C inmediatamente después de ser recogidas y se deben transportar en hielo. Las muestras de orina para análisis rutinarios se recogen en recipientes de plástico de 200 mi. desechables y estériles. Los recipientes para la orina de pacientes pediátricos son bolsas de polietileno flexibles que se pueden sellar para su transporte. Todas las muestras del laboratorio se deben transportar de manera conveniente y segura para prevenir su exposición a riesgos biológicos c su contaminación. Las muestras que se rompen o golean son peligrosas para todos aquellos que entran en contacto con ellas, y es necesario volver a recogerlas de nuevo: esto puede retrasar el tratamiento de los pacientes y supone un coste añadido. La estabilidad de los constituyentes se debe determinar antes del transporte de las muestras. El laboratorio proporciona, normalmente, esta inlormación |unto con las instrucciones para la preparación y el traslado de las muestras. Por lo general se utilizan recipientes de polieslireno o de cualquier otro tipo de plástico de alto impacto. Las muestras que necesitan refrigeración se deben mantener a una temperatura de entre 2 C y 10 C y se pueden trasladar convenientemente en recipientes aislantes. Las muestras de orina de gran volumen se debe"
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dos farmacéuticos y medicamentos, informes médicos y material médico limitado, y que mediante un sistema de microordenador dirige y asegura el material que transporta (Jones. 1983). Las muestras de sangre, para su utilización en el laboratorio, se ponen en un transportador forrado para prevenir el goteo y se acolchan para asegurar que los recipientes que las contienen se mantengan intactos. Utilizando la presión del aire, positiva y negativa, los transportadores se desplazan a través del tubo a una velocidad de 7,50 metros por segundo, por eso necesitan un aterrizaje amortiguado y suave. Las ventajas que tienen los sistemas de tubos neumáticos son: mejoran el PDT. la seguridad y la minima preparación que se requiere para utilizarlos, necesitan poco mantenimiento, están disponibles 24 horas al día. 7 días a la semana y mejoran la utilización del personal. El tiempo medio de amortización por el ahorro en costes salariales está estimado en 2.6 años (Wilkinson. 1997). Los siste-



recoger en recipientes de 31 a prueba de fugas. Las muestras de deposiciones se trasladan en un recipiente de cartón que se mete dentro de una bolsa de polietileno. Para enviar muestras congeladas por correo, éstas se empacan en un recipiente de poliestireno con dióxido de carbono sólido (hielo seco), que las puede mantener a temperaturas tan bajas como - 7 0 C. Algunos laboratorios de referencia ofrecen acuerdos contractuales para el transporte de muestras que incluyen los servicios de correos. Para los envios locales de las muestras del laboratorio a una localización específica, los sistemas de tubos neumáticos son un modo de transporte rápido, eficiente y con un coste efectivo. Un tubo neumático consiste en un sistema de tubos ramificados vertical y horizontalmente que está disponible con un diámetro de 10.16 cm o de 15,24 cm o de un tamaño rectangular de 10,16 x 17.78 cm, que es capaz de transportar muestras de sangre, solicitudes, pedi-



Tabla 1 -17 Determinaciones de orina con recomendaciones para la recogida y conservación _ . Determ.nacón



Recog.da-



Albúmina Aldosterona a-ammonitrógeno Aminoácidos Amílasa Arsénico Barbituratos Proteina do Bence-Jones Calcio Catecolaminas Cloruro G o n a d o t r o p i n a coriónica Cobre Coproporlirinas (véaser en Porfinnas) Cortisol Creatina Creatinina 5-ácido aminolevulínico ( A A L ) Análisis de a b u s o de d r o g a s ( A ) Electrólitos (CI K, N a ) Eslriol. e m b a r a z o Estrógenos. total Hormona foliculoestimulante Glucosa Metales p e s a d o s 117-hidrocorticosteroides (17-OH) Ácido 5-hidroxiindolacético (5-AHIA) Hidroxipolina Esteroides 17-cetógeno ( 1 7 - E C G ) 17-cetosteroides (17-CS) Plomo Litio Mercurio Metanefrinos Osmolalidad Fósforo Portobilinógeno (véase en p o r f i n n a s ) Porfirinas. total Coproporlinnas Porfobilinógenos Protoporfirinas Uropor tirinas Potasio Pregnandiol Pregnantriol Proteínas Protoporfirinas (véase en porfirinas) Sodio C o m p u e s t o tetrahidro " S " (THS) Ácido úrico Uroporfirmas (véase en porfirinas) Ácido vanililmandélico (AVM)



. Sin conservantes



24 24 a24 24 2 j -



R 24 24 24 24 24 24



(



1



0



g



M



)



Ácido acético i a l (15 mi)



g l a c



Ácido clorhídrico (15 mi)



Refrigeración sin conservantes



•



•



•



X X X



X



X •



X



•



X X • • :•



X



x(Kober) X



X X



¿A



24 24



g



X



?•!



24 24 24 24 24 24 24 24 24 24



5



X



24 24 24 R 24 24 24 24 24 24



Ácido bórico



< •



•



X X



• X



X



5 g Na,Co (proteger de la luz)



24 :m .'•'•i 24 24 24 24 24 24



" Tiempo de recogida: 24 = 24 horas: 2 = 2 horas: A = aleatorio



3



X X X •:



•



•



X •



:



SECCIÓN I



26



•



P A T O L O G Í A C L Í N I C A / M E D I C I N A DE L A B O R A T O R I O



mas de lucos neumáticos intormatizados (TransLogic. Denver. CO) proporcionan el transporte en dos direcciones de las muestras de una manera económica y segura. El perfeccionamiento actual del sistema minimiza la hemolisis y los cambios hematológicos y bioquímicos subsiguientes. Los estudios realizados muestran que la mayoría de las evaluaciones hematológicas y químicas rutinarias no se han visto afectadas sustancialmente por la rapidez del transporte, incluyendo los valores de gases en sangre, cúmulos de células rojas y los valores de la lactato deshidrogenase (Hardin. 1990. Keshgegian, 1992). En algunas determinaciones el PDT se puede mejorar en un 25% utilizando un sistema de tubos neumáticos (Keshgegian, 1992). CONSERVACIÓN DE LAS MUESTRAS DE SANGRE Durante su almacenamiento, la concentración de un constituyente sanguíneo en la muestra puede cambiar como resultado de varios procesos, incluyendo la adsorción en tubos de plástico o de cristal, la desnaturalización de las proteínas, la evaporación de los compuestos volátiles y de las actividades metabólicas continuas de los leucocitos y de los eritrocitos. Las muestras congeladas también puede experimentar cambios por ciertos metabolitos o constituyentes celulares. Las reacciones enzimáticas pueden ser especialmente sensibles a las condiciones de almacenamiento. Por ejemplo, el ácido fólico es inestable a - 2 0 C. Las muestras de control que se conservan a - 2 0 C se pueden degradar, originando cambios en la concentración al estar almacenadas durante un largo tiempo que se pueden observar al ver que los valores disminuyen gradualmente en las gráficas de control. El efecto de los ciclos de congelación-descongelación en la estabilidad de los constituyentes debe considerarse importante. En las muestras de suero o de plasma se forman cristales de hielo que originan roturas que perturban a la o las estructuras moleculares, especialmente a las moléculas grandes de la proteína. La congelación lenta hace que se formen cristales más grandes que originan descomposiciones más graves. Por eso. para la estabilidad óptima de las muestras se recomienda la congelación rápida.



CONSERVACIÓN DE LAS MUESTRAS DE ORINA La conservación de las muestras de orina es esencial para mantener su integridad. Las muestras de orina no preservadas están expuestas a la descomposición microbiológica y a los cambios químicos inherentes. En la Tabla 1 -16 hay una lista de los cambios más comunes que se producen al descomponerse la orina. Para prevenir el desarrollo de microbios hay que refrigerar la muestra rápidamente después de recogerla, y cuando sea necesario hay que incluir el conservante quimico adecuado. En algunas determinaciones la adición de un conservante químico puede afectar a los resultados del ensayo: por eso. la refrigeración puede ser lo más apropiado. El conservante se echa en una botella vacia a la que se le pone una etiqueta de advertencia Las advertencias son necesarias (p. ej.. se sabe que la utilización de ácidos concentrados como conservantes produce a los pacientes quemaduras en los genitales). Los compuestos sensibles a la luz se protegen en botellas de cristal de color ámbar o en botellas de plástico envueltas con papel de aluminio. Si la orina no está adecuadamente acidificada antes del análisis se produce la precipitación del calcio y del fósforo. Es especialmente importante utilizar orina reciente y concentrada para identificar cilindros, RBC y WBC. ya que se descomponen por estar almacenados a temperatura ambiente o disminuye la concentración y la osmolalidad (


La orina se puede congelar en alícuotas para analizarla en una fecha posterior. Cuando se espera repetir los análisis, se almacena la muestra en alícuotas múltiples para prevenir su degradación, lo que sucedería si se congelase y descongelase repetidamente una sola muestra. Dependiendo de la sustancia que se vaya a analizar también se pueden añadí' conservantes. En



las determinaciones de glucosa, el fluoruro de sodio agregado a las orinas de 24 horas inhibirá el desarrollo bacteriano y la glucólisis celular, pero no la levadura. A un recipiente de 31 a 41 se le agregan unos 0.5 g de fluoruro de sodio. El uso de un test reactivo (incluida la enzima) en forma de tira puede ser inhibido por el lluoruro de sodio, pero no el test de reducción de cobre. También pueden utilizarse tabletas que contienen formaldehído. mercurio y benzoato (una tableta de 95 mg 20 mi de orina): sin embargo, se puede elevar la gravedad especifica (0,002'una tableta-20 mi). El ácido bónco en una concentración de 1 g d l preservará los elementos de la orina, como el estnol y el estrógeno. durante un periodo de tiempo de hasta siete días. El ácido glicerobónco (0,5 mi) con un tampón de formiato de sodio minimizará el desarrollo bacteriano durante 24 horas sin refrigeración. Un pH de 1 a 2 (añadir 30 mi de HCI 6N a un recipiente de 31 a 41) es el adecuado para las catecolammas, el ácido vanililmandélico (VMA) o el ácido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA) en la orina recogida. En las evaluaciones de aminoácidos se necesita un pH 3 utilizando HCI. Las muestras de orina de 24 horas que se han recogido para determinaciones de porfirmas, porfobilinógeno y de ácido 


Procesamiento de las muestras El procesamiento de las muestras consta de tres fases distintas: la precentrifugación. la centrifugación y la poscentrifugación (NCCLS Pub. H18-A2. 1999). Un componente preanalítico importante para el control de calidad es la evaluación continuada de todas las manipulaciones de las muestras. El personal del laboratorio debe establecer las pautas adecuadas y ceñirse a ellas en cada fase de manipulación de las muestras, para asegurarse que ios resultados obtenidos son fiables y médicamente significativos. Las vías de evaluación de las muestras mejorarán la fluidez del trabajo y la calidad de su procesamiento (Kaufman. 1992). FASE DE PRECENTRIFUGACIÓN



T i p o s de m u e s t r a s . Se deben hacer, preferentemente, todas las mediciones en el plazo de una hora después de haber recogido la muestra. Cuando esto no es posible, se deben procesar las muestras hasta un punto en el cual se puedan almacenar adecuadamente para evitar las alteraciones de los constituyentes que han de ser medidos. Se prefieren las determinaciones de suero o plasma, porque muchos constituyentes están distribuidos de forma diferente en los eritrocitos comparado con el suero o el plasma, a excepción de las determinaciones de amoniaco y de las de gases en sangre En la química d i nica el suero y el plasma son intercambiables, excepto en unas cuantas mediciones, como en los análisis de resina y de la hormona adrenocorticotrópica ¡HACT). Las de suero se necesitan en los análisis de inmunofijación y electroforesis de proteínas, así como las de plasma son necesarias en las mediciones de fibrinógeno y otras coagulaciones. El suero es la muestra preferida, ya que es fácil de conseguir y se manipula con simplicidad. Además, se obvia la interferencia de los anticoagulantes. El plasma, si se recoge adecuadamente, se puede utilizar en las urgencias médicas cuando esté indicado hacer un análisis expeditivo, debido a que el preparado de plasma no necesita que se complete la coagulación antes de su centrifugación. Normalmente se obtiene una cantidad mayor de plasma que de suero de un volumen determinado de sangre completa debido al proceso de formación de coágulos. La orina y otros fluidos corporales se pueden centrifugar para concentrar la materia del compuesto de partículas como sedimento para ser examinado y para minimizar la interferencia del mismo material en ofras determinaciones. Lo ideal sería centrifugar las muestras de sangre tan pronto como se forma el coágulo (aproximadamente 20 minutos a temperatura ambiente). En la práctica es admisible un intervalo de tiempo de dos horas entre la extracción de la sangre y la separación del suero (Burtis. 1994). El contado prolongado del suero con el coágulo celular más allá de dos horas puede ocasionar cambios significativos en ciertos constituyentes como la glucosa, el potasio, el fósforo, la creatinina, la AST y la alanina ammotransferasa (ALT) (Rehak, 1988).
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MhVIPI O Para hallar la Tuerza centrifuga a una distancia radial de 10 cm del centro de rotación c u a n d o la c e n t r i f u g a está operando a .V000 r.p.m.. colocar una regla en la gráfica conectando el punió de los III c m . en la Pscala del Radio de Rotación i A) con el punto de las 3.000 r.p.m. en la Escala de la Velocidad ( B ) I .eer el punto en el ijue la regla corta la Escala de la Fuerza C e n t r i f u g a Relativa ( C ) en este caso. 1.000 \ gravedad. De la misma forma, si se conoce la I < R q u e se desea, la v e l o c i d a d necesaria para un radio de rotación dado puede determinarse conectando los dos puntos conocidos y leyendo la intersección de la regla en la Escala de la velocidad ECUACIÓN P A R A C A U ULAR I \ FCR KR-0.0001118 x r x NT K R fuer/a centrifuga relativa (gravedades».- r ~ radio de rotación (centitnetrosl. N - velocidad de rotación (rev. por m i n . | . - Utilizar los valores a la derecha para hallar la FCR de las centrifugas de velocidad más alia



Figura 1-3. Notmograma para calcular la fuerza centrifuga relativa (FCR) en gramos.



La sangre se debe conservar en el recipiente original bien cerrado hasta que se proceda a la separación. Para la preparación del plasma hay que centrifugar la sangre dentro de un plazo de una hora después de su extracción y durante 10 minutos a una fuerza centrífuga relativa (FCR) de 800 a 1.000 x gravedad (x g) manteniendo el recipiente bien tapado para prevenir la evaporación del plasma o del agua del suero. Dejar un tiempo adecuado para que se coagule y asi prevenir la formación de fibrina latente, que puede ocasionar la obstrucción de los analizadores químicos automatizados. Este problema se puede resolver utilizando plasma después de la adición de heparina de litio a la muestra. Desprender el coágulo mediante la "agitación" o el tañido" del tubo puede originar alguna hemolisis y sólo se debe hacer cuando sea necesario. Cuando se utilizan tubos de cristal se deben centrifugar en un capilar contenido en un aerosol. Centrifugar la sangre durante 10 minutos a una FCR de 850 a 1.000 x g en un recipiente cerrado. Si el análisis se va a retrasar más de cuatro horas hay que almacenar el suero o el plasma hasta que se realice a una temperatura de 4 C a 6 °C. La retención de estas muestras durante siete días posibilita realizar mediciones adicionales o confirmaciones posteriores. FASE DE CENTRIFUGACIÓN



Una centrifuga utiliza la fuerza centrifuga para separar las fases en suspensión mediante densidades diferentes. Se utiliza con muchísima frecuencia en el procesamiento de la sangre para derivar las fracciones de suero o de plasma. Las estipulaciones para la centrifugación deben especificar el tiempo y la fuerza centrífuga. Cuando se selecciona una centrífuga se debe buscar la fuerza centrífuga más alta posible y no la velocidad de rotación. Midiendo el radio (r) de la cabeza de la centrifuga, la fuerza centrífuga relativa (g) se puede calcular mediante un normograma (Fig. 1-3) o utilizando la siguiente fórmula: 5



FCR = 1,118x 10 x r x ( r p m )



?



(1-1)



en la que FCR es la fuerza centrifuga relativa en unidades de g (esto es. múltiplos de la fuerza de gravitación); 1,118 x 1 0 ' e s una constante: r es el



200 U 2.000



radio expresado en centímetros entre el e|e de rotación y el centro del tubo de la centrífuga y rpm es la velocidad en revoluciones por minuto. Se deben observar varias normas para evitar que la centrifuga o las muestras se dañen y para que no haya peligro para las personas. Los tubos, los portadores o los adaptadores del mismo peso, lorma y tamaño se deben colocar en posiciones opuestas dentro de la cabeza de la centrífuga para conseguir el equilibrio adecuado. Las muestras se deben colocar en una disposición geométricamente simétrica utilizando tubos llenos de agua para conseguir el equilibrio. EQUIPOS



Se dispone de una amplia variedad de centrífugas y de accesorios para hacer frente a las necesidades especificas del laboratorio clínico. Aquí se incluyen las centrífugas normales de sobremesa: las centrifugas de alta velocidad de ángulo fijo; los modelos portátiles: los modelos de suelo; las microcentrifugas; los tipos refrigerados y no refrigerados y los modelos de ultracentrifuga. Las capacidades varían dependiendo del tipo del modelo y del rotor de la centrífuga. Se debe tener en cuenta el volumen de las muestras (por tubo), el número de tubos que se han de centrifugar, la velocidad necesaria para una separación adecuada y la durabilidad del equipo Graduación de la centrifuga. Para cada procedimiento del laboratorio que requiera una operación de la centrifuga se tiene que anotar en el manual de procedimientos una especificación escrita que identifique el tipo de centrifuga, la temperatura, las fuerzas g necesaria y la duración del tiempo de centrifugación. La graduación de la centrifuga debe ser parte del proceso de garantía de calidad. Koenig (1982) hace un examen excelente de la función, verificación y ajuste de una centrifuga. Por lo general, cada vez que se compruebe la velocidad y el cronómetro se ha de hacer bajo condiciones similares (el mismo número de tubos con el mismo volumen) para garantizar la coherencia. Cualquier cambio significativo indicará que hay un deterioro, como el desgaste de los cepillos, problemas de carga o un cronómetro defectuoso.
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FASE ANALÌTICA La validez de los datos del laboratorio clínico no sólo depende de la manipulación apropiada del equipo, sino también de la utilización de los reactivos específicos, de la calidad de los materiales y del control ambiental. El conocimiento de estas cuestiones fundamentales, que abarcan desde los materiales hasta las mediciones esenciales, es el preludio para la valoración de los procedimientos analíticos.



Reactivos Calegorias. Las sustancias químicas tienen diferentes grados de pureza. Si se leen con detenimiento las etiquetas de las botellas, asi como los catálogos de los proveedores, esto revelará, frecuentemente, los limites máximos de impurezas en las sustancias químicas. El análisis del contenido real viene a menudo en la etiqueta, de manera que se puede identificar el tipo y la cantidad de impureza presente. La utilización de sustancias químicas de grado reactivo, aunque son más caras que las menos puras, es esencial para la precisión. Las sustancias químicas identificadas como espectrógrado. nanogrado, grado HPLC o SCA cumplen con los estándares de mayor pureza establecidos por la American Chemical Socety (ACS) y son fácilmente identificables en una etiqueta o en un catálogo. A las clasificadas como menos puras se las alude como purificadas y técnicas. Las sustancias químicas etiquetadas con la categoría USP y NF equivalen a un nivel de pureza igual al estipulado en la farmacopea de los Estados Unidos o el formulario nacional Aunque son adecuadas para el consumo humano, pueden no ser lo suficientemente puras para las aplicaciones químicas especificas. También identifican los estándares del laboratorio clínico para las sustancias químicas el National Bureau Standars (NBS) a través de la oficina de materiales de referencia estándar (Álvarez. 1982), el College of American Pathologists (CAP) y el National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCLLS). Estos estándares, además de la lista proporcionada por los proveedores (hojas de datos de seguridad médica HDSM) son las fuentes preferidas para la información y utilización en la quimica médica. Se deben evaluar cuidadosamente los reactivos patentados que no revelan su composición. Si no se proporciona la pureza o los constituyentes de determinados reactivos se pueden producir datos no válidos, asi como resultados confusos de muestras anormales o bajo condiciones anormales. Es importante saber qué compuestos se están utilizando para entender qué reacción se está produciendo y para identificar, asi como anticipar y evaluar las reacciones anormales o las interferencias. Técnicas de utilización y almacenamiento. Una vez que se abre el recipiente se deben lomar medidas para asegurarse de que el producto químico o el reactivo se manipula en condiciones óptimas. Es extremadamente importante leer la etiqueta para almacenarlos correctamente. Aunque la mayoria de los compuestos químicos son estables a temperatura ambiente sin desecarse, algunos se deben refrigerar, congelar o incluso almacenar a - 7 0 C. Los productos químicos sensibles a la luz y los reactivos se deben almacenar en botellas marrones. Los avances de las tecnologías de los materiales han hecho posible los reactivos preenvasados. como pequeños paquetes, películas finas o tabletas. Se pueden cargar directamente en los analizadores automatizados para utilizarlos sin la intervención del profesional. La utilización de estos reactivos elimina el trabajo intensivo de la reconstitución del reactivo y minimiza su desperdicio. En los inmunoensayos se utilizan kits que están disponibles en el mercado, tanto isotópicos como no isotópicos (se utilizan mareajes con enzimas, fluorescencia, quimioluminiscencia o electroquímica en lugar de radioisótopos, como la molécula marcada) que incluyen todos los reactivos esenciales, estándares, diluyentes. antígenos marcados con radioactividad, anticuerpos y cualquier otro reactivo auxiliar. Si se les compara con los radioinmunoensayos, los kits no isotópicos son mas estables, proporcionan la sensibilidad equivalente del ensayo y plantean menos riesgos de seguridad. Los proveedores son los responsables de hacer y mantener el control de calidad de estos kits. Es esencial que cada laboratorio evalúe primero un kit según un protocolo establecido (NCCLS EP7-P. 1986; EP9-A, 1995; EP10-A. 1998). Muchos de los analitos medidos mediante métodos inmunoquimicos. como las hormonas, están disponibles como preparaciones de referencia de la Organi-



zación Mundial de la Salud (OMS) o de los institutos nacionales de salud (INS).



Agua Purificación La destilación y la desionización son los dos métodos de uso general para la preparación del agua de grado reactivo del laboratorio. El agua reactiva se obtiene mediante la purificación de agua destilada por desionización. Los des ionizantes trabajan según el principio de recambio iónico. Los polímeros de resinas insoluoles se preparan con ácido o grupos funcionales de aminas en la molécula. Una resma de recambio caliónico, por ejemplo un polímero de fenol formaldehido con radicales bsSO,H . bsCH,COOH. bsCOOH o bsOH reaccionará de la manera siguiente con R:bs, que representa la columna vertebral insoluble del polímero y N a . , como ejemplo: 3



R O S O O H . N a - 7 F ) O S O O N a + H-



(1-2)



En esta reacción los iones sódicos son eliminados de la solución y los iones de hidrógeno son expelidos dentro de la solución, asi se inician iones de hidrógeno por iones sódicos. De forma similar, una resina de recambio aniónico como la que se forma por la condensación de formaldehido con varias aminas, por ejemplo la m-fenilendiamina y la urea, intercambiará iones de hidroxilo por iones de carga negativa en la solución. Una reacción así es: R.NOH + Cl 7 R N C I + OH



(1-3)



;



Los sistemas instalados comercialmente utilizan una resma de recambio catiónico seguida por una resma de recambio aniónico. un liltro de carbón para eliminar los compuestos orgánicos y un último filtro para eliminar las partículas. Este grupo se puede monitonzar a 1 megaohmio'cm de resistencia especifica con una luz para indicar que el sistema está produciendo agua, por lo menos igual, a la calidad indicada. En plena operación este sistema generará agua a 10 megaohmios.'cm de resistencia específica o mejor. Las especificaciones fijadas por la CAP (Hamlin. 1978) definen tres categorías de agua: tipos I, II y III, con las especificaciones de resistencia que aparecen en la Tabla 1-18. Cada análisis establecido en el laboratorio debe ser juzgado por el tipo de agua necesaria para evitar la interferencia con la especificidad, la exactitud y la precisión. Por ejemplo, los contaminantes metálicos pueden tener efectos profundos en los valores enzimáticos. Agua reactiva de tipo I. Para los procedimientos que requieren una pureza del agua máxima: 1) en la preparación de soluciones estándar. 2) en los análisis ultramicroquímicos, 3) en las mediciones a nanogramo o en las concentraciones de subnanogramo y 4) en los métodos de cultivo celular y tisular o ambos. Agua reactiva de tipo II. Para la mayoria de las determinaciones del laboratorio de química, hematología, microbiología, inmunología y de otras áreas del laboratorio clínico. Agua reactiva del tipo III. Para la mayoria de los exámenes y mediciones cualitativas: en la mayoria de los procedimientos de urinálisis, parasitología e histología; para lavar objetos de cristal; en general para cualquier procedimiento del laboratorio que no necesite agua reactiva de tipo I o II. El agua exenta de dióxido de carbono (CO .) (agua reactiva libre de C O ) se utiliza donde los gases como el C O . el amoníaco y el oxígeno pueden afectar al análisis. En este caso, el agua de tipo II hervida es la adecuada (NCCLS C-3-A3.1997). ;



:



:



Mediciones de masa La medición de masa es un proceso lundamental en la preparación de análisis gravimétricos, reactivos, estándares o en la graduación del equipo volu-



Tabla 1-18



Especificaciones de la resistencia del agua reactiva



Especificación Resistencia específica" M e g a o h m i o s a 25 °C, mínimo



Tipo I



Tipo II



Tipo III



En linea 10



Efluente 20



( c o m o de c o s t u m b r e ) 0,1



' Resistencia e s p e c i t i c a q u e resiste en o h m i o s de una c o l u m n a de solución de 1 cm de l o n g i t u d y 1 cm en el área de sección
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métrico, que requiere la utilización de balanzas analíticas. El principio básico de la medición de la masa es pesar una masa desconocida con una masa conocida. Las balanzas analíticas, a pesar de que son extremadamente sofisticadas, utilizan el concepto básico de una simple palanca que gira sobre un fulcro de filo en el centro de gravedad de la palanca. A partir de este concepto las balanzas están diseñadas de varias formas. Dos platos del mismo volumen están suspendidos de los extremos de la palanca o astil. Se ponen pesas calibradas en un plato para hacer de contrapeso de un objeto de masa desconocida en el otro. Generalmente se utiliza un marcador o un dispositivo de peso de cadena para evitar pesos Iraccionados. El movimiento del astil se indica mediante el fiel que recorre la escala, que es muy parecida a una regla. Las macrobalanzas de este tipo tienen, por lo general, una capacidad de 200 g y una sensibilidad de 0.1 mg. Las balanzas de un plato proporcionan la velocidad y la exactitud necesarias en el laboratorio clínico. Estas balanzas abarcan una capacidad de 1 g a 1.000 g. tanto para las analíticas como para las de carga máxima. Aunque las balanzas de un plato actúan por el principio de pesar por sustitución, aún utilizan el concepto básico de una palanca y el fulcro. Para empezar se coloca la balanza en el punto cero. La muestra se pone en el plato y se ajustan los botones selectores y se van eliminando pesas hasta que se vuelve a alcanzar el punto cero. Estas pesas son aros de acero al cromo-níquel no magnéticas o cilindros estandarizados en contraste con las pesas prototipo del NBS. Por tanto, la masa de la muestra es sustituida exactamente por una masa equivalente de pesas originalmente en el lado de la muestra del astil. La secuencia para pesar una muestra utilizando una balanza de un plato es como sigue: 1. La balanza se nivela comprobando el indicador de nivel y ajusfando los pies. 2. Observar que la balanza no esté bajo la luz directa del sol y que esté en un lugar a salvo de corrientes. 3. Poner la balanza en el punto cero. Si se utiliza la tara (compensar el peso del material pesado, esto es, cuando se pesa con papel o con pocilios), poner el lector en cero. En las balanzas analíticas esta operación se hace con las ventanas correderas cerradas y con el astil sobre el filo. 4. Bloquear el astil de la balanza analítica. Abrir la ventana de la balanza y poner el objeto que se ha de pesar en el plato. Cerrar la ventana. 5. Colocar el botón de parada del astil en la posición intermedia. 6. Hacer cambios en el peso bruto hasta que el peso del objeto esté en el campo de la escala óptica. 7. Liberar el astil completamente y dejar que el plato se pare del todo. 8. Registrar la masa del objeto. 9. Detener por completo el astil y sacar el objeto del plato. Las balanzas analíticas son instrumentos delicados que requieren cuidados y un mantenimiento adecuado. Se pueden producir daños en el fulcro de filo bajando el astil fuertemente, por una sobrecarga o aplicando una vibración excesiva. Se deben hacer los cambios en el peso bruto con la balanza en la posición de astil parado y liberarlo con suavidad. Los restos de productos químicos hay que limpiarlos inmediatamente y no pesar nunca una muestra directamente sobre el plato. Los materiales que son difíciles de pesar, como los volátiles y los higroscópicos, se pueden pesar en botellas con tapones de vidrio esmerilado.



Graduación Las pesas para una balanza analítica típica de un plato satisfacen la tolerancia individual y de grupo establecida por el NBS (Washington, DC; Circular 547 del NBS) para las pesas de la clase S. Las tolerancias de graduación de la clase S están disponibles en una variedad de pesas fraccionarias (de 1 mg a 500 mg). Estas pesas se deben manipular con fórceps, que se suministran con el juego, para evitar los aceites de la piel o el polvo de los guantes. El desequilibrio de la graduación requiere, por lo general, a un especialista para su ajuste y realineación.
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zas son especialmente adecuadas para pesar con rapidez grandes masas (hasta 10.000 g) que no necesitan mucha precisión analítica, como en la preparación de reactivos de gran volumen.



Balanzas



electrónicas



Las balanzas electrónicas modernas aunan la facilidad de su uso y una resolución muy alta. La resolución es la expresión de la sensibilidad en relación al campo dinámico total definido en puntos. Una báscula de 130 kg de capacidad que lee con precisión hasta 0,5 kg tiene una resolución de 260 puntos. Una balanza semimicroelectrónica tiene una resolución de 3 millones de puntos (30 g exactos a 0.01 mg). La balanza electrónica opera bajo el principio de compensación de la fuerza electromagnética. Una bobina o carrete, situada entre los polos de un electroimán cilindrico, se conecta mecánicamente a un plato de pesar. La masa que se coloca en el plato produce una fuerza que desplaza a la bobina o carrete dentro del campo magnético. Un regulador genera una corriente de compensación lo suficientemente exacta que devuelve la bobina a su posición original. Cuanto más masa se coloca en el plato, más granfle es la fuerza de deflexión y más fuerte la corriente que se necesita para corregir la deflexión de la bobina o carrete. El principio de la medición está basado en una relación lineal estricta entre la corriente de compensación y la fuerza que produce la carga que se pone en el plato.



Mediciones de volumen Tipos de objetos de vidrio Los tipos de objetos de vidrio más corrientes que se utilizan en las mediciones de volumen son los de vidrio de borosilicato. Este vidrio se caracteriza por un alto grado de resistencia térmica, tiene un contenido álcali bajo y está libre del grupo de elementos de cinc-lima-magnesia. de metales pesados, de arsénico y de antimonio. Las marcas comerciales se denominan Pyrex (Corning: Corning, NY) y Kimax (Kimble: Víneland, NJ). Las condiciones cáusticas al almacenar soluciones alcalinas concentradas en vidrio de borosilicato rayan o disuelven el vidrio y destruyen la graduación, Los tapones de vidrio congelados son difíciles de quitar sin romper el cuello del frasco. Los objetos de vidrio de borosilicato gruesos como las botellas, jarras e incluso los vasos de precipitados más grandes no se deben calentar en una llama directa o en una placa caliente. El vidrio no se debe calentar por encima de su punto de tensión (en el Pyrex está a 515 C ) . ya que el enfriamiento rápido lo tensa y rompe con facilidad cuando se vuelve a calentar. En el caso de objetos de vidrio volumétricos puede destruir la graduación. Los objetos de vidrio de la marca Corex (Corning; Corning, NY) son de un vidrio de silicato de alúmina especial fortalecido químicamente en lugar de térmicamente. El Corex es seis veces más fuerte que el vidrio de borosilicato (p.ej., las pipetas de Corex tienen una fuerza tipica de 30.000 psi en comparación con los de 2.000 psi a 5.000 psi de las pipetas de borosilicato) y duran 10 veces más que las de vidrio convencional. El Corex también resiste mejor el oscurecimiento y los arañazos. Los objetos de vidrio resistentes al álcali se deben utilizar para manipular las soluciones fuertemente alcalinas. Sin embargo, sólo tiene, aproximadamente, la mitad de resistencia de choque térmico que los objetos de vidrio Pyrex y. por tanto, se debe calentar y enfriar con más cuidado. Los objetos de vidrio de aclínico bajo son de un vidrio de alta resistencia térmica con un color rojo añadido como parte integrante del vidrio. La densidad del color rojo está ajustada para permitir la visibilidad adecuada del contenido, además de dar la máxima protección a los materiales sensibles a la luz. como a los estándares de bilirrubina. 5



ESPECIFICACIONES



Los objetos de vidrio volumétricos están clasificados como A. B y para estudiantes. Las tolerancias de exactitud de los objetos de vidrio de la clase A cumplen o exceden los estrictos requisitos especificados por el NBS en la Circular C-602. Sólo los objetos de vidrio volumétricos de la clase A son aceptados por la CAP para su utilización en los laboratorios clínicos aprobados.



Balanzas de carga máxima Las balanzas de carga máxima de un plato operan con el mismo principio que las balanzas analíticas de un plato (esto es. pesan por sustitución). La amortiguación es magnética en vez de ser por liberación del aire. Estas balan-



PIPETAS



Hay muchas clases de pipetas disponibles para ser utilizadas en un laboratorio clínico y cada una de ellas está prevista para hacer una función espe-
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cifica. Por lo general, las pipetas son de dos clases: volumétricas o de transferencia y graduadas o medidoras. Las volumétricas están graduadas para una medición de volumen especifica, bien 'para dispensar" (PD) o "para contener" (PC). En las de clase A esta distinción está indicada con claridad en la pipeta. Las pipetas "para dispensar" graduadas para soplar tienen un anillo opaco cerca del borde. En este caso, se sopla la pequeña cantidad de líquido que queda en la punta después de haber cesado el vaciado libre y se añade al volumen inicial. Las pipetas "para dispensar" están graduadas para el volumen dispensado y no hay por qué hacer un lavado de arrastre para quitar el film que se adhiere a la superficie interior del vidrio. Las pipetas "para contener" están graduadas para el volumen total del líquido contenido en la pipeta y se les debe hacer un lavado de arrastre completo para que dispensen el volumen correcto. La mayoría de las micropipetas, con un límite de hasta 0,5 mi están graduadas para contener". Las pipetas graduadas son unos tubos cilindricos largos que terminan en punta y que están graduados en medidas de volumen fraccionadas de forma uniforme. Las del tipo Mohr están graduadas entre dos marcas del tallo, mientras que las del tipo serológíco lo están hasta la punta. Por tanto, todas las pipetas serológicas están graduadas para soplado y por consiguiente tienen un anillo opaco en el borde para identificarlas. Antes de su utilización hay que asegurarse de que las pipetas sean del tamaño correcto, que estén limpias y que no estén astilladas. Una punta rota puede pasar desapercibida si no se hace una inspección cuidadosa. No se permite pipetear con la boca bajo ninguna circunstancia para evitar la ingestión de fluidos corporales, de productos químicos cáusticos o de cualquier otro agente infeccioso. Cuando se utilizan las pipetas se recomienda el uso de un bulbo de goma o Pipet-Aid (Drummond Scientific, Broomall, PA).



instrucciones del fabricante, ya que el cuidado apropiado y la graduación son necesarios para que la toma de muestras sea exacta. Hay dos errores comunes que son: dejar que una muestra sea aspirada dentro del tambor de la pipeta e ignorar la lubricación del émbolo. Las pipetas automáticas que dispensan la toma de muestras son de dos clases generales: 1) de tipo peristáltico y 2) de tipo de émbolo. Los diluyentes de muestras automáticos están disponibles en una variedad de volúmenes de toma de muestras de 0,11 a 51 y de volúmenes de dilución de 0,2 mi a 25 mi. Los volúmenes de diluente de hasta 5 I son los mejores para obtener la máxima exactitud y precisión. Las pipetas automáticas eliminan el tedio asociado a las tomas de muestras repetitivas y a la dilución. La velocidad de las pipetas automáticas es una ventaja incluso en un número limitado de muestras. Con la pipeta automática se mejora la precisión de las tomas de muestras múltiples y la dilución debido a que se minimiza la fatiga del operario. Las pipetas microautomáticas, que pueden tomar una muestra tan pequeña como de 21 a 5 1 . ofrecen una ventaja única, especialmente en los radioinmunoensayos. Los fabricantes, generalmente, aseguran una exactitud de dilución y pipeteo en unos límites de un 0 . 1 % a un 1.0%. Sin embargo, es esencial que las pipetas se gradúen cuando son nuevas y a intervalos regulares en adelante. No hay que asumir nunca la precisión de las graduaciones de fábrica. La variación analítica fortuita de una pipeta manual automática puede ser establecida mediante el pipeteo repetitivo de una solución radioactiva y contando la actividad de cada muestra. Se hacen cálculos para determinar la desviación media y estándar de las cuentas. La variación total incluye la variación del contador y la variación de la pipeta. Las variaciones son aditivas. Por tanto, la variación del pipeteo se calcula como: or total = oí contador + «< pipeteo



Los pasos para un buen procedimiento de pipeteo son los siguientes: 1. Colocar un relleno de pipeta de seguridad en el tallo de la pipeta. 2. Introducir la pipeta en la solución. Hacerlo con la profundidad suficiente para llenarla por encima de la marca de graduación. 3. Aplicar la succión utilizando un bulbo de pipeta y llenarla hasta un punto por encima de la marca de graduación. En los casos en los que el volumen de la solución sea muy bajo, llenarla lentamente y observar con cuidado para evitar la aspiración de aire. 4. Retirar la pipeta de la solución. Secar la punta con una gasa o con un pañuelo de papel. 5. Sujetar la pipeta en posición vertical. Vaciarla lentamente hasta que el menisco más bajo roce la marca de graduación. Prestar atención a los errores de paralaje. 6. Poner la pipeta en un receptáculo seco y limpio para eliminar cualquier gota pendiente. 7. Vaciar la pipeta completamente en posición vertical. La pipeta está graduada para dispensar su volumen específico en posición vertical con una velocidad constante de vaciado. Si se cambia el ángulo de la pipeta, se cambia la velocidad a la que se vacía y, por consiguiente, la cantidad de líquido que se queda en la pipeta. Por la misma razón, no se debe intenta forzar la salida del líquido de la pipeta a una velocidad mayor que la que permite el drenaje libre. 8. Cuando el liquido entra en el tallo, exactamente por debajo del bulbo, tocar la punta hacia el lado del vaso receptor, pero no dentro del liquido. Dejar transcurrir varios segundos para que se drene la pipeta. En las pipetas de soplado hay que manipular el bulbo pequeño del relleno de pipeta de seguridad para forzar que una ráfaga suave de aire pase a través de la pipeta. Esto elimina los restos de líquido de la punta. PIPETAS AUTOMÁTICAS Y S E M I A U T O M A T I C A S



El pipeteo automático permite hacer mediciones repetitivas rápidas y la entrega de los mismos volúmenes. Las pipetas automáticas comerciales son o bien del tipo de toma de muestras, que por lo general funcionan manualmente, o del tipo que diluye la toma de muestras, que comúnmenle funcionan eléctricamente con un lector digital. Las pipetas automáticas que son operativas manualmente son. por lo general, de la variedad de desplazamiento de aire, con un nivel de capacidad de volumen de 1 I a 6 I. Para mayor comodidad, existen modelos con eyector en la punta, pipetas digitales de ajuste variable y pipetas de dispensación repetitiva. Es importante leer y seguir las



(1-4)



Un segundo método comprende la evaluación gravimétrica de una alícuota de agua destilada desionizada. El volumen de agua se puede calcular utilizando el peso del agua a una temperatura conocida. El proceso es el siguiente: 1. Colocar la pipeta a la cantidad que se desea dispensar. 2. Pesar un vaso de precipitados vacío que dará cabida a 10 volúmenes de muestras dispensadas. No tocar el vaso una vez que haya sido pesado. 3. Dispensar el volumen señalado 10 veces dentro del vaso y anotar el peso después de cada adición. 4. Registrar la temperatura del agua y anotar su densidad según la lista de la Figura 1 -4. 5. Calcular el peso de cada alícuota. Registrar todos los datos a. Peso medio de la alícuota (g) = volumen medio (mi) densidad de H 0 @ temperatura registrada (g/ml) 2



b. Volumen medio - volumen supuesto (según el colocado en la pipeta) = error de volumen (mi) c. Error de volumen (mil x 100 = error de volumen en % Volumen supuesto (mi) d. Error de volumen aceptable = < 3 % Cuando se utiliza una pipeta automática la técnica empleada para secar la punía es importante en la obtención de reproducibilidad. Aspirar la muestra dentro de la punta y secarla con un tejido absorbente o con un pañuelo de



Temperatura (" ( ' ) 17 18 19 20 21 22 23 24 25



Densidad (g mi) 0,99880 0 99862 0,99843 0,99823 0,99802 0,99780 0.99756 0.99732 0.99707 (



Figura 1-4. Densidad relativa del agua a diferentes temperaturas ambiente.
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papel dando dos golpes hacia abajo a 90 grados uno respecto del otro. Cada golpe debe comenzar por encima del nivel en el que la punta estaba sumergida en la muestra líquida y continuar hasta abajo más allá de la punta. No hay que tocar el liquido en la punta, ya que esto lo sacará tuera. Cuando se introduce una muestra de una pipeta automática dentro de la punta, se produce la difusión de la muestra, que lleva a un posible sobrante. El lavado con diluentes puede ser insuficiente para eliminar toda la muestra , de manera que ésta se mezcla con la muestra siguiente. El resultado es que cualquiera de los análisis que se hayan hecho en la dilución de la primera muestra son demasiado bajos y los que se hayan hecho en la segunda son demasiado altos. Por lo general, la tasa de diluente por muestra en los lavados cuantitativos debe ser de 5:1 por lo menos. Esto se debe aumentar si la muestra es viscosa o aceitosa y el diluente es de una base acuosa. También se deben aumentar los lavados de arrastre, ya que ciertos componentes son absorbidos por la estructura de la punta. Generalmente las puntas de teflón son más absorbentes que las de cristal. Por ejemplo, algunas hormonas y fármacos tienen una alta afinidad con el cristal.
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Los recipientes de cristal bacteriológicos se deben empapar en una solución de cresol del 2% al 4% y a continuación se esterilizan en un autoclave, asi están listos para pasar por el proceso de lavado normal. Los recipientes de cristal que se utilizan en las determinaciones de hierro se deben empapar en una solución de ácido hidroclórico (HCl concentrado, diluido 1:2) o en una de ácido nítrico (HNO-, concentrado, diluido 1:3) y luego se aclaran con agua de grado reactivo.



Control de la temperatura En todas las secciones del laboratorio es esencial el registro y el control exacto de la temperatura. Un ejemplo clásico es la dependencia de la actividad de las enzimas a la temperatura y la necesidad de un control exacto de la misma.



Baños de temperatura constante Para el uso general del laboratorio clínico, los baños de agua de temperatura constante deben ofrecer un control de temperatura variable de -5 -C sobre la temperatura ambiente hasta 100 °C. con un control exacto a ±0.02 C. En este tipo de unidades no se necesita capacidad de refrigeración. La refrigeración es necesaria para un control exacto de la temperatura a ésta ambiente o por debajo. Se dispone de baños con una sene de temperaturas que van desde los - 3 0 C hasta los 100 C , exactas a ±0,02 -'C. Para proporcionar el control de la temperatura por encima de estos limites hay un compresor y un calentador que trabajan en tándem. Cuando se selecciona un baño de temperatura constante hay que considerar que el modelo sea lo suficientemente grande para dar cabida al volumen de trabajo deseado. Los modelos que tienen agitación controlada independiente para mantener una temperatura del baño uniforme son los más convenientes. Los bloques caloríferos son más útiles cuando se utiliza una alta temperatura. ?



MATRACES VOLUMÉTRICOS



Se debe inspeccionar el matraz para asegurarse de que está limpio, seco y que no está agrietado. En los que tienen tapones de cristal hay que asegurarse de que éste encaja bien para que no gotee. Los pasos para utilizar un matraz volumétrico son los siguientes: 1. Poner en el matraz la solución que se va a diluir o el sólido que se va a disolver y diluir a volumen. Se le añade mejor un sólido al matraz si se pesa antes el material en un vaso de precipitados. Añadirle luego al vaso de precipitados suficiente solvente o diluenle para disolver el sólido. Sujetar una vara de cristal a través del matraz con un extremo sobre el borde. Inclinar el vaso de precipitados y dejar que la solución baje por la vara de cristal y entre por la abertura del matraz. Seguir añadiendo pequeñas cantidades de solvente para lavar el vaso de precipitados. Esto dará lugar a una transferencia cuantitativa al matraz. 2. Llevar a casi el volumen final con solvente o diluente. 3. Utilizar una pipeta Pasteur para humedecer el cuello del matraz. Añadir el solvente gota a gota hasta que el menisco llegue a la úllima marca de graduación. 4. Taponar el matraz y mezclar a fondo. Para que la mezcla sea la adecuada, girar el matraz boca abajo y agitarlo. Después poner el matraz boca arriba. Repetir esta operación cuatro veces más. En el caso de soluciones que hacen espuma, se debe hacer la mezcla más lentamente, con muchas más rotaciones del matraz. En los casos extremos de formación de espuma el matraz sólo se puede rotar, no inclinarlo boca abajo. Se pueden utilizar varas de agitar magnéticas y platos. GRADUACIÓN



Conforme a la rigurosidad de los estándares se debe codificar y guardar un registro de su graduación de cada uno de los recipientes de vidrio volumétricos del laboratorio clínico. Se debe rechazar cualquier recipiente de vidrio que no cumpla la tolerancia de la clase A. Para preparar un recipiente de cristal para la graduación, aclararlo con agua del grifo y a continuación aclararlo exhaustivamente con agua de grado reactivo. LAVADO DE LOS RECIPIENTES DE CRISTAL



Los objetos de vidrio que se utilizan en el laboratorio se deben enjuagar e inmediatamente después ponerlos en una solución de detergente suave. Los productos químicos corrosivos no se deben guardar nunca en recipientes de cristal, ya que algún miembro confiado del personal los puede derramar. Antes de utilizar los recipientes de cristal se deben aclarar, prelavar, lavar, aclarar y finalmente aclarar con agua de grado reactivo. La superficie de un apáralo de cristal completamente limpio debe estar uniformemente húmeda, sin que tenga adheridas golitas de agua. En los casos de grasa resistente y de otros residuos orgánicos se necesita un tratamiento especial. Dejar el recipiente de cristal en una mezcla de dicromato de ácido sulfúrico durante la noche; esta mezcla se prepara echando 1 mi de ácido sulfúrico concentrado en 35 mi de dicromato de sodio saturado. Evitar el contacto con la piel o con la ropa. Después de sacar el recipiente de vidrio de la mezcla, hay que aclararlo exhaustivamente.
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Mantenimiento El mantenimiento de una bañera de agua de temperatura constante es mejor si se llena con agua desionizada o destilada. Esto impide la acumulación de depósitos de minerales del agua del grifo, que pueden afectar a los elementos que detectan la temperatura y que por lo general conduce a que la transferencia de calor sea escasa. Sin embargo, si se produce una acumulación de estos minerales, los depósitos se disolverán con una solución de ácido hidroclórico suave. La limpieza frecuente y el agua fresca impedirán el crecimiento excesivo de bacterias y de algas. Si el baño se seca se puede producir un recalentamiento con el daño subsiguiente. A temperaturas más altas se debe cubrir el baño para mantener el control adecuado de la temperatura y para impedir que se seque a causa de una rápida evaporación.



Control de calidad El NBS distribuye los termómetros graduados con exactitud. Éstos tienen una escala auxiliar de puntos de hielo que van desde -0,20 "С a -0,20 ;'C para comprobar la graduación. Un termómetro graduado sobre otro certificado por el NBS debe ser un componente de cualquier baño de temperatura constante. La temperatura se debe señalar y registrar en cada ensayo. Esta función, que realiza el operario, garantiza que. en efecto, la temperatura del baño es la misma que la que se lee en el termómetro.



Evaporación y concentración de las muestras La evaporación como grupo o unidad de proceso es un paso esencial en muchos procedimientos analíticos. A la extracción del solvente le sigue, casi siempre, la evaporación del solvente para recuperar el material extraído para oíros procesamientos. Quizás haya necesidad de concentrar muestras de suero, orina y líquido cefalorraquídeo para traer a ciertos constituyentes dentro del campo de la susceptibilidad analítica. La evaporación de solventes de gran volumen se realiza mejor con un evaporador de vacio rotatorio de capa fina. La evaporación de cantidades de tubos de ensayo de solventes, en el límite de 10 mi a 15 mi o menos, se maneja cómodamente en un evaporador que concentra mediante un chorro de un gas inerte, normalmente nitrógeno, a través de la superficie del solvente. La desecación por congelación (liofilízación) es el proceso que más se uti-
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liza para la conservación de reactivos inestables, y se utiliza especialmente en la química clínica para la preparación de materiales de control. Las películas o placas de polímero, o membranas, que se construyen con un tamaño de poros efectivo para retener los solutos por encima de un peso molecular seleccionado se pueden utilizar para concentrar proteínas, incluyendo enzimas, isoenzimas y hormonas. Los valores limite del peso molecular típico de estas membranas de ultrafiltración son 15.000. 25.000. 75.000 y 125.000. La corporación Amicon (Lexington. MA) utiliza estas placas o películas en la construcción de concentradores de muestras clínicas. Las membranas de ultrafiltración construidas en un tubo y colocadas en una centrífuga conducirán el liquido y el soluto más allá de la membrana por debajo del valor límite del peso molecular critico. Con esta técnica se pueden preparar filtrados libres de proteínas. Por tanto, se pueden determinar las fracciones de componentes sanguíneos libres no unidos a proteínas.



Filtración Se puede utilizar la filtración en lugar de la centrifugación para separar los sólidos de los líquidos. Ésta se hace con un círculo de papel de filtro doblado por la mitad y vuelto a doblar y un infundíbulo o embudo. El infundibulo con lana de vidrio se puede sustituir por papel cuando es necesario filtrar ácidos o bases que son demasiado tuertes para el papel de filtro. En el mercado hay muchos tipos de papel de filtro (Whatman. Clifton. NJ) con diferentes grados Ce porosidad, según sean las necesidades de la separación por filtración.



Diálisis La diálisis es una técnica para separa las sustancias en solución iónica o molecular de las moléculas dispersadas coloidalmente. Una membrana de diálisis es un diafragma poroso que actúa como un cedazo. Cuando se pone un sistema acuoso, para dializarlo. en un lado de la membrana y en el otro lado se pone agua pura, las sustancias en solución iónica o molecular se difunden a través de los poros de la membrana. Las moléculas dispersadas coloidalmente son demasiado grandes para pasar a través de los poros y. por tanto, no pueden atravesar la membrana. La difusión de las moléculas más pequeñas, o de los iones, continúa hasta que se logra el equilibrio con las respectivas concentraciones de cada lado. Al material que pasa a través de la membrana durante el proceso de diálisis se le denomina material difuso o dializaóo. El término retenido' se aplica a la sustancia que no pasa a través de la membrana. Las membranas que se utilizan en la diálisis están hechas, por lo general, de celulosa regenerada, en la que se utilizan pelusas de algodón como luenle de la celulosa. Las membranas pueden tener una estructura de tubo o de hoja (Spectr-Por. industrias médicas Spectrum, Los Angeles, CA). Las membranas de celulosa están disponibles con una especificación de peso molecular clasificada de 1.000 a 50.000 de peso molecular limite (PML). La placa o película de 12.000-PML tiene un diámetro medio del poro de 4,8 nm. Las membranas de 12.000-PML a 14.000-PML tienen una tasa de diálisis de casi tres veces la de las membranas de 6.000-PML a 8.000-PML. A las membranas de celulosa, después de procesarlas, se les añade glicerina como humectante para mantener flexible la placa o pelicula. También hay. por lo general, como contaminante, pequeñas cantidades (0.1%) de polisulfuros. Con un lavado a fondo se pueden eliminar tanto la glicerina como los polisulfuros.



Extracción Teoría La extracción es una técnica de separación en la que un soluto es transferido de un solvente a un segundo solvente inmiscible, deíando que el soluto forme un equilibrio de distribución entre las dos fases del solvente. Para aumentar la separación eficientemente, el soluto se transfiere en fracciones mediante una serie de extracciones separadas. La distribución del soluto entre los dos solventes inmiscibles está expresada cuantitativamente por la distribución o partición, el coeficiente. K. según la ecuación 5: ^



concentración de A en el solvente 1 concentración de A en el solvente 2



Considerar que X g del compuesto A está siendo extraído del V mi de la solución por medio de la extracción repetida con un v mi de un solvente inmis-



cible. El número de gramos. X.. del compuesto A que permanece en la solución después de n extracciones se puede demostrar que es X„ = X ( K V / [ K V + v ] ) " :



(1-6)



donde K es el coeficiente de división. Esto demuestra que la extracción de varias cantidades más pequeñas del solvente que se extrae es más eficiente que utilizar en una extracción la misma cantidad total de solvente.



Técnica Para las extracciones en el laboratorio se utiliza generalmente un embudo o infundíbulo. especialmente para las de cantidades mas grandes. Para las extracciones de muestras en grandes cantidades es más conveniente utilizar tubos de centrifuga con tapones de cristal o con caperuzas de rosca Toda una gradilla llena de tubos se puede colocar en el agitador para que la solución que se está extrayendo se equilibre rápidamente. Hay un problema cuando se utilizan tubos de centrifuga con tapones de cristal o con caperuzas de rosca, y es que se pueden salir durante la operación de agitación. Las caperuzas de los tubos con las bocas de rosca se deben forrar con teflón y el borde del tubo de cristal no debe estar astillado. Se deben inspeccionar los tubos de cristal para ver que no están defectuosos. Los tapones de cristal deben ajustar correctamente y se deben mantener firmemente en su sitio durante la agitación. Si ambas capas se deben guardar, hay que utilizar una pipeta de transferencia para sacar la capa superior, de lo contrario, hay que aspirar. La técnica de extracción de columna se utiliza ampliamente en el laboratorio clínico, especialmente en toxicologia. Los distintos tipos de materiales de columna son 1) tierra de díatomeas. 2) gel de sílice. 3) C-18 unido a gel de sílice y 4) resinas de recambio iónico. Las drogas en solución se absorben en la superficie del relleno de la columna y forman una pelicula extremadamente fina, casi como una monocapa. Una superficie extremadamente grande se expone al solvente de elución, con una eficiencia de extracción en una sola pasada del 7 5 % al 95%. La cromatografía de líquidos de alto rendimiento (HPLC) ofrece las ventajas de su alta resolución con la cuantificación exacta y rápida de los componentes polares, no polares y termolábiles y se explica más adelante en el Capitulo 3.



Mezclado La mezcla es una operación diseñada para formar una masa homogénea o para crear un sistema homogéneo uniforme. La mezcla se utiliza para introducir sólidos en la solución; para dirigir fases en contacto íntimo, por ejemplo, en los procedimientos de extracción; para lavar sólidos suspendidos: para homogeneizar fases de líquidos y para hacer otras muchas operaciones. Las mezcla y la centrifugación realizan objetivos opuestos. El fracaso para resuspender las proteínas que se han disipaóo durante el almacenamiento en congelación a largo plazo del suero de control puede ser la consecuencia grave de una mezcla inadecuada y cuyo resultado son datos no válidos. En algunos casos, una mezcla excesiva puede originar la desnaturalización de las proteínas o la hemolisis. La lase de separación se produce cuando las muestras de suero (o de plasma) se mantienen durante un período de tiempo y han de ser mezcladas completamente antes del análisis. La concentración de incluso pequeñas moléculas en un sistema de este tipo será heterogénea, ya que las proteínas se asientan y se concentran, por lo que la concentración eficiente de agua disminuye en esta capa. Esto produce un gradiente de concentración de agua por lodo el sistema y. por consiguiente, un gradiente de concentración de todos los componentes.



Mezcladores de un solo tubo Un mezclador vórtex (de espiral) es capaz de una oscilación de velocidad variable que produce un movimiento rotatorio al contenido liquido de los tubos de ensayo o de cualquier otro recipiente. El ángulo de contacto y el grado de presión se pueden regular para conseguir una operación de mezcla óptima. Una operación asi se produce mediante una secuencia de múltiples toques (esto es. tocando y retirando el tubo del vaso oscilante de neopreno del mezclador). El operario tiene que tener cuidado de no llenar demasiado el recipiente o de mezclar los contenidos líquidos demasiado depnsa. ya que se puede producir un derrame.



CAPÍTULO
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En logaritmos esto se escribe: log. 1.000= 3



Mezcladores de tubos múltiples Hay varios mezcladores disponibles que tienen capacidad para varios tubos, para vanos tamaños de tubos, y que tienen tipos diferentes de movimientos para mezclar. El Thermolyne Maxi-Mix (Sybron Corporación. Dubuque. IA) se puede utilizar para el mezclado vértex de un tubo o de varios tubos a la vez. La operación de mezclado se varía cambiando la presión del recipiente contra la tapa de espuma de caucho reemplazable. El movimiento circular de un disco inclinado proporciona la inversión continua de los contenidos de los tubos, que suben de golpe por la circunferencia del disco rotatorio. La velocidad de rotación se puede variar para que el mezclado sea suave o más vigoroso. Los sueros de control se reconstituyen convenientemente en este tipo de mezclador. Los agitadores de tubos que se inclinan de un lado a otro a velocidades variables proporcionan una mezcla concienzuda de las muestras de sangre completa.



Detección y respuesta analítica Para cada procedimiento analítico hay una curva de respuesta de concentración, también denominada curva de respuesta de dosis. La respuesta por unidad de concentración es la sensibilidad analítica. Cada sistema de medición necesita un mecanismo para detectar una respuesta. Para alcanzar la máxima sensibilidad con exactitud y precisión es necesaria una respuesta óptima del sistema de detección. Por ejemplo, las lámparas, los cristales y las aberturas en un espectrofotómetro deben estar correctamente alineadas y se deben limpiar a intervalos regulares. El analizador de intensidad de pulso de un contador de centelleos tiene que estar ajustado a los valores de "ventana" correctos. Mucho de lo que se gana por observar al detalle y con meticulosidad todos los otros pasos del proceso analítico se perderá si la graduación y el mantenimiento del sistema de detección no son los adecuados.



Cálculo de los resultados Los errores en la identificación de muestras y pacientes, asi como los errores de transcripción, pueden constituir grandes problemas, sin embargo hay que prestar la misma atención a los errores aritméticos. Un breve repaso a las matemáticas que el personal del laboratorio utiliza con más frecuencia debería clarificar e identificar los principios que son esenciales en un trabajo exacto.
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Un logaritmo se compone de dos partes: la mantisa (está en las tablas de logaritmos), que se coloca a la derecha de la coma del decimal, y la característica, que se coloca a la izquierda de la coma del decimal. La mantisa da el antilogantmo. o el número del que es el logaritmo. La característica identifica la coma del decimal en el anlilogaritmo. Los logaritmos simplifican los cálculos matemáticos. Para hallar el log de 768 se procede así: Características (los dígitos a la izquierda de la coma decimal menos uno): 768 La característica es: 2 La mantisa (de la tabla de logaritmos) = 0,8854 El log de 768 = 2.8854 Por ejemplo: 1. Para multiplicar dos cifras o más. primero añadir sus logaritmos y después buscar el antilogaritmo (el antilogantmo es el número que corresponde a un log). 2. Para dividir, primero restar los logaritmos y después buscar el antilogaritmo. 3. En las raices y en los exponentes fraccionados, primero multiplicar el log por el exponente fraccionado y luego buscar el antilogaritmo (muchas calculadoras científicas hacen esta función). Ejemplos: log (5.5 x 73) = log 5.5 + log 73 = 0,7404 + 1,8633 = 2.6037 antilogaritmo 2.6037 = 401.5 log 47,2 = log 47 - log 2 = 1,6721 - 0.3010 = 1.3711 antilogaritmo 1.3711 = 23,5 log 7 6 = 3/8 log 76 = 3/8(1.8808) = 1,4178 antilogaritmo 1.4178 = 26,2 3B



Cifras



significativas



En la suma, la resta, la multiplicación y la división, el cálculo de los datos debería retener tantas cifras significativas como las que están contenidas en la cantidad que tiene el número menor de cifras significativas Ejemplo: La suma de 65.12 2.115 1.2222 68.4572 Respuesta: 68,46



Soluciones



acuosas



La concentración de una solución puede estar expresada como molaricad (M). normalidad (N) y peso-Volumen (p-v). Estas son concentraciones basadas en el volumen. Las soluciones basadas en el peso y expresadas como molalidad y peso,peso (p-p) se utilizan con menos frecuencia en el laboratorio (Burtis. 1994). La molaridad (M) es igual al número de moles de soluto por litro de solución (solvente). A 1 g de peso molecular de una sustancia (GPM) se le denomina también 1 mol de la sustancia: 1 mol (1M) de agua (H,0) = 18,015 g de H 0 . 2



Potencias



Mol = g/GPM



La utilización de fórmulas exponenciales nos permite calcular fácilmente cifras grandes o pequeñas.



Una solución 1 -molar (M) contiene 1 mol de soluto por litro de solución final. Molaridad = molí = G-I'GPM Un milimol (mmol) es 1/1.000 de un mol.
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mmol'l = mg'l/GPM
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^ = ^ 2 5 = 2.92



Número de Avogadro = número de moléculas por g-mol = número de átomos por g-átomo = número de iones por g-ión



Logaritmos El logaritmo de un número es el exponenle que se debe aplicar a la base 10 para ampliar el número. Ejemplo: 10-' = 1.000. El exponente 3 es el logaritmo de 1.000, ya que 3 se aplica como exponente de 10 para es igual a 1.000. (el logaritmo de 1.000 a l a base 10es igual a 3)



= 6.023 x 1 0 " En la práctica, a un número de Avogadro de partículas (p. ej., 1 g-mol, 1 gátomo. o 1 g-íon) se le denomina un "mol" sin tener en cuenta si la sustancia es iónica, monoatómica o molecular en origen. Por esto, a 39.0 g de ion K- se le puede llamar un "mol", en vez de un "gramo-ion" Para hacer 1 I de una solución de NaCI de 1M (PM = 58.5). se disuelven 58.5 g de NaCI en una cantidad suficiente (es) de agua para hacer 11.
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Cuando se utilizan concentraciones pequeñas, éstas se expresan, frecuentemente, en milimoles por litro (1.000 mmol = 1 mol). Por ejemplo, para preparar 10 mi de una solución de NaOH de 10 mmol (0.01 mol), se diluyen 4 mg de NaOH en 10 mi. La normalidad (N) es igual al número de equivalentes de gramos de soluto por litro de solución y es dependiente del tipo de reacción implicada (ácidobase, oxidación). El peso equivalente a un gramo de un elemento, o compuesto, es igual al peso molecular en gramos dividido por la valencia.



Soluciones



tampón



La teoría de los tampones y su preparación se desarrolla en el Apéndice i Gomori (1955) presenta una descripción más detallada de diferentes soluciones tampones.



SEGURIDAD EN EL LABORATORIO



Equivalentes en gramos = GPM,valencia 1N = Al número de equivalentes en gramos de soluto 1 de solución Ejemplos: Ca (OH). (GPM = 74) Wt. equivalente = 74/2 = 37 1 mol = 2 equivalentes H SO, (GPM = 98) Wt. equivalente = 98 2 = 49 1 mol = 2 equivalentes 2



Por tanto, 1 equivalente (esto es. el peso equivalente) de un ácido o de una base es el peso que contiene 1 g-átomo (1 mol) de hidrógeno reemplazable, o 1 g-ion (1 mol) de hidroxilo reemplazable. Para preparar 1 I de H.SO, 1N partiendo de ácido sulfúrico puro (96.2%) concentrado que tiene una gravedad especifica de 1.84, hay que llevar 27,7 mi de H S O a 1 I (la gravedad específica = peso en ^ v o l u m e n en mi). El Apéndice 1 contiene información útil sobre varios ácidos y bases que se utilizan normalmente en el laboratorio. ;



;



El peso/volumen por ciento (p/v %) es igual al número de gramos de un sólido disuelto en solvente suficiente para llevar el volumen final a 100 mi. Una solución de 10% de NaOH se prepara disolviendo 10 g de NaOH en agua suficiente para hacer un volumen final de 100 mi. Una solución molal contiene 1 mol de soluto en 1 kg de solvente. La solución molal se utiliza en determinados cálculos quimicofísicos (p. ej., para calcular la elevación del punto de ebullición y la depresión del punto de congelación). El peso'peso por ciento (p/p %) es igual al peso en gramos de un soluto por 100 g de solución. Las concentraciones de muchos ácidos comerciales se dan en términos p/ %. Cuando las soluciones se diluyen aumenta el volumen y disminuye la concentración: Concentración A x volumen A = concentración B x volumen B 5M de NaCI x 10 mi = 2M de NaCI x volumen B; respuesta: volumen B = 25 mi Para conseguir una solución de NaCI 2M a partir de NaCI 5 M . añadir 15 mi de diluente a los 10 mi de NaCI 5M para obtener un volumen lotal de 25 mi.



Ácidos, álcalis y pH En las soluciones acuosas una molécula de ácido produce iones de hidrógeno (protones); un álcali los acepta. A temperatura ambiente en agua pura: [H-] = [OH] = 1 x 1 0 ' m o l a r En lodas las soluciones acuosas, tanto acidas como alcalinas: Kw [ H - ] x [ O H ] = 1 0
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En una solución de ácido. [H-] es mayor que 1 0 mol. En una solución alcalina. [ H ] es menor que 1 0 mol. El pH es el exponente que se debe aplicar a 10 para obtener el valor de 1/H*. Esto es. 7



pH = log, 1'H0



Cuando el pH es 1: H> es 10-' y OH es 1 0



Psicología de la seguridad La seguridad en el laboratorio concierne a todo el personal. Las lesiones afectan a la moral y amenazan la salud física y emocional de la persona que los sufre y de sus compañeros. Las lesiones son caras en términos de pérdida de días de trabajo y de salarios, de equipos dañados y de tratamientos médicos. Una persona lesionada puede estar ausente de su puesto de trábalo durante un período de tiempo indefinido y cuando se incorpora, a menuoo no puede trabajar con la máxima eficacia. Las medidas preventivas, como las que se practican en el laboratorio, son esenciales para el bienestar de los empleados. Estas medidas incluyen las revisiones de seguridad anuales, el adiestramiento contra desastres y la conciencia general suscitada por los empleados de mantener un ambiente de trabajo seguro. Mientras que la inexperiencia puede ser la causa de algunos accidentes, otros se pueden producir por ignorar los riesgos conocidos, prisa, descuido o preocupación mental (no fijar la atención o no concentrarse en lo que se tiene entre manos). Las exposiciones innecesarias a riesgos para la salud y para la seguridad se reducen con la orientación adecuada a las reglas de seguridad, la revisión frecuente de estas reglas y la insistencia de la dirección en proporcionar pautas claras y un ambiente de trabajo seguro. Cada laboratorio debe asumir la responsabilidad de desarrollar planes de exposición biológica y química (procedimientos de acciones de respuesta) para la protección de los empleados (Gile, 1990.1992).



Elementos biopeligrosos/precauciones universales La propagación del virus de la hepatitis B (VHB) y del virus de inmunodeficiencia humana (VIH) ha centrado la responsabilidad en las organizaciones sanitarias para que protejan a sus empleados de las infecciones. En 1987. los centros de control de las enfermedades (CCE). impulsados por la preocupación que despertaba el VIH, actualizaron sus "Pautas para las precauciones de aislamiento en los hospitales" de 1983 (Garner, 1983) con la publicación de las "precauciones universales", que recomienda que se utilicen coherentemente todas las precauciones con los fluidos corporales y con la sangre de todos los pacientes, sea cual sea el estado de la infección que portan en su sangre (recomendaciones e informes de los CCE, 1989). Estas pautas están destinadas a minimizar las exposiciones ocupacionales de los empleados. La administración de salud y seguridad ocupacional (ASSO) define a las exposiciones ocupacionales como 'una prevención razonable a los contactos de la piel, de los ojos, de la membrana mucosa o de la parenteral, con la sangre u otros materiales potencial mente infecciosos que se pueden producir durante la ejecución de las funciones de los empleados" (registro federal. 29CFR, 1910.1030, 1992). La sangre y la mayoría del resto de fluidos corporales, incluyendo el semen, las secreciones vaginales, el fluido pericárdico. el fluido peritoneal, el fluido sinovial, el fluido pleural, el fluido amniótico. la saliva, las lágrimas, el fluido cefalorraquídeo, la orina y la leche del pecho de todos los pacientes, pueden ser considerados potencíalmente contagiosos del VIH, del VHB. del VHC y de otros patógenos portados por la sangre (NCCLS, publicación M29-T2.1991). A esto hay que añadir que también pueden ser considerados potencialmente contagiosos cualquiera de los tejidos no fijados, órganos o portaobjetos con frotis de sangre.
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Un cambio de una unidad de pH indica un cambio de 10 veces en la concentración de H-.



Las precauciones incluyen la utilización de barreras adecuadas, guantes, batas largas, batas de laboratorio, mascarillas y gafas, que se deben usar para prevenir la exposición de la piel y de la membrana mucosa cuando se espera tener contacto con la sangre u otros fluidos corporales de cualquier paciente. Cada laboratorio debe tener los procedimientos y las políticas adecuadas para los peligros biológicos y desarrollar programas para el uso interno del laboratorio (Gile. 1992). También se deben pasar los correspondientes controles mecánicos (de aparatos o de equipos para minimizar o eliminar ríe;-
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gos) y de los escudos, de los recipientes cortantes o puntiagudos, de las campanas para riesgos biológicos, de los recipientes de cubo de centrífuga, de los aparatos de pipeteo mecánico y de los respiradores de aire, cuando sea conveniente. Mientras que muchos laboratorios obligan al uso de los guantes cuando se realizan extracciones de sangre, las recomendaciones de la OSHA establecen que los guantes son necesarios cuando el sanitario tiene cortes u otras heridas abiertas en la piel, cuando prevé que se va a contaminar las manos, cuando realiza punciones en la piel o durante el aprendizaje para hacer extracciones (correspondencia de la OSHA, 1991). La utilización de los guantes puede ser necesaria en todos los demás procedimientos para hacer extracciones, si así está establecido por la política local. Los sanitarios deben lavarse las manos después de quitarse los guantes, después de cualquier contacto con sangre o con fluidos corporales o después de estar con un paciente y antes de estar con otro. Se desaconseja lavar o reutilizar los guantes, ya que los microorganismos que se adhieren a los guantes son difíciles de eliminar (Doebbeling. 1988). Hay que quitarse todo el equipo de protección que potencialmente pueda estar en contacto con material infeccioso, incluidas las batas, antes de salir del laboratorio y no se deben llevar nunca a casa o fuera del laboratorio (como para comer o en las horas de descanso). Muchos laboratorios obligan a que se utilice una segunda bata cuando se realizan extracciones fuera del laboratorio. Las batas de laboratorio se deben lavar allí mismo o en lavanderías profesionales. Se debe prohibir comer, beber, fumar, aplicarse cosméticos y tocar las lentes de contacto dentro del área de trabajo del laboratorio. Es de gran ayuda para los empleados saber cuáles son las áreas designadas como lugar de trabajo del laboratorio y cuales no (p. ej., las oficinas, las salas de conferencias, el vestíbulo). Los agentes infecciosos se pueden inactivar mediante técnicas de esterilización convencionales, como la esterilización por calor (a 250 °C durante 15 minutos), con óxido de etileno (de 450 mg/l a 500 mg/l a de 55 C a 60 C), con glutaraldehido al 2%, con peróxido de hidrógeno al 10%, con formaldehído o con hipoclorito al 5,25% (lejía). Una solución al 10% (v/v con agua del grifo, hecha diariamente) de lejia casera común es un desinfectante muy efectivo y económico y que inactiva al virus de la hepatitis B en 10 minutos y en 2 minutos al VIH (NCCLS GP17A, 1996). El prelavado elimina las cantidades concentradas de proteínas, lo cual es necesario para conseguir una descontaminación efectiva. Además, todas las superficies del laboratorio deben estar hechas de materiales no porosos para limpiarlas y descontaminarlas con facilidad. S
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Otra precaución de seguridad es la vacunación contra el VHB, y está recomendada por el comité asesor en prácticas de inmunización de los CCE, especialmente para los tecnólogos médicos, flebotomistas y patólogos (NCCLS GP17A, 1996). La OSHA ordena que la dirección ponga esta medida a disposición de los sanitarios con riesgo de exposición ocupacional (Registro Federal 55, 29CFR. 1990). Los fabricantes de instrumentos y de reactivos también han hecho esfuerzos para ofertar productos diseñados para reducir la exposición del personal del laboratorio a la sangre o a los productos sanguíneos que pueden causar el VIH. el VHB o cualquier otra infección.



Seguridad frente a la exposición a químicos tóxicos La OSHA publicó en 1983 su "Estándar de comunicación de riesgos" (Registro Federal, 29CFR, 1.910.1.200,1983) para minimizar la incidencia de las enfermedades ocupacionales relacionadas con los productos químicos, instando a sus fabricantes a que evalúen los riesgos de sus productos químicos y a que desarrollen programas de comunicación de riesgos para los empleados que están expuestos a los productos químicos peligrosos. Este estándar se diseñó para reducir los peligros a los que se enfrentan los trabajadores de estas fábricas cuando manipulan productos químicos sin el conocimiento adecuado o, si conocen los riesgos físicos y para la salud de estos productos, de las precauciones para manipularlos con seguridad y de los procedimientos de emergencia y de primeros auxilios. La OSHA (Registro Federal 56,1992) obliga a los laboratorios clínicos a que desarrollen y establezcan un programa de higiene de productos químicos (Gile. 1990). Muchos estados han desarrollado también pautas individuales y regulaciones ordenando a los directivos que desarrollen y apliquen programas de información de productos químicos tóxicos y de seguridad para sus empleados (p. ej„ la ley del derecho a saber del estado de Nueva York [Capítulo 551, artículo 48. 12 NYCRR parte 820]).
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Bajo las regulaciones de la OSHA y a menudo de las leyes estatales, los hospitales y los laboratorios están obligados a llevar un inventario de todas las sustancias peligrosas que se utilizan en el lugar de trabajo. La naturaleza peligrosa de los productos químicos puede estar determinada en base a las evaluaciones hechas por los fabricantes, que están resumidas en el MSDS. Para cumplir con estas regulaciones, la dirección debe mantener y actualizar su inventario de productos quimicotóxicos periódicamente y comunicar los riesgos a los empleados. La comunicación se puede llevar a cabo por 1) la colocación de etiquetas y señales de advertencia en los recipientes, 2) la información a los empleados de las responsabilidades de la dirección e instruir a los empleados respecto a la naturaleza de los productos químicos peligrosos y a manipularlos con seguridad y 3) el desarrollo y la aplicación de un programa por escrito de comunicación de riesgos (esto es, facilitar a los empleados las HDSM si lo piden). El programa debe especificar 1) cómo ha cumplido la dirección con sus obligaciones y 2) el derecho de los empleados a pedir y recibir toda la información concerniente a los riesgos de las sustancias tóxicas en el lugar de trabajo y a no sufrir represalias por ejercitar este derecho. El empleado puede rehusar a trabajar con, manipular o tener riesgos de exposición a una sustancia tóxica sobre la que haya solicitado información, pero no de la que no haya recibido contestación por escrito (en 72 horas después de ser recibida por la dirección).



Ley de los americanos con discapacidades La ley de los americanos con discapacidades (LAD) de 1990 (Departamento de Asuntos Nacionales, 42 USCÍ2.101: 12.111, 1992, Washington, DC) fue promulgada el 26 de enero de 1992. Esta ley prohibe la discriminación en el trabajo de las personas cualificadas con discapacidades, tanto en los sectores públicos como en los privados. Las personas que buscan un trabajo específico deben poseer las técnicas adecuadas, la experiencia, el conocimiento y cualquier otro requisito relacionado con el trabajo y no pueden ser discriminadas basándose en la potencial discapacidad para desempeñar dicho trabajo. Esta ley protege a las personas con enfermedades mentales o físicas que limiten de forma significativa una o más de sus actividades vitales (andar, respirar, hablar, escuchar, ver, aprender y desempeñar actividades manuales). Protege a los aspirantes a un empleo y a los ya empleados. Estas discapacidades incluyen a las personas rehabilitadas de una drogodependencia, que sean portadores del VIH (o que vivan con una persona VIH positivo), que tengan cicatrices deformantes, que sean sordas, ciegas, alcohólicas, que tengan epilepsia, diabetes mellitus, dislexia. enfermedades mentales, con estrés o depresión, con sobrepeso, obesas o infértiles. Según esta ley. el empresario no puede preguntar acerca de la existencia, la gravedad o la naturaleza de la discapacidad, y hasta que no haya hecho una oferta de trabajo no puede pedir un examen médico. Antes de hacer la oferta de trabajo, el empresario sí puede preguntar si el candidato puede realizar ciertas funciones relacionadas con el empleo. Si un candidato revela voluntariamente una discapacidad y solicita unas adaptaciones razonables para desempeñar el trabajo antes de recibir la oferta, no es aconsejable hacer más preguntas relativas al tipo de adaptaciones que puedan ser necesarias. El empresario, después de hacer una oferta condicional, puede pedir un examen médico y hacer preguntas relacionadas con la discapacidad, si es que se las hace también a todos los nuevos empleados que tengan la misma categoría. A los empresarios, gerentes y supervisores se les responsabiliza de cualquier pregunta o acto inadecuado. La descripción del trabajo debe ser específica y sólo debe contener los requisitos mínimos aceptables para desempeñar las funciones y deberes que se consideran indispensables para hacer el trabajo con o sin unas adaptaciones razonables. Las funciones esenciales son aquellas que si se eliminan de la descripción del trabajo cambian la categoría del mismo. La lista de los requisitos para el trabajo tiene que ser reestructurada para acomodar a un candidato que, por lo demás, está cualificado. Además, uno tiene que identificar aquellas partes del trabajo que puedan ser ejecutadas por otros empleados. Sin embargo, aquellos cambios que originan excesivas dificultades para los empresarios relacionadas con los costes, grandes modificaciones o trastornos para el negocio pueden ser aceptados como exenciones. Los costes asociados a la mayoría de las adaptaciones que esta ley ampara son, ñor-
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Tabla 1-19 Trastornos traumáticos acumulativos en el personal del laboratorio Síntomas



Trastornos



Influidos o c a u s a d o s por



S i n d r o m e d e l túnel d e l del c a r p o Enfermedad de DeQuervam



Compresión y a p r i s i o n a m i e n t o c a r p o d e l nervio d e s d e la muñeca a la m a n o Inllamación entre d o s t e n d o n e s d e l p u l g a r



Degeneración de los d i s c o s y articulaciones



Estiramientos microscópicos, d e s g a r r o s o enmarañamientos



Sindrome d e R a y n a u d Tendinitis Tendosinovitis D e d o e n gatillo del d e d o



Daños en los v a s o s sanguíneos a c t i v i d a d normal Inllamación d e l tendón Inflamación o lesión de la v a i n a sinovial Creación de fisura en el tendón llexor



Pipeteo repetitivo, utilizar el teclado, transcripción Retorcer o apretar c o n fuerza, se da en los a y u d a n t e s de la m o r g u e Pequeñas lesiones q u e se v a n a c u m u l a n d o por encorvarse repetidamente, por levantar p e s o o cualquier otra actividad normal Exposición p r o l o n g a d a a la vibración, q u e se intensifica c u a n d o se e s t a e x p u e s t o al Irio Pipeteo repetitivo, utilizar el t e c l a d o , transcripción Pipeteo repetitivo La p r o v o c a los movimientos de cortar/rasgar, está a s o c i a d a c o n el uso de instrumentos afilados, c o m o las tijeras de las autopsias



M o d i f i c a d a de Gile T: Ergonomics lor the medical laboratory. Clim Lab Manage Rev 199-1 8 5-18. c o n p e r n i s o



malmente. bajos. Las valoraciones esliman que el 2 1 % de las adaptaciones no cuestan nada y que el 4 9 % cuesta menos de 500 dólares (Lark. 1999). Antes de hacer cualquier oferta de trabajo es esencial que la documentación detallada de las descripciones exactas del trabajo que identifican las funciones esenciales y los estándares de ejecución esté en orden y sea compartida por el interesado. La conformidad en el proceso de contratación, en el que se utilizan preguntas y estándares establecidos durante la entrevista, protege tanto a los empresarios como a los empleados.



refiere a que el paciente está de acuerdo con y comprende la naturaleza de las mediciones o exámenes que se le van a hacer, qué se hará con los resultados y qué se hará con las muestras. Por lo general, el consentimiento para una simple venipuntura está implícito cuando el paciente ingresa en el hospital o solicita la atención de un médico o sanitario para hacerse procedimientos rutinarios. Cuando se trata de procedimientos más complejos, como aféresis, punciones lumbares o medulares, aspiraciones con agujas finas u otras parecidas, se debe conseguir el consentimiento informado firmado por el paciente o por su tutor.



Trastornos traumáticos acumulativos Los peligros ergonómicos en el lugar de trabajo han sido consignados por la OSHA (Registro Federal 54(29). 1989: OSHA #3123.1991), que ha dado pautas que ayudan a evitar los problemas relacionados con el trabajo. Los desór denes traumáticos acumulativos son un grupo colectivo de lesiones que involucra a los sistemas musculoesquelético y nervioso o a ambos, en respuesta a torsiones repetidas durante largo tiempo, inclinaciones, estiramientos, o a posturas estáticas (Riggle, 1991). Estas lesiones se pueden desarrollar por factores ambientales como las acciones repetitivas excesivas o constantes, la presión mecánica, las vibraciones, las fuerzas de compresión en los brazos, en las manos, en el cuello o en la espalda El error humano puede ser también un factor causativo cuando las personas se exigen demasiado a sí mismas, por encima de sus límites, o cuando los límites de la productividad son demasiado altos. Algunos de los desórdenes traumáticos acumulativos más corrientes aparecen en la lista de la Tabla 1-19 (Gile. 1994). La prevención es la llave para controlar estos desórdenes. Se debe fomentar la utilización de controles mecánicos, como los asientos ergonómicamente correctos, la altura de las mesas, los bordes acolchados (p. ej.. almohadillas para las muñecas, para los codos) o aparatos de elevación automáticos. Se cree que varios ejercicios de manos, brazos, piernas, espalda y cuello pueden ayudar a reducir los problemas relacionados con la ergonomía (Prinz-Lubbert. 19961. Además, para crear un ambiente de irabajo seguro, son esenciales la rotación en el Irabajo. las modificaciones del lugar de trabajo, el adiestramiento y la orientación adecuada y la formación continuada de todos los empleados. Los costes que origina la puesta en práctica de los programas que ayudan a los empleados a trabajar y comprender la ergonomía están justificados casi siempre. Las lesiones de espalda son la segunda causa más corriente de absentismo laboral, por detrás del resfriado común, y le supone a los empresarios un coste de hasta 16.000$ por caso en compensaciones (Prinz-Lubbert, 1996).



IMPLICACIONES MEDICOLEGALES Consentimiento El mayor riesgo de responsabilidad para los laboratorios es el de obtener el consentimiento informado del paciente. El consentimiento informado se



Confidencialidad Los pacientes tienen derecho a una estricta confidencialidad sobre su salud, incluyendo los tipos de exámenes y mediciones del laboratorio y los resultados. Revelar cualquier información sobre un paciente debe estar autorizado por él mismo, especialmente a las entidades no sanitarias (p. ej., compañías de seguros, abogados, amigos del paciente). Las conversaciones y los documentos escritos relativos a cada uno de los resultados del laboratorio dei paciente deben estar limitados a las partes autorizadas e involucradas en el tratamiento. La violación de la confidencialidad, incluso si es sin querer, puede terminar en un pleito contra instituciones o personas. Los beneficios de la con fidencialidad relativa a los pacientes con el síndrome de inmunodeficiencia adquirida (sida) o los análisis de sangre de VIH positivo se han traducido en una legislación especifica que se aplica en muchos estados para garantizar la protección de estos pacientes y de sus familias. Las violaciones de la confidencialidad por parte de los empleados, frecuentemente, son la causa de acciones disciplinarias severas, incluyendo el despido.



Cadena de custodia La cadena de custodia atañe a cualquier procedimiento o muestra que necesita un seguimiento detallado de su integridad y manipulación, desde el momento en el que se recoge la muestra hasta que se analiza y se registra (Chamberlain. 1989). Los casos que más frecuentemente precisan esle nivel de documentación son las evaluaciones del laboratorio, que incluyen los niveles de alcohol, los niveles de drogas varias, otros ensayos toxicológicos, las muestras recogidas en víctimas de violación para hacer análisis de paternidao o los tejidos de casos presentados por el examinador médico. El Instituto Nacional para el Abuso de Drogas (INAD) ha desarrollado unas guías directivas de obligado cumplimiento para los programas federales de análisis en el sitio de trabajo. En la Tabla 1 -20 se muestra uno de estos formularios.



GESTION FINANCIERA La sanidad es un negocio, el segundo detrás del presupuesto de defensa en relación al producto nacional bruto (PNB) (Fine. 1998). Como en cualquier otro, una buena gestión fiscal es decisiva para el éxito y la longevidad de esle
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Formulario de cadena de custodia N o m b r e d e l hospital Calle Ciudad Director de los laboratorios



Nombre del paciente



Fecha



Número de ID:



Localidad



Médico q u o h a c e la petición: Tipo de muestra Cantidad r e c o g i d a Color de extracción Nombre en letras de imprenta



Firma



Fecha



Hora



Extraída por Presenciado por Recibido por Recibido por Recibido por Análisis elecluado por Disposición de la muestra Director del laboratorio o D e l e g a d o



— Fecha:



negocio. El suministro de tos servicios del laboratorio es un negocio que necesita que los gestores tengan un buen conocimiento de cómo se aplican las finanzas a los aspectos técnicos de las condiciones externas del laboratorio. Los cambios en cómo se administra y se paga por la sanidad en respuesta a las demandas del gobierno, de las compañías de seguros y del público han establecido unos estándares contables y un escrutinio meticuloso de cómo se gasta el dinero. Los laboratorios son vistos con frecuencia como centros que generan gastos



Tabla 1-21



Términos de negocios corrientes



Términos Cuentas a pagar Cuentas a c o b r a r Activos Balance Presupuesto Recursos g e n e r a d o s Recursos g e n e r a d o s Gráfico de c u e n t a s Haber Debe Depreciación Gastos directos Teneduría de libros por p a r t i d a d o b l e Recursos propios Empleado exento Gastos indirectos Pasivo VNA Periodo do devolución Beneficios VA RDI



debido a las órdenes reguladoras gravosas, a los reembolsos firmemente reducidos y a la gestión de tos contratos de cuidados restrictivos, en vez de como un núcleo de competencia en la infraestructura médica del sistema sanitano El director y el gerente tienen la responsabilidad de trabajar juntos para hacer del laboratorio una fuente de ingresos. En esta sección se explican algunos conceptos fundamentales. Los términos utilizados con más frecuencia aparecen en la Tabla 1 -21 y serán de gran ayuda cuando se hable de finanzas.



Definiciones Dinero q u e se d e b e a los p r o v e e d o r e s por c o m p r a s Dinero q u e se le d e b e al laboratorio por los servicios prestados Pasivo + recursos p r o p i o s E s t a d o de c u e n t a s financiero q u e muestra el activo, el p a s i v o y los recursos propios Planes financieros para un período de t i e m p o d e t e r m i n a d o y luturo, q u e sirve c o m o punto de referencia Entradas - d e s e m b o l s o s La generación de dinero, positiva o negativa, durante un p e r i o d o de t i e m p o d e t e r m i n a d o Categorías en las q u e se registran las t r a n s a c c i o n e s c o m e r c i a l e s A u m e n t o del haber, e s t o es, ingresos A u m e n t o del a c t i v o , e s t o es. g a s t o s D e s c e n s o en el valor de un activo d e b i d o a la e d a d o al u s o durante un periodo de tiempo G a s t o s d i r e c t a m e n t e relacionados c o n la producción de un p r o d u c t o o servicio C a d a transacción se c o n t a b i l i z a d o s v e c e s , c o m o un haber y un d e b e para garantizar su b a l a n c e El total de activos m e n o s el p a s i v o E m p l e a d o a s a l a r i a d o q u e no está sujeto a la Ley Federal de estándares de trabajo (sin horas extras) G a s t o s q u e se p r o d u c e n en el m a n t e n i m i e n t o de toda la operación p e r o q u e no se p u e d e n atribuir d i r e c t a m e n t e a la producción A c t i v o s q u e tienen valor a l a r g o plazo Valor neto actual Valor a c t u a l de los r e c u r s o s g e n e r a d o s m e n o s la inversión inicial Si el valor es positivo, o c e r o , quiere decir q u e el p r o y e c t o es a c e p t a b l e El número de años q u e se t a r d a en d e v o l v e r una inversión, se c a l c u l a d i v i d i e n d o la inversión total e n t r e un número l i j a d o de años Valor actual: La c a n t i d a d q u e se e s p e r a recibir en el luturo si se ha invertido a un rendimiento reseñado (el r e n d i m i e n t o anual m u l t i p l i c a d o por el interés d e l valor a c t u a l ) Recuperación de la inversión: El c i e n p o r c i e n de la c a n t i d a d a n t i c i p a d a en la inversión



SECCIÓN



38 Tabla 1-22



I



Activo, pasivo y recursos propios



•



P A T O L O G Í A C L Í N I C A / M E D I C I N A DE L A B O R A T O R I O



——:



;



—-——



;



—~



r~~—;



—-—~



Activo



Pasivo



Caja Electos-T. fondos d e l m e r c a d o monetario Contabilidad d e d e u d o r e s Materiales del laboratorio y reactivos Equipamiento



Cuentas a p a g a r Efectos a p a g a r Créditos c o n Hipoteca G a s t o s a c u m u l a d o s (nóminas, p a g o s d e v a c a c i o n e s , alquiler, seguros) D e d u c c i o n e s en las nóminas, ( S e g u r i d a d Social, impuestos, etc.)



Partidas p a g a d a s por a n t i c i p a d o (seguros. material de oficina, solicitudes, etc.) Edificios, solares



Balances, cuenta de pérdidas y ganancias, recursos propios y flujo de efectivo Un balance resume el activo, el pasivo y los recursos propios no fijos de un negocio en cualquier momento dado (esto es, lo que se tiene y lo que se debe). En la Tabla 1-22 aparecen las partidas más corrientes que están clasificadas según los tipos de activos, de pasivos y de los recursos propios. Esto es un estado de cuentas del balance o una "instantánea" de la situación financiera actual y se puede utilizar como base para confeccionar un presupuesto (Tabla 1 -23). La fórmula básica para estas transacciones es: activo = pasivo + recursos propios El estado de cuentas de pérdidas y ganancias (estado de cuentas P&G: estado de cuentas de explotación o estado de cuentas de ingresos'gastos) describe el éxito o el fracaso de cualquier esfuerzo empresarial. El PSG es una instantánea que proporciona un visión general de las transacciones financieras durante un periodo de tiempo determinado. Los ingresos de explotación son los pagos recibidos por la fabricación de un producto o por suministrar un servicio. Los ingresos que no son generados por la explotación pueden provenir de varias fuentes, donaciones, subsidios, acciones y de otros fondos de inversiones o de contratos con colegios por dar clases. El beneficio (o ganancias) se calcula restando los gastos a los ingresos. Los ingresos netos son los beneficios después de impuestos. Los recursos propios, también denominados como "valor contable", "valor neto del activo", "activo neto" o "títulos de los accionistas", se describen como activo menos pasivo. Los recursos propíos incluyen cualquier beneficio pasado que no haya sido cargado y cualquier activo actual que haya sido acumulado. El flujo de efectivo es para cualquier período de tiempo determinado y debe ser una cantidad adecuada para cubrir los gastos durante ese tiempo. El flujo de efectivo puede ser definido como ingresos (cobros en efectivo) menos desembolsos (pagos en efectivo) (Finney, 1994). Siempre es deseable que el flujo de efectivo sea positivo, pero habrá momentos en que no lo sea. Esto puede producirse cuando se necesita una cantidad de dinero considerable para un desembolso inicial, para la compra de material, para pagar el seguro anual o para cualquier otro pago fijo similar. Los desembolsos en efectivo que se conocen de antemano se deben incluir cuando se confecciona un presupuesto. Los presupuestos se confeccionan para el siguiente año fiscal y hay que tener una visión retrospectiva de las prácticas comerciales y proyectar cómo podrían aplicarse en el futuro. Para realizarlos, hay que hacer conjeturas basándose en los datos existentes y en los supuestos derivados de la experiencia y del conocimiento de cómo responderá su negocio a su entorno actual. Las conjeturas se basan en las evoluciones estacionales, en los ingresos máximos y mínimos mensuales y en las condiciones del mercado (Thomsett, 1988). El presupuesto refleja el estado de cuentas de pérdidas y ganancias (estado de resultados de explotación), el balance y el flujo de efectivo (Finney, 1994;Travers, 1994). Los presupuestos deben contar con las diferencias estacionales. En un laboratorio, el volumen de análisis es el principal factor de evolución. Cuando se examinan las evoluciones en dicho volumen, es importante tener en cuenta el número de días por mes (esto es, febrero frente a marzo) o el número de días laborables en un mes determinado. Cuando se confecciona un presupuesto se debe tener en consideración y contar con los días de vacaciones, las fiestas, las enfermedades no programadas y otras variaciones estaciona-



Recursos propios Recursos del propietario Recursos de la s o c i e d a d R e c u r s o s de la corporación



les. Y hay que destinar otras partidas, incluidas las provisiones contractuales, cuyos pagos se hacen en momentos diferentes del año (pagos trimestrales, semestrales y anuales); las tendencias del gasto, donde se programa el superávit y el déficit; el cubrir posibles plazas vacantes y los cambios conocidos en los reintegros de terceros pagadores.



Contabilidad de costes La mayoría de los hospitales son instituciones sin ánimo de lucro (Fine, 1998). Sin embargo, los ingresos que genera el laboratorio contribuyen, muy frecuentemente, a sostener financieramente a aquellos servicios del hospital que no los generan. Durante los últimos años, y debido a las variaciones en el pago de reintegro, muchos laboratorios se han convertido en centros de gastos. Esta valoración de los laboratorios de hospital no reconoce el impacto hacia abajo de los costes en la atención de un paciente de las decisiones médicas basadas en los resultados, precisos, exactos y rápidos del laboratorio. Hay que plantearse cuestiones importantes como los resultados de los



Tabla 1 -23 Ilustración de un balance 1998



1999 Activos Activos actuales Efectivo Contabilidad d e d e u d o r e s Otros Inventario G a s t o s p a g a d o s por a n t i c i p a d o Total de activos actuales Propiedades y equipamientos Solares Edificios Equipamientos Construcción Tolerancia de depreciación Total de propiedades y equipamiento Otros activos Inversiones



$



250.000 1 990 900 270 000 375.500 125.000



$



200.000 1.200.600 225000 325000 97 000



3 011 400



2.047 600



470.000 9 100.000 550.000 850 000



450 000 8.400.000 490.000 600 000



10.970.000 700.000



9 940 400 650.000



10.270.00



9.290.000



125 0 0 0



90.000



Total de activos Pasivo Pasivos actuales Contabilidad de deudores Construcción Anticipos Prestamos a p a g a r Gaslos acumulados D e d u c c i o n e s en nóminas



13.406.400



1 1 4 2 7 ÜÜÜ



770.000 940.000 190.000



725 000 900.000



295.800 1.300.000



-



60.000 250 000 1 200.000



Total de pasivos actuales Hipoteca Créditos



3.495.800 8.500.900 1.284.000



3.135.000 7 690.000 507.600



Total del pasivo Ingresos d e m o r a d o s Balance de fondos Total



13.280.700



-



11.332.600



125.700



95.000



13.406.400



11.427.600



J
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LABORATORIO CLÍNICO:



pacientes y los costes globales del tratamiento, la continuidad del tratamiento con reembolsos fijados, la duración de la estancia (DDE) y entre (antes' después) la atención al paciente en el hospital. La intrusión de la atención gestionada dentro de la sanidad también ha contribuido en las reducciones de los costes, dando como resultado la discontinuidad en la atención al paciente, y ha instalado un espíritu de competitividad que antes no existía en el entorno del laboratorio. Es esencial que los laboratorios sepan cuáles son sus costes y que se aseguren de que los cargos cubren adecuadamente esos costes. Los costes se dividen en dos grupos: costes directos y costes indirectos. Los costes directos tienen que ver con la producción de un producto específico, como el equipo, la mano de obra, los suministros, la renta y las utilidades. El mayor componente de los costes directos es la mano de obra, que representa del 50% al 70% del total de los costes. Los costes indirectos son los que van asociados a los gastos globales de funcionamiento que se necesitan para poder funcionar pero que no están relacionados específicamente con ningún análisis o producto. Por ejemplo, la depreciación del edificio, los seguros, los gastos de correos, las utilidades, las ventajas para los empleados y otros servicios que sirven de soporte a la organización pero que no están directamente relacionados con la fabricación del producto (personal, nóminas, instalaciones). Los costes indirectos se contabilizan por departamento, basándose en el porcentaje de utilización de ese servicio por ese departamento. Los costes del departamento por personal o nóminas se pueden distribuir en base al número de EJC en ese departamento. Otras actividades, como los servicios de las instalaciones, se basan en los metros cuadrados del departamento. Los costes se dividen en cuatro categorías (Cleverley, 1989): variables, fijos, semifijos y semivariables. Los costes variables son los que aumentan (o disminuyen) en base al rendimiento del producto. A la vez que aumenta el volumen de los análisis disminuyen los costes de los materiales. Los cosfes lijos no cambian en relación al volumen. Sin embargo, durante un período de tiempo los costes fijos pueden cambiar debido a cambios estratégicos o a la planificación. Como, por ejemplo, construir un edificio nuevo o añadirle espacio al laboratorio por la expansión del negocio. La depreciación del o de los edificios del laboratorio cambia, así como las necesidades de personal. Se puede necesitar mas personal de dirección con costes adicionales de salarios. Los costes semifijos cambian de manera progresiva. Cuando el volumen de los análisis aumenta hasta un cierto nivel, se puede hacer necesaria la compra de más instrumentos o la contratación de más personal técnico o de oficinas. Los costes semivariables se producen por la combinación de costes variables y fijos. Los costes de servicios públicos pueden ser un ejemplo. Este tipo de costes, generalmente, permanecen estables durante un periodo de meses o de estaciones. Sin embargo, según aumenta la carga de trabajo se originan cambios en la instrumentación o si se implanta un segundo turno de trabajo habrá más consumo de energia eléctrica, de agua y de calefacción o aire acondicionado. Si bien los costes históricos son útiles para confeccionar un presupuesto se deben revisar otros costes que pueden prevenir en el futuro (Cleverley, 1989). Los costes evitables son los que se pueden suprimir eliminando o reduciendo una actividad específica, como clausurar camas de hospital (así se reduce la carga de trabajo y los costes de materiales). Los costes perdidos no se ven afectados, por lo general, por los cambios en las actividades o por otras decisiones relacionadas con la reducción de la carga de trabajo. Como ejemplo sirven los seguros para los errores médicos o la mala práctica. Este es casi siempre un coste fijo. Sin embargo, los cambios en las operaciones como las disminuciones de volumen significativas pueden producir reducciones en los tipos de primas. Los costes diferenciales son el resultado de aplicar una propuesta alternativa que tenga un impacto significativo en los costes totales. Por ejemplo, cuando se le añade un ala a un hospital cuya depreciación está fijada pero que incrementa la superficie de la instalación. Los costes ocasionales se producen cuando se ulthza un activo existente de una manera distinta a la que estaba destinado originalmente. Por ejemplo, el solar que actualmente sirve como aparcamiento se puede utilizar para construir un nuevo edificio de ciencia forense. Si el terreno se compró hace veinte años por un millón de dólares pero hoy vale 25 millones de dólares, el coste ocasional será de 25 millones de dólares. El análisis del coste de una prueba es el primer paso para determinar los cambios en cualquiera de las pruebas específicas del laboratorio. Hay dos
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métodos para hacer el análisis del coste de una prueba El coste directo se basa en el baremo de facturación, que es una lista de los costes por categorías. Estas categorías pueden ser únicas en un grupo de costes especial (p. ej.. muebles de oficina) o de descripciones más diversas, como el equipo. El segundo método es de coste total, que es un proceso que incorpora los costes directos e indirectos. En la Tabla 1-24 se puede ver el ejemplo de un análisis del coste de una prueba. Ya que se contabiliza cada uno de los pasos y materiales que se utilizan para hacer una medición específica en el laboratorio, este método suele ser el más exacto. Sin embargo, es en el que más tiempo se gasta para hacerlo, especialmente en los laboratorios que tienen un menú de pruebas extenso. En este análisis del coste de una prueba, para el supervisor y para los técnicos, se utiliza el salario medio. En este salario se pueden incluir los beneficios complementarios que casi siempre oscilan entre el 15% y 2 0 % del salario base. Esta media tiene en cuenta la diferencia de salarios (debido a la antigüedad del personal), la contratación de personal o las bajas y la reasignación de la plantilla. Las unidades de carga de trabajo (1 unidad de carga de trabajo = 1 minuto) se utilizan para contabilizar el tiempo real que lleva hacer un ensayo (College oí Americam Patologists. 1996). En los exámenes del laboratorio en los que el análisis manual es una parte significativa del proceso, se debe tener en cuenta la curva de aprendizaje asociada a la ejecución del ensayo y en cómo puede influir para establecer un punto de referencia (Kotler, 1984). Se sabe que la productividad de los técnicos experimentados es mayor que la de los inexpertos. Por tanto, cuando se establece un criterio de la carga de trabajo que se utilizará para calcular los costes del laboratorio hay que tener en cuenta el nivel de experiencia. No se incluyen los tiempos de centrifugación, incubación, ni otros tiempos no directamente productivos. La estimación del tiempo medio que se necesita para un solo análisis se puede determinar cuando se utilizan instrumentos capaces de procesar múltiples pruebas de una sola muestra. En el coste del análisis se deben incluir cada articulo, reactivos y otros materiales que sean necesarios para el ensayo (p. ej.. puntas de pipeta, papel, portaobjetos, etc.). La compra de equipo se debe amortizar en un periodo de tiempo predeterminado (normalmente de cinco a diez años, dependiendo de la tecnología) El alquiler es más adecuado allí donde se espera que la tecnología pueda producir cambios significativos en la metodología. El coste del alquiler de los equipos se contabiliza mientras dura el contrato. Otro método sería utilizar un proceso de renta de reactivos, por el que uno se compromete a comprar los reactivos de un vendedor especifico mediante un contrato temporal. Como parte del contrato, el vendedor se compromete a suministrar la instrumentación. Esta es una manera excelente de renovar la instrumentación cuando no se dispone de capital y se necesita acceder a los últimos avances tecnológicos. Los costes de los controles y de los estándares se contabilizan dividiendo su coste anual entre el número total de los análisis que se hacen al año, y así se calcula el coste por test. Luego se añaden los costes indirectos y se obtiene el cosfe total por test. A esto se le añade un margen de beneficios marcado del 10% al 20% para calcular lo que finalmente hay que cargar y el margen de utilidad (ingresospagos menos gastos).



Análisis del equilibrio El análisis del equilibrio (AE) se hace cuando se compran nuevos equipos o se incorpora un ensayo nuevo al menú. Este análisis muestra la cantidad de ensayos que se necesitan basado en los ingresos generados y que serán iguales a los costes totales de hacer ese test. En este punto es donde no hay perdidas ni ganancias. En la Figura 1-5 se muestra un análisis del equilibrio sencillo. La fórmula de este análisis AE es: AE



costes fijos cargo/unidad - costes variables



Ejemplo (véase Figura 1-5): 10.000 dólares 50,50dolares-50.00dólares "



2 0 0 0 0 p r u e b a S



Por lo que se deben realizar 20.000 pruebas a 50.50 dólares por test para cubrir los costes lijos y los variables.



Tabla 1-24



E j e m p l o d e u n f o r m u l a r i o d e análisis d e c o s t e s



T i p o de análisis



CPT



Fecha



RELLENAR LOS ESPACIOS S O M B R E A D O S Costes directos



Salario m e d i o c o n c o m p l e m e n t o s d e l técnico Salario m e d i o c o n c o m p l e m e n t o s del supervisor U n i d a d e s de c a r g a de trabajo (en este análisis)



Salarlos



WLU o n. test c



42,506 $ 66.74 $



Salario/WLU



Coste/análisis



0.34 $ 0.53$



2.14 I



0.24 S



0.96$



Total C Más coste laboral



1.361



4,0



U n i d a d e s de c a r g a s de trabajo (anual, total de la sección) n.° Análisis facturables (este análisis) Mantenimiento de olicina / Registros



1,248.000.0 274.436 4,46:



Suministros y materiales



Coste/pkq



Maqnitud/pkq



Coste/unidad



N ° utilizado



Coste/análisis



Reactivos y estándares



Coste/pkg



Magnitud/pkg



Coste/unidad



N.'utilizado



Coste/análisis



№ controles/año



Coste/año



Coste/análisis



1.095



1,500$



0,005 $ 0,005$ 0,005 $



Diluente 1 Diluente 2 Limpiador Equipamiento Corlador izclad Control de calidad



Costes varios



Coste/año Contrato de servicios Otros



Coste/análisis



1.000$



0.05! 0.05 $



Total directos



5.36 :



Costes directos Patologia/costes administrativos Gastos generales del Hospital



C a r g o final



0.016 S



CosteA/VLU



Coste/análisis



0.33 $ 0.24 $



1.32 $ 0.96$



Total directos



2.28 :



Total directo y total indirecto M a r g e n (margen d e beneficio m a r c a d o 2 0 %



5,36$ 1.07 $ 6,43 $
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25k S



N . " d e análisis ( a i miles) Figura 1-5. Análisis de equilibrio. Tabla 1-25



Códigos y p r o c e d i m i e n t o s en l o s q u e i n t e r v i e n e n l o s patólogos



Áreas d e l l a b o r a t o r i o



A p l i c a c i o n e s d e l o s códigos



Citopatologia Citogenètica



C o m p o n e n t e s técnicos y profesionales Codificación i C D - 9 (Clasificación Internacional de las E n f e r m e d a d e s , revisión 9 , M o d i f i c a c i o n e s Clínicas [ICD-9-CM]) Codificación S N O M E D ( N o m e n c l a t u r a Sistematizada d e M e d i c i n a H u m a n a y Veterinaria) Codificación p a r a la certificación Codificación TPA 3



Patologia quirúrgica Patología c l i n i c a Banco de sangre/ medicina d e transfusión Formularios Formularios d e facturación Formularios d e remesas (Explicación de beneficios [EDB])



Medidas M e d i d a s L o c a l e s de Exámenes Médicos (PLEM) Notificación al b e n e f i c i a r i o por adelantado



Una vez que se ha completado el análisis y que se han determinado los costes reales se debe establecer un último cargo u honorarios. La determinación de lo que se ha de cargar finalmente puede ser todo un reto debido a que los porcentajes de los reembolsos que hace un tercer pagador son enormemente variables y a un mercado altamente competitivo. El valor que se percibe por los servicios del laboratorio sin una valoración completa de los costes a contracorriente generados por las decisiones médicas basadas en los análisis es variable, debido a que los servicios son de naturaleza intangible y no envejecen. En la mayoría de las prácticas comerciales el margen de beneficio marcado varía de un 1 0 % por encima del coste a más de un 5 0 % dependiendo de lo que pueda soportar el mercado. Cuando se determina lo que hay que cargar al final se tiene que buscar la recuperación de los costes directos reales, el porcentaje pertinente de los costes indirectos y el beneficio suficiente para mantener el funcionamiento del laboratorio (Travers, 1994). La lista de los honorarios del laboratorio (tarifas vigentes) debe ser revisada por el gerente al menos una vez al año y por una agencia externa cada varios años para garantizar la exactitud del código de TPA y que los precios son adecuados. Los laboratorios que no conocen sus costes no pueden ser competitivos y sus resultados financieros serán desfavorables.



PATOLOGÍA Y CODIFICACIÓN DEL LABORATORIO Y REEMBOLSO La definición del papel del patólogo para establecer y mantener los códigos adecuados de la terminologia de los procedimientos actuales (TPA) (AMA 2000) que se utilizan para facturar con exactitud los servicios profesionales prestados es compleja y requiere revisiones periódicas. En la Tabla 1-25 aparecen las áreas relacionadas con el código que garantiza el papel del patólogo y su participación. Se debe prestar una atención especial a las notas entre
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paréntesis que aparecen en los códigos TPA en el libro de códigos, ya que ayudan a comprender los descriptores (las descripciones sólo para ese código) o conducen al código correcto o ayudan a definir la dimensión de la definición utilizada. La patología anatómica incluye los exámenes posmortem (autopsia), la citopatologia y la patología quirúrgica. Los procedimientos de los exámenes posmortem están enumerados en los códigos TPA del 88.000 al 88.099 e incluyen todos los procedimientos de necropsias (autopsias). Estos códigos le permiten al patólogo que hace la necropsia indicar el nivel de complejidad de la misma y el de aquellos procedimientos efectuados como parte de la autopsia solicitados por un forense o por un investigador. Estos códigos son particularmente útiles para los hospitales que hacen exámenes forenses como un servicio a otros estamentos sanitarios; debido al descenso en el número de autopsias en todos estos años se hace dificil. financieramente, mantener una morgue moderna y segura. Estos códigos pueden ser útiles para facturar cuando este servicio esté fuera de cobertura. Los códigos TPA para la citopatologia van del 88.104 al 88.199. Estos servicios incluyen la citología básica de fluidos, frotis ginecológicos y no ginecológicos y el ANF. Los análisis de citometría de flujo y de ciclo celular/ADN han estado tradicionalmente incluidos en este grupo, aunque se han convertido en entidades bien definidas por ellos mismos. Los frotis de citopatologia de fluidos están codificados con los números 88.104. 88.106, 88.107 u 88.108 y están divididos en si se hacen directamente de un fluido corporal o si se utiliza un método de filtro. Ambos métodos se pueden emplear, especialmente si se utiliza la técnica de concentración. También se dispone de códigos adicionales para la citopatologia forense y para la identificación de cromatina sexual. Una sección importante de la citopatologia trata del frotis ginecológico de Papanicolau (Pap) y de ios numerosos códigos que describen las metodologías que se utilizan. Hay ciertos códigos que son específicos del sistema de información más ampliamente utilizado, el sistema de Bethesda (ESB). Ahora hay numerosos códigos para los procedimientos relacionados con los métodos de recogida (recogida de capa fina), del análisis manual de portaobjetos y del análisis automatizado o análisis asistido por ordenador y reanalizado de portaobjetos o ambos. Los códigos para estos frotis de Pap van del 88.142 al 88.154 y también del 88.164 al 88.167. Además. Medicare ha designado el código P3.000 como un código específico para los sistemas de códigos de procedimientos comunes (SCPC), nivel II de la HCFA, para que se utilice cuando se hace un análisis de Pap rutinario. La definición, según ha sido determinada por Medicare, es cuando se hace el screening como parte de un examen habitual y periódico que no está basado en "una necesidad médica". Todos estos códigos, excepto el 88.148. se utilizan para las evaluaciones técnicas de un frotis de Pap y se hacen "bajo la supervisión del médico". El código +88.141 se utiliza para los frotis de Pap anormales en los que sea necesario que un patólogo dé una interpretación profesional, y se utiliza además del código para el servicio técnico. La utilización de un V delante del código TPA lo designa como un servicio adicional, y también se puede utilizar para cualquier sistema de información. El código equivalente de Medicare para la interpretación profesional es el P3.001. Medicare también ha añadido nuevos códigos de screening para los frotis de Pap "que requieren la interpretación



r Tabla



1-26



Análisis genéticos c o r r i e n t e s



Sindrome d e D o w n Fibrosis quística Factor V-Leiden (trastorno de coagulación) S i n d r o m e d e l X frágil (trastorno genético) H e m o c r o m a t o s i s hereditaria (acumulación de hierro) FISH para detectar translocaciones, reordenamientos o microdeleciones O r d e n a m i e n t o gènico de células B&T de e n f e r m e d a d e s de linfoma y leucémicas bcl-1 (linfoma de células de m a n t o ) bcl-2 (linfoma folicular) b e r ( l e u c e m i a mielógena crónica) N - m y c (neuroblastoma) Enfermedad de depranocitos Deficiencia d e u,-antitripsina Análisis c r o m o s o m i c o citogenélico de s a n g r e periférica, de médula ósea, de fluido a m n i o t i c o o de tejidos
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de un médico", dependiendo de si el frotis de Pap ha sido procesado utilizando una "capa fina automatizada" o el "sistema automatizado con reanálisis manual". Debido a los avances tecnológicos es necesario revisar anualmente estos códigos. El procedimiento para la "evaluación de la citopatologia hormonal" es el código +88.155. Está denominado como "enumerar por separado además del código (s) para otros servicios de interpretación y técnicos". Adviértase la utilización del signo + delante del código 88.155. Los códigos 88.160. 88.161 y 88.162 son para los frotis de citopatologia que no están incluidos en los procedimientos o fuentes enumerados anteriormente, por ejemplo, las "preparaciones de toque" y los frotis no ginecológicos que no sean de fluidos. Un código es para "citopatologia, frotis. cualquier otra fuente, estudio ampliado con más de 5 portas, con tinciones múltiples o con ambas". La codificación puede cambiar dependiendo de si el frotis está preparado por el patólogo o por un medico arbitro, lo que lo hace necesario para seguir con exactitud la lista de la terminología empleada para cada código. A los cuatro códigos para procedimientos ANF enumerados del 88.170 al 88.173 hay que prestarles una atención especial para que se utilicen con propiedad. Los códigos 88.170 y 88.171 son esencialmente de procedimientos quirúrgicos que definen si la "aspiración" se hace a nivel superficial o si se hace en un tejido profundo con una guia radiológica. (No hay ningún código para "tejidos profundos sin guía radiológica".) Estos dos códigos no incluyen la "interpretación y el informe", pero son códigos de procedimientos que a menudo son utilizados por los cirujanos cuando hacen un ANF en vez de por los patólogos, quienes interpretan los resultados. Sin embargo, los citopatólogos especialmente adiestrados pueden hacer el ANF actual y tendrán que utilizar estos códigos para facturar por este servicio. La evaluación de un ANF (con o sin preparación de frotis) para determinar la suficiencia de la muestra está enumerada con el código 88.172. Este código se utiliza con propiedad cuando se determina si la muestra obtenida es de la celularidad adecuada para la evaluación final o para esludios posteriores. No se utiliza para la interpretación del ANF. La interpretación y el informe de un ANF están enumerados como código 88.173 Es difícil hacer la codificación exacta para la átogenética debido a la gran cantidad de procedimientos desconocidos que se pueden realizar como parte de un solo estudio. En la Tabla 1 -26 se muestran algunos ejemplos de análisis genéticos corrientes que están disponibles en la actualidad. Aquí es donde el patólogo puede ayudar al personal de facturación en la codificación correcta de estos estudios altamente complejos. Los estudios de cultivos celulares de tumores o de trastornos no neoplásicos están enumerados en cinco códigos del 88.230 al 88.239 que se utilizan para definir los componentes cuando se hacen cultivos celulares habituales de citogenética clásica o molecular. Además de los componentes del cultivo tisular puede ser necesario seleccionar los códigos apropiados para los análisis de cromosomas (del 88.245 al 88.269) de estudios adicionales, para completar correctamente el análisis efectuado. En algunos casos puede haber tres o más componentes que se deben facturar: por ejemplo, el código 88.264 se utiliza cuando se analizan de 20 a 25 células para los síndromes de rotura o para la linea base de intercambio entre cromátidas hermanas. Los métodos de análisis de la citogenética molecular utilizan la hibridación in situ fluorescente (FISF) para detectar o confirmar desordenes genéticos como el síndrome de Prader-Willi o las aberraciones cromosómicas. Los códigos 88.271 al 88.275 cubren estos estudios. Un código adicional, el 88.291, se utiliza para informar la interpretación de estos estudios. Los códigos relacionados con la crioconservación. congelación, almacenamiento y descongelación de ciertas muestras están enumerados por dos nuevos códigos. 88.240 y 88.241. Para utilizar correctamente el código (s) para cada línea de células y para la descongelación de cada alícuota de una muestra congelada se necesita utilizar múltiples unidades de cada uno de los dos códigos para hacer la información y la facturación de manera exacta. La patología quirúrgica que comprende los exámenes y la información de las muestras de tejidos está especificada por "niveles" (del nivel I al VI). los cuales se basan en el examen y en la información individual de tejido (s) específico(s). Cada muestra expuesta individualmente precisa una atención especial y debe ser informada en consecuencia. El nivel I se utiliza para las muestras que sólo necesitan un "examen grosero", como "dientes, materiales quirúrgicos (tornillos) u otros objetos que no sean tejidos". Los niveles subsiguientes, del II al VI. designan los tejidos densos o los exámenes de órganos



y los exámenes microscópicos que se basan en una complejidad creciente. Por ejemplo, el nivel II es primordialmente para las muestras que necesitan la confirmación de la identificación o la ausencia de enfermedad, como un apéndice incidental. El nivel III designa, las muestras que son de complejidad limitada, como las de la vesícula biliar, las de amígdalas o las de un quiste. El nivel IV es el que, generalmente, se utiliza con más frecuencia y designa los tejidos que se obtienen de la mayoría de las biopsias. bloques de células y de otros tejidos de mayor complejidad. El nivel V designa los tejidos de una complejidad aún mayor, como los de una biopsía del cerebro, de un tumor del timo o de una conización del cuello del útero. El nivel VI identifica el examen de aquellos tejidos de la mayor complejidad y el nivel de habilidad y de conccimientos del patólogo o del médico o a ambos. Es responsabilidad del patólogo garantizar que a esas muestras se les asigna el código TPA correcto basado en el extenso listado que se incluye en el manual TPA (AMA. TPA 2000). Se recomiendan las revisiones periódicas para ver cómo se asigna el código TPA a las diferentes muestras de tejidos con el objetivo de garantizar la codificación y facturación correctas. Se debe prestar una atención especial a los descriptores de tejidos que se utilizan para cada código TPA ("necesitan la evaluación microscópica de los bordes quirúrgicos". " con o sin tubos ováncos y ovarios", "otros diferentes a neoplásicoprolapso" y "otros diferentes a los de resección de tumor") para garantizar la codificación correcta. Una muestra está considerada como una unidad individual que se presenta para su identificación en un solo recipiente identificado por una sutura, una marca con tinta, el tamaño u otro idenlidcador único A cada muestra se la considera una entidad independiente y se la codifica para cada servicio que se preste, excepto cuando está indicado específicamente (p. ej.. "mama, mastectomia con nodulos linfáticos regionales" se debe facturar como un solo código TPA. el 8 8 3 0 9 ) . Hay que revisar todos los niveles de la patología quirúrgica como garantía de que se utiliza el código correcto para un solo tipo de órgano que refleja un gradiente de complejidad. Un ejemplo de esto son las cinco muestras de "colon" que están localizadas en cada uno de los cuatro niveles que se basan en la complejidad: 88.304 "colon, colostomia de estoma": 88.305 "colon, biopsía": 88.307 "colon, resección segmentada, para otras cosas que no sean tumores": 88.309 "colon, resección segmentada para tumores"; y 88.309 "colon, resección total". Las biopsias están generalmente enumeradas con el código 88.305. pero pueden estar clasificadas a un nivel más alto: en el código 88.307, "biopsia del cerebro"; "biopsia del higado-aguja'cuña'; "pulmón, biopsia de cuña"; "páncreas, biopsia"; y "biopsia de testículo". Otros códigos adicionales (del 88.311 al 88.399) se utilizan en patología quirúrgica para los procedimientos que se hacen conjuntamente con uno de los niveles. Éstos incluyen los estudios de descalcificación, de colóranles especiales, de inmunocitoquímica. inmunofluorescentes y la microscopía de electrones. Los estudios de colorantes especiales, de inmunocitoquímica y inmunofluorescentes se facturarán por cada colorante o anucuerpo acabado. Cada colorante o anticuerpo debe ser registrado aunque los resultados hayan sido negativos (un comentario especifico para cada procedimiento realizado e interpretado). Tabla 1 -27 Código TPA 83020-26 84165-26 84182-26 85576-26 86256-26 86325-26 86334-26 87207-26 83912-26 84181-26 85390-26 86255-26 86320-26 86327-26 87164-26 89060-26



M e d i c i o n e s y exámenes q u e n e c e s i t a n la interpretación d e l médico o d e l patólogo Análisis Electroforesis d e hemoglobina Eleclroforesis de proleina del suero Proteínas. Western blot Agregación de p l a q u e t a s sanguíneas A n t i c u e r p o s fluorescentes titulo Otras mmunoelectroforesis P r o c e d i m i e n t o s de inmuriolijación Frotis, colorantes e interpretación Exámenes genéticos Análisis W e s t e r n blot Análisis de fibrinólisis A n t i c u e r p o s lluorescenles. análisis Inmunoelectroforesis del suero (IEF) Ensayo d e imunoelectroforesis E x a m e n d e c a m p o oscuro E x a m e n , cristales en el líquido sinovial
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C e n t r o de C i e n c i a s de la S a l u d de Siracusa Patología C l i n i c a - E s p e c i a l F e c h a : 4 abril 2000 I N F O R M E D L I N M U N O I I E M A T O I .OGÍA T I P O DF. S A N G R E : A . R h o ( D ) p o s i t i v o , K c l l n e g a t i v o ANTIC UbRPO/S I D E N T I F I C A D O S : Anti-Kell R E S U L T A D O C L Í N I C O : O r i g i n a r e a c c i o n e s a l a transfusión: S í DIFICULTAD PARA



ENCONTRAR SANGRE COMPATIBLE:



N o hay d i f i c u l t a d



•



P u e d e l l e v a r algún t i e m p o



LZ]



D i f i c u l iUa d



C o m e n t a r i o s : E s u n h o m b r e d e 6 1 años c o n u n a e n f e r m e d a d d e a r t e r i a s c o r o n a r i a s a l q u e e n 1 9 9 8 s e l e h i z o u n bypuss e n l a s a r t e r i a s c o r o n a r i a s ; e n l a a c t u a l i d a d h a s i d o a d m i t i d o c o n u n a a n g i n a i n e s t a b l e q u e n e c e s i t a c a t e t e rización y a n g i o p l a s t i a . l-n s u h i s t o r i a l médico p o n e q u e p a d e c e a r t r i t i s r e u m a t o i d e . t i p o I I . d i a b e t e s m e l l i t u s . hipertensión, h e m o r r o i d e s e h i p e r l i p i d e m i a . N o h a y d o c u m e n t a d a n i n g u n a transfusión e n s u h i s t o r i a l médico. A c t u a l m e n t e s e h a d e t e c l a d o n i i t i - K e l l e n e l s u e r o , l i l s u e r o d e l p a c i e n t e h a r e a c c i o n a d o c o n una d e d o s células d e análisis y 3/12 células d e p a n e l e n l a fase d e a n t i g l o b u l i n a . U n a u t o c o n t r o l f u e n e g a t i v o . S e identificó e l a n t i - K e l l y se excluyó a t o d o s l o s demás a n t i c u e r p o s . L l a n t i - K e l l e s n o r m a l m e n t e u n a n t i c u e r p o l g ( i q u e s e o r i g i n a p o r u ñ a sensibilización p r e v i a vía transfusión. E l a n t i - K e l l está a s o c i a d o a las r e a c c i o n e s hemolítieas d e l a s t r a n s f u s i o n e s . S i e s n e c e s a r i o h a c e r u n a transfusión d e células r o j a s , s e suministrarán u n i d a d e s d e u n d o n a n t e K e l l n e g a t i v o . A p r o x i m a d a m e n t e e l 9 1 % d e l o s d o n a n t e s d e ese t i p o e s p e c i f i c o serán c o m p a t i b l e s , p e r o será n e c e s a r i o h a c e r p r u e b a s c r u z a d a s c o m p l e t a s a n t e s d e t r a n s f u n d i r l a s a n g r e . Será n e c e s a r i o u n t i e m p o e x t r a p a r a e n c o n t r a r u n i d a des c o m p a t i b l e s .
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C o n s u l t a general de anticuerpos



l a c i n i a introducida en el ordenador del laboratorio p o r



D r . J o h n B e r n a r d H e n r y . M I). Patòlogo Clínico A u x i l i a r *



* He c o m p r o b a d o el historial c l i n i c o del que d i s p o n e m o s , los resultados del l a b o r a t o r i o y la interpretación de la b e c a r i a / r e s i d e n t e . he h e c h o l o s c a m b i o s d e redacción d o n d e l o h e creído o p o r t u n o y c o n f i r m o la interpretación final y la hemoterapia que se ha r e c o m e n d a d o .



Figura 1-6. Informe de inmunohematologia: anti-Kell.



Hay tres códigos (88.321.88.323 y 88.325) para las -consultas e informes" de muestras, dependiendo de la naturaleza de la muestra, de la preparación que necesita y del nivel del análisis requerido para completar el informe. Hay otros códigos adicionales para las consultas de patología durante la cirugía (códigos 88.329. 88.331 y 88.332). El código 88.329 no se utiliza con el 88.331 ni con el 88.332. Estos últimos se utilizan para hacer una consulta e incluyen una sección de congelación (el 88.331 para la primera muestra) y el 88.332 para cada muestra adicional. En la patología clinicaconsultas del laboratorio se utilizan los códigos 80.500 (limitado) o el 80.502 (amplio). Estos son los exámenes y mediciones del laboratorio que requieren que un patólogo o un médico interpreten o emitan un juicio médico cuando dan un informe. Para las consultas se necesita



una petición por escrito de la entidad sanitaria y se debe incluir un informe por escrito de la interpretación o recomendación del patólogo. Si la información interpretativa la da un especialista del laboratorio que no sea médico, se considera que ese servicio no es una consulta profesional y que no hay que pagarlo. Antes de utilizar estos códigos hay que examinar las condiciones y los requisitos del pagador. Ciertos procedimientos del laboratorio necesitan una interpretación profesional. Estos servicios globales se pueden dividir en dos parles. Por lo general, los servicios del laboratorio son técnicos por naturaleza, pero en las áreas específicas de patología una parte los realiza un médico (patólogo) y Medicare paga por ellos con arreglo a un programa de tarifas distinto. Este programa de tarifas permite que se facture por un "componente profesional"
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l NIVI RSITARIO



B A N C O D E S A N G R E / M E D I C I N A D E TRANSFUSIÓN EVALUACIÓN D E L A REACCIÓN A L A TRANSFUSIÓN T o d a l a información d e b e s e r c o m p l e t a d a p a r a f a c i l i t a r l a r a p i d e z e n l a evaluación d e l l a b o r a t o r i o Pecha 7/7 6 / 0 0 H o r a e n q u e e l b a n c o d e sangre notificó l a reacción 21:45 (ext. 4 6 0 0 ) №. de la u n i d a d de sangre OIK.5 39218 C o m p o n e n t e t r a n s f u n d i d o : ^ C é l u l a s rojas • P l a q u e t a s • Plasma •Crioprecipitado I n i c i o de la transfusión d i ) 19.00 H o r a en q u e acabó 2 7.-4S C a n t i d a d de p r o d u c t o t r a n s f u n d i d o unidad/PRBC mi. CONTROL OFICINA



Signos vitales:
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ENFERMERÍA!



¿La información en la pulsera d e l paciente era la m i s m a q u e en la etiqueta de transfusión? K f S í



Presión sanguínea A n t e s de la transfusión 1 3 4 / 6 2 fu el m o m e n t o en q u e terminó la transfusión T e m p e r a t u r a c o r p o r a l A n t e s de la transfusión 4 0 , 4 En el m o m e n t o en que terminó la transfusión Pulso A n t e s de la transfusión 92 En el m o m e n t o en q u e terminó la transfusión



Simonías s i g n o s q u e p r e s e n t a : (señalar t o d o s l o s q u e p r e s e n t e ) Escalofríos *J?sf Fiebre • D o l o r en el p e c h o Hipotensión f~) H e m o g l o b i n u r i a •Náuseas •ladeos • D o l o r de cabeza •Hipertensión



• Falta de respiración • Enrojecimiento ^Taquicardia



D No



128/52 39.0 97



fj D o l o r de espalda • U r t i c a r i a , manchas rojas



Firma de la enfermera



O t r o s r e s u l t a d o s clínicos y e v a l u a c i o n e s :



-



M I )



KV M I \( l


Comprobación realizada por el técnico: l o d a la información de las muestras, s o l i c i t u d y unidades d e l d o n a n t e , c o n e c t a : Comprohación de hemolisis: L i b r e de H g b e n suero post, trans, n e t f o t t v o - L i b r e de h g b e n o r i n a post, trans vaAtrn-
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L i b r e de hgb en suero post, trans, f i e f f a t i v o Cirupos A R O
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M u e s t r a d e l r e c e p t o r postransfusión
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Pruebas cruzadas con el segmento. o alícuota, d e l a b o l s a Pos. C o n i .
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P o s . C o n i Interpretación



M u e s t r a d e l r e c e p t o r pretransfusión M u e s t r a d e l r e c e p t o r postransfusión



Tecnòlogo d e l b a n c o d e s a n g r e OTROS EXÁMENES/MEDICIONES: G r a m o s de colorante en la bolsa de sangre IMPRESIÓN CLÍNICA & SEGUIMIENTO: ( p o r f a v o r , véase el r e v e r s o )



Figura 1-7. A. Formulario de evaluación de la reacción a la transfusión (una página con dos caras, A y B).
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Nombre : MR#: HOSPITAL UNIVERSITARIO



D



B A N C O DE SANGRE/MEDICINA DE L A TRANSFUSIÓN



O



B



.



Lugar:



EVALUACIÓN DE LA REACCIÓN A LA TRANSFUSIÓN



IMPRESIONÉIS C L Í N I C A S Y S E G U I M I E N T O



E V A L U A C I Ó N C L Í N I C A : E l paciente es un h o m b r e de 28 años q u e ingresó el día 16-1-00 con un gran hematoma epidural fronlotemporal derecho, p r o d u c i d o por la caída desde una escalera el dia anterior. Ingreso con un coma de grado 3 en escala G l a s g o w y se le hizo una craneotomia de urgencia para evacuar el hematoma. Antes de este i n c i dente estaba sano. N u n c a le habían hecho una transfusión y no tenía un historial c o n o c i d o de aloanticuerpos de C'RS O de anticuerpos a n t i - H L A . líl día 16-1-00. en la sala de recuperación, se le transfundió una u n i d a d de eritrocitos empaquetados debido a la pérdida de sangre durante la operación y taquicardia. Al paciente no se le medicó antes de la transfusión. Después de haberle transfundido la mitad de la unidad, el paciente experimentó un aumento de temperatura, de 40,4 a 41,6 grados Celsius. Los otros signos vitales del paciente antes de la transfusión eran ( P B : 134/62, P: 92). Después de la transfusión los signos vitales eran ( P B 128/52, P: 9 1 ) . Durante el t i e m p o de la transfusión se m a n t u v o hemodinámic a m c n l e estable. No necesitó ningún tratamiento específico. E X A M E N D E T A L L A D O D E L L A B O R A T O R I O : A l paciente s e l e h a t i p i f i c a d o del g r u p o B . Rho ( D ) positivo por m e d i o de la repetición del análisis de las muestras de antes y después de la transfusión. La unidad donante era del g r u p o B. Rho ( D ) positivo v era A B O c o m p a t i b l e con el donante. No ha habido errores al copiarlos. El análisis directo de a n t i g l o b u l i n a , antes y después de la transfusión, d i o negativo. El análisis C o o m b s indirecto de anticuerpos antes tic la transfusión d i o negativo. La muestra de suero tomada después de la transfusion no mostró hemolisis visible. La muestra de orina tomada después de la transfusión dio p o s i t i v o en una cantidad i n s i g n i f i c a n t e de hemoglobinuria: sin embargo, se cateteriza al paciente. No se han hecho cultivos de la unidad. IMPRESIÓN: REACCIÓN FEBRIL, NO HEMOLÍTICA A LA TRANSFUSIÓN



C O M E N T A R I O S : Los síntomas del paciente son e n o r m e m e n t e coherentes c o n una reacción f e b r i l , no hemolítica. a la transfusión. Las reacciones febriles están comúnmente asociadas c o n la transfusión de citocinas derivadas de leucocitos que se acumulan durante el almacenamiento de la sangre. Las reacciones febriles también se pueden producir por los anticuerpos anti-leucocitos y anti-plaquetas del receptor que reaccionan a las células transfundidas del donante. En este caso, el paciente sufría un grave estrés psicológico secundario a su p r i m e r a patología y cirugía subsiguiente y ya estaba febril incluso antes de empezar la transfusión. Por lo tanto, la subida tic la temperatura pudo haber sido un componente de su primera enfermedad y no tener nada que ver con la transfusión. Se aconseja que se le a d m i n i s t r e T y l e n o l ames de hacerle c u a l q u i e r otra transfusión. F.n algunas situaciones clínicas también es útil la premedicación con d i f e n h i d r a m i n a ( B e n e d r y l ) d e m e r o l o hidrocortisona. Si el paciente continua teniendo reacciones febriles, a pesar de la adecuada premedicación. contactar, por favor, con el residente del banco de sangre, para ver si disponen de productos sanguíneos con los leucocitos reducidos.



* l i e c o m p r o b a d o el historial clínico disponible y los resultados del laboratorio, he c o m p r o b a d o la ínterprefación del residente, he hecho c a m b i o s en la redacción, donde lo he creído o p o r t u n o y he c o m p l e t a d o el diagnóstico f i n a l .



p Residente en Patología Dr. De guardia en el banco de sangre medicina de transfusión



Figura 1-7. {Continuación) B. Formulario de evaluación de la reacción a la transfusión (una página con dos caras. A y B).
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(CP) si cumple con ciertos criterios. Esta parte del CP la paga Medicare con arreglo al apartado B del programa, mientras que a los hospitales se les paga con arreglo al apartado A. A un laboratorio independiente que realice trabajos de laboratorio y de patología no hospitalarios también se le pagará con arreglo al apartado B, pero se le pagará con arreglo al índice global del programa de tarifas autorizadas por todos los servicios, incluyendo a aquellos que tengan componentes profesionales y técnicos. Los servicios profesionales de un patólogo o de un médico se presentan utilizando el código TPA con el modificador "-26", Cuando esos mismos códigos llevan un "-CT", al componente técnico se le factura como un servicio no médico del laboratorio. Además de los códigos 80.500 y 80.502 para consultas de patología clínica hay algunos análisis que necesitan la interpretación de un médico y están enumerados en la Tabla 1-27 (registro federal, 1997). Los códigos para las consultas del laboratorio clínico (80.500 y 80.502), los códigos para el servicio del médico del banco de sangre (86.077, 86.078 y 86.079) y para la interpretación del médico de la citopatología de los frotis de Pap no tienen componentes técnicos. Los servicios del médico de hematología incluyen la interpretación de un frotis de sangre periférica (85.060) y la interpretación de un frotis de médula ósea (85.097). Dos códigos de procedimientos son para hacer una aspiración de médula ósea (85.095) y de sección de hueso e incluyen a los códigos 38.230. 38.231. 38.240 y 38.241. Estos códigos cubren el procesamiento de la médula ósea'recolección de células madre para trasplantes. Un código adicional (86.915) puede ser útil cuando se hace el tratamiento y el procesamiento el código: 88.240 aparece en el listado como estudios citogenéticos para la crioconservación. congelación y almacenaje, y el 88.241 para la descongelación y la expansión. El código para la llebotomia terapéutica es el último código que aparece en el listado del TPA con el número 99.195. Los servicios médicos que se prestan a los donantes autólogos (99.201) se hallan en la sección de " Oficina u otros servicios para los pacientes ambulatorios'. Es necesario localizar el código apropiado basándose en la naturaleza del servicio, la localización y la evaluación que se ha realizado. A esta sección se la conoce como la de los códigos de evaluación y revisión (E&R). Se necesita un gran cuidado y mucha diligencia para seleccionar el código exacto que describa mejor los servicios prestados. En el manual de la TPA hay una introducción de nueve páginas a los códigos E&R que es útil para comprender cómo hay que aplicar el código correcto. Se debe documentar por escrito cada elemento clave enumerado con un código para garantizar que se ha prestado ese servicio. Esto es importantísimo cuando para la consulta al patólogo y para la visita al paciente se necesita una orden puntual y/o el registro en la historia médica del paciente o ambos, (p. ej., el cambio terapéutico de plasma a un paciente con síndrome de hiperviscosidad: una leucaferesis a un paciente con hiperleucocitosis o trombocitosis; el cambio de células sanguíneas a un paciente con una drepanocitemia en crisis). Los niveles de I al IV definen las visitas generales iniciales frente a las visitas de revisión de seguimiento. Los códigos adicionales han sido diseñados para cubrir los sen/icios que Medicare no paga y están en la lista como SCPC. Los SCPC tienen tres niveles: El nivel I es para todos los códigos de la TPA. que son los códigos numéricos de cinco dígitos. El nivel II es para los procedimientos, servíaos o materiales que no están en el listado de la TPA o que la HCFA desea utilizar en lugar del código de la TPA. Con frecuencia los códigos del nivel II empiezan con una letra seguida de cuatro números. Por ejemplo, el P3.001 es para el análisis de un frotis de Pap realizado por un médico. Estos códigos están disponibles para ser utilizados en todas las áreas de Medicare y se usan principalmente para describir los 'fármacos, aparatos protésicos, procedimientos nuevos o excepcionales y también productos sanguíneos". El nivel III se utiliza pnmordialmente por un portador específico de Medicare. Éstos se utilizan normalmente con una letra que empieza desde la W hasta la Z seguida de cuatro números. Los códigos del nivel III no se usan con frecuencia. Los códigos de la TPA del laboratorio clínico cambian frecuentemente de un año para otro, por lo que es esencial hacer una revisión anual de la lista oficial de precios. Estos cambios se producen como resultado del plan de conformidad de los laboratorios iniciado por la HCFA. Los paneles orientados de



Tabla 1 -28



Composición de p a n e l e s de e n f e r m e d a d e s y órganos y códigos T P A (año 2 0 0 0 ) Paneles



Códigos T P A



1. Panel metabòlico básico Glucosa Calcio Crealinina Nitrógeno de la urea ( B U N ) Sodio Potasio Dióxido de c a r b o n o Cloruro 2. Panel metabòlico g e n e r a l AST, S G O T ALT. SGPT Bilirrubina total Fosfatasa. alcalina Proteínas total Albúmina Glucosa BUN Creatinina Sodio Potasio Cloruro Dióxido de c a r b o n o Calcio 3. P a n e l de la función hepática Translerasas. a m i n o a s p a r t a l o (TAS) (SGOT) Transferasa, a m i n o alanma (TAL) (SGPT) Fosfatasa, alcalina Bilirrubina. total Bilirrubina, d i r e c t o Proteinas, total Albúmina 4. Panel de la hepatitis a g u d a A n t i g e n e de superficie de la hepatitis B ( H B s A G ) A n t i c u e r p o s d e l núcleo de la hepatitis B ( H b c A b ) , anticuerpos IgM A n t i c u e r p o s de la hepatitis C A n t i c u e r p o s de la hepatitis A ( H A A b ) , anticuerpos I g M 5. Panel de la función renal Creatinina Nitrógeno de la urea Calcio Fósforo, inorgánico (fosfato) Sodio Potasio Dióxido de c a r b o n o Cloruro Albúmina Glucosa 6. Panel de electrólitos Dióxido de c a r b o n o Cloruro Potasio Sodio
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órganos y enfermedades (del 88.048 al 88.090) han evolucionado y se han hecho cambios anualmente para reflejar su uso actual y también para las normas de pago de los grandes pagadores (Tabla 1 -28). En la TPA de 2000 quedan once paneles y de ellos ocho contienen un análisis o más de los análisis que han formado parte de los 22 conocidos como los 'análisis automatizados" basados en una designación hecha por la HCFA. La utilización y la facturación de estos "análisis automatizados" se ha convertido en un complicado problema que los laboratorios han tenido que resolver. No todos los pagadores están de acuerdo en la forma en que se les tiene que facturar, por lo que algunos de ellos no reconocen estos paneles. Es importante que el departamento de facturación de los laboratorios siga las instrucciones de sus respectivos pagadores. Los responsables de codificar correctamente y de las prácticas de facturación necesitan revisar los códigos
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de la TPA con regularidad para garantizar que la facturación es exacta o deben consultar con un asesor de una firma independiente para que revise los códigos cada varios años. La codificación de los diagnósticos está incluida en la International Clasification of Diseases, revisión 9 . . Clinical Modification (ICD-9-CM). Los médicos en ejercicio, incluyendo a los patólogos, deben familiarizarse con la utilización correcta de estos códigos. Los códigos ICD-9-CM también los utilizan casi todos los pagadores de servicios médicos. El uso incorrecto de los códigos de diagnóstico puede dar lugar a que no se paguen las reclamaciones, o en ciertos casos a iniciar un proceso judicial. Es fundamental la utilización del código más especifico de todos los disponibles y codificar con el nivel más alto de especificación (llevando el código al cuarto o quinto dígito cuando sea necesario, primero hay que codificar el primer diagnóstico, seguido por el segundo, tercero y asi sucesivamente). s



La codificación NSMHV, o la Nomenclatura Sistematizada de Medicina Humana y Veterinaria (SNOMED. 1976), es un vocabulario codificado, detallado y específico de nombres y descripciones sanitarias que pone el índice, almacena y es capaz de recuperar la información de una historia médica computarizada (Spackman, 1999). La SNOMED se diseñó para llevar la información a otros miembros del equipo, para disponer de la historia del paciente, para establecer los protocolos de control de las enfermedades, para manejar los resultados, para cuantificar los resultados de los análisis y estudiar los costes de contención y para facilitar la facturación. La facultad de patólogos americanos facilita la SNOMED. Se está desarrollando un sistema de enlace electrónico elaborado de los códigos TPA, de los códigos ICD-9-CM y de los códigos SNOMED. Este sistema facilitará y aumentará la facturación, la codificación y los diagnósticos con la gestión de los resultados clínicos y una atención al paciente óptima. La codificación de ingresos centralizados es una codificación obligatoria para uso del hospital y no la utilizan los patólogos para sus facturaciones. Los hospitales utilizan los códigos de ingresos centralizados, con una numeración que va del 310 al 319 para facturar los servicios de componente técnico de patología de los pacientes ambulatorios de Medicare. Los códigos de ingresos centralizados del 300 al 309 se utilizan para la mayoría de los servicios de los laboratorios clínicos, y los códigos del 380 a 399 se utilizan para los suministros del banco de sangre, los servicios y los cargos de administración. Esta codificación es obligatoria en los impresos de facturación de los hospitales, el UB-92, también conocido como el impreso HCFA 1.450. Los códigos de especialidad certificada son códigos de tres dígitos diseñados por la HCFA para restringir los pagos a los laboratorios independientes de los análisis y los procedimientos. Cada análisis o procedimiento está dentro de una categoría certificada o de varias. A los servicios prestados por los laboratorios clínicos en una especialidad para la que no están certificados se les deniega el pago. Los laboratorios deben ser conscientes de que este proceso de certificación para cada laboratorio puede afectar al pago de sus servicios. Tienen que asegurarse de que todos los análisis que se han hecho están incluidos en una de las listas de las categorías o subcategorías certificadas La numeración de estos códigos de especialidad certificada es: 010 Histocompatibilidad 100 Microbiología 200 Serologia 300 Química 400 Hematología 500 Inmunohematologia 600 Patología 610 Tejidos 620 Oral 630 Citologia diagnóstica 700 Análisis fisiológicos 800 Radioinmunoensayos 900 Todas las categorías Puede haber subcategorías para nuevas subdivisiones de los análisis, como, por ejemplo, la microbiología con las subcategorías de bacteriología, micologia, parasitología, virología y otras. Si un laboratorio está certificado con un número que termina en dos ceros, quiere decir que ha sido certificado para todo lo de esa categoría especifica. Un laboratorio certificado con el número 630, citología diagnóstica solamente, no puede facturar por procedimientos de patología quirúrgica.



Actualmente se utilizan dos impresos de facturas estandarizados El que utilizan los médicos y los laboratorios es el HCFA 1.500 y el otro, el UB-92 (HCFA 1.450), es el que utilizan principalmente los hospitales. A los médicos y a los laboratorios que facturan a Medicare se les exige que utilicen el impreso HCFA 1.500 para facturar sus servicios profesionales o los de los laboratorios. Medicare usa dos impresos y dos intermediarios fiscales (IF); el pagador de la parte A (llamado el "intermediario") utiliza el impreso UB-92 y el pagador de la parte B (conocido como el 'portador") utiliza el HCFA 1.500. Los impresos de remesas (explicación de los beneficios [EDB]) tienen vanos formatos, el más corriente ahora es por transmisión electrónica y que después imprime el proveedor. Esta forma de pago documenta los resultados del pagador por los cargos presentados. De esta forma, el cargo presentado, el pago y la disposición de cómo se pagaron esos cargos (por completo, reducidos o denegados) están documentados. En el EDB también se debe dar una explicación de cómo se pagaron estos cargos o por qué se denegaron. Aunque el personal de facturación es el responsable de realizar estas funciones, el patólogo o el gerente deben asumir un papel activo para entender y estudiar las remesas y para saber lo que se factura y cómo se ha liquidado. El patólogo debe solicitar que se le envíe habitualmente para revisarlos un cierto número de EDB (p. ej., todos los que entran en un determinado día del mes). Si las remesas entran semanalmente esto se puede hacer cada cinco semanas. Usando esta técnica es posible observar y tener acceso a los cargos y a los pagos. Debido a que la conformidad tiene tanta importancia es absolutamente necesario revisar, observar e involucrarse en el proceso de facturación y pago La revisión de los EDB es una ayuda para determinar los cambios que puedan ser necesarios para garantizar que los cargos se presentan sólo por los análisis que se han hecho realmente. También le permite al patólogo o al gerente entender a dónde se debe dirigir la denegación del pago. La política de examen medico limitado (PEML) es una guia desarrollada por Medicare basada en bibliografía médica pertinente, en pautas del ejercicio profesional, en organizaciones de control y en otras fuentes para determinar las condiciones clínicas y médicas en las que se solicita, se procesa y se factura, convenientemente, un examen de laboratorio especifico (Boothe 1997). Actualmente, el portador puede variar estas políticas, que están en un proceso de estandarización. Cuando se utiliza una PEML para un análisis especial aprobado en las listas de los códigos ICD-9 conjuntamente con la petición del análisis se procederá a su reembolso. Medicare no pagará por los códigos ICD-9 que no estén en la lista y se hará al paciente responsable de ellos si ha firmado una notificación al beneficiario por adelantado (NBA). Una NBA es un impreso que el paciente debe firmar antes de que se obtenga la muestra. Por medio de este impreso se le notifica al paciente, por adelantado, de que el procedimiento, o el análisis, que se le va a realizar puede que no sea un servicio cubierto por Medicare, y se le da la opción de negarse al test o hacerse responsable y pagar por ello. Al igual que la PEML. la NBA es de gran utilidad para los análisis del laboratorio clínico que se utilizan para análisis, así como también para las conclusiones de un caso y para los análisis diagnósticos. Es importante que el patólogo se mantenga informado sobre la NBA y sobre su utilización correcta. Los modificadores se añaden a un código TPA para identificar una alteración del servicio o un componente especial de un servicio. No todos los pagadores reconocen o utilizan modificadores, mientras que otros especifican los que se tienen que utilizar para servicios especiales. Algunos de los más corrientes están en la siguiente lista: -26 -52 -59 •90 -91 -CT -QR



Componente profesional Servicios reducidos Servicio de procedimiento preciso Laboratorio de referencia (independiente) Repetir el análisis del laboratorio de diagnóstico clínico Componente técnico Repetir el análisis del laboratorio efectuado el mismo día



Es vital para la supervivencia financiera de un laboratorio y para la práctica de la medicina y de la patología de laboratorio que se extremen las precauciones cuando se revisen, se cambien o se implanten nuevos códigos TPA Es igualmente importante que el patólogo o el médico se involucren en este proceso, ya que no sólo son responsables del informe del laboratorio, sino que, finalmente, se les hará responsables de la factura que generan La
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cooperación con los médicos para garantizar que las solicitudes de análisis son las adecuadas y de no se abusa de ellas, algunas estrategias como rediseñar los impresos de solicitud, la aplicación de programas de software de



ordenador, la puesta en práctica de paneles personalizados de enfermedades o de órganos (véanse Tablas 1-3 y 1-28) y la formación continua del personal de los patólogos y de las empresas sanitarias puede ayudar a modificar las prácticas de solicitud de análisis inadecuadas (Yox, 1999).
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Los avances de la tecnología médica, como los sistemas de reactivos preempaquetados, reacciones y calibraciones controladas por microprocesadores y la miniaturización de los componentes, han dado lugar a una generación de instrumentos de laboratorio modernos que requieren menos habilidad técnica por parte del operador. El aumento de la competitividad entre los médicos de atención primaria ha desencadenado una mayor preocupación por la comodidad del paciente. Muchos médicos han decidido reducir las dificultades asociadas con problemas como aparcar cerca de los laboratorios de los principales centros médicos, el tiempo necesario, y la necesidad de segundas visitas cuando llegan las medidas del laboratorio. El coste estimado de las medidas de laboratorio y de las examinaciones y el desequilibrio entre la evaluación intelectual y la interacción paciente-dirección y los encuentros como las determinaciones de laboratorio (Hsiao, 1988) también han constituido un incentivo para la medida y examen de los laboratorios en diversas situaciones. Puede constituir un valor médico muy importante el que los médicos dispongan de los resultados del laboratorio en un intervalo de tiempo lo más corto posible. Esta mejora en la eficiencia y en la comodidad del paciente debe estar equilibrada con el coste y la predisposición de la consulta médica a una serie de problemas que el médico y los trabajadores pueden no estar preparados para afrontar de una forma eficiente y efectiva. En la Figura 2-1 se muestra el número de laboratorios de consulta médica (POL) certificados por la CLIA, relacionados con hospitales y laboratorios independientes. Por estas razones, junto con otras, los patólogos y otros profesionales de laboratorio serán cada vez más necesarios a modo de consultoria o como supervisores en la creación, diseño y dirección de los POL. Varios capítulos de la Parte I, especialmente los Capítulos 1, 3 y 8, complementan la información que se ofrece en este capítulo.



NORMATIVA DE LABORATORIO Antes de la aprobación del Acta de Mejora de los Laboratorios Clínicos de 1988 (CLIA-88) los laboratorios de consulta médica no estaban regulados. Sin embargo, en 1987, periodistas de investigación publicaron en la prensa nacional que algunos ensayos de laboratorio, especialmente los vistos en algunos laboratorios de mancha de Papanicolau, no eran satisfactorios (Bogdanich, 1987a, 1987b). Otros estudios denunciaban una mayor tasa de error cuando comparaban laboratorios de consulta con los hospitales y laboratorios independientes (Lunz, 1987; Crawley, 1986; Bloch, 1988). Probablemente debido a la magnitud de esta industria sin regular y a las preocupaciones en cuanto a la calidad y los costes desconocidos, el Congreso aprobó el Acta de mejora de los laboratorios clínicos de 1988, extendiendo su normativa a los laboratorios de consulta médica. La definición de un laboratorio de consulta médica varía, pero, en general, esta categoría se refiere a aquellos laboratorios cuyos servicios se limitan a un médico o al grupo de pacientes o consultas de un solo médico.



Acta de Mejora de Laboratorios Clínicos de 1988 El CLIA-88 prohibe a cualquier laboratorio solicitar o aceptar muestras humanas para su análisis a no ser que posea un certificado expedido por la Secretaria del Department of Health and Human Services (HHS) para cada procedimiento que deba realizarse. Este certificado debe estar de acuerdo con los estándares de realización derivados de la ley de CLIA-88 o por pruebas de acreditación de una entidad de acreditación privada, o una autoridad establecida, aprobadas por la HHS. Por definición, un laboratorio es "Una fací-
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FIGURA 2-1. Número de laboratorios de consulta relativos a hospitales, centros médicos y laboratorios independientes. (De la base de datos de la HCFACLIA, Julio, 1999.)



lidad para el examen de materiales derivados del cuerpo humano con el pro pósito de proporcionar información para el diagnóstico, prevención o tratamiento de cualquier enfermedad, impedimento de, o evaluación de la salud de los seres humanos." Empezando en 1992, todos los laboratorios estaban obligados a registrarse en el gobierno federal y pagar unas tasas de licencia bienales para poseer un número de identificación de CLIA válido antes de realizar análisis de laboratorios empleados para el cuidado del paciente. Para muchos laboratorios de consulta el CLIA-88 supuso una nueva era de tasas de acreditación y registro, documentación de los procedimientos, control de calidad y monitorización. ensayo de la eficiencia, inspecciones sorpresa y multas potenciales para aquellos descubiertos violando la ley.



dimientos: preparaciones húmedas, incluyendo preparaciones de muestras vaginales, cervicales o de piel: preparaciones de hidróxido potásico; preparaciones para determinar la presencia de oxiuros (véase Cap. 55); ensayos de heléchos; análisis poscoital cualitativo de la mucosa vaginal y cervical: análisis de la orina y del sedimento de la orina (véase Cap. 18); mancha nasal para eosinófilos, examen de leucocitos fecales y análisis de semen para la determinación de la presencia de esperma. Sólo se permite a determinados profesionales la realización de los procedimientos incluidos en esta categoría para mantener la exención de estos procedimientos de la categoría de complejidad intermedia. Incluye a médicos titulados, dentistas, doctores en osteopatía o pediatría y practicantes de nivel medio, como los enfermeros practicantes, matronas y ayudantes de médico.



Requerimientos para la certificación y licencias



Técnicamente, los ensayos PPM están clasificados por la normativa como moderadamente complejos, pero se trata como un ensayo exento en términos de inspecciones y análisis de la eficiencia. Otra categoría de complejidad moderada, denominada ensayos de tecnología precisa (APT), también existe, pero ya que los ensayos de esta subcategoría han aparecido muy despacio, parece poseer muy pocas consecuencias prácticas. Para mantenerse libre del lastre de la normativa para ensayos de alta y moderada complejidad, el laboratorio de consulta puede elaborar su menú, de modo que sólo incluya ensayos exentos y PPM.



El CLIA-88 se basa en estándares de laboratorio que varían de acuerdo con la complejidad de la medida realizada. Los ensayos simples que la HHS ha determinado de bajo riesgo para el paciente, incluso aunque se realicen incorrectamente, están exentos de la mayoría de las regulaciones, Estos tipos de procedimiento incluyen aquellos que han sido aprobados por la Food and Drug Administralion (FDA) para su uso en casa, o que son tan sencillos y fiables que la probabilidad de que den un resultado erróneo es despreciable. Todos los laboratorios deben estar certificados o recibir un certificado de exención basado en la complejidad de los ensayos que se realizan. Inicialmente se empleó un enfoque en tres ejes para la clasificación de todos los ensayos clínicos basado en la complejidad del ensayo. Las tres categorías son: certificado de exento o ensayos "exentos", ensayos de complejidad moderada y ensayos de alta complejidad. Los laboratorios que sólo desarrollasen ensayos exentos estarían libres del análisis de personal, de eficacia y de los requerimientos de seguridad más rigurosos que acompañan a los ensayos más complejos. La HHS mantiene el derecho de hacer controles sorpresa para asegurar que estos laboratorios sólo están desarrollando los ensayos exentos. Los ensayos originalmente exentos incluían el análisis de orina mediante tira reactiva o análisis del pH mediante un reactivo en pastilla, la gravedad específica, glucosa, proteína, bilirrubina, hemoglobina, cetona, leucocitos, nitrito y urobilinógeno (véase Cap. 18). También estaba exento la glucosa de sangre entera (véase Cap.1) usando instrumentos aprobados por la FDA específicamente para su uso casero, micro hematocritos centrifugados (véase Cap. 24), hemoglobina por el método del sulfato de cobre o mediante instrumentos que contuvieran un solo analito con medida y resultado directos (p. ej., HemoCue). sangre fecal oculta (véase Cap 23), ensayos de embarazo en la orina por comparación visual de color (véase Cap 22). ensayos de ovulación para la hormona luteinizante humana mediante color y la tasa de sedimentación de eritrocitos (véase Cap. 24). Los laboratorios que sólo desarrollan ensayos exentos deben registrarse y pagar una tasa bienal. Una cuarta categoría, microscopía realizada por el médico (PPM) se creó en 1993 y se expandió en 1995. Esta categoría incluye los siguientes proce-



Es importante entender que la lista original de ensayos exentos especificados por el Congreso incluía sólo una lista corta de los ensayos genéricos mencionados anteriormente. Además, se incluyeron previsiones para que los fabricantes pudiesen añadir métodos específicos a la lista de exentos a través de un proceso de certificación inicialmente mantenido por los centros de control de enfermedades (CCE) y la FDA. Esta fundón ha pasado a ser completamente de la FDA a partir del 30 de junio del 2000. El incentivo para los fabricantes, permitiéndoles abarcar un mayor mercado, ha desencadenado un rápido flujo de instrumentos y métodos que pueden clasificarse como exentos. La lista de ensayos exentos aprobados se actualiza mensualmente y puede encontrarse en Internet en http://www.phppo.cdc.gov/dls/clia/waived.asp. Los laboratorios de consulta parecen estar pasando de ensayos moderadamente complejos a los ensayos exentos, probablemente debido al crecimiento de su oferta (Roussel, 1996; Binns, 1998; LaBeau. 1998). En los ensayos moderadamente complejos, un laboratorio realiza sólo los ensayos exentos y uno o más de los ensayos clasificados como moderadamente complejos por la FDA. Para determinar en qué nivel de complejidad se encuentra categorizado un determinado método, puede uno remitirse a la página web de la División de Sistemas de Laboratorio del CCE. http://www.phppo.cdc.gov/dls/clia/testcat.asp. Los fabricantes de ensayos moderadamente complejos deben someter su sistema de ensayo a la FDA para su clasificación. Así, esta lista estará continuamente actualizada junto con la lista de ensayos exentos. La HHS requiere que los laboratorios de complejidad moderada sean dirigidos por un director de laboratorio y/o un consultor de laboratorio con al
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menos los credenciales que aparecen listados en la Tabla 2 - 1 . Este director es el responsable de determinar la calificación de los individuos que realizan los ensayos y presentan sus resultados, además de asegurar el cumplimiento de todas las regulaciones aplicables. El director también es responsable del desarrollo analítico de todos los ensayos, ya que las características no directamente relacionadas con la dificultad de desarrollar el ensayo, como puede ser la imprecisión inherente, no forman parte de los criterios empleados por la F D A e n la gradación de la complejidad. Si más de un individuo del lugar se puede cualificar como director, el laboratono debe designar a uno como responsable. Debe demostrarse que el director del laboratorio está aportando una dirección efectiva en la operación del laboratorio, y si no proporciona una dirección desde el mismo lugar, debe proporcionar consejo por teléfono o delegar en personal cualificado para las responsabilidades especificas, tal y como exige la normativa. Los consejeros técnicos deben emplearse a tiempo completo o parcial si el director del laboratorio no posee experiencia o formación en alguna de las especialidades o subespecialidades. A pesar de que los médicos que no eran directores de laboratorio antes de la aplicación del CLIA-88 ya no se pueden certificar como directores basándose en su experiencia, normalmente hay un curso anual que se imparte en el Wake Foresl Umversity School ol Medicine que permite a un médico obtener, en 20 horas, el titulo educativo que necesita para poder trabajar como director de un laboratorio de complejidad moderada. Más información sobre este curso puede obtenerse en http://www.bgsm.edu/education/cme/. En un laboratorio de elevada complejidad se realizan uno o más de los ensayos no listados o incluidos específicamente en la categoría de exentos o moderadamente complejos. Además de cumplir todos los requisitos para un laboratorio de complejidad moderada, los laboratorios de complejidad elevada deben cumplir con requisitos de seguridad, en cuanto a personal y calidad, parecidos a los de los hospitales certificados por Medicare o a los de laboratorios comerciales. Estos estándares incluyen manuales de procedimiento más astringentes y reglas para la introducción de nuevos ensayos, además de exigencias más rigurosas en cuanto al espacio y ventilación necesarios, calidad del agua, lemperalura y humedad. Los laboratorios deben presentar una solicitud a la HHS en un formulario preparado por la HHS en el que se detallan el número, tipo y metodolo-
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R e q u i s i t o s d e formación d e u n d i r e c t o r d e l a b o r a t o r i o o c o n s u l t o r técnico El director del laboratorio d e b e poseer una licencia actualizada c o m o director de laboratorio c o n c e d i d a por el e s t a d o en el q u e se encuentra el laboratorio Si el director del laboratorio es un doctor en m e d i c i n a o en o s l e o patia d e b e : a. Poseer al m e n o s 20 horas de educación médica en práctica d e laboratorio c o m p a r a b l e c o n las r e s p o n s a b i l i d a d e s d e u n director, o b Tener formación de laboratorio on una residencia a p r o b a d a , q u e incluya la dirección o supervisión d e l personal d e l labo- i ratono, o realizando ensayos en muestras de pacientes, o c Ser e l e g i b l e p a r a la dirección o poseer titulación en p a t o l o gía clínica y anatómica. Si el director del laboratorio posee un d o c t o r a d o en laboratorio qui- i mico, lisico. biológico o clínico de una Institución acreditada, d e b e : a. Estar certificado por la Comisión Americana de Microbiología Médica, la Asociación A m e r i c a n a de Química Clínica, la Comisión Americana de Bioanalistas o la Comisión Americana de Imunologia Médica de Laboratorio, o b tener al m e n o s un año de experiencia dirigiendo, supervisando o realizando ensayos no exentos en muestras humanas. Si el director d e l laboratorio p o s e e u n a titulación de master en quím i c a , física, biología o c i e n c i a de laboratorio clínico, d e b e a. Tener al m e n o s un año de formación en un laboratorio o | experiencia, y b. Además, d e b e n tener un año de e x p e r i e n c i a en la s u p e r v i sión de un laboratorio. Si el director del laboratorio p o s o e u n a licenciatura en química, física, biología o en c i e n c i a de laboratorio clínico, d e b e : a. Poseer al m e n o s d o s años de formación o e x p e r i e n c i a en un laboratorio, y b. Además, d e b e p o s e e r al m e n o s d o s años de e x p e r i e n c i a en la supervisión de un laboratorio.
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gias empleadas en la medida o determinación, además de la cualilicación de las personas que dirigen, supervisan y desarrollan estos procesos. Cada localización del laboratorio debe presentar un formulario separado, a excepción de los puntos móviles, organizaciones sin ánimo de lucro o no gubernamentales, o laboratorios múltiples que comparten la misma dirección postal y poseen una misma dirección. Los certificados pueden ser válidos durante dos años, y cualquier cambio en la información que necesita el formulario debe someterse a la HHS en un periodo de 30 días, desde un cambio de propiedad, nombre, localización, hasta un cambio de director. Los cambios en la complejidad del método requieren una notificación dentro de los 6 meses del cambio. Este formulario puede tramitarse a través de un cuerpo de acreditación aprobado o agencia estatal si sus condiciones de acreditación son iguales o más estrictas que las de la HHS. y si la agencia se encuentra autorizada a inspeccionar el laboratorio con la frecuencia necesaria y a someter a la HHS los archivos e información necesarios.



Servicios de citología Debido a la publicidad negativa sobre los servicios de citología, que fue uno de los motivos principales por lo que se aprobó la CLIA-88, éstos se sometieron a una regulación cada vez mayor que no se abarca en este capitulo. Esta regulación incluye el mantenimiento de un archivo con el numero de preparaciones analizadas por cada individuo del laboratorio, ensayos de eficacia y gradación de cada individuo, análisis del límite de preparaciones diario, criterios de reanálisis del proceso y análisis en el momento y retención de las preparaciones.



CUMPLIMIENTO Además del CLIA-88, hay unas normas de procedimiento a las que deben unirse todos los laboratorios. En primer lugar, todos los ensayos que se facturan a Medicare deben ser médicamente necesarios. Los ensayos generales y otras medidas de salud generalmente no se cubren, incluso el análisis del anligeno específico de la próstata sólo se ha añadido recientemente. La determinación de la necesidad médica la lleva a cabo Medicare, Medicaió y otras compañías aseguradoras a través de los códigos de terminología de procedimientos actuales (TPA). que se emplean junto con los códigos de clasificación internacional de las enfermedades (ICDI Así. los códigos ICD-9 que representan enfermedades generalmente se usan para justificar códigos TPA4 que representan ensayos específicos. Cuando el código ICD-9 no requiere el código TPA-4, se rechaza el pago. Peor todavía, si se determina que un laboratorio codifica deliberadamente para obtener un pago superior del que le corresponde, o pagos por un servicio no realizado, puede ser acusado de fraude, lo cual es un delito y se encuentra sujeto a multas. Los errores se consideran deliberados, a no ser que exista un programa de cumplimiento que busque activamente los errores de facturación. Otro agujero negro en potencia es el de las regulaciones Stark. Las leyes Stark se nombraron asi por su impulsor original el representante Fortney Pete Slark, (D-CA), y pretendían prevenir autoenvíos con el fin de aumentar la recaudación. Bajo Stark. los médicos tienen prohibido enviar pacientes de Medicare a laboratorios en los que el médico (o un miembro cercano de su familia) posea intereses económicos. Ya que esta prohibición resultaría negativa para la mayoría de los laboratorios de consulta médica, es importante entender los "puertos de seguridad" que permiten el autoenvío legítimo. El puerto de seguridad más importante es la excepción que se establece para los servicios auxiliares de los que dispone la propia consulta. Esta excepción se aplica cuando los servicios auxiliares son: 1) provistos por el propio médico o por un médico que pertenece al mismo grupo de consulta, o por individuos que se encuentran directamente supervisados por el médico o por otro médico del grupo de consulta, 2) se administran en el mismo edificio en el que el médico u otro miembro de su grupo de consulta ofrecen servicios independientes del servicio de salud, o en otro edificio que el grupo emplea para algunos o todos los servicios de laboratorio clínico del grupo, o para el suministro centralizado de los servicios médicos que ofrece el grupo, y 3) facturados por el médico que realiza o supervisa los servicios bajo un número de factura asignado al grupo o a una entidad perteneciente al médico o al grupo de con-
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sulta, si la propiedad o el interés inversor en tales servicios cumple la normativa de la Secretaría de la HHS. Puede ser importante entender que si un laboratorio propiedad de un solo médico está al otro lado de la calle y bajo otro techo, la auto-cita puede ser ilegal, ya q u e esta disposición no se encuentra dentro de la regulación de los puertos de seguridad.



SELECCIÓN DE MEDIDAS Con el avance tan rápido de los métodos exentos que llegan actualmente al mercado, y que empiezan a extenderse a métodos para la detección de la enfermedad de Lyme (Chembio Diagnostic Systems, Medford, NY) y cáncer de vejiga (Bion Diagnostic Sciences. Redmond, WA). la selección de las medidas que se desarrollen en el laboratorio de consulta debería comenzar con una consulta de las metodologías disponibles en la página web del HCE mencionada anteriormente. La siguiente consideración, posiblemente la más importante, es la posibilidad de reembolso. Muchos planes de salud poseen acuerdos con laboratorios de referencia nacional y necesitan que los ensayos se envíen al laboratorio contratado. Pagar los ensayos del laboratorio de consulta y del laboratorio nacional contratado significaria básicamente que los planes de salud pagan dos veces los ensayos de laboratorio. Los arreglos para el reembolso pueden realizarse con la consulta médica, normalmente en forma de descuento de honorarios o como pago por algunos de los ensayos, si se envían a otros al laboratorio de referencia. Sin embargo, puede ser necesario demostrar el valor de los servicios ofrecidos mediante estudios de satisfacción de los pacientes, y estar preparados para documentar un mejor cuidado y valor a la organización del plan de salud.



Volumen La siguiente consideración que hay que tener en cuenta en la selección del método es el volumen de muestras de pacientes que se van a medir y facturar. La calidad de los ensayos infrecuentes se controla con dificultad y puede generar importantes gastos como consecuencia de la caducidad de reactivos. Es absolutamente necesario contar con una estimación de los análisis más frecuentes encargados por el médico. También es necesaria una monitorización de las estadísticas de uso en un laboratorio establecido. Incluso un hospital universitario, en los que generalmente se intenta ofrecer un servicio completo, necesita unas circunstancias especiales antes de ofrecer un ensayo que se pide menos de 10 veces por semana. Los ensayos de poco volumen pueden degenerar rápidamente en una situación en la que los controles, estándares, calibradores y las repeticiones superan el número de muestras facturables en una proporción de más de 2 : 1 . Una herramienta útil para la estimación del volumen ha sido desarrollada por James y Barret (1987) y modificada como se muestra en la Tabla 2-2. Cuando se acompaña de una hoja de trabajo de un ordenador, se pueden estimar las necesidades de trabajo y consumo de reactivos si se incluyen los factores apropiados para los controles y calibradores por medida facturable. Los datos se deberían monitorizar durante varios meses para reducir las variaciones estacionales.



Selección de laboratorios de referencia Se debe tener cuidado en la selección de un laboratorio de referencia para los ensayos que no se realizan en el laboratorio de consulta. Debe establecerse y mantenerse un mecanismo de transporte y elaboración de informes, ya que el tiempo de entrega será una función importante de estos mecanismos para la mayoría de las muestras. Debe mantenerse un seguimiento de las muestras de pacientes perdidas, y problemáticas, ya que cuando los problemas con las muestras son excesivos, es momento de considerar el cambio a un nuevo laboratorio de referencia, después de las consultas y comprobaciones necesarias. Es conveniente llevar a cabo una correlación que compare resultados en el análisis de analitos de una misma muestra entre el laboratorio de referencia y el de consulta, de modo que haya referencias por si surgen problemas que puedan deshabilitar el laboratorio de consulta. Esta correlación es especialmente útil cuando aparecen resultados sospechosos y lotes de reactivos problemáticos. La confirmación por parte del laboratorio de
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referencia da más confianza en el resultado esperado. Se debe negociar una buena comunicación entre el personal del laboratorio de consulta y el de referencia para el análisis de problemas que puedan surgir, formación en el trabajo y apoyo, junto con el acuerdo que se establezca con el laboratorio de referencia. Es importante que el laboratorio de consulta evite aceptar más material y reactivos del laboratorio de referencia de los necesarios para su función normal. Además, el laboratorio no debe suministrar ningún instrumento ni ningún servicio a los clientes de referencia por el que no recibe un pago razonable. El estatuto de fraude y abuso de Medicare y Medicaid establece penalidades para aquellos que reciben "remuneración" directa o indirecta por inducir el negocio bajo estos dos programas. Cook (1994) propuso ocho criterios para la evaluación y selección de un laboratorio de referencia. Estos incluyen la calidad, amplitud de ensayos, facilidad de reanálisis, tiempo de entrega, coste, informe de los resultados, marketing de apoyo, asi como transporte de las muestras.



SELECCIÓN DE LA INSTRUMENTACIÓN NECESARIA Probablemente los laboratorios de consulta sean demasiado variados para permitir una categoría de instrumentación específica de uso. Las necesidades de un solo practicanle son demasiado distintas de las de un grupo de múltiples especialidades. Una distinción más práctica en cuanto a la instrumentación puede ser la que separa la instrumentación de un ambulatorio de la de un laboratorio central. La instrumentación de un ambulatorio suele ser portátil, duradera, con un análisis sencillo y un control de calidad simple, métodos de informe variados, bajo rendimiento y un coste unitario mayor. El análisis sencillo y su control de calidad simple hacen más probable que se clasifiquen estos métodos como exentos, permitiendo el uso de operarios menos cualificados. El menú de ensayos seleccionables sigue siendo limitado, pero el crecimiento de la clasificación exenta puede suponer un cambio pronto. La instrumentación de un laboratorio central tiende a constar de unidades de sobremesa o de tamaño superior con un elevado rendimiento, bajo coste por ensayo, con capacidad de tratamiento de la muestra y de elaboración de informes, cuando no se encuentra conectada a un sistema de información del laboratorio. En este caso lo que se pretende es llevar a cabo ensayos de una complejidad moderada y alta. Normalmente se necesita una mayor preparación técnica del operario y un estudio completo de la eficiencia, incluyendo los controles y los ensayos de calidad regulares. Debido a que las personas con una menor formación tendrán mayor dificultad para llevar a cabo los ensayos de complejidad moderada y elevada, y el personal muy cualificado no es necesario en un ambulatorio, el laboratorio de consulta debe elegir hacia qué dirección quiere evolucionar en cuanto a su instrumentación. Una vez realizada la estimación del número de muestras esperado y el correspondiente volumen de análisis y examinaciones. los costes de adquisición, los costes de operación y la preparación técnica necesaria se convierten en los factores más importantes en la selección de la instrumentación y metodologías del laboratorio de consulta. Deben considerarse estos tres factores, dándole prioridad a los ensayos que se realicen con mayor Irecuencia. No tiene mucho sentido adquirir un instrumento con una metodología cara y tediosa para medir glucosa simplemente porque posee un método para la gonadotropina coriónica humana, que puede pedirse una vez a la semana. Una vez seleccionada la instrumentación apropiada para los ensayos de gran volumen, si esta instrumentación también puede realizar otras medidas adicionales de bajo volumen, estos ensayos pueden añadirse al menú del laboratorio con un incremento mínimo del coste. También es necesario considerar si las ganancias generadas por los ensayos del laboratorio serán suficientes para pagar la instrumentación durante su vida útil. Las tasas de pago de los ensayos de laboratorio siguen siendo un objetivo de la Health Care Financing Administration (HCFA) y el control de tasas se emplea para intentar contener los costes totales del cuidado de la salud. La HCFA ha cambiado repetidamente la definición de los perfiles de laboratorio facturables, la necesidad médica de los ensayos individuales, e incluso si quiere los perfiles agrupados o desagrupados cuando se facturan.
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Recolección de muestras



Análisis de orina



Hematología



Química



Microbiología



Inmunohematologia



Análisis generales
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Estudio de las necesidades para los ensayos de laboratorio



Categoría



Miscelánea



•



Procedimiento específico



Numero de peticiones por mes



Flebotomía (punción v e n a l ) O r i n a (obtención limpia) Bioquímica Análisis d e orina completo Ensayo de embarazo Velocidad de sedimentación Hemoglobina y hematocrito W B C y diferencial Recuento de plaquetas T i e m p o de protrombina y/o PTT Glucosa, Potasio/electrólitos BUN/creatinina B i l i r r u b i n a , e n z i m a s hepáticas e n z i m a s hepáticas Amilasa Colesterol, triglicéridos Monitorización d e d r o g a s terapéuticas Cultivo de orina Búsqueda S t r e p Cultivo de herida Cultivos STD Tipo Rh. control de anticuerpos Tipo Rh globulina inmune Sangre oculta Mononucleosis Factor reumatoidc RPR I n m u n i d a d a la rubéola BC/plaquetas P e r f i l químico TSH, T , T U 4



3



Controles y calibraciones (del fabricante)



Unidades de trabajo*



Coste por medida (del fabricante)



Trabajo total (min)'



Coste por resultado de reactivos 1



4,0 5,5



4,0 6,0 5.0 4,0 8.0 11,0 9,0 8 (ea.) 8.0 12 ( e a ) 7 (ea.) 15 ( e a ) 10.0 10 ( e a . ) 2,2 7,7 11,4 26.8 16.4 7.0



17,0 4,0 5,0 5,0 3,0 7,0 3,0 3,0 4 (ea.)



Minutos necesarios para realizar una tarea. t U n i d a d e s de trabajo x (n • p e d i d o s -t control y calibración) ' Coste por m e d i d a x (r p e d i d o s * c o n t r o l y calibración) WBC, recuento de glóbulos b l a n c o s ; PTT, t i e m p o parcial de tromboplastina, B U N s a n g r e urea nitrógeno. STD. e n f e r m e d a d e s de transmisión sexual RPR búsqued a rápida e n p l a s m a p a r a sífilis: C B C . recuento c o m p l e t o d e l a s a n g r e : TSH, h o r m o n a estimulante del tiroides T U . t a m a d e T . Modilicada de J a m e s K. Barrett DA II: Establishing a physician s office laboratory M e d Clin N o r t h Am 1987 71:691. C an permiso. 3



Como resultado, los cálculos financieros que podian generar ganancias para la consulta basados en planes de facturación anticuados y que no incluyen los costes del registro y regulación del laboratorio pueden dar lugar a que un compromiso a largo plazo en la instrumentación se convierta en una importante carga económica.



Metodología hematológica Los analizadores del laboratorio de hematología tienden a ser similares en su operación básica: emplean la impedancia eléctrica para determinar el tamaño y número de células sanguíneas, generando de dos a ocho parámetros. También existen métodos de gradientes de densidad en tubos capilares para medir los glóbulos rojos, los glóbulos blancos y las plaquetas de una forma similar a la de un hematocrito centrifugado. La mejor decisión se basa en si el instrumento posee suficiente capacidad para el volumen esperado, es fácil de manejar y lo suficientemente reproducible (véase ol Cap. 24).
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El tiempo de protrombina se convierte en una consideración sólo cuando un número suficiente de pacientes siguen un tratamiento de warfarina (véase Cap. 29). Mennemeyer y Wmkleman (1993) han demostrado que en los laboratorios de consulta que realizaron menos de 40 ensayos de tiempo de protrombina en un mes. la tasa de infarto de miocardio o de muerte dentro de los seis días del ensayo se incrementó casi el doble, como se indica en una revisión de los historiales de Medicare. Este aumento de la mortalidad se cree que es debido a la obtención de resultados incorrectos por parte de operarios con poca experiencia con los instrumentos. El diferencial de glóbulos blancos se convierte en un ensayo de alta complejidad si no se realiza como la salida de un instrumento automatizado, o si se identifican células atípicas. Al incluir el ensayo de diferencial de glóbulos blancos en su menú, el laboratorio de consulta requiere un nivel mayor de formación de personal, control de calidad, análisis de la eficiencia y educación continuada. Este tipo de estudio parece estar sobreutilizado en la práctica clínica, porque se ha demostrado que el diferencial no varía significativamente a
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no ser que el número de células se encuentre reducido a la mitad o duplicado (Brecher. 1980). Una estrategia eficiente para un laboratorio pequeño, sería referir las muestras de sangre a un laboratorio extemo cuando el número de glóbulos blancos es anormal inicialmente. o si ha cambiado significativamente. El tiempo de entrega suele ser tolerable y los diferenciales no identificados generalmente se evitarán.



Metodología química Para un laboratorio de complejidad moderada o alta la selección de los instrumentos químicos requiere el conocimiento de la metodología y del equipamiento disponible. Se recomienda contar con el consejo de un patólogo clínico experto e imparcial que se mantenga al tanto de los últimos avances tecnológicos para la elección y evaluación del equipo químico del laboratorio. Los instrumentos modernos deben tener múltiples aplicaciones. Deben ser compactos, necesitar un mínimo de preparación de los reactivos y con una capacidad adecuada para manejar el volumen de muestras esperado. Debe comprenderse que la sensibilidad, especificidad, exactitud y precisión no son parte de los criterios empleados por la FDA para graduar los ensayos por su complejidad y, por tanto, deben verificarse independientemente. Al estudiar el funcionamiento de analizadores individuales en estudios de eficiencia externos, el consultor externo debe tener idea de la reproducibilidad de los instrumentos cuando se emplean diferentes operarios. Incluso cuando se emplean todos los recursos y se aplica el mejor juicio, el mejor analizador de hoy puede quedarse antiguo o ser tecnológicamente superado por un biosensor portátil en los próximos seis meses o en un año. De cinco a siete años es un intervalo de tiempo típico en el que los equipos de laboratorio se quedan anticuados. Los métodos exentos están disponibles para la glucosa, el colesterol, la creatinina, la hemoglobina glicosilada (Hgb A1C), la microalbúmina, y para los marcadores inmunológicos de Helicobacter pylori y la mononucleosis infecciosa. Según aparezcan métodos de ensayo exento en el mercado, la consolidación de multiples ensayos en instrumentos de ambulatorio ganarán en importancia. El espectro de ensayos se irá ampliando, si es necesario médicamente, y se reducirá el coste por ensayo.



Análisis de orina El análisis de orina se presenta en el Capitulo 18. Los laboratorios de consulta deberían asegurar que cada una de las personas implicadas en la lectura de bandas reactivas macroscópicas carecen de daltonismo. Se debe adjuntar la documentación pertinente a esta valoración en su ficha personal. Se pueden emplear lectores de bandas reactivas en un laboratorio exento/PPM si el fabricante ha obtenido el certificado de exención de la FDA para ese ensayo. En el caso de lectores mayores, si el fabricante no ha obtenido el certificado, el laboratorio de consulta cambia de clasificación simplemente por el uso de un instrumento de complejidad moderada.



Monitorización de drogas terapéuticas El volumen de ensayos para drogas que se realizan en un laboratorio de consulta rara vez justifica la adquisición de un analizador para su uso exclusivo en la monitorización de drogas terapéuticas (véase Cap. 17). Cuando se incluyen los ensayos para drogas como un factor adicional en un analizador químico común, se debe tener cuidado antes de preparar el ensayo. Cuando los kits de reactivos vienen en paquetes de 100 unidades, a menudo el reactivo se contaminará o caducará antes de que se use el kit por completo, suponiendo una pérdida de cientos de dólares. Los reactivos empaquetados de forma individual que permiten medidas únicas reducen los gastos, pero generalmente se obtienen a mayor coste. Los costes de calibraciones y controles pueden hacerse prohibitivos en el caso de medidas únicas de poco volumen y deben evitarse, salvo que estén indicadas por la necesidad clínica y la facilidad en la obtención de un resultado preciso y reproducible. Se encuentran disponibles métodos exentos para el etanol y la nicotina (cotinina).



Metodología microbiológica La detección de microorganismos puede constituir el área de mayor cambio en un laboratorio clínico en los próximos años. La identificación de microorganismos empleando las técnicas de cultivo convencionales, en casi todas
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las circunstancias, es un ensayo de complejidad elevada. Las inoculaciones de cultivo primarias en los laboratorios de consulta no se consideran un ensayo completo, y se permiten cuando el cultivo se remite a un laboratorio de referencia para su identificación. Si el cultivo se mantiene en el laboratorio de consulta y determinado como "sin crecimiento", se requiere una certificación de laboratorio de complejidad elevada. Las tinciones Gram de exudados uretrales o de manchas endocervicales son de complejidad moderada. Los medios de cultivo selectivos y sistemas de detección antigénica que, cuando se usan para la identificación, en la mayoría de los casos identificaran un organismo sin más ensayos bioquímicos ni fisiológicos, también pueden clasificarse como moderadamente complejos. Sin embargo, existen múltiples kits para la detección del antigeno A de Streptococcus que están clasificados como exentos; también existen para la delección de H. pylori, y sistemas exentos de detección de catalasa en orina empleados en la búsqueda de infección del tracto urinario. La microbiología probablemente sea el área de la industria farmacéutica que posee una mayor inversión en tecnología de ADN y RNA. Con el elevado tiempo de entrega asociado con las técnicas microbiológicas convencionales, y los esfuerzos recientes en la detección de ácidos nucleicos con chips microfabricados, no sería muy sorprendente ver cómo empiezan a aparecer nuevos sistemas de detección microbiológicos en los puntos de atención al paciente.



CONTABILIDAD DEL COSTE La contabilidad del coste es esencial para decidir si un ensayo se va a realizar en el laboratorio o si se va a referir a otro laboratorio externo. En un laboratorio de consulta, los gastos asociados con la instrumentación, el espacio, el interés, la devaluación, la recolección de muestras y el procesamiento, mantenimiento de los instrumentos, control de calidad, ensayos de eficiencia y, además, los suministros deberían estar proporcionados adecuadamente para cada uno de los ensayos realizados. También deben incluirse los gastos que conlleva cumplir normativas, como el CLIA. y la Occupational Health and Satety Administration (OSHA) (Tirabassi, 1994). Con los ensayos exentos de un solo uso. como para la detección del antígeno A de estreptococcos o de sangre oculta, el coste es principalmente debido a los reactivos, ya que en cuanto a trabajo suele consumir sólo unos minutos. En el caso de los ensayos de complejidad moderada los cálculos son más complicados y deben incluir costes adicionales proporcionalmente al volumen de los ensayos, y no hay una metodología uniforme disponible que permita hacer esto con facilidad. Existe un nuevo programa informático diseñado para ayudar a tomar las decisiones relativas a los costes en un laboratorio complejo. El programa LabSim Reagenl Calculator (LabSim, Rome, NY) está disponible en la Red en www.labsim.com. Uno selecciona los instrumentos y métodos de interés (la base de datos incluye todos los analizadores y reactivos que se encuentran actualmente disponibles en Estados Unidos). A continuación se introducen los ensayos facturables al paciente y el coste por ensayo que ofrece el comerciante. El programa automáticamente calcula el coste total por ensayo, incluyendo las repeticiones, control de calidad, calibración y cualquier pérdida (derivado de las especificaciones del fabricante en la base de datos), además de la eficiencia en el uso de reactivos y el coste anual total. El precio de los reactivos se puede individualizar para cada comerciante. Dependiendo de la proposición del vendedor, el control de calidad, la calibración, las repeticiones y/o las pérdidas pueden incluirse en el coste por ensayo. Los costes de mano de obra, servicio, capital y de suministro también se introducen. Una página resumen comparará los costes de un método a lo largo de todas las plataformas que se hayan seleccionado. Basándose en el estado en el que opera el laboratorio, puede mostrarse el reembolso de Medicare. A continuación puede introducirse un precio estimado para los ensayos de laboratorio y el programa estimará la rentabilidad. Las herramientas como LabSim permiten determinar rápidamente un punto de equilibrio. Otros productos de LabSim, como la planificación del espacio disponible, disposición y horarios de empleados a tiempo completo, y análisis del transcurso del trabajo, también se encuentran disponibles si uno quiere diseñar un laboratorio nuevo o renovar uno antiguo.
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El trabajo en un laboratorio de consulta puede ser un caso especial, ya que sus empleados a menudo realizan otras funciones. El tiempo de los empleados se podría dividir en tres categorías: tiempo de análisis, tiempo no experimental y tiempo de espera. El tiempo de análisis incluiría el tiempo empleado en la preparación de los instrumentos, su mantenimiento, la toma de medidas, control de calidad, elaboración de informes y mantenimiento de los historiales. El tiempo no experimental es el empleado en otras funciones necesarias en el laboratorio de consulta. Y el tiempo de espera es aquel que pasa una persona empleada, principalmente para realizar funciones de laboratorio, esperando a que le lleguen muestras. El personal que está de guardia para realizar medidas de laboratorio ad libitum pasa más tiempo en espera que si los ensayos se realizaran en lotes citados. El tiempo de espera es un buen parámetro para eslimar y monitorizar. Cuando es excesivo, deberían considerarse nuevos ensayos. Cuando el tiempo de espera se aproxima a cero, la capacidad y habilidad para responder a incrementos en el volumen o a circunstancias especiales se encuentra limitada. Los laboratorios de consulta pequeños pueden ser extremadamente sensibles a los cambios de volumen y al reordenamiento de las funciones de sus empleados. La habilidad para proyectar cambios en reembolsos, gastos de suministros, volumen y empleados puede prevenir decisiones que resultan muy caras.



PASOS MÍNIMOS RECOMENDADOS PARA UN CERTIFICADO DE LABORATORIO EXENTO En las secciones que aparecen a continuación se describen los requisitos para un laboratorio de complejidad moderada o superior. Generalmente, los laboratorios certificados como exentos no están sujetos a inspecciones y ensayos de eficiencia, pero se necesita tomar algunas medidas para asegurar que el laboratorio está bien organizado. De hecho, si el laboratorio y la propia consulta pertenecen a un hospital acreditado por la Joint Commission and Accreditation ot Healthcare Organization (JCAHO) o si forma parte de una organización, entonces necesitará también la acreditación de la JCAHO. Además, la metodología exenta específicamente para un fabricante requerirá que se sigan exactamente las instrucciones del fabricante. Así, deberían seguirse los siguientes pasos, incluso en el caso de un laboratorio exento. 1. 2. 3. 4.



5. 6.



7.



El equipamiento, si se necesita, debe ser evaluado. Las personas que realizan los ensayos deben estar formadas y su competencia evaluada, y esto debería estar documentado. Debe estar disponible y seguirse un procedimiento escrito de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las calibraciones y las muestras para el control de calidad recomendados por el fabricante deben realizarse a intervalos regulares. Todos los resultados de los pacientes deben estar documentados y su relación con los controles de calidad debe estar clara. Cuando los resultados de los controles de calidad se encuentren fuera del rango esperado deben tomarse y documentarse las medidas adecuadas. En todos los casos de resultados anormales de muestras de pacientes deben tomarse y documentarse las medidas adecuadas.



REQUISITOS PARA EL PERSONAL Y SU FORMACIÓN El CLIA-88 establece que los laboratorios que realicen ensayos de complejidad elevada y moderada empleen personal que cumpla con determinadas cualificaciones en cuanto a formación, experiencia, rendimiento y competencia. El HHS y la FDA considerarán las metodologías, la dificultad de calibración y de operación, el grado de cálculos y juicio independiente necesarios, y el control de calidad de los instrumentos y los métodos certificados. Estos requisitos de formación basados en la metodología no se pueden basar simplemente en logros académicos. Tal y como se muestra en la Figura 2 - 1 , hay casi 96.000 laboratorios de consulta en Estados Unidos. Si se requiriese que



BIOLOGÍA CLÍNICA cada uno de ellos emplease un tecnólogo médico o un técnico de laboratorio médico, se agravaría seriamente la falta actual de personal de laboratorio técnico. Por este motivo, el enfoque probablemente se centre en una documentación estricta de la formación formal e informal y en la experiencia de las personas empleadas. En el caso de los ensayos exentos no hay requisitos de personal. En el caso de los ensayos de complejidad moderada el requisito mínimo es un certificado de enseñanza secundaria o equivalente, siempre y cuando se documente una formación apropiada para los ensayos realizados. Esta formación debe ser suficiente para asegurar que el individuo posee las habilidades necesarias para la recolección de muestras y para la identificación, procesamiento y realización de cada ensayo. Los fabricantes de métodos moderadamente complejos pueden proporcionar la calibración del instrumento, mantenimiento preventivo, metodología de ensayo y formación en cuanto al control de calidad. Pero el director del laboratorio debe asegurar que los empleados poseen una formación en procesamiento preanalítico y elaboración de informes. La OSHA requiere formación en peligros químicos y en el manejo de material infeccioso, como se estudia en el Capítulo 1. En el certificado de laboratorio exento no se esperan inspecciones de la OSHA, a no ser que un paciente ponga una denuncia. La formación obtenida durante el empleo en hospitales locales o proporcionada por los profesionales de un laboratorio local es aceptable siempre y cuando esté documentada.



Historial del personal El historial del personal debe detallar la educación, formación y nivel de competencia/certificación de cada persona que realiza medidas de laboratorio. Copias de los diplomas, la duración y la evidencia de la acreditación de formación no certificada, programas de educación continuada o a cargo de la empresa deben mantenerse, y deberían archivarse los registros de cualquier tipo de certificado. Deben mantenerse los historiales de vacunaciones, incluyendo las rehusadas, para la hepatitis B, rubéola y tétanos. Además, pueden necesitarse cartas de antiguos superiores para acreditar el cumplimiento de un determinado requisito de experiencia.



Formación en el trabajo Debería existir un programa regular de formación a cargo de la empresa. Incentivos como pagar el tiempo que se pasa en el curso y ayuda para asistir a reuniones y conferencias puede ser un suplemento para esta educación continuada. Los laboratorios de consulta pequeños deberían establecer acuerdos con laboratorios mayores para que su personal puediera tomar parte en las actividades de este último. También pueden emplearse congresos y grupos de usuarios subvencionados por fabricantes de instrumentos de laboratorio. Todas las actividades realizadas en el trabajo deben estar documentadas para ser válidas, y la asistencia de cada miembro del personal debería incluirse en el historial de ese individuo para apoyar su acreditación. La educación continuada tiene un efecto positivo tanto en el rendimiento como en la moral y supone un gasto añadido muy productivo.



MANUALES DE PROCEDIMIENTO EN UN LABORATORIO Los manuales de procedimiento documentan las funciones de laboratorio más importantes. Estos manuales deben ser sencillos, fáciles de seguir y funcionales, en lugar de ser una colección de artículos, prospectos empaquetados y protocolos de instrumentos que están demasiado desorganizados para que los siga un operario sin experiencia. El manual de procedimiento debería incluir los requisitos de las muestras, los procedimientos para su recolección, identificación y procesamiento, ensayos de metodología, intervalos de referencia, control de calidad y metodologías de elaboración de informes. Debería estar disponible un procedimiento de operación estándar (POE) escrito para cada uno de los ensayos que se realizan en el laboratorio, independientemente de quién lo realice. Estos procedimientos escritos están disponibles de forma comercial a través de consultores profesionales o del National
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Committee lor Ciinical Laboratory ( N C C L S ) Los procedimientos estándar individuales para los típicos ensayos exentos y PPM pueden comprarse en la Comisión para el Estudio de los Laboratorios Clínicos (COLA), que se estudia más adelante; hay más información disponible en http://www.cola.org/eduprod/eduprod.htm.



Recolección de muestras e identificación Debe establecerse un sistema de políticas y procedimientos para la identificación de las alícuotas de muestras de pacientes y para su manejo. Este sistema debe incluir los procedimientos apropiados para la recolección, transporte y almacenaje de las muestras. Si las muestras no se analizan en las dos horas siguientes, se debe prestar especial atención al mantenimiento de la muestra. En el desarrollo de este procedimiento debe tenerse especial precaución con aquellos errores preanal¡ticos analizados en los Capítulos 1 y 8, Se necesita un procedimiento que establezca criterios para muestras aceptables, y que proporcione una notificación adecuada cuando se reciba una muestra que no esté convenientemente etiquetada o tenga una cantidad inferior a la necesaria. El laboratorio debe realizar los ensayos sólo cuando los remite una persona autorizada, y la petición del ensayo debe mantenerse durante dos años.



Metodologías El CLIA requiere un proceso de aprobación especifico para todos los ensayos exentos y complejidad moderada antes de su acceso al mercado, y el laboratorio debe seguir las instrucciones del fabricante para los instrumentos y sistemas de ensayo empleados. Una copia del protocolo debería estar disponible en cada poyata como recurso para un operario menos experimentado. Una causa frecuente de imprecisión es cuando distintos operarios emplean una técnica ligeramente diferente por una preocupación excesiva por la velocidad o por la falla de entendimiento de la técnica. Como parte del protocolo, los reactivos deben fecharse e identificarse cuando se reciben, se abren y se preparan, y deben mirarse de forma rutinaria para detectar los caducados. Los procesos de calibración, protocolos de linearidad, y los procesos de mantenimiento preventivo normalmente se especifican por parte del fabricante, pero a no ser que se especifiquen en el protocolo de laboratorio normalmente se olvidan o pierden. Ya que los protocolos pueden tener cambios analíticos introducidos por el fabricante, además de cambios que surgen de forma natural en la evolución del trabajo de laboratorio, cada método debería revisarse y compararse con los prospectos más recientes de forma anual.



Intervalos de referencia La sensibilidad, especificidad y los intervalos de referencia proporcionados por el fabricante del instrumento pueden derivarse de medidas estadísticas de un espectro de pacientes inadecuado o no representativo. Es posible elaborar un análisis sistemático de los datos recogidos de la población de pacientes del practicante para retinar los intervalos de referencia después de su implementación (véase Cap. 8). Para analitos como el colesterol, en los que está operativo un intervalo de referencia estándar nacional, en el caso de una inspección de eficiencia puede ser apropiada una comparación con el intervalo consenso para validar el intervalo de referencia (véase Cap. 12).



Control de calidad Cada laboratorio debe establecer y mantener un programa para controlar y asegurar la calidad que sea "adecuado y apropiado para la validación y fiabilidad" de los procesos realizados (Halper, 1989). Las inspecciones del CLIA se enfocarán específicamente en estos temas. Los inspectores se centrarán en si los controles se realizan en conjunto con las muestras de paciente. Si los resultados de los pacientes sólo se anotan en el diagrama de pacientes, pedirán ver el historial de algunos pacientes y el resumen de los controles de calidad realizados, y deben poseer anotaciones para cada uno de los días en que se hayan medido muestras de pacientes.
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La evidencia sigue indicando que los laboratorios de consulta tienen un mayor problema con un control de calidad más pobre que los laboratorios de hospital o los laboratorios comerciales independientes (Hurst, 1988; Stull, 1988). Aunque la existencia de instrumentos menos sofisticados y de operarios menos formados contribuye a este efecto, un protocolo muy definido para el control de calidad derivado de los principios vistos en la Parte I puede mejorar notablemente el resultado (véanse Caps. 1 y 8). Una buena fuente para el procedimiento y frecuencia necesarios para las medidas de control es el fabricante de los reactivos empleados para cada método. Todas las calibraciones deben realizarse bajo las recomendaciones del fabricante y deben documentarse. Sin embargo, el laboratorio es el responsable de la interpretación de los datos del control de calidad. Cuando surge un problema, debería investigarse y corregirse. Si es posible, deberían tomarse medidas para prevenir que se repita. Si los problemas son recurrentes, debería considerarse renovar la metodología o los instrumentos. Las metodologías problemáticas pueden ser la causa de una baja moral entre los empleados y una elevada lasa de recambio de personal. Una tasa elevada de renovación de personal, y los consiguientes gastos de formación, puede ser uno de los mayores gastos de un laboratorio. Los controles se emplean para documentar la reproducibilidad y deben realizarse de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. Generalmente, deben realizarse dos niveles, normal y anormal, en cada serie. Una serie se define como un intervalo en el que la exactitud y precisión de un sistema de ensayo se espera que sea estable, pero no puede ser superior a las 24 horas. Los valores diana para los controles se determinan mediante ensayos repetídos y el empleo de métodos estadísticos, como los descritos en el Capítulo 7. Se necesita un mínimo de 20 repeticiones de un ensayo para poder establecer limites estadísticos. Si los resultados del control varían o son erróneos, debe tomarse acción para remediarlo y documentarse. Todos los resultados de pacientes obtenidos de un ensayo inaceptable, y desde la última prueba aceptable, deben evaluarse para ver si los resultados del ensayo se han visto afectados, y los resultados corregidos deben enviarse rápidamente en el caso de que se identifiquen. Existe mucha confusión sobre el uso de controles no analizados frente a los controles analizados, que son más caros. Un año o más de suministro de un control no ensayado puede documentar cuantitalivamente la precisión empleando técnicas de control de calidad estadísticas (véanse Caps. 7 y 8). Si se emplea un programa de evaluación de eficiencia externo trimestral, que pueda validar la precisión durante este tiempo, entonces se puede documentar la exactitud y precisión sin el uso de los controles analizados más caros. Cada médico del grupo debe conocer el coeficiente de variación (CV) de las medidas de un laboratorio de consulta para asegurar que son apropiados para la toma de decisiones clínicamente útiles. Por ejemplo, para intervalos de confianza del 95%. si el potasio tiene un CV del 7%, un nivel de 4,8 mEq/l puede variar entre 4,1 y 5,5 y dar lugar a un error clínico, Los resultados del control de calidad deberían representarse o analizarse mediante un ordenador, de modo que cada resultado se comparase con el resultado esperado y el anterior. Cada resultado debería analizarse, no sólo los mejores resultados del día. El análisis de las tendencias puede hacerse a simple vista cuando los resultados se representan en una representación de Levi-Jennings estándar. Las desviaciones y las tendencias adversas indican que algo está cambiando en el sistema analítico. Si se emplea un sistema con un ordenador, éste debe ser capaz de detectar las desviaciones y tendencias, puesto que si no dará una falsa sensación de seguridad. A medida que aparezcan las desviaciones y tendencias deben tomarse medidas. La simple recolección de datos que no se monitorizan activamente a medida que se obtiene, es una pérdida de tiempo y reactivos. Debe mantenerse la información pertinente a las actividades de control de calidad durante un mínimo de dos años.



Mantenimiento preventivo Además del mantenimiento preventivo especificado por el fabricante para mantener el estado moderadamente complejo de su método, debe mantenerse un registro de temperatura para cada una de las partes del equipo dependientes de temperatura. Las temperaturas de las neveras, incubadores y con-
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geladores deben registrarse a diario o momtorizarse continuamente si se usan para el almacenamiento de reactivos o cualquier parte de un ensayo que dependa de ella. La temperatura de los instrumentos y de los baños deben registrarse cada día que se usen. Cada instrumento debería tener su propio registro de mantenimiento, linearidad y solución de problemas. Este registro del instrumento debe incluir el nombre del fabricante, dirección, teléfono, número de modelo y de serie y la fecha de compra. Los registros de cada instrumento deben mantenerse durante toda la vida del instrumento y estar disponibles para su revisión por parte de un inspector. Las centrífugas deben ser mantenidas por un profesional que revise las velocidades de operación y cambie periódicamente los cepillos.



Asegurar la calidad En los laboratorios de complejidad moderada y elevada resulta necesario un proceso que asegure la calidad de forma continuada para analizar las diversas facetas de su funcionamiento técnico y no técnico Esto implica establecer una meta de calidad, medir si se ha alcanzado o no esta meta, y establecer medidas correctivas en el caso de que no sea así. Las áreas potenciales para monítorizar la seguridad de la calidad incluyen el análisis de la calidad de la muestra, identificación y manejo, el tiempo empleado y la precisión de los sistemas de elaboración de informes, a s i como la puntualidad de las evaluaciones de personal (véase C a p . 8).



ACREDITACIÓN La acreditación y la certificación deben obtenerse de la HHS, de una organización aprobada por la HHS o de un estado que esté considerado exento por la HHS. En la Tabla 2-3 se listan las organizaciones y estados que actualmente se consideran exentos. Una de las más activas es COLA, una organización sin ánimo de lucro dedicada a la educación y formación en laboratorios de consulta. Formada originalmente en 1988. el grupo de directores de COLA está formado por médicos practicantes que representan a la Academia Americana de Médicos de Familia, la Asociación Médica Americana, la Asociación Americana de Medicina Interna, el Colegio Americano de Patólogos y la Asociación Americana de Osteópatas. El COLA suministra un sistema de estándares, educación continuada, inspecciones y acreditaciones para un laboratorio de consulta. El COLA acredita a más de 6.700 laboratorios y puede encontrarse en su página web http://www.cola.org/, y ofrece un número de teléfono gratuito (1-800-981-9883) para asistir a los posibles futuros clientes y a los ya existentes. Esta página web es especialmente útil en la actualización de las normativas y los recursos, como pueden ser manuales de laboratorio, procedimientos y guias. A excepción de la validación de las inspecciones, realizadas en un 5% de los laboratorios inspeccionados por el COLA, se cumplen todos los requisitos de inspección federales. Los estándares incluyen requisitos de espacio, formación del personal y formación continuada; la propiedad con que se siguen las metodologías, informes, mantenimiento preventivo y control de calidad: además de adscripción a un programa de análisis de la eficiencia.



Tabla 2-3



Tabla 2-4



Lista de suministradores de ensayos de e f i c i e n c i a y números de teléfono



A c c u t e s t . Westford. M A (800) 3 5 6 - 6 7 8 8 A c a d e m i a A m e r i c a n a de Módicos de Familia (AAFP), K a n s a s City, MO (800) 274-7911 Asociación A m e r i c a n a de Bioanaiistas ( A A B ) . Brownsville. TX (800) 2 3 4 - 5 3 1 5 C o l e g i o A m e r i c a n o de Médicos-Sociedad A m e r i c a n a de Evaluación d e Laboratorios d e M e d i c i n a Interna, Washington D C (800) 338-2746. (202) 835-2746 Instituto A m e r i c a n o de la Eliciencia (API). Traverse City. MI (800) 3 3 3 - 0 9 5 8 C o l e g i o A m e r i c a n o de Patólogos, N o r t h d e l d . IL (847)832-7000 B u r e a u d e Laboratorios d e Idaho. Boise. I D (208) 3 3 4 - 2 2 3 5 D e p a r t a m e n t o d e S a n i d a d d e Ohio. C o l u m b u s , O H (614) 4 6 6 - 2 2 7 8 Pacific Biometrics, Seattle WA (206) 298-9838 C o m m o n w e a l t h de Pennsylvania, Exton, PA (215) 363-8500 D e p a r t a m e n t o de S a n i d a d de Puerto Rico. San J u a n , PR (809) 2 7 4 - 7 7 3 5 Instituto de Investigación de S o l o m o n Park, Kirkland, WA (800) 769-7774 Laboratorio d o H i g i e n e del e s t a d o d e Wisconsin. M a d i s o n , W l (800) 4 6 2 - 5 2 6 1 Estado d e M a r y l a n d . Baltimore, M D (410) 764-4688 D e p a r t a m e n t o de S a n i d a d del Estado de Nueva York. Albany, NY ( 5 1 8 ) 474-8739



NECESIDADES PARA EL ENSAYO DE LA EFICIENCIA Todos los laboratorios que realizan ensayos de complejidad moderada o elevada deben participar en un programa de acreditación de la eficiencia y ser analizados para cada uno de los ensayos para los que está certificado el laboratorio, a excepción de aquellos procesos para los que no puede desarrollarse un sistema de análisis (Halper, 1989). En la Tabla 2-4 aparece una lista de los nombres y números de teléfono de los suministradores de ensayos de eficiencia aprobados. El Colegio Americano de Patólogos, el Colegio Amencano de Médicos-Programa de Evaluación del Laboratorio Medico de la Sociedad Americana de Medicina Interna, y la Asociación Americana de Bioanalistas proporcionan programas de ensayos de la eficiencia que pueden ser útiles para un laboratorio de consulta. Se necesita un resultado superior al 80°c para un único resultado. Una "participación no satisfactoria" se define como la incapacidad de superar dos de tres ensayos consecutivos para cualquier analito o especialidad. Las muestras de los ensayos de eficiencia deben tratarse del mismo modo en que se tratan las muestras en el curso normal de trabajo. Si se identifica un laboratorio que intencionadamente refiere sus muestras de eficiencia a otro laboratorio para su análisis, es posible que se le retire su certificado durante un año, y estará sujeto a multas y otras sanciones.



Acreditación a l t e r n a t i v a a la C L I A : o r g a n i z a c i o n e s y agencias exentas de juicio propio



Estados exentos



N u e v a York. Oregón y W a s h i n g t o n Organizaciones d e j u i c i o



propio



REQUISITOS EN UNA INSPECCIÓN



Asociación A m e r i c a n a d e B a n c o s d e S a n g r e Asociación A m e r i c a n a de Osteópatas S o c i e d a d A m e r i c a n a de H i s t o c o m p a t i b i l i d a d e Inmunogenética C o l e g i o de Patólogos A m e r i c a n o s Comisión de Acreditación de L a b o r a t o r i o s de c o n s u l t a Comisión Conjunta de Acreditación de las Organizaciones de Salud i



:



)



Las inspecciones de laboratorios exentos y PPM no son rutinarias. Tampoco lo son las inspecciones de la OSHA, a no ser que un empleado presente una queja. Sin embargo, es importante entender que la ley permite las inspecciones sorpresa, que pueden producirse si un cliente presenta una
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denuncia y/o la HHS tiene un motivo para creer que se están realizando ensayos no exentos. Si llega un inspector, la falta de cooperación puede resultar en la pérdida del certificado. Las inspecciones de laboratorios de complejidad moderada o elevada se llevarán a cabo en un régimen semestral, o con más frecuencia si la



59



HHS determina una necesidad de asegurar el cumplimiento de requisitos y estándares. Las inspecciones pueden ser anunciadas o sorpresa, y se requiere un acceso completo a todas las facilidades e información relevante.
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Cromatografía



Espectrofotometría



Espectrometría de m a s a s



Espectometría de emisión y absorción atómica



C o n t a d o r e s d e centelleo



Espectroscopia de luminiscencia



Electroforesis capilar



molecular (fluorimetria) Nefelometría Turbidimetría Refractometría Osmometría



Biosensores Laboratorio e n u n chip ANALIZADORES AUTOMATIZADOS Principales c o m p o n e n t e s de los analizadores a u t o m a t i z a d o s



Citometría de flujo



AUTOMATIZACIÓN D E L L A B O R A T O R I O



C o n d u c t o m e t r i a y resistencia



A N A L I Z A D O R E S Y AUTOMATIZACIÓN EN L O S



Electroquímica
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P U N T O S D E ATENCIÓN A L P A C I E N T E
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Densitometría



La fase inicial de crecimiento de la instrumentación de laboratorio empezó a principios de los años 50. Este período puso énfasis en las técnicas clásicas de quimica analítica cuantitativa y recuento celular manual. La formación se basaba en las habilidades manuales de pipeteo y mantenimienfo de protocolos rígidos. A menudo los fotómetros simples y los pHmetros eran los únicos instrumentos presentes en un laboratorio clínico. Ya que muchos laboratorios aún preparaban sus propios reactivos, los pHmetros eran fundamentales. El análisis de sodio y potasio mediante el uso de espectrómetros de emisión atómica de llama empezaba en esta década. Era mucho más común en el laboratorio clínico el fraccionamiento proteico mediante electroforesis. Se empezaron a desarrollar la cromatografía liquida para aminoácidos, la cromatografía de gases para las sustancias volátiles y la cromatografía en columna de baja presión para muchas sustancias empleando el intercambio iónico y la permeabilidad del gel. Todos estos instrumentos requerían el pipeteo manual de muestras y una labor intensa. El desarrollo comercial del sistema de Technicon AutoAnalyzer (Bayer Corp., Tarrytown, NY) en 1957 estableció la técnica de flujo continuo como una tecnología viable para la rutina del análisis clínico. La compañía Coulter (Beckman Coulter. Brea. CA) desarrolló contadores de partículas que posibilitaban el recuento celular habitual en el recuento de sangre completa (CBC). El diseño Coulter incorporaba una discriminación por tamaño mediante el uso de un sistema de resistencias. Este enloque ha sido empleado por el laboratorio de hematología clínica durante más de 40 años. A principios de los años 60, los analizadores de un solo canal se expandieron para dar analizadores de multicanal que se adaptaban a una variedad de condiciones de laboratorio. Una aplicación exitosa de análisis multicanal fue el sistema Technicon SMA 12/60. Desde entonces, los perfiles químicos



se han convertido en una parte integral de la rutina de ensayo para los pacientes admitidos y los visitantes. El DuPont acá I (Dade Behring, Deerfield, IL) fue introducido por primera vez en 1968. Este discreto analizador incorporaba los reactivos en compartimientos con sellos temporales. Se empleaban uno o dos paquetes de reactivos dependiendo del analito que se estaba midiendo. En los años 70 empezaron a integrarse los microprocesadores en muchos analizadores analíticos. Los microprocesadores integrados captaban cambios en la absorbancia y los convertían en concentraciones. Al final de la década, la mayoría de los fabricantes incorporaban puertos de comunicación (RS-232) en sus instrumentos para que pudiesen interaccionar con una variedad de sistemas de información del laboratorio. Otro avance que destacó al principio de la década fue la aplicación, con éxito, de electrodos selectivos para los iones para el análisis rutinario de sodio y potasio. También se avanzó en el recuento diferencial de glóbulos blancos sanguíneos (WBC). La incorporación de un láser (light amplificaron by stimulated emisión of radiation) en los contadores de células y los citómetros de flujo ayudó mucho las medidas celulares diferenciales. El sistema de flujo continuo del sistema Hemalog-D de Technicon empleaba tinciones histoquimicas para diferenciar las poblaciones celulares mediante una técnica de dispersión de la luz. En lugar del habitual recuento manual de 100 leucocitos por preparación, el instrumento podia examinar 30.000 células por alícuota de muestra. El láser también se utilizaba para las medidas de turbidimetria y nefelometría, empleando anticuerpos específicos para mejorar la precisión de la cuantificación proteica específica. Un tipo nuevo de sistema automatizado, el analizador de acceso directo, apareció a principios de los 80. Éstos, generalmente, incluían los reactivos necesarios para hasta 30 ensayos diferentes, y el operario podia seleccionar
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cualquier combinación de determinaciones para una alícuota determinada de muestra dependiendo de los reactivos disponibles. Los diseñadores de estos sistemas aprovecharon una variedad de tecnologías para ofrecer a los analizadores capacidades de acceso directo. Un sistema interesante fue el que se desarrolló para el sistema Ektachem de Kodak (Johnson & Johnson Diagnostic. Rochester, NY). que empleaba una tecnología de película de múltiples capas para una variedad de ensayos. La reacción entre el reactivo y la muestra en este sistema se conseguía mediante la difusión de las alícuotas de muestra a través de una serie de capas de película, y la concentración se media mediante fotometría de reflexión. Instrumentos de electroforesis capilar (CE) de alto voltaje también se desarrollaron en esta década. Las alícuotas de muestras de sólo unos picolitros de volumen podían medirse mediante la electroforesis capilar. Esta técnica se ha aplicado en la medida de ácidos nucleicos y péptidos. El final de los 80 se caracterizó por un desarrollo rápido de instrumentos compactos que descentralizaban las medidas de laboratorio. Muchas medidas de laboratorio se realizaban en la consulta médica, al lado de la cama del paciente, o en unidades de cuidados intensivos gracias a la introducción de estas modalidades de ensayo. La meta de este capitulo es proporcionarle al lector una breve y amplia descripción de los principios esenciales de los instrumentos analíticos de un laboratorio clínico. Para un análisis más extenso, se remite al lector a las referencias sobre instrumentación clínica al final de este capítulo.



PRINCIPIOS DE INSTRUMENTACIÓN Espectrofotometría Muchas de las determinaciones realizadas en el laboratorio clinico están basadas en las medidas de la energía radiante absorbida o transmitida bajo condiciones controladas. El instrumento utilizado para medir la energía lumínica absorbida o transmitida es el espectrofotómetro. La radiación electromagnética (EMR) es el flujo de energía a través del espacio a la velocidad de la luz, como campos eléctricos o magnéticos que componen una onda electromagnética. La EMR existe como ondas de Maxwell y como flujos de partículas llamadas fotones. Estos fotones o paquetes de energia (h ) poseen frecuencias únicas. El espectro de frecuencias de la EMR se extiende desde valores muy bajos sobre un rango de ondas de radio hasta la luz visible y alcanza los valores más elevados de la luz ultravioleta (UV). rayos X y rayos gamma. Los fotones de la energía radiante se intercambian siempre que interaccionan con partículas subatómicas eléctricamente cargadas. Cuando estos electrones se mueven de una órbita a otra, parte de la energía es absorbida o emitida. En el espectro visible cerca de la región amarilla, la energía de un fotón es de aproximadamente 2,2 eV (voltios electrónicos). Es interesante comparar este valor con la energia de un fotón de rayos X, que es de 200 eV a 100.000 eV. Evidentemente, pueden existir diferencias en las energías de los fotones dentro del espectro electromagnético. La longitud de onda de la luz es la distancia entre picos sucesivos. La frecuencia es el número de ondas que pasan por un determinado punto de observación en una unidad de tiempo. La longitud de onda es inversamente proporcional a la frecuencia y a la energia, asi. cuanto menor sea la longitud de onda, mayores son la frecuencia y la energia. y viceversa. La relación entre la energia de los fotones y su frecuencia viene determinada por la siguiente ecuación: E=hv



(3-1)



donde E es la energía (en ergs), h es la constante de Planck (6,62 x 10-27 erg • segundo), y v es la frecuencia (Hertzios). La frecuencia de la luz se relaciona con la longitud de onda de la siguiente manera: v=



tí



(3-2)



donde e e s la velocidad de la luz en el vacio (3 x 10' crrv'seg) y es la longitud de la onda (cm). Si uno sustituye la expresión de v d e esta ecuación en la ecuación anterior, se obtiene la siguiente:



E=ntí
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Esta ecuación demuestra que la energia es inversamente proporcional a la longitud de onda. En la Tabla 3-1 se muestra la relación entre los tipos de radiación electromagnética y la longitud de onda. En el laboratorio clínico, las



Tabla 3-1



E s p e c t r o de radiación electromagnética



Energía r a d i a n t e



Longitud de onda (nm)'



Rayos g a m m a Rayos X Ultravioleta (UV) Luz visible Infrarrojos (IR) Microondas



0,1 1 180 390 780 400 000



' Longiiud de onda en la que so produce el tipo mas bajo de energia radiante De Kaplan LA. Pesce AJ: Clinical Chemistry Theory. Analysis and Coirelalion St Louis, Mosby. 1989. con permiso



longitudes de onda de principal interés en las medidas espectrofotométricas son las que caen entre los 150 nm y 2.500 nm. Esto corresponde con las regiones del UV. visible y cerca del infrarrojo (IR). La región visible puede a su vez subdividirse en regiones de varios colores (Tabla 3-2). El término fotómetro a menudo se emplea en un sentido genérico, como cualquier instrumento que mide la intensidad de la luz. Los instrumentos espectrofotométncos miden luz de diversas maneras. Aparte de los espectrofotómetros de absorción molecular existen los espectrómetros de emisión atómica de llama (espectrofotómetro de emisión atómica), fotómetros de absorción atómica y fluorímetros (espectrofotómetro de luminiscencia molecular). Específicamente, un especlrolotómetro mide la absorción de luz monocromática producida por una red monocromadora. Un espectrómetro de emisión atómica de llama mide la luz emitida por átomos sencillos quemados en una llama. Un fotómetro de absorción atómica mide la luz absorbida por átomos disociados por calor. Un fluorimetro mide la luz de una determinada longitud de onda que emite una molécula después de ser excitada por una radiación electromagnética de una energía dada. La energia se libera cuando los electrones vuelven a un nivel vibracional más bajo. La espectroscopia se puede clasificar en cuatro principales categorías: absorción o emisión de moléculas, y absorción o emisión de átomos. La ley de Beer-Lambert establece que la concentración de una sustancia es directamente proporcional a la cantidad de luz absorbida o inversamente proporcional al logaritmo de la luz transmitida. Esta ley puede expresarse según la siguiente ecuación: A = abe =log(100/°'o7)



(3-4)



donde A = absorbencia a = capacidad de absorción del compuesto bajo condiciones estándar b = haz de luz de la solución c - concentración del compuesto %T= porcentaje de transmitancia Esta ley es una relación matemática ideal que posee sus limitaciones en la práctica. Esencialmente, esta ley se seguirá si la radiación incidente es monocromática, la absorción del disolvente es insignificante en comparación con la



Tabla 3-2



C o l o r e s y c o l o r e s c o m p l e m e n t a r i o s del e s p e c t r o v i s i b l e '



L o n g i t u d de onda (nm)



Color a b s o r b i d o



Color complementario



350-430



Violeta



Amarillo-azul



430-475 475-495



Azul



Amarillo Naranja



505-555



Verde-azul Azul-verde Vorde



555-575 575-600



Amarillo-verde Amarillo



Violeta Azul



600-650 650-700



Naranja Rojo



Verde-azul Azul-verde



495-505



Rojo Morado



ina solución absorbe luz de un cierto color (segunda columna). observado de la solución es el color complementario (tercera columna) De Kaplan LA. Pesce AJ: Clinical Chemistry: Theory, Análisis and Correlation { St. Louis, Mosby, 1989, con permiso.
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absorbencia del soluto, la concentración del soluto se encuentra dentro de limites lineares, y no se produce una reacción quimica entre las moléculas de interés y otras moléculas de soluto o de disolvente



Fluoruro de magnesio



Componentes de un espectrofotómetro Los componentes básicos de un espectrofotómetro consisten en una lámpara de excitación, una rendija de entrada, el monocromador, la unidad analítica o cubeta y el fotodetector (Fig. 3-1). Una lámpara de excitación proporciona radiación electromagnética c o m o luz visible, infrarroja o UV, que pasará a través del monocromador para separarse en longitudes de onda individuales. La luz de una determinada longitud de onda se hace incidir sobre la cubeta que contiene la solución de la que se quiere medir la absorbancia. Para trabajar en los rangos de la luz visible o del infrarrojo próximo, las lámparas de cuarzo de halógeno o de tungsteno son buenas fuentes de energía radiante. Para el ultravioleta se encuentran disponibles varios tipos de lámparas de vapor. Una de las lámparas más usadas es la lámpara de hidrógeno. Una lámpara de mercurio es menos práctica debido a que posee un espectro de emisión irregular. Una lámpara de xenón proporciona una luz brillante que es ideal para aplicaciones que necesitan una rendija estrecha, pero no es apropiada para una aplicación de rutina, debido a los problemas resultantes de la luz inespecífica. Para la espectrofotometría de infrarrojos, una barra de carburo de silicona calentada a 1.200 "C funciona bien. A menudo se insertan lentes colimadoras entre la lámpara de excitación y la rendija de entrada para enfocar la luz en un haz de rayos paralelos. La función de la rendija de entrada es reducir la luz inespecífica y prevenir que la luz dispersada entre en el monocromador. Si se permitiese a la luz inespecífica que pasase por la unidad analítica, causaría una desviación de la ley de Beer-Lambert. El resultado daría un error significativo en la medida. Un monocromador es un instrumento que produce luz de longitudes de onda específicas a partir de una fuente de luz. Los tipos de monocromadores incluyen prismas, redes de difracción y filtros de interferencia. Los prismas son piezas de cristal, cuarzo o cloruro sódico. Cuando la luz blanca incide sobre un prisma, se dispersa para formar un espectro debido a los distintos ángulos de refracción de las distintas longitudes de onda en la interfase aireprisma. Las redes de difracción se hacen cortando pequeñas muescas en la superficie aluminada de una pieza plana de cristal. Estas muescas se cortan en un ángulo preciso y a distancias iguales entre ellas. Normalmente hay de 1.000 a 50.000 muescas por 2,54 c m . Cada una de estas muescas actúa como prisma para refractar la luz blanca y como rendija que produce su difracción en varios espectros. Cada espectro se encuentra a un ángulo distinto de la red. El más intenso de ellos se llama espectro de primer orden y es el que se emplea para la medida. Generalmente, las redes son capaces de una mayor resolución que los prismas. Además, las redes poseen la ventaja de cubrir todas las longitudes de onda esenciales, en contraste con los prismas de cristal, que no pueden utilizarse en la región ultravioleta. Gracias a que ahora pueden producirse redes de alta calidad de forma económica, la mayoría de los espectrofotómetros incorporan redes de difracción. Los filtros de interferencia se elaboran poniendo películas de plata semitransparentes a ambos lados de un dieléctrico como el fluoruro de magnesio (Fig. 3-2). Cuando incide la luz de forma perpendicular sobre la superficie plateada y penetra en el filtro, pasa por el dieléctrico y se refleja de la segunda
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Figura 3-1. Componentes de un espectrofotómetro de un solo haz. A, lampara excitadora; 6, rendija de entrada; C. monocromador; D, rendija de salida; E, cubeta; F, fotodetector: G. medidor.



Energía r a d i a n t e policromática



Espejo de pial:i semitransparente



Energia radiante monocromática



Espejo de plata



semitransparente



Figura 3-2. Un filtro de interferencia. (De Bender GT: Principies oí Chemical Instrumentation. Filadelfia, WB Saunders Company, 1987, con permiso.)



superficie plateada de nuevo a la primera. Este proceso se repite hasta que finalmente la luz se transmite a través del filtro y a la unidad analítica. Se producen interferencias constructivas y destructivas mientras la luz se refleja entre las películas de plata. Los filtros de interferencia permiten la transmisión de un 4 0 % a un 6 0 % de la luz incidente, con una amplitud de banda de entre 10 nm y 20 nm. Por definición, una amplitud de banda es el rango de longitudes de onda entre los puntos a los que la transmitancia tiene el valor de la mitad del máximo de transmitancia. El grosor del dieléctrico puede variarse para producir filtros de diferentes amplitudes de banda. La cúbela o unidad analítica contiene la solución de la que se mide la absorción. Las cubetas se hacen de cristal templado, de cristal de borosihealo, cuarzo o de plástico. Las cubetas de cristal blando son preferibles para las soluciones acídicas que no afectan el cristal. Las soluciones fuertemente alcalinas deberían medirse en cubetas de borosilicato debido a su elevada resistencia al álcali. Sólo el cuarzo y el plástico, que no absorben la radiación ultravioleta, son apropiados para longitudes de onda inferiores a los 320 nm. Una cubeta rectangular, que presenta una superficie plana a la luz incidente, tiene menos pérdida de energia radiante, debido a la reflexión, que una cubeta redonda. Para el trabajo ordinario, esta pérdida no suele ser significativa, siendo de alrededor de un 4% de la energia incidente para la mayoría de las cubetas redondas. La entrada de luz del ambiente dará lugar a errores en la medida. Debería emplearse una pantalla que elimine la luz cuando se toman medidas espectrofotomélricas. Los tipos de fotodetectores incluyen capas protectoras, fototubos, tubos fotomultiplicadores (PMT) y una variedad de fotodetectores semiconductores. Todos estos dispositivos utilizan materiales fotosensibles en sus cátodos que liberan electrones cuando se exponen a la energia de la luz. Los ánodos atraen o recogen los electrones emitidos por el cátodo. Si se suministra un circuito eléctrico cerrado, estos electrones ubres producen corriente. Las capas protectoras generan su propia salida eléctrica directamente de la energía lumínica y no necesitan una fuente externa de energia. El setenio recubierto de plata funciona como un electrodo negativo, mientras que la base de hierro funciona como electrodo positivo. El espectro de respuesta de una capa protectora se encuentra en el rango de 380 nm a 700 nm. Estas unidades se encuentran en modelos antiguos de colorímetros y espectrofotómetros. El ampliamente usado fototubo tiene una superficie curva de material fotosensible que funciona como cátodo y un tubo fino de carga positiva que funciona como ánodo. Una limitación del fototubo es que genera una fotocorriente pequeña. El PMT consiste en un cátodo emisor de luz, un ánodo y una serie interna de dínodos multiplicadores de electrones . Muchos PMT tienen de 9 a 16 dinodos fotosensibles (Fig. 3-3). Todos estos componentes se encuentran en el interior de un tubo de cristal vacío. Cuando la energía radiante incide sobre el cátodo, los electrones emitidos son atraídos por el primer dínodo adyacente. Al chocar con el dínodo. cada electrón causa la emisión de varios otros electrones. Los electrones emitidos del primer dínodo serán atraídos por el segundo dinodo, donde se repite el mismo ciclo de emisión Este proceso continúa a través de toda la serie de dinodos, resultando en una multiplica-
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Cátodo L u z d e la muestra



Tubo tbiomiiltiplicador Figura 3-3. Esquema de un tubo fotomultiplicador. (De Simonson MG: En Kaplan LA. Pesce AJ [eds.j: Nonisotropic Alternatives to Radioimmunoassay. Nueva York. Marcel Dekker. 1981. con permise)



ción del número de electrones hasta que se alcanza el ánodo. El factor de amplificación que consigue un PMT puede llegar a 1 0 . Gracias a su elevada sensibilidad y rápida respuesta, toda la luz inespecífica y del ambiente debe mantenerse apartada del PMT para evitar que se queme la señal. Los detectores semiconductores, incluyendo fotorresistores, fotodiodos y fotolransistores, prácticamente han reemplazado a los fototubos convencionales en los instrumentos de laboratono modernos. Un semiconductor se emplea en un circuito eléctrico para regular la corriente cambiando su resistencia interna. Esto se consigue cambiando la diferencia de potencial en la junta semiconductora. A diferencia de los semiconductores convencionales, que responden a cambios de voltaje, los fotodetectores semiconductores responden a cambios de diferencia de potencial resultantes de la absorción de energía radiante. Espectrofotómetro
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En un sistema de doble haz la luz monocromática de uno o dos monocromadores idénticos pasa a través de un compartimiento de referencia y otro con la muestra. La intensidad de estos dos haces de luz se mide a continuación, por uno o dos fotodetectores. La intensidad del haz de la muestra se compara con el de referencia como una relación. Los diseños de doble haz incluyen formas de doble haz en el espacio y de doble haz en el tiempo. En un espectrofotómetro de doble haz en el espacio (Fig. 3-4) la luz se dirige hacia delante en dos direcciones. Un haz de luz está dirigido hacía la cubeta con la muestra, mientras que, simultáneamente, el otro se dirige hacia la cubeta de referencia. Este sistema compensa los cambios en la intensidad de



Л1 amplificador



la fuente de luz. Sin embargo, los fotodetectores pueden envejecer de distintas maneras, resultando en diferentes respuestas. Este diseño, ademas, no compensa la fluctuación en la salida del fotodetector. En un espectrofotómetro de doble haz en el tiempo (Fig. 3-5) el haz de luz se divide mediante una hélice rotatoria, que presenta alternativamente un espejo y una apertura. Un haz pasa a través de la muestra y el otro a través de una solución de referencia o un blanco. La apertura de la hélice hace pasar el haz directamente por un lado, mientras que la parte con el espejo refleja el haz por el segundo camino. Cada haz, que consiste en un pulso de radiación electromagnética separado en el tiempo por un intervalo oscuro, se dirige sobre un fotodetector. La salida del detector es una corriente alterna que tiene una amplitud proporcional a la diferencia de intensidad de ambos haces. Para producir una curva del espectro de absorbancia se emplea un motor unido a la red de difracción. Se gira lentamente en el haz de luz para que la luz de diversas longitudes de onda pase secuencialmente por la rendija de salida del monocromador. La luz pasa por el compartimiento de la cubeta en sucesión. Los estudios espectrales requieren una resolución adecuada para su interpretación. Para resolver los picos de absorción la amplitud de banda debe ser corta (Fig. 3-6). A menudo, un pico muy intenso y estrecho puede ser característico de un compuesto. Este pico puede perderse por completo si se emplea una amplitud de banda ancha. Es posible usar, como un control de calibración, casi cualquier sustancia que posea una curva espectral de absorbencia.
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Figura 3-4. Diseño de un espectrofotómetro de doble haz en el espacio. A. lámpara excitadora; 6, espejo: C. rendijas de entrada; D. monocromadores; E, rendijas de salida: F. cubetas; G, fotodetectores; H. medidor.



Figura 3-5. Diseño de un espectrofotómetro atómico de absorción de doble haz en el tiempo. A. lámpara de cátodos vacía; B, espejo parcialmente plateado. C. hélice; D y E, espejos: F. llama; G. espejo parcialmente plateado: H. rendija; /. red de difracción: J. rendija. K. fotodetector
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Es una costumbre segura calibrar más de una longitud de onda en cualquier espectrolotómetro. El didimio es un material de calibración que se halla disponible de forma comercial Su pico de absorción principal se encuentra en los 500 nm, y existen cuatro máximos de longitud de onda que pueden elegirse como puntos de calibración. Olro material de calibración ampliamente utilizado es el cristal de óxido de holmio. Posee unos diez picos de absorción agudos. Dos longitudes de onda utilizadas con frecuencia son de 360 nm y 536 nm. Así, una ventaia de utilizar este filtro es que el espectrofotometro puede calibrarse cerca de la región del UV. Con la introducción de los circuitos integrados y los microprocesadores se ha hecho común el diseño de especlrofotómetros que realizan una variedad de cálculos, ciclando a través de secuencias programadas, e incluso, monitonzan automáticamente su funcionamiento. Además, se tiende de nuevo a los instrumentos de un solo haz porque los microprocesadores pueden almacenar datos de referencia y compensar continuamente las variaciones. Estos nuevos instrumentos son compactos, más rápidos y más precisos.



nético, y este estado electrónico se llama estado de triplete. La vida media de los estados de triplete oscila entre 1 0 a 10 segundos (Willard, 1988). La emisión de la luz de un estado de triplete excitado se denomina fosforescencia. La quimioluminiscencia difiere de otros tipos de luminiscencia, fluorescencia y fosforescencia en que la energia de excitación proviene de una reacción química o electroquímica y no de la fololuminación. La propiedad que la quimioluminiscencia comparte con la fluorescencia es el estado de singlete excitado del que se genera la emisión de la luz. La quimioluminiscencia implica la oxidación de un compuesto orgánico (luminol, isoluminol. ester de acndinio o luciferina) por un oxidante (peróxido de hidrógeno, hipoclorito u oxigeno). Estas reacciones de oxidación se producen en presencia de catalizadores, como pueden ser enzimas (fosfatasa alcalina, peroxidasa de rábano o microperoxidasa), iones de metal (complejos de ftalocianina con C u o Fe ') y hemina. Los productos excitados que se forman en la reacción de oxidación producen quimioluminiscencia al volver al estado de singlete. El resto de este estudio se enfocará en la fluorescencia, el más común de estos tres procesos en las aplicaciones de un laboratorio clinico. J
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Espectrofotometría de emisión y absorción atómica La espectrofotometría de emisión (fotometría de llama) y de absorción atómica se describen en ediciones anteriores de este libro (Henry, 1996). Los fotómetros de llama no se suelen usar actualmente en los laboratorios clínicos y los métodos de absorción atómica ahora se limitan prácticamente al análisis de metales como el plomo en laboratorios especializados en toxicologia.



Componentes de un fluonmetro Los instrumentos diseriados para la medida de fluorescencia poseen los siguientes componentes básicos: una fuente de luz, un monocromador de excitación (primario), una cubeta, un monocromador de emisión (secundano) y un fotodetector (Fig. 3-7). La lámpara de excitación es una fuente de luz de



Espectroscopia de luminiscencia molecular (fluorimetría) La luminiscencia se basa en la energia de intercambio que se produce cuando algunos compuestos absorben radiación electromagnética, se excitan y vuelven a un nivel energético superior o igual a su nivel original. Debido a que parte de la energia se pierde antes de la emisión desde el estado excitado, por la colisión con el disolvente o con otras moléculas, la longitud de onda de la luz emitida es mayor que la de la luz de excitación. La mayoría de las moléculas que no están cargadas poseen números pares de electrones en su estado basal. Los electrones llenan órbitas moleculares por pares, con su rotación en sentido opuesto. No pueden detectarse energías electrónicas en estos patrones de rotación al aplicar un campo magnético, y este estado electrónico se denomina estado de singlete. De forma similar, si un electrón es excitado por una radiación electromagnética, su rotación sigue emparejada con el estado basal. crea un estado de singlete excitado. La duración del estado de excitación es la media de tiempo que una molécula permanece excitada antes de la emisión de luz. Para un estado de singlete excitado, la vida media del estado excitado es del orden de 1 0 ' a 1 0 segundos. La emisión de luz de un estado de singlete excitado se llama fluorescencia. Cuando la rotación de los electrones en el estado excitado se encuentra desparejada, los niveles energéticos del electrón se dividirán si se aplica un campo mag6
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Figura 3-7. Componentes de un lluorimetro (De Bishop ML. Duben-Engelkirk JL. Fody EP: Clinical Chemistry: Principles, Procedures, Correlations. Filadelfia. JB Lippincott Company. 1992, con permiso.)
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Fuente de lu/ Figura 3-8. Organización óptica de la nefelometría y la turbidimetría. (De Bishop ML. Duben-Engelkirk JL. Fody EP: Clinical Chemistry: Principies. Procedures. Correlalions. Filadelfia. JB Lippincott Company. 1992, con permiso.)
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alta intensidad, como una lámpara de vapor de mercurio o una lámpara de arco de xenón. Los instrumentos sencillos utilizan lámparas de vapor de mercurio que no requieren un suministro especial de potencia. Las lámparas de vapor de mercurio producen lineas de resonancia intensas y discretas, que no son mejores para compuestos con bandas de absorción en longitudes de onda que no coincidan con estas bandas de emisión. Para estos compuestos, resultan apropiadas las lámparas de arco de xenón que producen un espectro intenso y continuo entre 300 nm y 1.300 nm. Eslas lámparas se usan en casi todos los espectrofotolluorimetros comerciales. En las medidas de fluorescencia, la luz emitida se detecta en un ángulo recto con respecto a la luz incidente para eliminar la interferencia potencia de la señal de excitación. Se necesitan fototubos o tubos fotomultiplicadores para hacer las medidas de fluorescencia, porque, generalmente, las señales son de baja intensidad. Una ventaja de la fluorescencia es su extremadamente elevada sensibilidad, que es aproximadamente de 100 a 1.000 veces la de las medidas de absorbancia. Para las aplicaciones que requieren una elevada sensibilidad y para las que se conocen las propiedades espectrales del Huoroloro. un simple fluorimetro puede ser la mejor solución. Las medidas de fluorescencia se ven afectadas por variables como la dispersión de la luz. el autoapagamiento, la autoabsorción y los cambios en la temperatura y el p H . La dispersión de la luz de excitación en el fotodeteclor puede producirse incluso con el detector posicionado en un ángulo recto con respecto a la luz incidente. A medida que la absorbancia en una muestra con una elevada concentración de lluoróforo aumenta, se absorbe más luz de excitación antes de que alcance las moléculas que se encuentran en el centro de la cubeta. Este proceso se llama auto-apagamiento y resulta en menos fluorescencia desde el centro de la cubeta. De forma similar, si la concentración del fluoróforo es elevada, la emisión de luz desde el centro de la cubeta puede absorberse antes de que salga de la muestra. Este tipo de apagamiento se llama autoabsorción. Finalmente, a concentraciones elevadas, algunos fluoróforos pueden formar complejos con ellos mismos o con otras moléculas. En ambos casos, estos complejos dan lugar a un descenso de la intensidad de fluorescencia.



Nefelometría Dos métodos útiles disponibles para medir la concentración de una solución que contiene partículas demasiado grandes para la espectroscopia de absorción son la nefelometría y la turbidimetría. Estos métodos pueden ser apropiados para ensayos cuantitativos que usan complejos antígeno-anticuerpo o para medir la cantidad de proteínas en fluidos. Para entender los principios de la nefelometría y la turbidimetría debe repasarse la idea de la dispersión de la radiación por parte de partículas en solución. Cuando un haz de luz colimado incide sobre una suspensión de partículas, porciones de la luz se absorben, reflejan, dispersan y transmiten. La nefelometría es la medida de la dispersión de la luz por una solución de partículas. Se pueden distinguir tres tipos de dispersión de luz en función del tamaño relativo de la longitud de onda (Gauldie, 1981). Si la longitud de onda (X) déla luz es mucho mayor que el diámetro (d) de la partícula, donde d < 0.1 I, la dispersión de la luz es simétrica alrededor de la partícula. La mínima dispersión de luz se produce a 90° del haz incidente y fue descrita por Rayleigh (Rayleigh, 1885). Si la longitud de onda de la luz es mucho menor que el diámetro de la partícula, donde d >10 /.. la luz se dispersa hacia delante debido a la dispersión trasera desfasada, descrita por la teoría de Mié. Si la longitud de la onda es aproximadamente igual que el tamaño de la partícula, se dispersa más luz hacia delante que en las demás direcciones, c o m o define la teoría de Rayleigh-Debye. Una aplicación frecuente de la nefelometría es la medida de reacciones antígeno-anlicuerpo. Debido a que la mayoria de complejos antigeno-anticuerpo poseen un diámetro de 250 nm a 1.500 nm y las longitudes de onda empleadas son de 320 nm a 650 nm. la dispersión de la luz es esencialmente del tipo RayleighDebye.



Componentes de un nefelómetro Un nelelómetro típico consiste en una fuente de luz, un colimador, un monocromador, una cubeta de muestra, un protector de luz y un fotodetector. La luz dispersada por las partículas se mide a un ángulo, normalmente de 15 a 90° con respecto al haz incidente sobre la cubeta. En la Figura 3-8 se muestran dos organizaciones ópticas posibles para un nefelómetro. La dispersión de la luz depende de la longitud de onda y el tamaño de la partícula. Para macromoléculas con un tamaño parecido o mayor que la longitud de onda de la luz, la medida de la dispersión de la luz hacia delante aumenta la sensibilidad de la nefelometría. Las fuentes de luz incluyen las lámparas de arco de mercurio, lámparas de filamento de tungsteno, diodos de emisión de luz y láser. ?



Fluorímetros más utilizados A pesar de ser generales, los fluorimetros multifuncionales siguen siendo los más utilizados; la mayoría de las aplicaciones de fluorescencia se encuentran en instrumentos modificados para cumplir con las necesidades de la aplicación. Por ejemplo, el Abbott TD, (Abbott Laboratories, Abbott Park. IL) está basado en la polarización de la fluorescencia. En este método, un filtro polarizante produce luz polarizada verticalmente, que se usa para excitar la muestra. La luz emitida está parcialmente despolarizada dependiendo de la cantidad de rotación que se produce en las moléculas de la muestra. La luz emitida pasa a través de otro filtro polarizante, que polariza la luz en un plano vertical. La luz polarizada por el primer filtro es rotada 90 , y se toman medidas para conocer la despolarización. Las moléculas que rotan rápidamente emiten más luz despolarizada. Se esperaría que los fluoróforos grandes o los fluoróforos unidos a macromoléculas rotasen más despacio, y por tanto, que estuvieran menos despolarizadas y produjeran menos señal. Por este motivo, las moléculas pequeñas como drogas a menudo se miden mediante la polarización de fluorescencia. 9



El láser produce una luz estable, casi perfectamente monocromática y de una pequeña amplitud de banda. Emite una energia radiante que es coherente, paralela y polarizada. Un haz de láser se puede mantener en forma de cilindro estrecho de sólo unas mieras de diámetro (Willard. 1988). Una lámpara típica de helio-neón consiste en un electrodo que bombea helio (cátodo) y un núcleo vacio de cristal láser rodeado por un tubo de plasma de láser (ánodo). Tanto el tubo de plasma como el núcleo están llenos de gas de helio y neón libres. La descarga eléctrica entre el cátodo y el ánodo está contenida en el núcleo hueco de cristal para mantenerla concentrada y conseguir la máxima energia de transferencia posible Se colocan dos espejos en los
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extremos del tubo de láser: uno de ellos es completamente reflectante, mientras que el otro es parcialmente transparente. Cuando se carga el electrodo, los átomos de helio se excitan y pasan a un estado energético superior y entonces transfieren esta energía a los átomos de neón por colisión. A su vez. los átomos de neón excitados emiten fotones. Los fotones rebotan entre ambos espejos, estimulando otros átomos, de modo que emiten más fotones, dando así un proceso de amplificación. La luz amplificada finalmente emerge como un rayo láser a través del espejo parcialmente transparente. Con este haz monocromático de alta intensidad se ha obtenido un importante aumento en la sensibilidad con respecto a los instrumentos convencionales. Las desventajas de las fuentes de láser son el coste, los requisitos de segundad y enfriamiento y la disponibilidad limitada de longitudes de onda.



Nefelómetros más utilizados Actualmente, la única aplicación más utilizada de la nefelometría es la medida de los complejos antígeno-anticuerpo formados en los inmunoensayos enzimáticos. Un nefelómetro típico de esta categoría es el Beckman Array 360 Protein'Drug System (Beckman Coulter, Brea, CA). Este instrumento mide la formación de productos de inmunoprecipitación insolubles resultantes de la combinación de un antígeno específico con un determinado anticuerpo. El modelo Array permite acceso directo, el análisis totalmente automatizado de muchas proteínas como apolipoproteinas, inmunoglobulinas, prealbúmina y drogas terapéuticas como la teofilina.



Turbidimetría La turbidimetría es la medida de la reducción en la transmisión de la luz causada por la formación de partículas. Se detecta la luz transmitida hacia delante. La cantidad de luz absorbida por una suspensión de partículas depende de la concentración de la muestra y el tamaño de la partícula. Las soluciones que requieren una cuantificación por turbidimetría se miden empleando los fotómetros visibles o espectrofotómetros visibles (véase Fig. 3-8). Se ha conseguido una elevada sensibilidad mediante fotodetectores que pueden cuantificar pequeños cambios en las señales. Una sensibilidad comparable con la de la nefelometría puede conseguirse empleando longitudes de onda bajas y espectrofotómetros de alta calidad. Existen muchas aplicaciones clínicas para la turbidimetría. Vanos analizadores microbiológicos miden la turbidez de la muestra para detectar el crecimiento bacteriano en cultivos en suspensión. La turbidimetría se emplea rutinariamente para medir la sensibilidad a antibióticos de estos cultivos. En los analizadores de coagulación, las medidas de turbidimetría detectan la formación de coágulos en las cubetas. Los ensayos de turbidimetría han estado disponibles desde hace tiempo en la química clínica para cuantificar la concentración proteica de fluidos biológicos, como la orina y el liquido cefalorraquídeo (LCR).



Refractometría La refractometría se basa en la refracción de la luz. Cuando la luz pasa de un medio a otro, el haz de luz cambia su dirección en la inferíase si su velocidad en el segundo medio es diferente de la del primero. La habilidad de una sustancia para desviar la luz se llama refractividad. La refracfividad de un líquido depende de la longitud de onda de la luz incidente, de la temperatura, de la naturaleza del medio liquido y de la concentración del soluto disuelto en el medio. Si se mantienen constantes los tres primeros factores, la refractividad de una solución es una medida indirecta de la concentración total del soluto. La refractometría se ha aplicado a diversas medidas, por ejemplo, la concentración de proteínas en suero, la gravedad especifica de la orina (véase Cap. 18), y el eluido de una cromatografía liquida de alta resolución.



Osmometría La osmometría es la medida de la osmolalidad de una solución acuosa como el suero, plasma u orina. A medida que se añaden partículas osmóticamente activas a una solución causando un incremento de la osmolalidad, otras cuatro propiedades de la solución se ven afectadas. Estas propiedades son la presión osmótica, el punto de ebullición, el punto de congelación y la presión de vapor. Se denominan propiedades coligativas de la solución por-



que pueden estar relacionadas entre ellas y con la osmolalidad. A medida que aumenta la osmolalidad de una solución, 1) la presión osmótica aumenta, 2) e punto de ebullición aumenta, 3) el punto de congelación disminuye y 4) la presión de vapor disminuye. La osmometría se basa en medir los cambios de las propiedades coligativas de las soluciones que se producen como consecuencia de las variaciones en la concentración de partículas. La osmometría del descenso del punto de congelación es el método más utilizado para la medida del cambio de las propiedades coligativas de una solución. Asi, sólo se describen con detalle los componentes de un osmómetro de punto de congelación. Un osmómetro de punto de congelación consiste en una cámara para la muestra que contiene un agitador y un termistor conectado al sistema de lectura. La muestra se enfría rápidamente vanos grados por debajo de su temperatura de congelación en una cámara de refrigeración que contiene un anticongelante. A continuación se agita la muestra para iniciar la congelación. A medida que se forman los cristales de hielo, se libera calor de fusión de la solución. La velocidad con que se libera este calor de fusión del hielo que se está formando alcanza el equilibro con el ritmo de eliminación del calor por parte de cámara. Esta temperatura de equilibrio, conocida como punto de congelación de la solución, permanece constante durante varios minutos una vez que se alcanza. Este punto de congelación es detectado por el termistor. y la osmolalidad de la muestra se convierte en unidades de miliosmoles por kilogramo de agua. Los osmómetros de punto de congelación utilizados de forma común incluyen el Micro Osmette y el Osmette II (Precisión Systems Inc.. Natick. MA). El modelo de Micro Osmette mide muestras de un volumen de 50 pl, mientras que el Osmette II mide muestras de 200 pl de volumen. Ambos modelos poseen un tiempo de medida de 180 segundos.



Citometría de flujo La citometría de flujo mide algunas de las propiedades de células en suspensión moviéndose en un medio fluido. Todas las células pasan de forma individual por un punto de medida, donde son interceptadas por un haz de láser de argón. La luz transmitida consiste en pulsos de luz dispersada (hacia delante y en un ángulo de 90 ) y de luz fluorescente. Los impulsos de luz se dirigen mediante lentes y se enfocan sobre los tubos fotomultiplicadores correspondientes. Una señal análoga del tubo fotomultiplicador se convierte en una señal digital que puede ser empleada por un sistema informática para su cuantificación. 9



Componentes de un citómetro de flujo Un citómetro de flujo típico basado en láser incluye un sistema de transporte celular, una fuente de luz láser, una cámara de flujo, filtros monocromáticos, lentes, espejos dicroicos, tubos fotomultiplicadores y un ordenador para el análisis de datos (Figura 3-9). Las muestras que se van a analizar se preparan dependiendo de la fuente y se resuspenden en un medio. Las alícuotas de suspensión celular se introducen en la cámara de flujo mediante un sistema de presión. A medida que las células pasan por la cámara de flujo, se rodean de un líquido de baja presión. Este flujo de líquido externo crea un flujo laminar que mantiene la muestra en el centro y resulta en la alineación individual de las células de la muestra. Este proceso se conoce como enfoque hidrodinámico. A continuación cada célula de la muestra es interceptada por un haz de rayo láser. La dispersión directa de la luz es proporcional al tamaño de la célula y la dispersión lateral o de 90° se relaciona con el grado de reflexión interna, como la granularidad celular. Si las células están marcadas con los fluorocromos apropiados, pueden medirse las señales fluorescentes proporcionales a la cantidad de señal unida. Los fluorocromos comerciales están disponibles en todo el rango del espectro ultravioleta y visible. Los espectros de emisión y absorción de cada fluorocromo y la longitud de onda de la luz de excitación deben evaluarse con cuidado para asegurar la diferenciación entre la medida de la longitud de onda de emisión y de excitación. La dispersión directa de la luz (hacia delante) se dirige hacia el fotodetector de dispersión directa. En un ángulo recto con respecto al haz de láser se encuentran unos espejos que dividen la dispersión lateral entre los tubos fotomultiplicadores restantes (detector de dispersión lateral y detectores de fluorescencia). El análisis de las señales simultáneas de la dis-
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Figura 3-9. Componentes de un citómetro de flujo y de un separador de células (De Ward KM. Lehmann CA. Leiken AM: Clinical Laboratory Instrumentation and Automation: Principles. Applications, and Selection. Filadelfia. WB Saunders Company. 1994, con permiso.)



persión de la luz directa y lateral permite la separación de granulocitos, monocitos y linfocitos en función de su tamaño y complejidad. La separación electrónica y el análisis de las diferentes salidas de los canales de fluorescencia ayudan a delinear la subpoblaciones celulares deseadas en función de la sonda retenida. Los citómetros de flujo pueden diseñarse como separadores celulares (véase Fig. 3-9), en los que las células de interés se identifican electrónicamente y se les da una carga eléctrica. Debido a la velocidad con la que pueden identificarse las gotas que contienen las células deseadas, se las puede cargar eléctricamente con un pulso de voltaje mientras se encuentran en el flujo antes de entrar en el campo eléctrico y desviarse a unos tubos de recolección para su posterior análisis. Las células no deseadas no se cargan y no se desvian al pasar por el campo eléctrico.



Citómetros de flujo más utilizados La aplicación de la citometría de flujo en los laboratorios clínicos y de investigación ha sido muy amplia. Los citómetros de flujo modernos de alta velocidad pueden trabajar con 70.000 eventos por segundo. Los análisis de múltiples parámetros incluyen el número de células, tamaño celular y presencia de marcadores de superficie y citoplasmálicos. Los fluorocromos con diversas longitudes de onda de excitación y de emisión y su conjugación con anticuerpos monoclonales han contribuido a la amplia aplicación de la citomelría de flujo al inmunofenotipaje de leucemias, linfomas y monitohzación del estado mmunológico. La citometria de flujo también puede utilizarse para el análisis de ciclo celular mediante la tinción de las células con un compuesto fluorescente como el yoduro de propidio que se une al A D N , y mediante la cuantificación del número de células en los diferentes



estadios del ciclo celular (Coons, 1991). Un citómetro de flujo típico de un laboratorio clínico es el FACScan (Becton Dickinson, San José, CA) que tiene un láser de 15-mW. Este modelo combina el alto rendimiento de instrumentos mayores con un diseño compacto y una relativa facilidad de manejo, haciéndolo práctico para el uso clínico. Un modelo modificado del FACScan que es capaz de separar células es el FACSort. La citometria de flujo se ha aplicado con éxito a los analizadores hematológicos. El Technicon H-3 (Bayer Corp., Tarrytown, NY) emplea la técnica de citometria de flujo y puede realizar recuentos completos de glóbulos rojos, glóbulos blancos y plaquetas, además de realizar un diferencial en cinco partes para los leucocitos



Conductomelría y r e s i s t e n c i a La conductometha es la medida de corriente eléctrica que existe entre dos electrodos no polarizados con un potencial conocido. La corriente es directamente proporcional a la conductividad de la solución. Con un aumento de la conductividad, hay un aumento del flujo de la corriente. La conductividad de la solución es inversamente proporcional a su resistencia. La medida de la resistencia eléctrica se basa en el cambio en la resistencia eléctrica mediante una apertura cuando una partícula en un líquido conductor pasa a través de esta apertura. La resistencia eléctrica se usa principalmente en el laboratorio de hematología para enumerar leucocitos, eritrocitos y plaquetas (véase Cap. 24). En un instrumento de resistencia eléctrica típico de Coulter la sangre aspirada se divide en dos volúmenes diferentes para las medidas. Uno de los volúmenes se mezcla con un diluyente y se realizan los recuentos. A medida que pasa la sangre a través de la apertura, se produce una variación de la corriente eléctrica entre los electrodos cada vez
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que la atraviesa una célula. Esto produce un pulso de voltaje cuyo tamaño es proporcional al tamaño de la célula. El número de pulsos se relaciona directamente con el recuento de células. Las partículas que miden entre 2 fL y 20 fL se cuentan como plaquetas, mientras que aquellas que superan el valor de 36 fL se cuentan como eritrocitos. El otro volumen de sangre se mezcla con un diluyente y un reactivo citoquimico que lisa sólo los eritrocitos. Con las células restantes se realiza un recuento de leucocitos que pasan por la apertura. Las partículas superiores a 35 fL se cuentan como leucocitos. Entre los fabricantes de analizadores hematológicos, el líder ha sido Coulter durante mucho tiempo. La resistencia eléctrica sigue siendo la base de sus instrumentos de hematología actuales. El popular modelo Coulter STKS (Beckman Coulter. Brea. CA) fue introducido por primera vez en 1987. Este modelo realiza tres medidas simultáneas: resistencia volumétrica para determinar el tamaño celular, energia electromagnética de alta frecuencia para los componentes nucleares y dispersión de láser para determinar forma y complejidad. Los analizadores hematológicos Abbot Cell-Dyn 3500R y Cell-Dyn 4000 (Abbott Laboratories, Abbott Park, IL) integran el método de la resistencia y el método de la cilometía de flujo de dispersión de la luz para medir con precisión el número de leucocitos. El recuento de resistencia de leucocitos está libre de interferencias de los eritrocitos resistentes a la lisis. Sin embargo, la presencia de glóbulos rojos nucleados puede elevar falsamente este recuento de resistencia. El recuento óptico de los leucocitos se obtiene de la selección bidimensional de las células sanguíneas empleando una dispersión de la luz de múltiples ángulos. Se encuentra libre de interferencia de eritrocitos nucleados, pero se encuentra falseado por la presencia de eritrocitos resistentes a la lisis. Si difieren el recuento por resistencia y el óptico, el analizador genera una señal que describe la interferencia e informa del recuento apropiado obtenido por ambas técnicas.



Electroquímica La electroquímica implica la medida de la corriente o voltaje generado por la actividad de iones específicos. La electroquímica analítica para el laboratorio clínico incluye la potenciometria. la culombimetria y la amperometria. Potenciometria. La medida de potencial (voltaje) entre dos electrodos en una solución forma la base para una variedad de procedimientos para medir la concentración de analitos. Los potenciales eléctricos se producen en la interfase entre un melal e iones de ese metal en solución. Estos potenciales también existen cuando existen diferentes concentraciones de un ion separadas por una membrana semipermeable. Para medir el potencial del electrodo se necesita una fuente de voltaje constante que actúe como potencial de referencia. El electrodo de voltaje constante se llama electrodo de referencia. La concentración de los iones en solución puede calcularse a partir de la diferencia de potencial obtenida entre ambos electrodos. El potencial celular se relaciona con la concentración molar mediante la ecuación de Nernst: /•. = / ; ' - ( 0 , 0 5 9 / r ) l o g ( C , / C , ) í(
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donde E = potencial de la célula medido a 2 5 ' C /.'• = potencial de reducción estándar z = número de electrones implicados en la reacción C, - concentración molar de la forma oxidada C = concentración molar de la forma reducida w



Si una de las concentraciones (oxidada o reducida) es conocida, la concentración desconocida puede calcularse a partir de la ecuación mencionada. Electrodos de referencia. Se encuentran disponibles distintos tipos de electrodos. Éstos incluyen el electrodo de hidrógeno estándar.el electrodo de calomel saturado y el electrodo de plata-cloruro de plata. El electrodo de hidrógeno estándar es el estándar internacional, pero no suele utilizarse en el trabajo habitual, ya que se encuentran disponibles otros tipos más convenientes con tampones de calibración disponibles. Los electrodos de calomel saturados son ampliamente utilizados como electrodos de referencia. Sin embargo, se vuelve inestable a altas temperaturas (>80 'C) en cuyo caso debería emplearse el electrodo de plata-cloruro de plata.



Electrodo ion-específico. Un electrodo ion-especifico (ISE) es un transductor electroquímico capaz de responder a un ion determinado. Un ISE es muy sensible y selectivo para el ion que mide. Un ISE consiste en una membrana que separa una solución de referencia y un electrodo de referencia de la solución que se quiere analizar. La complejidad del diseño del electrodo ion-especifico depende de la composición de la membrana que determina la especificidad iónica. Muchos tipos de ISE están disponibles, incluyendo el electrodo de cristal, el electrodo de membrana liquida, el electrodo de membrana impregnada con precipitado, el electrodo de fase sólida, el electrodo de gas y el electrodo enzimático. Electrodo de pH. Los electrodos de cristal fueron los pnmeros y siguen siendo los electrodos más comunes para medir la actividad de iones de hidrógeno (pH o log negativo de la concentración de iones de hidrogeno) Un electrodo de pH consta una pequeña bombilla compuesta de capas de cristal hidratado y no hidratado que contiene una solución tamponada de iones cloruro Un electrodo interno, generalmente de plata-cloruro de plata, sirve como electrodo de referencia. Una teoría sugiere que los iones de sodio del cristal hidratado salen. Los iones de sodio poseen un gran radio iónico. Las muestras que contienen iones de hidrógeno, que poseen un radio iónico más pequeño, sustituyen a los iones de sodio. El resultado es un incremento nelo del potencial de membrana externo Este potencial se propaga a través de la membrana a la superficie interna del cristal hidratado. Los iones cloruro del tampón interior responden migrando a la capa interna de cristal. Los potenciales generados en el electrodo de pH se refieren al electrodo extemo de referencia (calomel saturado), y la diferencia o cambio se expresa como unidades de pH. Electrodo de Peo.. El electrodo de Pco es un electrodo de pH contenido en un recipiente de plástico. Este recipiente de plástico está lleno de un tampón de bicarbonato sódico y posee una membrana permeable al gas (teflón o silicona) que cubre la apertura. Cuando la sangre completa que contiene C 0 disuelto, entra en contacto con la membrana de Teflón. el CO, de la sangre la atraviesa y se mezcla con el tampon. Se produce una reacción química, mostrada a continuación, que resulta en un descenso de pH. La actividad del ion hidrógeno se mide mediante un sistema potenciométnco ind'cador del pH. 2
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Culombimetria y amperometria. La culombimetria es una medida química en la que el medidor se genera electroquímicamente y el resultado final se detecta por amperometria. La culombimetria se basa en la ley de Faraday, que relaciona la carga eléctrica (O), la corriente (í) y el tiempo (f) de acuerdo con la siguiente ecuación:
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La amperometria es la medida de corriente eléctrica en un único potencial aplicado. Estos dos pnneipios electroquímicos se combinan en el determinador culombimétrico empleado para la medida de la concentración de iones cloruro en los fluidos biológicos. Muchos laboratorios emplean el determinador culombimétrico (clorurómetro) para medir muestras de sudor, orina, y líquido cefalorraquídeo. Al medir el cloruro en una culombimetria. se aplica una corriente constante a través de dos electrodos de plata, que liberan iones de plata a la muestra a una velocidad constante. Los iones cloruro de la muestra se combinan con los iones de plata liberados para producir el cloruro de plata, que es insoluble. Una pareja de electrodos, indicador y de referencia, detecta el exceso de iones de plata y detiene la medida. El número de iones de plata liberados en la ionización, que es exactamente igual al de iones cloruro de la muestra, se puede detectar mediante la ley de Faraday: O = li =znF
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donde z = número de electrones implicados en la reacción /; = número de moles de analito en la muestra /-' = constante de Faraday (96.487 Cs/mol de electrones) Electrodo de P O . Los electrodos más utilizados para la detección de oxigeno emplean un sistema indicador amperométrico o una unidad electrolítica de detección de corriente. El electrodo de PO, utiliza una membrana permeable al gas, normalmente de polipropileno, que permite que el oxigeno disuelto la atraviese. Esta membrana además previene el paso de otros com-
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ponentes de la sangre, que podrían interferir con el electrodo. El oxigeno disuelto difunde a través de la membrana. Se mezcla en un tampón fosfato y reacciona con un cátodo de platino polarizado, dando como resultado la siguiente reacción: 0 + 2 H 0 + 4e - > 4 0 H ?
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Los electrones producidos cambian la comente que atraviesa la célula, y este cambio es directamente proporcional a la presión parcial del oxígeno présenle en la muestra. El ánodo de plata proporciona el electrodo oxidativo para completar el circuito. Voltametría. Las técnicas voltamétricas se emplean para medir la c o m posición de una solución basadas en la relación corriente-potencial en una unidad electroquímica cuando se varia el potencial. Las ventajas más importantes de los métodos de voltametría son su sensibilidad y la capacidad para medir múltiples elementos. Los limites de detección pueden alcanzar rangos de partes por billón para determinados analitos electroactivos. Mediante una selección cuidadosa de las condiciones y métodos de ensayo pueden medirse simultáneamente varios analitos en un solo estudio voltamétrico.



Analizadores electroquímicos más



utilizados



La electroquímica se ha aplicado a las medidas de pH y de una variedad de electrólitos y gases. El análisis electroquímico ha posibilitado el uso de volúmenes de muestra de microlitros y la detección de analitos con concentraciones entre 10" y 10 moles/1. Estas técnicas presentan un alto grado de precisión, facilidad de manejo y un tiempo de análisis sorprendentemente corto. Los ISE se han desarrollado con éxito para detectar álcalis y cationes alcalinos fisiológicamente importantes (p. ej., K\ N a ' , C a - . L i \ e H-). Muchos analizadores electroquímicos son sistemas de multicanal empleados para medir electrólitos y gases presentes en sangre. Algunos analizadores pueden configurarse de modo que incluyan la medida de analitos químicos adicionales. Un sistema típico es el Stat Profile M Analyzer (NOVA Biomedical. Waltham. MA). Este sistema está totalmente automatizado para medir electrólitos, gases de la sangre y otras medidas químicas adicionales (glucosa, lactato y nitrógeno de la urea sanguínea [BUN]). El rendimiento es de 35 muestras por hora, con un tamaño de muestra de 85 pl. Los tipos de muestra incluyen sangre completa, plasma y suero. El Radiometer ABL-625 [Radiometer America Inc.. Westlake, OH) emplea un electrodo de P o para medir la presión parcial de oxígeno. Los volúmenes de muestra son inferiores a los 100 pl. El tiempo de análisis para una muestra es menor de 2 minutos. 1



2
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Electroforesis La electroforesis es la separación de compuestos cargados basada en su carga eléctrica. Cuando se aplica un voltaje a una solución de sales (generalmente de cloruro sódico) se produce una corriente eléctrica debido al flujo de iones: los cationes hacia el cátodo y los aniones hacia el ánodo. La conductividad de una solución aumenta con la concentración iónica total. Cuanto mayor sea la carga neta de un compuesto disuelto, más rápido se mueve a través de la solución hacia el electrodo de carga opuesta. La carga neta de un compuesto, a su vez, depende del pH de la solución. Las separaciones mediante electroforesis a menudo requieren altos voltajes (de 50 V DC a 200 V DC): asi, el suministro eléctrico debería suministrar un voltaje DC constante en estos niveles. El tampón debe tener una fuerza iónica muy controlada. Un tampón diluido hace que se genere calor en la unidad, mientras que una fuerza iónica elevada no permite una buena separación de las fracciones. Un material de soporte muy utilizado para la electroforesis en sus aplicaciones clínicas incluye los geles de acetato de celulosa, agarosa y los geles de poliacrilamida. El volumen total de la muestra aplicado depende de la sensibilidad del método de detección. Para las aplicaclones clínicas puede aplicarse 1 pl de suero. Una vez completada la electroforesis, el medio de soporte se tiñe para identificar las diferentes fracciones. Las soluciones más empleadas para este paso de visualización incluyen el Amido Black, Ponceau S, Red 7B y el Sudan Black B. Para obtener un perfil cuantitativo de las fracciones separadas se realiza una densitometría del material teñido.
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Las aplicaciones más comunes de la electroforesis incluyen las proteínas del suero (véase Cap. 13). las hemoglobinas (Cap. 26), y las ¡soenzimas (Cap. 15). Las isoenzimas incluyen la creatina quinasa (CK), la lactato deshidrogenase (LD) y la fosfatasa alcalina (AP). Los fabricantes de instrumentos de electroforesis y de suministros fungibles incluyen a Beckman Coulter (Brea, CA) y Helena Laboratories (Helena Laboratories, Beaumont, TX).



Isoelectroenfoque Las proteínas son polímeros de aminoácidos que pueden ser aniones o cationes dependiendo del pH del ambiente. A un determinado pH, una proteína tendrá una carga neta de cero cuando la carga positiva y la carga negativa de sus aminoácidos se anulen entre sí. A este valor de pH, conocido como punto isoeléctrico (pl) de una proteína, la proteína es isoeléctrica. El isoelectroenfoque (IEF) es una técnica que se realiza de forma parecida a los métodos electroforéticos, excepto que las moléculas que se quieren separar migran a través de un gradiente de pH. Este gradiente de pH se crea añadiendo ácido al área del ánodo de la unidad electrolítica y añadiendo base al área del cátodo (Fig. 3-10). Se aplica una solución de anfolitos (mezclas de pequeños iones anfotéricos de distintos pl) entre ambos electrodos. Estos anfolitos tienen una distinta capacidad tamponadora en sus respectivos puntos isoeléctricos. Los anfolitos próximos al ánodo llevan una carga neta negativa. Cuando se aplica un voltaje eléctrico, cada anfolito migra rápidamente al área en el que el pH equivale a su punto isoeléctrico. Con su elevada capacidad tamponadora. los anfolitos crean zonas de pH estable para las proteínas que migran más despacio. La ventaja de las técnicas de isoelectroenfoque reside en su habilidad para resolver una mezcla de proteínas. Empleando anafolitos de rangos estrechos pueden identificarse macromoléculas que difieren en su punto isoeléctrico por sólo 0.02 unidades de pH. El isoelectroenfoque ha sido útil en la medida de isoenzimas de fosfatasa alcalina. Su aplicación también se ha extendido para detectar bandas de inmunoglobulinas oligoclonales en liquido cefalorraquídeo e isoenzimas de CK y AP en suero.



Densitometría La densitometría es básicamente una medida de absorbancia. Un densitómetro mide la absorbancia de la tinción en un medio de soporte. Los componentes básicos de un densitómetro incluyen una luente de luz, un monocromador, un carril móvil para analizar el medio en toda su extensión, un sistema óptico y un fotodetector. Las señales detectadas por el folodetector se relacionan con la absorbancia de la tinción de la muestra en el soporte, que es proporcional a la concentración de la muestra. El medio de soporte es recorrido por el haz de luz a un ritmo fijo para que pueda construirse un gráfico que represente las diversas medidas de densidad tomadas en distintos puntos. La mayoría de los densitómetros modernos poseen un integrador que encuentra el área debajo de la curva para que todas las fracciones de la muestra puedan cuantificarse. El Beckman Appraise (Beckman Coulter, Brea, CA) es un ejemplo de densitómetro ampliamente utilizado en el laboratorio clínico. Este modelo posee un sistema de manejo de la base de datos para la elaboración de informes e interpretación de los resultados de cada paciente.



Cromatografía La cromatografía es un método de separación basado en las diferentes interacciones entre los componentes de la muestra con la fase móvil y la fase estacionaria, a medida que los componentes migran a través de un medio de soporte. Los compuestos que interaccionen con más fuerza con la fase estacionaria se retienen durante más tiempo en el medio que aquellos que favorecen la fase móvil. Las técnicas cromatográficas se pueden clasificar de acuerdo con su fase móvil: cromatografía de gas y líquida. En la Figura 3-11 se muestra un cromatograma típico que representa la concentración de cada compuesto detectable que eluye de una columna en función del tiempo. El tiempo de retención (t„) es el tiempo que tarda un compuesto en eluir. Este valor es característico de un compuesto y se relaciona con la fuerza de su interacción, con la fase estacionaria y con la fase móvil. Así, el tiempo de retención puede emplearse para determinar la identidad de un compuesto. En este ejemplo, se separan dos compuestos y se representan sus tiempos de retención por (t„,) y (t ,). Estos son tiempos de retención sin corregir y se R;
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Figura 3-10. Isoeleclroenloque (véase texto). (De Schoefl LE. Williams RH: Principies ol Laboratory Instruments St. Louis, Mosby. 1993. con permiso.)
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miden a partir del tiempo de inyección, / = 0. La habilidad de una columna para separar dos compuestos depende de dos factores: 1) la diferencia de retención de ambos compuestos o factor de capacidad, K. y 2) la amplitud de sus picos, W . El valor de k' puede calcularse a partir de la siguiente ecuación: 5
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ambos factores de capacidad para calcular el factor de selectividad. Para medir la anchura del pico deben trazarse tangentes a los lados del pico hasta la base. La distancia entre las dos lineas intersecantes está representada por W . Para calcular el número teórico de placa (/V), se emplea la siguiente ecuación: t
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m



donde f„es el tiempo de retención de un compuesto no retenido t ' es el tiempo de retención corregido m
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Un número de placa no posee unidades, y cuanto mayor sea el valor de (/V) para una columna, mayor será la eficiencia de separación. Los efectos combinados de la eficiencia del disolvente y la eficiencia de la columna se expresan como la resolución (R ) de la columna: 5



Otra medida derivada del cálculo del factor de capacidad es el factor de selectividad (ex) o retención relativa de dos solutos. Se emplea una relación de
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Figura 3-11. Cromatograma de la separación de dos compuestos (véase texto para la explicación de los términos). (De Ravindranath B: Principles and Practice ot Chromatography. Nueva York. John Wiley & Sons, 1989, con permiso.)



CAPÍTULO 3



•



PRINCIPIOS DE INSTRUMENTACIÓN



71



Fligura 3-12. Componentes de un sistema de cromatografía de gases. G: cilindro de gas; PR1 y PR2: reguladores; PG; válvula de presión; NV: válvula para ajustar la tasa de (lujo del gas. (De Ravindranath B: Principles and Practice oí Chromatography. Nueva York. John Wiley & Sons. 1989. con permiso.)



La concentración de un compuesto desconocido se averigua a partir de la altura máxima (h) del pico y puede calcularse empleando un integrador o el método de estandarización interna.



Cromatografía de gases La cromatografía de gases (GC) es útil para los compuestos que son volátiles en su estado natural o que pueden convertirse con facilidad en una forma volátil. La GC ha sido un método ampliamente utilizado desde hace décadas gracias a su elevada resolución, bajos límites de detección, precisión y corto tiempo de análisis. Sus aplicaciones incluyen varias moléculas orgánicas, incluyendo muchas drogas (véase Cap. 17). La retención de un compuesto en una GC está determinada por su presión de vapor y su volatilidad, las cuales, a su vez, dependen de su interacción con la fase estacionaria. Dos tipos de fase estacionaria muy utilizados en la GC son un sólido absorbente (cromatografía de gas-sólido [GSC]) y líquidos que recubren soportes sólidos (cromatografía de gas-líquido [GLC]). En la GSC, el mismo material (generalmente aluminio, sílice o carbono activado) lunciona como fase estacionaria y como soporte. Aunque éste fue el primer tipo de fase estacionaria desarrollada, no tiene un uso tan extendido como otros tipos debido, principalmente, a la fuerte retención polar y la baja cantidad de solutos volátiles de la columna (Ravindranath, 1989). La GLC utiliza lases líquidas como polímeros, hidrocarburos, fluorocarburos. cristales líquidos y sales orgánicas volcánicas para recubrir el soporte de material sólido. La arena de diatomeas separada en rangos de tamaño apropiados se usa con frecuencia como fase estacionaria porque es una sustancia inorgánica estable. El uso de columnas capilares de sílice fundido, en las que la fase estacionaria está químicamente unida a la superficie interna de la columna, se está haciendo cada vez más popular entre los cromatógrafos. La ventaja de este tipo de columna es que la fase estacionaria no sale del soporte sólido y pasa al detector, y se consigue una capa monomolecular uniforme de fase estacionaria mediante el proceso de conjugación química. En la Figura 3-12 se ilustran los componentes de un sistema típico de GC. Su diseño básico consiste en cinco componentes: un cilindro de gas como fuente de fase móvil, un inyector de la muestra, una columna, un detector y un ordenador para la adquisición de datos. Estos sistemas pueden estar automatizados para dar al usuario una separación más precisa y eficiente. La fase móvil (gas de arrastre) empleada en la cromatografía de gases suele ser un gas inerte como el nitrógeno, helio, hidrógeno o argón. Otras sustancias empleadas como fase móvil incluyen vapor y fluidos supercriticos. Ejemplos de éstos son el dióxido de carbono, el óxido nitroso y el amonio, El gas de arrastre debe ser de gran pureza, y el flujo debe estar muy controlado para asegurar una eficiencia óptima de la columna y la reproducibilídad de los resultados. Las muestras se introducen en la GC mediante una jeringa hipodérmica o un sistema automatizado. Una aguja atraviesa un septo elástico contenido en el interior del puerto inyector. Cada puerto inyector se calienta a temperaturas muy elevadas. Las muestras se vaporizan y pasan al interior de la columna. Si la molécula de interés no es suficientemente volátil para una inyección directa, es necesario



derivarla a otra forma más volátil. La mayoría de las reacciones de derivación pertenecen a uno de los tres grupos siguientes: sililación, alquilación y acilación. La sililación es la técnica más común que sustituye hidrógenos activos de los compuestos por grupos de alquilsilil. Esta sustitución resulta en una forma más volátil que además es menos polar y más estable térmicamente. Ejemplos de otras técnicas de muestreo son el muestreo fieadspace y la pirólisis. La retención de compuestos en una columna de GC también puede ajustarse modificando la temperatura de la columna. La temperatura de la columna afecta a la volatilidad de los compuestos y. por tanto, al grado de su interacción con la fase estacionaría. Mediante la selección apropiada de la temperatura de comienzo y la temperatura del gradiente durante el proceso puede conseguirse una buena resolución tanto de compuestos fuertemente retenidos como de los que se retienen débilmente. La columna de GC. encerrada en un horno de temperatura controlada, puede ser una columna empaquetada o una columna capilar. Las columnas empaquetadas normalmente son de 1 m a 5 m de largo y de 2 mm a 4 mm de diámetro, y están rellenas de una fase estacionaria. Las columnas capilares oscilan entre 5 m y 100 m de longitud, y de 0,1 mm a 0,8 mm de diámetro, y poseen la fase estacionaria en su superficie interior (Bartle. 1993). Las columnas capilares generalmente poseen una mayor eficiencia y mejores límites de detección. Sin embargo, las columnas empaquetadas poseen una mayor capacidad, haciéndolas más útiles pata los trabajos de purificación. Los ejemplos de detectores empleados en una GC incluyen un detector de ionización de llama, un detector de conductividad térmica, un detector de fósforo de nitrógeno, un detector de captura electrónica, un detector fotométnco de llama y un detector espectrofotométnco de masas. Los detectores de ionización de llama (FID) son ampliamente utilizados y son capaces de detectar casi todos los compuestos orgánicos y muchos inorgánicos. Este tipo de detector mide los iones producidos por los compuestos cuando se queman con una llama de aire de hidrógeno. Los iones son recolectados por un electrodo, de modo que se produce una corriente eléctrica. Generar resultados a partir de la señal análoga producida por el detector se consigue gracias a sistemas basados en microprocesadores. Pueden ser mtegradores personales, estaciones de trabajo o sistemas de automatización de laboratorio (Tipler. 1993).



Cromatografía de líquidos La GC es una técnica de separación que posee algunas restricciones que hacen que la cromatografía de líquidos sea una buena alternativa. Muchos compuestos orgánicos son demasiado inestables o poco volátiles para analizarse en una GC sin una derivación química previa. Las técnicas de cromatografía de líquidos usan temperaturas más bajas para la separación, consiguiendo asi una mejor separación de los compuestos termolábiles. Estos dos factores permiten a la cromatografía separar compuestos que no pueden distinguirse en una GC. Finalmente, es más fácil recuperar la muestra en una cromatografía líquida que en una de gas. La fase móvil puede retirarse, y puede procesarse la muestra o reanalizarse bajo diferentes condiciones.
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Hay disponibles muchas formas de cromatografía de líquidos, y la selección de la forma apropiada depende de múltiples factores. Estos factores incluyen el tiempo de análisis, el tipo de compuesto y ios limites de detección. La cromatografía liquida de papel, en capa fina, de intercambio iónico y de exclusión, a menudo resultan en una baja eficiencia de la columna y un tiempo de análisis muy largo debido a la velocidad de flujo de la fase móvil. La cromatografía en fase liquida de alta eficacia (HPLC) apareció al final de los años 60 como una forma viable de cromatografía en fase líquida que presentaba ventajas sobre otros tipos de cromatografías de líquidos y de gas. La HPLC emplea unos soportes pequeños, rígidos y unas bombas mecánicas especiales que producen una presión para que la fase móvil pase por la columna. Las columnas de HPLC pueden utilizarse varias veces sin regeneración. La resolución alcanzada con una HPLC. es superior a la de otras formas de cromatografía en fase liquida, los tiempos de análisis suelen ser mucho más cortos y la reproducibilidad se encuentra mejorada. Todas estas características hacen de la HPLC un método de separación mejor que todo el resto de cromatografias en lase liquida. Dentro de la cromatografía en fase liquida existen cinco técnicas de separación empleadas con frecuencia. Incluyen la adsorción, el reparto, el intercambio iónico, la afinidad y la exclusión por tamaño. Cada una de ellas se caracteriza por una combinación única de fase estacionaria y móvil. En la cromatografía de adsorción (líquida-sótida). los compuestos se adsorben a un soporte sólido de sílice o de alúmina. A pesar de que éste fue el primer tipo de columna de cromatografía de líquidos desarrollado, no es muy utilizado debido a la fuerte retención de muchos compuestos por los soportes, dificultando su elusión. La cromatografía de reparto (liquido-líquido) separa compuestos en función de su reparto entre una fase líquida móvil y una fase estacionaria líquida adherida a la superficie interna de un soporte sólido. La cromatografía de reparto incluye la cromatografía liquida de fase normal, que usa un líquido polar como fase estacionaria, y la cromatografía líquida de fase invertida, que usa una fase estacionaria apolar. La cromatogratia de intercambio iónico usa columnas empaquetadas que poseen grupos funcionales cargados unidos a un polímero que funciona como matriz. El mecanismo de este tipo de cromatografía es el intercambio de iones de la muestra y los de la lase móvil, con el grupo cargado de la fase estacionaria. La cromatografía de afinidad emplea ligandos bioquímicos inmovilizados como lase estacionaria para separar unos cuantos solutos de otros no retenidos. Este tipo de separación emplea la unión de llave y cerradura, muy presente en los sistemas biológicos. La cromatogratia de exclusión de tamaño separa moléculas en función de sus diferencias de tamaño. A medida que los solutos atraviesan la columna, las moléculas pequeñas penetran en los poros, mientras que las grandes no pueden y eluirán antes de la columna. La cromatografía en fase liquida es parecida en muchos aspectos a la GC y, por tanto, la instrumentación es similar. Un sistema de cromatografía de líquidos típico consiste en una fase líquida móvil, un inyector de muestras (manual o automático), una bomba mecánica, una columna, un detector y un grabador de datos. La fase liquida móvil se bombea desde un reservorio de líquido a través de la columna. Una bomba mecánica debe suministrar un flujo preciso, trabajando a menudo a presiones elevadas (normalmente hasta 6.000 psi). Además, la bomba debe tener un volumen interno pequeño y estar construida con un material que no reaccione con el disolvente. La inyección de la muestra se consigue mediante una jeringa e introduciendo la muestra en un bucle. La inyección puede realizarse de forma manual o automáticamente empleando un microprocesador que controle el automuestreo. La mayoría de las separaciones analíticas se realizan empleando una columna empaquetada. Hay muchos tipos de material de empaquetamiento disponibles. La selección de un material de empaquetamiento apropiado depende en su mayor parte del tipo de compuesto que se quiera separar, En una cromatografía en lase líquida las propiedades físicas de la muestra y de la fase móvil a menudo son parecidas. Se han desarrollado dos tipos básicos de detectores. Uno se basa en la media diferencial de una propiedad física común tanto a la muestra como a la lase móvil; los ejemplos incluyen el indice de refracción, la conductividad y los detectores electroquímicos. La otra se basa en la medida de una propiedad física que es especifica de la muestra, con o sin la fase móvil; ejemplos de esto incluyen los detectores de absorbencia y fluorescencia.



Espectrometría de masas La espectrometría de masas está basada en la fragmentación e ionización de moléculas empleando una fuente de energía apropiada. Los fragmentos de masa resultantes y su abundancia relativa dan un espectro de masas característico de la molécula inicial. Antes de que pueda detectarse y cuantificarse un compuesto por espectrometría de masas debe aislarse por otro método, normalmente por GC. Con la combinación de GC y la espectrometría de masas se consigue una gran especificidad y sensibilid a d . Un sistema de espectrometría de masas típico se compone de una unidad de entrada, una fuente iónica, un analizador de masa, un detector iónico y una unidad de datos. La unidad de entrada admite las muestras al interior del espectrómetro de masas. Cuando el instrumento forma parte de un equipo GC/espectrómetro de masas, la unidad de entrada debe calentarse para mantener los compuestos volátiles en un estado de vapor cuando entran en la fuente iónica. Además, debe eliminar la mayor parte del gas de arrastre para adaptarse a la condición de vacío fuerte necesaria para la operación de espectrometría de masas. La fuente iónica se mantiene en condiciones de alta temperatura y vacío para proporcionar las condiciones apropiadas para la ionización de las moléculas vaporizadas de la muestra. Se encuentran disponibles varios tipos de fuentes energéticas para ionizar las moléculas de la muestra. Una fuente muy utilizada es un haz de electrones producidos por un filamento caliente. El proceso de bombardeo de la muestra con electrones se llama ionización por impacto electrónico. Otros procesos de ionización incluyen 1) ionización química, en la que las moléculas de la muestra se ionizan con un gas reactivo que ha sido ionizado por un haz electrónico y 2) bombardeo atómico rápido, en el que una muestra sólida se ioniza mediante un haz de átomos, como puede ser de argón. Un espectrómetro de masas organiza los iones de la molécula original y sus fragmentos iónicos resultantes de acuerdo con su relación masa/carga. Los espectrómetros de masa pueden ser de tres tipos diferentes: de sector magnético, cuadrupolo y de trampa iónica. En un espectrómetro de masas de sector magnético, un voltaje muy alto acelera los iones, de modo que los saca de la fuente iónica y los Introduce en un campo magnético. La curva que describe un ion en su salida depende de su relación masa/carga, de la fuerza del campo magnético y del voltaje aplicado. El campo magnético o el voltaje pueden variarse para permitir la salida selectiva de iones al c a m p o magnético. En el espectrómetro de masas de cuadrupolo (Fig. 3-13-4) se aplica una corriente eléctrica directa y voltajes de radiofrecuencia de magnitudes seleccionadas sobre dos varas metálicas. Sólo los iones de una determinada relación masa/carga pueden pasar sin desviarse al final de las varas, donde serán delectados. Todos los demás iones poseen trayectorias inestables a lo largo del recorrido y se desvían hacia las varas, de modo que nunca alcanzan el detector. Una forma moderna de espectrómetro de masas muy utilizada es el espectrómetro de masas de trampa iónica (Fig 3-13SI Funciona como un analizador de masas y como unidad de fuente iónica. Tiene tres electrodos en forma de anillo y dos tapas en los extremos que producen iones en la cavidad hasta que se envían al detector iónico como resultado de la variación del voltaje de la radiofrecuencia del anillo de electrodos. Una ventaja fundamental de este tipo de analizador es su habilidad para conseguir espectros de masas completos a concentraciones muy bajas de muestra (Karasek. 1988). El detector iónico en la espectrometría de masas suele ser un multiplicador electrónico o un detector de conversión de iones en fotones. En un multiplicador electrónico, los iones golpean el primer dínodo del detector que desencadena la liberación de electrones secundarios Se produce una cascada de electrones similar a la que se da en un fubc fotomultiplicador, resultando en una amplificación de aproximadamente un millón de veces. En un detector de conversión ion-fotón, los iones golpean un fósforo que emite un fotón por cada ion. A continuación, un lubo lotomultiplicador convencional amplifica la señal. La unidad de datos procesados es una parte indispensable de un espectrómetro de masas moderno. Controla los múltiples parámetros de operación de los componentes del instrumento y almacena y analiza gran cantidad de datos. Las librerías de referencia de espectros de masas de compuestos conocidos están incorporadas, de modo que el ordenador puede buscar en ellas y compararlas con el espectro de la muestra para su identificación. En los últimos añoü se
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Figura 3-13. Espectrdmetro de masas. A, Tipo cuadrupolo; 6, Tipo de (rampa ionica. (De Schoeff LE. Williams RH: Principles olLaboratory Instruments. St. Louis. Mosby, 1993, con permiso.)



han introducido varios espectrómetros de masas de sobremesa para las medidas clínicas y toxicológicas de rutina. Un Instrumento típico del tipo cuadrupolo es el modelo 5971 MSD de Hewlett Packard (Hewlett Packard Co., Wilmington, DE). Instrumentos típicos del tipo de trampa iónica incluyen el Finnigan MAT (Finnigan MAT, San José, CA) y el Varian Instruments Saturn 3 GC/MS (Varian Instruments. San Fernando, CA).



Contadores de centelleo Los centelleos son golpes de luz que se producen cuando los rayos gamma o partículas cargadas interaccionan con la materia. Los productos químicos que se emplean para convertir su energía en energía lumínica se llaman contadores de centelleo. Si los rayos gamma o las partículas ionizantes son absorbidos por el contador de centelleo, parte de la energía absorbida por el contador se emite como un pulso de luz visible o de radiación casi UV. La luz es detectada por un tubo fotomultiplicador, directamente o a través de una fibra óptica reflectante situada en su interior. Un contador de centelleo es un instrumento que detecta el centelleo empleando un tubo fotomultiplicador y que cuenta los impulsos eléctricos producidos por el centelleo. Una aplicación importante del recuento de centelleo es el radioinmunoensayo (RÍA) para hormonas. Existen dos tipos de métodos de centelleo: centelleo en fase sólida y en fase liquida. Centelleo en f a s e sólida. El centelleo sólido se emplea generalmente para detectar la radiación gamma. Cuando un rayo gamma penetra el cristal



de yoduro sódico (Nal), que contiene un 1% de talio, excita a los electrones de los átomos de yoduro y los eleva a estados energéticos superiores. Cuando los electrones vuelven a su estado basal, se emite energía en forma de radiación UV. La radiación UV es absorbida por los átomos de talio y emitida como fotones en el rango visible o UV próximo. Los fotones pasan a través del cristal y son detectados por el tubo fotomultiplicador. Un analizador del tamaño de pulso organiza los pulsos de señal y permite que sólo aquellos que pertenecen a un rango restringido alcancen el detector de velocidad para el recuento. C e n t e l l e o en f a s e l i q u i d a . El centelleo líquido se usa principalmente para contar radionúclidos que emiten partículas beta. Se suspende una muestra en una solución o "cocktail" que contiene un disolvente como el tolueno, un contador de centelleo primario como el 2,5-dileniloxazol (PPO) y un contador de centelleo secundario como el 2,2'-p-fenilenebis(5-feniloxazol) (POPOP). Las partículas beta de la muestra radiactiva ionizan el contador de centelleo primario del disolvente. Un contador de centelleo secundario absorbe los fotones emitidos por el contador de centelleo primario y los reemite a una longitud de onda superior. El contador de centelleo secundario facilita una transmisión más eficaz de la energía de las partículas beta, especialmente cuando existe mucho apagamiento. El apagamiento es un proceso que resulta en una reducción de la salida de fotones de la muestra. Este fenómeno puede deberse al apagamiento químico, en el que las impurezas de la muestra compiten con el contador de centelleo por la energía de transferencia o apagamiento de color, en el que sustancias coloreadas como la hemoglobina
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absorben los fotones de luz producidos por el centelleo. Los fotones de luz producidos en la muestra se detectan y amplifican en el tubo fotomultiplicador, del mismo modo que el contador de centelleo sólido.



Electroforesis capilar La electroforesis capilar representa un nuevo avance en las técnicas de separación. Un sistema típico de electroforesis capilar, como aparece en la Figura 3-14, consiste en un capilar de sílice fundido, dos reservónos de lampón electrolítico, una fuente de alto voltaje y un detector unido a una unidad de adquisición de datos. La muestra se introduce en una entrada capilar. Cuando se aplica un voltaje alto en los extremos del capilar las moléculas de muestra se separan mediante flujo electro-osmótico, un flujo resultante de un exceso de iones positivos en la superficie Interna del capilar, que se mueven hacia el cátodo. Los iones positivos de la muestra emergen temprano de la salida del capilar porque el flujo electro-osmótico y el movimiento iónico tienen la misma dirección. Los iones negativos de la muestra también se mueven hacia la salida del capilar, pero a menor velocidad. A medida que los iones de la muestra se dirigen a la salida del capilar pueden ser detectados por distintos tipos de detectores ópticos, de conductividad, electroquímicos, espectroscopia de masas o detectores de radiactividad. Las ventajas de la electroforesis capilar sobre la electroforesis convencional y la HPLC son su corto tiempo de análisis, su poder de resolución y volúmenes pequeños de muestra (Love, 1994). Usando cantidades de muestra de nanolitros pueden separarse mezclas complejas de moléculas con un número teórico de placa de cerca de 1 millón. Las separaciones pueden completarse en menos de diez minutos cuando se aplica un voltaje muy alto. La aplicación del alto voltaje es posible gracias a la elevada relación superficie/volumen del capilar, que permite una transferencia de calor muy eficiente a través de la pared del capilar. Las aplicaciones potenciales de la electroforesis capilar en el futuro incluyen la separación de proteínas del suero y variantes de la hemoglobina,



Biosensores En los últimos años ha aumentado el desarrollo de instrumentos de delección minialurizados para su aplicación biomédica. Las posibilidades de estos instrumentos son sorprendentes, especialmente en el caso de ensayos para cuidados intensivos y de "al lado de la cama". Los avances aportarán las mejoras necesarias en la atención al paciente, conveniencia, coste y tiempo de entrega, que pueden resultar en un impacto significativo en el cuidado de la salud en el próximo siglo. Durante los últimos cinco años, las nuevas tecnologías han dado lugar a la integración de sensores con analizadores miniaturizados. al rápido crecimiento de genosensores. a la monitorización ultrarrápida de sucesos dinámicos en el entorno microscópico, a electrodos mole-



cularizados y a la introducción de materiales sensores muy avanzados. Estos avances, junto con la experimentación continuada con nuevos biosensores de afinidad y biocatalíticos, mejorarán las capacidades de los biosensores y de electroanálisis en el laboratorio clínico. Ha habido casi tantas definiciones operativas de un biosensor como autores que han tratado el tema. Asi, sólo se presenta una descripción fundamental de un biosensor. Un biosensor incluye un material biológicamente sensible (un biocatalizador) en contacto con un sistema de transducción apropiado que convierte la señal bioquímica en una corriente eléctrica. Los biocatalizadores incluyen enzimas, sistemas multienzimaticos, anticuerpos, componentes de membrana, orgánulos, bacterias y tejidos de mamíferos o de plantas. El biocatalizador es responsable de la sensibilidad y especificidad del reconocimiento del analito. Algunos de los biosensores mas modernos no emplean agentes moleculares de reconocimiento biológicos, emplean moléculas producidas sintéticamente como éteres-corona, ligandos macrocíclicos. calixarenes y polímeros molecularmente determinados que son abióticos (es decir, no tienen origen biológico). Los analitos llegan al sistema por uno de varios procesos de transporte (p. ej.. agitación, flujo o difusión). El biocatalizador debe estar cerca de un transductor apropiado para que se produzca la señal eléctrica. El contacto intimo entre el biocatalizador y el transductor se consigue mediante la inmovilización del biocatalizador en la superficie del instrumento. Ejemplos de métodos que consiguen esto son: 1) la adsorción de proteínas a las superficies de metal o de óxido de metal empleados por los transductores; 2) conjugación del biocatalizador con una molécula inerte, generalmente de naturaleza proteica, de modo que formen uniones intermoleculares: 3) retención física del biocatalizador en la superficie del transductor en matrices de polímeros como la poliacrilamida o la agarosa. o mediante una membrana de polímero que contenga celofán, polivinil alcohol o poliuretano; y 4) por unión covalente del biocatalizador directamente a la superficie del transductor (Cunningham. 1998). Se usan cuatro tipos de transductores en la tecnología de biosensores (Morgan, 1996). Se basan en los cambios en las propiedades electroquímicas (potenciométricos, amperométricos o conductométncos), la masa (piezoeléctricos), el calor (calorimétricos) o propiedades ópticas (luminiscentes, fluorescentes, reflectantes). Electroquímicos. Los transductores electroquímicos son los más utilizados en los biosensores. Las aplicaciones incluyen los electrodos ion-específicos, los electrodos sensibles a gas y los electrodos enzimáticos Piezoeléctricos. El principio piezoeléclrico se aplica usando cristales de cuarzo cubiertos de un adsorbente. El adsorbente une selectivamente el analito de interés, que aumenta la masa del cristal recubierto y altera su frecuencia básica de oscilación. La monitorización de la frecuencia de oscilación per-
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FIGURA 3-14. Sistema de electroforesis capilar. HV: Fuente de alto voltaje. (De Ward KM, Lehmann CA, Leiken AM: Clinical Laboratory Instrumentation and Automation; Principles. Aplications. and Selection. Filadelfia, WB Saunders Company, 1994. con permiso.)
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mite la determinación de variaciones de masa, que es proporcional a la concentración de analito. Las técnicas de ondas acústicas requieren que la oscilación de los cristales piezoeléctricos sea de una frecuencia mayor (30 MHz a 200 MHz). y se genera una onda acústica mediante la aplicación de un voltaje en serie a través de electrodos de aleaciones de oro o titanio. La señal acústica producida es detectada por un transductor situado a unos milímetros. Calorimétricos. Se une un compuesto biológico a un transductor sensible al calor, el termislor. Otra alternativa consiste en inmovilizar el compuesto biológico sobre una columna con un termistor incorporado. La mayoría de las reacciones catalizadas por enzimas se acompañan de una producción de calor de 25 kJ/mol a 100 kJ/mol y tienen aplicaciones para la medida de colesterol, glucosa, urea y triglicéridos. Ópticos. Este tipo de transductor usa tecnología de fibra óptica para medir la luz fluorescente reflejada de compuestos químicos inmovilizados al final de unas pequeñas sondas de fibra óptica. Ejemplos específicos incluyen la determinación de la actividad del ion hidrógeno, empleando sondas miniaturizadas en las que se inmovilizan colorantes sensibles al pH en la terminación de la sonda. Ha habido varios avances recientes en la tecnología de biosensores que resultan de interés para el personal de laboratorio. Se ha desarrollado un biosensor amperométrico que mide fosfato orgánico empleando la colinesterasa inmovilizada (fvlulchandani, 1998). Se ha desarrollado un sensor enzimático muy sensible para la detección de fosfato inorgánico empleando varias enzimas inmovilizadas en celulosa (Engblom. 1998) Otro microsensor enzimático con un complejo de osmio y carbono poroso se ha desarrollado para medir el ácido úrico (Nakammami, 1999). Ha sido investigado el empleo de la tecnología de ADN recombinante en el diseño de un sensor altamente específico para la heroína (Iwuoha, 1998). Los sensores en matriz representan una nueva aproximación a los sistemas bioanalíticos. Los sensores descritos anteriormente son ejemplos de sensores de tipo discreto (es decir, unidades individuales de geometría y tamaños variados). Un mayor nivel de integración emplea múltiples biosensores compuestos del mismo tipo de transduclor o una combinación de transductores diferentes que facilitan el análisis de múltiples compuestos.



Laboratorio en un chip Muchos análisis en el laboratorio clínico implican un sistema completo de tratamiento de la muestra, separación y análisis. Estos métodos son a menudo largos y laboriosos. Para evitar esto, el proceso de análisis puede automatizarse para aumentar su velocidad y precisión Las mejoras en la tecnología y en la automatización han resultado en un sistema de análisis químico total (TAS) que puede utilizarse para monitorizar concentraciones químicas continuamente. La miniaturización de un TAS en una estructura monolítica ha dado un instrumento denominado p-TAS. Este instrumento puede utilizarse como sonda con una lectura directa para el análisis en cuestión. Los métodos de separación, como la electroforesis capilar, son adecuados para la tecnología u -TAS El empleo de la silicona en la reducción de las máquinas ha permitido el desarrollo de la cromatografía de gas. la cromatografía en fase liquida, sistemas de medida culombimétrica y sensores de pH y Po . Los instrumentos pueden ser un simple chip o capas de chips mterconectados, donde cada capa realiza una determinada función analítica (Kricka, 1998). 2



El empleo de p-TAS desencadena el desarrollo del laboratorio en un chip que ofrece un análisis rápido y sofislicado en un recinto móvil Estos instrumentos de laboratorio en un chip pueden producirse en grandes cantidades a un coste más bajo. La aplicación de estos instrumentos en un laboratorio clínico podría ser extensiva y permitiría el análisis de gases de la sangre, drogas, hormonas y químicas de rutina. Un área relacionada de microfabricación que crece rápidamente son los genosensores. Los genosensores se están aplicando principalmente a la secuenciación de A D N . pero se están investigando otras aplicaciones (p. ej., en el análisis de enfermedades genéticas). La fabricación del laboratorio en un chip requiere una técnica denominada micromecanizado. Se refiere a las técnicas de microfabricación de circuitos
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integrados que forman un laberinto de canales muy pequeños que desembocan en un sistema de diafragmas, válvulas, motores, laceres, diodos emisores de luz, calentadores, electrodos ion-específicos y de oblea de silíceo. La silicona monocristalina se usa debido a sus propiedades semiconductoras y a sus excelentes propiedades mecánicas y químicas. La silicona posee un rendimiento superior que el del hierro, una dureza comparable al cuarzo, una inercia química comparable al cristal y es muy apropiada para la miniaturización. Los chips han sido diseñados para medir analitos mediante técnicas de inmunoensayo competitivo (Chiem. 1998). Los reservónos de soluciones contienen varios tampones y reactivos para realizar el ensayo. Las uniones representan puntos de intersección donde se unen los flujos de distintos reservónos. La anchura de los canales puede ser de tan sólo 50 pm. La profundidad de los canales se hacen de 10 pm a 20 pm. Las muestras se bombean electro-osmóticamente al interior del chip. La mezcla de los flujos de soluciones y la reacción de los reactivos tiene lugar en los bucles de mezclado. La separación por electroforesis se produce en el canal de separación. La detección se realiza más adelante del canal de separación.



ANALIZADORES AUTOMATIZADOS Los analizadores automatizados permiten a los laboratorios procesar un gran volumen de ensayos rápidamente. Esto se consigue gracias al incremento de la velocidad de análisis. Pueden realizarse cientos o incluso miles de ensayos en una hora en estos analizadores automatizados. Este aumento en la tasa de ensayos ha sido posible gracias a la automatización de muchos pasos manuales. Algunos pasos manuales que han sido automatizados son: 1. Identificación de la muestra y del paciente 2. Medida y adición de reactivos 3. Mezclado de la muestra y de los reactivos 4. Incubación de la mezcla de la muestra 5. Calibración del ensayo 6. Medida y lectura de la reacción de la muestra 7. Almacenamiento y análisis de los datos de la muestra La automatización ha permitido que el laboratorio mejore la precisión de sus ensayos. Los instrumentos automatizados están diseñados para realizar funciones repetitivas sin desviaciones si se mantienen adecuadamente. Existe una variedad de esquemas de clasificación en la bibliografía para describir los analizadores automatizados, especialmente los analizadores químicos. La mayoría de los analizadores automatizados son de flujo continuo o discretos. En los analizadores de flujo continuo, las muestras fluyen a través de una ruta de reacción común. Las muestras en los analizadores discretos viajan a través del instrumento en su propio conducto de reacción. El diseño del flujo del analizador por el que viajan las muestras puede ser secuencial, paralelo, en grupo o de acceso directo (Karselis, 1994): Ensayos secuencia/es: son múltiples ensayos analizados uno detrás de otro en una determinada muestra. Ensayos en gnjpo: todas las muestras se cargan simultáneamente y se realiza un solo ensayo en cada muestra Ensayos en paralelo: se realiza más de un ensayo simultáneamente en una muestra clínica. Ensayos de acceso directo: puede realizarse cualquier ensayo en cualquier muestra y en cualquier secuencia. En 1957, el Dr. Leonard Skeggs. en cooperación con Techmcon, lanzó el primer analizador químico automatizado, el AutoAnalyzer. Este sistema es un analizador químico de flujo continuo capaz de analizar un analito en un momento dado. A medida que aumentó el volumen de los ensayos. Techmcon empezó a desarrollar los analizadores secuenciales en multicanal (SMA) utilizando el análisis de flujo continuo. Este sistema realiza todos los ensayos en todas las muestras, incluso aunque no se pidan. Este método de análisis resultó ineficaz porque el analizador realizaba ensayos que no se habían pedido y los volúmenes de reactivos empleados eran grandes. Estos problemas llevaron al desarrollo de analizadores discretos que podían realizar sólo los ensayos pedidos por el operario.
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Principales componentes de los analizadores automatizados Identificación del paciente. Antes del uso de los ordenadores de laboratorio, la identificación del paciente se hacía mediante la transcripción de la información del paciente, en los recipientes de la muestra y en las salidas con los resultados del ensayo. Con la llegada de los ordenadores, el operario podía introducir la información del paciente en el ordenador del analizador y después transferirloa al ordenador del laboratorio. En los últimos años, los fabricantes de estos instrumentos han diseñado un sistema de etiquetado mediante código de barras que se usa en muchos analizadores. Al leer el código de barras se pueden identificar los datos del paciente con los resultados de sus ensayos. El uso de las etiquetas de códigos de barras ha servido para reducir los errores en identificar los resultados de análisis con el paciente apropiado. Muestreo. El muestreo de los fluidos biológicos en los sistemas automatizados generalmente se consigue mediante una pipeta o mediante una sonda aspiradora. Las muestras se transfieren a un recipiente, y la muestra es aspirada por la unidad de toma de muestra. En los analizadores de flujo continuo, la sonda aspiradora se introduce en el recipiente de la muestra y se toma la muestra mediante el uso de una bomba peristáltica. Los reactivos también se transfieren desde su contenedor al flujo de la muestra mediante esta bomba. Los analizadores discretos emplean una variedad de pipetas para aspirar y dispensar la muestra y los reactivos. Una consideración importante para cualquier sistema de muestreo es el arrastre de muestra y, por tanto, debe diseñarse para reducir este problema. Transporte de la muestra. En los analizadores de flujo continuo el transporte de la muestra se logra a través de una bomba peristáltica. Las burbujas de aire separan alícuotas de la misma muestra y aislan una muestra de otra. El transporte de la muestra en los analizadores discretos se consigue de muchas formas. En el DuPont acá, el conjunto de muestra y reactivo se transporta a través del analizador en un sistema de poleas movidas por una cadena. Algunos analizadores usan un carrusel motorizado, por ejemplo, el Olympus Demand (Olympus Corp., Lake Success. NY), para mover la unidad de reacción en una trayectoria circular dentro del instrumento. Los analizadores Kodak Ektachem (Johnson & Johnson Diagnostics. Rochester, NY) miden la alícuota de muestra mediante el uso de una punta desechable unida a un aparato denominado proboscis, y la transfiere a un portaobjetos para su transporte a las cámaras de incubación y a los detectores. Dilución. Las diluciones de la muestra y de los reactivos normalmente se realizan mediante pipetas y bombas. Estas bombas pueden ser peristálticas o neumáticas. Las bombas deben estar diseñadas para aspirar y entregar volúmenes de fluidos precisos. Los volúmenes de dilución pueden ajustarse mediante un cam (Technicon AutoAnalyzer) o programados mediante un microprocesador, como se pude ver en muchos analizadores discretos. Mezcla. En un sistema automatizado, como en el analizador de flujo continuo, la mezcla de la muestra con los reactivos se consigue empleando una hélice de cristal insertada en el flujo. A medida que la mezcla atraviesa la hélice, es invertida y se mezcla por efecto de la gravedad. La mezcla en los analizadores discretos se hace de diversas maneras. En los sistemas Beckman ASTRA (Beckman Coulter, Brea, CA) se usa un agitador de teflón dirigido magnéticamente que se encuentra en el fondo de la cámara de reacción. El DuPont acá emplea un sistema de mezcla que vibra y agita mecánicamente el paquete. Muchas centrífugas analizadoras emplean la aceleración y deceleración del rotor para transferir reactivos y muestras de una cámara a otra, mezclándolas en el proceso. Incubación. Las mezclas de reacción que requieren incubación deben conducirse a temperaturas constantes, sin fluctuaciones significativas. Se encuentran disponibles una variedad de métodos para mantener la temperatura apropiada. Estos métodos incluyen calentar el aire del entorno de la cubeta, bloques metálicos de calentamiento y los baños de agua. Para monitorizar y mantener las temperaturas dentro de rangos estrechos de tolerancia se necesitan circuitos electrónicos sofisticados. Unidades de reacción. Los tipos de unidades de reacción varían mucho entre los distintos analizadores automatizados. En los sistemas de flujo conti-



nuo los propios tubos conductores funcionan como unidad de reacción. El DuPont acá emplea una bolsa de plástico sellada que además funciona como cubeta. Los rotores de teflón o de plástico de las centrifugas analizadoras funcionan como unidades de reacción. Muchos analizadores como los de las series de Hitachi (ROCHE Diagnostics, Indianápolis, IN) y el Baxter Paramax 720 ZX (Dade Behring, Deertield, IL) emplean cubetas de plástico. El Eastman Kodak Ektachem emplea un portaobjetos con múltiples capas de película. Cada portaobjetos se impregna con los reactivos. Las muestras se transfieren desde su reservorio mediante una pipeta desechable al portaobjetos que también funciona como cubeta para la medida de reflexión o electroquímica. Análisis de la medida. La mayoría de los analizadores automatizados emplean métodos de análisis folométricos como la especlrolotometria, fluonmetria, nefelometría y reflecfometría. Algunos analitos (p. ej., sodio y potasio) requieren el uso de análisis electroquímico. Los fabricantes de instrumentos han diseñado instrumentos electroquímicos basados en la culombimetría, la amperometría y la potencíometría para medir estos y otros analitos. Los sistemas automatizados basados en la colorimetria emplean filtros de bandas de interferencia estrechas para el aislamiento de longitudes de onda específicas. Los filtros se encuentran en el interior de un disco circular, llamado rueda de filtros, que rota para entrar en el haz de luz. Un ordenador controla la rotación de la rueda de filtros, y pueden emplearse múltiples longitudes de onda para analizar una muestra. Análisis de datos. Los diodos que emiten luz ofrecen una lectura directa de la absorbancia o de la concentración y sustituyen a las lecturas más antiguas que empleaban un bolígrafo de tinta para dibujar la respuesta del fototubo sobre papel. La emergencia de los ordenadores en la instrumentación de laboratorio ha permitido a los usuarios mantener una copia de los resultados de los pacientes. Los cálculos, curvas de calibración y el control de calidad están aportando unos resultados más precisos que un instrumento no informatizado.



AUTOMATIZACIÓN DEL LABORATORIO (Véase Capítulo 4) La configuración e integración de los instrumentos de laboratorio hoy en día son diversos y cambiantes. Los directores de laboratorio están continuamente intentando determinar qué conjunto de equipos cumplirían las necesidades de sus instituciones. Deben tener presente los factores de coste, los tiempos de entrega y las necesidades médicas para tomar sus decisiones. Durante décadas los laboratorios operaban como entidades separadas y normalmente incluían departamentos de quimica, hematología, microbiología, inmunología y banco de sangre. Cada laboratorio adquiría sus instrumentos y organizaba su propio espacio. Estos analizadores eran grandes y requerían un espacio considerable y realizaban un número limitado de ensayos normalmente mediante una sola metodología. A medida que empezó a cambiar el cuidado de la salud, los laboratorios tuvieron que reorganizar su manera de funcionar para cumplir los nuevos retos. Así, surgió la idea de un laboratorio central en el que los laboratorios previamente separados pudieran combinar sus esfuerzos y funcionar como uno solo. Los laboratorios ahora buscan instrumentos que puedan utilizar más de una metodología. Los fabricantes empezaron a desarrollar instrumentos automatizados que no sólo podían hacer estudios metabólicos. sino que también medían hormonas, vitaminas, drogas terapéuticas y drogas de abuso. Los analizadores químicos e ¡nmunoquímicos combinados pueden sustituir a muchos de los analizadores de gran tamaño dedicados a una sola metodología. Dos ejemplos de analizadores combinados con un elevado rendimiento son el Olympus AU 1000 (Olympus America, Inc., Melville, NY) y el Dade RxL (Dade Behring, Deertield, IL). La fase preanalítica de los ensayos de laboratorio es, a menudo, tediosa y una fuente de errores. En un esfuerzo por mejorar la manipulación de las muestras se han desarrollado varios módulos preanalíticos diferentes que desempeñan las siguientes funciones: 1. Lectura de códigos de barras 2. Separación 3. Transporte 4. Centrifugación
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PRINCIPIOS DE INSTRUMENTACIÓN



5. Destapado de tubos 6. Preparación de alícuotas 7. Nivel de detección y evaluación de la integridad de la muestra 8. Almacenamiento Los módulos preanaliticos incluyen el Hitachi CLAS (CLAS, Katsuta. Japón) y el Coulter IDS (IDS system, Kumamoto. Japón) que se venden en Estados Unidos. Los diseños más recientes incluyen el Olympus OLA 1500 Sorter/Archiver, el Roche MODULAR Pre-analytic (Roche Diagnostic Systems, Inc., Branchburg, NJ) y el ADVIA LAB Cell de Bayer (Bayer Corp., Tarrytown, NY). Estos módulos proporcionan al laboratorio un procesamiento de las muestras rápido, eficaz y fiable (véase Cap. 4). Los módulos preanaliticos pueden estar acoplados con analizadores automatizados químicos y hemtológicos para proporcionar al laboratorio unas mejores capacidades de procesamiento y ensayo de muestras. Estos sistemas además dejan al personal para que puedan realizar otras obligaciones El workcell o unidad de trabajo es una integración de múltiples analizadores que proporciona un alto rendimiento para laboratorios de mucho volumen. Un ejemplo de configuración en workcell es el Abbott Cell-Dyn (Abbott Laboratories, Abbott Park, IL), que consiste en cuatro analizadores Cell-Dyn de hematología. También están disponibles los sistemas modulares integrados que minimizan el manejo de la muestra, mejoran la eficacia y aumentan la productividad del laboratorio. Los sistemas MODULAR de Roche y el ADVIA Integrated Modular System de Bayer Diagnostic automatizan la química clínica y los mmunoensayos. Un centro de control del sistema coordina el procesamiento de la muestra y las medidas. El transporte de la muestra en estos sistemas más grandes se puede conseguir mediante una cinta transportadora. Una cinta transportadora es un instrumento mecánico que mueve filas de muestras hacia el interior, a través de. y las saca del analizador. Los analizadores químicos Roche/Hitachi 747 (Roche Diagnostics/Boehringer-Mannheim, Indianápolis. IN) y el Vitros 950 (Ortho-Clinical Diagnostics Inc., Raritan, NJ) emplean una cinta transportadora para tomar la muestra directamente desde los tubos. Otros medios de transporte de muestra en estos sistemas son los robots. Los robots se han empleado durante años en múltiples aplicaciones industriales. En el ambiente del laboratorio clínico se emplean para realizar tareas complejas, necesarias para completar un ensayo. Son seguros, rápidos y eficaces, y pueden servir para reducir los errores debidos a errores del operario en la identificación de las muestras. Los robots móviles pueden programarse para seguir una ruta predeterminada para alcanzar su destino. También pueden programarse con un sistema guia más sofisticado, que le permite navegar independientemente por el laboratorio. Los robots móviles se adaptan con facilidad para llevar recipientes de distintos tamaños y formas. Estos recipientes se ponen y quitan del robot por el personal de laboratorio. Las muestras normalmente se agrupan y envían al laboratorio o al analizador apropiado.



ANALIZADORES Y AUTOMATIZACIÓN EN LOS PUNTOS DE ATENCIÓN AL PACIENTE Tras la introducción de los analizadores de sobremesa a principios de los 80 ha aparecido una nueva generación de instrumentos más compactos que están más automatizados y son de manejo más sencillo. Ahora existen muchos analizadores compactos para los ensayos que se realizan 'al lado de la cama", proyectos de cribado, centros de salud, recintos de emergencia, quirófanos y laboratorios de consulta. Estos analizadores de punto de atención (POC) poseen extensos menús de ensayos y proporcionan resultados rápidos para facilitar el diagnóstico del paciente y su tratamiento. El rápido crecimiento de los analizadores químicos POC ha hecho posible los avances en microprocesadores, reactivos estables, electrodos ion-específicos y otras tecnologías médicas avanzadas. Dependiendo de los modelos específicos, los analizadores químicos POC pueden ser manuales, semiautomáticos o completamente automáticos y pueden usar suero, plasma o, preferiblemente sangre completa para su análisis. La mayoria de los analizadores químicos POC emplean muestras de menos de 50 pl de volumen, con tiempos de entrega
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inferiores a 10 minutos. Muchos de estos instrumentos tiene reactivos, controles y calibradores listos para usar, con un tiempo de caducidad de un año o más. Los analizadores químicos POC típicos que usan reactivos secos incluyen el Seralyzer III Blood Chemistry Analyzer (Bayer Corp.. Tarrytown. NY), Eastman Kodak DT System, Boehringer Mannheim Reflotron System y el DuPont Analyst. Un analizador químico típico que emplea reactivos líquidos es el Abbott Vision System. También se encuentran disponibles analizadores químicos portátiles para la detección de glucosa en sangre completa. Los instrumentos típicos incluyen el Lifescan One Touch II (Johnson & Johnson Diagnostic, Rochester, NY) y el Boehringer Mannheim Accu-Chek II. Los analizadores hematológicos para los ensayos POC pueden ser semiautomáticos o totalmente automáticos y normalmente necesitan menos de 50 pl de sangre para medir el numero de eritrocitos, plaquetas, hemoglobina y el hematocrito. Los analizadores más sofisticados, además, pueden medir el recuento de plaquetas y los índices de eritrocitos. Los analizadores hematológicos típicos para ensayos POC incluyen el Hemo-W de Boehringer Mannheim y el Coulter CBC-5 La tecnología más avanzada para los ensayos POC se demuestra en el i-STAT Portable Clinical Analyzer (i-STAT Corp.. Princeton. NJ) (Woo. 1993). Este instrumento manual, controlado por un microprocesador, posee una pantalla de cristal líquido y un sensor desechable para múltiples analitos empaquetados en un cartucho de un solo uso. Su menú de ensayos actualmente incluye sodio, potasio, cloruro, glucosa, urea, nitrógeno, hematocrito y hemoglobina. Este analizador se autocalibra y sólo necesita 65 pl de sangre completa, que se añade en un puerto capilar del cartucho (Maclm. 1995). El VIA LVM Blood Gas and Chemistry Monitoring System (VIA) es un instrumento innovador que emplea un sistema de circuito cerrado para medir el gas. el sodio, el potasio y el hematocrito de la sangre completa. Se retira 1.5 mi de sangre mediante una toma insertada en una arteria del paciente. Un sensor de la toma realiza la medida y presenta el resultado en 70 segundos. A continuación, la sangre se refunde automáticamente al paciente. El monitor VIA LVM proporciona resultados rápidos para las intervenciones químicas que requieren mucha rapidez. Ya que prácticamente no se da pérdida de sangre, este método puede prevenir la anemia asociada a flebotomías, un problema que aparece con frecuencia en pacientes pediátricos pequeños. Este sistema de circuito cerrado además, reduce el riesgo de infección por exposición de la sangre. El sistema de laboratorio automatizado a distancia (RALS). es una nueva tecnología que proporciona ensayos POC automatizados bajo una supervisión total del laboratorio central. Para demostrar la practicalidad de esta tecnología, investigadores de la Universidad de Virginia han desarrollado un RALS para realizar ensayos en las unidades de cuidados intensivos de los hospitales. El sistema incorpora un robot que introduce las muestras de sangre completa en los analizadores (modelo Nova Stat Profile 5) para medir el pH, Pco „ Po „ sodio, potasio, cloruro, ion calcio, glucosa y el hematocrito. Los resultados de los analizadores se envían desde las unidades de cuidados intensivos a una estación de monitorización en el laboratorio central. Estos resultados son verificados por un lecnólogo médico antes de consentir su uso clínico. La aproximación RALS permite los ensayos POC sin personal experto, mientras que mantiene el control del laboratorio central sobre el proceso analítico. La reducción en los costes laborales que implican el transporte de la muestra y la mejora en el tiempo de entrega superan el incremento de coste de los equipos RALS. Desde el desarrollo inicial de la tecnologia RALS en la Universidad de Virginia se están desarrollando otros sistemas similares. ;



;



RESUMEN Las aplicaciones de los instrumentos de laboratorio se amplían a medida que el desarrollo de la tecnologia se acelera. Los instrumentos clínicos varían desde analizadores portátiles a otros muy sofisticados que se encuentran en los laboratorios centrales. Ningún campo de la medicina ha expandido tan deprisa su tecnología como la medicina de laboratorio, especialmente en el área de la automatización de los instrumentos. Con estos grandes avances tecnológicos es difícil que este capítulo resulte completo y actual en todos los instrumentos de laboratorio. Lo que puede ser tecnologia punta ahora, visto sólo como ideas sobre planos o en prototipos en laboratonos de investigación.
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puede hacerse realidad en los laboratorios clínicos en cuestión de meses. Se espera que los laboratorios clínicos se vean afectados en la reforma actual del sistema de salud, y estarán sujetos al proceso de revisión de costes. En este momento no es posible predecir el impacto de las nuevas tecnologías sobre la bajada de costes mientras mantengan los tiempos de entrega a los médicos cuando se quieren contener los gastos. Las regulaciones federales sobre los laboratorios clínicos (Clinical Laboratory Improvement Act, 1 9 8 8 ) imponen el control de calidad para todos los procesos de un laboratorio clínico. Esto ha tenido un fuerte impacto sobre los ensayos P O C , en los que la falta de ins-



trumentos exactos, el uso inapropiado de los controles de calidad y la falla de expertos han constituido un problema potencial. Se espera que los analizadores P O C evolucionen y se hagan más pequeños, su manejo sea más sencillo, más eficaces y que se ajusten a las nuevas normativas de laboratorio. No se puede predecir el futuro, pero esta breve revisión de la instrumentación transmite una idea de cambio continuo en el desarrollo y uso de la instrumentación en el laboratorio clínico. Inevitablemente esto apoyará y promocionará tanto la descentralización como la centralización de la medicina de laboratorio (Woo, 1994).
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Procesamiento inicial de la m u e s t r a



La automatización del laboratorio clínico es un término empleado para describir la aplicación de la tecnología a procesos fundamentales para la producción de resultados en el laboratorio clínico. El "proceso" de automatización del laboratorio clínico empezó en los años 50 con el desarrollo del contador de Coulter y el analizador químico automatizado SMAC (véase Cap. 3). La introducción del contador de células automatizado y el analizador químico automatizado supuso un cambio significativo en el proceso de medida de los parámetros fisiológicos. Un ejemplo de este cambio de procedimiento es el desarrollo de procesos para el recuento celular automatizado, en el que poner una muestra de sangre completa en un hemocitómetro y usar un microscopio para contar manualmente el número de células en un área definida que representa un volumen se sustituyó por el pase seriado de células individuales por una apertura. Del mismo modo, el análisis paralelo de muestras de paciente en múltiples ensayos químicos supuso un cambio drástico de procedimiento en el laboratorio químico clínico. Estos dos ejemplos, que representan momentos "clave" en el desarrollo de la automatización del laboratorio, fueron seguidos años más tarde por la implementación de los sistemas de información del laboratorio, automatizando el proceso de flujo de información en el laboratorio clínico. La introducción de sistemas de información en el laboratorio clínico fue también un punto clave y ha resultado en cambios materiales en los laboratorios clínicos, en cuanto al modo de operación y de entrega a sus clientes, tanto pacientes como personas del sistema de salud. Al pensar en la automatización del laboratorio clínico, consideramos temas de manejo de la muestra y modificaciones posteriores y refinamientos en el proceso de producción del resultado del laboratorio clínico. El campo de la automatización del laboratorio clínico continúa expandiéndose y evolucionando. Al igual que con otras tecnologías, la información de este capitulo aporta una base y una perspectiva histórica que cambiarán y evolucionarán de forma considerable.
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HISTORIA Y PRIMEROS SISTEMAS DE IMPLEMENTACIÓN La historia de la automatización del laboratorio en la era posmoderna (después de la introducción de los analizadores automáticos y los sistemas de información del laboratorio) empieza con el trabajo en el Kochi Medical School en Kochi, Japón (Sasaki, 1984). El Dr. Sasaki y muchos de los empleados de su laboratorio desarrollaron un sistema de automatización de laboratono punto-a-punto basado en el transporte de recipientes de muestras dispuestos en gradillas de 10 posiciones, mediante una cinta móvil. Este sistema de transporte avanzaba las muestras mediante un mecanismo elevador hasta el nivel del instrumento. Este sistema, además, incluía un muestreo directo y un sistema rudimentario de información para el manejo de los sistemas de control para los varios motores, ventanas y otros instrumentos mecánicos El sistema del Dr. Sasaki implicaba muchas etapas de evolución en un período de 10 años, y se vio facilitado por la cooperación de muchos fabricantes de instrumentos. El trabajo que continuó a los esfuerzos originales del Dr. Sasaki incluyó el desarrollo de sistemas de transporte para laboratorios en Japón (IDS Automation Systems), el desarrollo del trabajo del Dr. David O'Bryan y colaboradores en SmithKIine Clinical Laboratories, el trabajo en MDS Laboratories (Middleton, 1993), y los esfuerzos de la Medical Center de la universidad de Nebraska (Markin, 1993). Gran parte del trabajo inicial se centraba en el desarrollo de un mecanismo de transporte de recipientes de muestra, incluyendo un transportador de muestras y una cinta móvil u otros mecanismos de transporte, además de instrumentos para la manipulación de la muestra. Desde 1991 hasta 1996 se desarrollaron e instalaron muchas aproximaciones y prototipos diferentes en distintos laboratorios de referencia y hospitalarios. Los
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primeros productos de automatización de laboratorio comenzaron en 1997. con la implementación de olertas de compañías de implementación de laboratorios independientes (LAB-InterLink. Inc.'. Labotix Automation I n c . y AutoMed, Inc. ) y de varios fabricantes de sistemas de diagnòstico in vitro (Coulter Corporation-, Hitachi-Boehringer-Mannheim, II y TOA'Sysmex' ). 1



1



ESTRATEGIAS DE LA TECNOLOGÌA DE AUTOMATIZACIÓN Se han investigado diversas estrategias en la tecnología de automatización, y se han implementado, en parte o en su totalidad, como prototipos, sistemas beta o modelos de producción durante el período comprendido entre 1981 y 1999. El primer enfoque puede dividirse en dos categorías de alto nivel, un enfoque de software y otro de hardware. La tecnología de la automatización del laboratorio clínico deriva su utilidad de la funcionalidad. La funcionalidad, en este caso, es muy dependiente del enfoque aplicado para desarrollar la tecnología de automatización. Hay varios puntos en cuanto al diseño de la automatización que resultan significativos, incluyendo la filosofía del diseño de los sistemas de automatización, la implementación de software de control del proceso, la relación entre la función de hardware y software, interfases del usuario en el sistema, la interfaz con el sistema de información del laboratorio (SIL), y la intertaz entre el sistema de automatización del laboratorio (LAS) y otros componentes del hardware. La filosofía del diseño del sistema de automatización reside en la comprensión del diseñador. La implementación de conceptos estrictamente mecánicos en el laboratorio clínico puede superar la misión general del laboratorio clínico y su implicación integral en la entrega de cuidado al paciente. Para desarrollar una filosofía, debe tenerse en cuenta lo siguiente: 1) la forma en que está relacionado el laboratorio con el sistema de salud, 2) el proceso del laboratorio clínico y 3) el trabajo del laboratorio clínico. Desde un punto de vista estructural, se puede hacer del software o del hardware el foco primario de un sistema de automatización. Al igual que con el desarrollo temprano de la tecnología de la información y otros avances similares, la tecnología hardware ha tenido una situación prominente en los diseños de sistemas de automatización iniciales. La propuesta de diseño de un LAS enfocado en el paciente, con el software diseñado para permitir que información relacionada con el paciente y el proceso de laboratorio estén bajo el control (dirección) del software, posee un mérito importante. En un paradigma de automatización dirigida o el software, el hardware se convierte en un apéndice o actor final similar a la aplicación de tecnología en un ambiente paralelo: fabricación integrada por sistemas informáticos. La exposición siguiente describe brevemente a un nivel elevado los asuntos relacionados con un enfoque desde el hardware en comparación con un enfoque de software, y algunas de las consideraciones técnicas y de cuidado con el paciente.



Estrategias del software de automatización El software que controla los procesos requiere varios componentes y una funcionalidad importantes que incluyen lo siguiente: 1) una base en la tecnología de la información moderna con hardware y sistemas de operación que puedan actualizarse de forma vertical: 2) un sistema de control del transporte a niveles locales y del sistema general; 3) seguimiento de los recipientes de muestra para que cualquier muestra pueda identificarse en su localización física, o en el sistema automático, o en una localización no relacionada con el sistema automático después de pasar por él; 4) repetición de los ensayos para que una muestra que pueda dar un resultado



' LAB-InterLink, Inc.. Omaha, NE. USA, www.labinterlink.com, ' LABOTIX Automation Inc., Peterborough. Ontario. Canada, www.labotix.ca. AuloMed. Inc., Vancouver, British Columbia, Canada, www.automed.com I Coulter Corporation. Hialeah, F L , USA. Hitachi-Boehringer-Mannheim, Indianapolis, IN. USA. www.hitachi.com. ' TOA'Sysmex, Chicago. I L , USA, www.sysmex.co.jp. :



determinado pueda redirigirse empleando reglas incluidas en el software, de modo que se realice el ensayo en otro instrumento empleando una metodología diferente, o repetirlo en el mismo u otro instrumento para confirmar el primer resultado: 5) ensayos reflejo en los que pueda realizarse un ensayo adicional en la misma isla automatizada/instrumento, o donde una muestra pueda dirigirse a otra isla/instrumento para más ensayos, que es el resultado de aplicar la regla contra el resultado del primer ensayo; y 6) sistemas de integración de la información para que el SIL y otros componentes de la información de equipos de diagnóstico in vitro (analizadores) puedan combinarse para hacer un laboratorio funcionalmente automatizado con un control de los instrumentos en el que el instrumento pueda controlarse empleando reglas y otros parámetros dirigidos por el software, reemplazando al técnico en el instrumento individual. Hay varias dependencias importantes entre el software y el hardware. Si la funcionalidad del software está ausente, no puede esperarse que el hardware funcione de forma óptima. De forma similar, si no hay funcionalidad del hardware, no puede esperarse que el software active la función del hardware; así, la funcionalidad del hardware y del software son interdependientes. Para permitir el acceso directo debe tenerse un diseño de un solo tubo por transportador para que cada muestra posea un acceso individual en tiempo real a cualquiera de las unidades de trabajo o instrumento en el LAS. El desarrollo de los sistemas de transporte de muestras ha resultado en una divergencia de los diseños de transporte. Muchos de estos diseños se muestran en la Figura 4-1 A.B. Para permitir la realización de ensayos reflejo debe haber un control en tiempo real del hardware y de los instrumentos por parte del software que controla toda la operación, y para permitir la redirección debe existir más de una vía de transporte para mover una muestra a uno o muchos instrumentos (Fig. 4-2). Varios sistemas de software incluyen funcionalidad, tanto en el ámbito de procedimiento como de proceso. A nivel de procedimiento, pueden aplicarse reglas que permitan sólo la realización de ensayos específicos en una matriz identificada (p. ej., sólo realizar sodio en suero o plasma, sólo realizar recuento de sangre completa en sangre tratada con EDTA o heparinizada). Las reglas de proceso en el componente de software de un sistema de automatización debería proporcionar la siguiente funcionalidad: 1) la habilidad de monitorizar la calidad empleando un sistema de control del proceso, 2) la habilidad de monitorizar los resultados, 3) la habilidad de monitorizar el instrumento y su operación, 4) la habilidad de implementar decisiones de repetición de ensayos, 5) la habilidad de implementar decisiones de ensayos reflejo, 6) la habilidad para cancelar ensayos, y 7) la habilidad de dirigir el trabajo de todo el laboratorio basándose en las necesidades de tiempos de entrega, rendimiento de la utilización de instrumentos y tiempo requerido por cada instrumento. La habilidad para intervenir entre los SIL y LAS se ha mejorado de forma significativa mediante la implementación del sistema HL7 para sistemas de interfaz (véase Cap. 6). El Comité Nacional para los Estándares del Laboratorios Clínicos (NCCLS) ha emitido una propuesta con un nivel estándar (Auto 3-P) que especifica a la interfaz HL7 como una metodología de comunicación entre sistemas para conectar un SIL y un LAS. El control de los instrumentos en el ambiente de un LAS clínico requiere la implementación de un módulo de software de control con reglas específicas para cada instrumento (Fig. 4-3). El software de control de los instrumentos contiene reglas especificas para la operación de cada instrumento individual. El concepto es simplemente reemplazar al operario inteligente en el ambiente no automatizado actual (el técnico médico), con un sistema de control de la automatización con reglas incorporadas que permitan un nivel predeterminado de funcionamiento no interrumpido o controlado antes de la intervención humana. Desde 1995 hasta 1999 la estrategia de automatización basada en software se ha convertido en la opción más lógica y ampliamente aceptada para el desarrollo e implementación de sistemas de automatización para el 2000 y más adelante. Los sistemas basados en software generalmente están diseñados y construidos en tomo a una base de datos que contiene información demográfica sobre los pacientes (del SIL); información sobre los ensayos pedidos por los pacientes (del SIL); y localización de las muestras, estado de las muestras, estado de los instrumentos y estado del proceso (de los instrumentos interfaz).
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Figura 4-1. A. Transportadores de muestras que transportan un recipiente por transportador en un sistema automático; de izquierda a derecha, LABOTIX Automation, Autolab, Inc. LABInterlink, Quest automation system (anteriormente SmithKline clinical laboratories) y sistema de automatización IDS (Beckman-Coulter). S, Transportadores de muestras que transportan más de un recipiente; de izquierda a derecha, Sysmex e Hitachi (gradilla 747).



Ml



Figura 4-2. Presentación en pantalla del software del control del proceso automatizado de LAB-InterLink, demostrando la capacidad de seguimiento de muestras. (De LABIntertink, Inc.. Omaha. NE, con permiso.)
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Figura 4-3. Presentación en pantalla del software del control del proceso automatizado de LAB-InterLink mostrando la consola de control de los instrumentos. (De LABInterLink. Inc., Omaha, NE. con permiso.)



Tecnología del harware de la automatización



Recompensas de la tecnología de automatización



Uno de los enfoques más utilizados en la automatización de procesos es el desarrollo de un mecanismo incluido en el hardware que desarrolle, en parte o por completo, ese proceso. El desarrollo de un enfoque de automatización basado en el hardware puede centrarse en el manejo del material o en el proceso, o en ambos. En el caso de tecnologías de automatización de laboratorio clínico dirigidos por el hardware, el enfoque generalmente se centra en el recipiente de la muestra (p. ej„ un tubo). Cuanto mayor sea la variabilidad del recipiente de la muestra, mayor es la flexibilidad y más complejo el diseño del hardware de la tecnología de automatización. En la mayoría de los enfoques de la tecnología hardware se sacrifica una cantidad limitada de flexibilidad a cambio de un aumento significativo de rendimiento o velocidad de procesamiento. Muchas de las tecnologías de automatización de laboratorio que se vendían como productos a mediados de los años 90 implementaban soluciones de automatización basadas en hardware que se centraban en definir un número limitado de recipientes de muestra compatibles con el sistema de transporte. Limitando el número de recipientes de recolección de la muestra, el hardware puede estar mejor definido, limitado en su capacidad y potencialmente ser más eficaz. Los sistemas de automatización originales Hitachi CLAS y el Coulter-IDS se basaban en tecnologías de hardware fijas, rígidas o controladas por el hardware incluyendo el sistema basado en gradillas del sistema de automatización del Hitachi CLAS (Fig. 4-18) y el "puck" o el transporte de muestra con forma de dedal (Fig. 4-1A), y limitaban el tipo de recipientes de muestra que podían introducirse en el sistema de automatización.



Una de las cuestiones más importantes en la implementación de la automatización del laboratorio clínico es cómo puede disminuir el coste de funcionamiento. Algunos artículos y otras publicaciones documentan científicamente los beneficios obtenidos tras la inversión en la implementación de la automatización del laboratorio clínico, La implementación de la automatización del laboratorio en Japón está bien establecida (Sasaki, 1984) y consiste en más de 100 lugares de operación diferentes, instalados en un período de tiempo de 17 a 20 años. La funcionalidad de esos sistemas implementados en Japón está muy documentada. Sin embargo, el coste, beneficios o recompensa tras la inversión no están bien documentados. La relativa escasez de sitios en los que funcione la automatización de los laboratorios clínicos en América del Norte y Europa es uno de los motivos más importantes por el que carecemos de datos.



Otro concepto importante que depende del hardware es el de acceso directo de recipientes de muestra individuales. En los sistemas de Hitachi CLAS y Modular los sistemas de automatización del transporte emplean el Hitachi 747, una gradilla para cinco recipientes de muestra. Para mover la gradilla y sus contenidos de un analizador al siguiente, el sistema de automatización debe llevar las muestras de otros cuatro pacientes. La necesidad de "transportar" muestras adicionales crea una complejidad matemática en cuanto a la dirección de los ensayos y su organización. El uso de un recipiente de muestra en el sistema de transporte permite la dirección de una muestra individual a una isla automatizada sin interrumpir el flujo de otras muestras individuales en el sistema.



Para obtener resultados estadísticamente significativos se necesitaría un gran número de sitios como base de análisis. Para obtener datos estadísticamente significativos con respecto a la eficiencia de la automatización y datos sobre los beneficios de los laboratorios incluidos en el análisis deberían incorporarse las siguientes características: 1) debería haber entre 10 y 25 sitios de automatización de laboratorio clínico operantes para cada sistema o configuración que se quisiera evaluar, 2) los sitios deberían estar en continuo funcionamiento durante 2 o 3 años, y 3) los sitios deberían ser parecidos en cuanto a sus características de operación. Unas características predeterminadas (p. ej.. el tiempo de entrega) se miden periódicamente, incluyendo las medidas básales que se hacen antes de la implementación de la automatización de la tecnología y medidas operacionales realizadas en intervalos de un año, dos años y tres años después de la implementación de la tecnología de automatización. La implementación de la automatización en América del Norte ha empleado la introducción de la automatización como mecanismo para forzar el rediseño de laboratorios. En algunas de estas instalaciones es difícil diferenciar los efectos de implementar el LAS de los efectos del rediseño. Dos sitios operantes con sistemas de automatización de laboratorio han publicado sus características de operación y sus resultados financieros: Aultman Hospital (Cantón, OH) y St. Mary's Hospital Laboratories (Montreal.
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Quebec, Canadá). Aullman Hospital ha realizado medidas antes y después la implementación de los sistemas de automatización (Markin, 2 0 0 0 ) . Aultman implemento un sistema de automatización LAB-InterLink en febrero de 1997. Antes de esto ( 1 9 9 6 ) , el control de las medidas de operación incluían equivalentes de tiempo completo (FTE), material fungióle, incluyendo desechables, capacidad de realización de ensayos, errores y tiempo de entrega. El impacto más significativo de la reorganización del laboratorio combinada con la implementación de la automatización fue la reducción de FTE. Desde 1 9 9 6 hasta la segunda medida en 1 9 9 8 , hubo una reducción laboral de 35 FTE que représenla una reducción de 1,2 millones de dólares por año. Los componentes de la reducción laboral incluían las siguientes categorías y ahorro de FTE: consolidación del laboratorio de determinaciones urgentes, seis técnicos; consolidación de procesos parecidos, ocho técnicos; la implementación de un sistema de tubos neumáticos, tres FTE del nivel principiante; robots, ocho técnicos; implementación de procesos de ensayo de largo alcance, tres FTE principiantes; y eficiencias en la dirección, cuatro FTE de dirección. El coste unitario de producir un resultado del laboratorio clínico en química descendió de 2 , 2 5 dólares por requisito en 1 9 9 6 a 1,45 dólares por requisito en 1 9 9 8 . El coste de los reactivos químicos descendió de 1,65 dólares por ensayo en 1 9 9 6 a 1,50 dólares por ensayo en 1 9 9 8 . La capacidad del laboratorio descendió un 4 0 % en el mismo período de tiempo; por ejemplo, se podía manejar un 4 0 % más de volumen de trabajo en el laboratorio sin personal adicional. El tiempo medio de entrega para determinaciones del nitrógeno de la urea presente en sangre (BUN) entre las 5 A.M. y las 7 A.M. descendió de 62 minutos en 1 9 9 6 a 40 minutos en 1 9 9 8 . El equipo médico de Aultman ha aprendido que los tiempos de entrega son fiables y reproducibles tras la implementación de la automatización y que los ensayos urgentes no se emplean como un método para disminuir el tiempo de entrega. Los cambios en los tiempos de entrega se atribuyen directamente a los atributos de control y dirección del proceso del sistema de automatización. La tasa de error para la química y la hematología se vio significativamente reducida en el período de 1 9 9 6 a 1 9 9 8 . El descenso en errores también puede atribuirse a la implementación de la automatización y a la uniformidad que forma parte del proceso de estandarización interna del funcionamiento del laboratorio. La recompensa por el proyecto de reorganización e implementación de la automatización del laboratorio en el hospital de Aultman se anticipó que tardaría unos 2,5 años. La recompensa (los ahorros en gastos igualan el coste de la reorganización y automatización) fue de 2 , 5 años. Los directores de Aultman hubiesen aceptado un periodo de 5 años. El proceso de recompensa incluyó empezar el proceso de retribución antes de la implementación del sistema de automatización. En St. Mary's Hospital Laboratories implementaron un Beckman-Coulter' Power Processor (sistema de automatización IDS) en 1 9 9 8 (Dadoun, 2000). Los resultados de las medidas de antes y después de las características de operación del laboratorio son significativos. Antes de la Implementación del sistema de automatización, el laboratorio procesaba 9 1 0 . 0 0 0 resultados por año, comparado con 1.650.000 resultados después de la introducción. Procesaban una media de 9 0 0 a 1 . 0 0 0 muestras diarias empleando 7 2 . 3 9 3 horas de trabajo antes de la introducción del sistema automatizado. Después de la automatización, el laboratorio procesaba una media de 1.700 a 1.800 muestras diarias empleando 6 1 . 0 0 0 horas trabajadas por año. El coste por ensayo descendió de 3 , 2 2 dólares canadienses a 1,72 dólares canadienses por ensayo. El volumen de trabajo se completaba a pesar de que la superficie del laboratorio descendió de unos 2 . 3 0 0 metros cuadrados a unos 1.800, después de la implementación. Uno de los efectos más importantes de la introducción de la automatización en St. Mary era la capacidad del laboratorio para aumentar su volumen de trabajo mientras disminuía el número de FTE y el coste por ensayo. Además, el tiempo de entrega mejoró en un 2 8 % .



' BECKMAN-COULTER, BREA, CA, USA, WWW.BECKMAN.COM
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SISTEMAS DE AUTOMATIZACIÓN Procesamiento inicial de la muestra El concepto de procesamiento inicial de la muestra generalmente se refiere a la manipulación física de las muestras antes de su análisis o ensayo. El procesamiento inicial incluye los siguientes pasos después de que se reciba la muestra en el laboratorio: 1. Separación de la muestra, mediante el tamaño del recipiente de la muestra (dimensiones), forma, contenido y otros parámetros específicos de laboratorio. 2. Retirada del cierre (destapado). 3. Centrifugación, incluyendo la habilidad de centrifugar muestras a varias fuerzas g y a distintas temperaturas. 4. Preparación de alícuotas, incluyendo la producción de una o muchas muestras hijas del recipiente original de la muestra. 5. Volver a tapar el recipiente de la muestra original y las alícuotas que se hayan preparado. 6. Separación, carga de muestras en gradillas para instrumentos específicos o para almacenarlas a corto o largo plazo. Los primeros sistemas de procesamiento de muestras que se crearon para laboratorios grandes comerciales o de referencia eran normalmente sistemas hechos a medida para cumplir las especificaciones del laboratorio. Los laboratorios comerciales o los de referencia generalmente procesan un número elevado de muestras en una base nocturna. Muchos de estos laboratorios reciben muestras ya procesadas o parcialmente procesadas de sus clientes. Los clientes pueden estar obligados a centrifugar y alicuotar las muestras antes de enviarlas al laboratorio. Este preprocesamiento de la muestra da lugar a una simplificación del procesamiento. Estas primeras entradas en el mercado del procesamiento de muestras la produjeron Olympus, AutoMed, Andronics y los laboratorios Smith-Kline. La funcionalidad de cada sistema era muy específica y única. Los costes de estos primeros sistemas eran elevados, variando aproximadamente entre 500.000 dólares y 2 millones de dólares. Muchos de estos sistemas ahora están anticuados. El mercado para el procesamiento inicial de la muestra parece estar basado en laboratorios clínicos hospitalarios o del sistema sanitario. Éstos son más abundantes que los comerciales y los de referencia. El laboratorio hospitalario recibe las muestras directamente de su entorno clínico, incluyendo el hospital y otras clínicas. Las muestras recibidas por el laboratorio normalmente se recolectan en una variedad de recipientes diferentes. Esta variedad de recipientes suponen problemas de manejo importantes que no son habituales en los laboratorios comerciales y de referencia. Los sistemas que se comercializan actualmente para el procesamiento inicial, incluyen sistemas de Abbott Laboratories, Beckman-Coulter, LAB-InterLink y LABOTIX, están diseñados principalmente para manejar los recipientes de muestras que se presentan en el laboratorio clínico y realizar funciones necesarias para la preparación inicial requerida por el hospital. La propuesta de Abboft es un sistema autosuficíente construido por Tecan Instruments (Fig. 4-4). El sistema está en interfaz con el SIL y la información que pasa por la interfaz, dirige la funcionalidad de la unidad. Las propuestas de Beckman-Coulter, LAB-Interlink y LABOTIX poseen componentes que están incorporados en un sistema de procesamiento inicial. La ventaja de los sistemas basados en componentes es la posibilidad de mezclar y emparejar los resultados y la funcionalidad con las características de la operación del laboratorio clínico. El sistema Abbott FE-500 no hace interfaz con ninguno de los instrumentos automatizados Abbott actuales, el workcelto isla automatizada de hematología de Abbott o instrumentos de otras casas comerciales. Las tecnologías de procesamiento inicial de otras compañías mencionadas anteriormente pueden hacer interfaz con una variedad de instrumentos y componentes de sistemas de transporte e información de distintas casas comerciales. Los sistemas basados en componentes actualmente no permiten la interconeclabilidad entre distintas casas comerciales. En el futuro, los esfuerzos de los estándares de la automatización de laboratorio a través de la NCCLS apoyarán la interconectividad (véase más adelante los Estándares para la automatización del laboratorio clínico).
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Tecnologías workcell o de islas automatizadas En 1997, en la segunda reunión anual de la Association íor Laboralory Aulomation (ALA), en San Diego, California, se propuso un modelo de workcell como dirección futura de la automatización del laboratorio clínico (Markin, 1998). El desarrollo inicial de las islas automatizadas fue similar al presentado para el procesamiento inicial: el proceso de desarrollo de la tecnología empezó en los laboratorios comerciales y de referencia y se dirigió hacia los laboratorios clínicos hospitalarios y del sistema de sanidad. El modelo de workcell es variable, pero puede dividirse en dos aproximaciones básicas. El primer caso es la aproximación departamental o disciplinar, donde todos los instrumentos de la isla automatizada o todos los resultados que produce provienen del mismo tipo de analizador o disciplina (p. ej., química). Las islas automatizadas desarrolladas comercialmente generalmente son de química o hematología. En un intento de desarrollar un producto para el mercado, los fabricantes de sistemas de diagnóstico in vitro han construido productos que son unidades independientes. Algunas de estas unidades poseen la capacidad de conectar sistemas de transporte o de automatización de otros instrumentos. Otros fabricantes han desarrollado un sistema cerrado que sólo interface con sus propios sistemas. La segunda aproximación es el desarrollo de una plataforma que incluye múltiples disciplinas o tipos de instrumentos con una distribución física relativamente compacta. El workcell de Bayer Advia incluye instrumentos interconectados que proporcionan resultados de química, hematología, inmunoensayos y análisis de orina (Fig. 4-5). Sin embargo, esta unidad no posee un sistema de procesamiento inicial ni de manejo de la muestra. Varias islas automatizadas se han presentado en el mercado de los laboratorios clínicos desde 1997. Incluyen propuestas de Abbott (Abbott hemato-



logy workcell), Bayer (Advia workcell), Johnson & Johnson (LAB-Interünk LAB-Frame Select) (Fig. 4-6) y Roche' (Modular system) (Fig. 4-7). La tecnología workcell disponible actualmente representa una amplia gama de funcionalidad, desde un simple sistema de transporte hasta un complejo sistema de control de muestras. La mayoría de las unidades de trabajo disponibles actualmente se venden como una propuesta unida a los instrumentos del fabricante. Esta estrategia ha sido efectiva tanto para los fabricantes como para los compradores, porque el vendedor puede combinar los costes de la tecnología de automatización con los costes de los instrumentos reactivos en un plan de alquiler. Un acuerdo de alquiler de reactivos proporciona un mecanismo para superar los obstáculos asociados con el préstamo de capital o con la compra.



Optimización de la automatización de laboratorio La automatización total del laboratorio (TLA) es una frase muy empleada que originalmente se empleaba para describir el sistema de automatización IDS comercializado por Coulter Corporation en 1994. La automatización completa del laboratorio, como concepto, es un nombre inconecto. El laboratorio clínico completo no puede ser automatizado de una forma económicamente viable y eficaz en este momento, y el sistema Coulter-IDS no ofrece esa funcionalidad. Las barreras que limitan el desarrollo de la automatización total del laboratorio residen en el nivel de desarrollo de la tecnología en disciplinas como la
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Figura 4-5. El sislema modular de automatización ADVIA". LabCell™ de Bayer Diagnostics incluye la carga, transporte, separación y conexiones con hematología, química, inmunoensayo, análisis de orina y otros sistemas clínicos. Visto aquí con ADVIA ,120 Hematology System. ADVIA', 1650 Chemistry System y el sistema Bayer Immuno 1. (De Bayer, White Plains. NY. con permiso.) 1



Figura 4-6. Workcell para la automatización del laboratorio LAB-Interünk Select que incluye centrifugación, almacenamiento y recuperación automáticos, interfaz del instrumento, y software de transporte y control del proceso. (De LABInterünk, Inc.. Omaha, NE, con permiso.)
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Figura 4-7. Sistema de automatización modular de Roche que incluye centrifugación, transporte y alicuotación. (De Roche Diagnostics. Indianapolis. IN. con permise)



microbiología, bancos de sangre, biología molecular y citología. El término que mejor describe la aplicación de una automatización eficaz y a escala es la "automatización optimizada de laboratorio". La automatización optimizada del laboratorio se deriva del análisis del proceso del laboratorio clínico individual, que puede beneficiarse de la implementación de la tecnología de automatización. Uno de los errores de concepto de aquellos empleados de laboratorio y oficiales que investigan la automatización de laboratorio para sus propios laboratorios e instituciones es que es necesaria la compra de 4 a 8 millones de dólares de tecnología y renovaciones físicas. En 1994, eso era cierto; sin embargo, hoy en día el espectro de tecnología existente permite la introducción de tecnología necesaria para los parámetros operativos de cada laboratorio. Las opciones de introducción de automatización optimizada deberían basarse en las necesidades del laboratorio y de la institución. Tal y como se ha descrito previamente, el enfoque de la automatización del laboratorio está basado en el hardware o en el software. En el proceso de optimización para un laboratorio individual, uno puede decidir el enfoque que mejor cumple con sus necesidades.



La mejor forma de introducir la automatización en el laboratorio es desarrollar un plan a largo plazo de las operaciones del laboratorio y el papel que desempeña el laboratorio clínico en el sistema de sanidad. Basándose en la integración del laboratorio en la provisión de servicios en el sistema de sanidad y puede realizarse la selección de un enfoque de automatización basado en software o en hardware (enfocado) y a continuación debe hacerse la selección de un fabricante que tenga ese software o hardware. Si el enfoque es de hardware, la selección del vendedor que suministre los componentes de hardware necesarios para automatizar los procesos necesarios puede hacerse. La selección de un vendedor de un sistema de automatización, sea independiente o de diagnóstico in vitro. debe hacerse conociendo su plan de desarrollo de futuros sistemas. Es muy probable que un vendedor con un enfoque basado en software proporcione capacidad de interfaz con muchos, si no todos, los instrumentos y sistemas de manejo y procesamiento, de forma parecida a la capacidad de interfaz de la comunidad SIL. Los fabricantes de sistemas de diagnóstico in vitro que proporcionan sistemas de automatización pueden no suministrar interfaces para instrumentos de otros fabricantes o sistemas de manejo y procesamiento de muestras.



Figura 4-8. Tecnología de automatización de procesamiento de la muestra Power Processor de Beckman-Coulter. (De Beckman-Coulter, Brea, CA, con permiso.)
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Figura 4-9. Sislema de automatización personalizado de LABOTIX que incluye destapado, retapado, centrifugación, alicuotaaon, almacenamiento y recuperación e mterfases de instrumentos. (De LAB-InterLink. Inc.. Omaha. NE. con permiso.)



Por ejemplo, si uno selecciona un enfoque de hardware para implementar la automatización del laboratorio, uno puede implementar tecnología que proporciona necesidades especificas del funcionamiento del laboratorio o sistema de sanidad. El proceso más probable para la tecnología de automatización basada en hardware es el procesamiento y manejo de la muestra, más conocido como el procesamiento inicial de la muestra. Las selecciones actuales de algunos fabricantes proporcionan la funcionalidad necesaria para completar esa tarea y permitir la sofisticación hasta completar la automatización del laboratorio. Otros enfoques de la tecnología hardware no permiten que el laboratorio aumente a la escala de operación de laboratorio con su plataforma actual. Las organizaciones que actualmente proporcionan tecnología de automatización hardware, que permita la implementación de automatización hardware que pueda integrarse en un sistema superior de automatización, incluyen Beckman-Coulter (Fig. 4-8). LABOTIX Automation (Fig. 4-9). LABInterLink Inc. y Roche. La introducción de una solución de automatización basada en software puede aportar beneficios significativos en la ausencia de una gran colección de tecnología de automatización hardware. El software de automatización de laboratorio puede controlar procesos del laboratorio clínico proporcionando una implementación en tiempo real de algoritmos y reglas que pueden mejorar el funcionamiento del laboratorio. La implementación de software de control del proceso puede proporcionar parámetros de operación para la dirección del laboratorio y su personal, incluyendo el seguimiento de las muestras, la utilización de la instrumentación, control de la instrumentación mediante una sola consola, organización de procesos y procedimientos, y toma de decisiones en tiempo real que dependen del procesamiento de datos no disponibles en el SIL. Las organizaciones que actualmente proporcionan software de automatización que permite la implementación de automatización de control del proceso y puede mantener una estructura de automatización integrada incluyen Beckman-Coulter. LAB-InterLink Inc., Ortho-Clinical Diagnostics' (Jhonson & Jhonson) y Roche. La organización de la tecnología de automatización del laboratorio en el laboratorio clínico también es una decisión importante. La tecnología de automatización puede organizarse en dos patrones básicos. El primero es el de "tipos parecidos", en el que la tecnología similar, como los instrumentos de química, los instrumentos de hematología y los apáralos de procesamiento y manejo de la muestra se encuentran agrupados, un grupo de instrumentos químicos, un grupo de instrumentos hematológicos, etc. Este enfoque permite el apoyo de grupos de reactivos y de revisiones de instrumentos similares. El patrón de organización de instrumentos permite los ensayos reflejo y de



• Ortho-Climcal Diagnostic (Jhonson & Jhonson), Rantan, NJ, USA, www.jnj.com.



repetición basados en reglas que requieren instrumentos similares o los mismos. El enfoque de agrupamiento puede conseguirse conectando workcells entre si para apoyar la posibilidad de escalada de nivel. La segunda opción es el enfoque "en fila". Este enfoque opera de forma similar a una fila, en la que hay más filas abiertas cuantos más clientes esperen para pagar. En el caso de un laboratorio, los grupos contienen instrumentos de química y hematología, y posiblemente de inmunoensayo y/o análisis de orina. Los grupos pueden estar abiertos o cerrados al tráfico, dependiendo del volumen de muestras y los tipos de ensayos pedidos. A lo largo del día el laboratorio puede tener dos o tres de sus grupos de automatización en funcionamiento. Durante la tarde, un grupo puede cerrarse y mantenerse dos en operación, dependiendo de los niveles de reactivos y de la funcionalidad del grupo. Durante la noche pueden cerrarse dos de estos tres grupos, manteniendo uno operativo. La operación durante los distintos tumos puede rotar para que el uso de cada instrumento sea uniforme a lo largo de un período de una semana o de un mes. El funcionamiento de los grupos está gobernado por las reglas determinadas por el laboratorio o por el sistema de sanidad basándose en software de control del proceso. Los procesos implicados en la producción de resultados del laboratorio clínico que pueden automatizarse para apoyar la optimización del sistema de operaciones del laboratorio clínico se resumen en la Tabla 4 - 1 . Los segmentos de ensayo del laboratorio clínico que pueden ser automatizados de forma efectiva con respecto al coste en este momento se incluyen en los listados de la Tabla 4-2.



Estándares para la automatización del laboratorio clínico Desde 1992 hasta 1996 un grupo de ocho entusiastas de la automatización de laboratorio se unió en un intento de promocionar el desarrollo de estándares para la automatización del laboratorio clínico. Este grupo y sus conceptos para la estandarización de la automatización fueron adoptados en 1996 por la NCCLS. El grupo original de promotores de los estándares lormó el nido del Comité de Área de Automatización de Laboratorio. A través de una serie de reuniones y foros, el Comité de Área de Automatización de Laboratorio desarrolló cinco problemas de alio nivel en el desarrollo de productos de automatización que podrían beneficiarse de la estandarización. El Comité de Área de la NCCLS formó cinco subcomités para evaluar y definir parámetros que podían definir y formar un documento estándar. Los cinco comités son los siguientes: AUTO 1- Recipiente de muestras/transportador de muestras. AUTO 2- Códigos de barras para la identificación de los recipientes de muestras.
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Componentes de un sistema de automatización de laboratorio optimizado



Separación de la m u e s l r a D e s t a p e de la muestra Centrifugación a u t o m a t i z a d a de la muestra Alicuotación a u t o m a t i z a d a de la m u e s t r a Tapado de la rnueslra/alicuotas Monitorización de la i n t e g r i d a d de la muestra Transporte de la muestra Toma automatizada de la muestra A l m a c e n a m i e n t o y recuperación a u t o m a t i z a d a de la m u e s t r a Software de control del p r o c e s o q u e a p o y a : Dirección de la m u e s t r a Ensayos reflejo Ensayos de repetición Procesamiento b a s a d o e n reglas Integración de los d a t o s d e l p a c i e n t e



Tabla 4 - 2



Códigos de barras para la identificación de los recipientes de muestra



Tecnologías de instrumentos automatizados que apoyan eficazmente la automatización de laboratorio



Coagulación Química Hematología Análisis de orina Inmunología/inmunoquímica



AUTO 3- Comunicaciones con los sistemas, instrumentos y aparatos automatizados del laboratorio clínico y con los sistemas de información. AUTO 4- Requisitos de los sistemas operativos y elementos de información. AUTO 5- Interfaz electromecánico. A continuación aparece una breve descripción de cada uno de los estándares desarrollados a través de la NCCLS. Cualquier decisión relativa al diseño o compra debe realizarse después de una evaluación exhaustiva de los documentos individuales sobre automatización del laboratorio de la NCCLS.



Recipiente de muestrasñransportador de muestras El estándar sobre recipientes/transportadores de muestras (NCCLS A U T 0 1 ) define los parámetros para los recipientes de recolección de muestras y los transportadores que llevan los recipientes de muestras. Los recipientes de
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C'entro del simbolo del código de kirnis



C e n t r o de la / O I K I de colocación d e ! s i m b o l o



recolección de muestras se definen como cuatro tamaños nominales: 13 x 75 mm, 13 x 100 mm, 16 x 75 mm y 16 x 100 mm. En este documento se incluyen grandes tolerancias para permitir variaciones en los tamaños fabricados por los múltiples fabricantes de recipientes de recolección de muestras. Los transportadores de muestras se dividen en dos grupos: un solo recipiente por transportador, y múltiples recipientes por transportador. El transportador de un solo recipiente no especifica ninguna restricción dimensional mientras que la muestra pueda presentarse a los instrumentos y aparatos de manejo que se encuentran disponibles en un sistema y cumpla con las dimensiones definidas en el AUTO 5. el documento de interfaz electromecánico. Los parámetros del transportador de múltiples recipientes especifican que el transportador transportará más de un recipiente de muestra y que el campo (distancia entre los centros de dos recipientes de mueslra contiguos) es de 22 ± 0,2 mm, tanto en el eje X como en el Y. La anchura del sistema de transporte será de 22 ± 0,2 mm. La longitud del transportador no se especifica



El estándar de códigos de barras para la identificación de los recipientes de muestra (NCCLS AUTO 2) define los parámetros para la identificación mediante códigos de barras para los recipientes individuales de muestra. El documento define una simbología de código de barras (código 128) que se exigirá en el 2003, y apoya la utilización de codabar y del código 39 hasta el 2003. Este documento también define la localización de la simbología óe código de barras en el recipiente y la zona en blanco a ambos lados del código de barras, con la localización del espaciamienlo vertical del código de barras del recipiente de muestras (Fig. 4-10).



Comunicaciones con los sistemas, instrumentos y aparatos automatizados del laboratorio clínico y con los sistemas de información El estándar de comunicaciones con los sistemas, instrumentos y aparatos automatizados del laboratorio clínico y con los sistemas de información (NCCLS AUTO 3) define el protocolo de comunicación entre instrumentos y sistemas automatizados y las posibles interconexiones entre el sistema de información del laboratorio, el sistema de automatización y los instrumentos de procesamiento de la muestra. Este documento se compuso junto con el Nivel de Sanidad 7 (HL7), un protocolo de comunicación de sistemas de información, y emplea la estructura segmentada HL7. La estructura definida en este documento apoya las configuraciones que incluyen instrumentos en interface con el sistema de información del laboratorio y que no estén conectados con el sistema de transporte, una interfaz con el SIL para los datos de instrumentos y una interfaz con el LAS para los datos de control de instrumentos en interfaz con el sistema de transporte, y una configuración que permita a los instrumentos estar en interfaz con el LAS para los datos del pacle-



14 mm



Figura 4-10. Definiciones para la correcta situación del código de barras en el recipiente de recolección de muestras. (Adaptado del estándar de automatización de laboratorio AUTO 2 de la NCCLS. Wayne, PA con permiso.)
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Figura 4-11. Interconexiones entre los sistemas de información del laboratorio, sistemas de automatización, software de control del proceso y los instrumentos y aparatos de procesamiento. (Adaptada del estándar de automatización AUTO 3. NCCLS, Wayne. PA. con permiso.)



te y datos control para los instrumentos que están en intertaz con el sistema de transporte (Fig. 4-11).



exposición se ofrece para ayudar a encuadrar la contribución de la automatización del laboratorio clínico en lodo el funcionamiento clínico general.



Requisitos de los sistemas operativos y elementos de información



Estandarización de los datos de laboratorio



El estándar de Requisitos de los sistemas operativos y elementos de información (NCCLS AUTO 4) define los requisitos operativos y los elementos de información necesarios para operar el LAS de forma eficaz en un laboratorio. Los parámetros definidos en este documento se resumen en la Tabla 4-3.



Interfaz



electromecánica



El estándar de interfaz electromecánico (NCCLS AUTO 5) define la interfaz entre el sistema de transporte de muestras y el instrumento. El sistema de transporte como tal no se define exclusivamente como un mecanismo de cinta transportadora, de forma que apoya el uso de vehículos automatizados guiados, personas y cualquier otro mecanismo de transporte que mueva los recipientes de muestra. El concepto fundamental del AUTO 5 es el "punto de referencia". El punto de referencia se define como un punto en el plano que corta con el fondo del recipiente de muestra. Este punto se encuentra a 50 mm del extremo externo del sistema de transporte y a 100 mm de la superficie más exlerna de un instrumento o aparato de manejo o procesamiento de la muestra. Situado en el plano que contiene el punto de referencia se encuentra un cilindro de 125 mm de altura y 22 mm de diámetro. Los recipientes de muestra que caben dentro del cilindro y están alineada a lo largo de la línea central son aceptables (Fig. 4-12). Los cinco estándares de automatización del laboratorio de la NCCLS deben usarse como una colección y deberían interpretarse en el contexto de un grupo. Cada documento contiene una tabla de relaciones; muestra las relaciones entre los elementos estándar individuales de todos los documentos. Los estándares de la NCCLS pueden evolucionar con el tiempo como resultado de un proceso de consenso de la NCCLS.



PUNTOS PARA FUTURAS AUTOMATIZACIONES La automatización en el laboratorio clínico es un segmento en un espectro de esfuerzos de automatización en el entorno clinico. Nuestro esfuerzo por aportar tecnología de automatización al laboratorio clínico se ha enfocado en la sustitución de trabajo y no necesariamente en la mejora de los procesos clínicos. A medida que crezcan los asuntos relacionados con la mejora de procesos, sobre todo en aquellos procesos que requieren la entrada y el apoyo de los suministradores de servicios como el laboratorio clínico, las relaciones de los procesos y la información evolucionarán. La siguien'e información y



y los intervalos de referencia Durante la breve historia de la tecnología del laboratorio clinico hemos tomado decisiones sobre la compra de instrumentos y la dirección de la tecnología, basándonos en nuestras preferencias por determinadas metodologías. La variedad de metodologías ha proporcionado los instrumentos necesarios para el apoyo de poblaciones de pacientes específicas y requisitos de los clientes. A medida que ha avanzado nuestra tecnología de laboratorio, algunos ensayos han desarrollado metodologías convergentes (p. ej„ la medida de iones mediante electrodos ion-específicos), y algunos ensayos emplean un espectro de metodologías (p. ej., los inmunoensayos). El resultado de la disparidad en las metodologías empleadas en el laboratorio clínico es una falta de equivalencia numérica entre los resultados de ensayos distintos para un determinado analito. En la ausencia de equivalencia numérica es difícil realizar reglas o algoritmos. Cuando la producción de datos abarca grandes períodos de tiempo o los resultados se obtienen en instrumentos de distintos fabricantes con distintas metodologías, la habilidad del sistema de automatización de introducir reglas o algoritmos desciende significativamente como



Tabla 4-3



C a m p o s q u e d e f i n e n l a s características d e l a m u e s t r a



1 Volumen de la muestra, en mi (VOL) 2. Tipo/fuente de la m u e s t r a (ST): valor en código (p e j , s a n g r e arterial, liquido c e l a l o r r a q u i d e o ) 3. M e z c l a de m u e s t r a (SM) valor en el código (p ej.. s o b r e n a d a n te, c o m p l e t a , s e p a r a d a ) 4. Aditivo/anticoagulante ( A D D ) : valor en el código (p. e j , EDTA. sodio, heparina) 5. Separador e m p l e a d o (SEP): c o d i f i c a d o c o m o ausente/presente 6 Hemolisis en g/l ( H E M ) 7 Lipemia(LIP) 8. Ictericia en mg/l de bilirrubina (ICT) 9 Fibrina (FIB) 10 Temperatura (TEMP) 11 Factor de dilución (DIL) 12. Tratamiento (TRT) 13. Contaminantes ( C O N T A M ) 14 Otras variables c o m o la exposición a temperatura ambiente o a presión atmosférica ( c o m o en el c a s o de sustancias volátiles) también p u e d e n incluirse 15. Volumen = V O L
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resultado de la falta de equivalencia numérica. Operativamente, el algoritmo o regla no puede obtener repetidamente el mismo resultado cuando se le presentan valores con diferentes significados Para resolver este problema se necesita el desarrollo de dos métodos distintos. El primero requiere la modificación del contenido de la información transferida al SIL o al LAS desde el instrumento. El instrumento debería aportar al SIL o al LAS, junto con los datos actuales, la identificación del instrumento, un código de ensayo estándar (p. ej.. código LOINC) (Forrey, 1996). el número de lote de los reactivos y la fecha de obtención del resultado. La adquisición de esta información permitirá la realización de una metodología de normalización de los resultados para transformar los resultados en un valor normalizado y un intervalo de referencia definido. Ya hemos introducido este enfoque con una base restringida. Los dos resultados de laboratorio normalizados con mayor frecuencia son el tiempo de protrombina con el uso de una relación normalizada internacional (INR) y múltiples de la mediana (MoM) para la predicción de defectos del tubo neural y el síndrome de Down. La utilidad última de la automatización del laboratorio puede conseguirse cuando los datos normalizados están disponibles para apoyar el poder del software que se encuentra disponible en la actualidad.



Optimización de los resultados La optimización de los resultados clínicos ha sido una prioridad de la medicina clínica desde los tiempos de Sir William Osler. Durante las tres últimas décadas la medicina se ha centrado en aumentar en la mejora del resultado clínico del paciente. Otro aumento en los resultados tendrá lugar como resultado de la automatización de los procesos relacionados con el diagnóstico y el tratamiento. La tecnología de automatización de sistemas disponible en el mercado actualmente posee la capacidad, a través del transporte de muestras en tiempo real y de la introducción de reglas para apoyar el componente diagnóstico, de optimizar del cuidado del paciente.
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Figura 4-12. El "punto de relerencia define el fondo del recipiente de muestra y las relaciones espaciales entre el recipiente de la muestra, el instrumento de procesamiento de la muestra y el sistema de transporte. (Adaptada del estándar de automatización de laboratorio AUTO 5 a NCCLS, Wayne. PA. con permiso.)



RESUMEN El desarrollo de compañías de resultados como Health Magic y Creative Health Management ha desencadenado una modificación del sistema de entrega que permite que se centre el proceso de atención al paciente. La automatización del laboratorio clínico ha estado desarrollándose durante los últimos 20 años. Los avances en la automatización del laboratorio clínico han seguido dos caminos diferentes pero relacionados: soluciones basadas en el hardware y soluciones basadas en el software. Las soluciones basadas en el hardware que se han creado están estructuradas principalmente para simular la actividad humana. Las soluciones basadas en el software están estructuradas para seguir otros modelos basados en sistemas de información fabricados (CIM). Existen dependencias significativas entre el hardware y el software que proporcionan una funcionalidad adicional cuando se combinan. Las propuestas de automatización del laboratorio representan un espectro de tecnología y funcionalidad basado en los procesos de laboratorio específicos que un laboratorio considere que requieren automatización. El espectro incluye unidades de procesamiento inicial de la muestra, que son específicos de la disciplina (p. ej.. hematología) y de disciplinas cruzadas (p. ej., química y hematología), y automatización a gran escala que combina el procesamiento inicial con los workcells. La NCCLS ha apoyado un esfuerzo de estandarización mundial de la automatización del laboratorio clínico que ha resultado en la publicación de cinco documentos de estándares, que cuando se combinan proporcionan un fundamento para futuros avances en el campo. La implementación de la tecnología de automatización del laboratorio apoyará la optimización de los resultados de los pacientes cuando se combine con los resultados de laboratorio normalizados y se enfoque en la aportación de cuidado al paciente.
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INTERPRETAR Y CORRELACIONAR VALORES DE LABORATORIO ANÓMALOS



Consideraciones generales El principal objetivo de la determinación de analitos en el laboratorio clínico es ayudar en el diagnóstico y cuidado de pacientes con enfermedades, y analizar el estado de salud. En este sentido, a menudo se recurre al patólogo clínico para explicar resultados anómalos, especialmente aquellos que no parecen correlacionarse con otros, y para recomendar o pedir otros ensayos de laboratorio que puedan llevar a un diagnóstico correcto en el caso de pacientes con determinados problemas médicos. Además, la evaluación de los resultados de pacientes individuales por el patólogo clínico puede descubrir la existencia (infrecuente) de errores del laboratorio (Witle. 1997; Statland, 1988; Pauker, 1987). Para la evaluación de resultados, la ayuda del ordenador del laboratorio es inestimable. En el sistema Informático de Información de Sunquest Health (Sunquest Information Systems. Inc.. Tucson. AZ). por ejemplo, se revisan diariamente todos los resultados que se encuentran significativamente fuera del intervalo de referencia establecido o que han sufrido cambios en un periodo de 24 horas, y se clasifican como "chequeos delta fallidos". Así, pueden identificarse los pacientes con resultados significativamente anómalos. Este capítulo presenta una aproximación a la interpretación de los resultados de laboratorio, que puede permitir a los trabajadores de un laboratorio ayudar en el establecimiento de diagnósticos clínicos y en la dirección clínica. Esta exposición no es completa y no puede cubrir todas las enfermedades que afectan a los pacientes. En su lugar, esta presentación se preocupa de



los enfoques generales a la hora de interpretar valores anormales y de las causas más frecuentes de estos resultados, para que el lector posea una base para interpretar los resultados anómalos. El lector quizá prefiera completar las secciones de química clínica (Sección 2) y de Hematología (Sección 4) de este libro antes de leer esta sección, que da un análisis más detallado de estas dos áreas vitales de diagnóstico. Por el contrario, el lector puede decidir leer este capitulo para obtener una visión general antes de leer vanos capítulos de química y hematología, Secciones 2 y 4. respectivamente.



Principios fundamentales de la interpretación de resultados Antes de empezar un análisis sobre condiciones específicas que dan lugar a valores anómalos deben seguirse siempre algunos preceptos, resumidos de la siguiente manera: 1. Nunca basarse en un solo resultado (fuera de los intervalos de referencia) para realizar un diagnóstico. Es vital establecer una tendencia de los resultados. Un solo resultado de sodio de, por ejemplo. 130 mEq/l no necesariamente indica una hiponatremia. Este único valor anómalo puede ser erróneo y reflejar factores como una técnica de flebotomía incorrecta, variabilidad del laboratorio, etc. Por el contrario, una sene de valores bajos de sodio en muestras de suero sucesivas de un determinado paciente, sí indica esta condición. Así. es fundamental conocer las tendencias en determinados valores. 2. La regla de Osler. Especialmente si el paciente posee una edad inferior a los 60 años, intente atribuir todos los resultados anómalos encontrados a una sola causa. Sólo si no existe forma posible de correlacionar todos los resultados anómalos, debe considerarse la posibilidad de múltiples diagnósticos
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Anemia



ANOMALÍAS EN EL PERFIL DE HEMATOLOGÍA A menudo, en los informes del laboratorio, la primera sección contiene el perfil de hematología, incluyendo un hemograma completo (CBC). Análisis completos sobre la hematopatologia clínica aparecen en la Sección 4. Aquí, se exponen los patrones de las anomalías básicas para proporcionar una base de referencia general para la interpretación de valores y la petición de pruebas consiguientes Aunque esta parte del libro se centra en la química clínica o la patología química, también se analiza el perfil de hematología, porque la interpretación de los resultados hematopatológicos a menudo depende de los resultados de determinaciones cuantitativas realizadas en química clínica,



Anemias La anemia, un trastorno hematológico frecuente, se define patofisiológicamente como un descenso en la capacidad de transporte de oxigeno en la sangre. Esto puede producir hipoxia de los tejidos y manifestaciones clínicas como desmayos, fatiga, palidez y dificultad en la respiración. Los valores normales de eritrocitos en un adulto normal varían del 3 6 % al 45% para el hematocnto, 12 g/dl a 15 g/dl para la hemoglobina, y de 4 a 5 x lOVmm para la concentración de eritrocitos, con los valores normales para las mujeres ligeramente inferiores a los de los hombres. Los valores normales también dependen de la edad del paciente y de la altitud de residencia. Normalmente, el hematocrito tiene tres veces el valor de la concentración de hemoglobina, que a su vez es unas tres veces el valor de la concentración de eritrocitos. 3



Si se ha diagnosticado anemia, es necesario determinar su causa. Se requiere una excelente historia y exploración física para la selección del ensayo apropiado, diagnóslico, y el mejor cuidado y tratamiento posible del paciente. Además, resulta útil una revisión de la sangre periférica con respecto a la morfología de eritrocitos y leucocitos. Para estrechar aUn más el diagnóstico diferencial, y facilitar la selección del ensayo apropiado, se han desarrollado una sene de sistemas de clasificación de la anemia, sin que exista un sistema preferente disponible. Un enfoque especialmente útil emplea los índices de eritrocitos comunes del volumen corpuscular medio (VCM). junto con la distribución del diámetro (RDW) y la concentración de reticulocitos (porcentaie de reticulocitosis) o índice de producción de reticulocitos (RPI). Tomando estos valores en conjunto, ayudan a formar una hipótesis de trabajo sobre la causa de la anemia. La determinación electrónica del VCM directamente a partir de los datos de distribución de los eritrocitos permite su clasificación en base al tamaño de los eritrocitos como macrocitico (VCM generalmente >100 u m ' [100 fLj), microcitico (VMC generalmente 
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microcitica



Las anemias microciticas comunes incluyen la anemia ferropénica y las lalasemias. Algunas hemoglobinopatias y la anemia de enfermedad crónica también pueden ser microciticas. En nuestra exposición, nos centraremos en la anemia terropénica y la anemia de enfermedad crónica, un diagnóstico diferencial frecuente para pacientes con anemia microcitica. Ambas anemias son desórdenes que afectan al metabolismo del hierro. En la anemia ferropénica existe una deficiencia primaria del hierro disponible para el eritrocito (generalmente debido a perdidas de sangre, pero otras causas incluyen una deficiencia dietética, la malabsorción y el embarazo); la pérdida de sangre crónica siempre debería dar lugar a un análisis más profundo, ya que a menudo se encuentra asociada con una neoplasia. La anemia de enfermedad crónica, sin embargo, parece deberse a un defecto en la utilización/transporte del hierro y está asociada con desórdenes crónicos no hematológicos como infecciones crónicas, trastornos del tejido conectivo, neoplasia y alteraciones renales, tiroideos y pituitarios. Para distinguir entre la anemia ferropénica y la anemia de enfermedad crónica hay una serie de medidas de laboratorio que resultan útiles además del RDW. El diagnóstico típicamente se realiza empleando ensayos adicionales de suero o de sangre completa. Sin embargo, ya que la anemia lerropénica siempre se asocia con la pérdida de hierro almacenado unido a la proteina ferritma en los macrófagos de médula ósea, el diagnóstico, en principio, siempre puede realizarse mediante una biopsia de médula ósea con una tinción de hierro que muestra la ausencia del hierro medular. Este procedimiento resulta invasivo y sólo debe realizarse como último recurso. NIVELES DE FERHITINA EN SUERO Normalmente existe un equilibrio entre la ferritma intracelular y la extracelular. Cuanto menos hierro almacenado, menor es la ferritina intracelular y. en consecuencia, la ferritma extracelular disminuye. El nivel de ferritina extraceluiar puede medirse directamente determinando el nivel de ferritina en suero, que puede realizarse de forma fácil y precisa en alícuotas de suero, empleando técnicas de inmunoensayo enzimático (ELISA). En conjunto, los niveles de ferritma en suero dan una medida excelente de las reservas de hierro disponibles, de una forma no invasiva Ya que, en la anemia de enfermedad crónica, las reservas de hierro son abundantes, los niveles en suero de ferritina suelen ser normales o elevados. Por el contrano, en la anemia ferropénica. en la que las reservas de hierro llegan a desaparecer, los niveles de ferritina en suero se encuentran disminuidos. Así, el nivel de ferritina en suero es un ensayo que puede emplearse para diferenciar estas dos patologías. Un problema de emplear los niveles de ferritina en suero para realizar esta distinción es el hecho de que la ferritina también es una proteina de fase aguda. Las proteínas de fase aguda (revisadas en el Cap. 13) son proteínas que se elevan en un proceso agudo, normalmente en una condición de inflamación aguda. Asi que si un paciente posee una infección aguda, su nivel de ferritina en suero puede encontrarse elevado. El efecto neto puede ser una ferritina en el Intervalo de referencia. Normalmente, en la anemia ferropénica, acompañada de un proceso agudo, este nivel se encuentra en la parte interior del intervalo de referencia. EMPLEO DEL HIERRO EN SUERO Y CAPACIDAD DE UNION DE HIERRO Además de los niveles de ferritina, pueden medirse la determinación del hierro en suero y la capacidad de unión de hierro. Generalmente, el hierro en suero está reducido en la anemia ferropénica y normal o a veces bajo en la anemia de enfermedad crónica. La capacidad de unión de hierro es una medida directa de la proteína transferrina. que transporta hierro como ion Fe desde el intestino a los puntos de almacenamiento de hierro en la médula ósea. En la anemia ferropénica. el hierro en suero se encuentra disminuido, y la capacidad de unión de hierro elevada. Sin embargo, tanto el hierro del suero como la transferrina están sujetos a grandes fluctuaciones debido a factores como la dieta, y no siempre reflejan de forma fiable las reservas de hierro. Además, la transferrina es una 3-proteína (es decir, migra en la región f3 en una electroforesis de proteínas séri-
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SECCIÓN I



Tabla 5-1



•



PATOLOGÌA C L Í N I C A / M E D I C I N A DE LABORATORIO



T i p o s más f r e c u e n t e s d e a n e m i a s y s u s r e s u l t a d o s diagnósticos*



Anemia



Causa



Anomalía analítica más común



1 Hipoproliferativa. microcilica



Deficiencia d e hierro



Baia ferritina Incremento de IBC D e s c e n s o de hierro en suero D e s c e n s o d e la relación F e / T I B C Incremento d e RDW



2. Hipoproliferativa, m i c r o c i t i c a



A n e m i a d e e n f e r m e d a d crónica



Ferritina e l e v a d a IBC normal D e s c e n s o de hierro en suero Relación Fe/TIBC n o r m a l RDW normal



3. Hiperproliterativa. normocitica



A n e m i a hemolitica



Esquistocitosis Incremento d e reticulocilos H a p t o g l o b i n a baja, carboxihemoglobina elevada LD elevada Bilirrubina indirecta elevada RDW elevado



4 Hipoproliferativa. normocitica



A n e m i a aplásica



Leucopenia Trombocitopenia Médula ósea hipocelular R D W normal



5. Hipoproliferativa. n o r m o c i t i c a



Fallo renal



B U N y creatinina elevados Eritropoyetina b a j a P u e d e n aparecer oquinocitos R D W normal



Deficiencia d e B , , y / o folato



B,j y/o folato bajos Neutrófilos h i p e r l o b u l a d o s Macro-ovalocitos RDW elevado



Hipotiroidismo



TSH elevada y niveles de T total total y libre bajos RDW normal



6. Hipoproliferativa, macrocítica A Megaioblástica



B. No megaloblástica



4



(') La ferritina, haptoglobina, LD, bilirubina, BUN. creatinina. eritropoyetina. TSH y T,, se expresan en concentraciones Todos estos analitos se miden en suero. IBC = Capacidad de unión del hierro: TIBC = IBC total. RDW = distribución del diàmetro de los eritrocitos: Fe = hierro: LD = lactato deshidrogenase; BUN = nitrógeno de la urea en sangre; TSH = hormona estimulante del tiroides



cas) y una proteína de fase aguda. Así, sus niveles en suero pueden variar (normalmente disminuir, como una proteina de fase aguda negativa) en condiciones de inflamación. Existe un soiapamiento considerable entre los niveles de hierro en suero y la capacidad de unir hierro en la anemia ferropénica y en la de enfermedad crónica. Una medida un poco más discriminatoria de la anemia ferropénica es la relación de hierro en suero y la capacidad de unión de hierro total. Esta relación es de alrededor de 1:3 en individuos normales, mientras que en la anemia ferropénica aparecen valores muy reducidos de 1:5 o inferior. De nuevo, existe un soiapamiento importante incluso de esta relación entre pacientes con anemia ferropénica y de enfermedad crónica, de modo que los valores siempre deben interpretarse con cuidado. EMPLEO DE LA DISTRIBUCIÓN DEL DIÁMETRO DE ERITROCITOS



Finalmente, el empleo de procedimientos automatizados para la determinación de concentraciones celulares e índices nos ha permitido obtener tamaños medios y distribuciones del tamaño de los eritrocitos. En la anemia ferropénica existe una dispersión marcada de los volúmenes celulares (tamaños) de modo que el RDW aumenta, mientras que generalmente se mantiene dentro de los límites normales en la anemia de enfermedad crónica. El RDW se aproxima a la desviación típica de la población de eritrocitos. Los RDW normales se encuentran en el rango de 12% al 17%. Desgraciadamente, las desviaciones estándar para pacientes normales y para pacientes con anemia ferropénica o con anemia de enfermedad crónica se solapan significativamente, tendiendo a limitar la validez de emplear el RDW exclusivamente para distinguir estas dos afecciones.



Los principales descubrimientos de laboratorio que diferencian la anemia ferropénica de la anemia de enfermedad crónica se resumen en los puntos 1 y 2 de la Tabla 5 - 1 . Téngase en cuenta que la mayoría de los ensayos principales empleados para diferenciar estas dos afecciones se realizan en el laboratorio de química clínica. Esto demuestra la fuerte interdependencia de ambas disciplinas para obtener diagnósticos definitivos mediante las medidas de laboratorio.



Anemia



normocitica



Las causas comunes de la anemia normocitica incluyen las hemorragias agudas, la anemia hemolitica, la hipoplasla de médula ósea, enfermedad renal y la anemia de enfermedad crónica. Puede resultar paradójico que la hemorragia aguda se presente como anemia normocitica, ya que implica una pérdida importante de sangre que se asocia con pérdida de reservas de hierro. Sin embargo, la desaparición de la reserva de hierro requiere tiempo para producirse; de forma aguda, la pérdida de sangre se presenta como una anemia normocitica. ANEMIAS NORMOCÍTICAS HIPERPROLIFERATIVAS



Las anemias normocíticas hiperproliferativas, asociadas con un incremento de la concentración de reticulocitos, incluyen la anemia hemolitica y la anemia asociada con una pérdida aguda de sangre, mientras que las anemias hipoproliferativas. asociadas con un descenso de la concentración de reticulocitos, incluyen causas como la aplasia/hipoplasia de la médula ósea, enfer-
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INTERPRETACIÓN DE LOS RESULTADOS DE LABORATORIO



medad renal y la anemia de enfermedad crónica. Como se ha indicado arriba, una historia y un examen físico y de la sangre periférica pueden ayudar a establecer un diagnóstico diferencial. En esta sección nos centramos en las causas más comunes de la anemia normocitica: anemia hemolítica, anemia aplásica y la anemia asociada con enfermedad renal.



ANEMIA HEMOLÍTICA



La hemolisis se define como la destrucción de la membrana de los eritrocitos, dando como consecuencia la liberación de hemoglobina, Esto puede producirse lentamente en un proceso fisiológico normal o puede estar acelerado en estados patológicos. Existen muchas causas que pueden generar un descenso de la supervivencia'aumento de la destrucción de los eritrocitos. Éstas incluyen defectos de membrana (p. ej., la esferocitosis hereditaria), defectos enzimáticos (p. ej.. la deficiencia de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa [G6PD]). hemoglobinopatías (p. ej., la anemia falciforme o la IB-talasemia), destrucción inmune (p. ej., la anemia hemolítica autoinmune o reacción hemolítica de transfusión) y destrucción no inmune. Esta última incluye la destrucción debida a agentes infecciosos, agentes tóxicos/drogas, agentes físicos, esplenomegalia, válvulas cardíacas prostéticas y aquéllas clasificadas como anemias hemoliticas microangiopáticas, un grupo de anemias resultantes de la destrucción mecánica de eritrocitos en la microcirculación. causadas por factores como la deposición de fibrina en los vasos sanguíneos y por lesiones que ocupan espacio en la médula ósea. Las medidas especificas de laboratorio que confirman el diagnóstico de la anemia hemolítica se basan en los eventos naturales que se producen consecuencia de la hemolisis. Después de la rotura de la membrana eritrocitica en la circulación, se libera hemoglobina. Ésta se une a la proteína de fracción a , haptoglobins. El complejo hemoglobina-haptoglobina es catabolizado por macrófagos que lo internaliza por un proceso de endocitosis mediado por receptores. Asi, un ensayo de laboratorio excelente para la anemia hemolítica es un valor bajo de haptoglobina. Con este fin éstan disponibles unos ensayos de ELISA extremadamente sensibles y rápidos. 2



Cuando se expulsa hemoglobina, grandes cantidades se oxidan en metahemoglobina. El grupo hemo se disocia y en última instancia se oxida a bilirrubina. El primer paso de este proceso es la apertura del anillo de porfirina del grupo hemo mediante su oxidación, con la consiguiente liberación de monóxido de carbono (CO). El CO puede medirse con facilidad mediante técnicas de cromatografía de gases, o de forma más conveniente por cooximelria, basada en la espectrofotometria (véase Cap. 3). como carboxihemoglobina. En personas no fumadoras, niveles elevados de CO en anemias normocrómicas normocíticas son un excelente indicador de anemia hemolítica. Con un aumento de la producción de bilirrubina, que no está conjugada (véase Cap. 14), habrá al menos una elevación transitoria de bilirrubina indirecta en el suero. Este aumento, en presencia de un funcionamiento hepático normal, será moderado, normalmente en el rango de 2 mg/dl a 2,5 mg/dl. (El limite superior normal está en torno a 1,2 mg/dl.) Como se ha mencionado anteriormente, la concentración de reticulocitos estará elevada (incremento de policromasia en la extensión sanguínea), con hiperplasia eritroide presente en la médula ósea, indicativo de un aumento compensatorio de la producción de eritrocitos. La extensión de sangre periférica puede mostrar evidencia de un tipo concreto de problema de los eritrocitos asociado con un determinado tipo de anemia hemolítica (p. ej.. los eritrocitos falciformes o esquistocitos en la anemia hemolítica microangiopática). También existe una notable diferencia en el tamaño (anisocitosis) y forma (poiquilocitosis) de los eritrocitos debido a la presencia de células dañadas y/o más jóvenes. Debido a la frecuencia de las variaciones en forma y tamaño que presentan estas células, el RDW suele estar elevado. También pueden identificarse algunos de eritrocitos enucleados. El plasma y la orina pueden contener hemoglobina libre o sus productos de degradación. La hemoglobina puede estar presente de forma aguda en plasma (hemoglobinemia) o en orina (hemoglobinuria), mientras que la hemosiderina puede estar presente en orina (hemosiderinuria) en episodios más crónicos de hemolisis. La LD (lactato deshidrogenasa). una enzima citoplásmica de los eritrocitos, a menudo se encuentra elevada y es un descubrimiento relativamente sensible, aunque inespecifico. Finalmente, puede



95



emplearse un ensayo directo antiglobulina (DAT)/ensayo directo de Coombs para detectar la inmunoglobulina unida a la superficie del eritrocito. Un resultado positivo sugiere que un autoanticuerpo o un aloanticuerpo puede ser responsable de la anemia. El diagnóstico final dependerá, en ultima instancia, de los resultados de ensayos específicos o de etiologías específicas (p. e].. un DAT positivo para el mecanismo inmune, o un positivo en el ensayo de G6PD para una deficiencia de G6PD): la selección de estos ensayos dependerá de la evaluación clínica, además de los datos preliminares del laboratorio. Los resultados de laboratorio que son diagnósticos de la anemia hemolítica se resumen en el punto 3 de la Tabla 5-1. Tómese nota de que prácticamente todos los ensayos de diagnóstico cuantitativo para la anemia hemolítica (p. ej.. hemoglobina en suero y orina, haptoglobina, carboxihemoglobina. bilirrubina indirecta y LD) se realizan en el laboratorio de química clínica, remarcando de nuevo la fuerte interdependencia de los laboratorios de química clínica y de hematología. ANEMIA HEMOLÍTICA MICROANGIOPÁTICA



Como se ha mencionado previamente, fragmentos de eritrocitos (esquistocitos) pueden estar presentes en los frotis de sangre periférica debido a su destrucción mecánica (válvula cardíaca prostética) o térmica (quemaduras severas). La ruptura mecánica de los eritrocitos en la microcirculación puede producirse también mediante la deposición intravascular de filamentos de fibrina en la superficie de las células endotehales; esto se denomina anemia hemolítica microangiopática (MHA) Causas frecuentes de este tipo de anemia incluyen la coagulopatia intravascular diseminada (DIC). la púrpura trombocitopénica trombótica (TTP) y el síndrome hemolítico urémico (HUS) Estas afecciones se detallan más adelante. La MHA también puede producirse con otros trastornos mediados por el sistema inmune (p ej., anomalías del tejido conectivo como el lupus eritematoso diseminado), donde se produce daño endotelial como consecuencia de la unión de complejos inmunes y del complemento. Las características de laboratorio de estas afecciones pueden ser similares (elevaciones del tiempo de protrombina [TP], tiempo de trombina [TT], tiempo de activación parcial de la protromboplastina [APTT], productos de degradación de la fibrina, niveles de dimero-D. del que se habla más adelante, y descenso de la concentración de fibrinógeno y plaquetas), pero pueden avisar al médico de la presencia de MHA.



ANEMIAS NORMOCÍTICAS HIPOPROUFERATIVAS



Hipoplasia de la médula ósea/anemia aplásica. Esla es una anemia hipoproliferativa. con valores de VCM y RDW generalmente dentro de los valores normales, y que suele afectar a todos los elementos de la sangre periférica (eritrocitos, leucocitos y plaquetas: véase más adelante). Los leucocitos inmaduros y los eritrocitos no suelen aparecer en los frotis de sangre periférica. A menudo se realiza una biopsia de médula ósea para obtener un diagnóstico, y típicamente muestra una médula severamente hipoplástica/aplásica con una severa depleción de todos los precursores hematopoyéticos. La anemia aplásica puede ser primaria/heredada o secundaria/adquirida, en el úllimo caso debido a una toxina química, infección, radiación o disfunción inmune. El hierro en suero puede estar elevado, debido a la falta de entropoyesis. Los resultados hematológicos típicos en esta condición se resumen en el punto 4 de la Tabla 5 - 1 . Es importante darse cuenta de que ninguno de los ensayos diagnósticos cuantitativos para la anemia hemolítica. como la elevación de haptoglobina. carboxihemoglobina y bilirrubina indirecta, son positivos en esta alteración. Anemia de fallo renal. Otra anemia normocitica hipoproliferativa es la anemia de fallo renal crónico. La pérdida de la función excretora de los ríñones produce un incremento de BUN y creatinina, además de la acumulación de productos metabólicos. La uremia resultante parece ser responsable de cambios en la forma de los eritrocitos, con la aparición de equinocitos (eritrocitos con prolongaciones e s p o l a d a s ) y células elipsoidales en las extensiones de sangre periférica. La identificación de equinocitos en los frotis sanguíneos durante el curso de una enfermedad puede ser indicativa del desarrollo de una disfunción renal. Además de un descenso de la función excretora, hay un descenso de la habilidad de producir eritropoyetina por parte de los ríñones, resultando en una eritropoyesís dificultada hasta el punto en que la res-
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puesta medular a la hipoxla resulta inadecuada. Los leucocitos y plaquetas generalmente permanecen en los rangos de referencia normales. Los resultados típicos de este trastorno se resumen en el punto 5 de la Tabla 5-1 De nuevo, como en el caso de la hipoplasia medular/anemia aplásica (punto 4. Tabla 5-1). ninguno de los ensayos diagnósticos cuantitativos del suero para la anemia hemolítica, como son las elevaciones de haptoglobina. carboxihemoglobina y bilirrubma indirecta, resultan positivos en esta entidad.



Anemia



macrocitica



La causa más común de anemia macrocitica es una deficiencia nutncional. es decir, una deficiencia de vitamina B, y/o folato. La falta de cualquiera de los dos factores se cree que afecta a la síntesis de ADN. pero no a la de RNA. de forma que el núcleo y el citoplasma ya no maduran en sincronía. Morfológicamente, el citoplasma celular madura, mientras que el núcleo permanece inmaduro y la célula aparece megaloblástica. Esta falta de sincronía produce neutrófilos hipersegmentados (núcleos de cinco lóbulos en más de un 5% de los neutrófilos, o cualquier neutrófilo con seis o más lóbulosl y eritrocitos grandes y de forma ovalada llamados macroovalocitos. ambos de los cuales están presentes en una extensión sanguínea de pacientes con anemia megaloblástica. Además, el RDW suele estar elevado, y la concentración de reliculocitos se encuentra disminuida. 2



Si se diagnoslica una anemia macrocitica, los primeros analitos del suero cuya concentración debe determinarse son la B,.¿ y el folato, para lo que se realizan ensayos de ELISA rápidos y precisos. Si ambos analitos se encuentran dentro de los intervalos de referencia, deben realizarse ensayos para valorar la función tiroidea, ya que el hipotiroidismo puede ser una causa de macrocitosis. Ya que algunas drogas terapéuticas, en particular la azidotimidina (AZT) empleada en el tratamiento del síndrome de inmunodeliciencia adquirida (sida), inducen anemia macrocitica. es importante determinar si el paciente esta siendo tratado con estas drogas. En esta era de hemogramas automatizados, es posible que se cuenten precursores de eritrocitos, como los eritrocitos enucleados, como eritrocitos maduros. Asi, en un paciente con una anemia macrocitica y niveles normales de B,j, folato y hormonas tiroideas, es importante analizar las concentraciones de reticulocitos y eritrocitos enucleados para determinar si se encuentran significativamente elevados. Si es asi, debería considerarse la posibilidad de una anemia hemolítica. Asi. debería seguirse el procedimiento descrito anteriormente para el diagnóstico de una anemia hemolítica. Entre otras posibles causas de anemia macrocitica se incluyen estados posthemorrágicos (diferenciados por un aumento de la concentración de reticulocitos y policromasia), alcoholismo, enfermedad hepática y mielodisplasia. De nuevo téngase en cuenta que los ensayos definitivos para determinar la causa de anemia macrocitica (es decir, B,,,, folato y ensayos de función tiroidea) suelen realizarse en el laboratorio de química clínica. Los pnncipales resultados de laboratorio en una anemia macrocitica se resumen en los puntos 6A y B en la Tabla 5 - 1 . Las anemias macrocíticas se dividen en megaloblásticas (punto 6A), típica de las deficiencias de B . y folato y no megaloblásticas (punto 6B), típica del hipotiroidismo El que la anemia macrocitica sea o no megaloblástica puede determinarse mediante una biopsia de médula ósea. Este procedimiento no es necesario en la mayoría de los casos, ya que la causa de la macrocitosis puede determinarse mediante los ensayos anteriores. :



La Tabla 5-1 resume algunos de los resultados pertinentes y determinaciones específicas empleadas para distinguir y diagnosticar las anemias más comunes descritas anteriormente. Esta tabla es una guia en cuanto a los ensayos específicos que deben pedirse y. por tanto, lo que no es necesario pedir. Por ejemplo, una anemia microcilica debería de apoyarse pidiendo niveles de ferritina. TIBC y la relación Fe/TIBC, pero generalmente no es necesario estudiar los niveles de B,, o de folato. Por el contrario, no es necesario estudiar la ferritina, TIBC, etc., en una anemia macrocitica, para la que deben analizarse los niveles de B,. y folato. ¿



Anomalías cuantitativas del recuento leucocitario El recuento línfocitario incluye varios tipos de células circulantes nucleadas: granulocitos (principalmente neutrófilos. basófilos y eosinófilcs maduros), lin-



focitos y monocitos. Debería tenerse en cuenta que las concentraciones absolutas (y no los porcentajes) de estas células son significativas a la hora de interpretar el recuento leucocitario. Un aumento por encima del nivel fisiológico normal en el recuento leucocitario. denominado leucocitosis, puede implicar a cualquiera de estas células, dependiendo de qué tipo celular se encuentra elevado (es decir, neutrofilia, basofilia, eosinofilia, monocitosis y linfocilosis). Asimismo, un descenso del recuento leucocitario. denominado leucopenia, también puede centrarse en un solo tipo celular (es decir, neutropenia, monocitopenia y linfocitopema). Los descensos absolutos de eosinófilos y basófilos son difíciles de identificar debido a su bajo numero en alecciones normales Determinados diagnósticos diferenciales se asocian a menudo con determinados cambios en el recuento de leucocitos (p. ej.. infección y/o inflamación con neutrofilia, reacciones alérgicas e infecciones parasíticas con la eosinofilia). Además, las elevaciones pueden deberse a procesos benignos (p. ej., una infección) o a un proceso maligno (p. ej., leucemia). Ocasionalmente, las células plasmáticas pueden encontrarse en sangre periférica Aquí se mencionan vanos patrones cuantitativos y sus asociaciones, los cuales se correlacionan con resultados químicos anómalos. De nuevo, la historia clínica y los resultados físicos del paciente son importantes para el diagnóstico y tratamiento del paciente. Ademas, el recuento de sangre completa y el recuento leucocitario diferencial son resultados importantes empleados, junto con la impresión clínica, para realizar un diagnóstico diferencial. En adultos, el intervalo de referencia para el recuento leucocitario es de aproximadamente 4.000 leucocitos/ml a 10.000 leucocitos/ml: aproximadamente dos tercios de los leucocitos son neutrófilos y algo menos de un tercio son linfocitos.



Infección: la causa más común de una elevación del recuento leucocitario Una elevación del recuento leucocitario de entre 10.000'ml y 20.000/ml generalmente apunta a un proceso infeccioso/reactivo. En general, la neutroíilia se asocia con una infección (bacteriana, fúngica. viral), estados inflamatorios (traumatismo, cirugía), ciertas drogas (p. ej.. los corticosteroides) y afecciones mieloproliferativas. Excepciones a la neutrofilia detectada en las infecciones bacterianas son la tuberculosis, la brucelosis. pertussis, donde las células predominantes son los linfocitos. e infecciones, principalmente en recién nacidos, por Listeria monocytogenes (en la que predomina una respuesta monocitica). La eosinotiha generalmente se asocia con reacciones alérgicas, infecciones parasíticas y neoplasias hematológicas (Bngden, 1997). La basotilia también se asocia con frecuencia con las neoplasias hematológicas (p. ej.. leucemia mielógena crónica [CMLJ), pero puede detectarse en algunos estados inflamatorios y reacciones alérgicas. La hníocitosis generalmente se asocia con infecciones virales agudas, como la mononucleosis infecciosa (infección por el virus de Epstein-Barr [EBV]). infecciones crónicas, como la tuberculosis, brucelosis y pertussis, y con enfermedades hematológicas y la estimulación inmune. La monocitosis se asocia con enfermedades hematológicas. como la leucemia mielomonocítica crónica, y con algunos procesos infecciosos, como la tuberculosis y la rickettsia.



Recuento leucocitario elevado como consecuencia de una reacción leucémica En pacientes que no tienen leucemia, un recuento leucocitario muy elevado (generalmente >50 x 10'/1) puede producir un frotis de sangre periférica de apariencia similar a una leucemia. Esto se denomina una reacción ¡eucemoide. El tipo más común de reacción leucemoide es granulocítica. aunque también pueden darse reacciones linfocíticas. El tipo granulocítico normalmente revela la presencia de neutrófilos reactivos en el frotis de sangre periférica, con una desviación hacia la izquierda de la serie de neutrófilos (es decir, formas inmaduras como bandas, metamielocilos y mielocitos). Variaciones en la apariencia citoplásmica de las células, como la granulación tóxica y la producción de cuerpos de Doble, suelen estar presentes. Causas para una reacción de tipo granulocítico incluyen las infecciones bacterianas (p. ej.. la difteria), neoplasias (enfermedad de Hodgkm) y alteraciones reactivas, como una granulocitosis de rebote.
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Aunque estas variaciones resultan útiles, la proteina C-reactiva (CRP). una proteina plasmática de lase aguda, rápidamente se eleva y cae con la llegada de la resolución de la inflamación. La CRP parece ser un indicador más temprano y sensible de una inflamación aguda y de infección (Seebach. 1997), y ahora puede analizarse rápidamente mediante el empleo de los analizadores actuales. La reacción leucemoide debe distinguirse de la CML y de otras afecciones mieloproliferativas. Es muy importante tener en cuenta que, la enzima, tostatasa alcalina de los neulrótilos. tendrá niveles normales o elevados en una reacción leucemoide granulocitica. pero se verá disminuida en una CML



Recuento linfocitario elevado como consecuencia de una CML Actualmente, el diagnóstico definitivo de CML se basa en la demostración del cromosoma Filadelfia (es decir, la translocación BCR'c-abl entre los cromosomas 9 y 22) mediante citogenética o técnicas moleculares (p. ej., véase Cox, 1998). La detección de anomalías moleculares o citogenéticas también poseen un valor diagnóstico (también puede ser pronóstico) significativo en otras enfermedades hematológicas como puede ser la leucemia mieloide aguda, la leucemia Imfoblástica aguda, leucemia/lmfoma de células T y mielodisplasia (Glassman, 1997). Las técnicas moleculares actualmente se utilizan para delectar estadios muy tempranos de la enfermedad, además de para detectar una enfermedad mínima residual, es decir, la enfermedad que puede sólo resultar aparente en el nivel molecular.



Recuento linfocitario elevado como consecuencia de una leucemia linfocítica crónica Cuando los linfocitos parecen normales, pero están significativamente elevados en número en un individuo de cierta edad, debe considerarse la posibilidad de una leucemia linfocítica crónica (CLL). De nuevo, las técnicas moleculares, como la citometria de flujo de sangre periférica, pueden ayudar a establecer un diagnostico. En la CLL. los linfocitos B neoplásicos expresarán un antigeno de diferenciación característico llamado CD5. que es típico de esta enfermedad. También pueden detectarse otros antigenos CD mediante citometria de flujo y se han hecho útiles en la resolución de otros problemas de diagnóstico hematológico.



Leucocitosis debida a leucemias agudas Las leucemias agudas, tanto linfoides como mieloides. a menudo presentan una concentración de leucocitos elevada. En las leucemias linfoblásticas pueden verse numerosos linfoblastos en un frotis de sangre periférica. Las leucemias mieloides pueden presentar una variedad de formas incluyendo mieloblasticas. promielocíticas. monoblasticas/monocíticas, mielomonociticas, eritroblásticas y megacarioblásticas. Se estudian con detalle en el Capitulo 27. Aquí remarcamos el hecho de que la aparición de formas blásticas de cualquier tipo en una extensión de sangre periférica indica una fuerte posibilidad diagnóstica de una leucemia aguda.



Recuentos



linfocitarios



disminuidos



ANEMIA APLASICA



Los recuentos linfocitarios disminuidos, si se acompañan de una hipoplasia medular y dos de tres de los siguientes resultados -anemia (con una concentración de reticulocitos 
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este tipo de fallo medular se apoya fuertemente en la evaluación clínica junto con la evaluación de laboratorio apropiada (Aller, 1999).



Sepsis gramnegativa como causa de leucopenia La leucopenia también puede darse en otras afecciones, incluida la sepsis gramnegativa. Curiosamente, la sepsis gramnegativa con un bajo recuento leucocitario a menudo se ve acompañada de un patrón colestatico en el higado (es decir, un leve aumento de bilirrubina y de loslatasa alcalina).



Alteraciones en la coagulación Este amplio y complejo tópico se analiza en los Capítulos 28 y 29. Para nuestra revisión, nos enfocamos en cuatro parámetros hematológicos que pueden ser importantes en correlación con los resultados de los ensayos de determinaciones químicas: la concentración de plaquetas, el tiempo de sangría (BT), el APTT, que refleja la función del sistema de coagulación intrínseco, y el PT, que refleja la función del sistema de coagulación extrínseco. Valores disminuidos de la concentración plaquetana y/o anomalías en la agregación plaquetana pueden dar lugar a tiempos de sangría anómalos. PT y/o APTT elevados generalmente no se asocian con tiempos de sangría anómalos, excepto principalmente en la deficiencia de factor VIII con una deficiencia concomitante del factor de Willebrand. Este ultimo factor es necesario para la agregación plaquetaria. Debe notarse que el BT, actualmente, no se cree que correlacione de una forma precisa con el sangrado (DeCaterina. 1994; Gerwirtz, 1996) y ahora se emplea a menudo en la búsqueda de anomalías plaquetarias, como aquéllas presentes en la enfermedad de von Willebrand. El BT. sin embargo, no se correlaciona al 100% con anomalías de la función plaquetana. Recuérdese que el anticoagulante heparina. que acelera la inactivación de la trombina y otros factores de la coagulación (como el factor Xa), preferentemente bloquea el sistema intrínseco, dando lugar a A P T T prolongados, pero no a elevaciones significativas de los PT. Por otro lado, el antagonista de la vitamina K Coumadma bloquea preferentemente el factor VII en el sistema extrínseco, generando PT prolongados pero no APTT. Si el PT o el APTT se elevan, en la ausencia de tratamiento con hepanna o coumadma. y la concentración de plaquetas es normal, es importante realizar estudios de mezcla del plasma del paciente con plasma normal para determinar si se normaliza el Lempo de coagulación (es decir, si hay o no una deficiencia de un factor). Una causa relativamente frecuente de la deficiencia de factores es un fallo hepático analizado más adelante en el Capítulo 14 Así. las medidas de función hepática deben analizarse en estos casos. Si los estudios de mezcla no corrigen completamente los tiempos de coagulación, debe sospecharse la presencia de inhibidores de la coagulación, como el anticoagulante del lupus circulante o anticuerpos antifactor. Si la concentración plaquetaria disminuye y el APTT y el PT se elevan, debe considerarse el diagnóstico de DIC. Este diagnóstico se confirma mediante un resultado de elevación de productos de degradación de la fibrina (FSP) y. específicamente, el dimero D, revisado en el Capítulo 29, el fragmento D-D de la fibrina que resulta de la acción proteolitica de la plasmina sobre el coágulo de fibrina formado durante la coagulación intravascular. El dimero D se detecta en un ensayo empleando un anticuerpo monoclonal muy específico para este producto de degradación entrecruzado. La DIC es una condición extremadamente peligrosa y debe diagnosticarse rápidamente. En esta condición, existe una activación anómala de ambas cascadas de coagulación y un consumo de plaquetas. Esta activación puede estar causada por una sepsis gramnegativa (activación de las cascadas por parte de las endotoxinas bacterianas), cáncer, estados inflamatorios crónicos como en enfermedades vasculares del colágeno, leucemia (especialmente debida a la leucemia promielocítica), complicaciones del embarazo, complicaciones de las transfusiones sanguíneas, fallo hepático y traumatismos físicos como quemaduras, ahogos y lesiones del sistema nervioso central (SNC). La DIC causa la formación de microembolias que pueden resultar en un infarto de tejido amplio o isquemia con valores químicos anómalos (p. ej., incremento de enzimas de función hepática, BUN y creatinina elevadas, sugerentes de un fallo renal, incluso elevación de enzimas cardiacas como la creatina fosfoquinasa y su fracción MB cardioespecífica. indicadores de daño miocárdico). Así las concentraciones bajas de plaquetas, PT y APTT elevados, junto con ano-
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malias químicas sugerentes de una disfunción de múltiples sistemas, fuertemente sugieren la DIC. Una terapia anticoagulante debe administrarse rápidamente para bloquear futuras embolias y destrucción de tejidos.



Glomérulo



ANOMALÍAS EN QUÍMICA CLINICA: PATOLOGÍA QUÍMICA Anomalías electrolíticas La Figura 5-1 resume los mecanismos básicos por los que los riñones controlan el equilibrio de electrólitos y agua. Funcionalmente, hay que recordar que la función de los riñones es conservar fluidos o, lo que es equivalente, concentrar la orina. El mecanismo por el que se conservan estos fluidos está afectado por la acumulación de gradientes de cloruro sódico en el espacio intersticial entre los túbulos descendente y ascendente del asa de Henle, empleando un mecanismo multiplicador de contracorriente. En este mecanismo se expulsa el cloruro sódico al espacio intersticial, de modo que las concentraciones de NaCI se hacen mayores a medida que se aproximan al extremo del asa de Henle. El tubo ascendente del asa de Henle es impermeable al agua, del mismo modo que el túbulo contorneado distal y los tubos colectores. Sin embargo, bajo el efecto de la hormona antidiurética (ADH), analizada en el Capítulo 16, los tubos colectores se hacen permeables al agua permitiendo su paso al espacio intersticial y su penetración al vaso recto. La fuerza motora de todo este proceso es la elevada concentración de NaCI en el intersticio. Cualquier interferencia con el multiplicador de contracorriente destruirá la habilidad de reabsorción del agua porque los gradientes iónicos están disminuidos. Como también se muestra en la Figura 5 - 1 , el ion sodio, el 7 0 % del cual es reabsorbido en el túbulo contorneado proximal, puede seguir siendo reabsorbido en el túbulo contorneado distal y túbulos colectores, bajo el efecto de la aldosterona de la zona glomerular de la corteza adrenal. Esta hormona estimula el intercambio 1:1 de ion sodio por ion potasio o hidrógeno. Los niveles de sodio en suero dependen casi completamente del equilibrio entre la aldosterona y la ADH. Teniendo en cuenta estas simples consideraciones, las causas más comunes de hiponatremia e hipematremia se resumen a continuación con una explicación de cómo identificarlas.



Hiponatremia Las cuatro causas más comunes de hiponatremia se encuentran en la Tabla 5-2, junto con una quinta causa, poco frecuente, el síndrome de Bartter. Una sexta causa, mefabólica, la diabetes mellitus, también aparece en esta tabla. En todas las formas de hiponatremia, la concentración de ion cloruro es generalmente baja, ya que el cloruro es el principal ion opuesto al sodio. PRINCIPIO BÁSICO



(



Akloslcron;i)



Asa de Henle



Figura 5 - 1 . Representación esquemática de una nefrona mostrando el mecanismo fundamental de conservación de agua y sales por parte de los ríñones. La filtración tiene lugar en el glomérulo (parte superior izquierda), y el filtrado pasa a través del túbulo contorneado proximal (PCT), donde se reabsorbe el 70% del sodio filtrado. En el asa de Henle opera el mecanismo multiplicador de contracorriente. El ion cloruro se expulsa del lado ascendente del asa al espacio intersticial (aparece en la parte media superior de la figura). El ion sodio le sigue de forma pasiva. Las células del tramo ascendente del asa de Henle son impermeables al agua y las células del tramo descendente del asa de Henle son impermeables al ion cloruro. El resultado de este sistema es que se acumulan concentraciones elevadas de NaCI en la punta del asa de Henle. Los números que aparecen a lo largo del asa de Henle son las osmolalidades a distintos niveles del asa. En la parte superior del asa. el filtrado se hace isolónico (donde se producen los 300 mOsm) y a continuación hipotónico debido a la continua expulsión de iones cloruro. El intersticio hipertónico permite que el agua difunda de los tubos colectores (CD). siempre que se secrete la hormona antidiurética (ADH). Puede conservarse más ion sodio en el túbulo contorneado distal (DCT). si se secreta ADH. resultando en un intercambio 1:1 de Na- por K- y H\



orina en esta condición, la excreción total de sodio en 24 horas será baja (causa n 1 en la Tabla 5-2). 9



Todas las anomalías de sodio en suero confirmadas deben seguirse de un análisis de orina del paciente, quien debería tener restringidos los fluidos. El análisis de orina debería incluir el sodio en orina y la osmolalidad de la orina. Para las afecciones 1 y 2 de la Tabla 5-2, el sodio en suero tiende a corregirse en un período de 24 horas, cuando el paciente tiene restringido el acceso a fluidos. Sobrehidratación. En esta entidad, cuya causa más común es el consumo de grandes cantidades de agua o fluidos hipotónicos debido a causas como la polidipsia psicogénica, el sodio en suero se reduce a menos de 135 mEq/l. Ya que el agua consumida es excretada por los riñones, la orina también posee una baja concentración de este ion. De hecho, la osmolalidad de la orina será baja (es decir, 


U s o y / o a b u s o de diuréticos. Los diuréticos de asa bloquean la bomba de ion cloruro en el asa de Henle, bloqueando asi la formación de gradientes iónicos a través del multiplicador de contracorriente, necesario para la conservación del agua. Asi, se pierde agua. Además, como el sodio ya no queda retenido porque sigue al cloruro en el asa, también desaparece del suero. La excreción de sodio en 24 horas es elevada, a diferencia de la sobrehidratación (punto 2 en la Tabla 5-2). El patrón se parece a una sobrehidratación (suero y orina diluidos), excepto que los diuréticos de asa causan una severa depleción de potasio a no ser que el diurético se combine con un diurético que no afecte al potasio, como el triamtereno. Una combinación de hiponatremia e hipocalemia con una excreción en 24 horas elevada de sodio y potasio en orina indican el uso de diuréticos. Por supuesto, una historia generalmente apuntará al uso de diuréticos. Síndrome de secreción i n a p r o p i a d a de A D H ( S I A D H ) . En esta condición, secundaria a traumatismos craneales, ataques y otras enfermedades del SNC, y afecciones neoplásicas especialmente de pulmón, pecho y de ovario, que secretan hormonas semejantes a la ADH, el sodio en suero se
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C a u s a s más f r e c u e n t e s de h i p o n a t r e m i a y p a t r o n e s de electrólitos en s u e r o y o r i n a c u a n d o la función r e n a l es n o r m a l * Na en s u e r o



Causa 1.



•



Sobrehidratación



2. Diuréticos 3. S I A D H ' 4. Insuficiencia suprarrenal 5. Síndrome de Bartter 6 H i p e r o s m o l a r i d a d diabólica'



O s m en orina



Na en orina



K en s u e r o



Na en orina a las 24 h



Bajo



Bajo



Baja



Normal o bajo



Bap



Bajo Bajo Bajo



Bajo Alto



Baja Alta



Bajo Normal o bajo



Alto Alto



Normal Baja



Alto



Alto



Bajo



Ligeramente elevado Rao



Alio



Bajo



Normal



Normal



Bajo Alto



Normal



• Todos los valores de Na y K son concentraciones excepto para el Na en orina a las 24 horas, que es el número total de miliequivaientes de Na excretados en la orina a lo largo de 24 horas. I Secreción de niveles inapropiados de la hormona antidiurética. En esta afección, la glucosa en suero se encuentra marcadamente elevada Na = Sodio: Osm = ostnolaridad; K = potasio: SIADH = síndrome de la secreción inapropiada de la hormona antidiuretica. 1



encuentra disminuido debido al exceso de retención de agua en los tubos colectores. Eslo resulla en la depleción de agua en los túbulos renales, concentrando así la orina. Así, mientras que el suero contiene poco sodio (hipotónico), el sodio en orina está concentrado en niveles superiores a los 40 mEq/l, y la osmolalidad excede los 300 mOsm, mientras que la osmolalidad del suero es inferior a 280 mOsm. Este patrón es claramente diagnóstico de SIADH. Déficit de a l d o s t e r o n a . El déficit de aldosterona (punto 4 en la Tabla 52) es secundario a la enfermedad de Addison y al hipoadrenalismo que se produce en pacientes de sida. Sin la aldosterona, el intercambio Na-K y NaH- en el túbulo contorneado distal y tubos colectores no se produce. Así, la concentración de sodio en suero se reduce mientras que la concentración de potasio en suero aumenta, y se produce una leve acidosis metabólica. El sodio en orina aumenta pero no alcanza los niveles vistos en el SIADH. y la osmolalidad de la orina tampoco es tan elevada como en el SIADH. Síndrome de Bartter. Este trastorno se asemeja al uso de diuréticos excepto que la hiponatremia no se corrige con la restricción de fluidos. La causa de esta extraña alteración es desconocida, pero los gradientes de cloruro sódico no pueden formarse en el asa de Henle. Esto resulta en la retención de iones cloruro que no están disponibles para el mecanismo de contracorriente. Asi, los gradientes iónicos que normalmente se forman en el asa de Henle no pueden existir. En esta condición, hay una hiponatremia persistente, hipocalemia y una elevada excreción en 24 horas de sodio y potasio. E s t a d o h i p e r o s m o l a r diabético. En pacientes con diabetes mellítus, si están en un estado hiperosmolar (es decir, en los que la glucosa en suero se encuentra muy elevada, en torno a los 700 mg/dl), la hiperosmolalidad del suero causa la salida de agua celular, con una consiguiente dilución osmótica del sodio en suero. Aproximadamente, por cada 100 mg/dl que aumente la glucosa en suero hay un descenso de 1.6 mEq/l en ta concentración de Naen suero. Adviértase también que. en la diabetes insulinodependiente. los niveles disminuidos de insulina resultan en un transporte inferior de glucosa al inferior de los eritrocitos, dando un nivel elevado de glucosa en suero que puede llevar a estados hiperosmolares, ya que el transporte de glucosa al interior celular, bajo efecto de la insulina, también causa una elevación de potasio en suero. Así, el efecto neto de estados hiperosmolares diabéticos es una bajada de sodio en suero y una elevación del potasio. Esto se parece al hipoaldosteronismo (causa 4 en la Tabla 5-1), pero la presencia de niveles de



glucosa anormalmente elevados indica la posibilidad de que la diabetes mellítus sea la causa.



Seudohiponatremia Esta condición normalmente está causada por la presencia de un exceso de lipidos en suero. Los iones de sodio no se disuelven en lípidos, los cuales pueden ocupar un volumen importante del suero. Si se determina la cantidad absoluta de sodio en un volumen determinado de suero, como se determina cuando se emplean métodos de determinación de sodio como la fotometria de llama, este valor se divide entre el volumen de la muestra para obtener la concentración. Pero parte de este volumen es lipido y no contiene sodio. De modo que puede obtenerse un valor de sodio lalsamente bajo. Este artefacto se elimina mediante el empleo de electrodos ion-específicos que determinan directamente la concentración de sodio y no dependen de saber el volumen de suero.



Hipernatremia La Tabla 5-3 resume las tres causas básicas de la hipernatremia. Adviértase que cada una de las causas es la contrapartida de una causa de hiponatremia. Estas causas se resumen de siguiente torma. Deshidratación. Normalmente es causada por una pérdida renal excesiva con una liberación de agua libre positiva elevada (es decir, pérdida de agua en exceso del NaCI). exceso de sudoración y baja ingesta de agua. El sodio en suero se encuentra elevado al igual que el hematocrito (posiblemente enmascarando una anemia), y el sodio en la orina también se encuentra elevado debido a un aumento de la excreción renal de NaCI. D i a b e t e s insípida. Funcionalmente. esta alteración es la opuesta al SIADH (es decir, retención de agua en los túbulos inadecuada). Mientras que esta afección no se comprende por completo, puede resultar de niveles inadecuados de ADH de la pituitaria o de defectos en los receptores en los lúbulos renales (una forma de diabetes insípida nefrogénica) (DeVita. 1993). El patrón es de sodio en suero elevado pero sodio en orina diluido debido a los niveles funcionalmente inadecuados de ADH. H i p e r a l d o s t e r o n i s m o . Esta condición puede resultar de una hiperplasia adrenal, el síndrome de Cushing, y la enfermedad de Cushing. Los niveles de aldosterona circulante son inapropiadamente elevados, causando una reabsorción excesiva de Na y excreción de iones K' y H\ El paciente será hipernalrémico e hipocalémico y exhibirá una leve alcalosis metabólica.
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C a u s a s más f r e c u e n t e s de h i p e r n a t r e nl i a v n a t r o n e s de electrólitos e n s u e r o y o r i n a c u a n d o l a función r e n a l e s n o r m a l *



Causa t Deshidratación 2 Diabetes insípida 3 Enfermedad o síndrome de C u s h i n g



Na en suero Alto Alto Alio



Na en orina Alto Bajo Bajo



O s m en orina



K en s u e r o



Alta Baja Normal



Normal Normal Bajo



Na en o r i n a a l a s 24 h Variable Bajo Bajo



• Todos los valores de Na y K son concentraciones excepto para el Na en orina a las 24 horas, que es el número total de miliequivalentes de Na excretados en la orina a lo largo de 24 horas. Na = Sodio. Osm - osmolaridad, K = potasio.
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PATOLOGÍA C L Í N I C A / M E D I C I N A DE LABORATORIO



Hipocalemia Muchas de las causas de hipocalemia se solapan con aquéllas de hipernalremia, incluyendo la sobrehidratación, el empleo de diuréticos de asa que causan el bloque de la expulsión de cloruro en el asa de Henle - a s i , el potasio queda retenido en los túbulos y excretado-, SIADH, resultando en la retención de un exceso de retención de agua vascular, y el síndrome de Bartter. cuya causa primaria puede ser un exceso de secreción de potasio, como se expone más arriba. Además de estas causas que solapan con aquellas que causan hipernatremia, existen los siguientes estados que desencadenan únicamente hipocalemia. 1. La infusión de insulina en diabéticos Esto resulta en influjos relativamente grandes de potasio al interior de las células, disminuyéndolo en suero. 2. La alcalosis. Los eritrocitos mismos son unos tampones excelentes. Son capaces de intercambiar iones potasio por iones de hidrogeno. Así, en casos de acidosis. los iones H' penetran en los eritrocitos intercambiándose por iones K. Por el contrario, en la alcalosis. los iones H- salen de los eritrocitos (para neutralizar el exceso de base) mientras que los iones K- penetran en los eritrocitos. 3. El vómito. La principal perdida es de tanto K- como de K- del estómago.



Hipercalemia Las principales causas son aquellas que también causan hipernatremia (deshidratación. diabetes insípida e hipoadrenalismo) y además, las siguientes: acidosis y diabetes mellitus. como se menciona anteriormente y hemolisis. Cualquier tipo de dario celular, como la rabdomiólisis, y especialmente la hemolisis de eritrocitos, puede causar hipercalemia. En la hemolisis, todo el K' intracelular se expulsa al plasma. Otro analito que se concentra en los eritrocitos y que aumenta en los casos de hemolisis es la LD. Los aumentos intermitentes de potasio y LD en suero deberían tomarse como indicaciones de hemolisis, artefactualmente después de la toma de una muestra de sangre incorrectamente, o, lo que es menos frecuente, hemolisis debido a una condición hemolítica subyacente.



Enfermedad renal Existen cuatro analitos que ayudan en el diagnóstico de esta condición: BUN. creatinina. calcio y fosfato (Schnermann. 1998).



BUN El BUN es el nitrógeno de la urea en sangre. La fórmula de la urea es H NCO-NH . Hay 2 moles de nitrógeno por cada mol de urea. Este es el producto final del metabolismo del N H . en el hígado, como se ve en el Capitulo 14. La urea se excreta por los tubulos renales a una velocidad que es proporcional a la tasa de filtración glomerular (GFR). Adviértase, pues, que la urea retenida (es decir la urea en plasma o suero o BUN) es aproximadamente inversamente proporcional a la GFR: 2



B U N u 1/GFR



(5-1)



Creatinina La creatinina se secreta pero también es reabsorbida en aproximadamente la misma medida, de modo que el efecto neto es que la cantidad filtrada es la cantidad excretada. La cantidad total de creatinina filtrada es entonces, su concentración urinaria. U x el volumen de orina. V. en un tiempo determinado. El volumen total de plasma que aportó esta cantidad de creatinina filtrada a los glomérulos es la cantidad total de creatinina filtrada dividida entre la concentración del plasma, P,. Esta cantidad es también la depuración de creatinina, C ,. De modo que la tasa de filtración glomerular es: t



prerrenal. en el que el flujo del plasma se ve reducido, a causa de lesiones como una salida cardiaca reducida, una estenosis de la arteria renal, trombosis de la vena renal, etc. Esto causa una disminución en la GFR De la Ecuación 5 - 1 . el BUN entonces aumentará. Sin embargo, los niveles de creatinina en suero (P„ en la Ecuación 5-2), con sus intervalos de referencia entre 0,5 mg/dl y 1,0 mg/dl, generalmente permanecerán dentro de los rangos normales o pueden estar levemente elevados porque, de la Ecuación 5-2. una GFR baja resultará en un menor flujo de orina (V en la Ecuación 5-2). La P, y la U_ generalmente permanecerán en niveles normales. Asi. habrá un aumento desproporcionado de BUN sobre la creatinina. La relación BUN/creatinina normal es de 10 a 20:1, y en una enfermedad prerrenal se incrementa hasta bastante más de 2 0 : 1 . La segunda causa de elevación de BUN es la enfermedad renal verdadera. Aquí, de nuevo, habrá una elevación del BUN debido a bajas GFR Ahora, sin embargo, la filtración de la creatinina estará comprometida, de modo que su nivel en suero aumentará de forma correspondiente. Asi, en una verdadera enfermedad renal, tanto el BUN como la creatinina se aumentaran a la vez, manteniendo la relación BUN/creatinina entre 10 y 20:1 (Newman, 1999). Este patrón también se produce en la enfermedad posrenal(es decir, uropatías obstructivas debidas a piedras renales o uretrales [nefro o urolitiasisj. agrandamiento de la próstata debido a una hipertrofia prostética benigna o a un carcinoma prostético, infección del tracto urinario, estasis de la vejiga, carcinomas uroteliales). Señalar la lesión. Suponga que se encuentra un paciente con un BUN de 60 mg/dl y una creatinina de 3,5 mg/dl. Puede diagnosticarse un lallo renal auténtico. Ahora considere que el riñon posee dos compartimientos, un compartimiento de filtración (glomérulo) y el otro un compartimiento de concentración (túbulos renales) Si existe un fallo renal, ¿dónde está la lesión?, ¿en el compartimiento de filtración o en el de concentración? Como se ha mencionado anteriormente, la función de los ríñones es conservar fluidos o concentrar la orina. Así, si un paciente mantiene una dieta de fluidos restringidos, la osmolalidad de la orina (Uosm) debería ser significativamente más alta que la osmolalidad del plasma (Posm). De hecho, la relación Uosm/Posm es mayor de 1.2 en los individuos normales. Si se recoge la orina de 24 horas del paciente anterior con una dieta de fluidos restringidos, y se mide su Uosm, se puede determinar dónde se ha producido la lesión. Si la relación Uosm/Posm es menor de 1,2, entonces la orina no se está concentrando y debe existir una lesión tubular. Por otro lado, si la relación es normal, entonces, por exclusión, la lesión debe ser glomerular. Las causas de lesiones glomerulares son muchas: glomerulonefritis. pielonefritis, diabetes e infartos entre otros; las lesiones tubulares también tiene múltiples causas incluyendo la pielonefritis, diabetes, necrosis papilar, necrosis tubular aguda (ATN), infarto, shock. isquemia, etc. Es sorprendente que de una muestra de sangre de tan sólo 100 pl y varias alícuotas de orina no sólo podemos determinar la presencia de fallo renal, sino que también es posible localizar la lesión, y todo esto de una forma prácticamente no invasiva.



Calcio y fosfato Los riñones desempeñan un papel importante en la regulación de los niveles de calcio. En el fallo renal, los niveles de calcio tienden a caer, mientras que los niveles de fosfato aumentan correspondientemente. El tópico del metabolismo del calcio y del foslato se analiza en detalle en el Capítulo 10. Aquí estudiamos los dos analitos con fines diagnósticos. Recuérdese que el calcio es el catión más abundante en el cuerpo, la mayoría se almacena en el hueso como hidroxilosfato calcico e hidroxiapalito. El calcio forma complejos con el fosfato en distintas formas, dependiendo del estado de ionización del fosfato: hy>0«±»H PO< + H ' í
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GFR = C , = l / , x V/P c
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Suponiendo que el BUN es anormalmente elevado (intervalo de referencia = 10 a 20 mg/ml). Hay dos posibles razones que lo expliquen. La primera es



Las formas más msolubles de fosfato calcico son aquellas con los fosfatos más básicos (es decir, aquéllas en la Ecuación 5-5). Asi. las afecciones alcalinas estimulan la deposición de calcio en el hueso, mientras que las afecciones acidas estimulan la salida de calcio del hueso. Asi. la alcalosis



CAPÍTULO 5
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INTERPRETACIÓN DE LOS RESULTADOS DE LABORATORIO



favorece la hipocalcemia. mientras que la acidosis estimula la hipercalcemia. Adviértase que existe un equilibro entre el fosfato calcico soluble y el insoluble en el hueso. Representamos el equilibrio como:



de oxigeno y el exceso de bases. Tres de estas cantidades son mterdependientes entre ellas (es decir, la P c o . el bicarbonato y el pH) por la ecuación de Henderson-Hasselbalch:



Ca + P U (CaP) insoluble



Ya que la concentración de H,co, en sangre es directamente proporcional a la PcOj (es decir, a temperatura ambiente, H,co , = 0.03 x Peo.,), la Ecuación 5-8 puede escribirse de la siguiente manera



(5-6)



donde el lado izquierdo incluye todas las sales de fosfato calcico solubles y el lado derecho son las lormas msolubles. La constante de equilibrio. K para este equilibrio es:



2



pH = 6.1 + logKHCOj )/H£0 )



(5-8)



3



:



sp



pH = 6,1 + log(HCO. /0.03 • PCO )



(5-9)
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K = (Ca) x (P)/(CaP) insoluble



(5-7)
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Ya que la concentración de (CaP) insoluble es constante, el Ca x P soluble es constante (llamada constante de solubilidad, K ) . Asi. existe una relación inversa entre el Ca y el P. Los estados hipocalcémicos casi siempre se acompañan de estados hiperfosfatémicos y viceversa. Del calcio soluble, en el numerador de la Ecuación 5-7, hay dos formas: calcio unido a albúmina y globulina en forma quelada. y el calcio ionizado o no quelado. El calcio biológicamente activo está en la forma ionizada. Asi, los niveles en suero de calcio ionizado se consideran la mejor medida de hipo-, normo- o hipercalcemia. +



Los ríñones son vitales en el metabolismo del calcio y regulan los niveles de calcio de dos maneras: la hormona paratiroidea estimula la secreción de losfato por parle de los túbulos renales. Por la Ecuación 5-7, el nivel de calcio en suero debe entonces elevarse. Además, los riñones son vitales para la formación de vitamina D activa en la síntesis de 1,25-dihidroxicolecalciferol, necesario para la absorción de calcio en el intestino. En casos de enfermedad renal, donde hay fallo tubular, se inhibe la excreción de fosfato debido a la falta de respuesta de los túbulos a la hormona paratiroidea. Asi, los niveles de fosfato se elevan mientras que los de calcio caen. Además, la producción de vitamina D activa se ve disminuida, disminuyendo el calcio absorbido. La hipocalcemia e hipercalcemia. en el caso de elevaciones de BUN y creatinina. indicativos de una enfermedad renal, sugieren fuertemente un fallo tubular. Otras causas de hipocalcemia. Aparte de la alcalosis y el fallo renal, la hipocalcemia puede estar causada por un hipoparatiroidismo. que también dará una hiperfosfatemia. Ocasionalmente, como en el caso de carcinomas medulares del tiroides y otros tumores APUD (actividad descarboxilasa y toma de precursores con grupos amino), la elaboración de calcítonina, una hormona que disminuye los niveles de calcio, puede dar lugar a niveles de calcio disminuidos. Estas causas pueden encapsularse en el acrónimo CHAR (calcítonina. nipoparatiroidismo. alcalosis, y fallo renal). Causas de hipercalcemia. Aparte de la acidosis, las posibles causas de este trastorno pueden resumirse en la regla mnemotécnica de Bakerman "CHIMPS" (Bakerman, 1994), o cáncer, ftpertiroidismo. causas yatrogénicas, mieloma múltiple, h/perparatiroidismo y sarcoidosis.



Anomalías en los gases sanguíneos Hemos revisado los efectos de la acidosis alcalosis sobre los niveles de calcio en suero. El diagnóstico actual de acidosis o alcalosis. sin embargo, depende de la medida de pH de la sangre arterial El tópico de los gases de la sangre arterial se estudia en el Capítulo 9. Aquí nos centramos en cómo interpretar los resultados anómalos y correlacionarlos con otros resultados de laboratorio. Las determinaciones de gases en sangre se refieren a medidas cuantitativas del pH de la sangre arterial, la Peo,,, el bicarbonato, la Po,. la saturación



Tengase en cuenta que si el bicarbonato, en el numerador de la Ecuación 5-9. se consume como ocurre en la acidosis metabólica. aumentando la tasa respiratoria, y disminuyendo la Peo,,, el denominador de la ecuación decae, por tanto, para compensar. Si la Peo, aumenta como sucede en la acidosis respiratoria, los riñones retienen el bicarbonato, de modo que tanto el numerador como el denominador aumentan para mantener la relación relativamente constante (es decir, capacidad tamponadora). Para interpretar los resultados de los gases sanguíneos, el primer punto a recordar es el pH Independientemente de los valores del bicarbonato y Pco . si el pH es inferior a 7,4. el paciente es acidótico, si es superior a 7,4 el paciente el alcalótico, y si es de 7.4 no es ninguna de las dos. Una vez realizado el diagnóstico de acidosis o alcalosis, entonces pueden utilizarse el bicarbonato o la Peo. para decidir si es de origen metabólico o respiratorio. 2



En la Tabla 5-4 se resumen los cuatro estados básicos de anomalía: la acidosis metabólica y respiratoria, y la alcalosis metabólica y respiratoria. En la acidosis metabólica. el principal problema es la producción de ácido como en la cetoacidosis diabética, en la acidosis láctica (es decir, como consecuencia de una sepsis gramnegativa) y en el fallo renal. Este ácido se tampona con bicarbonato, que. por tanto, se consume. Para compensar la pérdida de bicarbonato, aumenta la tasa respiratoria para disminuir la Pco . Así, un pH bajo combinado con niveles bajos de bicarbonato y de Peo, apuntan a una acidosis metabólica. como se muestra en el trastorno 1 de esta tabla. Como aparece en el trastorno 2 de la Tabla 5-4. el trastorno opuesto, la alcalosis melabólica. resulta en la reversión de los niveles mostrados en el trastorno 1. La causa más común de alcalosis metabólica es la presencia de vómitos y una pérdida de HCI del estómago y un aumento de bicarbonato. 2



Cuando el CO , se retiene en los pulmones como en la enfermedad por obstrucción pulmonar crónica (COPD), el denominador de la Ecuación 5-9 aumenta, causando una caída del pH de la sangre. Para compensar, los riñones retienen bicarbonato para aumentar el numerador de la ecuación. Si el pH de la sangre es menor de 7.4 y el CO y el bicarbonato están los dos disminuidos (trastorno 3 de la Tabla 5-4), la acidosis es de origen respiratorio. Fíjese en el trastorno especular (niveles opuestos) para la alcalosis respiratoria en el trastorno 4 de esta tabla. Aparte de la COPD, las principales causas de la acidosis respiratoria incluyen enfermedades como la miastenia graves, en la que se da una parálisis parcial de los músculos accesorios de la respiración: la neumonía y enfermedades del SNC que afectan al tronco cerebral en zonas relacionadas con el control de la respiración. La alcalosis respiratoria se debe fundamentalmente a la hiperventilación, a menudo de origen psicogénico. Aquí, la P c o está reducida debido a la rapidez de la respiración. ;



¿



El pH de la sangre puede afectar a los niveles de electrólitos en suero. En la acidosis, además del tamponamiento del bicarbonato, los eritrocitos pueden tamponar el exceso de iones H- mediante su intercambio por iones K' intracelulares. siendo el efecto neto una leve hipercalemia. Se produce una hipocalemia acompañante en los casos de alcalosis. Recuérdese también



pH, Peo, y bicarbonato en distintas afecciones Afección 1. A c i d o s i s metabólica 2. Alcalosis metabólica 3. Acidosis respiratoria 4. Alcalosis respiratoria



pH



Bicarbonato



Pco



7.4 7.4



Bajo Alto Alto Bajo



Bajo Alto Alto Bajo



C O P D = E n f e r m e d a d e s p u l m o n a r e s p o r obstrucción crónica



2



C a u s a s típicas C e t o a c i d o s i s diabética: acidosis láctica Vómitos C O P D : parálisis de los músculos respiratorios A n s i e d a d : dolor a g u d o : luperventilación
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que la acidosis puede causar una leve hlpercalcemia; la alcalosis puede causar una leve hipocalcemia y afectar especialmente a la media de calcio ionizado.



respiratorio (RQ). La Pao puede escribirse como Paccy'flQ. Para un RQ de 0 , 8 . 1 / F L O es 1,25. En resumen, la Ecuación 5 - 1 0 puede reescribirse como



Intervalo aniónico



Para un RQ de 0 , 8



Todos los iones de sodio deben ser neutralizados por iones contrarios, la mayoría de los cuales están constituidos por iones cloruro y bicarbonato, y, en menor grado, por fosfato, sulfato y grupos carboxilo de proteínas. El sodio en suero normalmente es de 1 4 0 mEq/l, el cloruro suele estar en torno a los 1 0 0 mEq/l y el bicarbonato es de 2 4 mEq/L. El intervalo aniónico se define como el N a - ( C L + H C O V ) el cual, en individuos normales, es de aproximadamente 1 6 . Estos 16 mEq/l en realidad comprenden todos los iones contrarios que neutralizan el sodio pero que no se miden en el suero. -



Si un individuo posee acidosis metabólica, en la que el aumento de la concentración de iones IT está acompañado de un incremento correspondiente de iones C l \ como sucede cuando hay un defecto en el intercambio N a ' / H ' en el túbulo contorneado distal (trastorno 4 de la Tabla 5 - 2 ) , el ácido se tamponará con bicarbonato (convertido en H C 0 ) . El valor del bicarbonato, por tanto, descenderá, pero habrá un incremento 1:1 de ion cloruro. Así, no se producirán cambios en el intervalo aniónico. Si el ion contrario no es el C l , como el ácido acetoacético (en la acidosis diabética) o el ácido láctico como sucede en la sepsis o en la hipopertusión, entonces se reduce el bicarbonato, como ocurría anteriormente, pero no hay un incremento correspondiente de Cl". Asi, se produce un incremento del intervalo aniónico que puede alcanzar niveles de 2 5 mEq/l a 3 0 mEq/L. La presencia de un intervalo aniónico ensanchado significa la presencia de una acidosis metabólica debida a un ácido que no contiene cloruro. 2



3



I n t e r v a l o s aniónicos b a j o s . Los intervalos aniónicos consistentemente bajos, generalmente en un rango de 1 mEq/l a 3 mEq/L, significan la presencia de niveles elevados de proteína básica, a menudo una proteina de mieloma. La proteina básica contiene iones amonio, cuyos iones contrarios son de C L . Ahora el ion "invisible" es el amonio, mientras que se produce un incremento medible de ion cloruro. Esto tiende a disminuir el intervalo aniónico. Los intervalos aniónicos persistentemente bajos son una seria señal de una posible neoplasia (p. ej.. mieloma).



Oxigenación Los gases sanguíneos también aportan una excelente medida de la perfusión en los tejidos a través de la medida de P o y la saturación de oxígeno de la hemoglobina. Valores normales de P o deberían ser de 90 mm Hg a 1 0 0 mm Hg. mientras que la saturación de 0 debe ser del 1 0 0 % . Valores bajos de cualquiera o ambos de estos números señalan una patología subyacente. Las principales causas de valores bajos de estas medidas son infarto de miocardio, embolia pulmonar, enfermedad del intersticio pulmonar severa (p. ej.. neumonía intersticial) y estados de anoxia de tejidos secundaría a una hipopertusión, como en casos de septicemia y fallo cardíaco congestivo severo. En la embolia pulmonar se produce un bloqueo de la circulación pulmonar, a pesar de una ventilación adecuada, dando lugar a desigualdades de ventilación/perfusión. 2
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H i p e r c a r b i a c o m o c a u s a de hipoxía. Otra causa fundamental de los estados de hipoxia en la sangre arterial son los estados de retención de CO , como en la COPD severa. Esto se produce porque, a medida que se acumula el C O , en los alvéolos, se reduce la cantidad de 0 en el volumen de aire. Para valores de P c o superiores a 50 mm Hg, el efecto sobre la Po alveolar (Pao ), se hace importante, como se ilustra en la Figura 5 - 2 . El oxigeno, a diferencia del C o , no es soluble en agua ni membranas, de modo que hay una diferencia de unos 10 mm Hg a 15 mm Hg de presión entre el oxígeno alveolar y el arterial (Pao ), denominado gradiente A-a. Así, la Pao es más baja que la Pao disminuida. Es importante recordar que el oxígeno total inspirado, llamado Pio , está repartido entre el saco alveolar y la sangre arterial. Esta relación puede anotarse como
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P A O = P i o - PacOp/RQ ?



P A O = Pio - 1 , 2 5 x P a c o 2



(5-11)
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Esta ecuación establece que porcada incremento en la Pacos, habrá un descenso superior al 1:1 en la Pao¡. Esto resultará en déficit graves de oxígeno. En la Figura 5 - 3 está la curva de disociación del complejo oxígeno-hemoglobina. Adviértase que la curva es sigmoidal debido a la naturaleza alosténca de la unión del oxigeno a la hemoglobina. Para Po de entre 70 mm Hg y 1 0 0 mm Hg, la saturación de la hemoglobina se aproxima al 1 0 0 % . Pero para P o inferiores a 70 mm Hg hay una fuerte caida de la fracción saturada, de modo que pequeñas caídas de la P o desencadenan grandes descensos del porcentaje de saturación. Agravando este efecto, está el descenso desproporcionado de la Po siempre que se produce un aumento de la Peo,, como se ha descrito anteriormente. 2
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Mientras se producen estos electos negativos, la perfusión a los tejidos se ve gravemente disminuida debido al descenso de la saturación de oxígeno de la sangre arterial. El resultado es una acidosis tisular (principalmente del ácido láctico que resulta del metabolismo anaerobio). La acidosis desplaza la curva de disociación de oxígeno-hemoglobina hacia la derecha, como muestra la Figura 5 - 3 . causando una saturación incluso menor para una determinada Po , originando un descenso incluso mayor de la perfusión tisular, y una mayor acidosis de los tejidos. Este círculo vicioso puede corregirse administrando al paciente un respirador para causar una mayor expiración de Co . 2
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El patrón de determinación de gases de sangre arterial para este tipo de paciente será de un pH de sangre arterial bajo, baja P o y niveles bajos de bicarbonato. Este patrón no es típico de los cuatro patrones básicos establecidos en la Tabla 5-4 porque, además de una acidosis respiratoria fundamental (PcO;, elevada), hay una sobreimposición de una acidosis láctica del metabolismo tisular, causando un nivel de bicarbonato bajo. Estos resultados, junto con la baja Po , indican la necesidad inmediata de ventilación del paciente con un respirador. 2
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A diferencia de las dos condiciones de infarto de miocardio y de la embolia pulmonar, las cuales pueden tratarse en parte mediante la administración de oxígeno, el tratamiento del estado hipercárbico consiste en no administrar oxigeno salvo que el paciente esté siendo correctamente ventilado. La hipercarbia induce una inhibición inducida por C 0 de los centros respiratorios en el puente y la médula oblonga del tronco cerebral. De hecho, el único impulso de respirar es la hipoxia inducida por hipercarbia, causando que quimiorreceptores del arco aórtico envíen señales al centro respiratorio del cerebro para seguir respirando. La administración de oxígeno a pacientes con estaalteración sin ventilación puede causar el cese de respiración y una rápida muerte del paciente. 2
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p o 2 mm Hg Pio = P A O + Pao 2
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(5-10)



Por cada mol de 0 consumido se producen aproximadamente 0 , 8 moles de Co . La relación entre Co, producido y 0 consumido se denomina coeficiente 2
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Figura 5 - 2 . Efecto de un incremento de la Pco 2 sobre la Po 2 en el alvéolo y la sangre arterial. Esta figura demuestra que a medida que la Pco aumenta, se produce un descenso de la P o superior a la relación 1:1 2
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ta de forma rápida, incluyendo el método de captura iónica de Abbott Laboratories. De todos los métodos para diagnosticar diabetes mellitus y para el seguimiento de la eficacia del tratamiento, la medida de los niveles de hemoglobina glucosilada es quizá la más precisa y debería hacerse junto con las determinaciones de glucosa en sangre.



Otros resultados anómalos en la diabetes mellitus
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Bajo la influencia de la insulina, cuando la glucosa se transporta al interior de una célula, se acompaña de potasio (afección 6 de la Tabla 5-2). Debido a una elevación del metabolismo de grasas, se produce una acumulación de ácido acetoacético, que desencadena una acidosis metabólica. En la diabetes, cuando la glucosa en sangre se hace especialmente alta (es decir, >300 mg/dl), la osmolalidad del suero se hace peligrosamente elevada y puede causar un coma hiperosmolar no cetónico. En esta afección, el agua del interior de eritrocitos y leucocitos sale al volumen vascular diluyendo los analitos como el sodio (afección 6 en la Tabla 5-2). Asi, un paciente con un coma hiperosmolar puede tener un suero hiperosmolar, hiperglucemia, hipercalemia e hiponatremia. En los estados cetónicos el paciente tendrá, además, una acidosis metabólica y un intervalo aniónico elevado.
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Figura 5-3. Efectos de los descensos de la Po, en la zona alostérica de la curva de disociación del complejo oxígeno-hemoglobina. En la curva de pH 7,4. si la Po cae de 80 mm Hg a 60 mm Hg, el efecto sobre la saturación de oxígeno es pequeño. Sin embargo, una caída de 40 mm Hg a 20 mm Hg resulta en una gran caída en la saturación de oxígeno desde aproximadamente un 80% a un 30% (flecha 1). Con esta saturación de oxígeno tan baja, se produce una marcada acidosis láctica a consecuencia del metabolismo anaerobio, El aumento de acidosis resulta en una caída del pH de la sangre a 7.2, desplazando la curva de disociación a la derecha (curva pH 7,2). Ahora, para una Po, de 20 mm Hg, la saturación de oxigeno cae incluso más (flecha 2) hasta aproximadamente un 20%, desencadenando un ciclo vicioso. 2



En la hipoglucemia. los niveles de glucosa en suero de menos de 60 mg/dl en muestras de suero de pacientes en ayuno indican fuertemente esta afección. Los ensayos de tolerancia de glucosa muestran que después de un incremento rápido de los niveles de glucosa, se produce una caída anormalmente rápida hasta niveles sustancialmente inferiores a los 60 mg/dl. Si se sospecha la hipoglucemia, se recomienda administrar al paciente un ensayo de tolerancia de glucosa de cinco horas porque la "caída" hipoglucémica a menudo no se detecta hasta pasadas las tres horas. Los ensayos de tolerancia de glucosa en pacientes en los que existe sospecha de hipoglucemia, deben realizarse con cuidado porque el procedimiento puede inducir una hipoglucemia reactiva severa, generando una pérdida de consciencia e incluso un shock.



Ensayos de función hepática



Anomalías en la glucosa El intervalo de referencia normal para la glucosa en suero en ayuno generalmente está entre 70 mg/dl y 110 mg/dl. Como se describió en el Capitulo 11. las dos anomalías básicas que se producen con los niveles de glucosa en suero son la hiperglucemia, casi siempre asociada con la diabetes mellitus, y la hipoglucemia debida a causas yatrogénicas (sobredosis de insulina en un paciente diabético) o a otras causas subyacentes (como la hipoglucemia reactiva debida a la "hipersensibilidad" a la insulina, un insulinoma, etc.). Para establecer la hiperglucemia, es vital determinar si el paciente tiene 1) un nivel de glucosa en suero en ayuno mayor o igual que 126 mg/dl, o 2) un nivel de glucosa en suero superior o igual a 200 mg/dl y síntomas clásicos de diabetes, o 3) concentraciones en plasma, dos horas tras la administración, mayores o iguales que 200 mg/dl durante un ensayo de tolerancia a la glucosa oral (Sacks, 1999). Cualquiera de los tres resultados anteriores es diagnóstico, si puede confirmarse mediante la repetición del ensayo un día siguiente (Sacks, 1999). Otra forma de establecer el diagnóstico de diabetes mellitus es el empleo del ensayo de tolerancia de glucosa, también descrito en el Capítulo 11. En este proceso, después de administrar al paciente, con un ayuno de 12 horas, una cantidad definida de glucosa por vía oral, se siguen los niveles de glucosa en sangre y orina. Normalmente, los niveles de glucosa en suero se elevan y después caen en un período de 2 horas. Si los niveles de glucosa permanecen elevados, sin embargo, puede realizarse de nuevo el diagnóstico de diabetes mellitus. También, si se detecta glucosa en orina en cualquier momento, se obtiene evidencia de esta condición, aunque la ausencia de glucosa en orina no permite descartar la diabetes mellitus. Los niveles elevados de glucosa en suero lambién resultan en la glucosilación de la hemoglobina. Los niveles de hemoglobina glucosilada tienden a elevarse a lo largo de un periodo de tiempo. Se han diseñado un número de métodos elegantes para medir la hemoglobina glicosilada en sangre comple-



El prodigioso tópico de ensayos de función hepática se analiza en profundidad en el Capitulo 14. La interpretación de estos ensayos requiere la correlación de un gran número de niveles de analitos. Aquí podemos reducir las anomalías de los resultados de función hepática a un grupo de seis condiciones resumidas en la Tabla 5-5 que ayudan a correlacionar estos valores. Los principios de estos patrones se detallan a continuación. 1. Todos los daños agudos y/o lesiones necróticas en el hígado causan principalmente un incremento marcado de los niveles de aminotranslerasas, la aspartato aminotranslerasa (AST) y la alanina aminotransferasa (ALT). Los daños celulares y la necrosis también causan un incremento de enzimas como la LD. Estos incluyen la hepatitis aguda (p. ej.. infecciosa o inducida químicamente), infarto y traumatismo. El tracto biliar siempre se ve afectado de modo que la bilirrubina directa se eleva debido a la interferencia del flujo de bilis. Como consecuencia de daños del tracto biliar, la enzima fosfatasa alcalina se eleva junto con la -glutamil transferasa (GGT) y la 5'-nucleotidasa (5'-N). Las lesiones de los hepatocitos causan pérdida de la conjugación de la bilirrubina transportada, de modo que la bilirrubina indirecta (sin conjugar) también puede aumentar. Ya que. generalmente, en la hepatitis, se destruye mucho menos del 8 0 % del hígado, puede producirse una regeneración total, y hay suficiente tejido presente para permitir niveles adecuados de síntesis proteica y fijación del amonio en urea. Asi, los niveles totales de proteína, albúmina y amonio permanecen normales. Estos resultados típicos se resumen en el trastorno 1 de la Tabla 5-5. 2. La c/frosis hepática se caracteriza por dos rasgos cardinales: la fibrosis, que previene la regeneración del tejido hepático donde se produzca, y los nodulos de tejido hepático en regeneración, que constituyen la única fuente de función hepatocitica de cualquier tipo. Asi, durante la cirrosis, se produce un patrón prácticamente inverso al de la afección 1 de la Tabla 5-5 para la hepatitis. Ya que. en la cirrosis panhepática, se produce una destrucción de más del 8 0 % del tejido hepático, sin la regeneración de todo el tejido dañado, los niveles de las aminotransferasas
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S e i s p a t r o n e s f u n d a m e n t a l e s de e n s a y o s de función hepática



Afección 1 . Hepatitis 2 . Cirrosis 3 Obstrucción biliar 4. Lesión q u e o c u p a v o l u m e n 5. Congestión p a s i v a 6 Fallo fulminante



AST A NN N N NoA Ligeram A Muy A



ALT A



NoA Ligeram A A



LD A N N A A Ligeram A A



ALP



TP



A N-ligeram A



B



A N-ligeram A A



N N B



Alb NN B N N N N B



Bilirrubina A A A N-, N-i A



Amonio N A il N N A



A N, B = Alio, normal bajo, respectivamente; AST * a s p a r l a t o aminotransferasa. ALT = alanina a m m o t r a n s l e r a s a . LD i lactato d e s h i d r o g e n a s a ALP « tosfalasa alcalina; TP = proteína total: A l b = albúmina.



AST'ALT y de LD (que provienen de los nodulos en regeneración) tienden a ser normales o bajos o, a veces, se encuentran ligeramente elevados. Sin embargo, la proteina total y la albúmina se encuentran muy bajas. Los niveles de amonio se encuentran elevados. Debido a que queda una cantidad insuliciente de tejido hepático viable y a que la fibrosis destruye los colangiolos, tanto la bilirrubina directa como la indirecta tienden a elevarse. Estos resultados se resumen en la afección 2 de la Tabla 5-5 3. La obstrucción biliar aguda causada por piedras en el árbol biliar o por neoplasias que bloquean la secreción de bilis provoca elevaciones de la bilirrubina directa y de la fosfatasa alcalina del tracto biliar junto con las enzimas. GGT y 5'-N (véase más arriba). Todos los demás ensayos hepáticos suelen dar resultados normales. Para una simple obstrucción biliar, pues, el patrón es el que aparece en el trastorno 3 de la Tabla 5-5.



5-5. El fallo renal resulta en elevaciones del BUN y la creatinina con una proporción de 10 a 2 0 : 1 , indicativo de un fallo renal. La relación Uosm'Uosm es inferior a 1.2:1, indicando una disfunción tubular. Las coagulopatias severas con APTT y TPT elevados pueden verse como consecuencia de la ausencia de producción de factores de coagulación por parte del hígado. Con frecuencia, el DIC acompañará al fallo hepático. Esta afección debe distinguirse de una producción de factores de coagulación disminuida combinada con una hepatoesplenomegalia debido a hipertensión portal, como sucede en los casos de cirrosis. La esplenomegalia puede resultar en un secuestro de plaquetas, de modo que el patrón general puede parecerse al DIC pero no ser un DIC auténtico. Para asegurar el diagnóstico de DIC. el nivel de FSP debe ser superior a 40 pg/ml acompañado de niveles elevados de dímero D (vide supra). Además, en el caso del fallo hepático severo, formas anómalas de eritrocitos, células diana, pueden verse en un Irotis de sangre periférica.



4. Las lesiones que ocupan espacio del hígado se caracterizan, por motivos no bien comprendidos, por elevaciones aisladas de las enzimas fosfatasa alcalina y lactato deshidrogenasa. Este patrón aparece en la afección 4 de la Tabla 5-5. La causa más comUn de esta afección es un carcinoma metastálico hepático.



Los pacientes con cirrosis y fallo hepático fulminante tienden a estar inmunocomprometidos. Muchos de estos pacientes poseen una función de células T defectuosa pero produce un exceso de inmunoglobulina (ineficaz) Así. estos pacientes tienden a tener niveles bajos en suero de albúmina debido a un descenso en la síntesis de albúmina, pero niveles elevados de inmunoglobulinas.



5. La congestión pasiva del hígado se caracteriza por una leve elevación de las aminotransferasas (AST/ALT) y la LD y, en casos más graves, elevaciones de la bilirrubina total y de la fosfatasa alcalina. Este patrón también puede verse en la mononucleosis infecciosa, donde el incremento de bilirrubina puede ser marcado. El patrón general de la congestión pasiva se describe en el trastorno 5 de la Tabla 5-5. 6. El fallo hepático fulminante agudo resulta de una variedad de causas que incluyen el síndrome de Reye y la hepatitis C (Farsi, 1996). Esta entidad es un fallo hepático total. El patrón completo, que se ha descrito recientemente (Sunheimer, 1994) y se describe en la afección 6 de la Tabla 5-5. aparece como una combinación de hepatitis y cirrosis. Aquí, los niveles de AST y de ALT alcanzan niveles excepcionalmente elevados, a menudo superiores a las 10.000 Ul/I. Al mismo tiempo, la proteina total y la albúmina están disminuidas, y los niveles de amonio están elevados, causando una encefalopatía hepática. También se elevan la LD. la fosfatasa alcalina y la bilirrubina. Además, el marcado incremento de AST y ALT. combinado con la hiperamonemia, produce una elevación desproporciona! característica de la AST con respecto a la ALT, confirmando todavía más el diagnóstico. Es vital reconocer este patrón porque el trastorno subyacente es una emergencia médica y debe tratarse lo antes posible



Correlaciones entre ensayos de función hepática y otros resultados de laboratorio En el caso de un fallo hepático severo, secundario a cirrosis o al fallo hepático fulminante, no es extraño encontrar anomalías en los electrólitos, en ensayos de función renal y en el perfil de coagulación. Los pacientes con el trastorno 2 o el 6 de la Tabla 5-5 a menudo tienen ascitis. con una marcada pérdida de fluido. Esto resulta en niveles elevados tanto de la ADH como de la aldosterona para tener el agua intravascular. Dependiendo de qué niveles "ganen", el paciente puede ser hipo- o hipernatrémico. El fallo hepático grave también puede causar el síndrome hepatorenal (es decir, una disfunción renal secundaria al fallo hepático) Esta enfermedad se caracteriza por el patrón típico que aparece en los trastornos 2 y 6 de la Tabla



Ensayos de función cardíaca: diagnóstico del infarto de miocardio Esto se estudia con detalle en el Capítulo 15. Debido a que el infarto de miocardio agudo (MI siglas en inglés) requiere un diagnóstico rápido y preciso, especialmente ahora que existen nuevas opciones de tratamiento con agentes trombolíticos, se ha necesitado que el laboratorio clínico proporcione ensayos diagnósticos de suero que puedan determinar un diagnóstico en una fase temprana. Hasta hace poco, el diagnóstico de laboratorio se basaba en determinaciones seriadas de la fracción MB de la creatina fosfoquinasa (CKMB); la confirmación del diagnóstico la proporcionaba la relación de isozimas de LD. 24 a 36 horas después del evento agudo inicial, descrito a continuación, y por la observación de cinéticas de tiempo características de elevaciones de las tres enzimas, CK. AST y LD.



CK-MB en el diagnóstico de MI La CK tiene Ires isozimas compuestas de dos cadenas (denominadas cadenas M y B), que son MM, MB y BB. La fracción MB se encuentra predominantemente en el músculo cardíaco (Roberts. 1997). Para diagnosticar un MI es importante partir de los niveles en suero de CK-MB y de la relación de CK-MB con respecto a la CK total (también conocido como el índice cardiaco) (Thompson, 1988; Woo, 1992). Debido a que hay una pequeña cantidad de CK-MB en músculo esquelético, las enfermedades del músculo esquelético que causan un aumento de los niveles de CK-MM también causaran un aumento de los niveles de CK-MB. y de su concentración absoluta en suero, lo que puede causar resultados falsamente positivos para la CK-MB. Para aumentar tanto la especificidad como la sensibilidad de la CK-MB en el diagnóstico de MI agudo ha sido necesario realizar determinaciones senadas de la fracción MB (en intervalos de 3 a 4 horas a lo largo de un período de 12 a 16 horas) que muestran un incremento progresivo que alcanza un pico, seguido de una caída a niveles bajos; este patrón es prácticamente 100% diagnóstico de un MI (Lott. 1984; Wu, 1999). Recientemente, se ha utilizado la distribución de dos subisoformas de CK-MB, MB-1 y MB-2 La ME-2
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puede ser escindida por la lisina carboxipeptidasa para dar una molécula de des-lysyl CK-MB que ahora posee una carga más negativa, llamada M B - 1 . Debido a esta diferencia única de carga entre las dos proteínas, pueden separarse una de otra, y cualificarse cada forma, mediante la electroforesis de alto voltaje. En individuos normales, la concentración total de ambas formas es del orden de 0,5 U/la 1 U/1. Recientemente, se ha demostrado que en un MI agudo, seis horas después del inicio de los síntomas, la MB-2 aumenta a valores superiores de 1 IU/I, con una relación entre MB-2 y MB-1 que supera el 1,5 (Puleo, 1994). La sensibilidad del método era del 9 7 % y la especificidad era del 94%. Este es un ensayo diagnóstico muy prometedor para el MI agudo, pero hasta el momento pocos laboratorios lo han adoptado.



Niveles de enzima total en suero en la confirmación del diagnóstico de MI En el MI. la CK total se aumenta en 12 horas, alcanza un máximo a las 24 horas, y después vuelve a niveles normales. Las elevaciones de AST rara vez se emplean en el diagnóstico de MI, aunque si los niveles de CK, AST y LD se elevan simultáneamente, el MI debería considerarse en el diagnóstico diferencial. Los niveles de AST se elevan de forma característica a un máximo en 24 horas en un MI y después vuelven a niveles normales en unas 48 horas. Los valores de LD alcanzan su máximo aproximadamente a las 48 horas y después revierten a sus valores normales en unos días.



LD, y LD
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'Invertidas" en la confirmación



diagnóstico y posea mayor rendimiento económico que la CK-MB. Debido a su sensibilidad y especificidad y su eficacia diagnóstica, la troponina cardíaco-específica actualmente se considera el mejor marcador para un diagnóstico de laboratorio definitivo del AMI y ha sustituido a la CK-MB como el estándar para el diagnóstico bioquímico (Wu, 1999). Una conferencia reciente sobre estándares de funcionamiento de laboratorio (Wu. 1999) en cuanto al diagnóstico de AMI recomienda el uso rutinario de un marcador temprano de la lesión cardiaca junto con un marcador definitivo (de alta especificidad y sensibilidad). Pueden emplearse la MY o la CK-MB como marcador temprano, mientras que debe emplearse la Tn como marcador definitivo. Estos ensayos bioquímicos no son necesarios para pacientes con resultados de diagnóstico clínico de AMI antes de comenzar el tratamiento, pero pueden pedirse en estos pacientes para obtener documentación bioquímica del infarto, y para la detección de un posible reinfarto. En pacientes que presentan dolor en el pecho y variaciones electrocardiográficas (ECG) no diagnósticas, se recomienda un análisis de un marcador temprano y uno tardío durante un período de tiempo (es decir, desde el momento de admisión hasta 12 horas o 24 horas después, como sea apropiado) para descartar un AMI. Además, estos marcadores cardiacos también tienen utilidad en otras situaciones estrechamente relacionadas. Por ejemplo, pueden emplearse para determinar la necesidad de terapia de reperfusión en pacientes tratados por un AMI, y para detectar un AMI perioperativo durante procesos quirúrgicos.



Ensayos de función pancreática



del diagnóstico de MI Al igual que la CK, la LD contiene dos cadenas, H y M, que forman tetrámeros. El músculo cardíaco contiene principalmente las formas H, y H ,M, denominadas LD. y LD , respectivamente. Normalmente la LD es mayor que la LD„ pero esta relación se invierte en el MI aproximadamente de 24 a 36 horas después del ataque inicial. Si se detecta una relación LD,/LD invertida se conlirma el diagnóstico de MI, pero no se emplea para diagnosticar esta afección debido a la longitud de los períodos postagudos en los que se revierte esta relación. Como consecuencia de esta consideración, la relación invertida ya no se emplea, especialmente porque se han descrito analitos diagnósticos nuevos que pueden tanto diagnosticar como confirmar el MI (Wu, 1999). ;
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Nuevos ensayos diagnósticos para el MI agudo: mioglobina y troponina Aparte de la CK-MB. existen otras dos proteínas, la mioglobina (MY) y la troponina (Tn), cuyas elevaciones en suero son marcadores excelentes para el MI agudo. La MY es una proteína de unión/transporte de oxigeno que se encuentra tanto en el músculo cardíaco como en el esquelético. Su tamaño relativamente pequeño y su función permiten una liberación temprana por parte de células irreversiblemente dañadas. Sin embargo, los métodos de medida actuales no pueden diferenciar el origen tisular de la MY. Más específica del tejido cardiaco es la troponina, un complejo proteico regulador compuesto por tres subunidades denominadas troponina I, troponina T y troponina C. Existen un número de isoformas para las subunidades de troponina de forma similar a las isoenzímas de CK descritas anteriormente. Ahora se encuentran disponibles los ensayos para la Tn específica del miocardio (Moss, 1999: Apple, 1999), Actualmente, se recomienda el uso de MY y CK-MB (Wu, 1999) como marcadores tempranos del infarto de miocardio agudo (AMI). ya que los dos se liberan rápidamente después del AMI. donde la MY se aumenta tan rápido como dos horas después del inicio del AMI. Sin embargo, como la MY no es específica del tejido cardíaco, puede aumentarse como consecuencia de otras alteraciones patológicas en la que se producen daños del músculo esquelético. La CK-MB típicamente empieza a elevarse a las dos a seis horas después de darse el AMI y alcanza su máximo a las 12 horas. La Tn también se eleva relativamente temprano en una lesión miocárdica, y la elevación continúa durante 4 a 10 dias. Los niveles positivos de troponina son diagnóstico de un AMI o de una angina inestable y no requiere niveles de seguimiento para confirmar el diagnóstico, haciendo que este analito sea más eficaz en el



Los incrementos de la amilasa pancreática y la lipasa en suero son marcadores definitivos de una enfermedad pancreática. La causa más común de estos incrementos en suero de estas enzimas es la pancreatitis. En una pancreatitis aguda se elevan ambas enzimas. Ya que la amilasa también puede producirse en las glándulas salivares, la amilasa es un marcador menos específico para la pancreatitis que la lipasa. Las elevaciones de esta última enzima son definitivas para enfermedad pancreática.



Marcadores de afecciones inflamatorias Tal y como se ha estudiado anteriormente en hematología, los incrementos en la concentración leucocitaria, especialmente con un predominio de neutrófilos, indican una infección aguda. En la mayoría de las afecciones de inflamación aguda, como se ha descrito anteriormente, se encuentran elevados los niveles de proteínas de fase aguda. Estas proteínas se encuentran en las regiones (incluyendo la «,-antitripsina, la «¡.-macroglobulina) y R (incluyendo la ferritina y la CRP) del electroforetograma de proteínas séricas, como se estudió en el Capitulo 13 sobre electroforesis de proteínas séricas. En este sentido, las determinaciones de CRP en suero son muy útiles para el reconocimiento de estados de inflamación aguda. El fibrinógeno, también una proteína de fase aguda, también puede elevarse. A menudo, la concentración de plaquetas tiende a aumentar, y las propias plaquetas se han considerado como "proteínas de fase aguda". Además, en las afecciones inflamatorias tanto agudas como crónicas, los eritrocitos presentan un aumento de su movilidad. Así, se produce un incremento de la velocidad de sedimentación de los eritrocitos (ESR). Finalmente, una causa frecuente de la inflamación aguda es la gota (es decir, hiperuricemia o elevaciones del ácido úrico en suero). Los cristales de ácido úrico causan una afección de artritis aguda y severa (gota). Los niveles de ácido úrico en suero superiores a 7,5 mg/dl indican esta condición. Resultados menos constantes son la presencia de cristales de ácido úrico en el sedimento urinario (véase Cap. 18) o en líquido sinovial (véase Cap. 19).



EJEMPLOS DE CASOS CLÍNICOS CON CORRELACIONES CLÍNICO-PATOLÓGICAS Después de esta visión general de las características más notables de las causas más frecuentes de los resultados de laboratorio anómalos, los resultados de algunos pacientes ilustran cómo los niveles de analitos cambian en distintos estados patológicos y cómo se emplean las concentraciones de analitos para diagnosticar estas afecciones.
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SECCIÓN I



•



P A T O L O G Í A C L Í N I C A / M E D I C I N A DE L A B O R A T O R I O



E j e m p l o A. Un varón de raza blanca de 64 años tue encontrado inconsciente en su casa después de sufrir un accidente cerebrovascular (CVA), y llevado al servicio de urgencias. Su hematocrito era del 44%. pero la concentración de eritrocitos era de 4.3 millones/pl (limite inferior de referencia, 4,6 millones/pl) con un VCM de 104 FL; una serie de valores de sodio en suero variaban de 164 mEq/l a 175 mEq/l: el BUN de admisión era de 33 mg/dl, la creatina era 1,5 mg/dl. La osmolalidad del suero total era de 357 mOsm (límite superior de referencia. 290) mientras que la osmolalidad de la orina era de 1.008 mOsm (límite superior de referencia, 1.000), y el sodio en orina era de 228 mEq/l. Un análisis hepático mostró una ligera elevación de la AST a 41 Ul/I (límite superior de referencia 39 Ul/I). LD elevada pero descendiendo continuamente (valor en la admisión de 426 IU/I. siendo el límite superior de referencia de 200 Ul/I), la GGT de 72 Ul/I (limite superior de referencia, 43 Ul/I), la proteina total era de 7.8 g/dl (normal) pero una albúmina baja de 2,8 g/dl (el intervalo de referencia es de 3,5 g/dl a 5 g/dl). La lipasa se encontraba ligeramente elevada en 127 Ul/I (límite superior de referencia de 60 Ul/I). Se enconfró sangre oculta en sus heces, las cuales eran positivas para Clostridium dilficile. La orina era positiva para nitritos (indicativo de bacteriuria) y era claramente positiva para hemoglobina, eritrocitos y leucocitos. Tras la infusión de solución salina, el hematocrito se redujo al 3 4 % pero a continuación se incrementó a un 38%, con un VMC elevado. El sodio y el BUN se redujeron a niveles normales. Evaluación. El diagnóstico básico de la afección de este paciente es una hipernatremia. Este paciente estaba deshidratado como se muestra en la elevación del sodio en suero (un valor medio de 169 mEq/l), un hematocrito elevado y el BUN elevado. Adviértase que el diagnóstico de deshidratación se confirmó con la elevación de sodio en suero y orina (228 mEq/l) y una osmolalidad urinaria elevada de 1.008 mOsm (Tabla 5-3). La concentración de eritrocitos era baja, que parece contradecir el hematocrito normal. Esta aparente discrepancia puede explicarse por la macrocitosis, haciendo que cada eritrocito ocupe un volumen mayor de lo normal. Pero el número total se encontraba reducido La baja concentración de eritrocitos indica una auténtica anemia. La macrocitosis estaba causada por una deficiencia nutricional (vitamina B,,). Todos estos resultados pueden atribuirse a la malnulrición y a un consumo insuficiente de líquidos, un resultado frecuente en personas mayores. Adviértase que el BUN y la creatinina estaban levemente aumentados en un patrón con una relación superior a 2 0 : 1 , sugiriendo una etiología prerrenal (baja perfusión). Los túbulos renales estaban funcionando correctamente, como se evidenció con la elevada relación de osmolalidad de la orina/sangre (1.008/357 = 2,8, que es >1.2:1). La hipoperfusión puede haber causado las anomalías leves encontradas en algunos de los ensayos hepáticos y la elevación de lipasa pancreática Téngase en cuenta también que la proteína total era norma, aunque la albúmina, la proteina más abundante en suero, era baja. Debido a la existencia de posiblemente dos procesos infecciosos identificados en el examen de orina y heces, el paciente pudo haber producido niveles elevados de inmunoglobulinas. Acompañando al CVA se encontraba una úlcera péptica, una úlcera de Cushing. asociada con esta afección; esto explica la presencia de sangre oculta en las heces del paciente. Se sabe que C. dilfiole infecta a pacientes con enfermedades debilitadoras crónicas. La infección del tracto urinario era responsable de la elevación de la concentración de eritrocitos y hemoglobina en la orina del paciente. El siguiente caso ilustra un desorden electrolítico más complejo. E j e m p l o B. Un paciente de raza blanca, varón de 31 años, con una diabetes mellitus que se inició en la juventud, enfermedad renal en sus últimos estadios secundaria a la nefropatia diabética, y una historia de alcoholismo, fue admitido con dolores abdominales agudos en el epigastrio medio, con un nivel de glucosa en suero de 736 mg/dl; se incrementó hasta 933 mg/dl; el sodio en suero era de 134 mEq/l. que descendió a 124 mEq'l: el potasio era de 7.1 mEq/l, el BUN de 64 mg/dl, y la creatinina de 18 mg/dl. Estos valores se confirmaron y se encontró que seguían un patrón consistente. La osmolalidad del suero era de 316 mOsm. Los valores de gases en sangre en la admisión eran un pH de 7,58, P o de 121 mm Hg. saturación del 0 del 99%, ;
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P c o de 20 mm Hg y el bicarbonato de 20 mEq/l. El intervalo aniónico aumentó en un día desde 13 (elevado dentro de los niveles normales) hasta 20. La lipasa en suero estaba elevada a 469 Ul/I (limite superior de referencia es de 60 Ul/I). No hubo excreción de orina, y el paciente se sometió a una diálisis peritoneal. 2



Evaluación. Este paciente diabético se encontraba claramente en un estado hiperosmolar debido a niveles elevados de glucosa. La baja concentración de sodio y potasio en suero puede parecer debido a niveles bajos de aldosterona circulante o fallo de los túbulos renales. Sin embargo, no hubo excreción de orina, de modo que no podía tener lugar la filtración. La enfermedad renal de último estadio se refleja en el BUN y especialmente en el valor de la creatinina (18 mg/dl) La relación BUN/creatinina de aproximadamente 4 confirma el diagnóstico de fallo renal. Como se indicó en los análisis sobre hiponatremia y diabetes, en la diabetes mellitus con niveles elevados de glucosa se produce un flujo de agua de la célula que causa la dilución de analitos en suero como el sodio. Cuando se transporta glucosa al interior celular bajo la influencia de la insulina, se acompaña de potasio. Los niveles bajos de insulina, por tanto, pueden resultar en una hipercalemia (trastorno 6 de la Tabla 5-2). Este mecanismo estaba operativo en este paciente. El intervalo aniónico aumentó después de la admisión, era normal en la admisión. Así. este paciente se encontraba en un estado hiperosmolar no cetónico pero pasó a ser cetónico. El perfil de gases en sangre en la admisión sugiere una alcalosis respiratoria, ya que la P c c estaba baja en 20 mm Hg y el bicarbonato también era bajo en 20 mEq/l (trastorno 4 de la Tabla 5-4). Este es un resultado poco frecuente en un paciente con diabetes mellitus. en los que es más frecuente encontrar una acidosis metabólica. 2



Una explicación de este resultado puede encontrarse en la lipasa en suero, que estaba elevada, indicando una pancreatitis, un resultado frecuente en pacientes con un historial de alcoholismo. El dolor epigástrico agudo causó un aumento de la respiración (la tasa respiratoria en el momento de admisión era de 25) precipitando un descenso de la P c o , que estaba parcialmente compensada por un descenso del bicarbonato. ?



El tratamiento de este paciente con diálisis, hidratación e insulina corrigió los resultados anómalos detectados, y el paciente salió con una diálisis crónica. El siguiente caso presenta múltiples alteraciones, incluyendo trastornos de electrólitos, todos relacionados con un fallo hepático. E j e m p l o C. Una mujer blanca de 38 años, con un hislonal médico de múltiples intervenciones quirúrgicas abdominales en un periodo de siete años, abuso esporádico de alcohol, pancreatitis y un historial de fumadora de 600 cajetillas anuales, llegó a la unidad de urgencias en un estado de shock y dolor abdominal agudo. Los valores significativos de laboratorio incluían una concentración leucocítaria de 12.1 x 10"pl. una concentración de eritrocitos de 3.07 x lOVpl. un hematocrito de 34,6% e índices de eritrocitos que indicaban macrocitosis e hipocromia. Los niveles de vitamina B, y de folalo eran normales. El frotis de sangre periférica mostraba un patrón leucoeritroblástíco (presencia de mielocitos, metamielocitos y eritrocitos enucleados). Los niveles de glucosa en suero eran bajos en 38 mg/dl: la proteina total era de 4,3 g/dl. y la albúmina de 1,5 g/dl. Los niveles de lactato estaban elevados. La fosfatasa alcalina estaba elevada en 241 Ul/I (limite superior de referencia, 129 Ul/I), y la bilirrubina estaba ligeramente aumentada en 1,6 mg'dl (limite superior normal, 1,2 mg/dl). El amonio en suero estaba elevado en 146 umoíl (límite superior normal, 30 pmol/l). Los análisis de hepatitis A. B, y C fueron todos negativos. Una laparotomía exploratoria descubrió adhesiones abdominales y colestasis. Postoperatoriamente, la paciente se volvió encefalopática: su función hepática se deterioró, lo que se evidenció por elevaciones drásticas de AST y ALT de niveles normales hasta 1.660 Ul/I y 545 Ul/I, respectivamente, de la LD a 2.190 Ul/I, la bilirrubina a 14,5 mg/dl y de amonio a 177 umol. Un análisis del hígado y páncreas en el quinto día de hospitalización mostró que no se producía absorción de sonda en el hígado, consistente con un fallo hepático funcional. El sodio en suero, normal en la admisión, se aumento a 166 mEq/l junto con los niveles de cloruro que alcanzaron los 123 mEq/l, un patrón que se mantuvo durante todo el curso de la hospitalización a pesar de una infusión intravenosa agresiva de solución salina. El potasio en suero era menor de 3.5 mEq/l. El BUN y la creatinina se aumentaron a niveles elevados con una relación de menos de 2 0 : 1 . sugiriendo un fallo renal La ?



CAPÍTULO 5



•



INTERPRETACIÓN DE LOS RESULTADOS DE LABORATORIO



aldosterona en suero se elevó hasta 13.2 ng/dl (nivel superior de referencia. 8,5 ng/dl). La concentración de plaquetas cayó rápidamente, mientras que el APTT y el TP se elevaron hasta valores de al menos el doble, mientras que sus niveles de FSP se elevaron. Su afección empeoró, y la paciente murió en el octavo día de hospitalización. Evaluación. A pesar de ser una presentación compleja, el problema fundamental de esta paciente se encontraba en el perfil hepático drásticamente anormal. Adviértasee cómo existía una elevación aguda de aminotransferasas (transaminasas), con la relación AST/ALT significativamente superior a 1. Hubo elevaciones rápidas y concurrentes de la bilirrubina y L D . Al mismo tiempo, la proteína total y la albúmina eran bajas. Los niveles de amonio aumentaron rápidamente (a pesar de las elevadas dosis de lactocelulosa). El patrón es el de un fallo hepático fulminante descrito en la afección 6 de la Tabla 5-5. Esta afección es una emergencia médica y se asocia con una encefalopatía fatal y un D I C severo, como se evidencia a través de la baja concentración de plaquetas y la elevación de TP, APTT y niveles de FSP. Este trastorno puede causar infartos de múltiples sistemas, resultando en un fallo de múltiples órganos. La extensión de sangre periférica de la paciente mostró una macrocitosis, pero simultáneamente un cuadro leucoeritroblástico. Este patrón sugie-
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re que la macrocitosis estaba causada por una elevación del número de formas precursoras de eritrocitos. Esta afección probablemente la causó el DIC. También es posible que, con la concentración leucocitaria persistentemente elevada, y la elevación de los niveles de laclato. hubiese una sepsis gram-negativa que afectase a la médula ósea, contribuyendo así al cuadro leucoeritroblástico. Aunque los cultivos dieron resultados negativos, la paciente estaba siendo tratada con antibióticos de amplio espectro, cuyos efectos podrían haber bloqueado el crecimiento de organismos en cultivo. Como se indicó previamente, los pacientes con un fallo hepático como consecuencia de una cirrosis o de un fallo hepático fulminante generalmente están inmunocomprometídos. Tanto en la cirrosis panhepática como en el fallo hepático fulminante, se produce una pérdida de líquido intersticial asociado con el desarrollo inevitable de ascitis. Ya se indicó anteriormente que para mantener el volumen vascular se incrementan los niveles de aldosterona y ADH. Parece que la aldosterona se elevó hasta niveles especialmente elevados, causando una retención de sodio y pérdida de potasio en esta paciente. Acompañando a la cirrosis y al fallo hepático fulminante, casi siempre puede encontrarse un fallo renal, generalmente manifiesto en un síndrome hepatorrenal. En el fallo hepático fulminante, una posible causa adicional es una necrosis tubular aguda (Sunheimer, 1994).
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EN EL NEGOCIO DE LA INFORMACIÓN La información es el producto principal del laboratorio clínico. En su conjunto, la medicina es una actividad que genera mucha información. Aunque los médi-
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cos han estado gestionando información durante siglos, en las últimas décadas han surgido potentes herramientas para mejorar la precisión, la velocidad y la competencia con las que se maneja la información. Ahora somos capaces de dingimos hacia cuestiones que siempre estuvieron presentes, pero eran inaccesibles hasta la llegada de los sistemas de información mecanizados.
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INFORMÁTICA, TRATAMIENTO DE IMÁGENES E INTEROPERABILIDAD



Reducción del error El beneficio potencial más importante del tratamiento de la información computerizada es la mejora en la precisión Está reconocido que. en Estados Unidos, decenas de miles de pacientes perecen anualmente a causa de errores médicos (Instituto de Medicina. 1999). Cuando sólo los humanos eran los responsables de la transmisión de la información, un porcentaje de error del 3% inherente al procesamiento humano de ésta era el mejor que se podía esperar. Ahora que los sistemas automatizados pueden eliminar errores de trascripción, cálculo y transmisión, este porcentaje de error no es tolerable por más tiempo. Un banco que calculara su balance contable erróneamente el 3°b de las veces estaría muy pronto fuera del mercado. El procesamiento manual de la información en hospitales tiene como resultado medicaciones, dosis y duraciones de los tratamientos erróneos en tasas alarmantes: p o r qué los médicos y el público continúan tolerándolo?
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Este capítulo se centra en el tratamiento de la información en medicina, poniendo especial atención en los laboratorios médicos. Es crucial asumir que la gestión de la información es diferente a la tecnología mlormática. Los ordenadores son herramientas útiles para automatizar el manejo de la información. Sin embargo, muchas de las cuestiones en inlormática tienen poco o nada que ver con los ordenadores y existían mucho antes de que éstos estuvieran disponibles. Por tanto, este capitulo trata acerca de los ordenadores en la medida en que éstos suponen una herramienta útil para la gestión de la información, más que prestar atención a cuestiones especificas sobre ordenadores y tecnología. Muchos de los principios que se analizan en este capitulo podrían aplicarse igualmente si uno intentara trabajar en un laboratorio sin ordenador. Sin embargo, como ya se ha recalcado anteriormente, es poco apropiado, dadas las herramientas actuales, procesar manualmente los datos de un laboratono.
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Patrón de práctica Como hemos recalcado repetidamente en ediciones previas de este libro de texto, los sistemas de información son una herramienta esencial del laboratorio clínico. Actualmente están disponibles equipos informáticos extremadamente potentes y una amplia gama de paquetes de software comerciales para automatizar el procesamiento de datos del laboratorio clínico. Cada laboratorio clínico del país, tanto si procesa 10 como 1.000 muestras por día. deberia usar un sistema computerizado de información de laboratono (LIS). Dicho sea que el uso de sistemas de información automatizada para gestionar el proceso de las pruebas de laboratorio es un estándar de práctica en la industria. Además de este papel, sin embargo, hay otros muchos aspectos cruciales de la informática en la investigación médica. Los sistemas de información son usados en el laboratorio de diversas maneras.



Conectividad, integración, control del proceso



Aprender el vocabulario La informática moderna depende de muchas herramientas tecnológicas que son demasiado complejas y detalladas como para tratarlas aquí. Al igual que en cualquier especialidad de medicina, existe un amplio y complejo vocabulario. Además, el rápido avance tecnológico provoca la relativa rápida evolución del vocabulario asociado. Excepto por la gestión de imágenes, este capitulo no trata de enseñar vocabulario informático. Esto depende de lo familiarizado que esté el lector con este vocabulario. El lector deberia seguir los siguientes puntos para familiarizarse con la definición y el significado de los términos usados en el tratamiento de información: 1. Simposios, libros, periódicos (especialmente CAP TODAY}. 2. Adquirir y utilizar un ordenador personal. 3. Asistir a cursos de introducción a la informática como los que se ofertan en lugares como la biblioteca municipal, centros de formación para adultos, institutos, etc. 4. Leer revistas populares de mlormática a nivel de usuario (p. ej., PC Computing. MacUser, MacWorld. PC World. PC Magazine).



y contenido de la información



Conceptos clave para la práctica del patólogo



Conectividad: El progreso más rápido en conectividad se ha producido en los últimos años, haciendo disponible, de una manera directa, la información del laboratorio en toda la empresa de asistencia médica, e incluso directamente al paciente. Interne! y el servicio de publicación Web {World Wide Web) han sido la principal tecnología que han hecho esto posible. Integración: Los modernos sistemas de hoy en día hacen posible conectar los componentes de laboratorio a través de una extensa área geográfica e incluso desde los sistemas de los hospitales de la competencia. Control de proceso: Dentro del papel que han tenido tradicionalmente los sistemas de información se han ido introduciendo sistemas adicionales para seguir el progreso dentro del laboratorio (y dentro de sistemas de laboratorios integrados) de muestras individuales, a menudo junto con sistemas automáticos de laboratorio. Algunos de estos sistemas también revisan los resultados producidos por los instrumentos del laboratorio, automáticamenle liberan aquellos que cumplen los criterios establecidos, y retienen para revisar por el técnico aquellos casos donde es probable que los técnicos tomen medidas adicionales para validar resultados inusuales.



Definir y resolver un problema



Contenido de la información: A lo largo de 30 años se han publicado ejemplos del uso de sistemas computerizados para añadir valor a los resultados numéricos -por ejemplo, proporcionando interpretaciones automáticas de resultados de laboratorio con patrones comunes-; muy pocos laboratorios han dado el paso aún de proporcionar esta información adicional. Ya que está ampliamente reconocida la importancia de asegurar un uso óptimo de los resultados de laboratorio, esperamos ver incrementada la atención para interpretar trabajos informativos y algorítmicos.



Centrarse en la gestión de la información A lo largo de este capítulo hemos puesto énfasis en los principales soportes informáticos como contraposición a las tendencias transitonas de la tecnología de la información. Animamos al lector a consultar textos, revistas y compañeros de trabajo para las cuestiones sobre el estado actual de los ordenadores y de los sistemas de información.



Uno nunca deberia computerizar por su propio bien. El problema se debe establecer con precisión y definir claramente los requisitos para que la solución a un problema no trastorne otros aspectos de los sistemas de tratamiento de información manual y automatizada.



Centrarse en la información necesaria Los médicos están hoy en día desbordados con palabras y números, pero a menudo con una pérdida de información (datos en contexto). Los médicos de laboratorio deben asegurar que la clínica posee la información (sin datos extraños) necesaria para cuidar al paciente, dónde y cuando le sea de más ayuda. Los datos disponibles como producto derivado del sistema de información del laboratorio (SIL) deberían usarse para la mejora continua de la calidad de actuación del laboratorio. La base de datos del laboratorio y los datos y resultados deben mantenerse disponibles durante años, tanto para el cuidado del paciente como para la gestión del laboratorio.



Usted es el experto Es más fácil enseñar a los técnicos de laboratorio lo que necesitan saber sobre tecnología informática que enseñar a un experto informático acerca de los aspectos fundamentales del laboratorio (Elevitch, 1989). Aunque uno debe dominar un vocabulario nuevo y poco usual, hay más complejidad intrínseca en las operaciones del laboralorio que en las capacidades y características básicas de la tecnología inlormática. Al igual que un técnico de laboratorio no necesita saber cómo diseñar y construir un analizador químico, sino saber cómo usarlo, un patólogo no tiene que tener un grado de conocimientos informáticos para usar de manera efectiva un SIL suministrado comercialmente.



La fiabilidad como ventaja mixta Los programas informáticos proporcionan más confianza que los recursos humanos. Sin embargo, son extremadamente literales y necesiten instruccio-
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nes detalladas, Debido a su complejidad, todos los programas informáticos médicos contienen eneres que no pueden eliminarse ni siquiera por medio de pruebas exhaustivas. Por tanto, los técnicos de laboratorio deben aprender a vivir con los errores y defectos que los programas presenten (Beizer, 1986). Aunque los gestores de los sistemas de información de laboratorio (SIL) podrían achacar estos errores a misteriosas fuerzas malignas, los proveedores se referirán a ellos como "características no documentadas". Es fundamental que mantengamos un escepticismo saludable y no nos situemos en una indebida dependencia en el aparente razonamiento del ordenador. Asimismo, los actuales equipos informáticos (hardware) son extremadamente fiables, pero todavía fallan en los momentos más inoportunos. De manera óptima, los sistemas centrales de las funciones para el cuidado del paciente deberían estar repelidos suficientemente, al menos debería estar duplicado cada componente crítico, de los cuales uno continuará funcionando si el otro falla. Las copias de seguridad diarias de cada paciente y de los datos operacíonales son esenciales y deben rotar periódicamente a otro edificio para posibilitar la recuperación ante un desastre físico que se pudiera producir en la sala de ordenadores. Las copias de todas las transacciones deben ser actualizadas de manera que permitan la restauración completa de la base de datos sin necesidad de eeintroducir manualmente ningún dato. Las mejoras en la productividad y calidad se maximizan si los datos son grabados directamente en el ordenador Sin embargo, dicha estrategia es difícil de implantar a menos que a los médicos, enfermeros y otros profesionales de ía salud se íes garantice que no se requerirá la reintroduccion manual de los datos.



Ordenadores personales frente a ordenadores de laboratorio Los ordenadores personales cumplen un papel fundamental en la práctica de la medicina de laboratorio, tanto como sistemas de usuario único con entornos de usuario avanzado, como herramientas para ejecutar aplicaciones estándar, tales como procesadores de textos y hojas de cálculos para distintos usos. Aunque importante, una aplicación individual puede ser opcional o puede ser fácilmente trasladada a otro ordenador personal si el ordenador principal no está disponible. Los SIL, y más allá de ellos, las intranets clínicas y las redes de información de amplias comunidades, acentúan el uso múltiple de una base de datos compartida, por tanto, el contenido del disco, el cierre del registro y la velocidad de la red de trabajo se convierten en las cuestiones críticas. Las aplicaciones son complejas, entrelazadas y creadas a la medida de una combinación individual de pacientes de la institución y a un estilo de práctica. Debido a que el ciclo de desarrollo y comprobación es muy prolongado muchos sistemas útiles todavía dependen de entornos de usuario primitivos (terminales basados en caracteres). Para algunas aplicaciones, los sistemas basados en caracteres todavía siguen siendo más eficientes que los entornos gráficos de usuario. Sin embargo, la mayoría de los sistemas clínicos están cambiando hacia sistemas gráficos, particularmente aquellos que utilizan los navegadores web como base. Los sistemas de información de laboratorio (SIL) son una herramienta critica. A diferencia del ordenador, el laboratorio puede funcionar sin el SIL por un tiempo muy breve (Valenstein, 1996). Dependemos cada vez más de estos sistemas con el paso del tiempo. Los sistemas de información clínica basados en los datos de la cabecera del paciente son cada vez más frecuentes, aunque unas pocas horas de caída del sistema afecte gravemente al cuidado del paciente; actualmente, la nueva generación de sistemas de información está siendo desarrollada de manera que tenga en cuenta las caídas no previstas del sistema. A pesar de la aparente claridad entre las diferencias del ordenador personal y los sistemas de información del laboratorio, muchas instituciones se ven todavía afectadas por individuos que sufren "micromanía y síndrome del experto instantáneo" (McAlister, 1981). Estas personas creen que el conocimiento de un ordenador o de tas aplicaciones basadas en Internet automáticamente transmiten un entendimiento competente de la complejidad de un SIL competente.



Evolución y revolución Para usar las herramientas que olrece la tecnología de la información se debe seguir la rápida evolución de las tecnologías existentes y estar al día de



la introducción de las nuevas y revolucionarias tecnologías. El revolucionario incremento en los ordenadores de la capacidad de procesamiento, capacidad de memoria y capacidad magnética del disco, ha permitido a los desarrolladotes de software aumentar continuamente las prestaciones de los paquetes informáticos. La revolución más importante ha sido la conexión universal de los equipos informáticos y la adquisición de programas a través de Internet y los navegadores web. Menos conocidos, aunque también importantes, han sido los cambios que se han producido a partir de las vigentes herramientas hacia programas más específicos, publicaciones de bajo coste como los CDROM, equipos y programas informáticos adaptados para la gestión de imágenes y las nuevas tecnologías de adquisición de datos, como las herramientas de reconocimiento de voz



INFORMÁTICA CLÍNICA El American Board ot Pathology ha definido la informática del laboratorio clínico como "ese aspecto de la patología práctica que se centra en la gestión de la información (generación, recogida, organización, validación, procesamiento, almacenamiento, integración, interpretación, comunicación y presentación) en los sistemas de apoyo del proceso de toma de decisiones sobre el cuidado del paciente, en la educación y en la investigación" (Balis, 1993) Esto es, en todos los sentidos, un ámbito de estudio complejo y exigente como lo pueden ser la medicina sobre las transfusiones o la microbiología médica, pero sin los beneficios que reportan 50 años de desarrollo intelectual. Sin embargo, en las próximas décadas constituirá una parte en continua expansión en la práctica de la patología clínica. En el próximo apartado se hablará brevemente de cada uno de estos campos.



Generación de la información La información se produce a partir de múltiples luentes, desde la primera visita del paciente en la exploración física y en su historia clinica, a partir de la observación médica y del personal de enfermería, de las medidas externas como los cuestionarios de satisfacción del paciente, a partir de los estudios morfológicos de interpretación humana, desde de los instrumentos del laboratorio y a partir de los análisis automatizados de gráficos e imágenes. Parte del papel del patólogo clínico es ayudar al médico a determinar cuáles de estas fuentes (p. ej., exámenes diagnósticos) serán las más electivas en la diagnosis y tratamiento de su paciente.



Recogida de la información El uso efectivo de herramientas automatizadas de procesamiento de la información requiere que los datos necesarios para la toma de decisiones clínicas sean convertidos a un formato electrónico, a ser posible, directamente desde la fuente primaría. Médicos, enfermeras, pacientes y oíros implicados en las observaciones deben interactuar directamente con el ordenador de manera estructurada. La entrada de peticiones directas por parte de los médicos reduce el coste en el cuidado de los pacientes y las reclamaciones por negligencia. De hecho, en un caso reciente se fallo recompensar los daños debidos a una mala interpretación de una prescripción médica escuta a mano que resultó con la muerte del paciente; esto se podría haber evitado utilizando un sistema de entrada de solicitudes farmacéuticas computerizado Las modalidades de introducción de datos son actualmente muy amplias; incluyen teclado, códigos de barras, pantallas táctiles, ratón, sistemas ópticos de reconocimiento de caracteres (OCR), sistemas de reconocimienlo de escritura a mano y sistemas de reconocimiento de voz. Cada uno de estos podrían por sí mismos ocupar un capítulo muy útil en libros de textos sobre cuidados médicos eficientes y precisos. Está comprobado que la tecnología de códigos de barras es una aplicación de alto rendimiento y bajo cosle en el laboratorio (AHer, 1996a). A menudo la información necesaria puede ser adquirida desde otro ordenador (p. ej., sistema de admisión de un hospital) o aparato electrónico (instrumentos de laboratorio). Muchas de las partes de (os historiales méácos electrónicos pueden ser unidos hoy en día. simplemente reuniendo datos de los que ya están en forma electrónica en algún sitio de la institución. Para procurar continuar con una tasa de error más baja en el cuidado sanitario, una
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buena manera puede ser unir electrónicamente iodos los instrumentos del laboratorio que puedan mandar resultados al sistema computarizado de información del laboratorio (SIL).



Organización Como se comentó anteriormente, la información debe estar estructurada y organizada para poder ser utilizada por programas informáticos. El elemento básico de organización en un sistema de información clínico centrado en el paciente es la identificación única de dicho paciente. Sorprendentemente, este hecho tan básico como permanente, el número nacional de identificación del paciente, tiende a permanecer oculto como un "santo grial". Un reciente debate en un congreso lo rechazó debido a que atañe a la privacidad del historial medico. Además, se eslima que costaría miles de millones de dólares emitir un nuevo número nacional de identificación sanitaria. A pesar de sus inconvenientes, el número de la seguridad social probablemente tendrá que servir todavía para este propósito durante varios años. Cualquier procedimiento y observación sobre un paciente debe estar inequívocamente unido a su historial médico correcto. Hoy en día, la tecnología más práctica para que esto se cumpla en los pacientes internos es utilizar un pulsera que contenga el número del paciente en un código de barras, junto con un sistema personal de lectura del código de barras transportado (y usado) por el personal que cuida al enfermo. Las etiquetas personales de radiofrecuencias colocadas en la muñeca, proporcionan algunas ventajas, pudiéndose examinar sin tener que mantener quieta y alineada la muñeca del paciente. En los pacientes externos se requiere una fotografía de identificación cuando la extracciones de sangre son rutinarias en los centros de donación, lo cual sería también apropiado para otros laboratorios. En términos más amplios, pueden resultar factibles para esta identificación los nuevos recursos biométncos, como las huellas digitales electrónicas o la exploración electrónica del iris. Una parte fundamental de la organización de la información es la estructuración de los códigos de diagnostico y procedimiento. Los sistemas comúnmente requeridos para los informes del gobierno y de la facturación (ICD-9CM y CPT) fueron originalmente diseñados para clasificar las causas de muerte y los pagos obligatorios debidos a los procedimientos médicos. Estos sistemas están muy lejos de ser usados en los historiales clínicos electrónicos. La Nomenclatura sistematizada de medicina [SNOMED Inlernationat) {College ot American Palhologisls. 1996b) es la herramienta más prometedora para el registro detallado de los descubrimientos, diagnósticos y los procedimientos.



Validación El proceso de validación presenta un doble reto: asegurar que la información relacionada con el paciente, que se encuentra en el laboratorio y en os sistemas de información clínica, sea válida y. por otra parte, asegurar que los propios sistemas han sido examinados minuciosamente (Cowan. 1998). El control de calidad y seguridad se revisa en los Capítulos 7 y 8, y se remitirá al lector a una extensa bibliografía sobre regulación y validación de los sistemas de información médica, particularmente aquellos que están disponibles a través de la Asociación americana de bancos de sangre (www.aabb.org) y la Asociación americana de informática médica (www.amia.org).



Procesamiento de la información Los ordenadores son muy útiles y efectivos para algunas aplicaciones (para la recuperación de información, para los cálculos y para la transmisión de datos), mientras que los humanos son mucho más efectivos para otras (juicios y razonamientos a partir de datos incompletos). Los sistemas deberían utilizarse para esto, en lugar del ferviente e indebido énfasis que se pone en la inteligencia artificial. Los sistemas de apoyo estructurados y basados en las normas serán muy útiles en la mejora de la calidad de la atención sanitaria: por otra parte, los sistemas deberían continuar manteniendo los juicios humanos. Los retos presentes en el procesamiento de la información de los cuidados sanitarios incluyen mantener múltiples y diversas bases de datos sincronizadas y transferir el conocimiento de los caminos críticos desde un dominio experto a un programador informático (conocimientos de ingeniero). Algunas áreas, como la conversión de la informa-
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ción de texto a un conocimiento organizado, continúan siendo dominio de la investigación básica en la ciencia de los ordenadores y la informática. El avance arquitectónico más importante de la década ha sido la llegada de la computación basada en el servicio web de "clientes delgados", donde el negocio de la lógica y los datos pueden consolidarse dentro de un único grupo de servidores y los usuarios pueden acceder a estos contenidos desde una amplia variedad de lugares.



Almacenamiento El almacenamiento de los datos del paciente a largo plazo no es una cuestión de capacidad física de recursos de almacenamiento, sino de la capacidad para recuperar estos datos de una manera ya centrada y organizada. La conversión nocturna de los informes médicos a formato electrónico, mediante el registro en imágenes de todos los documentos en papel, seria un desastre para el sistema sanitario de salud americano. Para el cuidado individual de un paciente, el sistema debe permitir recuperar rápidamente unos pocos puntos clave relativos a un problema determinado de entre varios millones de caracteres de datos que se pueden acumular incluso en una hospitalización breve. El historial clínico también tiene un papel medicolegal y regulatorio muy importante, y las implementaciones deben satisfacer los requerimientos de autentificación y retención. Con el tiempo, el historial clínico enteramente electrónico llegará a ser una realidad. Los depósitos de datos clínicos se centran en la recuperación rápida de la información para el beneficio del paciente. Los almacenes de datos proporcionan una visión sobre muchos pacientes diferentes y permiten el reconocimiento de patrones generales, y potencialmente permiten el desarrollo de nuevos conocimientos sobre la enfermedad (Elevitch, 1999). Los modelos de representación de datos, como el LOINC (identificador lógico de observación de nombres y códigos), para nombrar los test, facilitan la comprensión de los patrones de los datos (Skjei. 1999). El patólogo y otros clínicos deben también estar informados sobre las bases de datos locales y nacionales que contengan información sobre grupos de pacientes, opiniones de expertos y bibliografía médica (MEDLINE). El diseño y la estructura (relacíonal, jerárquica, orientada a objetos) de las bases de datos deben convertirse en conceptos familiares, asi como las herramientas para acceder a ellas (particularmente el System'Slructured Query Language. ¡SQL¡)



Integración Como un informático, el patólogo clínico debe moverse más allá de las fronteras del laboratorio y familiarizarse con los diferentes requisitos para el procesamiento de la información en otras muchas áreas del hospital. Éstas incluyen radiología, terapia respiratoria, nutrición y dietética, quirófanos, anestesia, farmacia, transcripción médica y registros, mejora de la calidad, salas de alumbramiento, servicios de urgencias y otras muchas. El patólogo debe moverse incluso más lejos, más allá de las puertas del hospital, y reconocer las necesidades aparentemente únicas de los grupos de prácticas, consultorios médicos, organizaciones sanitarias dirigidas y de la salud en el hogar. Pero, ¿por qué? En un grado muy real, la práctica del patólogo está guiada por las necesidades de la red de información de asistencia sanitaria. En su responsabilidad médica de suministrar información relevante para el cuidado del paciente, el laboratorio debe cotejar los datos del laboratorio con aquéllos producidos en otras muchas disciplinas. Los médicos no sólo deben tener una visión integrada y longitudinal de todos los dalos del paciente (para evitar la "caza y recolección" de datos), el patólogo clínico debe proporcionar una guía automatizada en el diagnóstico y en las opciones terapéuticas y debe automatizar la correlación de los resultados clave con el seguimiento clínico. El patólogo debe asegurarse de que el circulo se ha cerrado: no es aceptable por mas tiempo enviar un resultado de la hormona estimulante del tiroides, que es patognomónica de hipotiroidismo, y asumir que será el médico quien verá y actuará a partir de esta información. Estos resultados del laboratorio pueden ser correlacionados electrónicamente con una descarga de diagnósticos, listas de problemas ambulatorios y pedidos farmacéuticos para asegurarse de que los resultados han sido reconocidos apropiadamente y se ha actuado en consecuencia.
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Tabla 6-1 Ejemplos de estándares para sistemas de información sanitarios Cuerpo estándar* Función HL7 A S T M E1238-94 A C R / N E M A D I C O M (Comité) ANSÍ X 1 2 H I B C C (Health Industries Business Communication Council) LOINC



Admisión/descarga/transferenc i a de p e d i d o s y otros O b s e r v a c i o n e s clínicas I n t e r c a m b i o de imágenes clínicas Facturación médica F o r m a t o s de códigos de b a r r a s N o m b r a m i e n t o de los análisis clínicos de laboratorio



• Todos e s t o s estándares están c o o r d i n a d o s a través d e l Healthcare Inlormanon Standards Piannmg Panel, p e r t e n e c i e n t e al American National Standards Instituto. N u e v a York. NY V . /



Interpretación Un papel profesional clave del patólogo es la interpretación de los resultados del laboratorio. Hoy por hoy, las herramientas de la información automatizan parte de este proceso y hacen más significativa y útil, de una forma más amplia, la información interpretativa disponible (Smith, 1999). Los parámetros prácticos, los diagramas de flujo, algoritmos, paneles e incluso los procedimientos administrativos están implantados más uniformemente con recordatorios basados en el ordenador. Los sistemas basados en el conocimiento han hecho grandes progresos y su diseminación se verá facilitada por la sintaxis estandarizada ASTM E1460-92 (Arden) para compartir las normas del conocimiento médico, recientemente transferida a la organización HL7. Técnicas más sofisticadas, incluidos las redes neuronales, el análisis de la decisión, el análisis de Bayes y la lógica difusa, están siendo implantadas en dominios especiales. Herramientas estadísticas, curvas ROC y otras técnicas están logrando ser ampliamente aceptadas. Como se dijo antes, el patólogo no sólo debe interpretar los resultados del laboratorio, sino que debe asegurarse de que se sigue la acción más apropiada. La informática proporciona una amplia selección de mecanismos resultantes: • Exámenes reflexivos, en los cuales los resultados de uno o más análisis provocan el resultado de una confirmación o de un examen suplementario, podrian incluso ser producidos dentro de un instrumento de análisis. • Los avisos pueden formar parte de la rutina de los informes de laboratorio. • Como se comentó anteriormente, las alertas clínicas pueden ser comunicadas más rápidamente a los médicos.



Comunicaciones y estándares Nadie parece percibir la carretera excepto cuando está llena de baches. Por lo mismo, las infraestructuras de las comunicaciones médicas deben ser transparentes para el usuario. Para permitir esto, se han establecido una gran variedad de protocolos de comunicación físicos y lógicos (p. ej., Ethernet, TCP/IP). Se han desarrollado estándares para empaquetar la información como el lenguaje SGML (Standard Generalized Markup Language) y posteriormente el lenguaje XML (Exlensible Markup Language). los cuales serán el núcleo de los sistemas electrónicos de registros médicos. La necesidad de un formato de registro y contenido común se ha hecho meridianamente clara, por lo que los informáticos médicos han intentado conectar los distintos sistemas médicos. Desde una visión pesimista, lo maravilloso de los estándares es que hay demasiados donde elegir. En realidad, en el ámbito sanitario se han producido acuerdos significativos en lo que se refiere a los estándares sobre las comunicaciones informáticas, como puede verse en la Tabla 6-1 (Aller, 1996b: Dolin, 1999). El avance más destacable en la tecnología de la comunicación ha sido la aparición de estándares de software vinculados al uso de navegadores basados en la tecnología web. Internet e intranets. Esto ha simplificado enormemente el suministro de información ya preparada para los médicos, sin tener que mantener ningún software especializado en el sistema de escritorio (Soulhwick, 1999).



Los avances en las tecnologías de la comunicación han facilitado muchos otros métodos innovadores para comunicar a los médicos los resultados del laboratorio, además de los característicos informes impresos sobre papel: terminales con pantallas de consulta, salidas de voz, activación del busca, fax. ordenadores personales y conexiones a través de ondas de radio a estaciones portátiles de trabajo. El correo electrónico es una herramienta de administración clave dentro del laboratorio (para permitir una comunicación fiable con todos los miembros del personal, durante los tres turnos, siete días por semana). Se está convirtiendo en uno de los aspectos más destacados dentro de la práctica de la medicina de laboratorio, porque el acceso a Internet desde nuestro propio escritorio ha producido una red mundial de consultas inmediatamente disponibles, incluso para el médico geográficamente más aislado.



Presentación La preparación de los informes impresos y la muestra en pantalla de éstos (Connelly, 1995) es toda una ciencia en sí misma (Tuffe. 1990) y merece recibir más atención de la que tradicionalmente ha recibido por parte de los patólogos y demás personal de laboratorio. El médico debe ser capaz de sacar la información más relevante de los informes médicos mediante un rápido vistazo, sin ser distraído o confundido por los rangos de referencia, unidades o datos extraños. Los informes deberían estar organizados de una manera patofisiológica, de este modo, la ferritina debería listarse con un recuento completo de sangre (CBC), volumen medio corpuscular (MCV), hierro y vitamina B, . en vez de con inmunoensayo. Los gráficos generados por el instrumento llamado SMA-12. muy popular en los años 70, permitían al médico entender los resultados de un archivo químico mucho más rápidamente que con los listados tabulados de valores numéricos con los que se cuenta en la actualidad: se incrementarán el uso de pantallas gráficas y semigrálicas en las futuras versiones de los SIL. ?



Actualmente hay disponibles instrumentos de alta calidad y de bajo coste para la generación de copias: el láser y otras tecnologías permiten realizar copias con resoluciones de 300 puntos por pulgada (dpi) o más, por menos de 500 dólares; para determinados tipos de presentaciones gráficas de datos, las impresoras a color nos permiten transferir la información de una manera mucho más efectiva. Para alcanzar los mejores resultados, el sistema de información debería hacer uso completo de un lenguaje de programación descargado para la impresora, como el lenguaje Posf Script. La alta calidad alcanzable de este modo puede ser electrónicamente transferida vía fax. A pesar de la batalla para suprimir las gráficos en papel, los laboratorios deberán producir informes en papel de sus resultados en los años venideros, Las pantallas gráficas ofrecen muchas ventajas, incluyendo la posibilidad de personalizar el formato y el contenido a las necesidades de un usuario individual. No obstante, debemos ser cuidadosos y no usar 20 colores diferentes o miles de ¡conos distintos para no echar a perder la información contenida en el gráfico. Sin embargo, puede ser excesivo el elevado mantenimiento necesario para conservar las vistas personalizadas de cientos de médicos diferentes. De nuevo, la atractiva representación gráfica de los datos de laboratorio, adaptados a las preferencias individuales de los médicos, se ve facilitada por el servicio de publicación web, usando plug-ins y navegadores estándar (Connelly, 1999).



Protección de los datos del paciente La seguridad y el control de acceso (Regulación americana HIPAA, 1999 eí seq:. Essin, 1999) son componentes cruciales de la informática clínica. Los pacientes y la administración esperan que los profesionales sanitarios traten la información sobre el paciente de manera confidencial; esto supone el uso de herramientas que no comprometan dicha confidencialidad. Al mismo tiempo, los informáticos deben preservar la integridad y segundad de los datos: los médicos sólo usarán el sistema informático para realizar sus informes médicos primarios si pueden estar seguros de que ningún dato se perderá. La protección incorpora un sistema de fiabilidad e integridad (anteriormente mencionado), un control de acceso (protección mediante contraseñas, acceso limitado y protección de la modificación de los datos contenidos en la base de datos, y protección del acceso telefónico o a través la red contra los pira-
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tas informáticos) y un sistema de confidencialidad del paciente (p. ej.. limitando el acceso sólo a aquellos que necesiten conocer un dalo y llevando, además, un registro de todos los que han consultado los datos de un paciente). Las herramientas estándar para la encriptación de los datos, la autentíficación y para asegurar el acceso a los datos deberían usarse en medicina, en lugar de crear herramientas únicas (y caras) para el cuidado sanitario. Los sistemas médicos deben estar protegidos mediante cortafuegos, aun cuando permitan el acceso por motivos del cuidado del paciente. Otra vez, la confidencialidad no está limitada al uso del ordenador, sino que incluye un control del acceso físico a los registros en papel y al uso de las trituradoras de papel para destruir documentos escritos a mano o impresos antes de ser enviados a reciclar.



SELECCIÓN, IMPLEMENTACIÓN Y GESTIÓN DE SISTEMAS El primer paso en la adquisición de un sistema automatizado de información, como se ha destacado anteriormente, es definir los objetivos del sistema. A continuación se deben analizar los aspectos económicos y cualitativos que justifican el coste del sistema. La selección del vendedor, el contrato, la implementación y la gestión posterior del sistema completan el proceso.



Definición de los objetivos: análisis del sistema Antes de embarcarse en la selección e implementación de un sistema de información computarízada de laboratorio (SIL) el personal de este deberá definir claramente qué se va a llevar a cabo mediante el proyecto. Para concretar los problemas y los objetivos que van a ser tratados es necesario realizar un minucioso análisis del sistema del laboratorio, tanto del manual como del computanzado. cuáles son sus defectos y sus virtudes. Si el sistema manual en uso ha estado funcionando sin problemas o sin limitaciones significativas, la nueva informalización del sistema puede que empeore su situación. Sin embargo, los sistemas manuales siempre tienen importantes limitaciones, y la mayor parte de ellos son incapaces de detectar la mayoría de los errores cometidos por omisión. Cualquier laboratorio, sea cual sea su tamaño, puede beneficiarse actualmente de un SIL c o m puterizado. La Tabla 6-2 enumera algunos de los posibles beneficios de la instalación de este sistema. No obstante, no se puede asumir que la implementación de un sistema informático resuelva automáticamente los problemas organizativos del laboratorio. Por otra parte, obliga a enfrentarse y ocuparse de problemas que podrían haber sido ignorados anteriormente. En la selección e implementación de un SIL deberían estar implicados tantos miembros del personal del laboratorio como luera posible. Además, otros miembros del hospital, incluidos el personal médico, personal de enfermería.



Tabla 6-2



Beneficios de la instalación de un sistema de información computarízada de laboratorio



REDUCCIÓN DE ERRORES INFORMES FALTOS DE GRÁLICOS CONFUSIÓN DE ESPECÍMENES ERRORES DE CÁLCULO ERRORES DE TRANSCRIPCIÓN ERRORES POR OMISIÓN REDUCCIÓN EN COSTES PERDIDOS (MEJORA DE LOS INGRESOS) MEJORA EN LA PRODUCTIVIDAD DE LA PLANTILLA MÁS RÁPIDA DISPONIBILIDAD DE LOS RESULTADOS PARA LAS CONSULTAS TELEFÓNICAS TRANSMISIÓN DE LOS RESULTADOS A LOCALIDADES LEJANAS MEIORA EN EL TIEMPO DE REACCIÓN Y ADAPTACIÓN MEJORA EN LOS INFORMES MÉDICOS EN: LEGIBILIDAD NÚMERO DE COPIAS ACUMULACIÓN INTERPRETACIÓN GRÁFICOS MEIORA EN LA INFORMACIÓN PARA SU GESTIÓN MEJORES DATOS PARA ASEGURAR LA CALIDAD DE LOS RESULTADOS
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historiales médicos y el personal del sistema de información, deberían participar y apoyar el proyecto. Un punto clave en este proceso es la selección de la persona de la plantilla del hospital más competente, alguien que esté profundamente familiarizado con lodas las operaciones del laboratorio, como el director del sistema y el jefe de proyecto.



Justificación del coste del sistema Teniendo recogido un análisis de las ventajas específicas que un sistema informático proporcionaría al laboratorio se puede mostrar cómo estos beneficios justifican su adquisición y el posterior mantenimiento de este tipo de sistema informático. Habitualmente. los sistemas de información incrementan la productividad del personal del laboratorio. En algunos casos es posible disminuir los niveles de personal suficiente para pagar el sistema; esto es más problemático si el objetivo es reemplazar un sistema de información no satisfactorio por uno nuevo. En otros casos, el nivel de personal es dictado por cambios o por requerimientos de cobertura de los departamentos, y además es difícil reducir el personal. En cualquier caso, el laboratorio podrá incrementar su capacidad, ya que se racionalizan las tareas administrativas repetitivas, y dedicar más atención a tareas que requieran la interpretación humana. Se debe observar que no lodos los US comercialmente disponibles mejoran la productividad. De hecho, algunos requieren considerablemente más tiempo de trabajo que el sistema manual al que reemplazan (p. ej.. el área de registro administrativo). Por ejemplo, el número de pasos a rellenar y la cantidad de tiempo necesario requerido para introducir la orden de petición de una hemoglobina 0700 varía cuatro veces o más entre los diferentes sistemas de los proveedores. Algunos sistemas están bastante mejor adaptados que otros para hacer solicitudes de muestras atipicas. Además, la eficiencia debería ser un criterio muy importante en la selección del proveedor. Otra justificación principal del sistema merece más atención que la que recibe normalmente. Una característica importante de los sistemas de información computarizados es su capacidad para reducir errores. Como nuestra atención se centra en obtener el máximo beneficio de cada dólar gastado en sanidad, la prevención de errores podría ser la principal justificación de muchos de estos sistemas de información. Finalmente, los sistemas de información computarizados nos proporcionan algunas capacidades que de otro modo no serian posibles, especialmente a la hora de informar sobre los resultados y en la gestión de los análisis. Se pueden añadir automáticamente a los informes interpretaciones adecuadas y los resultados pueden ser enviados a impresoras que se encuentran a miles de kilómetros, o pueden ser mostrados a través de navegadores Web en una estación física de trabajo. El control del funcionamiento del laboratorio ya no requiere una inversión prohibitiva de tiempo ni de esfuerzo administrativo. La obtención de datos para la gestión del laboratorio podría ser el beneficio más claramente definible. El sistema también nos proporciona copias detalladas de los registros y de los informes auditales requeridos por las agencias reguladoras.



¿Realizar o comprar? Algunos laboratorios, encantados con las potentes nuevas bases de datos para PC, concluirán que deberían diseñar e implementar un extenso SIL ellos mismos o utilizar un desarrollador local de software para hacer lo mismo. Sin embargo, ninguna acción en este sentido es aconsejable. En su lugar, se debe elegir un sistema desarrollado y mantenido por el proveedor diseñado para optimizar la función del laboratorio, por varias razones: • Los laboratorios clínicos, y los sistemas de información diseñados para ellos, son tremendamente complejos. Por ejemplo, un conocido SIL contiene más de 7.000 módulos diferentes y otro similar tiene más de 10 millones de líneas de código COBOL. • Es improbable el desarrollo con éxito por el usuario de un sistema plenamente funcional. Existe un alto riesgo de fallos y un impredecible alto coste. • Se compromete al creador del nuevo SIL al mantenimiento y mejora posterior del sistema de acuerdo con la evolución de los requerimientos del laboratorio. La experiencia ha demostrado que este mantenimiento y proceso de evolución del sistema frecuentemente es más complejo y costoso que el diseño e implementación de la primera versión del sistema.
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• El diseño de un sistema a partir de una amplia base de usuarios (desde el punto de vista de varias instituciones distintas) da lugar a sistemas con capacidades mucho más profundas y amplias que un sistema diseñado a partir del punto de vista de una sola institución. • Un laboratorio con un supuesto desarrollo propio del sistema debe soportar por si mismo los costes de cualquier actualización necesaria del programa y los costes de nuevas interfases de instrumentos, en lugar de ser capaz de dividir estos costes entre varios usuarios. • Un proveedor competente, que vende a docenas de laboratorios, va a continuar poniendo al día su sistema para mantenerlo útil según los cambios de las necesidades del laboratorio; y podrá mantener mucho más personal que el que sería posible financiar por cualquier laboratorio. • Los laboratorios con sistemas desarrollados por si mismos se vuelven dependientes de su propio personal de programación para su mantenimiento, por lo que se podría inutilizar el sistema si un miembro clave de este personal se cambia de trabajo. • Actualmente, los proveedores sirven a una amplia variedad de tipos de laboratorios y necesidades, y la mayoría de los laboratorios deberían ser capaces de encontrar un proveedor adecuado a su estrategia, a sus condiciones y restricciones. El viejo proverbio "no hay nada nuevo detrás del sol" continúa vigente, y un módulo de software instalado previamente viene ya significativamente depurado y revisado. Sin embargo, se debería acordar con el proveedor permitimos hacer algún desarrollo del programa sin interferir con la evolución del resto del sistema. De hecho, los laboratorios más grandes y complejos pueden solicitar una relación alfa- o beta- de cooperación con el vendedor del programa elegido en la que los miembros del personal del laboratorio puedan mejorar el programa y el vendedor pueda incorporar estas mejoras en el paquete básico del programa.



Selección del proveedor En la elección del proveedor de un SIL nos adentramos en una asociación a largo plazo que tendrá un gran impacto en la futura capacidad del laboratorio para crecer, proporcionar servicios de alta calidad al paciente y competir en el mercado de los laboratorios, Además, es crucial la elección de un socio que esté bien equipado para apoyar y mantener las necesidades y metas del laboratorio a largo plazo. Ha habido demasiado énfasis en los sistemas de elección con listas dadas de comprobación de características (p. ej., sistemas detallados de puntuación en los cuales se realzan que el vendedor A ha conseguido 1.653, mientras que el vendedor B no lo ha hecho) y habitualmente se ha tenido poca consideración en la filosofía corporativa del vendedor, en la actitud hacia sus usuarios y en otras connotaciones similares. Para empezar a recopilar información, debemos consultar primero las listas publicadas de proveedores. CAP TODAY (College ol American Pathologists. 325 Waukegan Road, Northfield, IL 60093-2750) publica cinco encuestas al año (Aller, 1998b; 1999a), cada una de ellas centrada en un tipo diferente de laboratorio o sistema clínico de información. La mayoría de los proveedores se muestran en las reuniones nacionales de la Asociación de gestión clínica de laboratorios (Tabla 6-3). Es aconsejable visitar otros laboratorios para obtener algunas ideas generales de cómo los proveedores realizan el seguimiento y mantenimiento del sistema. El siguiente paso es preparar un breve resumen de nuestro laboratorio y de sus necesidades y enviarlo a los 10 ó 15 proveedores más prometedores, a modo de petición de información o petición de presupuestos. También esta solicitud debería pedir un listado completo de los usuarios y clientes a los que se ha implantado el sistema que nos interesa. La respuesta del proveedor, más la verificación telefónica de las referencias dadas de varios usuarios, deberia permitimos estrechar el campo a 4 ó 6 potenciales proveedores, los cuales parecen tener la capacidad y experiencia para realizar el soporte del laboratorio. Las visitas a los centros de los usuarios que tienen implantado el sistema que nos interesa son una herramienta muy valiosa para la selección de los proveedores finalistas. De manera ideal, el equipo que vaya a realizar la visita deberia incluir investigadores de alto nivel, administrativos, supervisores, asi como directores y patólogos del laboratorio. También es deseable la presencia de algún representante del departamento de sistemas de información del hospital y la del vicepresidente o gerente responsable del laboratorio del hospital. Un tamaño apropiado para este grupo seria de 4 a 8 personas.



Tabla 6-3



Dónde e n c o n t r a r información



Encuentros nacionales ASCP/CAP AABB QLMA AACC Asociación a m e r i c a n a de informática c l i n i c a ( A M I A ) S o c i e d a d de información sanitaria y gestión de sistemas (MISS) Páginas w e b y búsquedas en I n t e r n e t www cap.org www.clma.org www ascp.org Otros l a b o r a l o n o s y o r g a n i z a c i o n e s informáticas H e r r a m i e n t a s e s t a n d a r i z a d a s d e búsqueda e n l a w e b Revistas CAP TODAY Revistas de otros laboratorios estándar Revistas de A M I A y de la MISS Hojas informativas Inside Healthcare Computing National Repon on Computers and Health C o n f e r e n c i a s n a c i o n a l e s s o b r e informática patológica (Universidad de M i c h i g a n y Universidad de Pittsburgh) E n c u e n t r o s d e g r u p o s d e u s u a r i o s (anuales, locales y regionales) O t r o s c o l e g i a d o s (encuentros nacionales y locales, correo electrónico) C u r s o s de los p r o v e e d o r e s Visitas a los centros I n s p e c c i o n e s d e l C A P y A A B B (participación c o m o inspector o como inspeccionado) Cursos para residentes Adjuntos Comunidades



Se debería permitir al futuro cliente visitar cualquier centro usuario que se encuentre en la lista de clientes que nos ha sido proporcionada. Si el proveedor pone objeciones, ¿esto se debe a que el centro no está contento con el proveedor y su servicio? En la selección de centros usuarios a los que visitar deberemos elegir aquellos que, aproximadamente, sean del mismo tamaño que nuestro laboratorio. Algunos sistemas que funcionan bien en laboratorios más pequeños sufren una inaceptable reducción de su rendimiento cuando el volumen de transacciones excede cierta cifra critica. Por ejemplo, el sistema podría aprobar todas las transacciones a través de un proceso único, el cual se convierte en un cuello de botella en el momento en que se llega a un cierto ritmo de transacciones. Asimismo, algunos sistemas apropiados para los grandes laboratorios parecen tener una gran cantidad de gastos generales en personal que es inaceptable para laboratorios más pequeños (p. e|„ personal requerido para el mantenimiento de bases de datos). Alguno de los sistemas más grandes y extensos tiene tantas opciones interactuanles y tantas tablas de control que para mantener el sistema operativo se requiere la atención de un director del sistema a tiempo completo. Una técnica muy útil es la de concertar una cena con el director del centro que queremos visitar la larde antes de la visita y pedir permiso para realizar una pequeña visita durante el turno de tarde. Los trabajadores de este turno suelen ser más independientes y más dispuestos a atender y contar las ventajas e inconvenientes del sistema. Después de esta primera impresión, la visita oficial al centro que tendrá lugar a la mañana siguiente puede ser mucho más productiva en cuanto a la obtención de información. El libre intercambio de opiniones y observaciones puede ser inhibido por la presencia de un representante de la casa comercial que suministra el sistema que nos interesa. Después de las presentaciones, los responsables del grupo visitante (director y gerente del laboratorio) deberían sentarse con los responsables del centro visitado que eligieron el sistema, aunque quienes eligieron el sistema podrían estar poco dispuestos a admitir que compraron un timo. Mientras tanto, los demás miembros del equipo de visita deberían dispersarse por el laboratorio y hablar con el conjunto de técnicos e investigadores para averiguar realmente cómo funciona el sistema.
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Una única visita no es suficiente para evaluar totalmente a un proveedor o su sistema: incluso una visita desastrosa podría haber sido aquella realizada a un laboratorio que no estuviera utilizando de manera correcta el software instalado. Asimismo, una visita muy positiva a un centro minuciosamente seleccionado por el proveedor podría significar que existen unos vínculos personales, o incluso financieros, muy cercanos entre el proveedor y el centro. Hay que prestar especial atención a si el sistema está bien adaptado a cada laboratorio que visitamos. Si cada laboratorio que visitamos parece funcionar de la misma forma, esto puede reflejar una rigidez del software; el laboratorio tuvo que llevar a cabo cambios en su funcionamiento para adaptar el ordenador. También deberíamos determinar si un sistema con particular interés tiene un grupo activo de usuarios y hablar con los responsables del grupo de usuarios. Estos grupos pueden ser útiles en la orientación del desarrollo posterior del producto del proveedor. Habiendo reducido el campo a dos o tres potenciales proveedores finalistas, podríamos querer enviar una solicitud de propuesta formal (RFP). En el pasado esto era una práctica habitual, desgraciadamente los laboratorios empezaron a enviar sus propuestas con listas de requerimientos de 250 páginas a 15 proveedores. Muchos de estos proveedores no se pueden permitir responder a estos masivos (y muchas veces ambiguos) cuestionarios. A menudo los laboratorios desestimaban a algunos proveedores, considerando solamente algunos puntos clave, e incluso ni siquiera leían las pilas de papeles en cuya recopilación el proveedor había invertido miles de dólares. Además, si se elige enviar una solicitud de propuesta formal, debe ser sólo en la etapa final de la evaluación del proveedor (los proveedores deberían ser informados de que son uno de los tres candidatos y no uno de los quince candidatos iniciales), y esta solicitud de propuesta formal debería ser breve. La solicitud de propuesta formal es, en esencia, el plan empresarial para esta nueva gran inversión; así que, incluso si se elige no enviarla, probablemente se debería redactar una. Lincoln (1991) ha facilitado una muestra para las solicitudes de propuestas formales (RFP), pero no se siente obligado a escribir una página, ni siquiera un párrafo sobre cada tema. Enfatice en las características clave y específicas del laboratorio y sus necesidades: no vuelva a hablar sobre las competencias que ya sabe que son típicas y habituales en todos los productos de los tres proveedores. Si el documento de solicitud es más largo de 30 ó 40 páginas, debería condensarlo. Nuevamente, la respuesta de los proveedores nos proporcionará valiosa información suplementaria, aunque la principal fuente para decidir sobre el proveedor final debería ser las visitas a los centros. Debería considerarse la estabilidad y la viabilidad a largo plazo de ambos proveedores de software y hardware. Generalmente se aconseja elegir un sistema que se pueda cargar sobre una línea de hardware típica y ampliamente extendida. Por otra parte, la historia del servicio de mantenimiento del software por grandes proveedores de hardware ha sido deprimente: IBM. DEC, Honeywell y Control Data han comercializado a la vez software para los laboratorios y después se han desecho o vendido estas divisiones empresariales. Una consideración final para la elección del proveedor son los requisitos administrativos para el registro de ciertos tipos de programas SIL como un recurso médico. Esto atañe particularmente al software que se va utilizar en bancos de sangre o en servicios de transfusión. Esta área se encuentra



Tabla 6-4



Agencias, organizaciones y regulaciones que afectan a l o s s i s t e m a s de información clínica



Programa de acreditación d e l laboratorio d e l College ol American Pathologists. sección I Asociación a m e r i c a n a d e b a n c o s d e s a n g r e FDA {Food and Drug Administration) Comisión d o a c r e d i t a c i o n e s c o n j u n t a d e las o r g a n i z a c i o n e s sanilanas; sección de gestión de información Decreto sobre la ineiora de los laboratorios clínicos ( C L I A - 8 8 ) sección de citología Administración de financiación de la s a n i d a d . 'Simplificación administrativa" y r e g u l a c i o n e s de la p r i v a c i d a d para el d e c r e to HIPAA (Heallhcarc Insurance Portability and Accountability)
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en permanente cambio. Deberíamos comprobar que el proveedor elegido tiene registrado y probado su software para los extensos requisitos de las regulaciones y directrices actuales y potenciales (Tabla 6-4). Cuando la FDA americana {Food and Drug Adminislration) comenzó a regular el software de los bancos de sangre, abordaron el campo con las expectativas con las que los suministradores de programas habían construido sus programas 5 ó 10 años antes, con los procedimientos formales de especificación, validación y control de los cambios, típicos de aquéllos usados en la industria farmacéutica (Aller, 1998a). La FDA ha expresado desde entonces interés en la regulación en otras áreas del software médico. Por tanto, parecería prudente aplicar los estándares de validación del software de los bancos de sangre a los sislemas generales de información de laboratorio (SIL).



Contratación Una vez que se ha decidido el vendedor, hay que negociar un contrato con dicho vendedor. El vendedor deberá tener sin duda un borrador preparado para presentarnos. Se debe buscar consejo legal, preferiblemente alguien familiarizado con conocimientos de leyes de informática, y negociar hacia un contrato equilibrado que no favorezca indebidamente ni al vendedor ni al cliente. Consulte Lincoln (1991) y Elevilch (1992) para un informe detallado, pero los puntos importantes y las cláusulas comunes incluyen: 1. Normas básicas para la aceptación y pago del software, hardware, formación e implementación: El sistema debería ser aceptado y pagado al menos en estas tres partes: • Equipos, software del sistema y utilidades generales. • Programas de aplicaciones, utilidades y formación (sistema de laboratorio). • Manejo en vivo del sistema en nuestro laboratorio, incluido el funcionamiento apropiado y la correcta verificación (p. ej., tiempo de respuesta de menos de 2 segundos en el 95% del tiempo durante condiciones extremas de carga y con una base de datos completamente cargada [varios meses de datos "reales"]). Se deberá aceptar y pagar por el sistema, en el momento en que se cumplan cada uno de estos requisitos. El 25% final del pago se debería retener hasta que todas las obligaciones contractuales hayan sido satisfechas y el sistema haya estado funcionando en condiciones reales durante al menos 60 días. Todos los proveedores tienen la responsabilidad de verificar adecuadamente el funcionamiento del software: aunque algunos reglamentos federales de ciertas zonas están empezando a asegurar un nivel aceptable de fiabilidad para, por ejemplo, el software de los bancos de sangre, a la mayoria de los usuarios de programas de laboratorio también se les aconseja usar el principio caveaf emptor. ¡vamos a ser compradores precavidos! Sigue siendo responsabilidad del usuario validar completamente el funcionamiento correcto del sistema. 2. Garantía del hardware y del software suministrados: Durante al menos 90 días desde la fecha de la implantación, preferiblemente un año, cualquier error identificado en este tiempo estará exento de pagarse. 3. Garantía de disponibilidad de mantenimiento: El proveedor garantizará el mantenimiento de los equipos y del software durante al menos 5 años desde la fecha de implantación del sistema, y el personal de la compañía estará disponible para solucionar emergencias las 24 horas del día. 7 días a la semana, 365 días al año. Los detalles del mantenimiento del software, incluido el coste, serán cubiertos mediante un acuerdo separado, normalmente incluido como un apéndice o agregado en el contrato. Otra previsión muy común es que el coste del mantenimiento del software no se incrementará al año más de un tanto por ciento determinado, normalmente se utiliza el índice de precios de consumo (IPC) para corregir la inflación. Algunos proveedores, reconociendo que el laboratorio está contratando realmente un servicio posterior (luncionamiento del software) en lugar de adquirir un conjunto estático de programas, no cobra más que los derechos iniciales del software. Estos proveedores confian enteramente en el uso de un software mensual y en un canon de mantenimiento equivalente a un alquiler. Sin embargo, podrían cobrar un cargo importante por la instalación y por la formación. Otras compañías suministran software de laboralorio fundamentados en "tiempo compar-
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tido" a través de Internet, usando conexiones seguras; aquí, de hecho, están proporcionando una oferta de servicio puro.



funciones demostradas durante la visita al centro (o conjunto de visitas) se incluirán en el sistema instalado en nuestro centro.



4. Disponibilidad del código fuente: Si al proveedor le es imposible o está poco dispuesto a mantener el sistema, ¿cómo puede el laboratorio realizar el mantenimiento del sistema En ausencia del código fuente (son los programas originales usados para crear el sistema operativo del ordenador) eslo puede ser sumamente complicado. La mejor solución es que al laboratorio se le suministre un juego del código fuente y se mantenga en el laboratorio. Normalmente se incluye un cláusula de confidencialidad para evitar que el laboratorio revele el código fuente. De cualquier modo, dada la complejidad del diseño, implementación y mantenimiento de un moderno SIL, el código fuente tendría un uso reducido para un compelidor. Una alternativa menos deseable (aunque más común) es que una tercera parte mantenga el código fuente en un sobre lacrado (p. ej., un apoderado o un abogado). El contrato estipula en estos casos que se proporcione el código fuente al laboratorio si el proveedor es incapaz de realizar el servicio de mantenimiento durante un tiempo determinado (p ej., 72 horas sin respuesta). En cualquier caso, es fundamental que el laboratorio o una tercera parte conserve una copia del código fuente y que sea actualizado continuamente.



10. Mejoras y modernizaciones posteriores del sistema: Como el proveedor continúa desarrollando su sistema e instalándolo en nuevos centros, el software continuará evolucionando. Todos los centros que estén ejecutando el software deberían actualizarse periódicamente (frecuentemente de manera anual). Esta actualización debería realizarse como parte del acuerdo de mantenimiento del sistema, sin cargo extra para el usuario, y debería incluir todas las mejoras realizadas para los módulos que se están ejecutando en el laboratorio. (Aunque se puede esperar que estas mejoras afecten al funcionamiento del sistema de alguna manera, el proveedor tiene la obligación de impedir la degradación del rendimiento del sistema cuando se introduzcan nuevas características.) Si el proveedor introduce un módulo completamente nuevo (p. ej., banco de sangre, radiología), esto requeriría evidentemente el pago adicional de una licencia
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5. Modificaciones necesarias y mejora del sistema: Es frecuente que. durante la evaluación del sistema, el laboratorio encuentre que existen pequeñas modificaciones que pueden mejorar el funcionamiento del sistema. Si el proveedor y el laboratorio están de acuerdo en esto, y se puede integrar en el sistema estándar (p. ej.. controlado por señales de la base de datos, por lo que sólo aparecen si se presentan las señales), estas mejoras deben listarse y adjuntarse al contrato. Sin embargo, se debe minimizar el número de estas modificaciones: la historia de los SIL está repleta de casos de laboratorios que se gastaron decenas de miles de dólares en modificaciones y después de instalar el nuevo sistema y compararlo con el sistema estándar descubrieron innecesarias la mayor parte de las modificaciones realizadas. 6. Sistemas estándar: Existe una cláusula sobre el sistema que hace constar que el software que va a ser instalado, incluyendo las modificaciones que se han mencionado, será el sistema estándar del proveedor. El proveedor se esforzará en instalar el mismo software en todos los centros. Cualquier mejora futura o lanzamiento de software realizado por el proveedor será en esta plataforma, asi será más fácil para el laboratorio instalar futuros lanzamientos. 7. Funcionamiento de la garantía: Esto especifica que el sistema proporcionará ciertos tiempos máximos de respuesta, tiempos de impresión y otras referencias sobre algún periodo de tiempo proyectado (p. ej.. tres años) que se basan en cuestiones sobre el crecimiento de volumen y uso del sistema. Esto impide al vendedor del sistema, que ha estimado una configuración del ordenador intencionadamente demasiado pequeña, hacer más competitivo el precio de su sistema. Incluso con un apropiado análisis de dimensión inicial, la verificación del sistema siempre ha sido un área problemática. A menudo, los nuevos lanzamientos de software son mucho menos eficientes que los programas precedentes, y puede ser n e c e s a r i o , para el centro, presupuestar actualizaciones de los equipos informáticos cada dos años, simplemente para compensar la disminución de la eficiencia del software. Además, la configuración de los equipos y del software debería permitir un área de prueba donde las actualizaciones puedan ser ejecutadas en paralelo y validadas previamente a su instalación definitiva. 8. La solicitud de propuesta formal (RPF) es una pade de este contrato: El proveedor fue en parte seleccionado, basándose en la respuesta hecha a una solicitud de propuesta formal (RPF). Este documento proporciona la garantía del proveedor de que todas las afirmaciones hechas en esta respuesta son correctas. Por ejemplo, si la respuesta dice que el sistema puede producir un informe haciendo A, B y C. y el usuario instala el sistema del vendedor descubriendo que el sistema falla al hacer C, el proveedor está obligado a modificar el programa sin coste alguno para el usuario. La respuesta a nuestra solicitud nos da la capacidad de reclamar. 9. Eticada del software demostrada en la visita a los centros: Una de las mejores formas para asegurar la eficacia de un sistema es exigir que las



11. El proveedor garantiza mantener su sistema de acuerdo con las actuales y futuras obligaciones federales y estatales y con los requerimientos de las agencias de acreditación (como lo es la CAP y la AABB); todos los centros que paguen regularmente derechos de mantenimiento recibirán las actualizaciones sin cargo adicional alguno. Si se ha seleccionado al proveedor oportuno y el laboratorio es razonable y justo en su aproximación a éste, se debería poder firmar el contrato, ponerlo en la estantería y no volverlo a mirar más. La base de una buena relación usuario-vendedor es la comunicación, el respeto y la confianza mutua. Si no se confia en el proveedor, ni el contrato más sutilmente afinado podrá salvar esta situación. De cualquier modo, el contrato redactado apropiadamente puede impedir futuros malentendidos entre las partes.



Implementación, mantenimiento y evaluación En el momento en que el sistema está justificado, el proveedor seleccionado y el contrato firmado, comienza la parte más importante del proceso. Quizá sea un poco exagerado, pero la puesta en marcha (implementación) es el punto clave del éxito de nuestro sistema. Como anteriormente se dijo, los miembros más competentes del personal son los más indicados para dirigir el sistema. El conocimiento sobre informática y ordenadores no es tan importante como el conocimiento que se tenga sobre las prácticas procesos y eslrategias del laboratorio. Se deben tomar las decisiones sobre la configuración del sistema, por lo que este es un buen momento para realizar una o dos visitas adicionales para comprobar cómo los usuarios de un sistema ya logrado establecieron sus diccionarios y operaciones. También en este momento se debe decidir la colocación de las estaciones de trabajo y las impresoras. El proveedor formará al personal en la construcción de los diccionarios que describen el laboratorio y su funcionamiento. Después de esta formación, la totalidad del laboratorio debe habituarse a este nuevo formato desconocido, para entonces acceder al ordenador; habilualmente, la compañía proporcionará, al mismo tiempo, un pequeño sistema que permita la introducción de los diccionarios antes de que el ordenador principal del laboratorio se instale. Puede ser bien útil el uso de "herramientas de edición" para automatizar la construcción de partes de los diccionarios del sistema SIL. particularmente si éstos representan conjuntos de datos que provienen de otros sistemas automatizados (como los códigos médicos) o implican entradas de datos repetitivas. De hecho, el área total para trasladar los registros antiguos desde los anteriores sistemas (aquellos que se están quedando obsoletos) a los nuevos sistemas instalados trae consigo múltiples retos. Tenemos la obligación de mantener disponibles los datos antiguos de los pacientes para futuras consultas, esto es especialmente crucial para conocer los anticuerpos sanguíneos, patologias quirúrgicas y diagnósticos citológicos. Incluso si los formatos que contienen los datos son compatibles (¿cómo podemos hoy día leer un disco de 8 pulgadas?), habilualmente los diferentes modelos de datos y controles de validación hacen esta conversión de los datos muy problemática (Skjei, 1998).
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INFORMÁTICA, TRATAMIENTO DE IMÁGENES E INTEROPERABIIIDAD



La preparación del centro significa disponer el entorno del laboratorio para la instalación de los ordenadores. En el pasado esto fue un aspecto altamente costoso, habitaciones con aire acondicionado con el suelo elevado, fuentes especiales de alimentación y el cableado. Los requerimientos del entorno para la instalación de equipos informáticos modernos son cada vez menos rigurosos, pero todavía se necesita una energia limpia y constante, por lo que merece la pena investigar en una fuente de alimentación no interrumpióle. Físicamente el ordendaor se puede situar dentro de la habitación principal del laboratorio, pero hay que impedir situarlo en las zonas donde pueda ser salpicado de agua. Si el ordendaor lo instalamos en una habitación aparte, una inversión apropiada seria la instalación de un sistema de extinción de incendios. Los datos almacenados en el LIS son más seguros que los datos manuales porque se hacen copias adicionales [back up. copias de seguridad) de la información que pueden ser guardadas en otros centros lejanos, conservándolos incluso si se produce un incendio. Como cualquier otro instrumento del laboratorio, el funcionamiento y mantenimiento del SIL está mejor situado bajo el control del laboratorio. Debido a que un ordenador puede tener unas necesidades ambientales especiales, los equipos informáticos se sitúan habitualmente en el centro informático del hospital. Sin embargo, si el funcionamiento del sistema está gestionado desde fuera del laboratorio, el reto de mantener la comunicación y asegurar que el sistema está apoyando de manera óptima el funcionamiento del laboratorio es mayor. En general, cuanto mayor es el grado por el que el laboratorio se siente propietario del sistema, más satisfactorio será el funcionamiento del mismo. Se deben definir y diseñar las necesidades y los tipos de inlormes, además, deben ser ordenados éstos y otros suministros necesarios para las operaciones del ordenador Cuando se instala el hardware, el proveedor debe verificar que funciona correctamente y debe corregir cualquier problema que se presente. El software especifico de laboratorio del proveedor queda entonces instalado y puede comenzar la formación del personal de laboratorio. En ocasiones, algunos miembros clave del personal de laboratorio reciben dicha formación en la sede central del proveedor: en otros casos, esto se hace en la sede del usuario. En cualquier caso, se pretende que estos miembros clave entrenen al resto del personal. Lo mejor es tener al menos uno o, preferiblemente, dos individuos clave en cada turno y en cada departamento. El esquema de trabajo debe permitir tener tiempo suficiente para la formación y la práctica. Como parte del procedimiento de implementación, los miembros del personal del laboratorio deben verificar y validar el correcto funcionamiento de los módulos del software instalados. Esto debería seguir un protocolo formal, incluyendo datos normales, anormales y no válidos de todos los ámbitos, y la validación debería documentarse detalladamente (para su disponibilidad en futuras inspecciones de laboratorio). El test simultáneo no es suficiente para este propósito, pero sigue siendo aconsejable. Sin embargo, la duración temporal de las operaciones paralelas debería minimizarse, ya que el sistema no será utilizado plenamente hasta que no haya una alternativa. El informe detallado de las actividades necesarias para asegurar el funcionamiento continuo del ordenador del laboratorio está más allá del ámbito de este capítulo. Sin embargo, estas actividades deberian incluir lo siguiente: 1. Deben establecerse nuevos procedimientos para asegurar el funcionamiento adecuado del nuevo instrumento de laboratorio, el ordenador. En muchos casos, más que reproducir simplemente el material del proveedor, es apropiado preparar manuales específicos de laboratorio para el usuario. Para secciones que ya han establecido manuales de procedimiento (p. ej., sección de hematología), estos materiales pueden consistir en notas adicionales sujetas a cada procedimiento, describiendo, por ejemplo, cómo se imprimen las listas de trabajo para ese procedimiento, cómo se introducen los resultados y el tratamiento de valores críticos. Los nuevos manuales deben estar preparados para las operaciones del ordenador; asimismo, se deben hacer copias de apoyo de la base de datos (normalmente realizadas diariamente) e imprimir los informes de los pacientes. 2. Se debe desarrollar un plan y practicarlo periódicamente para asegurar las operaciones continuas del laboratorio y el abastecimiento del servicio de éste, aunque el ordenador esté temporalmente fuera de uso.
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3 Deben definirse e implantarse las políticas de seguridad para proteger los datos de laboratorio contra modificaciones no autorizadas, acceso mapropiado e incumplimiento de la confidencialidad del paciente. Una excelente fuente de referencia que enumera los procedimientos estándar de funcionamiento necesarios para el ordenador es el Programa de Acreditación de Laboratorio (College of American Pathologists, 1999a) Los trabajadores externos al laboratorio deben formarse igualmente en el nuevo sistema; incluso aunque las enfermeras no vayan realizar solicitudes al laboratorio en el ordenador del hospital, deben recibir formación para usar los nuevos formatos de solicitudes de análisis que acompañan al nuevo sistema. Los miembros del equipo médico deben ser instruidos sobre los nuevos informes de laboratorio: a pesar de todo, después de seis meses de conferencias en los encuentros de personal médico, empapelar el hospital con notas informativas y con ejemplos de nuevos informes, y enviar correos electrónicos a todo el personal dos semanas antes de la implantación, no es sorprendente encontrar médicos entrando en la oficina y preguntando: " Qué es esto?". t



Los primeros días, o incluso semanas, después de la implantación de un nuevo SIL son siempre problemáticos. Se descubren errores en el diccionario sobre las descripciones de las actividades de laboratorio y deben ser corregidas rápidamente. Si el proveedor ha hecho adiciones al software como parte del contrato con el laboratorio, estas nuevas características siempre resultarán problemáticas al principio. Los miembros del equipo médico y las enfermeras tendrán preguntas sobre la petición de los análisis y la interpretación de los informes. Los operarios del laboratorio todavía estarán poco familiarizados con las nuevas funciones del ordenador y. por tanto, trabajarán lentamente. Sin embargo, unas semanas después de la implantación, el sistema bien diseñado facilitará el trabajo, y el personal de laboratorio se preguntará cómo han podido arreglárselas antes sin él. Tras la implantación, el sistema requiere un mantenimiento; no sólo deben limpiarse periódicamente las impresoras para quitar los restos de papel, cambiar las cintas y los cartuchos de tinta para que los informes sean legibles, sino que los archivos del diccionario deben ser actualizados continuamente para reflejar el funcionamiento actual del laboratorio. Siempre que se establece un nuevo test, todos los elementos que se requieren deben definirse en el diccionario; a medida que cambian los rangos de referencia o los métodos de test, éstos deben ser actualizados. Periódicamente, los precios se actualizan y los archivos de laboratorio deben mantener el ritmo Las actualizaciones del diccionario son un desafio y especialmente criticas cuando dos sistemas (p. ej.. un sistema de información de hospital y un SIL) deben mantenerse sincronizados. Cuando vanos sistemas deben mantenerse en sincronización, sería deseable considerar la investigación de un sistema diseñado específicamente para esta tarea (tales como las herramientas proporcionadas por Health Patterns, LLC; www.healthpatterns.com). En un gran laboratorio, el gestor del sistema puede ocupar fácilmente su jornada completa como técnico. Incluso en el laboratorio más pequeño es importante destinar algún tiempo específicamente para estas actividades o el laboratorio comenzará a tener problemas, ya que las tablas del sistema no se ajustarán a la práctica del laboratorio por más tiempo. Habiendo invertido dinero y tiempo para seleccionar, comprar e instalar un SIL, uno debe evaluar el resultado final De seis a nueve meses después de la implantación hay que determinar si se han conseguido los objetivos definidos al principio. ¿Se han reducido los errores? ¿Está mejorando la productividad? ¿Los informes son más fáciles de leer y se han resuelto las preguntas manejadas más fácilmente?¿Ha mejorado el tiempo de descarga? Desde el momento de la implantación existe una necesidad por modernizar casi continuamente el software y por ampliar la capacidad del sistema (p. ej.. terminales adicionales, impresoras, módulos de software). Afortunadamente, estas innovaciones siempre son posibles dentro de la capacidad que permita la configuración original del hardware central; este es un potente argumento en contra de instalar un SIL en una máquina sin capacidad sobrante. Parte de la continua evaluación del SIL debería ser la valoración de su capacidad actual y la predicción de cuándo se necesitarán mayores recursos. El laboratorio comenzará a planear un incremento del nivel de innovación del hardware Iras dos o tres años de la implantación, si el ordenador original lúe correctamente diseñado. Los costes del hardware están decreciendo tan rápidamente que es imprudente comprar excesiva capacidad inicialmente. Además.
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los costes anuales de mantenimiento de un hardware antiguo pueden exceder el precio completo de la compra de un hardware nuevo con mayores recursos. Aunque el volumen de pruebas no se incremente, el laboratorio hará gradualmente un uso más completo de las (unciones del ordenador, ya que todo el personal se irá familiarizando con ellas. A medida que crece la base de datos, se requieren más recursos del ordenador. Funcionalmente. al igual que su evolución, también debería ser evaluado. Si el sistema informático se está conviniendo en un impedimento para el funcionamiento del laboratorio debido al diseño defectuoso del software o al escaso soporte del proveedor, se debería empezar la búsqueda de otro vendedor de software. La presupuestaron del reemplazamiento del hardware o software debe empezar cuando aparezca el primer indicio de problemas, no cuando la función del laboratorio esté siendo severamente perjudicada.



Regulación y acreditación En los últimos años se ha incrementado notablemente la atención de las agencias reguladoras y las organizaciones de acreditación (véase Tabla 6-4) por los sistemas de información médicos. Obtenga y lea una copia de los estándares y los requerimientos de cada una de esas agencias y organizaciones. Incluso cuando el objetivo parezca ser diferente, muchos aspectos de los requerimientos informáticos son Útiles (p. ej., los requerimientos de la AABB son útiles en la evaluación de la gestión del sistema informático de microbiología).



TRATAMIENTO DE LA INFORMACIÓN DE LABORATORIO El laboratorio como motor de información El laboratorio (con la excepción de las cuestiones relacionadas con los componentes sanguíneos) existe con el único propósito de proporcionar diagnóstico y gestión de la información a los médicos, con el fin de ayudar en el cuidado del paciente. Aunque este capítulo se centra en el tratamiento de la información automatizada, el director del laboratorio no debe olvidar que el recurso humano es la ventaja más valiosa con que cuenta el laboratorio. La comunicación oral y la gestión personalizada no debe descuidarse en la actividad de la alta tecnología. Desde el punto de vista de aquellas personas ajenas al laboratorio, éste es una caja negra a la que los médicos y enfermeras envían las solicitudes de pruebas, análisis, muestras o ambas, de donde surgen informes con los resultados de las pruebas realizadas. Los médicos, enfermeras y administrativos no tienen idea de la complejidad del procedimiento que se lleva a cabo dentro de esa caja negra; en electo, es responsabilidad del laboratorio proporcionar información, de tal manera que los usuarios externos no tengan que preocuparse en aprender dicha complejidad. El director del laboratorio es responsable del camino completo desde la entrada (pedido de test o pruebas concebida por el médico) hasta la salida (resultados de las pruebas entendidos por el médico), tanto si él/ella tiene control sobre los pasos intermedios como si no. Es beneficioso controlar el mayor número posible de fases en este proceso para asegurar que éste sea rápido e impecable. En una gran institución, docenas de personas estarán envueltas en este circulo (Krieg, 1978). Con cada fase adicional se introducen nuevas oportunidades de retraso y de error; deben añadirse ciclos de retroalimentación para meiorar la precisión de las operaciones. Las grandes instituciones medicas se asemejan a organismos pluricelulares que tienen que dedicar una proporción creciente de sus recursos para la tarea interna de transferencia y circulación de la información Afortunadamente, la tecnología de información automatizada proporciona herramientas para eliminar algunos de estos pasos y para asegurar el cierre del ciclo donde deban permanecer otros pasos. El patólogo debe ser consciente de la importancia de integrar la información del laboratorio con otros dalos del paciente (p. ej.. perfiles farmacéuticos, problemas, signos vitales), mientras asegura el flujo fiable e inmediato al médico de información individual del paciente. Esta integración servirá para optimizar los descubrimientos del laboratorio en el contexto clínico, mejorar la utilización del laboratorio y apoyar los estudios extemos de los pacientes.



Herramientas para la comunicación Dentro del laboratorio Dentro del laboratorio el personal debe ser consciente de las políticas, los procedimientos estándar de funcionamiento y las actualizaciones de las prácticas. Los manuales de procedimiento están pasando del papel al formato electrónico, pero mantienen una importancia critica. La transmisión electrónica a todos los puestos de trabajo permite la notificación inmediata (p. ej„ la llegada del inspector de la FDA); además, los correos electrónicos ayudan a asegurar que cada empleado sea consciente de los cambios, incluso si ha estado dos semanas de vacaciones. Las herramientas informáticas también pueden hacer cumplir ciertas políticas, tales como la documentación de quien tenga un valor crítico para el laboratorio. Los encuentros regulares de personal (sección, turno, o el laboratorio completo) siguen siendo importantes, incluso en la era electrónica. Cuando se dedican a la comunicación breve de temas relevantes e importantes para los asistentes, este tiempo esta bien empleado. Es muy valiosa la labor del patólogo, como director del laboratorio, dando un paseo por el laboratorio diariamente para ser consciente de las actividades y de los asuntos del personal.



Comunicación con nuestros clientes La comunicación con nuestros clientes es fundamental para asegurar que el laboratorio está proporcionando los servicios necesitados. La comunicación con ellos se puede realizar a través del informe de laboratorio, que puede contener, además de los resultados, noticias en materias como cambios en las pruebas. El manual de laboratorio o manual de usuario se ha publicado tradicionalmente en papel, caducando inmediatamente, pero se están desarrollando documentos electrónicos disponibles on-lme. pudiéndose localizar la información desde la Intranet del hospital. Las cartas del laboratorio están evolucionando también del papel hacia el correo electrónico que se mandan cuando los médicos se inscriben o cuando ordenan un test concreto que ha sido actualizado.



Oportunidades de interacción Más importantes que las comunicaciones unidireccionales son las oportunidades de interaccionar con el personal médico (durante encuentros en el vestíbulo "próximo a la consulta" y en el comedor de médicos a la hora del almuerzo), así como con otros usuarios del laboratorio (especialmente durante las rondas de las unidades de enfermería). Siempre hay que preguntar "¿Estás obteniendo toda la ayuda que necesitas del laboratorio?". Hay que ser receptivo a todos los comentarios y evitar actitudes defensivas y excusarse inmediatamente. Las herramientas de garantía de calidad del laboratorio más valiosas son los comentarios de los médicos, a los que algunos miembros del personal del laboratorio pueden considerar molestos. De hecho, estas personas son los mejores aliados para identificar problemas que requieren atención. Normalmente, los médicos son las personas que más atención prestan a la calidad y consistencia de los hallazgos del laboratono. Por otro lado, otros individuos fundamentales para el éxito del funcionamiento del laboratorio son aquellos con el menor grado de formación y puesto más bajo en la organización: la recepcionista de la unidad de enfermería, la recepcionista del laboratorio y el llebotomisla. Los mejores instrumentos analíticos y el mejor personal del mundo son inútiles, a menos que estas personas entiendan y ejecuten cuidadosamente sus tareas.



Utilidad de la comunicación La utilidad de la comunicación se produce tradicionalmente cuando el laboratorio recibe una petición inusual o poco clara; el patólogo llama al médico, proporcionando los conocimientos y las consultas pertinentes para que el paciente en concreto sea atendido. Hoy por hoy, los sistemas compularizados de entrada de peticiones proporcionan mucha ayuda a problemas comunes (p. ej.. un CEA, antígeno carcinoembrionario. fue pedido ayer en este paciente. ¿Realmente quiere otro más?, ¿quiere hacer una transfusión de plaquetas? La cantidad de plaquetas es de 150.000). Hoy en día la limitación principal es la sociológica, no la tecnológica; es decir, convencer a los médicos de los beneficios que proporciona hacer las peticiones directas mediante entrada computarizada (para más información, consultar Asociación de Médicos
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INFORMÁTICA, TRATAMIENTO DE IMÁGENES E INTEROPERABILIDAD



Directores de Sistemas de Información, www.amdis.org). A largo plazo, la entrada directa de peticiones por parte de los médicos tiene gran potencial para proporcionar información en el momento de la decisión y así mejorar la utilización de los análisis de laboratorio.



Flujo de información en un laboratorio típico Identificación del paciente Cuando un paciente se registra por primera vez, la información de identificación debe ser introducida en la base de datos del ordenador del laboratorio. Un único número de identificación del paciente, permanentemente asignado a éste, debería usarse como primer identificador; este número de registro médico es la práctica estándar en los hospitales. En pacientes externos y laboratorios independientes dichas identificaciones no deben estar disponibles. Esto afecta poco a los procedimientos químicos, hematológicos y microbiológicos, en los que normalmente se puede informar de los valores apropiados sin conocer el historial del paciente. Sin embargo, la conexión de registros es de una importancia crítica en un banco de sangre (buscando anticuerpos atipicos, conexiones cruzadas computarizadas), en las patologías quirúrgicas, hematopatologias y en citología. En estos ámbitos es importante recopilar la fecha de nacimiento y el sexo (y. si es posible, el número de la Seguridad Social), además del nombre del paciente. Es imposible realizar un vínculo exacto con el nombre del paciente únicamente (en las bases de datos citológicas, el nombre de soltera de una paciente o el de la madre de la paciente es más útil que el nombre de la misma). Los datos típicos recopilados actualmente incluyen información de cuentas, localización del paciente, órdenes médicas y diagnóstico. Para los pacientes externos, no se puede hacer ningún reembolso si el diagnóstico de las pruebas ordenadas no figura en una lista como "necesidad médica". Si el contacto con el laboratorio se prolonga más allá del momento inmediato del registro del paciente (p. ej.. establecimiento de pacientes internos, transfusiones de pacientes externos! se debe aplicar una cinta en la muñeca con el número de identificación del paciente. Esta cinta debe tener un código de barras legible por una máquina lectora (p. ej., HIBCC/código de barras 39) o una etiqueta para la identificación por radiofrecuencia, y debería usarse por todos los departamentos del hospital como método de identificación. En términos de identificación del paciente y en otras muchas formas, los retos afrontados por los pacientes externos y por los laboratorios independientes, y en los sistemas de información de los ambulatorios en general, son distintos de aquéllos encontrados dentro de los hospitales. Aún más desafiante es el diseño de sistemas que sirvan tanto para las pruebas de los hospitales como para las que se realizan fuera de éstos. Aunque es posible vincular todos los pacientes encontrados en un laboratorio externo en un índice de pacientes, esto añade una carga de trabajo considerable al proceso inicial. Dicha conexión debe ser realizada por los servicios adicionales que el laboratorio puede proporcionar al médico del paciente, tales como informes acumulados y comprobaciones delta.



Solicitudes de test y colección de muestras Tras la identificación del paciente, se introducen las solicitudes de test, indicando cuándo fue (o será) recogida la muestra, quién la recoge, el momento de la recogida, qué análisis se van a llevar a cabo y quién solicitó dichas pruebas. Las solicitudes de test deben ser introducidas como siglas alfabéticas cortas (p. ej., CBC, CEA, Na) o por códigos numéricos. Los códigos alfabéticos tienen un significado más claro y son más fáciles de recordar, pero los códigos numéricos son más rápidos de introducir, menos ambiguos, pueden incluir comprobación digital y son más fáciles de gestionar en los sistemas de facturación. En muchos hospitales y laboratorios externos se requiere solicitud de las pruebas de laboratorio mediante un documento en papel que se envía físicamente al laboratorio. Normalmente son hojas de página completa, habiendo reemplazado las modalidades de hoja parcial usadas para solicitar, informar y facturar en el sistema manual previo (sin embargo, las modalidades de multiapartados deben mantenerse como sistema manual de copia de reserva de informes). Otros hospitales, y muchos clientes de laboratorios independientes, introducen ahora sus solicitudes de test en las unidades de cuidados de pacien-
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tes del sistema de información del hospital (HIS), o en una aplicación del laboratorio especialmente diseñada para la introducción de peticiones. Los requisitos de formación para este enfoque son mayores que para la introducción de las solicitudes por parte de una pequeña porción del personal de laboratorio. Estas peticiones son transferidas, a través de una interconexión de entrada de solicitudes, al SIL. Si el HIS carece de comprobación cruzada y de rutinas de validación de solicitudes encontradas en un SIL, esta comprobación debe ser realizada mediante interconexión; en tales casos, ésta requiere una programación extremadamente compleja. Incluso antes de que los errores se hayan solucionado, dichas interconexiones requieren la monitorización por parte del personal de laboratorio. Además, los diccionarios de las pruebas ordenadas en el HIS deben ser comprobados periódicamente frente a aquellas peticiones introducidas en el ordenador del laboratorio. Tanto si las peticiones son enviadas en solicitudes de papel como en un comunicado informático, realmente se obtienen grandes ventajas si el médico completa el formato de solicitud. Esto facilita enormemente la introducción de un mayor número de perfiles de diagnóstico y la eliminación de pruebas obsoletas, porque el médico tiene que elegir entre una de las opciones actuales de la solicitud. De lo contrario, las solicitudes de los médicos deben ser traducidas por personal no clínico para proveer paquetes disponibles de pruebas. En efecto, se han mostrado importantes reducciones en los costes y beneficios en la calidad cuando la introducción de solicitudes por parte del médico se realiza de manera estándar. Cuando las solicitudes de pruebas se introducen o se envían al sistema informático del laboratorio se les asigna un número de acceso que sirve para identificar las muestras. Un solo número de acceso se usará para varios tubos, siendo procesados algunos en química otros en hematología. En otros laboratorios se usan senes de números de acceso separadas en distintos departamentos; en este último caso, las etiquetas de las solicitudes deben ser coordinadas cuidadosamente para que el paciente no se someta a una extracción de muestra varias veces en pocas horas. Las solicitudes de test normalmente se clasifican en dos categorías: 1) solicitudes acompañadas de la muestra, que pueden acceder al sistema directamente (como se analizará más tarde), y 2) solicitudes para que el laboratorio obtenga la muestra que introduce la complejidad. En el ámbito del hospital, las solicitudes de pruebas recibidas se introducen en el SIL y pueden ser agrupadas en lotes de flebotomía. Poco antes del tiempo programado para la recogida, las etiquetas se imprimen, haciendo un listado de todos los pacientes de los que se va a extraer sangre, y se proporcionan etiquetas impresas previamente para los tubos de sangre necesarios. Estas etiquetas incluyen toda la información necesaria para la recogida y el procesamiento correcto de la muestra, como por ejemplo, muestra requerida/volúmenes de alícuota e instrucciones especiales de manejo. Las etiquetas de los tubos de sangre deben llevar un código de barras para permitir la comprobación de cabecera (mediante una terminal de mano para el flebotomista) de la identificación correcta del paciente (escaneando la cinta de la muñeca en primer lugar y después los tubos de sangre) y hora exacta del momento de la recogida. Los comentarios sobre estas materias, tales como la disponibilidad del paciente y las porciones no recogidas de una muestra, pueden ser tecleadas en dichos lectores Las etiquetas de recogida se impnmen en el orden en el que el flebotomista extraerá las muestras: primero las muestras urgentes, después las demás por orden geográfico. Alternativamente, el flebotomista puede almacenar su trabajo en su puesto, y las etiquetas pueden generarse en la cabecera a medida que se extraen los tubos. Si una muestra es recogida, el flebotomista, enfermera, médico o cualquier otra persona responsable de la recogida de muestras debe asegurar la identificación correcta del paciente mediante la comprobación de la banda de la muñeca (una cinta en el pie de la cama no es una alternativa aceptable). La persona que se encarga de comprobar debe asegurar que la muestra está completamente etiquetada con el nombre del paciente, número de hospital, fecha y hora y las iniciales del flebotomista antes de dejar la cabecera del paciente. Cuando las muestras se devuelven al laboratorio, debe confirmarse la recogida real de las muestras ordenadas. El proceso más eficiente es conectar el escáner portátil de los códigos de barras directamente al ordenador del laboratorio. El mejor enfoque es la entrada de lotes ("Recogí el lote 516 completo, excepto el PT del señor Smith").
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PATOLOGÍA C L Í N I C A / M E D I C I N A DE LABORATORIO



Para órdenes recibidas con una muestra, la etiqueta impresa del ordenador se aplica a la misma poco después de que la orden haya sido introducida en el ordenador del laboratorio. Esto conlleva el riesgo de que la etiqueta del ordenador se aplique al tubo de un paciente erróneamente. A menos que la etiqueta original del tubo contenga el código de barras del paciente para poder ser leído directamente, el fallo de etiquetado solamente se puede minimizar prestando atención a los errores humanos.



Procesamiento de muestras Tras la confirmación del recibo de la muestra, algunos ejemplares (p. ej„ tubos de ácido etilendiaminotetraacético [EDTA], para CBC) pueden enviarse directamente a los puestos de trabajo. Los coágulos de sangre deben ser centrifugados, el suero separado y realizarse una alícuota. Esto mantiene una fase de intensa actividad en la mayoría de los laboratorios, aunque en la actualidad están disponibles equipos automatizados que llevan a cabo algunas de estas funciones. En cada paso para hacer alícuotas existe posibilidad de mezclar las muestras; las etiquetas para los tubos de las alícuotas deberían estar impresas por el ordenador. El número de errores se reducirá con el etiquetado de los tubos con códigos de barras y escaneando en el momento de hacer las alícuotas (o eliminar totalmente las alícuotas con instrumentos usando el tubo principal de la muestra). Cuando las muestras llegan a los distintos puestos de trabajo de los laboratorios, debe haber un mecanismo para organizar el trabajo que se va a llevar a cabo en ellos. Para algunos puestos en los que las muestras han sido ejecutadas a medida que han llegado (p. ej., CBC en un contador celular, paneles químicos), la misma muestra puede servir para este propósito. A medida que las muestras se reciben en el laboratorio, el ordenador descarga automáticamente las órdenes para el instrumento. Alternativamente, usando el modo consulta del servidor, el instrumento lee el número de acceso del código de barras de la muestra y pregunta al ordenador del laboratorio qué pruebas se van a llevar a cabo en esa muestra. Periódicamente, se puede comprobar una "lista de pruebas pendientes" en la pantalla del puesto de trabajo para verificar que ninguna de ellas se ha pasado por alto. Los nuevos instrumentos de acceso aleatorio en inmunología, quimica e inmunoensayo permiten funcionar de este modo en un mayor número de puestos de trabajo. Cuando el diseño del instrumento o la organización del volumen de trabajo requiere el procesamiento de lotes, será necesario imprimir una lista de trabajo, incluyendo no sólo las muestras para ejecutar, sino también una lista de requisitos y controles estándar para la ejecución, Las listas impresas evitan errores de transcripción resultantes de la copia manual de las listas grabadas en terminales sólo de lectura. El contenido de estas listas de trabajo (p. ej., qué pruebas, controles y estándares están incluidos) debería estar bajo el control del laboratorio. En algunos casos, una prueba estaría encaminada a un puesto de trabajo en algunos momentos del día o en algunos días de la semana, y a otros puestos en otros momentos. Las pruebas rutinarias se encaminan de manera diferente. Para análisis realizados manualmente o en instrumentos no interconectables, la lista de trabajo debería tener un espacio para escribir los resultados de las pruebas; el técnico teclea entonces estos resultados en el ordenador del laboratorio. Aunque es improbable que las lislas de trabajo se extingan, su uso disminuirá rápidamente a medida que los instrumentos de acceso aleatorio, que pueden hacer un muestreo de los tubos principales con códigos de barras, reemplacen a los antiguos y obsoletos aUn usados en muchos laboratorios.



Sistemas de automatización de laboratorio Muchos sistemas están disponibles actualmente para automatizar el tratamiento de muestras, la clasificación y el reparto de los tubos de muestras en los puestos de trabajo adecuados. Éstos incluyen mecanismos para cargar las muestras en una trayectoria, desviadores y puertas para dirigirlas, y las clasificadoras y los cargadores robóticos para mover las muestras a un área preparada para las pruebas. Estos sistemas también pueden llevar las muestras a una zona inmediatamente adyacente a un instrumento analítico, donde pueden ser muestreados directamente por éste ("directamente del raíl"). Tras el análisis, las muestras se dirigen a una zona preparada para el almacenaje a largo plazo. Todo esto está bajo control de un complejo software de proceso de control. Los sistemas más sofisticados deben incluir componentes adi-



cionales de software para proporcionar funcionalidad de la que carece el sistema estándar de información de laboratorio, tales como revisión de resultados para difusión automática y avanzadas reglas de control de calidad.



Introducción de resultados e instrumentos automatizados Para puestos de trabajo manuales, que llevan a cabo ensayos relativamente estandarizados, un modo efectivo para la introducción de los resullados es la asignación de frases y conceptos a teclas Individuales en el teclado de ese puesto. Se ha demostrado su efectividad en microbiología, bancos de sangre, hematología (cuentas diferenciales y morfología), microscopía y citología. Otros enfoques, que no requieren la adaptación de un software de SIL, incluyen la grabación de secuencias clave en las teclas con función de cambio de la terminal, frases en códigos de barras leídos por un puntero (Aller. 1994) y grandes definiciones clave cuando el PC se usa como puesto de trabajo o emulador (Aller, 1996a). Cuando las muestras se envían a un laboratorio externo para su procesamiento, el ordenador del laboratorio debería transferir la identificación de la muestra y las órdenes directamente al ordenador del laboratorio de referencia; igualmente, los resultados pueden enviarse de vuelta electrónicamente al laboratorio de partida. La creación de tablas de traslación para relacionar el sometimiento y los códigos de las pruebas de los laboratorios de referencia se facilita si todas las terminales usan el sistema LOINC para identificar los resultados de las pruebas (véase www.mcis.duke.edu/standards/termcode/loinc.htm). Los laboratorios de referencia que carecen de conexión electrónica directa normalmente sitúan un módem y una impresora en el laboratorio del cliente, a los que los laboratorios de referencia transmiten los resultados para su impresión. Los instrumentos automatizados con un menú de test de acceso aleatorio (p. ej., realizar sodio en una muestra, bilirrubina y fosfato alcalino en la siguiente) y con la habilidad para leer tubos de muestras con códigos de barras deberían estar mterconectados bidireccionalmente con el SIL para que éste pudiera transferir las órdenes de pruebas directamente para cada muestra a cada instrumento. Generalmente, es efectivo interconectar un instrumento automatizado con el ordenador del laboratorio cuando pueda ser cotejada directamente la identificación de la muestra con los resultados del instrumento. Lo ideal es que esto se haga mediante el instrumento con una etiqueta con código de barras identificador en el tubo original de la muestra. Una segunda opción es teclear el número de acceso a medida que se presenta la muestra o se carga en el instrumento (p. ej.. muestra n.° 1.234 en vaso 1; n.° 2.247 en vaso 2). Los resultados, cotejados con la identificación de la muestra, se transfieren automáticamente al SIL. Después de que un técnico verifique los controles de calidad y los resultados, éstos pueden ser publicados para realizar un informe. Incluso cuando un instrumento procesa un pequeño volumen de ensayos, debería ser interconectado con el SIL. Las consecuencias médicas de un error de transcripción son tan severas que incluso una tasa de error de los procesos de transcripción manual por debajo del 1% es inaceptable. En un futuro se espera que los proveedores de LIS potencien el laboratorio del cliente para interconectar nuevos instrumentos mediante la colocación de señales y variables en un diccionario estándar. Los estándares ASTM E1381 y E1394 (ASTM, 1999) para instrumentos de interconexión han sido definidos e implantados en nuevos instrumentos. Hasta que estas herramientas se conviertan en realidades generalizadas, los procesadores de interconexión serán muy útiles para convertir diversas salidas de instrumentos en un flujo de datos estandarizados. Como se ha dicho, empiezan a estar disponibles sistemas de análisis basados en datos de la cabecera del paciente con lectores de códigos de barras integrados. Tras escanear la cinta de la muñeca del paciente, recoger las muestras y analizarlas inmediatamente, estos sistemas transmiten identificación cotejada del paciente y resultados al SIL central mediante conexión por radio (radiofrecuencia o infrarrojos). A medida que los resultados se introducen en el ordenador del laboratorio, ya sea por el teclado o por vía instrumental, el ordenador realiza una amplia variedad de comprobaciones de validación. Los resultados que deberían ser numéricos son comprobados; se verifican los números requeridos en posiciones decimales. Los rangos de referencia, específicos para la edad y el sexo del paciente (y, donde sea posible, otros factores, incluyendo medicación y
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diagnósticos), se comparan con el resultado. Para laboratorios que llevan a cabo trabajos veterinarios, se requieren los rangos de referencia de especies especificas. Los resultados se comparan con otros previos del paciente para ver si la magnitud del cambio es razonable (supuesta comprobación delta). Los comentarios codificados se revisan para asegurar que el código está incluido en el diccionario apropiado. Los valores críticos son señalados, y se requiere al técnico que introduzca un comentario indicando para quién fueron solicitados los resultados. Algunos resultados se procesan a través de cálculos rutinarios definidos en el laboratorio o algoritmos para generar comentarios interpretativos. Ciertos resultados pueden hacer que se ordene una prueba de forma habitual (p. ej.. un valor bajo de MCV genera una orden del test de ferritina) con el fin de agilizar la obtención de resultados diagnósticos, mejorar el cuidado de los pacientes y reducir el número de pruebas innecesarias (p. ej., haciendo que el ordenador ordene bilirrubina directa sólo si la bilirrubina total es elevada). Los valores de control de calidad se revisan frente a los límites definidos para este método particular de test, número de lote, y nivel de control, y se pueden aplicar complejos algoritmos multirregla. Como se ha señalado anteriormente, una de las ventajas más importantes de un SIL es que cierra el ciclo entre la solicitud del test y la introducción de los resultados: una solicitud sin los resultados correspondientes debería aparecer en una lista de análisis incompletos, obligando al técnico a buscar y solucionar la discrepancia.



Informe de resultados Los resultados se recogen en informes para los médicos en una gran variedad de formas y hay muchas consideraciones importantes a la hora de dar formato a dichos informes. Los informes manuales, codificados mediante colores por el departamento del laboratorio y pasados a estadillos, han sido reemplazados por los informes impresos por el ordenador; desafortunadamente, ciertas ventajas y características pueden perderse en esta transición si los nuevos informes no están diseñados correctamente. Los informes impresos deben contener sólo los resultados más recientes, los resultados para una sola muestra o los resultados acumulados, incluyendo todas las muestras desde que el paciente fue admitido en el hospital. La legibilidad de estos informes se ha mejorado considerablemente por el extendido uso de las impresoras láser, que permiten la impresión rápida de gran variedad de fuentes, El informe debe contener el nombre, número de teléfono y dirección de correo electrónico del director del laboratorio, para facilitar las consultas entre el médico y el patólogo y para mejorar el servicio del laboratorio. Una cuestión importante en la medicina moderna de laboratorio es la sobrecarga de información, en la que los médicos pueden fallar al reconocer o interpretar correctamente los resultados del laboratorio con importancia critica para el bienestar del paciente. Altshuler (1983) encontró que el diagnóstico de hipotiroidismo se perdía en un tercio de los pacientes con resultados patognomónicos de laboratorio de esa condición; algunos datos sugieren que la situación ha mejorado desde entonces. Por tanto, los informes interpretativos para asegurar que los médicos reconocen dichos resultados son un componente esencial de la práctica de laboratorio. El ordenador debe usarse como herramienta de transmisión de los comentarios generados por el patólogo; como un "intérprete de algoritmos", aplicando un único flujo de tablas, o como un sistema experto, sugiriendo comentarios interpretativos al patólogo El potencial total de estos sistemas sobre la garantía de calidad médica se conseguirá sólo cuando el ciclo completo, incluyendo la acción clínica adoptada, sea registrado como tendencia estructurada de los sistemas de información, permitiendo que el ordenador verifique que el resultado patognomónico de laboratorio realmente conlleva una intervención terapéutica adecuada. Tradicionalmente. los informes se imprimían en el laboratorio y se llevaban, bien por tubo neumático o por mensajero, a la unidad de enfermería o a la oficina del médico. Las tecnologías de comunicación permiten ahora la transmisión de resultados por vía telefónica o conectando una impresora del área de cuidados de pacientes. Incluso los laboratorios sin sistemas informáticos flexibles pueden beneficiarse de la transmisión vía fax, ya que la imagen de un trozo de papel puede mandarse por la ciudad (incluso por todo el país) en cuestión de segundos.
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Frecuentemente, el médico o la enfermera llama al laboratorio para obtener los resultados de las pruebas; sobre todo cuando son pruebas con un prolongado tiempo de descarga y en caso de que un paciente esté en estado crítico, o en algunos casos cuando el informe se ha perdido entre el laboratorio y la oficina del médico. En muchos laboratorios los miembros del personal teclean la identificación del paciente en el puesto de trabajo, repiten el nombre del paciente, leen entonces los resultados preguntando al médico (o le informan del estado de la muestra, si los resultados no están disponibles aún). La eficiencia y precisión se consiguen si el médico o enfermera pueden consultar esta información directamente en su propio puesto de trabajo, en la unidad de enfermería, en el comedor de médicos o vía Internet desde el ordenador personal del médico. En una institución, incluso aunque el laboratono carecía del personal para entregar o graficar los resultados de laboratorio, no disminuía el cuidado del paciente porque los internos utilizaban los puestos de consulta de los resultados en cada unidad de enfermería. Los recientes avances de la web facilitan enormemente la visualización de los valores de laboratorio. En áreas de cuidado intensivo, como quirófanos, se pueden utilizar monitores como los de los aeropuertos para visualizar los resultados: los informes más recientes aparecen a pie de pantalla, colocando encima los inlormes previos: esto es una visualización general, o puede ser específica para cada paciente VisuaNzaciones más complejas pueden mostrar varias determinaciones relevantes. Los ordenadores de las oficinas de médicos están conectados directamente al ordenador del hospital o a la red del hospital para solicitar los resultados. En algunas circunstancias, como los médicos que realizan visitas a domicilio, que no disponen de monitores, existe un sistema de respuesta telefónica que permite al ordenador del laboratorio leer los resultados a través del teléfono, después de que el médico haya introducido su contraseña y el número de identificación del paciente en el teclado del teléfono. Almacenar los resultados de laboratorio y la información en la memoria del ordenador es inútil si el acceso del médico y el personal del laboratorio es incómodo y lento. Las relaciones públicas tanto para el ordenador como para el laboratorio se mejoran cuando el acceso es eficiente. Continúan avanzando las soluciones imaginativas para el acceso a la información y para las comunicaciones, estimuladas por la explosión de crecimiento de Internet.



Gestión del laboratorio y garantía de calidad Como ya se ha enfatizado. el funcionamiento de un laboratorio es complejo. Para mantener el funcionamiento de un laboratorio en el pico de eficiencia y efectividad, el patólogo o las personas a las que designa deben tener información actualizada y fiable de lo que se está llevando a cabo. Fijándose en la base de datos y en el tiempo establecido para los procesos de auditoría de lo que ha ocurrido con cada muestra en cada fase del proceso, el ordenador del laboratorio puede producir cuentas extremadamente precisas y detalladas de las actividades del laboratorio, incluyendo las siguientes: • Tiempo de descarga por test, turno, técnico, órdenes de localización. • Distribución de la carga de trabajo del laboratorio, por hora del día y día de la semana. • Variaciones en la actividad investigadora hora por hora y día por día. Además, debería producirse una variada revisión de los resullados de departamentos específicos; deben ser informes de una a tres páginas con hallazgos atípicos, en vez de transferir tres pulgadas de impresión informática cada mañana al despacho del patólogo o del supervisor. Los derivados del SIL especialmente valiosos para la gestión son los registros de la carga de trabajo, el establecimiento de la productividad y los informes de índice de gestión (p. ej.. Laboratory Management Index Program, College oí American Pathologists. Northfield, IL). Estos informes pueden usarse para seguimiento interno, tendencias longitudinales y para comparar la acluación fiscal del laboratorio con otros laboratorios comparables, Una función del SIL de importancia crítica en muchas instituciones es su producción de transacciones de cuentas para cada test realizado. Esto debe ser tratado en el momento de la solicitud del test, recogida de la muestra o recepción, o en la finalización del informe. En algunos entornos en los que las facturaciones tienen correlación con los ingresos (p. ej., servicios a pacientes externos no-HMO), las mejoras en la totalidad y precisión de las cuentas pue-
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den ser una justificación realista y apropiada para la compra de un SIL. Las transacciones de cuentas pueden ser enviadas a un ordenador separado para imprimir en la cuenta del paciente o el cliente y para gestionar la recepción de cuentas. Esta facturación electrónica puede mejorar a los pagos en dinero en efectivo. Como un derivado, esta información sobre facturación podría usarse en gestión de informes y análisis. Además de los informes preprogramados por el proveedor del SIL, el personal del laboratorio necesitará fortalecer informes apropiados; por ejemplo, "Dame lodos los pacientes con niveles de sodio por encima de 150, con edades comprendidas entre 62 y 75 años, que estuvieran en la sección oncológica". Esta capacidad de consulta ad hoc debería poderse dirigir desde todos los campos de cualquiera de los archivos de la base de datos, diccionarios y operacionales, y debería ser capaz de dar formato a sus salidas para descargarlas en un ordenador personal. Aunque los programas del ordenador principal del laboratorio son necesarios para extraer los datos, los puestos de trabajo de un usuario individual son más apropiados para los análisis estadísticos detallados, gráficos y hojas de cálculo. Como se ha comentado previamente, las lunciones de seguridad del SIL también constituyen una importante herramienta de gestión del laboratorio, asegurando que cada miembro del personal tenga acceso sólo a aquellas funciones apropiadas para sus obligaciones de trabajo, formación y nivel de autorización. Además, proporcionan un extenso proceso de auditoría, incluyendo a cada individuo involucrado en la introducción de muestras, procesamiento, resultados, información, consulta y servicio al cliente. La base de datos del ordenador del laboratorio y otros ordenadores orientados a tareas clínicas en el hospital son poderosas herramientas para asegurar la calidad médica. Sin la información detallada del estado del paciente y el resultado es imposible valorar el uso apropiado del laboratorio o la verdadera relación coste-electividad de las pruebas de éste. Los paquetes de software de garantía de calidad, que combinan resultado, severidad y datos conflictivos de registros médicos almacenados en el ordenador con otros componentes de la información electrónica, como la base de datos del ordenador del laboratono, están haciendo posible dirigir estas cuestiones (Connelly, 1997).



Requerimientos de las secciones individuales del laboratorio Cada sección del laboratorio tiene unas necesidades únicas para la gestión de sus datos; algunas de estas necesidades especializadas están resumidas aquí brevemente. Cada área podia ser objeto fácilmente de un capítulo entero. Con alguna de estas secciones, especialmente los bancos de sangre, el área quirúrgica, patológica y de citología, se deben considerar las ventajas relativas de integrar todas las funciones en un SIL o comprar módulos de software especializados para tratar las necesidades de cada sección. Cuando se compran módulos separados, éstos deben estar mterconectados con un paquete de software que sirva como notificador del laboratorio clínico. Las secciones de química, hematología e inmunología requieren muchas conexiones instrumentales. De hecho, las similitudes en su funcionamiento están provocando que estas tres secciones se conviertan en una sola en muchos laboratorios. Las sofisticadas técnicas numéricas de control de calidad, los controles de los valores medios de los pacientes y las comprobaciones de las muestras blanco mejoran la precisión de las pruebas. Los instrumentos que no proporcionan un resultado final del paciente del que se pueda hacer un informe han desaparecido virtualmente de los laboratorios clínicos. Alli donde se mantienen, la reducción de los datos se realiza en un PC, no en el ordenador principal del laboratorio. La programación especializada con teclados para diferenciales de glóbulos blancos, preparaciones morfológicas y análisis de orina ya ha sido mencionada. El área de microbiología debe tener un método eficiente para introducir el nombre de los organismos y la sensibilidad antimicrobiana (incluyendo la transmisión de dicha información a través de instrumentos interconectados). Los sistemas microbiológicos carentes de papel, en los cuales se introducen todas las observaciones (p. ej.. la morfología de las colonias, los resultados bioquímicos), deben ser cuidadosamente diseñados, si no pueden derivar en un excesivo número de entradas y en una disminución de la productividad (en contra del incremento de la productividad que se esperaría con la eliminación del papel). La base de datos microbiológica está estructurada y debe ser ana-



lizada de manera diferente a la que se utiliza en quimica o en hematología: una única muestra puede derivar en el aislamiento de múltiples organismos, cada uno de los cuales puede tener uno o más conjuntos de características bioquímicas (para uso interno) y resultados susceptibles (para información exlema). A menudo se da formato a los informes de susceptibilidad para que influyan en la práctica médica; por ejemplo, se puede omitir del informe un antibiótico caro y tóxico si dicho organismo es susceptible a otro antibiótico económico y seguro, o al menos más barato; los medicamentos eficaces se listarán en primer lugar. Son necesarios informes epidemiológicos, patrones de susceptibilidad a los medicamentos y otros sumarios especializados. Se están haciendo viables los informes electrónicos directos de enfermedades de declaración obligatoria para las agencias de salud pública (White, 1999). El banco de sangre debe seguir no sólo las muestras de los pacientes, sino también los componentes de la sangre y las relaciones entre ambos. Se deben mantener inventarios de los componentes sanguíneos y de los elementos derivados, con especial atención a las fechas de caducidad y a las características especiales de cada elemento (p. ej., identificación de un antigeno especial). Los elementos especiales de determinados pacientes (elementos autólogos y dirigidos) han impuesto nuevos requerimientos complejos de almacenamiento de registros y comprobaciones cruzadas. El posible estado de un elemento en el inventario puede variar ampliamente. Antes de que la sangre pueda ser tratada se debe adjuntar una etiqueta al elemento, confirmando la identificación del paciente del cual se ha obtenido la sangre. Se debe mantener la reinspección de la aparición del elemento, de quién recoge la unidad y demás. Los historiales de los pacientes deben mantenerse durante períodos prolongados, particularmente en pacientes problemáticos, para evitar confusiones en las transfusiones de sangre a un paciente del que se haya perdido temporalmente los anticuerpos atípicos de su grupo sanguíneo. Asimismo, se aplica un conjunto adicional de requerimientos para el centro de donación, incluyendo el mantenimiento de la base de datos del donante y las listas de espera permanentes, el procesamiento y examen de las unidades donantes, funciones de inventario más amplias y otros muchos requerimientos. Como se ha apreciado anteriormente, se debe prestar especial atención al software, al diccionario y al sistema de validación, asi como a otros requisitos que regulan la FDA (véase Tabla 6-4) para cualquier actividad en la que se vea involucrada el banco de sangre. Al mismo tiempo, se incluyen interconexiones con instrumentos químicos que procesan pruebas de exploración al donante (hepatitis, sida y otros ensayos para enfermedades infecciosas). Los sistemas de patología quirúrgica (Aller, 1999a) deben tener en cuenta el procesamiento de textos y la elaboración de informes, tanto para el mantenimiento histórico a largo plazo como para la recuperación del diagnóstico estructurado. La integración de imágenes de una manera eficiente es una novedad en muchos sistemas. Asimismo, se ha hecho viable la introducción de una descripción general y un diagnóstico final mediante un sistema de reconocimiento de voz. Uno de los aspectos más difíciles es la conexión de todos los datos de un único paciente, particularmente cuando todos los historiales de los distintos departamentos no han sido vinculados a un numero permanente de registro médico. Los pacientes externos y las consultas de las muestras normalmente carecen de un número identificador del registro médico. Los diagnósticos deben ser recuperados no sólo para un paciente individual, sino para todos los pacientes con un diagnóstico dado. La herramienta aplicada más generalmente para la recuperación de diagnósticos es SNOMED Internacional (Cotlege olAmerican Pathoiogisls. 1999b). Muchos proveedores de SIL tienen en cuenta la codificación automática de los diagnósticos en lengua inglesa. Los sistemas de información citológica requieren una valoración de calidad especialmente diseñada, investigaciones de pacientes y funciones de correlación citológicas o histológicas. También están disponibles paquetes de software especializados para servir a las necesidades de procesamiento de información de las autopsias patológicas, para la gestión de las prácticas forenses y para la oficina del juez. Existe una amplia variedad de paquetes únicos y especializados de reducción de datos y bases de datos para muchas aplicaciones dentro del laboratorio, incluyendo la citometría de flujo (marcadores de superficie y también análisis del ciclo celular), pruebas de histocompatibilidad. procesamiento de células del tallo/médula ósea, análisis citogenéticos y de paternidad. Los diagnósticos moleculares probablemente serán una aplicación generadora de mucha información.
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H e r r a m i e n t a s de búsqueda en la w e b útiles p a r a el patólogo y el l a b o r a t o r i o Función



Web



N o m b r e del s i t i o Tumorboard WebPath Palhcrawler



http://www.tumorboard.com http://www m e d l i b . m e a . Utah. e d u / W e b P a t h / w e b p a t h . html http://155 3 7 . 5 . 1 1 7 / w o r k / p c s e a r c h f c f m



College oí A m e r i c a n Pathologists



http://www.cap.org http://www.cap. org/Excito/AT-periodicalsquery.htmi http://www.cap.org/html/pubhcations/archives.html http://www p a t h m a x . c o m



Pathmax



Integración de laboratorios dispares y dispersos Un número creciente de la boratorios opera actualmente utilizando el modelo regional integrado en el que varios hospitales de una región se consolidan en un sistema de laboratorio funcional (véase el Capítulo 1). El trabajo menos urgente se traslada a un laboratorio regional central, haciéndose únicamente las pruebas necesarias de forma inmediata para el cuidado del paciente en el laboratorio de respuesta rápida del hospital (Aller, 1996b).



SURGIMIENTO DEL SERVICIO DE PUBLICACIÓN WEB Estación de trabajo virtual del patólogo En la anterior edición de este libro y en otras publicaciones (Aller, 1997) hemos hablado sobre el extenso y complicado montaje de los equipos informáticos y el software, que proporcionan una amplia variedad de funciones al escritorio del patólogo. El revolucionario impacto que ha causado la aparición de tecnologías como Internet y el servicio de publicación web (www ha transformado totalmente este tema. En lugar de eso, la tarea actual consiste en buscar recursos en la red que faciliten el cumplimiento de las obligaciones profesionales, dentro y fuera de nuestra institución. En lugar de tratar de enumerar aquellos recursos que existen en la actualidad o anticipar la gran variedad de aplicaciones que pueden ser creadas en los próximos años, vamos a animar a buscar enlaces a partir de unos puntos iniciales, para continuar actualizado con las herramientas disponibles.



Acceso a Internet Para acceder a los recursos disponibles en el servicio de publicación Web se necesita contar con una estación de trabajo básica que posea una conexión a Internet lo más rápida que sea posible. Tecnologías como el "cablemódem", las líneas ADSL y otras están haciendo posible incrementos casi mensuales en la velocidad. Incluso el acceso telefónico de alta velocidad, el cual es capaz actualmente de conseguir velocidades de transferencia de datos de 56 kilobaudios, es una solución razonable hasta que estén disponibles localmente formatos de conexión más rápidos.



A m p l i a m u e s t r a de imágenes gratuitas E x t e n s o s a r c h i v o s de imágenes médicas y cuestiones Vasta b a s e de d a t o s c o n s u l t a b l e de palología/imágenes de laboratorios médicos B a s e de d a t o s consultable de noticias d e l CAP TODAY y de p r e s e n t a c i o n e s académicas p u b l i c a d a s en los archivos Más de 2 . 0 0 0 e n l a c e s a páginas de información médica



Comprobó cómo los "hipertextos" eran una robusta y poderosa manera de comunicar datos científicos ricos en recursos audiovisuales y buscó implementar un método por el cual pudiese compartir documentos repletos de gráficos a través de Internet en tiempo real. Para conseguir esto creó un lenguaje llamado HTML como un subconjunto de otro lenguaje más complejo llamado SGML, y combinando esta poderosa metodología con una herramienta de visualización, o navegador, se podrían examinar los datos en tiempo real. El lenguaje HTML (Fig. 6-1). el cual está basado en modificadores de texto situados en línea, no muy distintos de la metodología de formato TEX del sistema UNIX, permite la codificación de gran cantidad de texto y atributos de lormato, asi como la incorporación de contenidos multimedia, incluyéndose imágenes, vídeo y audio. Este lenguaje ha sido ampliado y continúa siéndolo (se revisa y desarrolla en un congreso mundial que ahora está en su segunda mayor revisión); están siendo añadidas nuevas características al tiempo que la sofísticación de la utilización de la web y sus necesidades crecen. En esencia, el lenguaje HTML sirve como base de un esquema estándar de codificación para pegar todos los componentes adicionales a la tecnología web existente. Estas nuevas tecnologías (Tabla 6-6) han incluido audio y vídeo, programados para ser distribuidos por la red, y gráficos tridimensionales (p. e\.,Virtual Reality Modeling Language [VRML]). El servicio de publicación web se pensó como la implementación clienteservidor en la instancia más grande posible: aquella de accesibilidad global. Los datos son almacenados globalmente por una miríada de servidores web. cuya función es entregar, a través de peticiones, paquetes específicos de datos de HTML, típicamente organizados mediante un localizador (URL) (Fig. 6-2).



Buscadores y contenidos dinámicos En el período inicial de desarrollo y expansión del servicio de publicación web (1994-1997) la mayoría de las páginas web pertenecían a entidades académicas o no comerciales, y el concepto de una herramienta de búsqueda global era novedoso y no estaba probado. Con el tiempo, sucedieron varias cosas que transformaron estas lentas y misteriosas herramientas en los monstruos tecnológicos de hoy (Tabla 6-7).



Considerando que en la anterior edición se mencionó Internet de manera general y el servicio de publicación web (www [World Wide Web]) se mencionó específicamente como un recurso muy prometedor para la información médica y patológica, en ese momento no era tan evidente como lo es hoy, lo generalizado que se ha convertido este medio en la vida cotidiana. El ingente número de páginas web disponibles junto con la amplia cobertura de temas que tratan ha creado una arrolladura frontera de conocimientos. Afortunadamente, las herramientas de búsqueda para analizar esta vasta jungla han coevolucionado con la red. Como la mayoría, si no todos los lectores, están familiarizados con la WWW y sus buscadores (Tabla 6-5). seria más interesante una revisión de las herramientas y las tecnologías en sí mismas para una aplicación directa en el campo del laboratorio de medicina.



Para entender el reto del desarrollo de los buscadores seria muy útil una revisión escueta de los principios del lenguaje HTML. Considerando una página estándar de las que hay disponibles en la red, su contenido suele ser estático y con toda su información previamente coordinada. Mientras que esto es satisfactorio para la mayoría de los tipos permanentes de contenidos, no lo es en circunstancias donde una página de hipertexto necesita ser recopilada y formateada, en respuesta a una petición específica (un concepto conocido ahora como HTML dinámico). De este modo, en los primeros momentos de la WWW, las herramientas necesarias para construir un HTML dinámico eran primitivas y no estaban disponibles generalmente para un amplio número de programadores de páginas web. Por este motivo, no había muchos programadores de páginas web en ese momento. Estas limitaciones se combinaron para conseguir que los buscadores en Internet fueran una de las tecnologías iniciales necesarias más importantes para el posterior desarrollo de la W W W en su actual estado, donde la información es fácilmente obtenida igualmente por un usuario experto o novato.



Como información previa, el servicio de publicación web (WWW) nació de la necesidad científica de Tim Berners-Lee mientras trabajaba como investigador asociado al Laboratorio Europeo de Física de Partículas (CERN).



Mientras que las especificaciones de la programación web, y el diseño e implementación de la tecnología de los motores de búsqueda, están fuera del ámbito de este capítulo, sobresale alguna exposición sobre las tecnologías
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Figura 6 - 1 . El lenguaie HTML {Hypertext Markup Language) es una ampliación de texto plano. Etiquetas insertadas, las cuales también van en texto plano, funcionan como apuntes para el navegador web para cambiar el tamaño de las fuentes, el estilo, el color y para dar formato de manera especial a los objetos multimedia como los gráficos, el video y el audio. En este sencillo ejemplo, el código HTML en A dirige al navegador (en este caso, el Netscape Communicator 4.7) a crear una pantalla como se puede ver en B. La mayoría de los navegadores permiten ver el código fuente nativo y, habitualmente. también tienen la capacidad de poder editar dicho código, proporcionando una oportunidad educativa muy útil. A través del uso de herramientas y aplicaciones que generan HTML dinámicamente se hace posible usar la tecnología web para personalizar el formato de los informes y documentos del laboratorio y, de esta manera, superar las rígidas capacidades para dar formato a los documentos de la mayoría de los sistemas de información de laboratorio.
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I N F O R M Á T I C A , T R A T A M I E N T O DE I M Á G E N E S E I N T E R O P E R A B I L I D A D



Tecnologías w e b r e c i e n t e s e i n n o v a d o r a s "



Categoria del medio



Producto



Descripción



3D y animación



FlashPIayer d e M a c r o m e d i a IPIX de Interactive Picture Corporation



Visualización s i m p l i f i c a d a de gráficos a n i m a d o s c o m p r i m i d o s Representación d e p e r s p e c t i v a s c o n u n c a m p o d e visión d e 3 6 0 g r a d o s y movimiento fluido Vídeos en t i e m p o real Visualización de v i d e o digital y representación dinámica de imágenes c o n un a m p l i o c a m p o de visión Sistema interactivo de composición de gráficos vectoriales, ideal para la generación de c o n t e n i d o s dinámicos de la w e b A u d i o c o m p r i m i d o c o n e x c e l e n t e c a l i d a d y pequeño tamaño a d e c u a d o para a p l i c a c i o n e s q u e requieren d e u n archivo d e audio p a r a su posterior reproducción N a v e g a d o r plug-in q u e p e r m i t e la visualización de páginas w e b c o n con VRML 3 D Telefonía doméstica e internacional de larga d i s t a n c i a m e d i a n t e cualquier PC c o n e q u i p o multimedia



Live Picture Viewer de Live Picture



Multimedia interactiva



Shockwave de Macromedia



Audio



Realplayer de Realnetworks, Inc.



Visualizadores VRML



Visualizador C o s m o V R M L



Telefonia por Internet



Net2Phone d e Net2Phone C o r p o r a t i o n



' Se p u e d e encontrar una lista actualizada de las últimas herramientas de la w e b en h t l p / / h o m e n e t s c a p e . c o m / p l u g i n s / i n d e x . h t m l



fundamentales (Tabla 6-8). ya que estas tecnologías se mantienen como una gran promesa denlro del laboratorio clínico, para archivar y distribuir de manera efectiva los datos desde sus centros de almacenamiento. A día de hoy. hay varias lecnologias principales para generar HTML dinámico (Tabla 6-9) y muchas más bajo desarrollo o actualmente con un uso limitado. El lenguaje más antiguo de estos dos. conocido como CGI [Common Gateway Interíace). es un lenguaje que permite al servidor web interactuar con el cliente. Con el lenguaje CGI. el cual se escribe habitualmente en otro lenguaje llamado PERL (Practical Extration and Reporting Language). la información suminis-



trada por el usuario (p. ej., términos de búsqueda, modificadores y limitadores) se usa como variable de entrada por un programa actual que busca bases de datos localmente disponibles al servidor web para tipos particulares de información. Una vez que esta información es identificada y extraída, el sistema PERL crea un contenido en HTML, por un lado con los datos - e u perados y por otro con un envase precoordmado y con formato que va a contener estos datos, para crear en última instancia un contenido HTML dinámico. En ese momento el PERL, mediante otro CGI. se comunica con el servidor web para informarlo del archivo HTML completo que esta listo para su



Capa de extensión de aplicaciones: Programas que aumentan la función de la aplicación: conexión audio/vídeo, telespectadores VRML, j u g a d o r e s m u l t i m e d i a y otros plug-ins d e l navegador w e b



C a p a de aplicación: n a v e g a d o r e s y servidores w e b



C a p a s conectadas: p a q u e t e s de datos, específicos de una categoría, de las aplicaciones anteriores c o m o la w e b , Telnet, FTP, correo P O P Conexión con ubicaciones remotas de Internet



w w w es la conexión 80



Capa TCP/IP: ruta de los datos (protocolo IP) y corrección del error (protocolo TCP) Máquina local



Mundo exterior



Figura 6-2. El sen/icio de publicación web funciona como una serie de capas superpuestas de Internet (también conocidas como soedef numbers) Una sesión web típica se basa en un modelo cliente-servidor (navegador web'servidor web) donde los usuarios preguntan directamente al servidor web que responde con contenidos estáticos y dinámicos de HTML Los servidores web trabajan en armonía con la tecnología TCP/IP y el DNS (Domain ñame server ¡nombre de dominio del servidor]) La tecnología TCP/IP es el protocolo fundamental de comunicación de Internet que asegura que los datos lleguen al destino deseado sin errores El sistema DNS sirve a modo de "páginas blancas globales" de forma que los nombres del dominio pueden ser convertidos en las actuales direcciones numéricas asociadas con los nombres del sitio web.
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Herramientas de búsqueda más representativas del servicio de publicación web



Nombre del sitio Yahoo



URL



Comentarios



wwwyahoo.com



Mamma



www.mamma com



Altavista



www.altavista.com



Lycos



www lycos.com



Webcrawler



www.wcbcrawler.com



U n o d e los primeros m o t o r e s de búsqueda M e r e c e la p e n a p o r sus c o n t e n i d o s m o d e r a d o s y su estructura jerárquica Rápido e innovador diseño de e s t e motor de búsqueda q u e muestra e n t i e m p o real, los resultados o b t e n i d o s a partir los 10 mayores b u s c a d o r e s d e Internet B a s e de datos e n o r m e y frecuentemente actualizada Rápida r e s p u e s t a y frecuentemente actualizada Respuesta e x t r e m a d a m e n t e rápida



difusión. Para completar el proceso, una aplicación del servidor web recupera el archivo con el HTML dinámico y lo envia a través de Internet a los recipientes indicados. Desde la perspectiva de un usuario sobre una herramienta de búsqueda de este tipo, el contenido HTML que recibe de vuelta no difiere de cualquier otro contenido HTML. La única mentira es el hecho de que ningún archivo facilitado por un buscador de este tipo no existía anteriormente a la consulta del usuario, que está dinámicamente generada La segunda tecnología más común para completar la síntesis de los contenidos dinámicos de la web está basada en el lenguaje de programación Java. Java es un lenguaje de programación de uso general que se basa en una máquina virtual desarrollada por Sun Microsystems. Fue creado para responder a la necesidad de capacidad computacional tanto del servidor como del cliente. Antes de la introducción del Java, los contenidos HTML eran generalmente estáticos, sólo con disposiciones para añadir los objetos más simples en el entorno del usuario, tales como botones simples, formularios y listas. Estaba ausente, especialmente, cualquier figura robusta de capacidad computacional La aparición del lenguaje Java rellenó este nicho y proporcionó un medio a los autores de páginas web para generar programas que realmente se ejecutan en el lado del cliente de una sesión web. Típicamente, esto se concluye mediante la versión 4 y posteriores de los navegadores web (Microsoft Internet Explorer y Netscape Navigator), los cuales tienen un pro-
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grama integrado que interpreta los contenidos en Java. El lenguaje Java necesita ser interpretado, por lo que cada vez que se recibe un contenido HTML que contiene Java, el navegador usa su pequeño programa de interpretación. Estos documentos HTML con Java permiten al servidor primero cargar y luego ejecutar un programa en el lado de la conexión de Internet del cliente y, posteriormente, bajar los datos para el subsiguiente reprocesamiento en el lado del cliente. Este modelo es convincente por varias razones. Permite que algunas de las cargas compulacionales se trasladen desde el servidor hacia el lado del cliente, de esta manera se liberan recursos permitiendo atender a otros abonados con cualquier tamaño de máquina dado. También permite que las transmisiones de información subsiguientes, siguiendo el código operacional del lenguaje Java, sean en formatos de datos de aplicaciones especificas, así se minimizan las necesidades del ancho de banda de la conexión de Internet. Finalmente, el programa que interpreta Java en nuestro ordenador permite interactuar con el programa mediante una entrada directa del usuario, con o sin el consiguiente movimiento HTML al servidor, de tal manera que el navegador del usuario puede funcionar como una herramienta autónoma de información, libre de generar documentos derivados al gusto del cliente. Como Java también es un entorno desarrollado y un lenguaje completamente caracterizado, también tiene la capacidad de ser la base de las soluciones a las necesidades de software empresarial: este modelo ya es viable, particularmente en el mundo de las finanzas, bancos y comercio electrónico. Como pasaba con los contenidos HTML dinámicos basados en CGI. Java permite la generación de contenidos dinámicos, pero éstos se generan dentro de los navegadores el usuario y no en el servidor. Sin embargo, las aplicaciones Java basadas en el servidor son también una buena solución, y extensas aplicaciones cliente-servidor se aprovechan del Java, tanto uno como otro, para la mayor utilización de los recursos disponibles. De hecho es probable que dentro de diez años, muchas de las aplicaciones de software que actualmente se ejecutan de un modo solitario en los ordenadores personales sean sustituidas completamente por soluciones basadas en Java (p. ej„ procesadores de texto, hojas de cálculo, gestores personales de contactos y bases de datos). Hay muchas maneras en las que el lenguaje Java ha revolucionado los contenidos de la web. Principalmente, es interoperable. Es decir, se ha diseñado para funcionar igualmente bien en todos los navegadores web equipados con Java. De este modo, un desabollador de software puede razonablemente suponer que las aplicaciones se ejecuten correctamente en muchas, si no en la mayoría, de las plataformas de hardware y en la mayoría de los sistemas operativos. Esta funcionalidad sirve para simplificar la industria del software de dos maneras: la eliminación del tiempo y los gastos asociados al desarrollo en múltiples plataformas de hardware y software y. por otro lado, la mejora significativa en la calidad del código, facilitado por la disponibilidad de



Tecnologías fundamentales en Internet y en publicaciones web (www) Función



Tecnología Transpon Control Protocol/Internet Protocol



T C P / IP



Hypertext Transport Protocol



HTTP



Secure Socket Layer



SSL/HTTPS



Hypertext M a r k u p L a n g u a g e



HTML



Virtual Reality M a r k u p L a n g u a g e



VRML



Este protocolo c o m b i n a d o es r e s p o n s a b l e de las d o s funciones más importantes de i n t e r c a m b i o de datos en Internet: 1) a s e g u r a n d o que los d a t o s llegan a su d e s t i n o y 2) la corrección automática de los errores en la trasmisión de d a t o s Este protocolo p e r m i t e el i n t e r c a m b i o interactivo de d o c u m e n t o s w e b . Es el vehículo por el c u a l el hipertexto b a s a d o en H T M L se intercambia entre el servidor y el n a v e g a d o r w e b Este protocolo e s t a b l e c e un c o n d u c t o de datos s e g u r o sobre redes públicas c o m o Internet Usa una c l a v e de encnptación pública/privada para e s t a b l e c e r un c a n a l s e g u r o Están d i s p o n i b l e s varios niveles criplográficos de s e g u r i d a d , incluyéndose el nivel de 56 bits (encriptaciOn rutinaria) y el de 128 bits (encriptación fuerte). Es el lenguaje de texto en el cual se c o m p o n e n la mayor parte de los contenidos w e b . A h o r a existen editores avanzados de HTML q u e compilan documentos H T M L b a s a d o s en la construcción de d o c u m e n t o s gráficos orientados a objetos, de este m o d o no es necesario para los autores w e b aprender la sintaxis d e H T M L . Es un l e n g u a j e d e r i v a d o d e l H T M L q u e p e r m i t e la codificación de m u n d o s virtuales en 3D q u e p u e d e n ser distribuidos c o m o páginas w e b interactivas. También están d i s p o n i b l e s herramientas p a r a codificar VRML gráficamente. sin c o n o c i m i e n t o s s o b r e sintaxis VRML.
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Common Gateway Interface pueden



Practical Extraction and Reporting Language



ZOPE



INFORMÁTICA,



T R A T A M I E N T O DE I M Á G E N E S E I N T E R O P E R A B I L I D A D



Tecnologías más i m p o r t a n t e s p a r a la creación d e H T M L dinámico



Tecnología



Java



•



CGI



PERL



Función Esla ¡nterfaz p e r m i t e a los s e r v i d o r e s w e b c o m u n i c a r s e c o n otras a p l i c a c i o n e s de software c o m o ser las b a s e s de d a t o s , la máquina c o n el sistema operativo y los p r o g r a m a s y p r o c e s o s q u e se ejecutan en otras máquinas, h a c i e n d o p o s i b l e i m p l e m e n t a r s i s t e m a s de computación distribuidos. PERL es un l e n g u a j e abierto por excelencia Escrito por Larry Wall. y a m p l i a d o por m u c h o s e x p e r t o s p r o g r a m a d o r e s . PERL o f r e c e u n a simplificada funcionalidad modular p a r a la mayoría, si no para t o d a s , de las a p l i c a c i o n e s w e b y de Internet M u c h o s lo h a n llamado la cola q u e "mantiene unida Internet" Es ideal para generar c o n t e n i d o s en H T M L dinámico. S o p o r t a d o por u n a robusta y activa c o m u n i d a d de usuarios finales, es un p r o d u c t o libre en el d o m i n i o público. El desarrollo de los sistemas p u e d e ser o b t e n i d o sin coste alguno en www perl.com Originalmente desarrollado por Sun Microsystems. Java representa un nivel a d i c i o n a l de sofisticación s o b r e H T M L , q u e proporciona una p l a t a f o r m a p a r a la ejecución de a p l i c a c i o n e s en el a d o del navegador. Está a s i m i s m o bien e q u i p a d o c o m o u n lenguaje orientado a o b j e t o s q u e facilita la generación de H T M L dinámico. Es u n a " n u e v a generación" d e l l e n g u a j e PERL; Z o p e sirve c o m o plataforma p a r a la generación de s o f i s t i c a d a s a p l i c a c i o n e s de los servidores w e b y es otra herramienta para generar c o n t e n i d o s dinámicos. Se p u e d e obtener un d o m i n i o público de desarrollo del sistema en www.zope.org



esperar futuras plataformas de equipos y programas que soporten los estándares basados en Java (a lo largo de cualquier mejora y ampliación). De este modo, el surgimiento de plataformas de desarrollo de hardware independiente hace que Java represente verdaderamente el mayor paso dado en el objetivo de conseguir una interoperabilidad universal de los sistemas informáticos sanitarios (Hess, 1996; Rodgers. 1996; Lehmann, 1998; Nagata, 1998; Wolf, 1998; Szymas, 1999). La evolución del Java no ha estado exenta de problemas. Ha habido y continúa habiendo "guerras de estándares" entre su creador y otros vendedores de software interesados que desean capturar, e incluso arrinconar, un porcentaje del mercado Java mediante la implementación vertical de ampliaciones, no estandarizadas y no intercompatibles, agregadas a partir de la base estándar. Sin embargo, este tipo de actividad ha sido desalentada por la comunidad general de usuarios, y en los congresos internacionales en desarrollo se está trabajando diligentemente hacia una metodología normalizada por la cual la base estándar pueda crecer de una manera controlada y organizada. Debido a la existencia de HTML dinámico, se dice que el servicio de publicación web es ampliable por sí mismo y que puede generar nuevos contenidos automáticamente en respuesta a los comandos del usuario. De manera similar, dentro del marco del laboratorio, el HTML dinámico se mantiene como una gran promesa para la generación automática de informes y para facilitar las búsquedas de datos personalizadas (Lowe, 1996; Yearworth, 1998). Varios buenos ejemplos de HTML dinámico que ya han sido demostrados incluyen la generación automatizada de datos históricos estadísticos necesarios de preparaciones Pap y la generación automatizada de gráficos de normas Westgard para la aceptación o rechazo de lotes. Adicionalmente, el HTML dinámico mantiene la promesa de permitir al laboratorio realizar directamente su desarrollo, exámenes y uso de las aplicaciones diseñadas por el cliente sin alquilar consultores externos u otras compañías de programación. Ambas cosas reducirán los tiempos de desarrollo y los costes asociados a las modificaciones del SIL, los cuales son una indudable realidad.



Intranets Con el entendimiento de los contenidos dinámicos, su aplicación en una red virtual privada se convierte en un concepto decisivo. Las llamadas



N a v e g a d o r w e b g e n e r i c o i l e e n a n a generación Código Java:



Aplicación web cargada de Internet



Intérprete de Java: recursos no limitados a los múltiples requisitos de desarrollo de los entornos mencionados anteriormente. Otro aspecto innovador del lenguaje Java es su implementación en un entorno de máquina virtual (Fig. 6-3). Este entorno es una capa abstracta de un típico ordenador personal. Sin embargo, este entorno virtual sirve como amortiguador entre el programa y la máquina física, de tal modo que se convierte en casi imposible introducir un código malicioso a aquellos que tengan como propósito dañar, borrar datos o hacer no operativo el sistema, como en el caso de muchos "gusanos" y virus informáticos que circulan por Internet. Para aplicaciones que se sabe que están libres de virus se pueden activar selectivamente varios tipos de capas abstractas de protección, permitiendo a las aplicaciones Java tanto preguntar como alterar datos del mundo real, igual que lo hace cualquier programa convencional. Java es un lenguaje ampliable fundado con la intención de aumentar la compatibilidad. Este es un sólido y robusto concepto, como lo demuestra el hecho de que los programas escritos en el lenguaje JCL (job control language [lenguaje de control de trabajo]) en los años 60 funcionan perfectamente hoy en día, debido a la estrategia de creciente compatibilidad intrínseca del lenguaje JCL. Asi, las instituciones sanitarias y los laboratorios clínicos que convierten sus operaciones de software a una plataforma basada en Java pueden estar razonablemente seguros de que sus inversiones en desarrollo del software serán muy duraderas en el tiempo, así como será razonable
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Entorno de ejecución de la aplicación (incrustado) ejecutándose dentro del navegador web



Nivel Java de seguridad de abstracción física: Por defecto todas las funciones de seguridad están encendidas. Ningún dato de la máquina física o de fuera puede ser cambiado



Máquina física: disco d u r o , m e m o r i a , m o n i t o r , conexiones de red Figura 6-3. El entorno virtual del lenguaje Java fue cuidadosamente ideado para separar físicamente la ejecución del programa de Java del hardware y del software del equipo informático implementado. haciendo teóricamente imposible dañar o destruir la información a causa de aplicaciones ilícitas. Para aplicaciones que han sido autentificadas como libres de virus, deben ser selectivamente desconectados uno o más niveles de seguridad (invocando el llamado modo "método real"), permitiendo al programa de Java cambiar los datos de usuario y el hardware de acceso de éste, como módems, impresoras y conexiones a la red. Cuando Java está operativo con los métodos reales conectados, su funcionamiento y susceptibilidad no difiere del entorno de cualquier otra aplicación de software.
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SECCIÓN I



•



P A T O L O G Ì A C I Ì N I C A / M E D I C I N A DE L A B O R A T O R I O



Sen



IDEI



SCIA idor



remoto Usenet de noticias



remolo Usenet de noticias



Servidor remoto Servidor



Usenet de



remolo



noticias



l'senei de noticias



Servidor local Usenet ile noticias



Servidor remolo Usenet de noticias



Cascada de envíos desde un servidor a otro hasta que la i n f o r m a ción está disponible en todos los servidores de noticias de la red. El p r o t o c o l o se ejecuta c o m o una capa de conexión por m e d i o del protocolo T C P IP.



A b o n a d o local a Usenet



Figura 6-4. La Usenet es una red global de ordenadores mterconectados que están ejecutando software de noticias del servidor. El conjunto de la red lunciona como una capa de Internet (p. ej.. tiene su propio número de sockel) y permite la difusión de cuestiones sobre temas específicos y sus respectivas respuestas. Los mensajes enviados a los grupos de noticias se filtrarán durante periodos de varias horas, desde el servidor en el que se originan las noticias hasta, en último lugar, todas las máquinas de la red Los suscriptores a los servidores de noticias de localizaciones remotas están capacitados para leer y responder a estos envios La transferencia de hipertexto a través de la Usenet es actualmente posiDle. por lo que personas y organizaciones han encontrado en Usenet una herramienta muy efectiva para difundir contenidos multimedia tales como imágenes y audio. además de texto, a las partes interesadas.



Intranets o redes privadas de tecnología web. se han mostrado como una herramienta muy versátil y potente para la difusión de los datos del laboratorio, basándose en los contenidos dinámicos web (Horii. 1996; Vinoski, 1997; Bercic. 1998; Friedman. 1998; Dugas, 1999). Con su intrínseca capacidad multimedia, la tecnología web usada en el entorno electrónico confidencial que constituye una intranet es capaz de representar un amplio abanico de formatos de datos Con los contenidos dinámicos como característica añadida, se pueden personalizar los informes clinicos casi "con lo ojos cerrados" y representarán cada vez más un valor estándar añadido del cuidado que el laboratorio puede ofrecer a sus clientes. El último reto de las intranets será su
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integración a las redes externas si un centro o institución dado encuentra necesario ofrecer servicio a una región geográfica más grande.



Usenet Dentro de los propiedades de Internet, las Usenet son un estrato funcional basado en una red mundial de servidores de noticias (Fig. 6-4) Las Usenet sirven como medio colectivo para el intercambio de información sobre ciertos temas entre intemautas. La Usenet se divide en unos 2 0 . 0 0 0 grupos de noticias con una estructura jerarquizada por temas. Los temas más frecuentes



División temática de U s e n e t



Temas



Miembros



Temas variados



alt [ . ] . [ . . ]



De ciencia c o m p u t a c i o n a l y sobre o r d e n a d o r e s



compi



De información g e n e r a l



info [ . . ! [ . . . ]



Leyes



Iaw.[ . ] . [ . . ]



LINUX Microsoft Noticias



linux [ ..].[ ..] microsoft [...).[...| news I



Ocio Cuestiones sociales y sus ciencias Ciencia



r e e l . . ] ( .] s o c [ .].[..] sci.[. ] [ . . ]



If ..|



Este gran c o n g l o m e r a d o de g r u p o s trata temas de naturaleza variada p e r o q u e no c o n c u e r d a n bien c o n la cultura más seria del resto de g r u p o s de la Usenet Se p u e d e n encontrar aquí d i s c u s i o n e s orientadas a t e m a s relativos al software, h a r d w a r e y a los c o n c e p t o s informáticos La mayoría de las plataformas y de las a p l i c a c i o n e s de software más c o m u n e s tienen g r u p o s de noticias d e d i c a d o s al c o m e n t a r i o de las actuales cuestiones y p r o b l e m a s relacionados G r u p o s de noticias orientados a temas q u e permiten el envío oficial por las autoridades y las o r g a n i z a c i o n e s Discusiones referentes a vanos a s p e c t o s de la ley y de los sistemas legales. Discusiones sobre la versión de código abierto d e l sistema operativo UNIX Discusiones sobre p r o d u c t o s y sistema operativo W i n d o w s Discusiones sobre el funcionamiento de Usenet en si misma incluyendo p e t i c i o n e s p a r a la creación de un n u e v o g r u p o Cubre m u c h a s actividades recreacionales y hobbies Discusiones orientadas a t e m a s de la a c t u a l i d a d social Discusión o r i e n t a d a sobre t e m a s de la ciencia. Especialmente, el subtitulo sci.med.[.. ] ofrece m u c h o s más t e m a s de ínteres al laboratorio de m e d i c i n a clínica; específicamente s c i . m e d laboratory.
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I N F O R M Á T I C A , TRATAMIENTO DE I M Á G E N E S E INTEROPERABILIDAD
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Figura 6-5. Aparato actual de carga acoplada (CCD) Normalmente el CCD. un circuito de silicio empaquetado con una puerta de cristal (A y 6). está integrado con componentes electrónicos adicionales para formar un aparato proyector de imágenes completo ( Q . En este modelo, un conversor analógico-digital (ACD) se ha añadido directamente al CCD. para crear una cámara de salida digital directa, que ofrece un aumento de la inmunidad al ruido en comparación con los diseños previos de cámaras CCD analógicas. El diseño de la cámara CCD digital está en camino de convertirse en el estándar de referencia para los aparatos de tratamiento de imágenes profesionales y de consumo general.



incluyen temas sobre ciencia (sci). ordenadores (comp.). recreativos (reo) y lemas alternativos (alt.) dedicados a anuncios de naturaleza informal. Mediante el uso de esta división por temas, los suscriptores tienen libertad para leer y mandar mensajes a los grupos de noticias cuyos lectores son los más apropiados para tal material e intereses. Varios grupos de noticias que merecen la pena especilicamente señalar son sci.med.pathology.sci.med.laboratory y sci.med.informatics. Hay que destacar que todos los participantes en los grupos de noticias son igualmente libres para leer y mandar mensajes, y que este medio representa potencialmente una poderosa herramienta para la recogida de información. Sin embargo, como precaución debemos advertir que. como la mayoría de los grupos no están moderados, no existe la seguridad de que la respuesta recibida desde la otra punta del mundo sea correcta. De esta manera, sería conveniente actuar con precaución con la información recibida.



TECNOLOGIA DE LA ADQUISICIÓN DE IMÁGENES En la última década se ha dado un crecimiento sin precedentes en las ciencias del tratamiento de imagen digital, siendo quizás el suceso más notable la aparición de proyectores de imágenes basados en dispositivos de carga acoplada (CCD). Las innovaciones en la producción masiva de CCD de alta resolución, provocadas por los beneficios intrínsecos de economías de gran escala, han hecho posible producir y comercializar cámaras digitales a precios razonables que tenían un precio prohibitivo hace varios años. Como consec u e n c i a de esta disponibilidad inmediata de una amplia gama de dispositivos sofisticados, la investigación de tecnologías de captura digital de imágenes con aplicación en patología tiene mucha más importancia que durante su introducción en la 19." edición de este libro. Considerando el dominio emergente del almacenamiento digital en todos los demás aspectos de la informática medica, no sorprende que la tecnología de imágenes, últimamente, también avance hacia soluciones totalmente digitales. Aunque con lentitud para adoptar su uso inicialmente dentro de entornos médicos, debido a la pobreza de calidad en comparación con la tecnología convencional basada en películas, los sistemas médicos de captura digital de imágenes están disponibles actualmente en muchos formatos. Además.



superan, en muchos aspectos, a las técnicas de archivo convencionales, además de aportar las comodidades asociadas a la representación digital.



Cuestiones generales del proyector de imágenes El CCD (Fig. 6-5) representa el núcleo tecnológico que alimenta la revolución de la digilalización de imágenes Para el lector interesado, se pueden encontrar aspectos técnicos detallados de su diseño y teoría operativa en otros sitios (Balis. 1997a) y en el Capitulo 5 de la edición anterior de este libro. Brevemente, el CCD es un circuito integrado (extenso semiconductor de silicio muy fino en un paquete con una ventana transparente) con propiedades especiales de sensibilidad a la luz. El circuito global se divide en dos áreas generales, un área de recogida de la luz y un área de procesamiento de la señal (Fig. 6-6). El área sensible a la luz está compuesta por una rejilla rectangular de transistores sensibles a la luz. llamados píxeles, o más específicamente, celdillas electrónicas. Utilizando el efecto fotoeléctrico, cada transistor tiene la capacidad de convertir la luz que le llega en un voltaje cuantitativamente proporcional. Como cada lugar de la rejilla CCD tiene una celdilla identificable individualmente, esto hace posible identificar, cuantitativamente, la intensidad de luz en cada lugar del área rectangular sensible a la luz del CCD. Esto, por supuesto, es análogo al concepto de la exposición de películas. Una vez que la luz ha alcanzado la superficie del CCD, es necesario que la información se haga disponible para el exterior. Esto se logra a través del circuito de procesamiento de la señal del área no sensible a la luz que también se encuentra dentro del CCD. Normalmente, este circuito lee secuencialmente el valor de voltaje de cada pixel después de un intervalo de duración fija de exposición. Estos valores se transfieren como una señal electrónica a componentes electrónicos fuera del paquete CCD en el dispositivo de proyección de imagen. Generalmente, los componentes electrónicos del final de la cadena de señales se componen de un amplificador y de un conversor analógico/digital que transforma la intensidad luminosa, en forma de voltaje analógico, a la correspondiente representación digital binaria. Una vez que se completa esta conversión se dice que la imagen se encuentra en formato digital. Este proceso global se ilustra en la Figura 6-7. Aunque las cámaras CCD han estado disponibles desde hace 20 años, ha sido en los últimos cinco años cuando se ha dado el salto más grande en
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amplificador d e señal d e salida



Píxeles i n d i v i d u a l e s



sofisticación tecnológica en general. El componente más importante de esta evolución ha sido el cambio en el formato de salida de la información. Las cámaras CCD típicas de mediados de los 90 empleaban sólo el proyector de imágenes CCD en sí mismo y algunos circuitos adicionales de tratamiento de la señal, de forma que la señal de salida que se obtenía del aparato era aún en formato analógico (basada en voltaje). Por tanto, era necesario llevar a cabo una conversión analógico-digital para obtener finalmente la imagen digital. Ya que esto se realizaba normalmente por una tarjeta digitalizadora incorporada remotamente a la cámara, el ruido electrónico en el camino seguido por la señal se convertía en un factor limitante para lograr una calidad de imagen óptima. El formato del Comité Nacional de Sistemas Televisivos (NTSC) agravaba los problemas de degradación de imagen de la señal analógica, ya que este formato tiene una resolución espacial limitada de no más de 640 x 480 píxeles y un rango dinámico relativamente pobre en color. Tomado todo en conjunto, las cámaras CCD analógicas de este período eran aceptables para un tratamiento macroscópico de la imagen, pero insatisfactorias para aplicaciones microscópicas, particularmente en circunstancias que requieren aumentos por debajo del objetivo 20x, Dos factores recientes interrelacionados han aliviado problemas de tratamiento de imagen asociados con fotomicroscopia digital. En primer lugar, la resolución de las cámaras CCD ha aumentado por encima de la barrera de



Resolución óptica y digital Los temas de resolución óptica y digital han sido la fuente de un considerable grado de confusión en lo referente a sus significados específicos. Esto se debe probablemente a que el término "resolución" está fallo de significado en si mismo, sin el contexto añadido del campo de visión relacionado. El



Ll C C D es expuesto a la imagen durante el intervalo de t i e m p o requerido
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Figura 6-6. Estructura CCD típica. Una rejilla de transistores fotosensibles es el sistema actual de detección de imágenes. La información analógica de imágenes desde esta matriz es leída por registros de desplazamiento en serie y en paralelo. Después de acondicionar la señal en amplificadores de voltaje, la información se hace disponible extenormente por un amplificador de salida final. Los CCD de alta resolución y alta velocidad tienen mas de uno de estos sistemas de lectura trabaiando en paralelo, para obtener índices de cuadro de lectura necesarios para la adquisición fluida de imagen en movimiento



4 mega píxeles. haciendo posible por primera vez generar imágenes que compitan con películas de baja sensibilidad. Segundo, los diseñadores de proyectores de imágenes basados en CCD han empezado a incorporar el conversor analógico-digital dentro del propio CCD. creando una nueva clase de dispositivos, de los que se obtiene directamente la señal digital. De este modo, estos diseñadores han salvado las limitaciones de rango espacial y dinámico de los formatos analógicos, tales como el NTSC, y los han reemplazado con formatos digitales de alta flexibilidad que no tienen limitaciones esenciales en su capacidad para representar rangos de alta resolución y amplio dinamismo. La Tabla 6-11 ilustra las propiedades citadas anteriormente de una cámara digital basada en un CCD ideal. Es interesante resaltar que son los mismos atributos citados en la edición anterior, con la única diferencia la selección de la resolución más alta, siendo disponible y económicamente competitiva, actualmente, con la película.



Píxeles individuales l i m p i o s i n i c i a l m e n t e de carga residual
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La información analógica es c o n v e r t i d a a UTL f o r m a t o d i g i t a l numérico por un A C ' D L o s píxeles i n d i v i d u a l e s del C C D s e l i m p i a n de nuevo preparándose para la siguiente adquisición.



Figura 6-7. Operación típica del CCD. Los píxeles (o celdillas), que son fotosensibles, inicialmente están limpios de cualquier voltaje residual y luego se cargan durante una longitud de tiempo, en presencia de una imagen proyectada El vottaje en las celdillas individuales aumenta en proporción a la cantidad de luz que alcanza cada celdilla Después del periodo de exposición, los datos analógicos de voltaje son traspasados secuencialmente desde el CCD a un conversor analógico-digital (ADC). Por último, los datos del ACD están en forma digital (numérica) y preparados para ser guardados por el ordenador, y el CCD se limpia, preparándose para otra exposición. A diferencia de las películas, que están basadas en fotoquímica irreversible, los CCD se pueden volver a usar, con una vida prácticamente ilimitada.
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I N F O R M Á T I C A , T R A T A M I E N T O DE I M Á G E N E S E INTEROPERABILIDAD



A t r i b u t o s d e u n a cámara d i g i t a l C C D i d e a l



Alta resolución Salida digital directa



R a n g o dinámico alto



CCD separados



Control digital directo



Entorno digital de alta velocidad Topología C C D de campo completo Enfriamiento termoeléctrico del C C D



Al m e n o s 1.800 x 1 2 8 0 pixeles para la c a p t u r a de máximo realismo Incorporación de un c o n v e r s o r analógico/digital d e n t r o de la cámara p a r a m i n i m i z a r la señal del ruido R a n g o dinámico de 12 bits o superior d e salida d e c a n a l para permitir u n a c a p t u r a real d e imágenes d e alto contraste, c o m o c o n fluorescencia C a d a píxel se basará en d a t o s m e d i b l e s p a r a c a d a c a n a l d e color v e r d a d e r o s y no en interpolación entre pixeles para a s e g u r a r una f i d e l i d a d d e i m a g e n máxima Características c o m o el contraste, el brillo y el b a l a n c e de color p u e d e n ser c o n t r o l a d a s automáticamente por el ordenador, para o p e r a c i o n e s clave Imágenes y. específicamente, v i d e o s p u e d e n c a p t a r s e a t i e m p o real Provee la máxima s e n s i b i l i d a d l u m i n o s a y u n a geometría de c a p t u r a de imagen perfecta Para a p l i c a c i o n e s d e lluorescencia d e b a j a intensidad luminosa, e l enfriamiento r e d u c e la c o m e n t e o s c u r a inherente a l C C D p a r a c o n s e g u i r imágenes libres de ruido



campo de visión, en el fondo, sólo se puede definir una vez que se ha proyectado una imagen dentro de la retina humana. Como ejemplo ilustrativo del problema clásico asociado con las definiciones de resolución, consideremos el caso de un video microscópico convencional (grado de resolución NTSC) acoplado a un microscopio. Anecdóticamente, es bastante común oir informes de expertos en microscopía cuya calidad de video prestada a gran aumento, como 40x o más, es excelente, pero que se vuelve insalisfactoria cuando disminuimos los aumentos. Esto conduce a la paradoja clásica de captura exitosa de imágenes microscópicas, donde parece que los requerimientos de resolución más alta de la imagen se manifiestan al aumento más bajo del objetivo. Este, de hecho, es el caso. La causa de esta relación de reciprocidad se puede encontrar en la relación entre el tamaño de los detalles de la imagen objeto y el tamaño de pixel del proyector de imagen. A gran aumento, los detalles microscópicos son relativamente grandes respecto al campo global de visión del proyector de imagen y, por tanto, se puede esperar que muchos pixeles del aparato se solapen con estos detalles. A la inversa, a bajo aumento, el tamaño de los rasgos de la imagen es más pequeño y en la misma escala de longitud que los pixeles individuales del aparato, por lo que los detalles son proyectados en pocas celdillas del CCD. Por tanto, en la primera circunstancia, se reduce el campo de visión a cambio de resolución, y la imagen resultante es percibida a "alta resolución". Inversamente, en el último ejemplo, el campo de visión es grande y, por tanto, la densidad de imagen muestreada es baja, con respecto al tamaño de los detalles de la imagen, de forma que la imagen se percibe a "baja resolución". Un nesgo relacionado es el problema llamado de amplificación vacía. Cuando una imagen se mueslrea a una resolución mayor a la posible con ópticos de refracción limitada optimizados tiene lugar la amplificación vacía. El punto principal, en este caso, es la posibilidad de generar más información espacial que la proporcionada por los ópticos. Una situación común, donde este aspecto entra en juego, es el mercado de escáneres digitales de sobremesa, los cuales a menudo ofrecen resoluciones por interpolación de hasta 9.600 dpi. Esto no tiene ningún significado si el CCD lineal de esfe aparato sólo posee una densidad de 600 dpi. En este caso, toda la resolución conseguida por encima de 600 dpi puede considerarse como vacia de amplificación. En el caso especifico de la microscopia, la captura digital de alta resolución (2.048 x 2.048 y superior) a un objetivo de aumento 40x o superior dará lugar también a una amplificación vacía, ya que incluso los ópticos de refracción limitada configurados óptimamente no poseen la densidad espacial equivalente de información en comparación con la densidad de pixeles del CCD
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Una limitación adicional es el submueslreo. Normalmente esta cuestión se pone de manifiesto en condiciones de bajo aumento/amplio campo de visión, donde los ópticos de refracción limitada aportan una densidad de información espacial extremadamente alta, la cual excede la densidad espacial del espaciado de pixeles del aparato. En este caso, simplemente el CCD no tiene suficientes pixeles para muestrear la imagen a la densidad espacial conveniente, y. por tanto, se produce un submueslreo. Esta es la razón del pésimo funcionamiento de las videocámaras basadas en NTSC a bajo aumento, y la principal razón por la que, paradójicamente, con el aumento más bajo se requiere la máxima resolución del aparato.



Entorno óptico general y aspectos de optimización El tópico de la optimización del entorno óptico para proyectores de imagen digital de alta resolución se ha ignorado en gran medida (Balis. 1997b) hasta la llegada de sistemas de captura de resolución suficiente, en los que el principal componente limitante de calidad es el entorno en si mismo. Los problemas del entorno óptico surgen, en primer lugar, en las condiciones de la fotomicroscopia, donde el objeto de interés para la captura digital son imágenes a bajo aumento. Los tres problemas más comunes son un ajuste incorrecto del campo de visión, aberración esférica y aberración cromática. Además, si se eligen elementos óplicos inferiores también se puede producir la pérdida de resolución. La Figura 6-8 ilustra la estrategia más favorable, en general, para maximizar tanto el campo de visión como la resolución numérica. Seleccionando el campo de visión del aparato a un rectángulo ajustado dentro del campo de visión circular completo del microscopio se obtiene la máxima información posible, sin los defectos cromáticos y esféricos que tienen lugar normalmente fuera de este cuadrilátero. El logro de este tamaño óptimo de campo de visión se basa en el aumento del entorno óptico y del tamaño físico del propio analizador de imagen. Por tanto, los analizadores con superficie de detección más grande requerirán un aumento acoplado más bajo para realizar el mismo rectángulo óptimo que en el caso de los de área más pequeña, proyectores de imagen de primera generación.



Tratamiento de imágenes macroscópicas Cuando el tamaño de los detalles que se quieren analizar es bastante grande, la resolución del aparato está lejos de ser una cuestión primordial. Mejor dicho, lograr imágenes de archivo, en este caso, es más importante que la utilización de un aparato que capture las imágenes con un tono, saturación y contraste de color correctos. A menudo, la comparación conjunta de los aparatos en consideración será suficiente para seleccionar una solución satisfactoria. Con el gran número de cámaras digitales de mano disponibles actualmente en el mercado de consumo general, no existe apenas la necesidad de acudir a sistemas de captura digital especializados para realizar aplicaciones de rutinas macroscópicas. Muchas, si no la mayoria. de las cámaras digitales más nuevas tienen CCD de tipo megapixel y se pueden montar en un stand fotográfico, convirtiéndose en soluciones para los requerimientos típicos de la captura grosera de imágenes. Una característica sobresaliente de algunos de estos aparatos es que incluyen un modo de previsualización a tiempo real, o prácticamente a tiempo real, donde una pantalla de cristal liquido (LCD) que se actualiza rápidamente, integrada dentro de la cámara, permite un encuadre "manos libres" más sencillo de la imagen objeto de estudio. Además, algunas cámaras incluso ofrecen una salida analógica NTSC, en un monitor de vídeo a color, para la previsuallzación previa a la captura digital. La integración de la información digital capturada con el sistema de información del laboratorio continúa siendo, quizá, la barrera más grande para la implementación efectiva del archivo clave de imágenes macroscópicas. Esto se está convirtiendo en una cuestión de menor importancia, ya que los proveedores están respondiendo a la abundancia de peticiones de usuarios para un tratamiento de imágenes integrado en sistemas de información. Esto tendrá menos relevancia aún, cuando los estándares internacionales de tratamiento de imágenes médicas, tales como el DICOM '99 (Digital Image Comunications in Medicine), sean prevalentes en su implementación y tengan una eventualidad no superior a una década, teniendo en cuenta la aparición de un suplemento del DICOM de patología a mediados de 1999.
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PATOLOGÍA CLÍNICA/MEDICINA DE LABORATORIO



SECCIÓN I



( " a m p o do visión máximo del f o l o - o c u l a r C a m p o de visión l i m i t a d o del foto-ocular con correcciones de estrechamiento de c a m p o y de color Amplificación óptima del a c o p l a d o r excesivamente baja; en la periferia aparecen distorsiones de la imagen Amplificación óptima del a c o p l a d o r : resolución óptima y sin artefactos c o m b i n a n d o el l i m i t e de refracción del o b j e t i v o con el tamaño de p i x e l del C'CD Amplificación excesiva del acoplador: la pérdida de canino ile visión V submucstreo ilei o b j e t i v o de resolución óptica c o n d u c e n a una amplificación vacía Los rectángulos representan campos tic visión inscritos sfilile el área Je la imagen proyectada



Tratamiento de imágenes microscópicas A diferencia del análisis macroscópico, la resolución del proyector de imágenes es una característica importante en el logro de imágenes de alta calidad, como ya se ha señalado. Afortunadamente, en los últimos cinco años, muchos proveedores han desarrollado los requerimientos para una captura exitosa de imágenes microscópicas y han abordado las cuestiones de resolución y acoplamiento óptico con soluciones en forma de sistemas de cámaras digitales/ensamblado óptico, que están diseñados específicamente para un uso microscópico (Tabla 6-12). La calidad de la imagen con estos nuevos proyectores de imagen es excelente, incluso a aumentos bajos, y a medida que aumenta el número de pixel de los aparatos se pueden esperar mejoras en la calidad de imagen. En estos momentos, la elección de un CCD de 2.5 megapixeles o superior representa la base estándar para una captura de imagen adecuada. Además, estos nuevos analizadores se pueden configurar con módulos refrigeradores Peltier (Fig. 6-9), de forma que se minimiza el ruido inherente al CCD. Cuando se enfrian a - 3 0 "C, se pueden poner los CCD en modo de integración, donde pueden recoger luz por intervalos largos desde segundos a minutos, lo que les capacita para capturar con éxito imágenes con poca luz, como con un microscopio de fluorescencia. A menudo los CCD



Tabla 6 - 1 2 Atributos de una integración optimizada de cámara digital/sistema óptico acoplado Corrección d e c a m p o para todos los elementos ópticos a c o p l a d o s



Previene la distorsión periférica c u a n d o el o b j e t o de interés está e n f o c a d o



Corrección de color para todos los elementos ópticos a c o p l a d o s



Previene el b o r d e 'rojo/azul" prismático en la periferia de la i m a g e n



Plano de e n f o q u e ajustable



El ajuste i n d e p e n d i e n t e del plano focal de la cámara d e s d e la i m a g e n permite el establecimiento de un sistema focal d o b l e , d o n d e las imágenes q u e a p a r e c e n enfocadas para el o b servador estarán lambién e n f o c a d a s e n e l plano C C D



A u m e n t o a c o p l a d o ajustable Permite un ajuste Óptimo de la i m a g e n p r o y e c t a d a s o b r e e l C C D p a r a realizar u n a c a p t u r a de máxima resolución c o n refracción l i m i t a d a Las trayectorias de la luz no c o l i m a d a s Trayectoria de la luz son m u c h o m e n o s s u s c e p t i b l e s a l altamente c o n v e r g e n t e polvo y a la suciedad dentro del acoe n e l plano focal del C C D plador y s o b r e la ventana protectora encima del plano de i m a g e n del C C D Montaje de h a r d w a r e rígido



La minimización de la vibración m e j o ra la nitidez de e x p o s i c i o n e s largas, c o m o las q u e se llevan a c a b o c o n imágenes de f l u o r e s c e n c i a



Figura 6-8. La selección de ópticos de aumento acoplado debería optimizarse para maximizar el campo de visión, sin exceder el perímetro circular del rango óptico correcto. El factor de aumento depende del tipo de microscopio y del área superficial del proyector de imagen. Soluciones ópticas actuales ofrecen subsistemas acoplados con aumento ajustable y focalidad doble.



"fríos" pueden competir con el ojo humano en cuanto a sensibilidad a la luz, y su linealidad a la intensidad de luz les convierte en una herramienta ideal para medidas cuantitativas de fluorescencia.



Robótica de adquisición en mosaico Un problema importante asociado con las implementaciones de almacenamiento y envío en telepatologia, donde las imágenes se preseleccionan y después se transmiten en bloque para su consulta, es que se cree que las limitaciones del campo de muestreo inicial suponen más de un 10% de la tasa de error de diagnóstico detectado asociado a esta modalidad. Por tanto, cualquier técnica que elimine problemas del campo muestral haría sostenible la metodología de almacenamiento y envío. Ciertas tecnologías están en el proceso final de desarrollo que hará realidad el ensamblaje de imágenes digitales componiendo una preparación completa. La primera de ellas es la robótica de microscopía, donde montajes mecánicos controlados por ordenador permiten una colocación precisa y una captura de imágenes en un formato de espacio cartesiano perfecto, de forma que se consigue capturar digitalmente todo el área de la superficie de una preparación. La segunda tecnología, conocida como corrección de curvatura y restauración de imagen, es un software que permite alargar espacialmente y corregir el color de imágenes ortogonales adyacentes, dando lugar a un montaje mayor del campo de visión, sin elementos de unión. Estas imágenes de gran campo de visión pueden ser recorridas por un programa visualizador en tiempo real (Afework, 1998; Felten, 1999: Okada, 1999; Singson. 1999), como si se recorriese una preparación en porta a bajo aumento. De esta manera, todo el contenido diagnóstico de una preparación se hace disponible al especialista, evitando la cuestión de error del muestreo. Posteriormente, en el apartado de telepatología, se analizan más detalles de esta tecnología.



Autoproducción de vídeo Con la aparición de una gran cantidad de subsistemas de captura y reproducción de vídeo de uso general para la integración con PC estándar, es posible y relativamente sencillo implementar autoproducciones de vídeo dentro de herramientas informáticas de valor añadido en el laboratorio. Un uso típico es la recopilación de una biblioteca on-line casera de vídeos de formación, disponibles para el personal nuevo del laboratorio que lo necesite, minimizando así la necesidad de repetir conferencias en el servicio. Del mismo modo, la documentación en soporte de vídeo se puede añadir al proceso de documentación, del laboratorio on-line en formato NCCLS. Además, se pueden grabar y archivar en formato digital conferencias importantes, simposios, encuentros de comités y comités tumorales, proporcionando un archivo, accesible y centralizado, de información perdurable, para propósitos tanto de educación como de referencia (Brebner, 1997; Khonsari. 1997; Saba, 1998; Ware, 1998). La modalidad de vídeo digital es superior, en cuanto a almacenamiento, al video convencional, ya que los archivos digitales tienen una vida media intrínsecamente ilimitada y el formato de almacenamiento digital permite su colocación en un servidor de acceso centralizado.
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I N F O R M Á T I C A , T R A T A M I E N T O DE I M Á G E N E S E I N T E R O P E R A B I L I D A D



Figura 6-9. Refrigerador termoeléctrico de Peltier. Esencialmente un termopar usado al revés, la corriente eléctrica enfria un lado y calienta el otro. Los refrigeradores Peltier de detectores CCD permiten una reducción significativa de las corrientes de píxeles oscuros, haciendo el tratamiento de imágenes con poca luz, como las requeridas para microscopía de fluorescencia, una realidad. Las cámaras CCD frías son cada vez más comunes en aplicaoones ajustadas para el tratamiento de imágenes del laboratorio.



TECNOLOGÍA DE REPRESENTACIÓN DE LA IMAGEN Del mismo modo, como las mejoras crecientes en la tecnología de captura de imagen, la tecnología de salida de la imagen ha sufrido en la última década un progreso importante, tanto en el formato tecnológico como en el impreso. Como muchos predijeron, las tecnologias tales como los sistemas de visualización en color de alta resolución y alta fidelidad que estaban disponibles a un alto precio actualmente se encuentran situadas firmemente en el área de los artículos de gran consumo. Esto supone una ventaja para el campo de la patología y la investigación médica, que inmediatamente pueden hacer un uso efectivo de resultados en imágenes de color con alta resolución, para consultas de diagnóstico, archivos de historiales médicos y educación. A mediados de los 90. se suponía que en una década la resolución de los aparatos sería de calidad suficiente y lo suficientemente baratos para justificar su incorporación en el estándar del cuidado del registro de informes médicos. Finalmente esto está teniendo lugar. Aunque limitado en su ritmo de implementación por la falla de estándares de interoperabilidad, esta barrera transitoria desaparecerá cuando un elevado número de proveedores de sistemas de información de laboratorio implementen el formato internacional de laclo de intercambio y almacenamiento de imágenes, llamado DICOM.



Tecnología de visualización digital Las pantallas planas de cristal líquido (LCD) (Fig. 6-10) están reemplazando, sistemáticamente, a los tubos de rayos catódicos (CRT) como dispositivo electrónico de visualización. Si utilizamos las especialidades que hacen uso intenso de imagen digital, como la radiología, como medidores de responsabilidad del desarrollo de estos nuevos aparatos, podemos apreciar cierto grado de conservacionismo. Históricamente, los primeros sistemas radiográficos digitales de finales de los años 70, basados en CRT, fueron acogidos con cierto grado de escepticismo por la comunidad de diagnóstico radiológico, ya que las películas de acetato estaban firmemente consolidadas como el "estándar oro" para la calidad de visualización. Para caracterizar la linealidad espacial y de luminosidad de estos sistemas digitales se necesitaron numerosos estudios psicométricos y de precisión del diagnóstico (Blume, 1997) previos a su aceptación como herramientas de diagnóstico. En el caso de las imágenes médicas en color, derivadas de la patología y del laboratorio, sin embargo, no existe un cuerpo similar de certificación de los sistemas de
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Lado enfriado



Termopares individuales en scric visualización específicos de cada modalidad, salvo aquéllos realizados por los sistemas consultativos de telepatologia basada en video. Por tanto, las tecnologias de visualización digital CRT y LCD esperan su caracterización definitiva. Afortunadamente, las máximas resoluciones de visualización prestadas están aumentando por estas dos soluciones, y es razonable asumir que los estudios de calificación necesarios serán publicados dentro de varios años desde la publicación de este escrito Desde una perspectiva de funcionamiento, los sistemas de color basados en CRT actualmente son superiores en la máxima resolución prestada posible y ligeramente mejores en rango dinámico de luminiscencia. Sin embargo, su geometría espacial tiende a cambiar con el tiempo, perdiendo el potencial para su interpretación de materias de estudio no lineales espacialmente. Por el contrario, los sistemas de visualización LCD tienen un interpretación geométrica perfecta, gracias a su mascara TFT fotolitográfica. la cual es geométricamente perfecta en si misma. Finalmente, como los sistemas LCD de retroiluminación mejoran en su eficiencia y luminosidad global, es razonable esperar que los visualizadores basados en LCD tomarán lugar como las nuevas plataformas de lado de representación en medicina.



Tecnología de copia en soporte físico Como ha ocurrido con las tecnologias de visualización, la sofisticacion tecnológica general de los sistemas de copias en soporte físico ha aumentado mucho desde la publicación de la última edición. Lo más notable ha sido el logro de una resolución de calidad de publicación de nivel medio en las soluciones de autoimpresión de bajo coste. El factor técnico predominante a tener en cuenta en la representación de imágenes de diagnostico es la densidad de puntos. En el caso de impresoras láser en blanco y negro, densidades de puntos de 600,1.000 y 1.200 son normales, haciendo posible lograr un sombreado de escala de grises de nivel medio que se aproxima en calidad a las fotografías convencionales en blanco y negro. Esto ha hecho realidad la autoedición. Del mismo modo, para la generación de copias físicas en color, la realización de densidades de puntos de inyección de tinta de hasta 1.440 dpi ha hecho posible generar imágenes diagnóstico en color, siendo el coste actualmente una fracción del que hubiera sido hace cinco años. Debido a este ajuste de un coste más bajo por página de estas dos tecnologías, actualmente es viable para algunos laboratorios y prácticas de consulta patológicas ofrecer imágenes en blanco y negro o en color como parte del formato de informes impresos estándar. Aunque las imágenes normalmente no sirven como
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Píxel único: tres transistores de película f i n a ( T F T ) bajo un cristal líquido eléctricamente polarizable y capas de f i l t r o de c o l o r L u z blanca



M a t r i z fabricada Iblolitogníficamente de T F T sobre plástico m y l a r c o n superposición de un cristal líquido y f i l t r o de c o l o r



Polarizadóres cruzados



Figura 6-10. Pantalla plana de matriz activa. Cuando el brillo/contraste de la imagen y la resolución del pixel aumenta en estas pantallas, es muy probable que suplementen los sistemas de visualizaclón basados en CRT, como la plataforma óptica para los sistemas de visualización de imágenes médicas. Su geometría perfecta, tamaño compacto y características de luminosidad lineal las hacen ideales para prestar precisión en el contenido de imágenes de diagnóstico.



herramienta de diagnóstico de referencia, son de ayuda proporcionando la oportunidad de formar tanto al médico como al paciente. Es razonable asumir que dentro de una década la mayoría de los informes de diagnóstico, que tienen asociado un componente de imagen, incorporarán al menos un subconjunto de imágenes en el documento final impreso. Mientras que las tecnologías láser y de inyección de tinta en blanco y negro están basadas en un tramado de medio tono para generar sombras continuas de gris o de color, las impresoras de sublimación de tinta generan sombras reales de gris o de color, sin la necesidad del tramado. Del mismo modo, como la resolución de sublimación de tinta se ha doblado en los últimos años, se considera que las imágenes proporcionadas por este proceso son de calidad fotográfica. Sin embargo, aunque el coste del equipo ha disminuido algo en la última década, su coste por página hace que la elección de esta tecnología todavía no sea atractiva para informes ordinarios. Para impresiones con calidad de publicación y generación de imágenes de archivo, la sublimación de tinta permanece como la solución óptima.



INTEROPERABILIDAD DE LA IMAGEN



Necesidad de estándares de tratamiento de imagen digital Se dice que lo mejor de los estándares es que hay muchos entre los que elegir. Con la emergencia de muchas iniciativas dentro del entorno del laboratorio para implementar la adquisición digital de imágenes y el archivo en el repertorio rutinario de información, ha surgido una maraña de falta de interoperabilidad, como ocurrió hace 20 años en la especialidad de radiología, la cual fue luego experimentando su revolución digital. Normalmente, los problemas surgen cuando los proveedores implementan soluciones patentadas sin previsiones para la conversión de los datos a un estándar común. Generalmente el problema no es el intercambio de la imagen en sí misma, la cual suele estar en los formatos comunes JPEG o mapa de bits, sino que los datos asociados que identifican, califican y procesan la imagen están en un formato patentado que no puede pasarse fácil o automáticamente desde un sistema de información a olro. Afortunadamente, existen muchas expectativas de que esta cuestión no sea un problema perdurable, debido a los esfuerzos pioneros de las comunidades radiológicas y a la consecuente extensión de este esfuerzo dentro de otras modalidades médicas.



DICOM es el estándar mundial emergente para el intercambio de imágenes médicas. Se traía de un cuerpo técnico de trabajo que especifica formalmente los protocolos de codificación e intercambio para muchas modalidades de diagnóstico basado en el tratamiento de imágenes digitales (y no digitales) (Tabla 6-13). En junio de 1999 las ramas de patología e investigación médica tuvieron su propio suplemento de ampliación al DICOM, conocido como Visible Light Supplement 15 lo DICOM. Desarrollado por el College oí American Phatologists junto con uno de los autores (U.J.B.) en acuerdo con otras sociedades médicas (la American Sociely lor Gastroendoscopy. la American Association o! Ophtahlmologists. la American Dental Association y el American College oí Radiology) y el comité DICOM, este suplemento funciona como la ampliación de dominio patológico de este estándar mundial, Especifica una estructura de codificación de diagnóstico de dominio específico para las imágenes micro y macroscópicas y los datos asociados, de forma que puede tener lugar el intercambio de información fiable e importante a través de los programas de los proveedores. Tras la aprobación del suplemento del DICOM por votación pública, la nueva información técnica se hace disponible de inmediato a la comunidad de proveedores para su implementación. Un suplemento adicional, de dominio patológico, se encuentra en la fase final de desarrollo en la fecha de esta publicación. Conocido como el Structured Reporting Supplement (suplemento de la estructura de los informes), este módulo adicional incorporará conceptos específicos de patología e investigación médica, como números de acceso, rangos de referencia y códigos SNOMED internacionales, dentro del repertorio DICOM. Está diseñado para complementar al visible light standa. que codifica información como las especificaciones del dispositivo de captura, ampliación, temperatura del color, descripciones micro y macroscópicas e información del diagnóstico. Está previsto que estos dos suplementos funcionen juntos para proveer un formato de datos completamente interoperativos para un intercambio de información efectivo a través de diferentes sistemas de inlormación del laboratorio.



Aspectos del tratamiento específico de imágenes de medicina A diferencia de los sistemas genéricos de tratamiento de imágenes, aquéllos asociados con la práctica de la asistencia sanitaria tienen una carga añadida, por el hecho de que deben cumplir un estándar más alto en los términos de identificación, autentificación del archivo digital y garantía de confidencialidad durante la transmisión de datos, cuando están implicados datos de
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DICOM



Nombre



(IOD)



Descripción



CR



Radiografiacomputarizada



TC



Tomografiacomputarizada



RM



Imágenes d e r e s o n a n c i a magnética



NM



Medicina nuclear



US



Ultrasonido



US-mf Capt. sec



PET VL



Especificación p a r a l a codificación d e radiografías p l a n a s a d q u i r i d a s digitalmente. Especificación p a r a l a codificación d e imágenes T C d e imágenes T C espirales. Especificación p a r a l a codificación d e t o d o s l o s f o r m a t o s R M a c t u a l e s , incluyendo protocolos de captura especializada. P r o v e e especificación d e e s p e c i e s n u c l e a r e s e s p e c i f i c a s y p r o t o c o l o s de dosificación y terapéuticos. C u b r e l a mayoría d e l o s c a m p o s anatómicos d e r e f e r e n c i a y m o d o s d e excitación. Almacenamiento de ultrasonidos en video en movimiento. Previsión e n D I C O M p a r a i n s e r t a r imágenes diagnóstico q u e n o t i e n e n u n I O D e s p e c i f i c o d e s a r r o l l a d o h a s t a l a f e c h a E s l a plantilla d e i m a g e n D I C O M genérica. C o b e r t u r a d e e s p e c i e s n u c l e a r e s y tecnología d e d e t e c t o r m a t r i c i a l . F o r m a t o d e codificación d e imágenes q u e s o n c a p t a d a s óptimamente i n c l u y e n d o microscopía, e n d o s c o p i a y t r a t a m i e n t o d e imágenes macroscópicas. E s t e s u p l e m e n t o f u e d e s a r r o l l a d o u t i l i z a n d o u n d o m i n i o d e c o n o c i m i e n t o d e l a s e s p e c i a l i d a d e s d e patología e i n v e s t i g a ción módica.



Ultrasonido-multícampo Captura secundaria



T o m o g r a f i a d e emisión d e p o s i t r o n e s Luz visible



pacientes. Están en desarrollo intentos en la descripción del ámbito de estos requerimientos, pero si recientes actividades de congresos en EE.UU. suponían algún indicio, es muy probable que estas cuestiones sean ordenadas federalmente dentro de una década. De hecho, en 1999. el Congreso 106 consideró cinco proyectos de ley principales de privacidad de la información (Tabla 6-14), teniendo algunos de ellos (específicamente, el Acta de protección de la información médica de 1999) un impacto directo en la capacidad de los especialislas e instituciones de compartir información confidencial de los pacientes a través de redes de información públicas, tales como Internet, aunque se emplee una fuerte encriptación. El modelo que se está siguiendo como punto de inicio para la seguridad de la información de la asistencia médica es la industria de banca electrónica on-line. Sin embargo, la banca on-line utiliza redes públicas, con informes hasta la fecha que sugieren que la transferencia de los datos del cliente es segura, efectivamente, a través de capas seguras conectadas de Internet. A causa del alto grado de actividad legislativa en este campo, cualquier grupo u organización ocupado actualmente en actividades telesamtarias debería ser advertido para seguir de cerca el paso potencial de cualquiera de estos proyectos de ley a ley federal. En el presente, sin embargo, la práctica internacional de telesanidad está libre de cualquier legislación. 9



Cuando los datos en cuestión están en formato electrónico, se han propuesto varias estrategias basadas en algoritmos matemáticos para abordar estas necesidades añadidas. Grupos de trabajo del comité DICOM han trabajado minuciosamente tanto en una filigrana electrónica como en una firma electrónica para los datos DICOM. Estas herramientas asegurarían que una vez que una imagen o un grupo de imágenes se ha usado para dar un diagnóstico, no seria posible cambiar una imagen sin que se hiciera obvio que ha tenido lugar algún tipo de alteración. Normalmente, esto se lleva a cabo uniendo digitalmente un cambio imperceptible psicométricamente los dalos de la propia imagen. Conocido, en general, como filigrana electrónica, esta información deriva del texto del diagnóstico, y tanto si se modifica la imagen Tabla 6-14 Proyecto d e ley
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como el texto del diagnóstico, la filigrana intrínseca marcará que los informes están alterados o son fraudulentos. Asegurar la confidencialidad de la transferencia de datos del paciente a través de redes públicas es un aspecto potencialmente mas desafiante y completamente diferente. Aunque, al menos teóricamente, se ha demostrado que una encriptación fuerte de 128 bit (Fig. 6-11) es resistente a la intromisión, muchas meteduras de pata reseñables en la implemenlación criptográfica por los desabolladores de software de navegadores web han mostrado periódicamente el hecho de que el encriptamiento público-privado no es aún perfecto. Finalmente, esto puede ser discutible, al menos internamente, si la legislación del Congreso prohibe el uso de redes publicas para la transferencia de datos del paciente.



Convergencia de estándares informáticos Aunque el estándar DICOM es una fuerza principal en la interoperabilidad del tratamiento de imágenes médicas, existen otros estándares que son igualmente importantes en el logro de una vía de interoperabilidad real del informe médico de los pacientes completamente electrónico. Por ejemplo, el nivel siete sanitario (HL7), reconocido como uno de los estándares principales para el intercambio de información de pacientes, ha trabajado en acuerdo con el DICOM y otras organizaciones estándar para conseguir un estándar único que incorpore todos los estándares de dominio y contexto específicos (Bidgood, 1996; Crickmore, 1996; van Wingerde, 1996; Bidgood, 1997; Langer, 1997: Beeler, 1998; Oosterwijk, 1998: Schulz, 1998). Del mismo modo, para búsquedas de datos, XML parece muy prometedor para convertirse en el estándar de codificación de la información en texto en formato de búsqueda (Dolin, 1998: Sokolowski, 1999). Con la creación final de un informe médico electrónico unificado existe la esperanza de lograr la capacidad de un intercambio a nivel mundial de verdad para todas las categorías de la infor-



A c t i v i d a d c o n g r e s i s t a d e E E . U U . e n 1 9 9 9 r e f e r e n t e a l a p r i v a c i d a d d e l a información s a n i t a r i a Nombre



HR 1057 D e c r e t o de s e g u n d a d y p r i v a c i d a d d e l a información m é d i c a H R 1 9 4 1 D e c r e t o d e p r i v a c i d a d d e l a información sanitaria HR 2470 Decreto de 1999 de mejora de la investigación y protección de la información médica S 573 Decreto de s e g u n d a d y p r i v a c i d a d d e l a información m é d i c a S 881 D e c r e t o d e protección d e información médica
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URL
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Figura 6-11. Clave pública/privada de encriptacion. Esla es la actual tecnología primaria para establecer canales seguros de información a través de Internet. Las claves privadas generadas localmente (A) en cada ubicación son convertidas localmente a las correspondientes claves públicas (B). Las claves públicas son intercambiadas con las ubicaciones remotas (C) donde, tras la recepción, se usan para codificar datos para la transmisión posterior de vuelta al sitio original (D). Después de la recepción en el sitio original de los datos encriptados, la clave privada no publicada se usa para descifrar el mensaje a su lorma original (£). La utilidad de claves de encriptacion privada/pública falla en que se pueda establecer un canal seguro sin necesidad de confidencialidad, fabricación preecoordmada y distribución de claves privadas; la clave pública derivada de la privada sirve para este propósito.



mación médica. Sirviendo como punto de unión potencial para facilitar este intercambio. SNOMED-RT, un producto del College ol American Pathologists. se prevé que se convierta en un léxico completo multilingual de terminología médica. Ya que su vocabulario se ha traducido a muchas lenguas, se puede anticipar que el uso de SNOMED conjuntamente con los números estándares, mencionados anteriormente, permitirá una traducción clave de informes médicos enteros desde una lengua a otra. Además, el SNOMED está diseñado para precoordinar terminología médica, simplificando asi los procesos de codificación libre de textos y la búsqueda de informes médicos desde diversas fuentes y estilos de práctica para conceptos y términos médicos comunes. Esta funcionalidad resultará inestimable para búsquedas de resultados y descripciones epidemiológicas.



Aspectos de telesanidad y telepatología En Balis (1997c) se puede encontrar una historia aceptable de la telepatologia. La telepatología y la telesanidad se han beneficiado, recientemente, de las economías de escala asociadas con las nuevas tecnologías del tratamiento de imágenes digitales, como ya se ha comentado. Hasta la fecha permanecen tres clases generales de implementaciones telepatológicas (Winokur, 1998; Delta Mea, 1999: Kayser, 1999; Tsuchihashi, 1999; Ziol. 1999): almacenamiento y transmisión (imágenes estáticas), a tiempo real (imágenes seleccionadas dinámicamente) e implementaciones híbridas (selección de imágenes estáticas de alta resolución mediante tratamiento de
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imagen dinámico interactivo de baja resolución). De estas tres, la tercera es la más promefedora para su implementación generalizada, ya que combina las características mejores de las dos primeras. Los estudios hasta la fecha (Callas. 1997; Dunn. 1997: Nordrum, 1997; Weinstein, 1997; Haroske. 1998) indican un valor de concordancia por encima del 90% comparado con un diagnóstico directo mediante microscopía, y sugieren que los errores se deben a errores de selección de campo. Por tanto, la selección interactiva del campo tiene bastante importancia para asegurar el índice más alto de precisión de diagnóstico y motiva con fuerza para la elección de la segunda o la tercera metodología. Recientes avances en el tratamiento de imágenes de campo de visión ancho mediante la reconstrucción en mosaico podrían significar un renacimiento potencial de los sistemas de almacenamiento y transmisión. Varios informes piloto sugieren que la tecnología del navegador web, combinada con el Java y las imágenes mosaico, puede ser adecuada para conseguir un campo de visión completo mediante petición a través de Internet en tiempo real, simulando, asi, la experiencia de la microscopía robótica interactiva (Okada, 1999; Singson, 1999; Szymas, 1999). En efecto, el trabajo iniciado por uno de los autores (U.J.B.), conjuntamente con el College ol American Pathologlsts. sugiere que esta es una alternativa viable para la necesidad de robótica interactiva. En principio, todos los casos se pueden escanear robóticamente y reconstruir en mosaico posteriormente, y después se pueden distribuir a través de la web ad lib. obteniendo los especialistas la percepción completa de la microscopía interactiva y la selección de campos interactivos a través de petición.
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Datos cuantitativos Datos semicuantitativos y cualitativos



La estadística se puede definir como la rama de las matemáticas empleada para organizar, analizar, condensar y explicar conjuntos de datos. De hecho, las derivaciones, el uso y el perfeccionamiento de la estadística se ha convertido en una ciencia en si misma Todos los investigadores necesitan un entendimiento básico de estadística. Esto es cierto, sobre todo, para los patólogos clínicos, cuyo producto primario es la información. La mayoría de la información de la patología clínica requiere la estadística para ser útil. Por ejemplo, ¿qué significaría una actividad de 150 U/I de lipasa sérica si no hubiera estadística para calcular un nivel de referencia de actividad lipasa? ¿De qué sirve la relación entre linfocitos CD4/CD8 si no conocemos la correlación entre esta relación y determinadas enfermedades?



DEFINICIONES Diagrama de sesgo (para dalos apareados): Gráfico con la diferencia entre las parejas (x e y) de datos (o entre los datos del eje y y el promedio de los puntos x e y) trazado en el eje y y los puntos de datos x (o promedios de los puntos x e y) trazados en el eje x. Coeficiente de variación (CV): La desviación típica (SD) de un conjunto de resultados dividida entre la media expresado como un porcentaje (p. ej., media = 50. SD = 3, CV = 6%). Grados de libertad (df): Concepto matemático para uno o más conjuntos de datos. Normalmente es A M , donde A/es el número de elementos en el grupo. Algunas veces es el número de grupos comparados (m) - 1. Un modo de expresarlo es que conociendo la media de todos los valores menos uno. puedes calcular el último valor; por tanto, df=N-\.



La estadística puede clasificarse basándose en el tipo de análisis de datos (p. ej., descriptiva, comparativa, de correlación, evaluación de la tendencia). La estadística descriptiva representa un único conjunto de datos reduciendo los datos en bruto a unos cuantos valores numéricos. La estadística comparativa determina la proximidad de dos grupos de datos que describen cosas similares. La evaluación de la tendencia describe la naturaleza y la fuerza de una tendencia en un conjunto de datos y se usa para predecir efectos no observados aún. La estadística de correlación describe las relaciones entre diferentes conjuntos de datos tales como peso y número de calzado. El análisis de la varianza permite analizar múltiples conjuntos de datos. Los estadísticos de la utilidad de las pruebas experimentales evalúan la capacidad de los análisis para identificar enfermedades o condiciones específicas y comparan la eficacia de diferentes análisis.



Eficiencia (precisión del diagnóstico): La probabilidad de que el resultado del análisis clasifique correctamente los pacientes de una población dada como portadores o no de una enfermedad de interés. Distribución gaussiana (normal): Los datos están distribuidos simétricamente alrededor de un valor medio con la mayoría de los resultados próximos a la media. Esta distribución aparece cuando existe una dispersión al azar alrededor de la media (p. ej.. el volumen de liquido dispensado por un pipetero automático) o cuando se estudia una población grande y homogénea (p. ej., la concentración de sodio en suero). La probabilidad en la distribución gaussiana viene dada por el valor del estadístico z.



La estadística paramétrica usa parámetros matemáticos tales como la media, la varianza y la desviación típica. La estadística paramétrica se aplica sólo a datos que cumplen unas condiciones específicas. La estadística no paramétrica usa estimadores de datos más sencillos, tales como el punto medio, moda, percentil y escala ordinal. La estadística no paramétrica puede aplicarse a todos los grupos de datos, pero suele reservarse para los datos que no pueden ser analizados con estadísticos paramélricos.



Gráfica de Levey-Jennmgs (Shewhart): Concentraciones de control de calidad en el eje y centradas en el valor de la media de referencia con lineas horizontales para múltiplos de la desviación típica o para los límites superiores e inferiores de aceptación; en el eje x se trazan el tiempo o los episodios de mediciones de control de calidad. Regresión lineal: Expresión matemática que determina la linea recta que mejor representa un conjunto de datos.



CAPÍTULO 7



•



Regresión lineal simple (mínimos cuadrados): La línea recta para un conjunto de datos x e y determinada minimizando la suma de los cuadrados de las diferencias en el eje y entre cada punto y la línea: los datos del eje de las x deben carecer prácticamente de error, y los puntos de datos deben estar distribuidos con bastante uniformidad a lo largo del recorrido lineal. Regresión lineal de Deming: La línea recta determinada minimizando la suma ponderada de las diferencias al cuadrado del eje y y del x entre cada punto y la línea. Las restricciones de los datos son similares a las de la regresión lineal simple. Media ( , fi): La suma de todos los resultados dividida entre el número de resultados (N). Estadístico no paramétrico: El que no puede hacer uso de parámetros estadísticos tales como la media, desviación típica o varianza, y en su lugar depende de la clasificación u ordenación de datos. Hipótesis nula (H): Es la suposición por defecto que es analizada con una técnica estadística, normalmente esta hipótesis postula que los grupos son equivalentes (p. ej., H : u, = u o H : : V, = V = V J . x
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ESTADÍSTICA EXPERIMENTAL



Valor z: Probabilidad de un resultado, siendo z la desviación típica desde el valor medio en una muestra con distribución normal



ESTADÍSTICA DESCRIPTIVA Medidas de la tendencia central Existen numerosos estadísticos para descnbir el valor promedio de un conjunto de datos. Los estadísticos más comunes son la mediana, la moda, el punto medio y la media. La mediana es el punto medio de un conjunto de datos ordenados en escalas ordinales; es el percentil 50" de un conjunto grande de datos y el estadístico no paramétrico usado más comunmente para describir el centro de un conjunto de datos. La moda es el dato que se repite con más frecuencia en un conjunto Se usa cuando los datos no son continuos (p. ej.. los resultados de una tira reactiva de análisis de orina que pueden ser trazas, 1+, 2-t- y 3+). El punto medio es intermedio entre los valores más alto y más bajo en un conjunto de datos. Tiene poca utilidad y se usa raras veces.



2



Valor extremo: Dato que difiere enormemente de la media (o del valor esperado) y del dato siguiente más cercano. Es necesario eliminar los valores extremos de un grupo de datos antes de calcular los parámetros estadísticos. Coeficiente de correlación de Pearson (p): Valor matemático que cuantifica cómo de bien se ajustan los datos a la regresión lineal. Valor predictivo de una prueba de diagnóstico positiva (PV+. o valor predictivo positivo [PPV]): La probabilidad de que un paciente, en una población determinada, con un resultado positivo de la prueba tenga la enfermedad de interés. Valor predictivo de una prueba de diagnóstico negativa (PV. o valor predictivo negativo [NPV]: La probabilidad de que un paciente, en una población determinada, con un resultado negativo de la prueba no tenga la enfermedad de interés. Control de calidad (QC): Proceso para asegurar que los resultados analíticos son correctos mediante el análisis de muestras conocidas (controles) que se parecen a las de los pacientes (véase Cap. 8). Prueba de clasificación: Método estadístico que trabaja con una escala de valores de los datos, en lugar de los datos en si mismos. Rango de referencia (intervalo): Rango de los resultados esperados de una prueba de laboratorio para una condición determinada (normalmente sanidad). Habitualmente el rango consiste en el 9 5 % central de la población de interés. Réplicas: Resultados medidos repetidamente (p. ej.. duplicados, triplicados). Sensibilidad: Probabilidad de un resultado positivo (anormal) del test cuando el paciente tiene la enfermedad de interés. Nivel de significación (p o a ) : La probabilidad de cometer un error de tipo I en la evaluación de los datos. Especificidad: Probabilidad de un resultado negativo (normal) del test cuando el paciente no tiene la enfermedad de interés. Desviación típica (SD. s. a): Valor matemático que describe la diferencia típica respecto a la media. La fórmula es la suma de las diferencias, respecto a la media, elevadas al cuadrado dividida entre N (poblaciones) o /V-1 (muestras). índice de desviación típica (SDI): La diferencia entre el valor de un dato y la media de su grupo de datos dividida entre la SD del grupo (véase también valor z). Potencia estadística: La probabilidad de que el estudio detecte la diferencia entre grupos. Matemáticamente es 1-/Í (véase error tipo II). Prueba t-Student. Estadística que compara medias entre dos grupos muéstrales o entre un grupo muestral y una población conocida o hipotética; los valores de t se encuentran en tablas o se calculan con una fórmula. La tabla o fórmula incluye el nivel de significación (valor p) y los grados de libertad (véase más abajo). Error de tipo I (error alfa, a): Afirmación de que dos grupos son estadísticamente diferentes cuando realmente no lo son. Error de tipo I (error beta, ¡i): Afirmación de que dos grupos no son estadísticamente diferentes cuando realmente lo son.



El único estadístico paramétrico en este grupo es la media. La media aritmética (promedio) es la suma de todos los datos dividida entre el número de datos. Esta media es el estadístico más común. Es un estadístico paramétrico verdadero cuando los datos siguen una distribución gaussiana. La media geométrica se obtiene tomando el logaritmo natural de todos los datos, calculando la media aritmética de los datos transformados y retransformando el resultado de la media logarítmica a las unidades onginales (SAS Institute Inc. 1998a). La media geométrica describe mejor la tendencia central en grupos de datos que muestran más variabilidad a valores altos, tales como el recuento de colonias bacterianas. La media armónica se obtiene mediante la transformación recíproca de los datos (se divide 1 entre el valor del dato), calculando la media aritmética de los valores recíprocos y retransformando el resultado a las unidades originales (SAS Institute Inc.. 1998a). La media armónica se usa. a menudo, para describir la tendencia central de tasas o proporciones.



Ejemplo experimental: Medias de referencia de control de calidad El ejemplo siguiente muestra los resultados de la medida del valor de un nuevo lote de control de calidad de material. Para determinar con fiabilidad la media de referencia para el control del material se recomiendan veinte o más valores (véase Cap. 8). Los parámetros estadísticos mostrados en la Tabla 7-1 incluyen la media y la mediana. En este caso, ya que los datos tienen distribución gaussiana. la media y la mediana son casi idénticas. El valor más bajo y quizá los dos valores más altos pueden representar valores extremos, pero la prueba para valores extremos no se muestra.



Distribución y dispersión de datos Además de describir el valor promedio, los estadísticos pueden describir también la distribución y dispersión de los elementos en un grupo de datos. La distribución estadística no paramétrica más simple es el rango o recorrido. El rango es la diferencia entre el valor máximo y el valor mínimo de un conjunto de datos. El rango describe la amplitud de la distribución sin definir su



Tabla 7-1 Control de calidad de albúmina: asignación de la media objetivo del material Resultados de OC de albúmina 3.36 3.75 3,80 388 3,89 3,92 3,96 3,97 3,97 3,97



3,98 4.00 4,02 4,02 4,04 4,04 4,05 4.05 4.18 4.32



Estadísticas Suma N: Media Mediana:



79.17 20 396 3.975
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P A T O L O G Ì A C L Í N I C A / M E D I C I N A DE L A B O R A T O R I O



patron о forma (SAS Institute Inc.. 1998a). La desviación media es la media de las diferencias en valor absoluto entre los valores de la variable y la media aritmética. Este estadístico describe parcialmente el patrón de distribución. Sin embargo, la desviación media no es un parámetro estadístico. La desviación mediana absoluta (MAD) es similar a la desviación media, con la excepción de que se basa en las diferencias entre cada dato y la mediana del conjunto de datos (SAS Institute Inc.. 1998a). Los percentiles describen la distribución de conjuntos de datos con más de 40 elementos. Normalmente, los estadísticos percentiles se resumen como la mediana (percentil 50") y los perе centiles 2 5 y el 75 , los 10 у 90 , y los 5° y 95° (Glantz, 1992a). Muchos inter valos de relerencia de las pruebas de laboratorio, vienen definidos por la media aritmética o la mediana y los percentiles 2,5° y 97,5° (el 9 5 % central de los resultados de la población de referencia) (NCCLS, 1995). ?
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La varianza y la desviación tipica son los estadísticos paramétricos que describen la distribución de los datos. La varianza es la media de la suma de las diferencias entre cada observación y la media del conjunto de las mismas elevadas al cuadrado (SAS Institute Inc.. 1998a: Glantz. 1992a). La varianza será grande si algunos datos difieren mucho de la media. Un problema de la varianza es que sus unidades son el cuadrado de las unidades originales, haciéndola difícil de interpretar. Este problema se resuelve usando la desviación típica, que es la raíz cuadrada de la varianza (SAS Institute Inc.. 1998a; Glantz, 1992a; Book, 1977a). Cuando los datos siguen una distribución gaussiana (como la concentración sérica de sodio en personas sanas), la media y la desviación típica describen completamente y con precisión cualquier conjunto de observaciones grande (véase Fig. 5-1 y comentario relacionado) (Book, 1977a). El coeficiente de variación (CV) es la desviación típica de un grupo de datos dividida por su media. El CV se expresa normalmente como un porcentaje. En investigación medica, el CV se usa comúnmente para describir la precisión de un ensayo (p. ej., el CV de una prueba de estrógenos es el 15% a una concentración media de 20 ng/l). La distribución normal o gaussiana se ha mencionado por encima sin describirla completamente. Una distribución gaussiana se da cuando los datos están centrados exactamente alrededor de la media con la mayoría de los elementos cercanos a la media, dando lugar a un patrón de distribución en forma de campana (Book, 1977b). Todas las distribuciones gaussianas tienen formas similares. La "campana" será más corta o más ancha según se incremente la desviación típica. Matemáticamente, la distribución gaussiana tiene lugar cuando el conjunto de datos puede ser descrito por la media y la desviación típica, parámetros de la distribución gaussiana. Los resultados de laboratorio de personas sanas a menudo muestran una distribución gaussiana. Las medidas repetidas de valores de control de calidad también exhiben distribuciones gaussianas. La distribución gaussiana permite una determinación fácil de la proporción de datos que estarían dentro de un rango específico de valores mediante el uso de una tabla de valores zo una fórmula. Por ejemplo, si un grupo de datos con distribución normal tiene una media de 100 y una desviación típica de 6, ¿qué proporción de los resultados están por debajo de 90? Un valor z para una distribución normal se calcula restando al resultado de interés (90) la media y dividiendo entre la desviación tipica. El valor z se denomina, a veces, indice de desviación tipica (SDI). En nuestro ejemplo, el valor z es -1,667. La proporción de resultados con un valor z menor de -1.667 es 0.0472% o el 47,2 %.



Ejemplo experimental: intervalos de referencia Un estudio de intervalo de referencia completo necesita un gran número de sujetos para tener suficiente potencia para asignar los limites superior e inferior de un rango de referencia El NCCLS recomienda 120 sujetos en cada grupo (NCCLS. 1995). Brevemente, el ejemplo siguiente incluye los datos resumidos en un histograma de frecuencias. Se usan tres técnicas para determinar el intervalo de referencia: media 12 SD. media geometrica 12 SD geométrica y el 9 5 % central de los datos. En la Figura 7-1 se observa que los datos no se ajustan completamente a una distribución gaussiana. Hay demasiados resultados agrupados justo por debajo de la media y muy pocos resultados en la cola izquierda y por encima de la media. Como consecuencia de esta distribución asimétrica, el intervalo de referencia definido como la media • 2 SD es demasiado bajo (véase Tabla 7-2). La transformación logaritmica produce una distribución casi gaussiana (Fig. 7-2). La media geométrica es igual a la mediana (percentil 50 ). El intervalo de referencia para la media ± 2 SD de los datos transformados geométricamente es ligeramente más estrecho que el intervalo definido no paramétricamente (el 95% central de los datos). s



ESTADÍSTICA COMPARATIVA La estadística comparativa se usa para determinar si una muestra procede de una población conocida, si dos grupos son diferentes o si muestras apa readas dan el mismo resultado. La selección de la prueba de comparación correcta depende del tipo de comparación, del tamaño muestral y de la distribución muestral. Las pruebas de comparación requieren la elección de un nivel de significación (p o u ) . El nivel de significación es la probabilidad de cometer un error de tipo I, afirmando que dos grupos son diferentes estadísticamente cuando en realidad no es asi (Arkin. 1990). La mayoría de las comparaciones usan niveles de significación de 0.05 (5%) o menores. La probabilidad de cometer un error de lipo II -afirmando que dos grupos no son diferentes estadísticamente cuando realmente lo s o n - depende del tamaño muestral, del nivel de significación elegido y del tipo de contraste estadístico (Arkin, 1990). Esta probabilidad está relacionada con la "potencia" de un estudio. La potencia se refiere a la capacidad para discernir que los grupos difieren en una cantidad determinada. Por ejemplo, un estudio puede informar de la capacidad para distinguir una diferencia de colesterol de 10 mg'dl entre dos grupos con una confianza del 90%.
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La distribución bmomial tiene lugar cuando los datos sólo tienen dos posibles valores (p. ej., positivo o negativo, si o no, hombre o mujer, enfermo o no enfermo). La distribución binomial se puede describir completamente con dos parámetros: p, probabilidad del primer resultado, y n, número de datos (Book, 1977b). Para poblaciones grandes, la media (и) y la desviación típica (o) de un conjunto de datos distribuidos binomialmente pueden ser calculadas a partir de pу n: p- npy a = \npfi-pl La distribución Poisson tiene lugar cuando existe una distribución al azar de datos discretos (C). como el nUmero de plaquetas por 0.1 p\ de sangre (Book. 1977b¡. El valor promedio se convierte en el valor lambda (A) de la distribución Poisson. Por ejemplo, supongamos que el número promedio de muestras que llegan al laboratorio durante un período de diez minutos en el turno diurno es 3,6. Se puede usar la distribución de Poisson para estimar la probabilidad de llegada de ocho o más muestras en un periodo de diez minutos. En esle ejemplo, I = 3,6, С >8 y p - 0,012% o 1,2%.
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Resultados de laetato deshidrogenase ( U l / I ) Figura 7-1. Histograma de frecuencias para el estudio del intervalo de referencia de la laetato deshidrogenasa (LD) con más de 2.000 sujetos. El agrupamiento tiene un ancho de 8 Ul/I. La curva en negrita es la distribución gaussiana para los datos de LD. Los datos muestran una asimetría positiva (cola más la'ga a la derecha) y ligera leptocurtosis (datos apretados en el centro de la distribución).



CAPÍTULO 7 Tabla 7-2
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ESTADÍSTICA EXPERIMENTAL



Asignación d e l i n t e r v a l o d e r e f e r e n c i a d e l a l a c t a t o deshidrogenasa Estadística



Resultado



N Mediana Media SD M e d i a geométrica Técnica estadística M e d i a ± SD M e d i a geométrica ± 2 SD geométrica 9 5 % central



2.139 159 163 34.8 159



Límite i n f e r i o r



Límite s u p e r i o r



93 105



233 242



108



247



141



de significación elegido (p. ej.. it = 0.05). el test de Mann-Whitney para promedios iguales trabaja con todos los grupos de datos y patrones de distribución. Los valores extremos no afectan a este estadístico, ya que se basa en clasificaciones, no en los dalos en bruto. El test f tienen tres variaciones: de una muestra, de dos muestras no apareadas y de dos muestras apareadas (Book. 1977c). Las distribuciones de los grupos de datos deben ser casi gaussianas para todos los test /. El test / de una muestra compara la media de un grupo de datos con la media de una población conocida o hipotética. La fórmula para el test t de una muestra aparece más abajo, donde x es la media del grupo de datos, u es la media de la población, s es la desviación típica y n es el numero de datos.



s



Comparación de tendencias centrales Comúnmente la estadística se usa para determinar si los datos procedentes de dos grupos son iguales (o si dos grupos muéstrales proceden de la misma población). Las técnicas paramétncas y no paramétncas para comparar tendencias centrales se describen a continuación. El test de signos de Wilcoxon en grupos de datos apareados se usa para determinar si las diferencias entre los grupos son significativas (Glantz, 1992b; SAS Institute Inc., 1998b). El test de Wilcoxon trabajó tanto con datos categóricos como numéricos, con cualquier patrón de distribución. Sin embargo, si los grupos de datos numéricos presentan distribuciones casi gaussianas. entonces el test í apareado (abajo) es el estadístico más apropiado. El test Wilcoxon examina los signos de las diferencias entre pares clasificados en orden numérico. El test es simple, pero falto de potencia estadística. Debe usarse sólo cuando otro método estadístico no es apropiado. El test de Mann-Whitney para promedios iguales puede aplicarse a grupos de datos no apareados (Glantz, 1992b; SAS Institute Inc., 1998b; Book, 1977c). Los datos de cada grupo son clasificados y organizados mediante un valor. A los datos con valores iguales (empates) se les asigna una escala fraccional (p. ej., si los valores más altos son iguales se les asigna los rangos 1,5 y 1.5 en lugar de 1 y 2). La suma de las escalas para el grupo de datos más pequeño (o la suma más pequeña si los grupos de datos son de igual tamaño) es el valor t (o U) de Mann-Whitney. El valor t puede necesitar correcciones si hay demasiados empates en las clasificaciones. La interpretación del valor /depende del número de datos en cada grupo (p. ej., 10 y 12) y del nivel



Histograma «le IDS resultados del estudio del innervalo de confianza de LP usando la transformación logaritmica y la media geométrica



La interpretación del valor f depende del nivel de significación elegido y de los grados de libertad ( n - 1). Para grupos de datos de gran tamaño, el valor f puede ser reemplazado por el valor z de la distribución gaussiana. El test í de dos muestras no apareadas es el equivalente paramélrico del test de Mann-Whitney para promedios iguales. El valor í se usa para determinar la probabilidad de que dos grupos de datos sean diferentes o provengan de poblaciones diferentes. La fórmula del test ( n o apareado aparece más abajo. (Las variables son las mismas de las del lest f de una muestra con los subíndices 1 y 2 referentes a los dos grupos de datos.)



(7-2) Cuando los grupos de datos son grandes puede usarse el valor z en lugar del valor í. La fórmula del valor z aparece a continuación.



(7-3)



El test t apareado se aplica a los grupos de datos con elementos apareados (tales como la presión sistólica sanguínea antes y después de la administración de un hipertensivo). El test / apareado es equivalente al test f de una muestra aplicado a las diferencias (o) entre los elementos apareados. El valor hipotético de la diferencia normalmente es cero. La fórmula para el test (apareado aparece abajo, donde es la diferencia media, n es el número de datos apareados y s, es la desviación típica de las diferencias. Este estadístico tiene n -1 grados de libertad. dSn



(7-4)



De nuevo, para grupos de datos de gran tamaño, el valor f puede reemplazarse por el valor z de la distribución gaussiana.



Ejemplo experimental: intervalos de referencia por sexo



4,2 4,4 4.6 4,8 5 5,2 5,4 5,6 5,8 logaritmo de los resulluilos ile láclalo deshidrogenasa |ln(H ll] Figura 7-2. Histograma de frecuencias de valores de LD transformados logarítmicamente procedentes del mismo estudio de intervalo de referencia Incluye 25 grupos La curva en negrita es la distribución gaussiana para los datos transformados Los datos muestran únicamente una leptocurtosis muy ligera.



Este ejemplo muestra un amplio estudio del intervalo de referencia de ácido úrico en adultos sanos. La bibliografía aporta intervalos de referencia diferentes para hombres y mujeres. La hipótesis nula seria que tanto hombres como mujeres adultos tienen medias idénticas de ácido úrico. Los grupos de datos son únicos, por tanto el test í de muestras no apareadas seria el estadístico paramétrico adecuado. El histograma trazado (no se muestra) de los datos de ácido úrico de hombres y mujeres muestra distribuciones prácticamente gaussianas. con ligera asimetría positiva. Además, las desviaciones típicas de los resultados de ácido úrico de hombres y mujeres son prácticamente idénticas (véase Tabla 7-3). por tanto se cum-
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PATOLOGÌA CLINICA/MEDICINA DE LABORATORIO resultados de los técnicos fueran 12, 14, 14 y 20, el valor de chi cuadrado sería 9. El valor chi cuadrado con una p = 0.05 y di = 3 es 7,8. luego podemos afirmar con una confianza superior al 95% que los cuatro técnicos citológicos tienen tasas de lectura distintas. Cuando los grupos de datos son grandes y la población y la distribución de los datos son gaussianas o casi gaussianas, entonces se puede calcular un valor z a partir del estadístico chi cuadrado.



Tabla 7-3 Intervalos de referencia por sexo Estadística



Mujeres



Hombres



Número de sujetos Media Desviación l i p i c a Mediana M e d i a geométrica Asimetría Curtosis Valor del test t no p a r e a d o Valor z de Mann-Whitney c o r r e g i d o para e m p a t e s )



1,107 5,67 1.622 5,5 5,43 0,29 0,02 16,8 -16,3



1.374 4,62 1.473 4,4 4.38 0.57 0.42 p 


z J



pie otro criterio para la utilización del test t. En este ejemplo las medias de ácido úrico son 4,6 mg/dl para mujeres y 5,7 mg/dl para hombres. El test í es significativo con una p 


Comparación de distribuciones y dispersiones A menudo necesitamos saber si los grupos de datos tienen distribuciones y dispersiones similares. Podemos estar comparando métodos y querer saber si un método tiene significativamente menos precisión (mayor dispersión) que otro. Numerosos estadísticos, tales como el análisis de la varianza, requieren distribuciones iguales entre los grupos de datos, por lo que podemos necesitar analizar si las distribuciones son iguales estadísticamente. El test de Mann-Whitney para dispersiones iguales es similar al test para promedios iguales (Book, 1977c). Se usa cuando uno o ambos grupos de datos no muestran una distribución gaussiana. Si los grupos de datos no tienen medianas iguales, los datos de ambos grupos se clasifican por escala en serie. Si las medianas difieren, entonces el test de Mann-Whitney se aplica a los grupos de datos transformados compuestos por las diferencias entre cada dato y el valor de la mediana de cada grupo. La clasificación es complicada. Para la mitad más alta de los datos, el orden se asigna desde el más alto al más bajo usando sólo números impares (p. ej.. el valor más alto se clasifica como 1, el siguiente más alto como 3). Para la mitad más baja de los datos, el orden se asigna desde el más bajo al más alto usando sólo numeras pares (p. ej., el valor más bajo se clasifica como 2, el siguiente más bajo como 4). Las escalas se corrigen para los empates. El valor I de Mann-Whitney de nuevo es la suma de las escalas del grupo de datos con menos elementos (aplicando una corrección si hay muchos empates). La interpretación del valor / es el mismo que en el test de Mann-Whitney para promedios iguales. 2



La prueba chi cuadrado (x ) es similar al test / de una muestra (Book. 1977d). Se usa para comparar la distribución de un grupo de datos con la distribución de una población determinada o hipotética. Por ejemplo, un director de laboratorio puede conjeturar que cada uno de cuatro técnicos citológicos lee el mismo número de extensiones cervicales de Papanicolaou por hora. El promedio global para todos los técnicos citológicos es 15 frotis por hora. El estadístico chi cuadrado es la suma de las diferencias al cuadrado entre los resultados observados y los esperados dividida entre el número de resultados esperados. La ecuación se da a continuación donde o es el resultado observado, e es el resultado esperado, n es el número de resultados comparados y k es un contador integrado. " *'= X



(0, - e j p



(7-5)



La significación del valor de chi cuadrado depende de los grados de libertad (m - 1) y del nivel de significación elegido. En nuestro ejemplo, si los



2



V2x ~-W2(n-1)



(7-6)



La prueba F se usa para comparar las varianzas de dos grupos de datos con distribuciones gaussianas o casi gaussianas (Book, 1977f; Glantz. 1992a: 1992c). Es análogo al test I no apareado para comparar medias. El valor F es simplemente la relación de las dos varianzas. La significación del valor F se basa en los grados de libertad de cada grupo de datos (n, - 1 y n¡ - 1 ) y en el nivel de significación elegido.



Ejemplo experimental: comparación de la precisión de dos métodos En este ejemplo queremos saber si dos métodos de medida de colesterol tienen la misma precisión. Hicimos un ensayo por quintuplicado de una muestra estable de control de calidad de colesterol en cinco días diferentes. Cada método tiene 25 datos. Este tipo de experimentos normalmente genera resultados con una distribución gaussiana alrededor de las medias de las muestras de control de calidad. Los estadísticos descriptivos se muestran en la Tabla 7-4. Para probar la igualdad de precisión aplicamos la prueba F al método de las varianzas. El valor F es 1,47. Cada grupo de datos tiene 24 grados de libertad. El valor F asociado con una p = 0,05 es 1,98. Como 1,47 es menor que el valor F0.05, concluimos que las precisiones no son significativamente diferentes.



Análisis de los resultados esperados A menudo necesitamos comprobar si dos sucesos son independientes, esto es que la probabilidad de que se produzca el suceso A sólo es igual a la probabilidad de que se produzca el suceso A habiendo ocurrido el suceso B. La razón de la necesidad de esta información es que muchos análisis estadísticos de grupos de datos (como el análisis de la varianza) asumen independencia de los resultados. Por ejemplo, si necesitamos valorar las capacidades de pruebas de laboratorio para detectar la hepatitis viral, necesitamos saber si las pruebas son independientes. Las actividades plasmáticas de la aspártelo aminotransferasa y la alanino aminolransferasa no deberían ser pruebas independientes, ya que ambas enzimas son liberadas simultáneamente por hepatocitos dañados. Pueden usarse tablas de contingencia para determinar si dos sucesos son independientes (Book, 1977d). Se prepara una tabla con un listado de frecuencias observadas y esperadas para cada grupo de datos. Las frecuencias esperadas son las frecuencias observadas cuando se combinan los dos grupos de datos (frecuencia promedio). Cuando se realiza este análisis con datos continuos, los datos se agrupan en rangos (p. ej., de 1 a 10, de 11 a 20, de 21 a 30) de forma que cada grupo tiene una frecuencia observada de cuatro o mayor para ambos grupos de datos. El estadístico chi cuadrado se usa para analizar los datos. Los grados de libertad son el número de grupos - 1 .



Tabla 7-4 Comparación de la precisión de métodos de medida de colesterol Estadística



2



=



N Media Desviación típica Varianza



Método A 25 224 4,7 22,1



Método B 25 227 5.7 32,5



CAPÍTULO 7 Tabla 7-5
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ESTADÍSTICA EXPERIMENTAL



Verificación de la distribución g a u s s i a n a de l o s d a t o s



RANGO DE DATOS



(o-éf e



ESPERADOS



OBSERVADOS



11 8 13 15 18 14 I0 7 5



5 7 21 19 13 16 17 8 •1 7



3.273 0.125 4.923 1.067 1,389 0 000 0.643 0 400 1 28G 0800



117



117



13.906
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Otro tipo de resultado esperado es que el grupo de datos se ajuste a un patrón de distribución específico, como una distribución gaussiana. La prueba chi cuadrado de bondad de ajuste puede usarse para evaluar el patrón de distribución (Book, 1977d). De nuevo, se realizan tablas con rangos de grupos, elegidos del mismo modo descrito anteriormente. Las frecuencias esperadas se basan en el patrón de distribución asumido. Para una distribución gaussiana, las frecuencias esperadas se determinan calculando el valor z para los limites superior o inferior de cada grupo (p. ej., los resultados entre 60 y 100 cuando la media del grupo de datos es 200 y su desviación típica es 40). De nuevo, los grados de libertad para el estadístico chi cuadrado son el número de g r u p o s - 1 .



Ejemplo experimental: verificación de la normalidad del rango de referencia de los datos Muchos estadísticos paramétncos requieren que los datos sigan una distribución gaussiana. La normalidad se puede verificar con la prueba chi cuadrado de bondad de ajuste. En este ejemplo medimos un analilo en 117 sujetos sanos. El valor medio es 131 y la desviación típica es 40. Esta información y los valores z para la distribución gaussiana se usan para calcular el número esperado de resultados en cada rango en la Tabla 7-5. En este ejemplo usamos diez grupos. Para cada grupo las diferencias al cuadrado entre los resultados observados y esperados se divide entre el resultado esperado La suma de los diez valores (13,9) se compara con la tabla chi cuadrado con nueve grados de libertad. El valor crítico de X con una p = 0,05 y df = 9 es 16,9; por tanto, concluimos que la distribución de los resultados no es significativamente diferente de una distribución gaussiana.



(El símbolo mayor o menor se usa porque algunos pares de datos pueden ser idénticos, y no se puede calcular la pendiente entre ellos.) Los N, valores de pendientes son clasificados y ordenados. Se hace una conección (cambio) para el número de pendientes menor de -1 (el cual debería ser casi cero, ya que los dos métodos deberían tener una correlación positiva). La mediana corregida, de las pendientes de los pares de puntos, es la estima de la mejor pendiente de la linea de regresión (b). Se escoge un nivel de significación y se determinan unos limites de confianza para b (b, y bj basados en los resultados S dando una cantidad calculada por encima y por debajo de la mediana corregida. El intercepto (a) es la mediana de todos los valores y - bx„ y los intervalos de confianza para a (a. y a„) se calculan usando b, y b„ en lugar de b. La fuerza de la regresión lineal se basa en una clasificación de las distancias del eje y entre cada punto y la mejor línea. Los residuos del eje y ordenados y clasificados se evalúan por la técnica de las sumas acumulativas (CUSUM) (véase Cap. 8). r



La regresión Passing-Bablok puede hacerse manualmente en grupos de datos pequeños. Sin embargo, su uso con grupos grandes es poco viable sin soporte informático. Actualmente numerosas aplicaciones estadísticas incluyen la regresión Passing-Bablok. La prueba de Spearman de correlación de rangos es otro método no paramétrico para evaluar la correlación entre grupos de datos (Book, 1977c). A diferencia de Passing-Bablok. la prueba de Spearman no puede determinar la linealidad. sólo puede afirmar si un incremento en x se correlaciona con un incremento en y (relación monótona). La ventaja de la prueba de Spearman de correlación de rango es que se puede aplicar a datos no continuos, como los resultados de una tira reactiva (p. ej., negativo, 1+, 2+, 3+) o relaciones serológicas (p. ej., 1:8,1:16,1:32). La prueba de Spearman de correlación de rangos se lleva a cabo clasificando los valores x e y secuencialmente desde 1 a n c o n correcciones para empates. Las diferencias entre las clasificaciones x e y se elevan al cuadrado. El coeficiente de Spearman de correlación de rangos (Q se calcula de la siguiente manera: 6 Id
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Si hay más de 11 pares de datos, la significación de r, se puede calcular mediante una prueba z como se indica a continuación:



2



ESTADÍSTICA DE CORRELACIÓN Y EVALUACIÓN DE LA TENDENCIA Los estadísticos que evalúan correlaciones y tendencias se pueden aplicar a conjuntos de datos cualitativos y cuantitativos. Ambos estadísticos, paramétricos y no paramétncos, están disponibles para ambos tipos de datos.



Datos cuantitativos La regresión de Passing-Bablok es una técnica no paramétrica que valora la linealidad (Passing, 1983). La técnica fue diseñada específicamente para comparar métodos en los laboratorios clínicos. Cualquier grupo de datos puede asignarse al eje x. y la técnica evalúa la relación lineal entre los pares de resultados x e y. La regresión Passing-Bablok sólo tiene un requerimiento: las vananzas de x e y pueden cambiar a lo largo del rango de los resultados, pero deben mantener cierta proporción. La técnica de la regresión PassingBablok trabaja calculando las pendientes (S,) entre todos los posibles pares de datos. El número de posibles apareamientos (NJ depende del número de dalos (n) de la siguiente manera:



2=r Vn-1 s



(7-9)



Deberíamos tener una confianza del 9 5 % de que el conjuntó de datos y tiene una relación monótona con el conjunto de datos x cuando z es menor de -1.65. Para muchos conjuntos de datos pequeños, la significación de r, se determina usando una tabla. La regresión lineal de mínimos cuadrados (regresión lineal simple) es una técnica paramétrica que evalúa si un conjunto de datos único se ajusta a un modelo lineal o si conjuntos de datos apareados siguen una correlación directa (lineal) (Book. 1977g; Glantz, 1990a). La regresión lineal de mínimos cuadrados se usa más que cualquier otra. En muchas ocasiones se usa incorrectamente, ya que sus limitaciones no son entendidas ampliamente (Glantz, 1990a; Combleet, 1979; Davis, 1978; Brown, 1989). La regresión lineal de mínimos cuadrados determina la pendiente y el intercepto de la linea recta que "mejor" se ajusta a los datos. Hace esto evaluando todas las diferencias del eje y entre los datos y la teórica línea (residuos). La mejor línea es aquella con la menor suma para los cuadrados de las diferencias del eie y (por tanto, mínimos cuadrados). Los estadísticos calculados incluyen la pendiente y el intercepto de la recta, el coeficiente de conelación de Pearson (r) para la fuerza de la relación lineal (desde -1 hasta +1) y el error típico de la regresión (S„), que se usa para calcular los intervalos de confianza de la pendiente y del intercepto. La regresión lineal de mínimos cuadrados tiene mucha potencia y utilidad, proporcionadas al entender sus limitaciones. La regresión lineal de mínimos cuadrados asume que los datos del eje x no tienen error. Esto
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funciona bien cuando el eje x représenla intervalos de tiempo (p. ej., días, meses) en análisis de tendencias, pero no cuando representa datos que son medidas. Una segunda limitación es que 155 Los datos deben estar distribuidos uniformemente a lo largo de todo el recorrido. Los estudios de comparación de métodos, a menudo, no tienen en cuenta estas limitaciones cuando la densidad de puntos en el rango de referencia del ensayo excede enormemente la densidad de puntos en los extremos del rango. Esto se puede corregir obteniendo resultados de comparación más altos y bajos y usando una técnica de selección al azar para retener sólo un subconjunto de datos en la región con mayor densidad. Una tercera limitación de esta técnica es que los residuos deben ser al azar (no depender de la magnitud de los datos x o y) y deben tener una distribución gaussiana alrededor de una media de cero. Esta limitación se incumple cuando los residuos incrementan con valores altos de x e y (en este caso se debe usar una técnica de regresión ponderada). Por último, la regresión lineal de mínimos cuadrados (y todas las demás) funciona pobremente si el rango de datos es estrecho y está relativamente lejos de cero. Un buen ejemplo de este patrón de datos tiene lugar cuando se comparan métodos de medida de sodio en sangre o plasma. El rango de resultados normalmente va desde 105 nmol/l hasta 175 nmol/l, con la mayoría de los datos agrupados alrededor de 140 nmol/l. Este tipo de datos se evalúa mejor con un test (emparejado (o un test Mann-Whilney para promedios iguales) y un diagrama de sesgo. La regresión (lineal) de Deming trata de salvar dos de las limitaciones de la regresión lineal de mínimos cuadrados. La regresión de Deming permite que los datos del eje x no sean precisos. La regresión de Deming determina la mejor línea recta minimizando la suma de ambas distancias x e y, elevadas al cuadrado, entre todos los datos y la linea (Cornbleet. 1979). La regresión lineal de Deming también usa un factor de ponderación (k) basado en las varianzas relativas de los datos x e y. (Se da más peso a los grupos de datos con mejor precisión.) Sin embargo, permanecen algunas limitaciones: los datos deben estar distribuidos uniformemente, la varianza debe ser casi constante a través del recorrido de los datos y los datos no deben estar agrupados dentro de un rango estrecho alejado de cero. Cuando es aplicable, la regresión de Deming es la técnica preferida para comparar métodos de laboratorio. Las regresiones lineales de Deming y de mínimos cuadrados pueden aplicarse a grupos de datos con varianzas no uniformes usando técnicas de ponderación o transformación de datos. Una técnica común pondera cada dato mediante la inversa de su varianza (Glantz, 1990b). Esto funciona bien cuando las varianzas para cada dato son determinadas promediando las réplicas medidas. Por otra parte, la varianza para cada punto se estima basándose en estudios de precisión en múltiples puntos a lo largo del recorrido de los datos. Las técnicas de transformación pueden usarse también para corregir distribuciones desiguales de varianzas. Las transformaciones logarítmicas, reciprocas y de raíces cuadradas pueden estabilizar varianzas y permitir el uso de la regresión lineal de Deming y de mínimos cuadrados cuando los grupos de datos presentan grandes diferencias en varianza a lo largo del recorrido de los datos.



diferencias entre los datos. Sin embargo, este análisis es erróneo. Una inspección visual del gráfico muestra que una línea recta se ajusta perfectamente desde la dilución 1 a la 4. La medida de la concentración de la dilución 5 queda por debajo de la linea que se extiende desde la dilución 1 a la 4, La interpretación de este patrón sería que la linealidad de la progesterona se extiende sólo hasta alrededor de 31 ng/ml, no hasta el valor esperado de 40 ng/ml. Esto se puede probar estadísticamente evaluando los residuos (las diferencias entre los datos reales del eje y y los datos del eje y predichos por la ecuación de regresión).



Datos semicuantitativos y cualitativos La prueba de Spearman de correlación de rangos es una técnica no paramétrica que se puede aplicar a conjuntos de datos cuantitativos o semicuantitativos (SAS Institute Inc., 1998b; Book, 1977c, Glantz, 1992d). Para los datos cuantitativos, para los que fallan los criterios para los análisis paramétricos, Passing-Bablok tiene más potencia y proporciona más información. Sin embargo, Passing-Bablok está diseñado para comparar grupos de datos que reflejan la misma característica (p. ej., concentraciones de glucosa en plasma). La prueba de Spearman de correlación de rangos puede aplicarse a cualquier tipo de correlación con datos cuantitativos, semicuantitativos o categóricos (p. ej.. lecturas de tiras reactivas de sangre en orina [negativo, 1+, 2+, 3+] frente a rango de recuento de glóbulos rojos en orina por microscopía [0 a 2/hpf, 2 a 5/hpf, 5 a 10/hpf, etc.]). o dalos combinados (p. ej., lecturas de tiras reactivas de proteínas en orina frente a medidas de concentraciones proteicas en orina). Reduciendo los datos en bruto a clasificaciones, la prueba de Spearman pierde la capacidad para evaluar la linealidad. En cambio, sólo puede evaluar la existencia de una relación de "monotonía" o una tendencia consistente (y incrementa cuando incrementa x o y disminuye cuando x incrementa). La prueba de Spearman convierte todos los resultados a escalas ordinales y luego calcula la correlación de los pares de datos ordenados (usando las diferencias en orden elevadas al cuadrado). Cuando el número de datos es superior a diez, se puede usar el valor z para evaluar la significación de r , coeficiente de Spearman de correlación de rangos. s



La regresión logística es una técnica paramétrica para grupos de datos con una variable dependiente cualitativa y una variable independiente cuantitativa o semicuantitativa (Glantz, 1990b: Vollmer, 1996). La variable cualitativa puede tener dos opciones (si o no, enfermo o sano). La variable cualitativa se convierte a números (normalmente 0 ó 1), y las probabilidades de un resultado 1 se calculan a lo largo de todo el rango de datos independientes. La fun-



Ejemplo experimental: valoración de la linealidad del método Los laboratorios requieren confirmar el rango lineal de los métodos cuantitativos. El laboratorio puede, por tanto, establecer la concentración más baja informativa y la concentración más alta de un analito que puede detectarse sin diluir una muestra de paciente. La linealidad del método se evalúa midiendo al menos cuatro muestras de concentración conocida a lo largo del rango en uso. El Coilege ol American Pathologists (CAP) y otros proveedores (Floering, 1992) tienen muestras patrón comerciales. Las muestras lineales se analizan por réplicas (se recomienda por cuadruplicado) para minimizar el error. Se representa la media resultanle de cada muestra frente a la concentración conocida (o factor de dilución, si las muestras lineales se preparan mezclando distintas proporciones de muestras altas y bajas). La Figura 7-3 muestra la linealidad resultante para un método de progesterona. La pendiente y el intercepto se muestran cercanos a la recta de regresión de mínimos cuadrados. El coeficiente de correlación ( r ) es 0.990, lo que significa que la regresión de mínimos cuadrados explica el 9 9 % de las 2



Dilución n. Figura 7-3. Gráfico de regresión lineal simple para la evaluación de la linealidad del método. La recta de regresión calculada aparece en continuo. La mejor combinación de recta y curva aparece punteada.
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Tabla 7-6 Matriz de conclusiones de la ANOVA de dos días



Donde P (/) es la probabilidad de un resultado dependiente 1 para un valor dado de la variable independiente (/). y 3 y b. son los coeficientes de la regresión logística. Los coeficientes de la ecuación de regresión logística se calculan usando la estimación de máxima verosimilitud. La máxima verosimilitud estimada para los parámetros B es aquella que proporciona la probabilidad más alta de observación de los datos reales. El cálculo de la estima de la máxima verosimilitud depende de un método iterativo con un proceso para generar la primera estima razonable. El método iterativo converge en los parámetros 3 y también genera errores típicos aproximados para los coeficientes de regresión logística. Se usan para probar si el modelo de regresión logística es apropiado y la significación de la correlación.



ANÁLISIS DE LA VARIANZA El análisis de la vananza (ANOVA) permite determinar si tres o más grupos provienen de poblaciones similares (medianas o medias iguales) o si tienen distribuciones similares (varíanzas) (Book. 1977h: Glantz. 1990c: SAS Institute Inc.. 1998c). La hipótesis nula puede formularse como u, = p = u . . . = p„. No se puede comparar simplemente todas las posibles combinaciones de dos grupos, porque las probabilidades de aceptación de la hipótesis nula (medias iguales) para todos los pares comparados tendría que ser multiplicada para obtener la probabilidad global de medias iguales: por ejemplo, teniendo tres grupos con un 95% de nivel de significación, la probabilidad de p, = \> = u, es la probabilidad de (p. = u,)(\¡, = p )(u, = p ) o (0.95)(0,95)(0.95) ó 0,857. Por tanto, se necesita un método de comparación de múltiples grupos que no aumente los errores de tipo I y tipo II de los test de dos grupos. Los experimentos que requieren las técnicas de ANOVA se dividen en los de una vía (tactor único), dos vías (dos factores) y medidas repetidas (con uno o dos factores). La ANOVA de una vía se usa cuando todos los sujetos se dividen o categonzan por un único factor, tal como peso o concentración de colesterol en suero. La ANOVA de dos vías se usa cuando todos los sujetos se categonzan por dos factores tales como peso y sexo. La ANOVA de medidas repetidas se aplica cuando cada sujeto recibe cada tratamiento posible. 2



¿Efecto de la clasificación del sujeto?



No Si Sí Sí Si



No No SiNo Sí



¿Efecto de la interacción tratamientoclasificación? No No No Si Si



donde n - número total de datos, i es el número de grupo, y R es la suma de órdenes. H (la hipótesis nula que supone que todos los grupos son iguales) se rechaza basándose en el estadístico chi cuadrado con un nivel ot si. Donde m es el número de grupos. H>3fi(m-1)



(7-12)



La prueba de Friedman es una ANOVA de dos vías de medidas repetidas no paramétrica. Un uso común de esta técnica tendría lugar cuando múltiples sujetos experimentan tres o más tipos de tratamientos con respuestas medíbles. El análisis es similar al estadístico de Kruskal-Wallis y usa la prueba chi cuadrado.



ANOVA paramétrica



3



¿



3



¿Efecto del tratamiento?



3



La ANOVA de una vía compara la varianza atribuida al tratamiento con la varianza intrapoblacional y responde a la siguiente cuestión: "¿Una proporción significativa de la varianza total de los resultados es debida a efectos diferentes del tratamiento?. La ANOVA de dos vías responde a la misma cuestión que la ANOVA de una vía. así como a otras dos: "¿Una proporción significativa de la varianza total es debida a respuestas diferentes de los dos grupos?" y "¿dependen los efectos del tratamiento del grupo que se está tratando?". La ANOVA de medidas repetidas considera también qué porcentaje de la vananza se debe a diferencias entre sujetos.



No paramétrico La ANOVA no paramétrica de una vía de Kruskal-Wallis. como otras técnicas no paramétricas, depende de escalas de datos en lugar de los datos en bruto (SAS Institute Inc.. 1998b: Book, 1977c). Esta técnica trabaja con tres o más grupos de datos con factor único y medidas no repetidas. Las reglas de rechazo de la prueba de Kruskal-Wallis se basan en la distribución e n c u a drado. Esto supone una única restricción en los datos: cada grupo debe tener al menos cinco datos. Los resultados de todos los grupos se ordenan con correcciones para valores iguales, y se calculan las sumas de las escalas de cada grupo. El estadístico Kruskal-Wallis (H) se calcula de la siguiente forma:



La ANOVA de una vía se basa en el estadístico F (véase más abajo) (Book. 1977h; Glantz. 1990c; SAS Institute Inc.. 1998c). El numerador es la vananza calculada juntando todos los resultados (que es equivalente a decir que todos los tratamientos tienen efectos idénticos). El denominador de la prueba F es la media de las varianzas dentro de cada grupo de tratamiento Un valor gran de F indica que la varianza global excede enormemente a la de los grupos individuales; por consiguiente, al menos uno de los grupos de tratamiento difiere significativamente de los demás. La ANOVA de una vía tiene las mismas restricciones que el test t de Student que compara dos grupos: la variable dependiente tiene que ser continua (no categórica o semicuantitativa). las poblaciones subyacentes de cada grupo deben tener una distribución casi gaussiana y las varianzas de cada grupo deben ser prácticamenle iguales. La ANOVA de dos vías también se basa en el estadístico F (Book. 1977h; Glantz. 1990c; SAS Institute Inc.. 1998c). Se calculan tres estadísticos F para evaluar: 1) la proporción de la vananza total que es debida a diferencias entre los grupos de tratamiento (como en la ANOVA de una vía), 2) diferencias entre las clasificaciones de los sujetos y 3) interacciones entre las clasificaciones de los sujetos y los grupos de tratamiento. Las posibles conclusiones de la ANOVA de dos vías se muestran en la Tabla 7-6.



ESTADÍSTICA DE LA UTILIDAD EN LA INVESTIGACIÓN Teorema de Bayes El teorema de Bayes describe matemáticamente la relación entre dos sucesos. Específicamente, el teorema de Bayes calcula la probabilidad (p) de que se produzca el suceso B cuando se ha producido el suceso A (Galen. 1975: Einstem. 1997; Mayewski. 1986).



p(6\A) =



p(A\B) P[B) —— p(A\B)p{B) + p(A\BWB-)



(7-13)



donde B (complemento B) es el conjunto de resultados en A que no están en B. Si sólo son posibles dos resultados entonces p ( f f ) = 1 - p(S). Por ejemplo, el suceso A puede ser un resultado positivo de una prueba de una enfermedad y el suceso B puede ser tener la enfermedad La probabili-
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Tabla 7-7 Tabla de verdad de la prueba experimental Prueba positiva Enfermedad No enlermedad Totales



Verdaderos positivos Falsos positivos Positivos



Prueba negativa Falsos negativos Verdaderos negativos Negativos



Totales Enfermos No e n f e r m o s Sujetos totales



Tabla 7-8 Ejemplo de tabla de verdad Prueba positiva Enfermedad No e n f e r m e d a d Totales



10 (TP) 30 (FP) 40 (P)



Prueba negativa 0 (FN) 9 6 0 (TN) 9 6 0 (N)



Totales 10 (D) 9 9 0 (ND)



Sensibilidad, especificidad y valores predictivos La sensibilidad, especificidad y el valor predictivo del diagnóstico de una prueba positiva se describen en el Capitulo 5. En la notación bayesiana, si el suceso A es tener un resultado positivo de la prueba y el suceso B es tener la enfermedad de interés, entonces la sensibilidad es la probabilidad de A dándose 8 [p(A/B)]. La especificidad es la probabilidad de una prueba negativa (complemento A) dándose no enfermedad (complemento B) \p{MB)]. El valor predictivo de una prueba positiva es la probabilidad de diagnosticar enfermedad dándose una prueba positiva (véase Ecuación 7-14E). El valor predictivo de una prueba negativa es la probabilidad de diagnosticar no enfermedad dándose una prueba negativa: [p(A /B ) = FN/N]. c



r



Eficiencia



1 0 0 0 (TS)



dad de tener la enfermedad es 1% \p{B) 0,01, pfB.) = 0,99]; la prueba es positiva en el 98% de los sujetos que tienen la enfermedad (positivos verdaderos) [p(A I B) = 0,98]; la prueba es positiva en el 3% de los sujetos que no tienen la enfermedad (falsos positivos) [p[A I SJ = 0,3]. Poniendo estos resultados en la Ecuación 7-3 sale una probabilidad de 24.8% de tener la enfermedad cuando el resultado de la prueba es positivo.



La eficiencia del diagnóstico se refiere a la proporción de clasificaciones correctas de enfermedad realizadas por el test. Es la probabilidad de diagnosticar enfermedad cuando la prueba es positiva o no enfermedad cuando la prueba es negativa [(TP + TN)/TS] (Galen, 1975). En la notación bayesiana la eficiencia es p(A/B) p(p(A /B ). La eficiencia es útil especialmente para compara las utilidades clínicas de diferentes pruebas para la misma enfermedad. La eficiencia también se usa para determinar el mejor valor de corte para la clasificación de pacientes enfermos o no enfermos por una prueba. Para muchas pruebas el mejor valor de corte es el que produce la eficiencia más alta. c



c



Tablas de verdad Análisis de la característica receptor-operativa Las tablas de verdad se usan para calcular las probabilidades en la ecuación del teorema de Bayes (Galen, 1975; Einstein, 1997; Mayewski, 1986). En el laboratorio una tabla de verdad (tabla 2 x 2) se usa comúnmente para evaluar la capacidad de una prueba experimental para clasificar a los pacientes correctamente. La prueba experimental debería desarrollarse sobre sujetos en una población determinada de enfermedad conocida (p. ej„ pacientes que acuden a urgencias con dolor de pecho). Los datos se introducen en la tabla de verdad mostrada en la Tabla 7-7: Normalmente, los resultados de las tablas de verdad de una prueba diagnóstico pueden abreviarse de la siguiente manera: TP = positivos verdaderos (true positives), TN = negativos verdaderos (true negatives), FP = falsos posivos,(/a/se positives) FN = falsos negativos (talse negatives), D = sujetos con la enfermedad (disease), ND = sujetos sin la enfermedad y TS = número total de sujetos. Usando el ejemplo anterior del teorema de Bayes con 1.000 sujetos, tendríamos la tabla de verosimilitud mostrada en la Tabla 7-8:



Como se ha mencionado anteriormente y en el Capítulo 5, los diferentes valores limites de una prueba producirán sensibilidades, especificidades, valores predictivos y eficiencias diferentes. El análisis de la característica receptor-operativa se hace mediante las curvas ROC, y muestra los efectos en la sensibilidad y especificidad de diferentes limites (Griner, 1986; Zweig, 1998). La Figura 7-4 muestra la curva ROC para una prueba. Cada punto de la curva representa un valor de corte diferente para la enfermedad de interés. Las mejores pruebas tienen curvas que se mueven hacia arriba y a la izquierda. Una prueba perfecta tendría un valor de corte que produciría un 100% de sensibilidad y especificidad. La distancia entre cualquier punto de la curva y la esquina superior izquierda (100% de sensibilidad y especificidad) es inversamente proporcional a la eficiencia de la prueba de diagnóstico en el nivel de corte elegido. El área bajo la curva estima la eficiencia de una prueba a través de un rango de valores limite. Una prueba al azar (p. ej„ lanzar



El teorema de Bayes puede reescríbirse usando las abreviaturas de la tabla de verosimilitud:



La Ecuación 7-14E da el valor predicitivo de una prueba positiva (véase Cap. 5).



I - Especificidad Figura 7-4. La gráfica de la característica receptor-operativa (ROC) muestra los efectos del cambio de los valores limites en la diferenciación entre enfermedad de no enfermedad.
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u n a m o n e d a ) tendría u n área b a j o l a c u r v a d e 0 . 5 . U n a p r u e b a p e r f e c t a t e n dría un área b a j o la c u r v a de 1.0. P r u e b a s c o n áreas b a j o la c u r v a m e n o r e s d e 0 . 7 n o r m a l m e n t e n o s o n útiles p a r a d i a g n o s t i c a r l a e n f e r m e d a d d e interés. L a s c u r v a s R O C s o n m u y útiles p a r a c o m p a r a r las utilidades clínicas d e múltiples p r u e b a s . Si la c u r v a R O C p a r a u n a p r u e b a está s i e m p r e por e n c i m a y a la i z q u i e r d a de las demás, e n t o n c e s es s u p e r i o r en c u a l q u i e r valor de c o r t e . Si la c u r v a s se c o r l a n (véase Fig. 7-5), e n t o n c e s u n a p r u e b a es s u p e rior a s e n s i b i l i d a d e s a l t a s , la o t r a es superior a e s p e c i f i c i d a d e s altas La mejor p r u e b a dependería de la n e c e s i d a d clínica. L a s p r u e b a s e x p l o r a t o r i a s n e c e s i t a n u n a s e n s i b i l i d a d m u y alta. En el e j e m p l o (Fig. 7-5). la p r u e b a B s e r i a la m e j o r p r u e b a e x p l o r a t o r i a . A u n a s e n s i b i l i d a d d e l 9 7 % . la p r u e b a B tiene un p o r c e n t a j e de f a l s o s positivos más b a j o q u e la p r u e b a A ( 2 8 % frente a 4 0 % ) . L a s p r u e b a s d e confirmación (diagnóstico definitivo) n e c e s i t a n u n a especificid a d a l t a . La p r u e b a A sería la m e j o r p r u e b a de confirmación. A un p o r c e n t a j e de f a l s o s n e g a t i v o s del 2 % , la p r u e b a A t i e n e u n a s e n s i b i l i d a d más alta q u e la prueba B ( 5 9 % frente a 4 7 % ) ,



1 - bspecilicidail Figura 7-5. Gráfica de la característica receptor-operativa (ROC) de dos pruebas. Consúltese texto para la interpretación
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GARANTÍA DE CALIDAD



Propósito y filosofía de la garantía de calidad La garantía de calidad (GC) puede contemplarse como un trípode formando las tres patas un desarrollo del programa, valoración y control, y la mejora de la calidad. Los programas de GC deben dirigir los componentes importantes de los procesos completos de experimentación, valorar y controlar regularmente la calidad (Koepke. 1990), y generar una calidad óptima de los servicios y los productos. La filosofía de fondo de la GC es que la calidad es importante para los clientes, puede valorarse y controlarse, puede ser optimizada, y sus beneficios superan sus costes (Lambird, 1990). La definición o la descripción de la calidad no es fácil. Donabedian definió la calidad de la atención sanitaria utilizando siete características: eficacia y efectividad, eficiencia y optimización, aceptabilidad y legitimidad, y equidad (Donabedian 1990). Las dos primeras características describen la mejor atención y resultados posibles en circunstancias óptimas, y el resultado probable en circunstancias normales. Las dos siguientes características se relacionan con los costes absolutos y relativos de optimización y mantenimiento de la salud. La aceptabilidad y la legitimidad conciernen a l o s deseos, expectativas y valores de los pacientes" y a la comunidad al completo, respectivamente. La equidad va más allá de la legitimidad y considera las necesidades sociales y la distribución de la atención sanitaria. ¿Cómo puede esto ser aplicado a la experimentación de laboratorio'' Primero, el médico debe ordenar mediciones y exploraciones que sean eficaces para el diagnóstico o la valoración de la patología de interés, con una efectividad lo más cercana posible a la eficacia ("estándar de oro") Los costes globales (p. ej., financieros, médicos, psicosociales) de las mediciones de laboratorio deben ser menores de los beneficios esperados. Las mediciones de laboratorio y los estudios deben ser acepta-



156 156



bles tanto para el paciente como para la comunidad (p. ej., los estudios que requieren el sacrificio de animales o la utilización de otros sujetos que no sean el propio paciente pueden no ser aceptados). Finalmente, las mediciones de laboratorio y las exploraciones deben ser desinteresados: disponibles para todos aquellos que los necesiten a un precio aceptable para la sociedad



Componentes de un programa de GC Un programa de GC comienza con la identificación de metas de calidad relevantes (Schifman. 1990) y el compromiso de dedicar los recursos suficientes para encontrarlas Se deben establecer y registrar los planes y los procedimientos para la valoración y el control de la calidad (77ie Jomt Commimsion, 1989; Clark, 1990). Deben desarrollarse y registrarse los procedimientos para responder a una calidad inadecuada y para optimizar esta calidad. También se necesita una planificación para la revisión de la eficacia del programa de GC en si mismo y modificarlo si fuera necesario.



Capacidad



organizativa



No se logra la calidad mediante instrucciones y memorandos dados por los administradores. La organización debe promover activamente la calidad y proporcionar los recursos, el personal y la financiación para poner en práctica un programa de GC eficaz. Cuando la organización al completo enfatiza la calidad, los administradores, responsables y empleados saben que deben dedicar una parte significativa de su tiempo a las actividades de garantía de calidad. Sin este nivel de capacidad organizativa, un programa de GC puede existir inicialmente en papel para satisfacer la documentación necesaria para los administradores y organizadores. Los colaboradores, los clientes y los pacientes no se beneficiarían de un programa de GC superficial. Las organizaciones con una verdadera capacidad para una garantía de calidad pueden proporcionar beneficios y servicios mayores a precios competitivos, y tienen a los clientes y a los empleados más satisfechos.
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Tabla 8-1



Procedimiento en 10 pasos para el control y la valoración según el JCAHO



I 2. 3. 4.



Asignar de r e s p o n s a b i l i d a d e s Delimitar el a l c a n c e de la atención Identificar los a s p e c t o s i m p o r t a n t e s de la atención Identificar los i n d i c a d o r e s d e c a l i d a d por los q u e p u e d e n evaluarse los a s p e c t o s de la atención 5. Establecer los limites p a r a la evaluación de ios d a t o s d e l indicador 6 Recoger y organizar los d a t o s 7, Evaluar la atención; analizar los d a t o s e identificar cualquier problema 8 Actuar p a r a la resolución d e l p r o b l e m a 9. Evaluar la e f i c a c i a de las a c c i o n e s y d o c u m e n t a r el análisis d e l proceso d e G C 10 Comunicar la información relevante a la organización d e l p r o g r a m a CteGC J C A H O . The Joinl Commission on trie Accreditation of Healthcare Organirations.



La necesidad de una capacidad organizaliva (más que departamental o individual) para la calidad se pone de manifiesto cuando se consideran las tendencias hacia el control de la calidad. Por ejemplo, la Joint Commission on the Accreditation ot Healthcare Organizations (JCAHO) actualmente se centra en los procesos interrelaccionados y en las actividades interdepartamentales que giran en torno al aporte de la atención al paciente (Tabla 8-1) (Clark. 1990). Los programas efectivos de GC requieren la cooperación y la participación del personal de múltiples departamentos, disciplinas, y lugares de contacto con el paciente.



Redacción de planes y procedimientos Los programas efectivos de garantía de calidad requieren una planificación y procedimientos reflexivos y bien documentados. Las actividades de un programa de GC necesitan llevarse a cabo sistemáticamente. Si no, no pueden evaluarse las tendencias y las mejoras no pueden ser medidas. Las agencias gubernamentales requieren que los laboratorios clínicos desarrrollen la planificación y los procedimientos y que documenten su utilización. Existen numerosas guías con la estructura y formato que deben seguir los planes escritos de GC.



Ejecución y documentación continuadas Los programas de GC requieren una ejecución continuada. Todos los empleados deben implicarse en la garantía de calidad y optimizar sus esfuerzos. Los procedimientos de GC deben establecer la frecuencia de las acciones o las valoraciones y los mecanismos para documentarlas. Las tareas de GC no documentadas no sastifarán los requerimientos reguladores o administrativos.



Revisiones y evaluaciones Deben llevarse a cabo revisiones y evaluaciones de las actividades de GC para que ésta sea efectiva. Las evaluaciones de los resultados de las actividades de GC permiten la optimización de la calidad (ver más adelante). Las revisiones metodológicas de GC pueden revelar las debilidades o dificultades que puedan ser corregidas.



Optimización continua de la calidad El objetivo principal de un programa de GC es suministrar a los clientes servicios y productos de calidad. La aprobación y ayuda de las instituciones para la optimización continua de la calidad fomentan este objetivo. Los planes de optimización continua de la calidad (OCC) bien diseñados centran la atención en las preocupaciones concernientes a la calidad importantes para los clientes que pueden ser realzadas. En el plan de OCC se identifican los problemas de calidad, se desarrollan procedimientos para valorar su nivel, se la controla, se detectan métodos para su optimización, se llevan a cabo mejoras y se reevalúa la calidad Los programas eficientes de OCC no tienen puntos
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débiles en sus diversos componentes. Los problemas más frecuentes se encuentran en el desarrollo de procedimientos para la valoración precisa de la calidad y en encontrar los medios para optimizar ésta La valoración de la calidad puede implicar costes significativos sin garantías de reembolso o concesiones. Los intentos para optimizar la calidad pueden desencadenar reducciones temporales de la misma mientras los empleados aprenden las cuestiones o procedimientos nuevos. Por estos riesgos, las cuestiones de calidad de los OCC deben seleccionarse juiciosamente.



Objetivos de la garantía de calidad Procesos



preanalíticos



La mayoría de los problemas clínicamente significativos de las pruebas de laboratorio implican a los procesos previos a los análisis. El impacto de los errores anteriores a la analítica puede ser serio. Un médico puede solicitar un estudio erróneo. El paciente puede carecer de la preparación adecuada (p. ej., dieta, ejercicio, medicación) o no seguir las instrucciones completamente (p. ej., recogida de orina de 24 h, recogida de heces durante 3 días). Los procedimientos de obtención de muestras pueden no seguirse de forma correcta (p. ej., un recipiente erróneo, un conservante inadecuado, contaminación durante la recogida, un torniquete demasiado largo durante la flebotomía, calibre incorrecto de la aguja, paciente en decúbito supino en lugar de sentado). Una muestra puede etiquetarse o manejarse mal (p. ej.. almacenarse o procesarse a una temperatura inadecuada, escasa o excesiva centrifugación, trasferencia inadecuada). Por desgracia, muchos programas de garantía de calidad de laboratorios son débiles en la fase previa a la analítica. SOLICITUD DE PRUEBAS La GC en el laboratorio debe comenzar a partir de los procesos de solicitud de pruebas. Deben diseñarse mecanismos para la solicitud de las pruebas (p. ej., formularios de solicitud, impresos en pantalla) para facilitar la solicitud de mediciones y exploraciones a la vez que se reducen los errores. Las solicitudes directas del médico mejoran la exactitud de la petición. Las solicitudes indirectas realizadas por enfermeras o administrativos muestran mayores tasas de errores (Valenstein, 1995). Los errores en las peticiones aumentan cuando lo médicos o los laboratorios utilizan abreviaturas ambiguas. La solicitud de pruebas en los programas de GC deben incluir mecanismos para cuantificar los errores de la misma, identificar las causas que contribuyen a ellos y mejorar sus procesos. RECOLECCIÓN Y TRANSPORTE DE LAS MUESTRAS Los procedimientos redactados correctamente para la recolección y el transporte de las muestras constituyen las bases de la calidad. Los técnicos y auxiliares deben seguir un entrenamiento completo y comprender y seguir los procedimientos. Los aspectos más críticos de la calidad en esta fase son la identificación del paciente y el etiquetado de la muestra correctos. La identificación adecuada puede ser difícil en los niños pequeños o en los pacientes con estado mental alterado, y los procedimientos deben establecer cómo establecer con exaxtitud a todos los pacientes (p. ej., identificadores de muñeca, confirmación de la identidad por los cuidadores o por los parientes). El programa Q-Probes del CAP ha incluido estudios enfocados en el uso hospitalario de muñequeras y su precisión como indicadores de calidad (Renner, 1993). Pueden llevarse a cabo programas similares regularmente. La mayoría de las impresiones de los pacientes acerca de la calidad del laboratorio se basan en sus experiencias con las flebotomías. La flebotomía debe ser un objetivo principal de los esfuerzos de GC previos a la analítica. Los indicadores típicos de calidad incluyen unos índices exitosos de flebotomías, la tasa de venopunciones múltiples en una única recogida de la muestra y los índices de satisfacción de los pacientes. Los problemas con el transporte de la muestra pueden afectar a los resultados del laboratorio o pueden echar a perder las muestras. Los programas de GC deben controlar los tiempos y condiciones del trasporte e identificar las vías para reducir los retrasos y los errores en la manipulación. En las grandes instituciones los estudios de GC justifican frecuentemente los costes de la instalación de sistemas de transporte automáticos, como tubos neumáticos, que disminuyan los tiempos y el trabajo del transporte de la muestra.
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PATOLOGÍA CLÍNICA/MEDICINA DE LABORATORIO



MANIPULACIÓN y ALMACENAMIENTO DE LAS MUESTRAS El problema más serio en la manipulación de las muestras es el fallo en el etiquetado de la misma o de una parte. Sin embargo, otros ejemplos de problemas en la manipulación y el almacenamiento pueden afectar a la precisión del resultado o la utilidad de la muestra. El programa de GC debe centrarse en la identificación y en reducir los pasos erróneos en la manipulación. Las etiquetas con códigos de barras, un equipo de procesamiento automático y sistemas de marcado de las muestras computarizados pueden casi eliminar los errores en el etiquetado o la pérdida de las muestras. Los laboratorios que no puedan permitirse unas soluciones automatizadas completamente para la manipulación y el almacenamiento de la muestra deben dedicar unos recursos significativos para la valoración de la calidad y OCC.



Procesos



analíticos



El control de calidad acumuló históricamente la mayoría de los recursos de una garantía de calidad de los laboratorios. La importancia de la calidad de los resultados analíticos (es decir, precisión, reproducibilidad, resultados en tiempo) es obvia. Los programas de control de calidad aseguran que la calidad analítica se mantenga. La GC del laboratorio se expone más adelante.



Procesos



postanalíticos



En los procesos postanalíticos generalmente se padecen menos problemas de calidad, y éstos son menos graves que en los procesos previos al análisis. Sin embargo, los errores pueden ser serios y significativos. Un informe perdido o el retraso en la información de un valor critico puede arriesgar la atención que recibe el paciente. GENERACIÓN Y ENTREGA DE INFORMES Los programas de garantía de calidad deberían abarcar el diseño, la disposición y la legibilidad de impresos o informes de laboratorio en pantalla. Los informes desorganizados pueden dar lugar a errores en la interpretación de los resultados o a la repetición de las pruebas debido a la incapacidad para encontrar los resultados de las mediciones solicitadas previamente. Los informes ilegibles pueden provocar errores clínicos, por lo que los procedimientos de GC deberían evaluar la legibilidad de los impresos. Aun con el empleo extendido de ordenadores en red, los impresos siguen siendo comunes. Los procedimientos de GC deberían asegurar que la impresión y la entrega de los informes se llevan a cabo según el programa, y que ese programa satisface las necesidades clínicas. INTERPRETACIÓN DE LOS RESULTADOS Y ACTUACIONES POSTERIORES Los informes de los laboratorios pueden ser malinterpretados por los médicos, especialmente si el diseño y la disposición son defectuosos. Es más probable malinterpretar los informes complicados de las pruebas poco comunes. Este problema se agrava cuando los laboratorios tratan de introducir los informes de los laboratorios de referencia dentro de los campos de datos de formato distinto al del sistema de información de su laboratorio. Los programas de GC deben revisar los informes de muestra de todas las pruebas de laboratorio y evaluar la legibilidad y facilidad de interpretación, Se debe consultar a los colaboradores clínicos para determinar sus necesidades y expectativas.



Pruebas de competencia externa Los programas eficaces de GC de los laboratorios incluyen unos componentes como pruebas de competencia externa (PC). Las pruebas de competencia externa asisten, evalúan y controlan múltiples componentes de la calidad, especialmente analíticos y previos a los análisis.



paración, los laboratorios elaboran las mediciones apropiadas sobre el material de PC. Los laboratorios remiten los resultados a los proveedores de PC. Se comparan los resultados con los de otros laboratorios que utilicen unos métodos similares (en un peer group), con los resultados obtenidos por los laboratorios del evaluador o con un valor conocido probado. Los laboratorios pueden utilizar estos resultados de PC externas para evaluar su precisión analítica. Las pruebas de competencia externa también pueden enfocarse hacia los procesos pre o postanalíticos. Los programas Q-Probes y Q-Tracks del College of American Pathologisls tienen frecuentemente como objetivo estas áreas (Howanitz, 1990; Bachner, 1990). Otros proveedores tienen programas similares. Estos programas implican una recogida de los datos y la subordinación de múltiples laboratorios. Los resúmenes y los informes comparativos se envían a los participantes.



PC externas y acreditación La legislación federal en Estados Unidos requiere la acreditación de estos laboratorios clínicos (U.S. Department of Health and Human Services, 1992). Los requerimientos para la acreditación incluyen el desarrollo, el mantenimiento y la documentación de un programa de GC eficaz que incluya unas pruebas analíticas de competencia externa. Sólo los proveedores de los programas de PT aprobados por la Health Care Financing Administration (HCFA) cumplen los requerimientos federales.



Valoración de la eficacia de la GC Se necesita evaluar la eficacia del programa de GC en si mismo. ¿Están todos los aspectos de calidad importantes incluidos en el programa de GC? ¿Los mecanismos para evaluar la calidad son efectivos, eficientes y asequibles? ¿Se mejora la calidad o se mantiene a un nivel elevado? ¿Opinan nuestros clientes que el nivel de calidad es satsfactorio? Estas cuestiones deben preguntarse y responderse periódicamente. (La legislación federal de Estados Unidos requiere una revisión anual de los programas de garantía de calidad). La revisión de los procedimientos de GC puede revelar también si están duplicados o devaluados. Estos procedimientos pueden interrumpirse.



Evaluación continua de los procesos de optimización Las dificultades, las tendencias a los errores o los procesos críticos deberían ser los objetivos principales de los procedimientos de GC y de los esfuerzos de OCC. El fallo en la optimización requiere una reevaluación de los procedimientos de GC y de OCC: este error puede estar provocado por unos esfuerzos ineficaces de OCC o porque el proceso no se ha controlado completamente por el laboratorio. Es en esfa última condición donde pueden realizarse más esfuerzos en colaboración. Un ejemplo de esto es el tiempo de recogida de la muestra en las determinaciones de la concentración de fármacos terapéuticos. Se requiere la coordinación entre los farmacólogos, las enfermeras y los encargados de la extracción para desarrollar un proceso de GC y de OCC eficaz que ofrezca una calidad aceptable.



Valoración de la satisfacción de los clientes La interpelación a los clientes sobre su satisfacción con uno o más aspectos de los servicios del laboratorio puede ser un componente importante de un programa de GC. Se puede preguntar a los clientes en el momento del servicio o más adelante. Las cuestiones pueden hacerse presencialmente, por teléfono o mediante un cuestionario por escrito. La formulación de las preguntas y la escala de puntuación son factores importantes en la eficacia de la encuesta sobre satisfacción (Pope, 1997; Fottler, 1997; McGee, 1999).



Estudios de resultados Tipo y usos de las PC externas Las cuestiones de tipo analítico son los tipos más frecuentes de pruebas de competencia externa. Numerosos proveedores proporcionan las pruebas que abarcan todas las disciplinas y subsecciones de la experimentación en laboratorio. Los proveedores de PC envían típicamente a los laboratorios especímenes de prueba (que pueden requerir la reconstrucción, la dilución u otros pasos de preparación) para los análisis. Tras la reconstrucción y la pre-



Los estudios de resultados examinan la relación entre uno o más componentes de la atención sanitaria y uno o más resultados (p. ej., mejora de la salud, tasas de detección de la enfermedad, intensidad del dolor, estancia hospitalaria). El JCAHO enfatiza sobre la necesidad y la utilidad de los estudios de resultados. El laboratorio clínico estará implicado en la mayoría de los estudios de resultados, ya que las pruebas de laboratorio constituyen un componente importante de muchas visitas en la atención al paciente.
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G A R A N T Í A DE C A L I D A D DEL L A B O R A T O R I O C L Í N I C O



CONTROL DE CALIDAD Propósito y filosofía del CC Los procesos de control de calidad aseguran la precisión y la reproducibilidad de los resultados del laboratorio. Es necesario que los procesos de control de calidad comparen la efectividad de la detección del problema frente al coste del CC (p. ej., la realización, los materiales de CC, los reactivos, los retrasos en el tiempo). Un programa bien diseñado de CC potencia al máximo la eficiencia, reduce al mínimo los costes globales del laboratorio y asegura una precisión y reproducibilidad clínicamente aceptables. Los procesos de control de calidad pueden concebirse como las pruebas diseñadas para evaluar la "salud" de un método analítico. (Los resultados del control de calidad serán "aceptables" cuando el método es "saludable" y se lleva a cabo con unos límites de error admisibles. Los resultados de control de calidad serán "inaceptables" cuando el método está "enfermo" y muestra un error excesivo.) Las pruebas de control de calidad, como las pruebas médicas, tienen ocasionalmente resultados falsos positivos o falsos negativos. Las pruebas de CC tienen que ser optimizadas para lograr una eficiencia diagnóstica máxima.



Establecimiento de los objetivos del CC La determinación de los objetivos en el CC es el primer paso en el diseño de un procedimiento analítico de CC. Los objetivos del control de calidad dependen de la exactitud y precisión necesarias, y del error total del método analítico en cuestión. Los factores que afectan a estas condiciones se describen más adelante.



Relevancia médica Las necesidades clínicas son los factores más importantes que afectan al establecimiento de objetivos del CC. Las necesidades clínicas de precisión y reproducibilidad dependen de la importancia médica del análisis, de la variación biológica entre los distintos pacientes, y de la magnitud del cambio asociado a las enfermedades relevantes (Fraser, 1992; Petersen. 1988: Tonks. 1963; Lott, 1991). Por ejemplo, el sodio sérico tiene una gran importancia médica, presenta una variación biológica mínima en circunstancias normales (-1%) (Fraser, 1992), y los cambios de sólo un 4 % pueden indicar problemas de salud, Por otro lado, los triglicéridos en el suero tienen una importancia médica moderada, muestran una variación biológica amplia (-25%) (Fraser, 1992), y se necesitan grandes cambios para diagnosticar un problema de salud. Por lo tanto, las metas del control de calidad para las determinaciones de sodio deben ser mucho más estrictas que para los triglicéridos. Se han desarrollado fórmulas y reglas para calcular las necesidades de exactitud y de precisión basadas bien en las variaciones biológicas o bien en la amplitud del intervalo de referencia analítica (ESarnett. 1968: Fraser, 1987; Ross, 1995) Una regla típica es que el error analítico total (expresado como el coeficiente de variación) debería ser menor que la mitad de la variación biológica. Se eligen los métodos analíticos que puedan lograr la exactitud y la precisión requeridas, y se diseñan los protocolos de CC para asegurar que el error total se mantiene entre los limites preestablecidos. La metodología de las pruebas existentes es capaz de encontrar los límites de error total médicamente relevantes para muchas determinaciones. Las determinaciones de poca importancia como el calcio y el bicarbonato tienen errores totales que superan las necesidades médicas en casi lodos los analizadores.
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dades clínicas manteniendo las tasas de rechazo lo más bajas posible. (Westgard. 1986). Se aborda el tema de la optimización del CC en muchas publicaciones, asi como en numerosos foros de discusión, libros de texto y programas de software (Westgard, 1986,1994,1996; Cembrowsky. 1989.1996; Koch, 1990). El primer paso en la optimización del CC (es decir, potenciar al máximo los resultados aceptables de los pacientes mientras se reducen al mínimo los gastos y los rechazos falsos) es elegir la me|or metodología (es decir, instrumental y combinaciones de reactivos). Por ejemplo, se puede decidir sobre la base de las necesidades clínicas, que el error total para el sodio sérico debe ser menor del 2%. Si el instrumental tiene una imprecisión inherente del 1,5%. la probabilidad de que el error total exceda del 2% es muy elevada. Las tasas de rechazo en curso serán altas, los gastos de CC serán elevados, y los tiempos de espera de los resultados del paciente aumentarán debido a los frecuentes rechazos y a los problemas metodológicos. Un instrumental con una imprecisión del 0,5% será probablemente una elección mejor, incluso cuando los cosles del reactivo y del instrumental sean más elevados. El segundo paso en la optimización del CC es caracterizar los tipos de problemas más frecuentes que afectan a la metodología. Los problemas pueden clasificarse de forma general en aquellos que afectan a la precisión (p. ej., la reproductibilidad del pipetado, las variaciones de la temperatura, las mezclas incompatibles, la limpieza inconstante de los métodos ópticos) y los que afectan a la exactitud (p. ej., la degradación del reactivo, el medio analítico, la alteración del reactivo o del volumen de la muestra, cambios en la temperatura de reacción). Las reglas de CC pueden elegirse entonces en base al tipo de problema (véase más adelante). El tercer paso en la optimización del CC es valorar la estabilidad del método. Los métodos estables muestran cambios mínimos en la exactitud o la precisión durante largos períodos de tiempo. Los métodos estables requieren ser testados para el CC con menor frecuencia que los métodos inestables. Conviene destacar que la normativa gubernamental pueden poner un limite menor en la frecuencia de las pruebas de CC (normalmente es una vez al día). Una consideración importante en lo que respecta a la frecuencia de las pruebas de CC es el impacto clínico y financiero de la detección tardía de los errores. Por ejemplo, se puede tener un método muy estable para la glucosa que sea testado para su CC sólo una vez al día. Si se descubre un problema serio muchas horas después de unos resultados aceptables en su CC. entonces puede necesitarse repetir los resultados de muchos pacientes. Los médicos pueden haber actuado frente a unos resultados de glucosa incorrectos hasta que se descubriese el problema. Los métodos no tradicionales de CC que utilizan los resultados de los pacientes pueden ayudar a evitar situaciones como esta (véase más adelante).



Materiales de control de calidad Los protocolos de CC en cuanto a la fabricación se apoyan en el muestreo del producto en cuestión a intervalos específicos y la valoración de sus cualidades (p. ej., dimensiones, peso, rugosidad, color). Las especificaciones del producto elaborado se conocen previamente, y las tolerancias se basan en las necesidades de los clientes. Las pruebas del laboratorio clínico son muy diferentes de los aparatos de elaboración. Aunque se conozca el tipo de muestra (p. ej., sangre, suero, orina), las especificaciones (p. ej., concentraciones del compuesto, recuentos celulares, actividades enzimáticas) son desconocidas. No se puede valorar la calidad con un muestreo por cada 20 a 50 muestras de los pacientes. Para solventar este problema, los laboratorios utilizan los materiales del control de calidad con unas propiedades específicas.



Propiedades ideales Equilibrio entre la detección del error y el rechazo falso Los protocolos de CC nunca pueden detectar todos los errores que exceden de los objetivos del CC (


El material ideal para el control de calidad debería mostrar las siguientes características: Asemejarse a las muestras humanas apropiadas (p. ej., sangre, plasma, suero, liquido cefalorraquídeo [LCR], orina) Sin efectos de la base o estables, con efectos de base conocidos Estables durante períodos de tiempo prolongados sin conservantes que interfieran o con necesidades especiales para su conservación Sin enfermedades trasmisibles (p. ej., bacterias, hongos, virus o priones) Concentraciones conocidas del compuesto
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P A T O L O G Í A C L Í N I C A / M E D I C I N A DE L A B O R A T O R I O



Cantidad elevada de usuarios que aporten datos para las reservas comparativas Empaquetado adecuado para facilitar la dispensación y el almacenamiento No costosos Como el propósito de las pruebas de control de calidad es valorar la exactitud de los resultados de los pacientes, la necesidad de que los materiales del CC sean semejantes a las muestras de los pacientes es obvia. Los controles basados en una base distinta (p. ej„ acuosa frente a suero, fluorocarbono frente a sangre completa, animal frente a humano) pueden no detectar los problemas que afectan a las muestras humanas o pueden mostrar problemas analíticos aun cuando los resultados de las muestras de los pacientes sean correctos. Mediante un material de CC apropiado se pueden disminuir los efectos de la base. Los efectos de la base se producen cuando mediante un método se obtienen distintos resultados para un mismo elemento analizado debido solamente a un cambio en la base de la muestra. Por ejemplo, un mmunoensayo diseñado para dar resultados correctos en una muestra de suero puede ofrecer unos resultados imprecisos en una muestra acuosa. Un producto de CC que no se presente en una base de suero sería de poco valor. La estabilidad del material de CC permite su utilización a largo plazo. De forma ideal, el mismo número de lote de un material de CC debe ser útil durante años. Esto permite un seguimiento prolongado de los resultados del CC con la capacidad de identificar los pequeños cambios en el tiempo. Una prolongada vida continuada también disminuye los costes del CC, ya que los objetivos del CC deben determinarse con cada lote nuevo de material de control. Las razones para pretender que los materiales de CC estén libres de enfermedad son obvias. Sin embargo, lodos los materiales de CC se consideran potencialmente infecciosos y se deben tratar como las muestras de los pacientes, utilizando las precauciones universales. Los materiales de CC pueden etiquetarse como probados o no probados, y normalmente los primeros son más caros. Los materiales de control probados son útiles ya que los medios para sus objetivos pueden establecerse micialmente en base al valor probado. Los controles probados proporcionan una indicación mejor de la precisión analítica que los controles no probados. Muchos fabricantes de materiales de CC proporcionan programas en los que los laboratorios envían los resultados de CC de forma regular (normalmente una vez al mesl) y reciben informes en los que se comparan sus resultados de CC (medias y desviaciones estándar) con las de otros usuarios semejantes de los mismos materiales de control. Estos informes son extremadamente útiles. Si los resultados de los CC se diferencian en gran parte de los resultados de los laboratorios que utilizan unos métodos similares, hay un problema del método o un problema del material del CC. Por ejemplo, el material de CC puede haber sufrido demasiado calor o frió durante el transporte o el almacenamiento. Esto puede alterar la actividad enzimálica o la estructura de las inmunoglobulinas. Los dos últimos requerimientos para un material de CC ideal también son obvios. El empaquetamiento correcto disminuye el trabajo necesario para las pruebas de CC y disminuye el gasto y los residuos.



Principios de utilización Los protocolos de CC deben especificar cuándo y cómo deben probarse los materiales de control. Hace décadas, la mayoría de las pruebas se realizaban en bloques. El bloque consistía en un reactivo virgen, estándares o calibradores, materiales de control y muestras de los pacientes. Típicamente, los especímenes se disponían en este orden. En ocasiones a los bloques grandes se les añadían materiales de control en el medio o al final del bloque. No se publicaban los resultados de los pacientes del bloque a menos que la calibración fuese exitosa y los resultados del CC estuvieran dentro de los límites aceplables. Hoy en día, se prueban pocas sustancias a analizar mediante bloques. Muchos instrumentos funcionan continuamente a lo largo del día y son capaces de examinar los especímenes de los pacientes en cualquier momento (acceso aleatorio). Los materiales de control funcionan a intervalos definidos basados en espacios de tiempo (p. ej.. cada ocho horas) o en cantidad de muestras de los pacientes (p. ej.. cada 50 muestras). El problema aquí es qué hacer cuando los resultados del CC quedan fuera de los límites aceptables.



Los resultados de los pacientes |usto después del fallo del CC pueden ser incorrectos. Tras identificar y solucionar el problema, pueden tener que repetirse. La mejor forma de reexaminarlas es en orden cronológico inverso hasta que los resultados repetidos no se diferencien significativamente de los resultados originales.



Técnicas de CC para resultados cuantitativos La mayoría de la bibliografía de CC se relaciona con los métodos cuantitativos. Las técnicas enumeradas más adelante se describen en muchas publicaciones.



Media y límites de los objetivos La primera tarea en la preparación de un material de control para su utilización es establecer su media de objetivos. Una vez que se elige la media de los objetivos, se establecen los limites en base a las metas del CC (véase más adelante). ESTABLECIMIENTO DE LOS VALORES Los limites del CC pueden establecerse como una diferencia fija a partir de la media de los objetivos o como un múltiplo de la desviación estándar de los resultados del material de control a lo largo del tiempo. La mayoría de los laboratorios usan en realidad una combinación de las dos técnicas. La desviación estándar de un material de control nuevo se determina cuando se conoce que el método se está llevando a cabo de forma correcta. Tipicamente, se utilizan 20 resultados de control en al menos 5 procesos diferentes para establecer la desviación estándar (DE) del material de control. Entonces se utiliza la desviación estándar para establecer los límites de control fijos (como ±3 DE a partir de la media del objetivo). Pocos laboratorios utilizan una desviación estándar "funcionante'' continuamente calculada para establecer sus limites de control (un procedimiento frecuente en los procesos de control estadístico de la fabricación). En un material de control pueden establecerse más de una vez los límites cuando se utilizan múltiples reglas (véase más adelante). Cuando se utiliza una regla única de un protocolo de CC. los límites superior e inferior se basan en el balance entre las necesidades de detección del error y el deseo de evitar los rechazos falsos. Un estudio de CAP Q-Probe mostró que los laboratorios eligen tipicamente los limites de 2,2 a 3,2 veces la desviación estándar (Steindel, 1998). GRÁFICOS DE LEVEY-JENNINGS Los gráficos de Levey-Jennings (LJ) exponen datos del control de calidad en el tiempo (Levey, 1950). Un eje es el tiempo o procesos numerados secuenciales. El otro eje es el valor de cada resultado de control de calidad. Este eje se centra típicamente alrededor de la media de objetivos con los limites de control superior e inferior marcados para una me|or visualización (Fig. 8-1). Los gráficos LJ permiten a los analistas ver los resultados de CC durante semanas o meses. Pueden identificarse las tendencias y los patrones. En el ejemplo que se muestra en la Figura 8-1 puede reconocerse un patrón en dientes de sierra. El método tenia un intervalo de dos semanas entre las calibraciones, pero parece que esta calibración comienza a cambiar después de alrededor de 9 dias. Los gráficos de LJ también permiten a los analistas aplicar múltiples reglas ( véase más adelante) con el uso de un ordenador.



Métodos CUSUM Los métodos de suma acumulativa (cumulative sum) se utilizan sólo por un pequeño porcentaje de laboratorios clínicos (Steindel, 1998). Los métodos CUSUM calculan la diferencia que aparece entre los resultados de CC y las medias de objetivos (Ewan, 1963). El método CUSUM más frecuente se denomina máscara-V {V-mask), debido a que la marca de resultados aceptables de CUSUM en el tiempo se manliene en una oblicuidad en V (Fig. 8-2). Cuando se realiza un método analítico de forma correcta, el valor de CUSUM fluctuará sobre cero o aumentará lentamente a lo largo del tiempo. La magnitud de la fluctuación será pequeña. Un método analítico con sesgo mostrará valores de CUSUM que aumenten o caigan rápidamente a lo largo del liem-
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Figura 8-1. Gráfica de control de Levey-Jennmgs que muestra los resultados de control diarios durante dos meses. Las líneas grises verticales indican recalibraciones. El método muestra sesgos positivos aproximadamente nueve días después de la recahoración. lo que indica la calibración o la inestabilidad del reactivo.



po. Un método analítico con poca precisión mostrará grandes fluctuaciones en los valores secuenciales de CUSUM. Los valores de CUSUM identifican con claridad los problemas de sesgo. Los métodos de CUSUM. si no se analizan cuidadosamente en busca de fluctuaciones, son relativamente insensibles para identificar problemas de precisión.



Reglas múltiples (Westgard) Westgard se dio cuenta de que el uso de los límites simples de control superior e inferior carecía de poder para identificar problemas analíticos (Westgard. 1981). Para mantener una tasa aceptable en la detección de errores, los limites de control deben ser estrechos y la frecuencia del análisis de control debe ser alta. Westgard observó que los protocolos de CC de reglas simples ignoraban los datos previos y los dalos obtenidos de forma simultá-



nea en otros métodos de control. Desarrolló un conjunto de reglas que utilizaban esta información. Utilizando reglas múltiples, pueden incrementarse las tasas de detección del error sin aumentar la tasa de rechazo falso. Se ha desarrollado una nomenclatura para describir las reglas múltiples. Cada descripción de la regla tiene la forma de A . A puede ser el número de resultados de control que se necesita para poner en práctica la regla (p. ej., 1,2,10) o bien la letra R (de rango). El subíndice b consiste en uno o dos símbolos que describen la estadística que se aplica a los resultados de control (p. ej., 2„ = 2 DE, T = tendencia, x = media de objetivo). La descripción simbólica del equipo de multirreglas de Westgard es: 1, „ 2-,„, R . 4,,, y 10.. Esto se traduce en un aviso cuando un único valor de control es mayor de 2 DE a partir de la media de objetivo y el rechazo que aparece cuando se viola cualquiera de las otras reglas. Estas reglas se aplican de forma secuencial. y los criterios de rechazo se describen más adelante. tl



M



SECCIÓN I



154



•



P A T O L O G Í A C L Í N I C A / M E D I C I N A DE L A B O R A T O R I O



1 - Cualquier resultado control mayor de 3 DE a partir de la media de objetivos. 2^ - Los dos últimos resultados de control (o dos resultados del mismo proceso, incluso en diferentes materiales control! son mayores de 2 DE de la media de objetivos. R. - La diferencia entre resultados control sucesivos es de 4 DE. 4 , - Los últimos cuatro resultados control sucesivos superan x + Id o son menores deX - 1d. 10T Los últimos resultados control consecutivos están en el mismo lado que la media de objetivos. M



0



Los equipos de multirreglas de Westgard pueden modificarse añadiendo o quitando reglas, cambiando los limites que actúan en una regla (p. ej.. 1 ) o cambiando el número de resultados control comprobados mediante las reglas (p. ej.. 12.). Cada modificación altera la tasa de detección del error y la tasa de rechazo falso. Estos factores también pueden ajustarse cambiando el número de controles por proceso (para los análisis en bloques) o la frecuencia de las pruebas de control. 3IL)



Protocolos de CC para las pruebas cualitativas y semicuantitativas Se ha publicado poco sobre los protocolos de control de calidad para las pruebas cualitativas. Los requerimientos en la documentación y las revisiones son los mismos que para los métodos cuantitativos, aunque no pueden calcularse las medias y las desviaciones estándar. Para las pruebas binarias (p. ej., positivo o negativo, presente o ausente, reactivo o no reactivo) los resultados control son aceptables o inaceptables. Los resultados inaceptables requieren la evaluación del método de la prueba para la propia técnica, caducidad del reactivo, problemas con la muestra y sustancias que interfieran. Debería evaluarse también la viabilidad del material de control propiamente. Las pruebas semicuantitativas utilizan frecuentemente categorías numéricas (p. ej., 1+, 2+) o títulos de dilución (p. ej., 1:8, 1:32). Los resultados control generalmente deben encontrarse en el valor objetivo o una "unidad" sobre el mismo. Por ejemplo, una tira reactiva de orina que mide la sangre debe graduarse como negativo, 1+, 2+, 3+ o 4 * . El control elevado tiene un valor objetivo de la sangre de 3+. Un resultado de 1+ seria inaceptable. Un único resultado de 2+ sería aceptable. Si dos resultados de controles elevados secuenciales es de 2+. debe evaluarse el método en busca de problemas potenciales.



Técnicas de CC que utilizan los datos de los pacientes Los procedimientos de control de calidad tradicionales sufren numerosas debilidades. Entre estas se incluye una baja probabilidad de detección de errores incompatibles, no detectar los errores que afectan sólo a la muestra de un paciente (p. ej., muestra incorrecla, sustancias que interfieren, dilución de líquidos intravenosos, o volumen de muestra insuficiente debido a hiperviscosidad, pequeños coágulos o burbujas de aire), y costes extra en el procesamiento y en los suministros cuando los materiales de control se prueban con frecuencia (Steindel, 1998: Howanitz. 1997). Muchos de estos puntos débiles pueden superarse mediante el uso de técnicas de CC adicionales basadas en los datos de los pacientes. Estas técnicas trabajan con resultados de muestras de pacientes individuales o con múltiples pacientes. Las ventajas incluyen la ausencia de costes de los suministros, utilidad con un elevado porcentaje de especímenes y una gran batería de pruebas, la capacidad para detectar los problemas específicos del espécimen y la capacidad para identificar los problemas esporádicos que producen grandes errores.



Pacientes



individuales



Las técnicas de CC que trabajan con muestras de pacientes individuales pueden detectar muchos de los errores que se han citado anteriormente Algunas de las técnicas funcionarán con una única muestra de un paciente. El procedimiento de verificación delta requiere unos resultados previos de prueba para su comparación.



LIMITES FISIOLÓGICOS Las reglas para los límites fisiológicos buscan resultados que se encuentren más allá de lo esperado en una persona viva (p. ej., sodio sérico >200 mmol/l), Estos limites pueden aplicarse a muchas pruebas bioquímicas y hematológicas. Las reglas de los limites fisiológicos (referidos en ocasiones como un valor absurdo) ayudan a detectar la contaminación o dilución de la muestra, un volumen insuficiente de la misma, un volumen del reactivo inapropiado. problemas repentinos importantes con el método, o recogida o trasmisión incorrecta del resultado. En las unidades de cuidados intensivos pueden sobrepasarse los limites fisiológicos en pacientes vivos en raras ocasiones, pero estos pacientes normalmente tienen múltiples sustancias con resultados lejos de los intervalos de referencia normales. VERIFICACIONES DELTA Las verificaciones delta son la técnica más utilizada de CC basadas en los pacientes. Las verificaciones delta requieren la informatización de los datos de prueba de forma que los resultados emergentes puedan compararse con los resultados anteriores (la recuperación manual podría ser muy costosa). Muchos sistemas de información de los laboratorios permiten a los usuarios establecer los límites de las verificaciones delta basándose en variaciones absolutas (p. ej., una variación en el potasio sérico de 1.5 mmol/l) o en variaciones porcentuales (p. ej., variación de la albúmina sérica en un 40%), Los limites de la verificación delta funcionan mejor cuando pueden ajustarse basándose en un intervalo de tiempo retrospectivo (p. ej.. vanación del potasio sérico de 1,5 mmol/l si el espécimen previo es de hace siete días. 2,0 mmol/l si han pasado más de siete días) (Ladenson, 1975). CORRELACIÓN CON OTRAS PRUEBAS Muchas órdenes de laboratono consisten en grupos de medidas relacionadas, referidas con frecuencia como perfiles de un sistema orgánico o como perfiles relacionados con una enfermedad. Las mediciones de un perfil pueden examinarse en busca de valores incongruentes. El ejemplo más frecuente de esta técnica es el cálculo del "hiato amónico" basado en resultados de electrólitos (hiato aniónico = [Na] + [K|- [Cl]- |HC03J). Los resultados del hiato aniónico que quedan fuera de un rango especifico pueden indicar errores en uno o más de los resultados de los electrólitos (Whitehurst, 1975). Pueden evaluarse otros perfiles de forma similar. Los ejemplos incluyen los perfiles de lesión hepática (la elevación de alanina ammotransferasa [ALT] debe acompañarse de una elevación similar [menos de dos veces de diferencia] de la aspartato ammotransferasa [AST]), los perfiles tiroideos (los resultados deben ser compatibles con el proceso clínico esperado), los perfiles de lesión tisular (la elevación de la creatinma-aninasa debe acompañarse de un aumento de la AST o de lactato dehidrogenasa), los perfiles biliares (la elevación de la bilirrubina conjugada debe acompañarse de un aumento de la y-glutamil traspeplidasa [GGT] o de la losfatasa alcalina [FALJ), y los recuentos hematológicos completos (el porcentaje del hematocrito debe ser aproximadamente tres veces los gramos de hemoglobina por litro). Las reglas de correlación pueden integrarse en los ordenadores de los laboratorios con sistemas expertos basados en las reglas o pueden ser aplicados por los técnicos durante el proceso de verificación. Estos tipos de protocolos de CC pueden delectar los principales problemas analíticos, las mezclas en los especímenes o los contaminantes que afectan a algunas (no a todas) de las pruebas en los perfiles, o la recogida o trasmisión incorrectas de uno o más resultados.



Pacientes



múltiples



Las técnicas de CC que utilizan resultados de múltiples pacientes para una única sustancia pueden aplicarse de forma inmediata (p. ej., el desplazamiento de la media de Bull para los parámetros hematológicos [Bull. 1974]) o de forma retrospectiva. Las técnicas de CC basadas en las medias o medianas funcionantes tienen una utilidad limitada en las operaciones del día a día. La técnica de Bull del desplazamiento de la media para los parámetros hematológicos no es eficaz en la mayoria de los laboratorios (Lunetzky, 1987). Sin embargo, el examen de grandes bloques de datos, en
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especial tras excluir los datos de ciertos tipos de pacientes (p. ej., diálisis renal, unidades de cuidados intensivos y oncologías), puede revelar pequeños sesgos o tendencias (Cembrowsky, 1984). Una técnica sigue mensualmente las medias o medianas del paciente en el tiempo. Las sustancias analizadas con diferencias significativas basadas en la edad o en el sexo requieren que los datos mensuales sean diferenciados mediante los parámetros apropiados. Las medianas mensuales pueden ser afectadas por los cambios en el número de lote del reactivo, el instrumental nuevo, o los cambios en la base de población de los pacientes (p. ej., clientes nuevos como son las residencias de ancianos).



Gestión de los acontecimientos fuera de control Los resultados del control de calidad que violan las reglas establecidas o los resultados de los pacientes que superan los limites de las verificaciones delta o los limites fisiológicos constituyen un acontecimiento fuera de control. Los laboratorios deben establecer guías generales y específicas de cada método para la gestión de los acontecimientos fuera de control. Los pasos recomendados para esta gestión se explican más adelante.



Valoración de la necesidad de repetir las pruebas de los pacientes Una vez que se ha restablecido aceptablemente la ejecución, deben tomarse la decisión de repetir las pruebas de los pacientes. Las pruebas en bloques no presentan ningún problema. No se habría informado de los resultados de del proceso en bloque fuera de control, y se repetiría el proceso completo. Los analizadores de procesos continuos representan un gran reto. La primera pregunta que se hace es si la magnitud del error es clínicamente significativa. Si los protocolos de CC se han diseñado de forma correcta, esto será casi siempre cierto. La segunda cuestión es si el error afecta a lodos los resultados de los pacientes o sólo a aquellos en un cierto rango, (p. ej., un problema de la curva de calibración que causa un sesgo sólo en los resultados de glucosa >150 mg/dl) Si se requiere la repetición en cualquier paciente, el abordaje más eficaz es comenzar a repetir los especímenes de los pacientes apropiados en un orden cronológico inverso, comenzando por el hecho que queda fuera de control. Se continúan repitiendo los especímenes sucesivamente hasta que no haya diferencias clínicamente significativas entre los resultados repetidos y los resultados iniciales.



Valoración de la naturaleza y gravedad del problema



Valoración de la efectividad del CC



La revisión de los resultados de control de calidad actuales y recientes con frecuencia permite la categorización del error como aleatorio (imprecisión), sistémico (sesgo) o mixto. Debe determinarse la magnitud y la duración probable del problema.



Una parte del programa de GC implica la valoración de electividad de los protocolos de la GC. La efectividad del CC debe evaluarse algunas semanas o meses después de comenzar un nuevo protocolo y a partir de entonces aproximadamente una vez al año.



Localización de fallos basándose en los resultados de CC



Tasas de rechazo previstas frente a las reales



La respuesta más frecuente ante un resultado fuera de control es volver a procesar el control o el espécimen del paciente que viola la regla de CC. El segundo abordaje más frecuente para los análisis en bloque es repetir inmediatamente el proceso completo. Estos abordajes son fundamentalmente defectuosos. La única razón aceptable para repetir inmediatamente el proceso de los materiales de control o de las muestras de los pacientes es cuando la causa más probable del hecho fuera de control se debe al espécimen en sí mismo (p. ej.. coágulos, bolsas de aire, muestras pequeñas, degradación en el tiempo). La repetición inmediata del proceso de los materiales de control y que éste se acepte si se encuentra ahora dentro de los límites aceptables cambia las reglas de CC. Por ejemplo, si un método utiliza una regla simple de 1 „ „ y el analista repite siempre los materiales de control cuando se superan los limites, la regla real de CC se ha variado a 2 Esta nueva regla ha disminuido sustancialmente las tasas de detección del error.



Todos los protocolos de GC tienen unas tasas de rechazo (falsos positivos) teóricamente mínimas basadas en las reglas de CC y el número de muestras de CC probadas. Por ejemplo, un protocolo de CC que utiliza dos niveles de materiales de control y una regla de 1 „. debe tener una tasa mínima de rechazo de 2.46% (La probabilidad de que un control sea mayor de 2,5 d a partir de su media de objetivos es de 1.24% cuando el método se realiza de forma correcta). La tasa de rechazo real debe ser mayor, ya que comprende los rechazos falsos y verdaderos. Una tasa de rechazo mucho más elevada de la mínima teórica indica que el método es propenso a tener problemas o que la desviación estándar actual es mayor que el valor utilizado para establecer los límites de control. Una lasa de rechazo menor de la mínima teórica indica que la desviación estándar real es menor que el valor utilizado para establecer los límites de control.



Otro abordaje erróneo de los acontecimientos fuera de control es realizar siempre una secuencia de pasos como obtener reactivos frescos, realizar labores de mantenimiento, o recalibrar el método. Este abordaje puede suponer una pérdida de tiempo y recursos, ya que no está enfocado al problema concreto. La localización de los fallos debe basarse en el tipo de error. Los errores aleatorios indican que se deben examinar los factores que afecten a la precisión. Estos incluyen las fluctuaciones en los volúmenes de la muestra o de los reactivos, el exceso de temperatura o las fluctuaciones en el voltaje, suciedad de los métodos ópticos y la mezcla deficiente de la muestra o los reactivos. Los errores sistémicos indican que deben examinarse los factores que afectan a la exactitud. En estos se incluyen la estabilidad de la calibración, la degradación de los reactivos, la dirección de la espectofotometría o potenciometría, volumen incorrecto de la muestra o del reactivo y la colocación incorrecta del instrumental.



El proceso de control de calidad está diseñado para detectar los enores lo suficientemente importantes como para afectar a la atención sanitaria de los pacientes. La efectividad final de un programa de control de calidad se refleja en las tasas de error verdadero. Los estudios de correlación clínica retrospectivos puede ayudar a determinar el error real de un método. Este procedimiento comporta un trabajo intensivo y normalmente se reserva para los métodos sospechosos de tener tasas elevadas de errores no detectados. Los resultados de la sustancia analizada se correlacionan con otras pruebas de laboratorios y con la historia, exploración física y otras informaciones médicas del paciente. Los estudios prospectivos de correlación clínica pueden realizarse mediante el acceso inmediato a los datos de la historia y la exploración o por la realización simultánea de pruebas relacionadas (p. ej., valoración de las lasas de error de tirosma libre mediante la medición también de la hormona estimulante del tiroides [TSHj. la tirosina total, y la captación de tnyodotironina [T3]).



Una vez que se ha identificado y corregido la causa más probable del problema, se debe volver a probar un juego completo de materiales de control. La continuación del fallo en el CC requiere un mayor esfuerzo en la localización de los fallos. Esto puede implicar la preparación de reactivos nuevos, la recalibración, el mantenimiento del instrumental y su reparación, y contactar con el vendedor para recibir asistencia técnica. A veces, la información de utilidad puede obtenerse mediante la comprobación de estándares conocidos o comparando los resultados de los pacientes con los obtenidos por otro método o laboratorio.



?



Estudios de correlación clínica



Pruebas de competencia externa Los resultados de las pruebas de competencia externa pueden proporcionar una información acerca de la efectividad de los protocolos de control de calidad (Engebretson, 1992; Búttner, 1983). Por ejemplo, los resultados de PC para una sustancia analizada pueden encontrarse en alrededor del 10% por encima de sus valores objetivos. Si los resultados de CC a partir del mismo proceso no son aproximadamente un 10% mayor que las medias de
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objetivos, entonces el protocolo de CC puede no tener unas tasas adecuadas de detección del error



RESUMEN La garantía de calidad del laboratorio clínico abarca la totalidad de los procesos analíticos que comienzan por un médico que solicita una prueba y terminan con el médico que interpreta los resultados de la misma. La calidad



requiere un compromiso organizativo hacia el proceso de GC. Los protocolos de GC del laboratono clínico deben tener en cuenta el hecho que la mayoría de los errores clínicamente significativos que afectan a las pruebas de laboratorio se producen en las fases preanaliticas. Los controles de calidad analíticos mantienen su importancia al asegurar la precisión, la exaclitud analítica y la exactitud en los inlormes. Los laboratorios deben hacer uso de los recursos externos, como las pruebas de competencia, los Q-Probes. reservas de datos de GC, estándares de referencia y otros recursos similares para ayudar a mantener y mejorar la calidad.
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Los análisis para la evaluación de alteraciones renales, del equilibrio hidroelectrolitico y ácido-base son los procedimientos más comúnmente realizados en los laboratorios de química clínica; en conjunto, estos análisis se agrupan frecuentemente en un perfil metabólico básico. En un alto porcentaje de pacientes hospitalizados se observan alteraciones de los electrólitos y del equilibrio ácido-base, con frecuencia secundarios al tratamiento de diferentes alteraciones comunes. La enfermedad renal es una de las principales secuelas de desórdenes frecuentes, tales como la diabetes o la hipertensión. Para interpretar adecuadamente los análisis de laboratorio de alteraciones renales, de los electrólitos y equilibrio ácido-base, es importante conocer la fisiología y fisiopatologia de estos sistemas.



FISIOLOGÍA NORMAL RENAL, PULMONAR Y DEL BALANCE HIDROELECTROLÍTICO Fisiología renal Los riñones están implicados en muchas funciones corporales importantes. Regulan el equilibrio hidroelectrolitico y ácido-base, mediante la filtración de la sangre, seguido por una secreción y reabsorción tubular selectiva. Los riñones son esenciales para la eliminación de productos de desecho, y la alteración de la función renal es una de las causas más frecuentes de toxicidad por fármacos, debida a una inadecuada excreción de los medicamentos y sus metabolitos. Los riñones tienen, además, una función endocrina, participando en la regulación del metabolismo mineral y óseo (1,25-(OH) vitamina D), en la hematopoyesis (ehtropoyetina) y en la función adrenal (renina). Estas fun;



178



ciones pueden ser mejor entendidas si se relacionan con subunidades funcionales especificas del riñon.



Función



glomerular



Cada riñon está compuesto por aproximadamente un millón de nefronas. La porción inicial de la nefrona. el glomerulo, realiza una filtración selectiva de la sangre, como con un filtro mecánico que separa por tamaños, permitiendo al agua y a las sustancias de bajo peso molecular pasar a través del glomerulo. pero reteniendo los componentes más grandes, tales como la mayoría de las proteínas plasmáticas y las células. No obstante, al contrario que los filtros mecánicos, la membrana basal glomerular tiene una fuerte carga negativa, conduciendo a diferentes tamaños de exclusión dependiendo de la carga del componente Para moléculas cargadas negativamente (tales como la albúmina y la mayoría de las proteínas plasmáticas) el tamaño de exclusión es de aproximadamente 1,8 nm. mientras que para moléculas cargadas positivamente es de alrededor de 4.5 nm (inmunoglobulinas IgG). Cuando la carga negativa de la membrana basal está dañada (como sucede con una mínima afectación), la albúmina, con un radio molecular de 3,6 nm, se filtra a través de ella (Deen, 1979). La tasa de filtración glomerular depende del flujo sanguíneo al glomerulo, de la presión efectiva a través del lecho capilar glomerular y de la presión tubular. Los descensos en el flujo sanguíneo renal, como sucede en ia hipovolemia. desminuyen la tasa de filtración glomerular (GFR): los aumentos del flujo sanguíneo, como se observa en el embarazo, aumentan la filtración. La presión tubular alta, como puede suceder en lesión u obstrucción tubular, pueden también ocasionar descensos en la tasa de filtrado glomerular.
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Función tubular Con una función glomerular normal, aproximadamente 180 I de plasma ullrafiltrado alcanzan el túbulo proximal cada día. Este filtrado contiene tanto sustancias de desecho como componentes esenciales plasmáticos, tales como la glucosa, electrólitos, bicarbonato, aminoácidos, minerales y proteínas de bajo peso molecular. La función de los túbulos es la de recuperar de manera selectiva componentes esenciales filtrados por el glomérulo, reabsorber suficiente agua y electrólitos para mantener la situación hidroelectrolítica normal, y ajustar la excreción de bicarbonato e ion hidrógeno para mantener el equilibrio ácido-base normal. Si fuera necesario, los túbulos pueden secretar cantidades adicionales de productos de desecho a la orina, incluyendo ácidos orgánicos, potasio e ion hidrógeno, para mantener sus niveles plasmáticos normales.



Función



endocrina



Los ríñones producen un número de hormonas que son esenciales para la fisiología normal. Las alleraciones en su producción hormonal son responsables de algunas de las manifestaciones clínicas de la enfermedad renal. La renina es una enzima sintetizada como prorrenina inactiva. En las células del aparato yuxtaglomerular, la prorrenina es convertida en renina activa, mediada por estímulos como el descenso del flujo sanguíneo renal y el descenso de la llegada de sodio al túbulo distal. La producción de reniña es también dependiente de la estimulación normal fi-adrenérgica y de la síntesis renal de prostaglandinas. La renina está implicada en la regulación de la presión sanguínea y el tratamiento de los electrólitos, según se analiza en el Capítulo 16. Los túbulos proximales renales contienen 1 -c-hidroxilasa, una enzima necesaria para convertir 25-hidroxivitamina D en su metabolito activo, el 1.25-dihidroxivitamina D (calcitriol); esto es analizado con más detalle en el Capítulo 10. Las células intersticiales renales producen eritropoyetina, necesaria para la producción normal de eritrocitos, como se verá en el Capitulo 25.



Flujo renal y tratamiento de electrólitos Los ríñones desempeña un papel crucial en el control normal del estado hidroelectrolítico. A pesar del manejo compartido del agua, el sodio y el cloro por parte del riñon, es más fácil entender su regulación fisiológica si son estudiados como procesos independientes. AGUA De los 1801 de agua filtrados por el glomérulo diariamente, los ríñones terminan por reabsorber todo excepto 1 ó 2 litros. En el túbulo proximal el agua es reabsorbida de forma pasiva junto con el soluto, manteniendo la osmolalidad normal de líquido tubular. En el fragmento descendente del asa de Henle los túbulos son selectivamente permeables al agua, pero no pueden reabsorber sodio y cloro: el agua es reabsorbida de forma pasiva por el aumento del gradiente osmótico en el intersticio circundante a la porción medular de la nefrona. Al final de la porción descendente, aproximadamente de 10 a 12 litros de liquido aún no han sido reabsorbidos. Como consecuencia de que la lase ascendente del túbulo es impermeable al agua, pero puede reabsorber sodio y cloro, aproximadamente esos 10 a 12 litros de liquido hipotónico alcanzan los tubos colectores. La hormona antidiurética (ADH) activa la producción de acuaporina, creando canales de agua que permiten su reabsorción y ocasionan la concentración final de la orina (Cap. 18). SODIO Y CLORO El sodio y el cloro se reabsorben en varios lugares de la neurona. La mayoría (-70%) del sodio y el cloro es absorbida en el túbulo proximal por mecanismos de transporte activo. En la fracción ascendente del asa de Henle existe un transporte activo de cloro a través del cotransportador Na:K:2Cl. con la consiguiente secreción de potasio al líquido tubular; este transportador es antagonizado por furosemida y otros diuréticos del asa. Aproximadamente el 5% del sodio se mantiene aún en el líquido tubular cuando éste llega al tubo colector. La aldosterona reabsorbe activamente sodio en este lugar, produciendo la última regulación de la secreción de sodio.



Q U Í M I C A CLÍNICA POTASIO El potasio se reabsorbe de forma activa en el túbulo proximal y en la porción ascendente del asa de Henle, y sólo un 10%-15% del potasio filtrado alcanza normalmente el tubo colector cortical (Kamel. 1994). La reabsorción de sodio mediada por aldosterona (actuando en el lado capilar de la célula epitelial tubular) conduce a la secreción de potasio en el tubo colector cortical. Con altos niveles de aldosterona o cortisol. grandes cantidades de potasio pueden ser perdidas por la orina. Algunos otros factores afectan también la secreción distal de potasio, incluyendo la reabsorción tubular de sodio, un alto nivel plasmático de potasio, y fármacos (tales como triamterene y amiloride) que bloquean las bombas de sodio:potasio situadas en el extremo luminal de las células del tubo colector. El aumento de la acidez tubular disminuye las pérdidas de potasio, mientras que una baja acidez tubular incrementa los niveles de potasio en orina. Esos efectos del ion hidrógeno son debidos en parte a la alteración en la actividad de la Na-K ATP-asa relacionada con el pH, y, también, a la presencia de bombas de intercambio hidrógeno-potasio situadas en la porción cortical del tubo colector.



Tratamiento renal ácido-base Los ríñones desempeñan un papel crucial en la regulación del estado ácido-base. Los glomérulos son libremente permeables al ion hidrógeno, bicarbonato y aniones de ácidos inorgánicos (sulfato, fosfato) y orgánicos {aminoácidos, lactato. hidroxibutirato). La cantidad de bicarbonato filtrado a diario, aproximadamente 4.500 mmol, es muchas veces superior a la cantidad presente en el organismo. El metabolismo normal de los alimentos genera aproximadamente 70 mmol de ácido diariamente. El riñon debe reabsorber la mayoría del bicarbonato filtrado y "fijar" el ácido urinario mediante la unión a bases, tales como el fosfato y el amonio, para mantener el pH normal. En el túbulo proximal el bicarbonato no puede ser reabsorbido directamente, ya que los túbulos son sólo permeables al dióxido de carbono (CO,). El bicarbonato es convertido a ácido carbónico y, posteriormente, a C 0 , que es reabsorbido. La carbónico anhidrasa celular regenera el bicarbonato para su reabsorción plasmática, creando nuevos iones hidrógeno para su secreción tubular. La secreción de hidrógeno es completada por la producción de iones amonio, formados a partir del metabolismo del glutamato a amoníaco, así como por el transportador sodio-hidrógeno. Efectivamente, el 9 0 % del bicarbonato filtrado es recuperado en el túbulo proximal por estos mecanismos. En el asa de Henle una cantidad adicional de bicarbonato es reabsorbido, asociado con la excreción de ion hidrógeno. En el fragmento ascendente del asa de Henle se absorben los iones amonio, alcanzando el intersticio renal. Este amonio es reexcretado en la fracción cortical del tubo colector. 2



Función pulmonar La función pulmonar normal es crítica para la vida. Mientras que el cuerpo puede soportar vanos días sin agua, la falta de oxígeno puede conducir a la muerte en pocos minutos. Las funciones más importantes de los pulmones son la oxigenación de la sangre y la excreción del dióxido de carbono.



Aspectos generales de la fisiología pulmonar El intercambio gaseoso en los pulmones es primariamente dependiente de la tasa de ventilación alveolar y del intercambio de gas a través del tabique alveolar. La ventilación requiere la inhalación del aire de la atmósfera a través de la generación de una presión negativa dentro de la cavidad torácica, con la posterior expiración del aire intercambiado a la atmósfera por la generación de una presión positiva dentro del tórax. Los alvéolos, las porciones terminales del sistema respiratorio, donde se produce el intercambio gaseoso, se colapsan cuando son expuestos a una presión positiva. El colapso alveolar es primariamente prevenido por la generación de surfactante por los neumocitos alveolares de tipo II. La deficiente producción de surfactante es el elemento esencial en la patogénesis del síndrome del distrés respiratorio del recien nacido (como se analiza en el Cap. 22) y el síndrome del distrés respiratorio del adulto. Dentro del alvéolo los gases difunden a través de la membrana alveolar a diferentes proporciones. La rapidez con la que el oxigeno difunde es, aproximadamente, el 5% de la del dióxido de carbono, debido a su menor solubilidad en agua. Asi, enfermedades que afectan al espesor de la mem-
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E V A L U A C I Ó N DE LA F U N C I Ó N RENAL, B A L A N C E DE G U A ,



brana alveolar tienden a causar un mayor deterioro del intercambio de oxígeno que el de dióxido de carbono. El balance entre la ventilación de los alvéolos y su perfusión sanguínea es importante para el adecuado intercambio pulmonar de los gases. Normalmente, tanto la venlilación como la perfusión son mayores en los lóbulos inferiores del pulmón. La razón de ventilación (V) a perfusión (Q), llamada razón V.'Q. es mayor en los lóbulos superiores y menor en los inferiores. Cuando la razón VO aumenta (como puede ocurrir en la hiperventilación), la excreción de dióxido de carbono aumenta en una proporción mayor que la absorción de oxígeno, debido a la mayor eticiencia de intercambio del dióxido de carbono. Con un descenso en WQ (como puede suceder en una depresión respiratoria), el descenso en el oxigeno arterial es mayor que el aumento del dióxido de carbono.



Factores reguladores de la función pulmonar Los principales factores que afectan la función pulmonar son la tasa de respiración, la cantidad de aire inspirado frente a la expirado y la capacidad de los alvéolos de intercambiar los gases. Los cambios en cualquiera de estos factores pueden alterar los niveles sanguíneos de oxígeno y dioxido de carbono, afectando de manera secundaria al equilibrio ácido-base. La tasa de respiración es regulada por el centro respiratorio, situado en el tronco del encélalo. El factor principal que afecta el centro respiratorio en personas normales es el cambio del pH celular, debido a cambios en el contenido de dióxido de carbono sanguíneo. Un aumento en el dióxido de carbono disminuye el pH celular y estimula el centro respiratorio, mientras que una disminución en el nivel de dióxido de carbono tiene el efecto contrario. Ya que la barrera hematoencefálica es relativamente impermeable al ion hidrógeno y virtualmente impermeable al bicarbonato, los cambios en sus niveles tienen menos efecto sobre el ritmo respiratorio que los del dióxido de carbono. La respuesta al dióxido de carbono disminuye tras varios días en los que se mantienen establemente los niveles anormales. El oxígeno no tiene electo directo sobre el centro respiratorio, pero cambios en los niveles de oxigeno en la sangre arterial estimulan los quimiorreceptores en la circulación, que estimulan la respiración cuando la P o cae por debajo de unos 60 mm Hg. En personas con enfermedad pulmonar obstructiva crónica, en las que se mantienen niveles elevados de dióxido de carbono de manera crónica, el inicio de oxigenoterapia puede conducir a un descenso del ritmo respiratorio y tallo respiratorio agudo. Otros factores que pueden estimular el centro respiratorio incluyen el dolor, ansiedad y salicilatos. :



El intercambio de gases en el alvéolo es dependiente de la ventilación alveolar normal y de la perfusión adecuada de los pulmones. Enfermedades obstructivas pulmonares, tales como la bronquitis crónica y el asma, generalmente afectan a la expiración más que a la inspiración; esto origina un atrapamiento de aire en los alvéolos y evita la oxigenación, así como el intercambio de dióxido de carbono. Las alteraciones que impiden la perfusión pulmonar, tales como la embolia pulmonar o cualquier desvío del flujo sanguíneo pulmonar (cirrosis, enfermedad cardiaca congémta inductora de cianosis), conducen a una reducida oxigenación frecuentemente acompañada de una reducción del dióxido de carbono arterial. Las enfermedades que provocan pérdida del espacio aéreo disponible, como la neumonía, el edema pulmonar avanzado o la atelectasia (como ocurre en el síndrome del distrés respiratorio!, normalmente ocasionan un descenso del oxigeno en sangre y un aumento del dióxido de carbono El factor que en último término afecta el intercambio gaseoso es una membrana alveolar normal. Con el engrasamiento de la pared alveolar, como ocurre con la fibrosis intersticial, la inflamación (neumonía intersticial) o edema (estadios precoces del edema pulmonar), inicialmente la difusión del oxígeno se ve más afectada que la del dióxido de carbono, acarreando un bajo nivel de oxigeno y dióxido de carbono. Con un daño más grave, la capacidad de excretar dióxido de carbono también se pierde.



Transporte y suministro de oxígeno



también dependiente de su capacidad normal para unirse y liberarse de la hemoglobina. La capacidad de la hemoglobina normal para ligar grandes cantidades de oxigeno (relativo a la cantidad de plasma) y liberarlo gradualmente a los tejidos es crítico en el suministro normal de oxígeno. La curva de disociación del oxigeno de la hemoglobina se muestra en la Figura 9-1. La forma sigmoidal de la curva es esencial; a altas concentraciones de oxigeno (como sucede en los pulmones) la hemoglobina es capaz de ligar grandes canuda des de oxigeno. La pendiente plana de la curva a concentraciones decrecientes de Po, permite a la hemoglobina tener disponible el oxigeno según pasa por el lecho capilar. Existen diferentes factores que afectan a la capacidad de la hemoglobina de unir y liberar oxigeno con normalidad. El aumento del ion hidrógeno (descenso del pH). el dióxido de caroono. la temperatura o los niveles de 2,3 dilosfoglicerato (2.3-DPG) modifican la curva de disociación del oxigeno hacia la derecha, aumentando su liberación de la hemoglobina y favoreciendo su entrega en los tejidos. Una disminución en cualquiera de esos factores. as¡ como hemoglobinas de alta afinidad por el oxigeno (tales como hemoglobina F y carboxihemoglobma), modifica la curva de disociación hacia la izquierda, aumento la afinidad de la hemoglobina por el oxigeno y disminuyendo su liberación.



Balance hidroelectrolítico Fisiología del balance liquido normal En individuos normales, la ingesta y la pérdida de líquidos son iguales, manteniendo el equilibrio hídrico normal. Una media de 2 litros a 2.5 litros de agua son perdidos del organismo cada dia. La vía de mayor pérdida es la orina; un mínimo de aproximadamente 500 mi de agua deben ser excretados cada dia para manipular la carga osmótica de sustancias filtradas que alcanzan la parte distal de la nefrona. El agua se pierde también por las heces (
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p(). (min Hg) Figura 9-1. Relación enire la saturación de oxígeno y la presión parcial de oxigeno. La curva normal de disociación del oxígeno (linea sólida) tiene un aspecto sigmoidal. permitiendo máximo almacenamiento de oxígeno a altos niveles de oxigeno. La caída gradual del oxigeno, a medida que pasa a los tejidos, incrementa la descarga de oxigeno para aproximarlo a las células Cuando la curva se tuerce a la izquierda (línea de puntos) a causa de disminuciones en el ion hidrógeno dióxido de carbono, temperatura o niveles de 2,3-DFG. el oxígeno permanece unido fuertemente a la hemoglobina, incluso si la presión de 0 , disminuye. Si se tuerce a la derecha (linea de trazos) el oxígeno aumenta su disponibilidad para los tejidos. Dado que muchos procesos fisiopatológicos (acidosis. insuficiencia respiratoria, sepsis, fiebre) tienden a disminuir la perfusión tisular, esta respuesta adaptatrva da oxigeno adicional a los tejidos para mantener su viabilidad ;



Una función esencial del sistema respiratorio es facilitar oxígeno a la sangre a través de su paso por los pulmones para permitir el adecuado suministro de oxígeno a los tejidos. Una vez alcanzado el torrente sanguíneo, el oxigeno es poco soluble en agua, por lo que el suministro tisular de oxigeno es
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lados de una membrana permeable al agua, pero no al soluto, ocasiona una presión de 17 mm Hg a través de la membrana, favoreciendo el movimiento del agua desde el lado de menor concentración al de mayor concentración. La osmolalidad plasmática representa la concentración molar total de solutos presentes en la sangre. El cloruro sódico es el responsable de la mayoría de la osmolalidad plasmática: la otra sustancia con más efecto sobre la osmolalidad del plasma es la glucosa. La urea, a pesar de que contribuye a la osmolalidad del plasma, no causa un efecto osmótico, puesto que puede atravesar libremente las membranas celulares. Algunos solutos, tales como etanol. se encuentran en la misma concentración tanto intracelular como extracelular. por lo que no afectan al movimiento del agua. Incluso con la máxima producción de A D H , la pérdida mínima diana de agua es de aproximadamente 1 litro a 1.5 litros. Estas pérdidas deben ser compensadas por la ingestión de agua. Tanto el aumento de la osmolalidad plasmática como el descenso de la presión arterial estimulan los receptores de la sed en el hipotálamo. La incapacidad para percibir o actuar sobre la sed es la causa más común de deshidratación e hipernatremia (Palevsky, 1996).



Factores reguladores de los electrólitos del suero El sodio es el principal catión extracelular. Su concentración plasmática es el principal contribuyente a la osmolalidad del plasma. Los niveles de sodio son ajustados de manera muy precisa por la ADH y los receptores de la sed para mantener normales el volumen plasmático y la osmolalidad. Varias hormonas más desempeñan un papel importante ajustando la excreción renal de sodio y ayudan a mantener su concentración plasmática normal. La aldosterona se produce en respuesta a la angiotensina II, un producto indirecto de la escisión del gen de la angiotensina mediada por la resma. La aldoslerona produce reabsorción de sodio en los tubos colectores corticales, como se ha comentado previamente. Con un alto nivel plasmático de aldosterona, por encima del 99.9% del sodio filtrado puede ser recuperado por los túbulos. La hormona atrial nalriurética. producida en respuesta al aumento del volumen atrial. frena la producción de reniña (y aldosterona) y modifica el flujo renal de sangre hacia las neuronas más corticales, reduciendo la reabsorción de sodio tanto en el fragmento ascendente del asa de Henle como en el tubo colector cortical. El cloro es el principal anión extracelular. La concentración de cloro en plasma no es regulada activamente; en individuos normales sobre el nivel de cloro repercuten los cambios en el nivel de sodio. En el riñon, los cambios en la reabsorción de cloro se hacen de manera reciproca a la reabsorción de bicarbonato. Cuando la concentración plasmática de cloro cambia independientemente de la concentración plasmática de sodio normalmente es debido a una alteración del equilibrio ácido-base, como se expondrá más adelante. El potasio es el principal catión intracelular. ya que sólo de un 1% a un 2% de potasio se encuentra en liquido extracelular. Por este motivo, la concentración plasmática de potasio puede no reflejar necesariamente la cantidad de potasio corporal. Los cambios en el ion hidrógeno, como se observan en postrastornos ácido-base, alteran la actividad de la bomba sodiopotasio, alterando el balance entre potasio intracelular y extracelular. En la acidemia. el potasio es desplazado desde el interior de las células, mientras que en la alcalemia el potasio se interna en las células. En individuos normales, la concentración de potasio refleja el balance entre entradas y pérdidas. Las pérdidas de potasio se producen por lesiones de pérdida de masa celular en la piel o en superficies mucosas y por heces. La reabsorción renal de potasio no es tan eficiente como para el sodio, incluso en situaciones de deficiencia importante al menos del 4% al 5% del potasio filtrado es perdido por la orina. A pesar de que no hay hormonas que controlen directamente la excreción de potasio, su concentración es un importante regulador de la producción de aldosterona. de modo que con hipopolasiemia la producción de aldosterona es inhibida, mientras que es estimulada con la hiperpolasiemia. En condiciones normales la homeostasis del potasio está controlada de forma muy precisa por su reabsorción, que está influida por sus niveles en sangre, asi como por los de sodio, tanto en plasma como en orina.



QUÍMICA CÜNICA



CONCEPTOS TEÓRICOS EN ALTERACIONES HIDROELECTROLÍTICAS Y DEL EQUILIBRIO ÁCIDO-BASE Existen una serie de conceptos que son esenciales para comprender las alteraciones de líquidos, ácido-base y de los electrólitos.



Aclaramiento, excreción fraccional y reabsorción tubular El aclaramiento se refiere al proceso de eliminación de una sustancia de un compartimiento corporal. En el caso de los ríñones, el aclaramiento desde el plasma se asocia con la aparición de esa sustancia en la orina. El aclaramiento se expresa habitualmente como el volumen de plasma desde el que una sustancia es eliminada en un periodo fijo de tiempo. Si se produce aclaramiento. entonces la cantidad eliminada del piasma en el plazo de tiempo sería igual a la tasa de aclaramiento, C, multiplicada por su concentración plasmática, P. La cantidad eliminada desde el plasma es igual a la cantidad excretada por orina. U. multiplicado por el volumen, V. de orina formada en el mismo periodo de tiempo usado para calcular el aclaramiento. Como la cantidad aclarada es igual a la cantidad excretada, el aclaramiento puede ser calculado como se muestra en la Ecuación 9 - 1 . En la fórmula para el aclaramiento. C x P = U* V.o C =



( J x



V



(9-1)



Los términos C y V deben estar en las mismas unidades, asi como U y P. Ya que el aclaramiento renal es habitualmente expresado en mililitros por minuto. V debe ser convertido a esas mismas unidades. Para realizar el cálculo del aclaramiento se utiliza, habitualmente. una muestra de orina recogida durante 24 horas, con el objetivo de minimizar el efecto de recogidas incompletas y eliminar la variación diurna en la excreción. Si se utiliza orina de 24 horas, entonces el volumen de orina total dividido por 1.440 (min 24 h) igualaría V en mililitros por minuto. Algunos clínicos prefieren normalizar el aclaramiento a una hipotética área de superficie corporal normal de 1.73 m multiplicando el aclaramiento obtenido por el término ( A l .73), donde A es el área de la superficie corporal del paciente, derivado de la determinación de la altura y peso utilizando el normograma del Apéndice 2. 7



El cálculo del aclaramiento renal no tiene un valor intrínseco en la evaluación de la función del riñon a menos que el mecanismo sobre el manejo renal de una sustancia sea conocido. Por ejemplo, si un componente es excretado sólo por los ríñones, es filtrado por el glomérulo, y no es reabsorbido ni secretado en los túbulos. entonces la tasa de aclaramiento renal sería igual a la tasa de filtración glomerular (GFR). Para sustancias que son excretadas por los ríñones por otros mecanismos, la determinación del aclaramiento podría ser usada para valorar otros aspectos de la función renal. Por ejemplo, una sustancia completamente eliminada mediante el paso a través del riñon podria ser utilizada para evaluar el flujo plasmático renal. La función reabsortiva de los túbulos puede ser evaluada por la determinación de la cantidad relativa de una sustancia filtrada que aparece en la orina. Esto es calculado como la fracción de la cantidad filtrada de una sustancia x, presente en la orina, o fracción de excreción, (FE) (Ecuación 9-2). Debido a que la GFR es normalmente estimada por el aclaramiento de creatinina, éste puede ser utilizado para producir la Ecuación 9-3.



FE,=



Aclaramienlo, GFR



(9-2)



(9-3)



CAPÍTULO 9
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E V A L U A C I Ó N DE LA F U N C I Ó N RENAL,



Se ha convenido que la fracción de excreción sea multiplicada por 100 e informada como un porcentaje. El valor recíproco de la fracción de excreción es la reabsorción tubular, de modo que si el 9 8 % de un componente es excretado por los túbulos (FE = 98%), entonces la reabsorción tubular sería del 2 % . La fracción de excreción y la reabsorción tubular son habitualmente utilizadas para la evaluación del manejo renal de sodio, calcio y fosfato, aunque pueden ser calculados para cualquier sustancia. Como se indica en la fórmula, el volumen es eliminado de la ecuación, indicando que la fracción de excreción puede ser determinada con una muestra de orina de micción. A pesar de que esto es teóricamente correcto, en la práctica existen limitaciones a la utilización de especímenes de orina de micción para el cálculo de la fracción de excreción. El principal problema con estas muestras es que con frecuencia hay un patrón diferente de variación diurna de una sustancia especifica con respecto al aclaramiento de creatinina o la GFR. Entre los componentes que muestran una variación diurna significativa de la excreción se encuentran las proteínas (particularmente en niños y adultos jóvenes), calcio, fosfato, citrato. oxalato, fragmentos de colágeno óseo y cortisol. Para dichas sustancias lo mejor es utilizar la primera orina de la mañana o de 24 horas para calcular la fracción de excreción.



Aspectos químicos de ácidos y bases Un ácido puede definirse como una sustancia capaz de disociarse para rendir un ion hidrógeno, mientras que una base es una sustancia que puede aceptar un ion hidrógeno. Existe un equilibrio entre la cantidad de ácido, por un lado, y la cantidad de ion hidrógeno y de base con|ugada" (producida por la pérdida del hidrógeno), por otro, como se expresa en la Ecuación 9-4. La constante de equilibrio se denomina K..



Un ácido es considerado "fuerte si el equilibrio tiende hacia la derecha, de modo que existe poco ácido sin disociar y casi todo el ion hidrógeno está libre. Un ácido "débil" es aquel en el que la disociación no es completa, de modo que hay una cantidad significativa de ácido sin disociar presente. Esta forma genérica de la ecuación de equilibrio puede ser realizada tomando el logaritmo negativo de ambos lados y utilizando dos nuevos términos. pH y p/C.. para representar el logaritmo negativo de la concentración de ion hidrógeno y K,, respectivamente. Esta ecuación transformada (Ecuación 9-5) representa la forma genérica de la ecuación de HendersonHasselbalch.



B A L A N C E DE G U A ,
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ELECTRÓLITOS, EQUILIBRIO.



El ácido carbónico y el bicarbonato representan el sistema lampón más importante del organismo, principalmente porque su concentración puede ser alterada por cambios en la excreción respiratoria de dioxido de carbono o en la renal de bicarbonato. Sustituyendo el valor para K (8,0 x 1 0 ) del ácido carbónico en la Ecuación 9-5, resulta en la forma especifica de la ecuación de Henderson-Hasselbalch. La solubilidad del dióxido de carbono en agua es 0.03 veces la PCo,. de forma que la Ecuación 9-6 es la más frecuentemente utilizada. :



3



pH= 6.1 • log



H C



3



H C



3



° = 6 . 1 1 log ° H C0 0,03 x Peo, ?



(9-6)



3



Compensación de las alteraciones ácido-base Las alteraciones ácido-base son con frecuencia clasificadas en dos grupos principales: metabólicas y respiratorias. En las alteraciones metabóhcas. el problema primario es una metabolismo anormal que ocasiona cambios en el metabolismo plasmático. Las alteraciones respiratorias son debidas a cambios en la excreción pulmonar de dióxido de carbono. Un importante sistema de tamponamiento en el organismo es el de ácido carbónico y bicarbonato, que responde eficientemente, ya que la p K e s de 6,1 mientras que el pH sanguíneo es de alrededor 7.40. A pesar de que la concentración plasmática de cada componente es relativamente baja, aproximadamente 4.500 mmol de bicarbonato filtrado por los ríñones y 20.000 mmol de dióxido de carbono es excretado por los pulmones diariamente. La alteración de la forma en que el pulmón o el riñon manejan estos compuestos puede alterar rápidamente los niveles sanguíneos de los mismos El término compensación hace referencia al intento de retornar el índice bicarbonato'dióxido de carbono (ácido carbónico) a la normalidad. En la Ecuación 9-6 podemos ver que si el ratio entre estos dos componentes es normal, entonces el PH volverá a la normalidad. La compensación de una acidosis metabólica supone un cambio en la excreción respiratoria del dióxido de carbono. Los cambios en el PH suponen un estimulo para el centro respiratorio; la caída del PH aumenta el ritmo de la respiración, mientras que un aumento del PH tendrá el efecto contrario. Los cambios respiratorios empiezan pronto tras los cambios en el PH y alcanzan un máximo en unas pocas horas. La compensación de enfermedades causantes de acidosis respiratoria es llevada a cabo por modificaciones en el manejo del bicarbonato por parte del riñon. Mientras el cambio en la excreción de bicarbonato es rápida, la máxima compensación no se alcanzan hasta 48 horas o 72 horas después. La compensación esperada para varias entidades, puede consultarse en la Tabla 9 - 1 . y pueden compararse los cambios en el dióxido de carbono y el bicarbonato: este es un componente básico de la evaluación de los trastornos ácido-base, y da una información precisa para establecer si los cambios observados responden a un trastorno ácido-base simple o complejo.



Acidosis y alcalosis frente acidemia y alcalemia Los tampones son sistemas químicos que resisten cambios en el pH. Tradicionalmente, un tampón está compuesto por una mezcla de un ácido débil y una sal o su base conjugada, tal como el ácido carbónico y el bicarbonato sódico. Alternativamente, un polímero con grupos ácidos y básicos (como las proteínas) pueden también funcionar como tampones. La adición de ácido, por ejemplo, permitiría al ion hidrógeno combinar con bicarbonato, generando ácido carbónico. El equilibrio entre tampón ácido y tampón básico previene grandes cambios en la concentración de ion hidrógeno. Para que un tampón funcione debe haber aproximadamente la misma cantidad de tampón ácido que de tampón básico, como se desprende de la Ecuación 9-5: esto sucederá cuando el pH sea próximo al pK en el caso de un ácido débil. Se ha determinado de modo empírico que un tampón funcionará razonablemente dentro de un rango de 10:1 a 1:10 (tampón ácido a lampón base), o dentro de un rango de pH de * 1 entorno al pK, del lampón ácido. La cantidad de tampón ácido y base controla también la capacidad de tamponamiento. Cuanta más cantidad de cada uno de ellos (en la misma relación de concentración) esté presente, mayor capacidad tendrá para resistir cambios del pH. a



La acidosis se establece siempre que hay un incremento neto de ácido frente a álcali. Muchos mecanismos patógenos pueden producirla, incluyendo disminución de la excreción de dióxido de carbono (acidosis respiratoria); o aumento de producción de ácidos orgánicos, ingestión de ácidos o precursores, disminución de la porción fija de ácido excretable. o la pérdida de bicarbonato, todo lo que disminuya la cifra de bicarbonato en sangre (denominada colectivamente alcalosis metabólica). En muchos casos, más de uno de estos mecanismos alterados de manejo del equilibrio acido-base puede producirse en el mismo sujeto. Los términos acidemia y alcalemia hacen referencia al PH de la sangre. En los trastornos simples ácido-base el paciente con acidosis estará acidémico y aquéllos con alcalosis. alcalémicos hasta que la compensación sea completa. En sujetos con trastornos ácido-base mixtos, la determinación del PH sanguíneo no es una determinación precisa. Otras mediciones como el bicarbonato en plasma, la PCo sanguínea, el cloro y el anión gap son más fiables para la detección de acidosis o alcalosis en estos trastornos mixtos. ;
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SECCIÓN II



Tabla 9-1



•



Q U Í M I C A CLÍNICA



Compensación en l o s t r a s t o r n o s ácido b a s e t Cuantitativamente C a m b i o inicial



Trastorno



Compensación



Crónico



Agudo



Acidosis respiratoria



TPcO;,



T HCO,-, i c i



1 mmol/l c a d a 10 mm Hg de P e o ,



Alcalosis respiratoria



i Pco



i HCO, , T Cl



Nada



A c i d o s i s metabòlica c o n anión g a p



l HCO г



i Pco2



A c i d o s i s m e t a b o l i c a sin anión g a p



i нсо,-



J, P c o ? , T Cl



1-1,3 m m H g c a d a mmol/l d e H C O , P e o , d e n t r o de 2 de 2 dígitos tras el d e c i m a l en pH 1-1,3 m m H g c a d a mmol/l d e H C O , P e o , d e n t r o de 2 de 2 digitos tras e l d e c i m a l e n p H 3-5 m m H g por c a d a 1 0 mmol/l de HCO,



?



T P c o j , T Cl-



T HCO,



Alcalosis metabòlica



3-5 mmol/l c a d a 10 m m H g d e P e o , 3-5 mmol/i c a d a 10 m m H g d e P e o , Igual



Igual Igual



T = aumentado: l = disminuido: H C O 3 = bicarbonato; CI" = clorhídrico; Pco = presión parcial de dióxido de carbono en sangre arterial. • En los Irastornos acido-base el cambio primario es siempre mas grande que la magnitud del cambio compensatorio; esto es útil al determinar cual es el cambio im cial y cual la compensación. Si el bicarbonato y el dióxido de carbono han cambiado en la misma cantidad desde los valores "normales" del paciente, existe un trastorno ácido-base mixto ?



,



.—. —.



—————.



"Gaps" aniónicos y osmolales



Gap osmolal



Los términos gap aniónico y osmolal hacen referencia a las diferencias observadas entre análisis de laboratorio distintos. Representan información añadida a los test de laboratorios que dan claves importantes para determinar la presencia de ciertos tipos de trastornos ácido-base y, en el caso de la osmolalidad. de trastornos hidroelectrolílicos.



La osmolalidad o presión osmótica inducida por un 1 mEq de soluto por kilo de solvente (1 mOsm/kg) es una de las propiedades que mantiene unidas las partículas en disolución; las otras son: la depresión del punto de congelación, la elevación del vapor a presión y la elevación del punto de ebullición. Dado que la osmolalidad está afectada por las equivalencias de los solutos, una partícula no cargada como la glucosa producirá 1 mOsm/'kg por cada mmol-l en los que esté presente: sin embrago 1 mmol'l de sal, como el cloruro de sodio, se disociaría para dar 2 mOsm/kg si la disociación es completa. En ei plasma normal, las sustancias más importantes osmóticamente activas son: sodio y sus aniones asociados, glucosa y urea. Otras sustancias no cargadas pueden contribuir a la osmolalidad si están presentes en concentraciones de milimoles por litro: sustancias comúnmente u ocasionalmente halladas en este sentido son: etanol. metanol. isopropanol. elilenglicol. manitol y glicina (Kruse, 1994).



Anión gap En el plasma existe un equilibrio aproximado entre iones cargados positiva y negativamente. Los cationes son sodio, potasio, calcio, magnesio e inmunoglobulinas. Los aniones más importantes son: cloro, bicarbonato, fosfato, sulfato, aminoácidos y la mayoría de las proteínas plasmáticas. Normalmente la suma total de cada compartimiento está entre 150 mmol'l y 155 mmol/l. Los cationes medidos habitualmente, incluyendo sodio y potasio, representan un más alto porcentaje de los cationes totales frente al porcentaje que representan los aniones comúnmente medidos (cloro y bicarbonato). La diferencia entre sodio y la suma de cloro y bicarbonato se denomina "anión gap" (Ecuación 9-7). Los valores normales del anión gap difieren según instrumentos significativamente, debido fundamentalmente a las diferencias en la medición de sodio y cloro (Paulson, 1998). Anión gap= N a - - ( C R + H C 0 ) 3



(9-7)



Un anión gap aumentado, ya sea sobre la normalidad o comparado al de un sujeto dado en condiciones de normalidad, representa un cambio en el patrón de aniones y cationes en el suero. Mientras que un anión gap aumentado puede teóricamente producirse si el calcio, magnesio o ¡nmunoglobulinas descienden, los incrementos son típicamente debidos al reemplazo del bicarbonato por el anión de un ácido orgánico (Ecuación 9-8). HA = H- + A H" + HCO,



(9-8)



^ H CO, 2



H A H C 0 " 5=s НгС0, + А" +



3



La cantidad de anión gap es. por tanlo. una forma indirecta de medir la concentración molar del ácido añadido al sistema. Además, dado que el anión gap está causado por el reemplazo del bicarbonato por aniones de un ácido, el cambio en el anión gap debería ser equivalente al cambio en el bicarbonato. Si la diferencia en cada uno, comparado con su nivel basal o los rangos de referencia (la "delta-delta") no es igual (dentro de + 2 mmol'l). se considerará la existencia de un trastorno mixto ácido-base (Wrenn. 1990).



El término "gap osmótico" se refiere a la dilerencia medida de la osmolalidad frente a la osmolalidad del plasma calculado según la concentración molar de los componentes osmóticamente activos. Muchas fórmulas se han propuesto para calcular la osmolalidad del plasma, la más fiable es la más simple, véase Ecuación 9-9 (donde la concentración del nitrógeno urémico en sangre [BUN] y la de glucosa vienen dadas en miligramos por decilitro). Los factores en los denominadores convierten las concentraciones de glucosa y BUN de miligramos por decilitro a milimoles por litro, y establecen la composición normal del agua del plasma (93% del plasma es agua). Osmolalidad calculadada = 2 x Na' + Glucosa BUN 20 3



(9-9)



+



Si el gap osmótico está presente, la presencia de otro soluto puede inferirse. La concentración del soluto (en miligramos por decilitro) puede estimarse al multiplicar el gap osmótico por tantas veces como el peso equivalente del compuesto dividido por 10. El etanol actúa tanto como solvente o como soluto; aunque teóricamente el factor de conversión debería ser 4.6. empíricamente se ha determinado en torno a 3,8 (Geller, 1986). Si se encuentra que el etanol está presente, su concentración (en miligramos por decilitro) se divide por 3,8 y el resultado es sumado a la osmolalidad calculada en la Ecuación 9-9 antes de que el gap osmótico sea calculado (Church. 1997): esta corrección es importante, ya que muchos sujetos ingieren otros alcoholes distintos a etanol (Jacobsen, 1997). No es siempre posible medir la presión osmótica directamente, ya que no hay membranas permeables al agua pero impermeables a todos los solutos. La osmolalidad se puede determinar a través de la medición del punto de congelación o por la depresión de la presión de vapor (los osmolómetros realmente miden el punto de fusión por calor y la temperatura del punto de rocío, respectivamente). Aunque hay solutos que tienen efectos similares en los
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EVALUACIÓN DE LA FUNCIÓN RENAL, BALANCE DE GUA, ELECTRÓLITOS, EQUILIBRIO.



puntos de congelación y de presión de vapor, los solutos volátiles (como etanol. metanol y alcohol isopropilico) no disminuyen la presión de vapor (Kruse, 1994). Por esta razón, no se da un gap osmótico cuando la osmolalidad se mide con osmolómetros de presión de vapor en personas que hayan ingerido un soluto volátil (Walker. 1986)



PRUEBAS DE LABORATORIO Y PATRONES EN ENFERMEDADES RENALES La mayoría de las enfermedades renales son asíntomáticas hasta fases avanzadas. La insuficiencia renal crónica se présenla sm muchos síntomas específicos. Es importante utilizar test de laboratorio para determinar la presencia y la extensión del fallo renal. Estas pruebas de laboratorio se suelen subclasiflcar en aquellas que evalúan la función glomerular y la tubular. En muchas enfermedades renales, sin embargo, las nefronas enteras se pierden. Esto ocurre especialmente en la enfermedad renal terminal (ESRD) y es difícil distinguir la causa inicial del daño renal. Una de las pruebas más importantes de función renal es la visión de la orina, que se revisa extensamente en el Capítulo 18. Sólo aquellos elementos del unanálisis que son relevantes para los síndromes específicos serán analizados aquí.



Pruebas de función glomerular Los glomerulus funcionan como filtros de sangre: su actividad depende del ritmo de perfusión, número de glomerulus y capacidad filtrante, La evaluación de laboratorio de la lunción glomerular busca determinar el número de glomerulus habitualmente esto lo consigue la tasa de filtración glomerular (GFR) u otros test que la calculan. (Cuando una enfermedad renal de cualquier etiología progresa, nefronas enteras se pierden. En estas situaciones la GFR se verá reducida, incluso si el daño inicial era tubular. Sin embargo, y por consenso, la GFR se considera un test de lunción glomerular.) En fases tempranas muchas enfermedades glomerulars provocan un daño al aparato de filtración glomerular, lo que permite a proteínas como la albúmina pasar en grandes cantidades. Al aumentar el daño al aparato de filtración pueden aparecer glóbulos rojos en la orina. Estos cambios en la filtración pueden aparecer incluso en ausencia de cambios en la lasa de filtración glomerular: de hecho, en fases tempranas de enfermedades que dañan la filtración (como la diabetes), la GFR, a menudo, se incrementa.



Determinación de la tasa de filtración glomerular La mejor medida del número de glomerulus es la GFR. Estrategias alter nativas para estimar la función glomerular incluyen medir la aclaración plasmático de fármacos o productos químicos habitualmente retirados por la filtración; sin embrago, dichos test requieren mediciones múltiples y sobrestiman la GFR, por lo que no son ampliamente empleados (Rahn. 1999). Los valores de referencia para la GFR están en torno a 125 ml/min a 150 m l m i n en hombre y ligeramente inferior en mujeres: los valores disminuyen con la edad (Lindeman, 1985), y más en aquéllos con antecesores africanos (Luft, 1980). La medición de la GFR puede hacerse al determinar la tasa de aclaración de sustancias filtradas por el glomérulo y que no son absorbidas ni secretadas en los tubulos. El uso de la orina de 24 horas como estándar es algo necesario primariamente para conocer el aclaramiento de creatinina y minimizar las variaciones en la precisión de su recogida y corregir las variaciones diurnas de la excreción de creatinina. Con las sustancias infundidas se emplean periodos de recolección más cortos, lo que obliga a catererización, ACLARAMIENTO DE CREATININA El test más empleado para estimar la GFR es el aclaramiento de creatinina. La creatinina. un metabolito de la creatina muscular, esta presente en niveles relativamente estables en el plasma (véase Cap. 10). Se filtra por el glomérulo y no se reabsorbe por los túbulos; sin embargo, la creatinina se secreta a la orina por los túbulos proximales. A niveles normales de creatinina en el plasma, sólo un 10% de la creatinina urinaria procede de la secreción: a niveles mayores la creatinina secretada puede ser un porcentaje muy
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importante de la excretada, lo que origina una sobrestimación de la GFR tan alta como 7 0 % a bajos niveles. Otros factores también afectan la producción de creatina y de creatinina plasmática, y serán tratados con posterioridad. La cimetidina inhibe la secreción tubular de creatinina; la administración de una dosis simple de 1.200 mg de cimetidina evita casi toda la secreción y hace del aclaramiento de crealinina un buen medidor de GFR (Waiser. 1998). OTRAS SUSTANCIAS Se ha empleado un buen número de otros compuestos que pueden ser nitrados pero no reabsorbidos o secretados por los túbulos. la mayoría en con diciones experimentales, para medir la GFR. Requieren la administración en forma de bolo, seguido de una infusión continua para mantener constantes los niveles plasmáticos durante la recolección de la orina. El más comúnmente empleado es la inulina, un oligosacárido. aunque el agente de contraste iohexol está siendo empleado de forma creciente. Productos marcados radiactivamente como el iotalamato. el ácido etilendiaminotelraacético (EDTA) y el dietilentriammopentacético (DTPA) también se han empleado para medir la GFR (Gaspari, 1997).



Niveles



de productos de desecho plasmáticos



Como se ha visto en la Ecuación 9 - 1 . el aclaramiento de un compuesto filtrado por el glomérulo es inversamente proporcional a su concentración plasmática (asumiendo una tasa de producción continua en el organismo y unos niveles plasmáticos estables). Vanos productos de deshecho se han empleado para medir la GFR (Fig. 9-2): todos tienen distintas limitaciones para su uso. CREATININA Es un produelo de deshecho de la creatina muscular. La tasa de su producción se relaciona con la masa muscular, la actividad muscular y la ingesta de creatina en la carne, asi como la toma total de proteínas: estas variables también afectan los niveles plasmáticos de creatinina (Rahn. 1999). Un incremento en cada una de estas variables incrementa la creatinina en plasma, mientras que su disminución disminuye los niveles de creatinina. En los pacientes gravemente enfermos otras variables también influyen. La producción de creatinina está aumentada en la sepsis, el traumatismo y tras cirugía mayor, pero desciende al aumentar la edad, con la atrofia muscular de cualquier causa, en la enfermedad hepática y en el hipertiroidismo y el síndrome de Cushing o al tomar codicoides (Robed. 1991). Dado que la GFR disminuye con la edad, es preciso advenir que los valores de referencia no varían entre jóvenes y mayores. Esto ha llevado ha emplear fórmulas para estimar la GFR gracias a la creatinina plasmática, la edad y el peso. La fórmula más empleada se muestra en la Ecuación 9 10. Los valores para las mujeres están estimados en 0.85 veces el valor determinado por la Ecuación 9-10. Esta fórmula es más precisa que emplear el aclaramiento de creatinina como estimación de la GFR (Tolo. 1995). Filtración glomerular _ estimada (GFR)



( 1 4 0 - e d a d (años) Creatinina en plasma (mg/dl)) Peso (Kg) 72



Como se ha mencionado, una parte significativa del aclaramiento de creatinina procede de la secreción tubular. Los fármacos que compiten con la creatinina por esas vias secretoras pueden aumentar la creatinina sin existir alteraciones glomerulares. Los fármacos más capaces de bloquear la secreción de creatinina son la cimetidina. el trimetopnm. los salicilatos y la pirimelamina: cada uno de los cuales puede incrementar los niveles de creatinina en el plasma hasta 20%-30% respecto a los básales (Andreev. 1999). Mientras todos estos factores afectan los rangos de referencia de la creatinina, hay una pequeña variación día a día en el individuo sano, con una media del un 5% (Keevil.1998). Por tanto, los pequeños cambios en el nivel de una persona dada son un marcador sensitivo de cambios en la función renal si se pueden excluir otras causas.



166



SECCIÓN II



20



40



60



80



100



•



Q U Í M I C A CLÍNICA



20



120



CiFR ( m i mín)



40



60



80



100



120



Cil-'R ( m l / m i n )



Figura 9-2. Relación entre la lasa de liltración glomerular (GFR) y los niveles plasmáticos de urea y creatmina. Hay normalmente una relación inversa entre la GFR y los niveles plasmáticos de urea y creatinina, haciendo estas pruebas útiles para estimar la función renal. Para ambos test, una caída del 50% de la GFR llevaría a doblar aproximadamente los niveles de plasma. Mientras esta relación es cierta para todos los niveles de GFR. la forma de la curva indica que los cambios dependen de la parte de la curva alectada. En la fase temprana de la pérdida de la función renal, grandes cambios absolutos de la GFR desde la normalidad (p. ej.. pasar de 120 ml/min a 60 ml/min) causarán pequeños cambios absolutos en el BUN o en la creatinina. En las fases tardías pequeños cambios en la GFR (p. ej.. de 20 a 10) causarán grandes cambios en el BUN y la creatinina. Otros factores inciden en la producción de BUN y creatinina. y pueden afectar a la interpretación de los resultados, particularmente en las lases tempranas de la enfermedad renal. Una persona con pocos músculos o escasa ingesta de proteínas podría perder la mitad de su GFR y tener unos valores de BUN y creatinina dentro de la normalidad Por otra parte, aquéllos con gran masa muscular o alta toma de proteínas mostraría niveles levemente elevados de ambos con una GFR relativamente normal.



La creatinina del plasma se mide habitualmente por dos métodos. Aproximadamente el 7 0 % de los laboratorios usan la reacción de Jaffe, en la que la creatinina reduce el picrato en una solución alcalina produciendo una tinción rojiza Este método muestra reactividad cruzada con otros compuestos como la glucosa: la especificidad puede ser mejorada midiendo la tasa de aparición del color y su preabsorción con silicato de aluminio (reactivo de Lloyd). Algunos fármacos tienen reactividad cruzada en la reacción de Jaffé. incluyendo las cefalosporinas (Kroll. 1984) y las altas dosis de furosemida. asi como el acetoacetato en la cetoacidosis (Andreev, 1999). Aproximadamente el 3 0 % de los laboratorios utiliza reacciones enzimálicas, especialmente creatinasa; estos métodos son menos susceptibles a interferencias, aunque la dopamina. el ácido ascórbico y la bílirrubina pueden infraestimar la creatinina (Weber. 1991). Muchos de los agentes que interfieren (excepto el ácido ascórbico) son más problemáticos para la determinación en suero que para la medición de la creatinina urinaria. UREA La urea es un producto de desecho del metabolismo de los aminoácidos que se produce desde el amoníaco por el ciclo hepático de la urea. Por consenso, la medición de la urea se realiza en nitrógeno urémico B U N , ya que desde 1900 el nitrógeno proteico se empleaba como prueba de función renal y la mayoría del nitrógeno no proleíco está en la urea. Ya que la fórmula de la urea es CO(NHj) y tiene un peso molecular de 60. el nitrógeno ureico (en mg'dl) representa 28/60de la concentración total de urea (en mgdl). Al convertir el nitrógeno urémico (en mg'dl) a urea en milimoles por litro (como se hace para calcular la osmolalidad del plasma), el resultado del BUN debe dividirse por 2.8. s



La urea se filtra por el glomérulo y se reabsorbe en los tubos colectores, junto con el agua, bajo la influencia de la ADH (Gross, 1996). En fases de reabsorción activa del agua el aclaramienlo de la urea será mucho menor que la GFR La producción de urea depende de Ika toma de proteínas y su turnover, la malnutrición lleva a bajos niveles de urea, mientras que los estados catabólicos (como el síndrome de Cushing o Iras quemaduras) y en altos aportes proteicos, como en el sangrado intestinal (Chalasani, 1997). la pue-



den elevar. Dado que la urea se sintetiza en el hígado, la enfermedad hepática avanzada se asocia a menudo con bajos niveles de urea (Lum. 1989). La medición del BUN emplea habitualmente la enzima ureasa, al medir la cantidad de amoniaco liberado directamente o a través de reacciones acopladas, como la glutamato deshidrogenización. Hay algunas interferencias en su medición. CISTATINA C La cistatina C es un inhibidor de protemasas que se encuentra en todas las células nucleadas. Se filtra libremente por el glomérulo y se reabsorbe en el túbulo contorneado proximal, donde se cataboliza (Randers. 1999). Los niveles de cistatina C son parecidos en los adultos y niños mayores de un año. No hay variaciones diurnas significativas, aunque las variaciones del día a día son de un 13% de media, mucho mayores que las de la creatinina (Keevil. 1998). En los pacientes renales trasplantados, sin embargo, la cistatina C se correlaciona mejor con la GFR que la creatinina. a pesar de su mayor variabilidad (Risch.1999). La cistatina C se mide con ensayos inmunológicos, típicamente con inmunoturbodimetría.



Pruebas urinarias para determinar defectos de permeabilidad glomerular Uno de los primeros signos de deterioro de la función glomerular es la incapacidad para retener proteínas. La mayor barrera para su filtración son los glucosaminoglicanos de la membrana basal y las proyecciones pódales de las células epiteliales (Oberbauer. 1996). La proteina que se pierde más tempranamente es la albúmina. Los ensayos de proteína total pueden ser utilizados para cuantificar la pérdida de albúmina (véase Cap. 18). pero hay un método más sensitivo que supone la medida de la albúmina especifica, habitualmente se le llama ensayo de microalbuminuria (Shihabi. 1991). Una mayor excreción de albúmina ha demostrado encontrar daño glomerular precoz en diabéticos en una lase en que todavía es posible prevenir la progresión a fracaso renal (Morgensen, 1987). La presencia de "microalbuminuria" también detecta daño renal precoz en hipertensos (Rambausek. 1992) y predice el aumen
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lo de riesgo cardiovascular en diabéticos (Stehouwer, 1992) y en no diabéticos (Yudkm, 1988). Al medir la "microalbuminuria" varias variables pueden provocar falsos positivos El etanol y fumar pueden incrementar la excreción de albúmina (Metcalf. 1993). La fiebre, el frió, el ejercicio y la insuficiencia cardíaca congestiva causan pequeños incrementos de la albuminuria, así como la posición de pie (postural proteinuria), primordialmente encontrada en adultos jóvenes y niños (Ali, 1997). De forma idealista, la microalbuminuria debería ser evaluada, bien a primera hora de la mañana o bien en la primera muestra de la orina de 24 horas: los controles de la relación albúmina'creatinina servirán para verificar las diferencias en la concentración total de la orina. La medida de la microalbuminuria emplea mmunoensayos para la albúmina, ya sea en la forma liquida o en tiras sumergibles. Un más avanzado o grave daño glomerular lleva a mayor pérdida de proteína, incluso de grandes proteínas. La pérdida de 3 g o 4 g de proteina al día sobrepasa la capacidad sintética del higado. lo que lleva al desarrollo de un síndrome nelrótico. La tasa de proteína frente a la concentración de creatinina en una muestra azarosa de orina da una aproximación razonable de la excreción en 24 horas, y puede ser utilizada tanto para el screening como para el seguimiento de las personas con proteinuria en rango de síndrome nefrótico (Lehmann, 1987). Con las formas más graves de daño glomerular proteínas más grandes pueden pasar la membrana basal, incluyendo IgG (que tiene un radio molecular similar al del poro). La electroforesis de las proteínas de la orina puede indicar la presencia de esas grandes proteínas con pequeñas como la albúmina.«.-antitripsina y la Iransferrina encontrada en la lesión glomerular de mediana gravedad. La presencia de sólo pequeñas proteínas se denomina a menudo microalbuminuria selectiva. Esta distinción es útil, particularmente en los niños, indicando mayor daño glomerular significativo (Oberbauer, 1996). Con mayor y grave daño glomerular puede aparecer la hematuria, indicando la presencia de grandes "agujeros" en la pared glomerular capilar (Schurek, 1994). Como se describe en el Capitulo 18. la presencia de eritrocitos dísmórficos es típica del sangrado glomerular (Pillsworth. 1987).



Pruebas de función tubular La función de los lóbulos renales mantiene la homeostasis. Este hecho hace que la interpretación de estas pruebas sea difícil. Entre las sustancias reabsorbidas por el túbulo y medidas habitualmente en la orina están: glucosa, electrólitos y agua (evaluadas por concentración urinaria). Existe una variación marcada intradía, así como de día a día, en la excreción de cada una de estas sustancias dependiendo de sus niveles sanguíneos o de la ingesta reciente. La excreción en orina de alguna de estas sustancias debe ser pues interpretada a la luz de lo que es apropiado para el estado de salud de un individuo dado. En contraste, hay una sene de sustancias no comúnmente encontradas en orina porque son retiradas completamente por los túbulos o solamente liberadas si están dañados los túbulos. El incremento de su excreción urinaria es un indicador fiable del daño tubular.
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concentración renal también puede ser dificultada por disminución de la urea (malnutrición, enfermedad hepática) y la alta ingesta de agua (Fned. 1997) Es importante señalar que no hay osmolalidad urinaria "normal" o "anormal". aunque algunos valores pueden ser anormales en determinadas situaciones clínicas. Esto será importante en la explicación sobre los trastornos del agua y los electrólitos tratados más tarde en el capitulo. En la evaluación de individuos con ohguria la distinción entre la disfunción tubular y una apropiada respuesta tubular es útil para distinguir el daño tubular agudo (necrosis tubular o nefritis intersticial) de la deshidratación. Esto se puede conseguir por el uso del concepto teórico del aclaración de agua libre (Ecuación 9-11). Tras la rehidratación la ADH debería estimular la reabsorción de agua creando un aclaramiento negativo de agua libre. Con daño tubular, el daño a las
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porciones medulares del riñon (conteniendo el asa de Henle) previene la concentración o dilución de orina, llevando a un aclaramiento de agua libre próximo a cero. El aclaramiento de agua libre se torna en anormal vanas horas después de los test funcionales del daño tubular.



Fracción excrecional de sodio Los túbulos son responsables de mantener normal el volumen del plasma y la osmolalidad, bajo la influencia de hormonas como ADH y aldosterona. Como con las medidas de concentración urinaria, la interpretación de la excreción urinaria de sodio debe realizarse según la situación clínica del paciente. Una forma de interpretar el manejo tubular de sodio es usar la fracción excrecional de sodio (FENa). calculado al insertar valores de la orina y plasma en la Ecuación 9-3. Con la producción máxima de aldosterona. la FENa puede ser 0 . 1 % o mas baja. La FENa es mas útil en la evaluación de los trastornos electrolíticos y en la oliguna. Si el descenso en el volumen urinario se debe a deshidratación se esperaría que la FENa estuviera por debajo del 1% debido a la aldosterona. Con el daño tubular real, la máxima reabsorción de Na no podría producirse por lo que la FENa seria mayor del 1% y a menudo por encima. FENa no será mayor el 1% al menos 18 a 24 horas después del daño tubular. Hay varias situaciones que dificultarían esta prueba (Zarich. 1985). Los altos niveles de aldosterona pueden superar esta pérdida del sodio, provocando una FENa más baja. Los diuréticos alteran la reabsorción de sodio y pueden provocar FENa elevadas cuando la función es normal. La alcalosis metabólica. encontrada a menudo en individuos deshidratados, provoca mayor excreción de sodio, ya que un catión puede ser excretado con la alta carga urinaria de bicarbonato (Kumar. 1988). La FENa se interpreta mejor con otras pruebas que indiquen la función tubular.



Capacidad de concentración y dilución urinaria Una de las funciones mayores del riñon es regular la excreción de agua, primariamente bajo la influencia de la ADH. El estado de producción de ADH puede ser interferido por la concentración de orina total. Hay un número de métodos que se han empleado para determinar esta concentración: muchos de ellos se tratan con detalle en el Capitulo 18 Las tiras, que miden la fuerza iónica de la orina, tienen una pobre correlación con la concentración real de la orina en personas enfermas de forma aguda y no son útiles. La medición de la gravedad específica puede ser afectada desproporcionadamente por la presencia de grandes solutos como glucosa, proteína y contraste radiológico. La forma más fiable para la determinación de la concentración de orina es la osmolalidad (Pradella, 1988). Frente a las mediciones de plasma, no hay una gran diferencia entre el uso de osmómetros de presión de vapor o de punto de depresión de congelación. Los adultos normales pueden producir orina con osmolalidades tan bajas como 50 m O s m k g y tan altas como 1.200 mOsnrkg. En niños jóvenes y en adultos mayores la capacidad de concentración y dilución de los ríñones no es tan grande: la dilución máxima puede ser sólo de 100 m O s m k g a 150 m O s m k g y una concentración máxima que puede ser sólo de 700 m O s m k g a 800 m O s m k g . La capacidad de



Otros marcadores de daño tubular Un número de moléculas de pequeño tamaño se filtran libremenle en el glomérulo. Normalmente son reabsorbidas completamente por las células del túbulo proximal y catabolizadas como se explicó para la cistatina C. Con el daño tubular proximal estas proteínas pueden aparecer en orina. Entre éstas se encuentran la B-microglobulma y la r/.-microglobulina, siendo las que más se han estudiado. La tasa de (/,-microglobulina respecto a albúmina es altamente específica del daño tubular (Guder. 1998). La electroforesis de las proteínas urinarias es menos sensitiva, pero puede ser empleada para determinar la presencia de la a,-microglobulina entre las bandas de «.-globulina y globulina, así como una o dos bandas en la región u -globulina, Hay mmunoensayos disponibles para la B_,-microglobulina y la «.-microglobulina. La rV-acetilglucosammidasa (NAG) es una enzima de alto peso molecular encontrada en las células tubulares epiteliales: aunque se produce por muchas otras células, debido a su gran peso no pasa por el gloméruto i Pnce. 1992!. La NAG urinaria puede ser medida por medio de ensayos enzimáticos. incluidas las tiras reactivas (Guder. 1992). El ejercicio y los cambios en la concentración urinaria pueden afectar también a la excreción de los marcadores tubulares (Jung. 1994).



SECCIÓN II



168



•



Q U Í M I C A CLINICA



Síndromes renales y sus manifestaciones



SÍNDROME NEFRÍTICO



en el laboratorio



El síndrome nefrítico y su forma más grave, la glomerulonefritis rápidamente progresiva, representa una inflamación glomerular que lleva al edema glomerular y a una GFR disminuida. El daño a los asas capilares produce moderada proteinuria y hematuria. La disminución de la excreción renal de sal y agua, a veces, produce edema, aunque los niveles de proteínas plasmáticas y de albúmina son. habilualmente. normales o levemente disminuidos. El urianálisis muestra, característicamente, hematuria, proteinuria y cilindros hemáticos.



Hay patrones limitados de respuesta al daño renal. En las fases renales de la enfermedad renal es. a menudo, posible decir el lugar del daño reconociendo la dislunción en un lugar particular de la nefrona. En la ESRD. s i n embargo, puede ser no posible determinar la causa posible de daño renal.



Azoemia prerrenal La disminución del flujo sanguíneo renal es la causa más común de disminución del volumen urinario con BUN y creatinma altos (Thadhani. 1996). Aunque inicialmente los mecanismos adaptativos preservan la GFR, con un fallo progresivo en la perfusión, la GFR disminuye progresivamente. Las causas más comunes son deshidratación, insuficiencia cardiaca congestiva y sepsis Los hallazgos de laboratorio, a menudo, ayudan a sospechar una enfermedad determinada. Normalmente, como la reabsorción tubular del agua permanece intacto, el BUN se incrementa más que la creatinina: el ratio de BUN respecto a la creatinina (en miligramos por decilitro) es habilualmente mayor de 30:1. La FENa es « 1 % , a no ser que la persona tome diuréticos y el adaramiento de agua libre sea habitualmente negativo. La especificidad de la orina y la osmolalidad están, en general, próximas al máximo en concentración y la proteína urinaria es menor a 1 g'día. Mientras que los cilindros hialinos están presentes, otras pruebas de daño renal no suelen verse.



Una variedad de enfermedades causan sindrome nefrítico: la más común es la glomerulonefritis postinfecciosa (habitualmente tras inlecciones por estreptococo), el sindrome de Goodpasture, la granulomatosis de Wegener y otras formas de vasculitis y el LES Como todas estas enfermedades están asociadas a anticuerpos (Tabla 9-2). su presencia es diagnóstica para sindrome nefrítico. Los componentes del plasma suelen estar disminuidos para muchas causas de síndrome nefrítico. La electroloresis de proteínas de la orina revela proteinuria no selectiva, pero no ayuda en el diagnóstico.



Síndromes



NECROSIS TUBULAR AGUDA



glomerulars



El daño glomerular se reconoce habitualmente por proteinuria significativa. Aunque la proteinuria puede deberse a otras causas, es raro que haya pérdidas de más de 1.5 g día a 2 g'día que puedan deberse a otra causa que a un daño glomerular. Se reconocen dos patrones mayores de daño renal mediante las pruebas de laboratorio: síndrome nefrótico y nefrítico. En el daño glomerular leve, la proteinuria (especialmente albuminuria) puede ser la única manifestación del daño. Las personas con alto riesgo de lesión glomerular (como los diabéticos o hipertensos) deben valorarse regularmente la microalbuminuria, ya que la mejora en el control de la enfermedad y el tratamiento con inhibidores de la enzima convertidora es, a menudo, efectiva para prevenir la progresión a insuficiencia renal (Rahn, 1999). SÍNDROME NEFRÓTICO El síndrome nefrótico se debe principalmente al daño sobre las células epiteliales yo a la membrana basal, causando una proteinuria que sobrepasa la capacidad sintética del higado. lo que origina disminución de las proteínas plasmáticas y edema. Esto se produce habilualmente cuando la pérdida urinaria de proteínas es de 3 g.día-4 g'día. Debido al aumento de la síntesis hepática de proteínas, las más grandes (como lipoproteínas o la u - m a c r o globulina) aumentan marcadamente; el colesterol plasmático y. en algunos casos, los triglicérídos están también aumentados. Por la pérdida de fluidos del espacio vascular, la ADH suele estar elevada y el ratio BUN creatinma puede estar Ian alio como en la azoemia prerrenal. El urianálisis revela proteinuria y el estudio microscópico, a menudo, muestra cuerpos ovales grasos (células tubulares que contienen lipoproteínas) (véase Cap. 18). El diagnóstico diferencial del síndrome nelrótico requiere, a menudo, una biopsia. Entre las causas más comunes están la enfermedad por cambios mínimos, la nefropatía membranosa, el lupus entematoso sistémico (LES) y la esclerosis focal, especialmente frecuente en el sida (D'Agati. 1997). Con menos frecuencia, el síndrome nelrótico se debe a enfermedades sistémicas como la diabetes o la amiloidosis, aunque muchos de estos individuos tienen proteinuria pero sin un cuadro tan florido. Las pruebas de laboratorio no son tan útiles en el diagnóstico diferencial. La nefropatía membranosa y el LES pueden estar asociados con disminución del complemento: la poco común enfermedad membranoproliferativa tipo II produce C3 disminuido con C4 normal. La electroforesis de las proteínas de la orina muestra proteinuria selectiva en la mayoría de los casos, aunque la esclerosis focal se asocia a proteinuria no selectiva. La monitorización senada de la excreción proteica urinaria, ya sea como proteinuria en orina de 24 horas o por el ratio proteinacreatinina, es la forma más efectiva de determinar la respuesta al tratamiento.



Síndromes



tubulares



La lesión tubular es la forma más común de insuficiencia renal aguda, pero hay formas más leves que se producen frecuentemente en personas hospitalizadas. Se reconocen dos formas mayores de lesión tubular: la nefritis aguda intersticial y la necrosis tubular aguda.



La necrosis tubular aguda (NTA) representa una lesión aguda sobre la célula tubular epitelial debida a isquemia o exposición a toxinas, y es. de esta forma, la causa más común de insuficiencia renal aguda (Thadhani. 1996) La isquemia habitualmente daña el asa de Henle. mientras que las toxinas dañan más el tubo proximal. Aunque en la mayoría de los casos cursa con un descenso en la excreción de orina, la afectación parcheada de las nefronas puede permilir una excreción urinaria normal, pero con un descenso de la GFR. especialmente en la NTA causada por toxinas. Los hallazgos de laboratorio permiten reconocer la lesión tubular. Se suelen presentar un BUN y una creatinina elevados, con un ratio normal (entre 10:1 y 20:1 cuando ambos son informados en mg por di). El adaramiento libre de agua es cercano a cero, mientras que la FENa es habitualmente mayor del 1 % ; ninguno de estos resultados serian útiles en personas que tomen diuréticos del asa. mientras que el adaramiento libre de agua si puede emplearse en tomadores de tiazídicos. El sedimento urinario muestra, a menudo, cilindros granulares marronáceos y células del epitelio tubular renal. Dado que la causa más frecuente de necrosis aguda tubular es la hypoperfusion, el diagnóstico de laboratorio puede confundir al mostrar cambios que reflejan azoem i a prerrenal (Finn, 1990). El adaramiento libre de agua será el primer paso para distinguir la progresión a NTA NEFRITIS INTERSTICIAL AGUDA La nefritis intersticial es responsable de aproximadamente el 10% de los casos de insuficiencia renal aguda (Thadhani, 1996). Aunque una gran vanedad de enfermedades pueden causar nefritis intersticial, la mayoría de los casos se deben a hipersensibilidad a drogas o tras infecciones del tracto urinario. Una gran variedad de agentes han sido implicados, los más frecuentes antibióticos, particularmente penicilinas y sulfonamidas. y agentes inflamatorios no esteroideos (Michel. 1998). Los hallazgos de laboratorio son similares a los de la necrosis tubular aguda, pero más floridos: hay eosinófilos en la orina, especialmente si en la orina hay más del 1% de células nucleadas (Corwin, 1989): también se pueden ver en la enfermedad renal aterotrombótica y en menos casos en infecciones (Ruffing, 1994). La lesión tubular temprana se puede reconocer por la presencia de proteinuria tubular y/o NAG urinaria elevada.



Uropatía



obstructiva



La obstrucción del tracto urinario es una causa ocasional de insuficiencia renal en determinadas situaciones clínicas, particularmente en el cáncer, en hombres ancianos y en aquellos que sufren enfermedades neuro-



CAPÍTULO 9



•



E V A L U A C I Ó N DE LA F U N C I Ó N RENAL, B A L A N C E DE G U A , ELECTRÓLITOS, EQUILIBRIO...



'



•



•



•



:



;



"N



PRUEBAS DE LABORATORIO Y PATRONES EN LAS ENFERMEDADES QUE IMPLICAN DESEQUILIBRIOS DE FLUIDOS Y ELECTRÓLITOS



Tabla 9-2 Marcadores inmunes del slíndrome nefítico Marcador



Enfermedad Glomerulonelritis posteslreplocócica Nefritis lúpica



Antístreptohsina 0



Síndrome de G o o d p a s t u r e



A n t i c u e r p o frente a m e m b r a n a basal



Granulomatosis d e Wegener



Antiproteinasa III ( a n t i c u e r p o antineulrófilo ciloplasmático)



Vasculitis



Antimieloperoxidasa ( a n t i c u e r p o p e r i n u c l e a r antmeutrófilo citoplásmico)
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A n t i c u e r p o s antinucleares; anticuerpos frente a d o b l e cadena de ADN



La enfermedades que afectan el equilibrio de fluidos y electrólitos son de las más comunes en medicina. El trastorno electrolítico más frecuente entre los individuos hospitalizados es la hiponatremia, con una media de Na de 3 mmol'l a 5 mmol-'l más baja de lo normal en la situación aguda. La hipopotaseimia también es frecuente debida al uso de fármacos. Dado que los hallazgos clínicos no son diagnósticos, en la mayoría de los casos el análisis de laboratorio es crítico para el reconocimiento y el diagnóstico diferencial de las entidades con trastornos de fluidos y electrólitos.



Evaluación del estado de hidratación y de volumen



lógicas. No hay hallazgos específicos de laboratorio que permitan el reconocimiento de la uropatia obstructiva: el diagnóstico requiere procedimientos de imagen. Al inicio, el incremento de presión puede provocar absorción aumentada de agua y electrólitos, provocando una imagen similar a la de la azoemia prerrenal. Al persisitir, se produce el daño tubular, dando una imagen de laboratorio similar a la de la necrosis tubular. Como la obstrucción suele ir acompañada de infección, el uhanálisis es positivo para la esterasa de leucocito, nitritos y/o aumento de células blancas al microscopio, lo que debería incrementar la sospecha de una uropatia obstructiva como causa de fallo renal.



Insuficiencia renal aguda La insuficiencia renal aguda se detecta clásicamente por los síntomas de disminución del volumen de orina excretado o por el hallazgo de una creatinina y un BUN elevados. La evaluación inicial del laboratorio debería incluir el urianálisis y los electrólitos urinarios y la osmolalidad para poder calcular el aclaramiento de agua libre. La Tabla 9-3 resume las características diferenciales de cada causa de fallo renal agudo.



Insuficiencia renal crónica La insuficiencia renal crónica es el resultado de la pérdida gradual de la función renal durante meses a años. En la mayoría de los casos la excreción urinaria permanece igual, dado que la filtración y secreción del 1% de la GFR es suliciente para mantener la tasa de excreción urinaria. Existe un número de complicaciones de la insuficiencia renal crónica, como la sobrecarga de fluidos, anemia o hipertensión que. a menudo, hacen que la persona consulte. Los resultados de laboratorio no son útiles para determinar la causa en la mayoria de los casos, sin embargo pueden ser útiles para documentar la duración de la enfermedad en aquellos que debutan con BUN y creatinina elevados. Las caracteristicas útiles en el diagnóstico diferencial se resumen en la Tabla 9-4.



Los cambios en el estado de hidratación son reflejo de cambios en el liquido extracelular e intracelular en un individuo dado. Clínicamente, los sujetos con trastornos del sodio son considerados hipervolémicos, euvolérmcos o hipovolémicos al comparar su volumen extracelular con el normal. Los cambios en el peso, a menudo, reflejan cambios en el contenido de agua y el estado de hidratación, asi como cambios volumétricos. Los individuos hipervolémicos suelen tener edema localizado o generalizado, a menudo debido a enfermedades como insuficiencia cardiaca congestiva, síndrome nefrótico u otras entidades que producen ascitis (neoplasias, cirrosis). Los individuos hipovolémicos tienen hipotensión ortostática y. frecuentemente, otros signos de líquido extracelular disminuido, como la sequedad y pérdida de la turgencia en piel y mucosas. Esta clasificación es importante para conocer la patogénesis, dado que los sujetos hipervolémicos deben presentar un aumento en el agua y las sales del organismo, mientras que los hipovolémicos tienen descendidas las dos. Se requiere un incremento del 15% al 2 0 % del líquido extracelular para reconocer una hipervolemia. mientras que de un 10% a 15% es el descenso necesario de liquido extracelular para detectar una hipovolemia clínica. En las personas con anomalías en los electrólitos y fluidos la evaluación clínica clasifica correctamente a los pacientes sólo en un 5 0 % de los casos (Chung. 1987). Las pruebas de laboratorio, a menudo, pueden servir como indicadores indirectos de los cambios en el volumen; la más fiable es la urea del plasma, la creatinina y el ácido úrico. Como ya se ha señalado con la disminución del flujo renal (como ocurre en los estados hipovolémicos), la urea se reabsorbe pasivamente con el agua. Esto ocasiona un incremento del BUN desde su nivel basal y un incremento en el ratio BUN/crealinina. Con los incrementos del volumen intracelular, como sucede en la sobrecarga de fluidos (incluyendo la polidipsia primaria y la secreción inadecuada de ADH), el BUN y la creatinina frecuentemente están por debajo de los valores básales normales y de los rangos de referencia (Gross, 1996). El ácido úrico del plasma no ayuda a detectar disminuciones del volumen vascular, pero está frecuentemente bajo en los aumentos. Es raro encontrar la disminución del ácido úrico en otras enfermedades, pero se produce comúnmente en el sida (Maesaka, 1996) y en la malnutrición. La prueba más fiable es ver la respuesta a la hidratación de



Tabla 9-3 Diagnóstico diferencial del fallo i Causa Azoemia prerrenal Síndrome nefrítico Necrosis tubular a g u d a Nefritis intersticial Obstrucción a g u d a (en días) Obstrucción crónica ( d e días a s e m a n a s )



Relación BUN/Cr >20 >20 20 


Análisis de orina



FENa



«1% Var >1% >1% 1%



Neg Neg Cero Cero Neg Variable



N o r m a l o cilindros hialinos Proteínas, células rojas y cilindros sanguíneos Cilindros granulares marronáceos Proteinuna tubular y eosinófilos P u e d e n verse leucocitos, bacterias, niiritos P u e d e n verse leucocitos, bacterias, nitritos



BUN/Cr= relación ( e n m g / d l p a r a a m b a s ) de nitrógeno ureico a la creatinina; FENa= tracción e x c r e c i o n a l de s o d i o . C n , o = aclaramiento libro de agua; Var= variable neg=negativo
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Tabla 9-4 Comparación entre el fallo renal agudo y el crónico Características



Fallo renal agudo



Fallo renal crónico



Relación B U N / creatinina Calcio



Variable, d e p e n d i e n d o de la causa Normal p u e d e ser b a j o






H a b i t u a l m e n l e bajo. p e r o p u e d e ser n o r m a l c o n alta ingesta d e c a l c i o Fostalo Alto Alio Hematocrito H a b i t u a l m e n l e normal Bajo Alta o m u y alta Hormona paraliroidea Habitualmente normal Fosfatasa alcalina Normal Medianamente o marcadamente elevada Volumen urinario Habitualmenle Habitualmenle disminuido normal A m e n u d o positivo Ocasionalmente S e d i m e n t o urinario p a r a células y cilindros cerúleos a m p l i o s



fluidos para distinguir los su|etos con hidratación normal y sin cambios en la urea ni en el ácido úrico; la administración de 11 de suero salino diario durante dos días incrementa el sodio plasmático, al menos 5 mmoU en todos los sujetos con depleción de volumen, pero no produce cambios en el sodio de los sujetos sobrecargados (Chung, 1987).



Q U Í M I C A CLÍNICA La medición de la osmolalidad del plasma se propugna para los pacientes con hiponatremia (Oster, 1999). Si el sodio se mide indirectamente con electrodos ion-selectivos o por fotometría a la llama, la osmolalidad puede emplearse para detectar seudohiponalremia. Esto no es realmente necesario, sin embargo, dado que es inusual ver una elevación marcada de las proteínas plasmáticas debido a mieloma múltiple, y una hiponatremia severa causada por hiperlipidemia puede ser fácilmente identificable por la lipemia de la muestra. Muchos laboratorios hacen ultracentrifugación antes del análisis de las muestras lipémicas, asi que la seudohiponatremia no se detectaría por los lípidos. En los métodos direclos ión-selectivos no se detectan pseudohiponatremias. La osmolalidad del plasma también se puede emplear para detectar hiponatremias por dilución del plasma por otras sustancias osmolarmente activas. La más común es la glucosa que se mide junto con el sodio como parte de un panel metabólico básico (véase Tabla 1-28). Otras sustancias osmóticamente activas son el manitol, el glicerol o la glicina, que son fácilmente identificables si se revisa la historia clínica. Es importante reconocer que sólo sustancias que no son capaces de cruzar las membranas libre y pasivamente contribuirán a la presión osmótica y pueden ocasionar movimiento del agua a través de estas membranas. Entre los solutos que no ocasionan movimientos de agua (y por tanto no causarán hiponatremia) se encuentran la urea y los alcoholes (Oster. 1999). En pacientes con BUN alto previo o en los intoxicados, el uso de la osmolalidad calculada es más fiable para su evaluación (restando las concentraciones molares de la urea y el elanol u otros alcoholes). La osmolalidad plasmática también se requiere para evaluar la reabsorción de potasio, como se describe a continuación.



Electrólitos urinarios y medida de la osmolalidad Medida de los electrólitos del plasma y de la osmolalidad Actualmente la mayoría de los laboratorios mide el sodio y el potasio mediante electrodos sensibles a iones. Aproximadamente el 5 5 % usa instrumentos que requieren la dilución del plasma antes de su medición, mientras que el resto usa instrumentos que no requieren dilución. La diferencia es significativa en términos de resultados obtenidos. En el plasma el sodio está distribuido en el agua, aproximadamente el 93% del plasma es agua, mientras que el 7% está compuesto de sólidos como proteínas y lípidos. La lectura directa (plasma no diluido) mediante electrodos selectivos a iones que miden la actividad del sodio, que se relaciona directamente con la concentración de sodio en la fase acuosa, es normalmente cercana a 150 m m o l l . Se requiere un ajuste para informar la concentración de sodio en plasma. La lectura indirecta (plasma diluido) con electrodos ion-selectivos requiere una alícuota específica de plasma y diluirla antes de la medición: este resultado se correlaciona entonces con la concentración de sodio en plasma (un paso similar dilucional se emplea en métodos antiguos de fotometría con llama). En las situaciones en las que una cierta cantidad de agua en un cierto volumen de plasma está reducida (p. ej., mieloma múltiple, hiperlipidemia), los métodos que emplean plasma diluido dan falsos resultados de sodio bajo; este fenómeno se denomina seudohiponatremia. La lectura directa con electrodos sensitivos a iones no se verá afectada por cambios del contenido sólido. El cloro, también determinado por lectura directa con electrodos selectivos se puede determinar con o sin dilución. Las mismas consideraciones aplicadas al sodio son utilizables para el cloro. Raras veces la medición del cloro será anormal, como la reacción cruzada con el bromuro en las intoxicaciones por éste (Bowers. 1990); esto puede sospecharse por un anión gap anormalmente bajo. Los electrodos sensibles al potasio tienen pocas interferencias, pero la recogida de muestras y su preparación es una importante variable en los resultados obtenidos. Dado que el potasio es el principal catión intracelular. la salida de potasio de las células durante la recolección o almacenamiento puede ocasionar hipercaliemia. Además, la contaminación de las muestras con potasio puede originar seudohipercaliemia. La toma de potasio por las células puede producirse en personas con leucemia: esto puede dar lugar a seudohipopotasiemia (Weiner. 1997). Las causas más comunes de seudohipercaliemia y las raras de seudohipopotasiemia se resumen en la Tabla 9-5.



La medición de los electrólitos urinarios y la osmolalidad es de gran interés para determinar el papel del riñon en la patogénesis de los trastornos de Huidos y electrólitos. Como ya se ha señalado, el riñon altera el manejo del agua y los electrólitos para mantener la homeostasis. Particularmente con el sodio y los trastornos de fluidos, es crítico conocer el volumen del sujeto para interpretar adecuadamente la función renal. La excreción de sodio y agua por los ríñones en la hipo- o hipernatremia se entiende mejor si se emplea la FENa. En un individuo hipovolémico la aidosterona provocaría una reabsorción de Na máxima, por lo que la FENa « 1 % . En la hipovolemia la producción de ADH se ve incrementada, así que la osmolalidad urinaria alcanzará su máxima concentración. Con discreta expansión del volumen, sin embargo, la ADH se inhibe dando lugar a una orina diluida al máximo. La excreción urinaria de potasio es más dificil de interpretar. En primer lugar, y ya que el potasio es reabsorbido proximalmente. la excreción renal



Tabla 9-5 Causas artefacto de anomalías en el potasio Seudohiperpotaslemla Comunes Hemolisis de las muestras Retraso en la separación de la m u e s t r a de las células rojas (>24 horas a temperatura a m b i e n t e . >1 hora a 4°C) Contaminación d e l fluido ¡ v Contaminación c o n EDTA d u r a n t e la recolección Apretar el puño o relajarlo c o n el torniquete p u e s t o Raras Salida de p o t a s i o de las p l a q u e t a s durante la formación d e l coágulo (sólo en suero, incrementos do 0.1 mmol/l-0 15 mmol/l p o r lOOOOO/mm' de incremento en el n " de plaquetas) Depleción de g l u c o s a por alta cifra de l e u c o c i l o s (glucólisis acelerada) Salida de potasio de los linfocitos (plasma heparinizado y linfocitosis > 2 5 0 OOO/mm) Seudohipopotasiemia Separación retrasada en p a c i e n t e s c o n leucemia (leucocitos > 100 0 0 0 / m m ) 3



i v = intravenoso; EDTA= acido etilendiaminotetraacetico
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EVALUACIÓN DE LA FUNCIÓN RENAL, BALANCE DE G U A , ELECTRÓLITOS, EQUILIBRIO.



Características d i f e r e n c i a l e s de la h i p o n a t r e m i a Volumen extracelular



Patogénesis Seudohiponalremia Pérdida exlrarrenal de s o d i o Pérdida renal de s o d i o Disminución de la a l d o s l e r o n a Dilución osmótica Edema S o b r e c a r g a hidrica SIADH
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FENa Var «1% >1% >1% Var 


BUN/Cr = relación BUN/crealinma; Osm = osmolalidad; FENa = fracción excrecional de sodio: VOL = volumen: N = normal Var = variable; 1 = disminuido; T = aumentado 1 = ligeramente.



máxima de potasio depende de una entrega óptima de sodio renal. Si la FENa es muy baja debido al efecto de la aldosterona. se excretará potasio urinario para permitir la reabsorción de sodio. La excreción renal de potasio es también dependiente de la concentración global de la orina. Por todas estas razones, FEK no es muy útil para evaluar la excreción de potasio. Comparando el aclaramiento de potasio con el aclaramiento osmolar. el denominado gradiente transtubular de K (TTKG), éste es más fiable para calcular la adecuación en el manejo del potasio (Clark, 1995); se calcula con la Ecuación 9-12. En sujetos con hipopotasiemia, una TTKG menor a 8 representa pérdida mapropiada de K. mientras que una TTKG menor que 2 es inapropiada en la hipercaliemia (Halperin, 1998). La medición de TTKG puede ser engañosa en situaciones de diuresis acuosa con alta emisión de orina y en personas con concentración de potasio urinario absolutamente bajo (Clark, 1995).



TTKG =



U x V/P M» x v/p K



K



osm



U x - p x tu f



(9-12)



K



Patogénesis de las alteraciones de fluidos y electrólitos y su reconocimiento en el laboratorio Hiponatremia La hiponatremia es el trastorno electrolítico más frecuente; las diferentes características según sus causas se exponen en la Tabla 9-6. La evaluación inicial debería clarificar si la osmolalidad del plasma es normal o está aumentada; tal y como ya se explicó, esto puede realizarse simplemente inspeccionando la muestra y revisando la historia, aunque también puede emplearse la osmolalidad del plasma. Si hay hiperglucemia. el sodio bajará entre 1.5 mmol/l y 2 mmol'l por cada 100 mg/dl (5,5 mmol/l) que aumente la glucosa. Valores más pequeños indicarán que la hiponatremia perdurará a pesar de la corrección de la glucosa a normal.



es de una osmolalidad menor que el plasma, por lo que se esperaría que se produjese hípematremia. La disminución del volumen intravascular dispara la ADH y los receptores de la sed, reemplazando el líquido perdido con agua, lo que origina la hiponatremia. El BUN y la creatinina están habitualmente incrementados, con un ratio mayor a 20:1. Muchas situaciones clínicas originan hiponatremia por este mecanismo. El consumo de sal renal es una de las muchas causas comunes, debido habitualmente a diuréticos. Las tiazidas son frecuentemente las más responsables de ello, dado que no interfieren en la capacidad de concentración urinaria pero si estimulan la producción de ADH (Spital. 1999). La lesión tubular en la nefritis intersticial o tras recuperación de una uropatía obstructiva o una necrosis tubular aguda puede ocasionar pérdida de sales renales. La deficiencia de aldosterona rara vez es causa de hiponatremia. En todas las nefropatías con pérdida de sal el sodio urinario se verá incrementado, la FENa típicamente > 1 % y la osmolalidad urinaria será mayor que la del plasma. Las pérdidas extrarrenales de sal serán menos frecuentes como causa de hipovolemia hiponalrémica. En la diarrea o la sudoración profusa se pueden perder grandes cantidades de sodio y agua, lo que conducirá a una reposición con la ingesta. La osmolalidad urinaria será mayor que el plasma y la FENa será « 1 % . El mecanismo más frecuente de hiponatremia es el incremento del agua extracelular. Los individuos con este mecanismo fisipatológico serán clínicamente euvolémicos. aunque un discreto incremento del volumen de plasma se podría detectar al disminuir la urea, la creatinina y el ácido úrico. En raras ocasiones se debe a un incremento de la ingesta, denominada polidipsia primaria (Siegel. 1998). Se produce más frecuentemente en pacientes psiquiátricos, pero la polidipsia primaria también puede darse en personas tratadas frente a la sequedad de boca o como cura del hipo. Aunque la historia clínica suele ser suficiente para detectar su patogenia, la presencia de electrólitos urinarios extremadamente bajos, la creatinina y las osmolalidad pueden emplearse para confirmar el diagnóstico si fuera necesario. Un fenómeno relacionado, la potomanía de cerveza, se puede ver en alcohólicos que también tengan escasa ingesta de otros alimentos (Fenves, 1996).



Hay tres grandes mecanismos de producción de hiponatremia que, grosso modo, corresponden a tres formas de variación del volumen del sujeto. La hiponatremia hipervolémica se produce cuando la sal y el agua se pierden desde el espacio intravascular al extravascular en situaciones, como insuficiencia cardiaca congestiva, síndrome nefrótico y cirrosis. El factor causante más importante de hiponatremia en estos casos es la producción incrementada de ADH (Schrier. 1998), aunque en la cirrosis otros factores pueden contribuir (Gines, 1998). Normalmente el BUN plasmático y la creatinina están normales o elevados, a menudo con una alta relación BUN/creatinina. como en la insuficiencia cardíaca congestiva; la relación es normal en el síndrome nefrótico y la cirrosis debido a la disminución en la síntesis de urea. La osmolalidad urinaria es clásicamente alia y la FENa es típicamente menor al 1% si no se administran diuréticos.



La causa individual más común de hiponalremia es el síndrome de secreción inadecuada de ADH (SIADH). A menudo se debe a enfermedad maligna (especialmente tumor de células pequeñas pulmonar, enfermedad cerebral o enfermedad pulmonar (Maesaka, 1996). El SIADH también puede deberse a fármacos: más frecuentemente la carbamazepina, las tiazidas. la clorpropamida, antidepresivos, antipsicólicos y antiinflamatorios no esteroideos (Chan, 1997). Una situación similar al SIADH se puede dar en la insuficiencia suprarrenal y en el hipotiroidismo. La osmolalidad urinaria es mayor que la máximamente diluida (>150 mOsm/kg). y a menudo es mayor que la osmolalidad plasmática. Cuando la ingesta de sodio es baja, la FENa puede ser menor a 1 % , pero si la ingesta de sodio es normal o alta (o tras la administración de suero fisiológico) se tornará mayor al 1 % . La urea, la creatinina y el acido úrico están, habitualmente, por debajo de la normalidad y en algunas ocasiones absolutamente disminuidas.



La hiponatremia hipovolémica se debe a la pérdida de sodio cuando hay exceso de agua. En la mayoría de las circunstancias el fluido que se pierde



Una causa rara de hiponatremia es la dilución por agentes osmólicamenle activos. La glicina, que se emplea como fluido de irrigación en la prostatecto-
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mía transuretral y en la ablación endometrial, tiene una osmolalidad de aproximadamente 200 mOstrVkg. Durante su infusión en el campo operatorio y bajo presión, ocasionalmente, cantidades moderadas o grandes son absorbidas si la cirugía abre venas superficiales. Esto se produce hasta en un 10% de las prostatectomías (Hahn. 1990). pero es menos frecuente en la ablación endometrial (Arieff, 1993). La osmolalidad del suero es habitualmente normal o cercana a la normalidad. El manitol también puede producir híponatremia por un mecanismo similar. La corrección rápida de la híponatremia puede ser peligrosa: cambios osmóticos bruscos en los fluidos pueden llevar a mielinólisis. La corrección de la hiponatremia no debería exceder los 10 mmol/l'dia (Laureno. 1997) y no debería causar hiperosmolalidad para evitar esta complicación potencialmente fatal.



Hipernatremia La hipernatremia se debe a la pérdida de agua en exceso de sodio; suele deberse a la pérdida de fluidos del cuerpo con un reemplazamiento inadecuado. En los niños, la administración de una fórmula láctea no adecuada también puede producir hipernatremia (Avner, 1995). La hipernatremia es más común en los ancianos y en aquéllos con cambios en su estado mental, particularmente por fiebre, que origina pérdida de agua aumentada (Palevsky. 1998). En los pacientes ingresados la administración inadecuada de agua (especialmente en personas con fiebre o con diarrea) puede producir hipernatremia (Palevsky. 1998). El reconocimiento en el laboratorio de esta situación se basa en pruebas de un volumen intravascular disminuido, con BUN y crealinina en ascenso y con una relación BUN.creatinina alta, a menudo acompañada de altos niveles de albúmina plasmática y hematocrito. La osmolalidad urinaria está concentrada al máximo, normalmente más de 600 mOsm'kg. La alcalosis metabólica es habitual con cloro b a p y bicarbonato alto. La FENa es típicamente < 1 % . sin embargo, ocasionalmente puede estar cercana o ligeramente por encima de esta cifra si se presenta alcalosis metabólica. En un bajo porcentaje de casos la hipernatremia se debe a una inadecuada capacidad de concentración de la orina. Rara vez los diuréticos del asa pueden causar hipernatremia por ese mecanismo (Fried. 1997). La causa más común de esta incapacidad concentradora es la diabetes insípida (DI), debida o bien a inadecuada producción de ADH (DI central) o por disminución de su acción en el riñon (DI nefrógena). La DI central se debe a menudo a



Tabla 9 7



T e s t de privación de a g u a



1 Obtener una muestra basal para saber la osmolalidad de la orina, los electrólitos plasmáticos y su osmolalidad; medir peso del paciente. 2 Empezar la restricción hídrica temprano (incluyendo las comidas; sellar todas los grifos de la habitación antes del test), asegurarse de que el paciente será observado durante el test 3 Cada hora hacer orinar al paciente; medir volumen y ver la osmolalidad. 4 Cada 4 horas pesar al paciente y recoger plasma para electrólitos y osmolalidad. 5 Concluir test si: a) dos orinas consecutivas tienen diferencias de osmolalidad 3%; d) el peso del paciente disminuye >3%. 6 Si el test se concluye por otra razón distinta a b). administrar vasopresina y recoger la orina de las dos horas siguientes Interpretación:



1 Si la osmolalidad urinaria es >6O0 mOsm/kg y el volumen de orina 600 mOsm/kg tras ADH, diabetes insípida central 3. Si la osmolalidad urinaria permanece es 
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tumores hipolalámicos. lugar de producción de la ADH. más que a enfermedades hipofisarias. sitio de excreción de la A D H : es poco común ver DI en pacientes con tumores hipofisarios evolucionados y no tratados (Lamberts. 1998). La DI nefrógen puede darse en la deficiencia congénita de receptores a ADH o en la producción de acuaporina, pero en adultos se debe a hipercalcemia o administración de litio (Siegel, 1998). Muchos de los mecanismos de la DI no son hipernatrémicos. dado que sus mecanismos de la sed permanecen intactos: la hipernatremia puede surgir ante una disminución de la ingesta de agua. El BUN no suele estar elevado, dado que los bajos niveles de ADH evitan la reabsorción de la urea: si la deshidratación disminuye la GFR. entonces la relación BUN creatinina es habitualmente normal La osmolalidad urinaria está disminuida al máximo en las formas completas de DI. pero pueden estar cerca de la plasmática si se puede todavía detectar cierta actividad de la ADH. El diagnóstico diferencial de la DI se basa, a menudo, en la prueba de deprivación de agua (Tabla 9-7). Como en la híponatremia. la corrección de la hipernatremia debería ser gradual para prevenir los cambios bruscos en el contenido de agua. Si la hipernatremia está presente más de 24 horas, se produce un incrementó adaptativo gradual de la concentración intracelular de ciertas moléculas orgánicas (principalmente mioinositol. aminoácidos, urea y Irimetilaminas) que reduce la pérdida de agua de las células (Líen. 1990). El nivel de estos compuestos disminuye progresivamente con la corrección de la osmolalidad plasmática y puede llevar a edematización celular y rápida corrección de la hiponatremia (Ayus. 1996). Una tasa de corrección similar se ha sugerido para el tratamiento de la hipernatremia (Pavelsky. 1998).



Hipopotasiemia La hipopotasiemia es una anomalía electrolítica habitual: aunque rara en individuos sanos, se produce hasta en el 5 0 % de los pacientes que toman diuréticos (Weiner, 1997) y se ve entre un 3% a un 5% de individuos hospitalizados. La mayoría de los casos son debidos a pérdida de potasio renal yo escasa ingesta de potasio. Menos frecuente es la hipopotasiemia debida a pérdidas gastrointestinales (Kamel. 1994). La pérdida renal de potasio ocurre en un número de situaciones como la acidosis tuóular renal, hipomagnasem i a . alcalosis metabólica, síndrome de Cushing, hiperaidosteronismo y con diuréticos. Fármacos menos comunes que se unen al potasio urinario, como muchas penicilinas semisintéticas, pueden contribuir a estas pérdidas (Halperin. 1998). Las pérdidas de potasio por el tubo intestinal pueden ocurrir en los vómitos o la succión nasogástrica. diarrea, en las reconstrucciones intestinales o la colostomia y en los adenomas vellosos del colon (Halperin, 1998). Si la causa no es obvia tras hacer la historia clínica, debería ser posible diferenciar otras causas renales de la escasa ingesta o las pérdidas por heces empleando el TTGG (Ecuación 9-12): los valores mayores de 8-10 apoyan la pérdida renal de potasio.



Hiperpotasiemia La hiperpotasiemia también es relativamente común, particularmente en individuos hospitalizados y en los ancianos (Perazella. 1997). Hay que tener en cuenta que la seudohipercaliemia puede ser una de las causas de aumento del potasio antes de buscar otras causas (Tabla 9-5). La hipercaliemia suele originarse por uno de los siguientes dos mecanismos. El factor que contribuye mayormente es la disminución de la excreción renal de potasio (Clark. 1995). En la fase final de la insuficiencia renal, la hiperpotasiemia es frecuente incluso con tomas normales de potasio. Grados más leves de insuficiencia producen hipercaliemia. a no ser que haya un defecto en la secreción renal tubular de potasio en el tubo colector, lo que se acompaña de una acidcsis metabólica sin anión-gap (acidosis tubular renal tipo IV). Aunque puede producirse espontáneamente, se da más frecuentemente en relación a fármacos que afectan la producción/acción de la renina aldosterona (Weiner, 1998): los más comunes son los íi-btoqueantes y los AINES (que inhiben la producción de reniña), los inhibidores de la enzima de conversión de la angiotensina y los fármacos que imposibilitan el intercambio iónico en el túbulo distal: triamterene. trimetoprim. amiloride y espironolactona. La hepanna. incluso en bajas dosis, inhibe la secreción de aldosterona directamente (Oster. 1995). La producción disminuida de renina es frecuente en diabéticos, causando hipoaldosteronismo hiporrenonémico.
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Menos (recuente es la salida del potasio de las células para producir hiperpotasiemia. La acidemia inhibe la acción de la ATPasa sodio-potasio, que produce salida del potasio y recaptación de K en la nefrona dislal (Weiner. 1998). La lisis celular, como ocurre en la anemia hemolítica, la rabdomiólisis y el síndrome de lisis tumoral. puede producir hiperpotasiemia. particularmente si la insuficiencia renal está presente. En un porcentaje pequeño de casos la ingesta de K aumentada favorece la hipercaliemia. En personas con función renal normal, el incremento de la toma de potasio hasta 400 mmol-día sería causante de un incremento del potasio de menos de 1 mmol/l (Weiner. 1998); a diferencia de cuando la excreción de potasio está alterada que una pequeña variación de la ingesta diaria puede dar lugar a hiperpotasiemia. Formas comunes de toma de pota sio son los suplementos dietéticos, sustitutos de la sal. alimentos con alto contenido en potasio (frutos y vegetales), la penicilina G o VK (Perazelia. 1997). No se requieren pruebas de laboratorio para determinar la causa de una hiperpotasiemia. En los sujetos con BUN y creatimna normal o casi normal, la evaluación del tratamiento renal del potasio mediante el cálculo de la TTKG puede ser útil para valorar la adecuación de la excreción renal: un valor menor a 2 en el sujeto hipercaliemico (con producción normal de orina) sería coherente con dilicultades en la excreción renal de potasio (Weiner. 1998).
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trastornos mixtos del ácido-base (Wrenn. 1990). Como se ha comentado antes brevemente, los rangos de referencia del amon-gap difieren de un instrumento a otro. Por ejemplo, la media de anión gap varió de 6 mmol'l a 12 mmol'l utilizando diferentes métodos (Paulson. 1998). Por esta razón es fundamental conocer el rango de referencia de un determinado laboratorio y su comparación con el de un individuo en situación basal, si está disponible. Cada laboratorio debe determinar su rango de referencia para el anión gap empleando sus métodos y hacer llegar sus resultados a los clínicos. Debe ponerse cuidado en evitar la exposición de las muestras al aire, particularmente en contenedores pequeños, ya que la pérdida de CO, puede darnos un anión gap falsamente aumentado (Nanjii, 1982). Mientras que la medición de otros electrólitos del plasma no es fundamental para la evaluación de los trastornos ácido-base, pueden darnos pistas para determinar la causa de un trastorno ácido-base dado El potasio suele estar aumentado en las acidosis metabólicas, excepción hecha de los estados en que el bicarbonato esta bajo por pérdidas en orina o heces, lo que contribuye a una hipokaliemia. Asi que un potasio bajo sugiere uno de estos dos mecanismos como causa. La hipopotasiemia es umversalmente habitual en personas con alcalosis metabólica; un potasio normal o alto en un sujeto con bicarbonato plasmático alto sugiere compensación de una acidosis respiratoria.



Gases sanguíneos PRUEBAS DE LABORATORIO Y PATRONES DE LOS TRASTORNOS ÁCIDO-BASE Los trastornos ácido base son frecuentes en los sujetos hospitalizados. Aunque clásicamente hay cuatro situaciones (acidosis metabòlica, acidosis respiratoria, alcalosis metabòlica y alcalosis respiratoria) hay numerosos m e c a n i s m o s por los que la acidosis metabòlica o la alcalosis pueden desarrollarse; y más de uno puede darse en un sujeto dado. Más aun. mientras la alcalosis respiratoria y la acidosis respiratoria son excluyentes entre sí, la acidosis metabòlica y la alcalosis metabòlica pueden coexistir. Para entender la aproximación a los trastornos ácido-base es necesario comprender tanto los mecanismos patogénicos descritos a continuación como los mecanismos de compensación ya vistos en este capítulo.



Pruebas de laboratorio para los parámetros ácido-base Sólo un puñado de pruebas son necesarias para reconocer los trastornos ácido-base más complejos y los más sencillos. Requieren unos test de screening básicos, como el panel metabòlico básico, y otros más especializados como los gases sanguíneos y otros requeridos para certificar la existencia de un anión gap elevado.



Electrólitos



plasmáticos



El screening inicial de los trastornos ácido-base puede hacerse con un panel metabòlico básico. Los ensayos para el bicarbonato en el plasma han variado con los años. Inicialmente no se medía directamente, más bien la cantidad total de los compuestos de CO, se consideraba el contenido total de CO . El plasma se alcalinizaba para convertir todo el CO en carbonato, seguido de una acidificación para la generación de CO_, en forma de gas. Este gas se media con técnicas manométricas. pero más recientemente se han em-pleado técnicas de titulación en instrumentos automatizados. El CO., total mide el bicarbonato; el CO,disuelto constituye cerca del 5% del valor y el C O , unido a proteínas un pequeño valor. Asi el CO> total plasmático sobrestima el bicarbonato en 1 mmol/l - 2 mmol'l. Actualmente la mitad de los laboratorios lo mide enzimàticamente y otra fracción emplea electrodos sensibles a bicarbonato. ;



El cálculo del anión gap tras la medición del sodio, cloro y bicarbonato es critico en la evaluación de los trastornos ácido-base. Como ya se explicó, un anión gap aumentado se produce cuando otro ácido (orgánico) está presente y el anión del ácido desplaza al bicarbonato. No sólo la presencia de un anión gap indica la existencia de tal acido amónico, incluso su aumento en el anión gap permite cuantificarlo. Dado que cada 1 mmol'l de i n c r e m e n to en el anión gap debería causar un descenso de 1 mmoH de bicarbonato, si comparamos la magnitud del cambio en cada uno podremos detectar los



La medición de los gases sanguíneos es critica para conocer el componente respiratorio del sistema ácido-base. Generalmente se emplean los arteriales, dado que proveen una medida de la función respiratoria y no están afectados por el metabolismo tisular. La sangre venosa difiere de la arterial al tener un contenido más bajo en oxígeno y H- más alto y Peo,. Normalmente las diferencias del pH en la sangre venosa no son altas, siendo 0.2 a 0.3 más baja de pH y la Peo, 3 mm Hg a 4 mm Hg mas alta que la sangre arterial. La perfusión disminuida origina mayores diferencias entre arterial y venosa; esto puede beneficiar la evaluación de sujetos con sospecha de defectos en la perfusión (Androgue. 1998).



Miscelánea de pruebas Mas pruebas serán necesarias para determinar la causa de un anión gap aumentado. El lactato plasmático se mide por ensayos enzimáticos: el manejo y la obtención de la muestra son cruciales para evitar grandes resultados artelactuales. Durante la recolección, el empleo del torniquete debe ser mínimo y no se debe apretar el puño, dado que el estasis y la contracción muscular pueden incrementar la acumulación de lactato. La glucólisis en el tubo de recolección también puede aumentar el láclalo; el uso de lloruros y oxaiato permite, almacenar a temperatura ambiente las muestras hasta 8 horas sin acumulación significativa de lactato (Asiles, 1994). Los cuerpos cetónicos se miden, a veces, con la reacción del nilroprusiato, que sólo los determina a ellos. Los cuerpos cetónicos, fruto del metabolismo de los ácidos grasos para obtener energía son el B-hidroxibutirato, el acetoacelalo y la acetona: sólo los dos últimos son acetonas. En la cetoacidosis temprana el R-hidroxibutirato représenla el 9 5 % o más del total de cuerpos cetónicos presentes: en ocasiones los cuerpos cetónicos pueden ser negativos al inicio de la presentación. El título de cuerpos cetónicos aumenta normalmente durante el tratamiento de la cetoacidosis debido a la conversión del B-hidroxibutirato a acetoacelato. El número de diluciones del suero que todavía produciría cuerpos cetónicos a la presentación es, grosso modo, equivalente a la concentración de los cuerpos cetónicos (en milimoles por litro); este valor puede ser útil para determinar si hay más de una causa presente para un anión gap aumentado. El uso del gap osmótico es importante en el screening para la ingestión de toxinas como el etilenglicol o el metanol (Church, 1997), El uso de los electrólitos de la orina es útil para determinar la causa de una acidosis metabólica sin anión gap aumentado y en la alcalosis metabólica. Se calcula el anión gap urinario empleando la Ecuación 9 1 3 : sirve para ser una estimación indirecta de la excreción urinaria relativa del ion amonio y el bicarbonato. Un anión gap extremadamente negativo urinario indica una excreción de amonio aumentada, una apropiada respuesta a la acidosis metabólica. mientras que un cero o un anión gap positivo indica una pérdida de bicarbonato inapropiada en los sujetos con acidosis metabólica (Batlle, 1988). El cloro urinario ayuda en la evaluación de la alcalosis metabólica. Un cloro urinario



SECCIÓN I I



174



•



QUÍMICA CIINICA



bajo se encuentra entre la mayoría de las causas de alcalosis melabólica. mientras que el cloro urinario aumentado (>20 mmol-i) indica hperaldosteronismo o un síndrome de Cushing en la mayoría de los casos (Koch. 1992). -



Anión gap urinario = (Na • K) - Cl



pero la demanda localizada incrementada de oxigeno o enfermedades metabólicas causan la acidosis láctica tipo B (Stackpoole. 1993). Causas frecuentes de acidosis láctica tipo B incluyen el abuso del alcohol, el cáncer, el ejercicio severo y el estado epiléptico. Si bien la fenformma (no disponible ya en EE.UU.) causaba acidosis láctica, su nuevo análogo, metformina. la provoca raras veces. En sujetos con intestino corto, el ácido láctico D se acumula por metabolismo bacteriano y produce acidosis metabólica; los ensayos sólo miden el lactato-L. por lo que podria ser normal en esos casos (Uribarri, 1998).



(9-13)



Patogénesis de las alteraciones del ácido-base Los trastornos ácido-base se producen cuando existe una alteración en la producción o excreción de ácidos y bases del cuerpo. Hay un número importante de situaciones que pueden generar acidosis o alcalosis (Tabla 9-8). Es más fácil entender los trastornos ácido-base por separado, considerándolos respiratorios y/o metabólicos.



La cetoacidosis es otra causa común de acidosis metabólica con anión gap aumentado. Mientras que la cetoacidosis diabética es la causa más frecuente, vista fundamentalmente en individuos con diabetes tipo I. la inanición es otra causa de cetoacidosis. Esto es probable que se produzca en alcohólicos, ya que el etanol inhibe la formación de glucógeno y la gluconeogénesis (Fulop. 1993).



Fisiología de los trastornos respiratorios ácido-base



En niños, los errores congénitos metabólicos pueden ocasionalmente causar anión gap incrementado debido a la acumulación de intermedíanos metabólicos. Esto se ve con frecuencia en el síndrome del jarabe de arce, pero en otros errores congénitos del metabolismo de aminoácidos o del metabolismo graso también se puede producir acidosis metabólica. En niños y más peque ños se pueden dar acidosis no explicadas que den resultado positivo para los errores metabólicos.



Los traslonos respiratorios se originan en el maneio inadecuado de dióxido de carbono por los pulmones (Kaehny. 1983). La acidosis respiratoria se debe habitualmente a una ventilación alveolar disminuida; causas frecuentes son enfermedades obstructivas, pérdida de espacio aéreo (como en la neumonía grave), interferencia con los mecanismos de respiración o depresión del centro respiratorio del cerebro. La alcalosis respiratoria puede surgir de cualquiera de estos mecanismos: estimulación del centro respiratorio como en la ansiedad o el dolor o en el síndrome de abstinencia a drogas. La incapacidad de la oxigenación en la enfermedad pulmonar intersticial o el shunt pulmonar lleva a la estimulación del centro respiratorio por la hipoxia; como es más fácil intercambiar CO „ la alcalosis respiratoria sobreviene por pérdida del CO,-.



ACIDOSIS DEBIDA A LA INGESTA DE ÁCIDOS O PRECURSORES DE LOS MISMOS La ingesta de toxinas es una causa rara de acidosis metabólica con anión gap aumentado. Las toxinas que más comúnmente las producen son el etilenglicol. el metanol y los salicilatos. El etilenglicol. hallado frecuentemente en los anticongelantes, se toma a menudo para cometer suicidio o en un intento por intoxicarse: más raramente, la exposición a etilenglicol procede de la toma de bebidas mal destiladas o fermentadas. El metanol. o alcohol de la madera, se encuentra en muchos productos, incluidos limpiacristales y líquido de frenos, y también en algunos anticongelantes. La ingesta de alcohol isopropilico no causa acidosis metabólica, aunque si produce cuerpos cetónicos positivos. El estudio inicial de la ingesta de estas toxinas debería realizarse rápidamente con la determinación del gap osmótico; un gap osmótico aumentado se usa como prueba presuntiva de la ingesta si los efectos de cualquier etanol cuentan para la osmolalidad calculada. Esta prueba es importante.



:



Mecanismos de los trastornos metabólicos ácido-base ACIDOSIS POR INCREMENTO EN LA PRODUCCIÓN DE ÁCIDOS El aumento de la producción de ácidos es la causa más frecuente de acidosis metabólica, produciendo un anión gap aumentado (Ishihara. 1998). Típicamente la sobreproducción de ácidos orgánicos es la forma de esta acidosis. La acidosis láctica se produce si hay glucólisis anaerobia. Esto se produce más Irecuentemente por incapacidad de llevar oxigeno a los tejidos en el shock, la sepsis o la hipoxemia severa, llamada colectivamente acidosis láctica tipo A. Menos frecuentemente el transporte de oxigeno es adecuado.
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dado que la osmolalidad fácilmente está en cualquier laboratorio, mientras que la medida de etanol o etilenglicol no (Church. 1997). El etilenglicol se metaboliza a una variedad de productos acidicos. incluyendo el oxalato; la detección de cristales de oxalato en una muestra fresca de orina apoya este diagnóstico (Jacobsen. 1997). Dado que los metabolitos tanto para el metanol como para el etilenglicol son mucho más tóxicos que el producto desde el que se originan, el tratamiento con inhibidores de la alcohol deshidrogenasa y la diálisis para retirar los componentes primarios son críticos como componentes de este tratamiento (Jacobsen. 1997). El etanol se ha usado, a menudo, con este propósito; el etanol sanguíneo debe mantenerse a 100 mg/dl para evitar su metabolismo. Recientemente el 4-metilpirazol se ha aprobado como el mejor inhibidor para el tratamiento de estas ingestas (Brent, 1999). La ingesta de salicilalos es una causa frecuente de toxicidad en niños y adolescentes, y ocasionalmente en los ancianos (Krause, 1992). En niños jóvenes y en ancianos la toxicidad suele ser accidental, pero en adolescentes y adultos jóvenes suele ser un gesto suicida. La imagen de laboratorio de la intoxicación por salicilalos es heterogénea. Los salicilatos estimulan el centro respiratorio, causando alcalosis respiratoria; en adultos éste es un hallazgo predominante (Yip. 1994). En niños la acidosis tiende a ser más común, frecuentemente combinada con alcalosis respiratoria (Temple. 1978). La acidosis también es más común con la toxicidad crónica, que se suele ver en ancianos. Rara vez la deshidratación y la alcalosis metabólica acompañan al cuadro. La osmolalidad es normal, habitualmente (Ishihara. 1998). dado que el nivel de salicilatos de 100 mg/dl produciría una osmolalidad de sólo 5 mOsm'kg. ACIDOSIS POR DISMINUCIÓN EN LA EXCRECIÓN ACIDA Normalmente los ríñones excretan un número de aniones ácidos, incluyendo orgánicos (aminoácidos, acido láctico) e inorgánicos (fosfato, lactato). En el fracaso renal oligúrico, el anión gap se incrementa típicamente de 1 mmol/l'día a 2 mmol/l/dia. La lacilidad para excretar estos aniones se conserva hasta las fases más tardías de la insuficiencia renal crónica, haciendo de ésta una causa rara de aumento en el anión gap. ACIDOSIS POR EXCRECIÓN AUMENTADA DE BICARBONATO Las pérdidas incrementadas de bicarbonato por los ríñones o el tracto intestinal lleva a una reabsorción renal aumentada de cloro con sodio para conseguir la electroneutralidad. El descenso de bicarbonato es exactamente equilibrado por el cloro aumentado, lo que produce un anión gap normal: a esto se le denomina acidosis metabólica hiperclorémica o sin anión-gap aumentado. Hay vanos patrones de pérdida de bicarbonato renal, denominados acidosis tubulares renales, debido a los distintos lugares de tratamiento anormal del ácido (Chan, 1985). El tipo I se debe a la incapacidad de excretar ácido en la nefrona distal: se asocia a menudo con el riñon en esponja (zona medular), nefrolitíasis e hipopolasiemia. En el tipo 2 hay una reabsorción defectuosa del bicarbonato en el túbulo proximal. asociado a menudo con defectos en la reabsorción de otras sustancias también. Le acompañan hipopotasiemia. hipomagnasemia. hipofosfatemia, glucosuria y raquitismo por producción delecluosa de la 1,25-dihidroxivitamina D. El tipo 4 se debe a la secreción alterada de ion hidrógeno (como amonio) en la zona cortical del tubo colector En contraste con otras formas de acidosis tubular, el tipo 4 se asocia con excreción defectuosa del potasio e hipercahemia. Un patrón similar puede darse en el déficit de aldosterona o en el uso de agonistas de la aldosterona. Cuando la causa de una acidosis sin anión gap aumentado no es conocida, pueden ser de utilidad los electrólitos urinarios con el cálculo del anión gap urinario para diferenciar entre pérdidas urinarias o fecales de bicarbonato. En la acidosis tubular el anión gap urinario debe estar próximo a cero o levemente positivo, mientras que las pérdidas de bicarbonato con las heces producirán un anión gap altamente negativo. ALCALOSIS POR INCREMENTO DE LA EXCRECIÓN ACIDA La gran mayoría de los casos de alcalosis metabólica se deben a pérdida del ácido por el estómago o los ríñones. El jugo gástrico contiene grandes cantidades de HCI. junto con potasio; la pérdida de ácido por el vómito o la succión nasogástrica es una causa común de alcalosis metabólica (Palmer,
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1997). En jóvenes, la presencia de alcalosis metabólica puede indicar bulimia (Oster, 1987). La pérdida de ácido renal se produce por deshidralación o uso de diuréticos (alcalosis de contracción). El mecanismo de la alcalosis en ambos casos se relaciona con la depleción parcial del volumen, en parte, lo que disminuye la filtración de bicarbonato (debido a volumen disminuido y GFR baja): parcialmente por aumento de la absorción de bicarbonato y parcialmente por hipopotasiemia, que aumenta la excreción de amonio. En ambos casos el cloro urinario es típicamente menor a 20 mmol I: el termino alcalosis de "respuesta clorhídrica" indica que para corregir el pH hay que corregir el déficit de cloro. Las pérdidas renales de ácido pueden producirse también sin pérdidas de cloro en personas con cortisol o aldosterona elevadas; normalmente cerca del 5 0 % de la actividad mineralcorticoidea en el nñón viene de esas hormonas. Tanto en el síndrome de Cushing como en el hiperaldosteronimso, el aumento de la actividad mineralcorticoidea produce perdida de potasio y aumento de excreción del ion amonio, produciendo alcalosis metabólica. En contraste con las otras causas de excreción acida, el cloro urinario es típicamente alto y la administración de cloro no corrige la alcalosis ("alcalosis resistente al cloro"). ALCALOSIS DEBIDA A LA INGESTA DE BASES Raras veces la alcalosis metabólica se produce por ingesta de bases. Las dos formas más comunes de ingesta de bases son el citrato, por una transfusión masiva, y la administración oral de bicarbonato. El citrato se metaboliza por el hígado; la situación más común en la que se produce una alcalosis metabólica por citrato es la infusión de múltiples hemoderivados en sujetos con insuficiencia hepática (neonatos, cirrosis, trasplante hepático). El bicarbonato sódico puede producir alcalosis metabòlica si se toma por vía oral y grandes cantidades, ocasionalmente como automedicación para la dispepsia. Menos Irecuentemente, el bicarbonato puede haberse administrado en exceso durante las maniobras de resucitación, o puede haberse dado intencionadamente para alcalinizar la orma para incrementar la excreción renal de ciertos compuestos. Aunque la anamnesis es habitualmente suficiente para establecer la causa de la ingesta excesiva de bicarbonato, el sodio urinario y el anión gap urinario estarán marcadamente elevados. ALCALOSIS DEBIDA A LA DISMINUCIÓN EN LA EXCRECIÓN DE BICARBONATO Se cree que el incremento en la reabsorción de bicarbonato puede jugar un papel en la génesis de la alcalosis metabòlica El mecanismo postulado es que. en situaciones de depleción clorhídrica, la deficiencia de cloro lleva a la reabsorción de bicarbonato con sodio, perpetuando la alcalosis metabòlica Esta hipótesis es cuestionable (Norris, 1988) y el déficit de potasio puede ser importante en la génesis de la alcalosis en la depleción de volumen, como ya se explicó (Halperin, 1994).



Trastornos



mixtos ácido-base



Los normogramas que vienen en muchos libros de los trastornos ácidobase representan una forma esquemática de ver la causa de un trastorno ácido-base aislado. En la práctica clínica más de un trastorno ácido-base se presenta en el individuo, invalidando dicho normograma. Un conjunto de situaciones clínicas se asocian con combinaciones de trastornos ácido-base. La cetoacidosis se asocia con el vómito, causando alcalosis metabòlica, y alcalosis respiratoria: esta combinación se ha denominado "enfermedad triple". La acidosis metabólica inducida por salicilatos se asocia, a menudo, con alcalosis respiratoria y puede provocar deshidralación que conduzca a alcalosis metabólica. La sepsis debida a neumonía se asocia a menudo con acidosis respiratoria y láctica. La deshidralación severa puede producir acidosis metabólica y alcalosis procontracción. Otras combinaciones de trastornos ácido-base se pueden ver en la práctica.



Aproximación del laboratorio a los trastornos ácido-básicos Una aproximación estandarizada es necesaria para reconocer los trastornos ácido-base simples y mixtos. El diagrama de flujo de la Figura 9-3 da una aproximación útil a las entidades sospechosas de ser enfermedades ácido-



SECCIÓN II



176



•



Q U Í M I C A CLÍNICA



base. Los pasos pueden resumirse en una estrategia común para cada uno. El paso inicial es identificar la desviación de la normalidad, como el bicarbonato o el anión gap. Si el anión gap está aumentado, una acidosis metabólica es previsible; si el anión gap es normal, pero el bicarbonato es anormal, esto puede representar un trastorno metabólico primario o una compensación de un problema respiratorio, Mientras que el potasio plasmático puede dar pistas de quién es responsable (el potasio tiende a ser normal en los trastornos respiratorios y anormal en los metabólicos), el examen de los gases ayudará a establecer cuál está presente al darnos el pH y la P c o . la tercera etapa es determinar si la compensación es adecuada para el trastorno presente: si no. debe haber otro trastorno ácido-base. :



EVALUACIÓN DE LA FUNCIÓN PULMONAR



Saturación de hemoglobina El grado de saturación de la hemoglobina está en función de la P o y de la afinidad de la hemoglobina por el oxígeno. Hay ciertas controversias sobre cómo calcular la saturación de la hemoglobina: algunos mantienen que debería calcularse la relación enlre la oxihemoglobina y la suma (oxihemoglobina más desoxihemoglobina). mientras que otros mantienen que se calcula como la relación entre la oxihemoglobina y la hemoglobina total. En sujetos normales hay poca diferencia entre estos dos cálculos, pero en personas con altos niveles de otras formas de hemoglobina (como carboxihemoglobina y metahemoglobina), los dos términos varían significativamente. 2



Hay dos métodos para evaluar la saturación de hemoglobina desde los gases sanguíneos. El más extendido asume que las otras formas de hemoglobina no son más que trazas, que los niveles de 2,3-DPG son normales y que no hay vahantes de la hemoglobina con variable afinidad al oxígeno. La sarturación de oxigeno se calcula entonces de la observada en la Po , ajusfándola a aquellos factores que pueden medirse y que afectan a la afinidad por el oxígeno (como el pH. la P c o y la temperatura corporal). Dichas estimaciones dan un resultado ajustado si todas las asunciones son correctas. 2



Las pruebas de laboratorio para la función pulmonar están limitadas a la evaluación del intercambio gaseoso. El dióxido de carbono ya ha sido tratado en los trastornos ácido-base: esta sección del capítulo está principalmente limitada a las pruebas del oxigeno. El monóxido de carbono, una toxina, que se analiza con más extensión en el Capítulo 17, también se trata aquí brevemente.



Pruebas de laboratorio de oxigenación Se puede hacer una variedad de aproximaciones para evaluar la adecuación de la oxigenación de la sangre o la habilidad de la sangre de llevar oxígeno a los tejidos. Las más extendidas son el oxígeno arterial, la determinación de la saturación de hemoglobina por cooximetría y la estimación de la saturación de oxigeno por oximetros de pulso transcutáneos.



Medición del gas arterial sanguíneo La toma directa de sangre arterial es la forma más fiable de conocer la adecuación de la oxigenación pulmonar. Dado que el salto que hace la curva de disociación de oxígeno es plana a relativamente altos niveles de Po , la medición de la saturación de oxígeno con pulsímetros es relativamente insensible para valorar los cambios moderados a leves de la oxigenación pulmonar. Las muestras de sangre para estudios de oxigenación deberían preferentemente mantenerse en agua helada hasta su análisis, pero pocos cambios en la P o se producen si la muestra está de 30 a 60 minutos a temperatura ambiente. El equilibrio de las muestras con aire, ya sea en forma de burbujas en la jeringuilla o con exceso de heparina, es de menos importancia para la P o , frente al pH o el dióxido de carbono, a no ser que la Po sea marcadamente anormal. ?



2



¿



Además de la medición directa de la Po , la medición de los gases arteriales puede emplearse para reconocer alteraciones en el intercambio alveolar del oxigeno evaluando el gradiente arterio-alveolar (A-a), la diferencia entre el valor de Po arterial y alveolar. Mientras que la Po, arterial puede medirse directamente, la Po alveolar debe calcularse. En el aire normal humidificado. la presión del vapor de agua es de aproximadamente 50 mm Hg; esto se le resta a la presión atmosférica para dar las presiones parciales de los gases en el aire. A una presión atmosférica de 750 mm Hg, por ejemplo, en un individuo respirando el aire de la habitación (con oxígeno 21%) el aire inhalado tendrá una presión parcial de oxígeno 0.21 x (750-50) o 142 mm Hg. En el aire alveolar, el dióxido de carbono también está presente: la eliciencia de intercambio es aproximadamente del 80%: asi que la Peo, alveolar es aproximadamente el 8 0 % de la Peo, arterial. Por lo que la Peo, puede calcularse según la Ecuación 9-14.



2



Otra aproximación usa un cooxímetro. un espectrofotómetro que hace varias lecturas de absorbencia en diferentes longitudes de onda para resolver ecuaciones simultáneas que nos dan las cantidades de oxihemoglobina. deoxihemoglobina, metahemoglobina, carboxihemoglobina y, algunas veces, sulfihemoglobina. La saturación de oxígeno se calcula entonces como la relación deoxihemoglobina respecto del total de hemoglobina. Este método es más fiable que el calculado en la saturación de oxígeno siempre que no haya otros compuestos con alta absorbencia a una o más de las longitudes de onda medidas. Las interferencias más comunes son la lipemia y el azul de metileno.



Evaluación no invasiva de la oxigenación Los pulsioximetros miden la absorbencia percutánea a dos longitudes de onda distintas durante un pulso sensorial para determinar la oxihemoglobina y la desoxihemoglobina. y calcular el porcentaje de saturación usando el primer método descrito. Los pulsioxímetros son razonablemente fiables para detectar grandes cambios en el transporte de oxígeno y tienen la ventaja de no ser Invasivos. Pueden no ser fiables en la presencia de grandes cantidades de hemoglobina fetal o en hipotensión, y deberían calibrarse para su uso pretendido (como la monitonzación neonatal). Como con la saturación calculada de la Po , los resultados pueden ser engañosos en sujetos con metahemoglobina o carboxihemoglobina. 2



Aproximación de laboratorio a los trastornos de oxigenación



2



2



2



Po alveolar = (%0¡ inspirado) x (РА,„-Рнго) - (0,8 x Pco 2 ) 2



(9-14)



En sujetos respirando aire normal el gradiente A-a es, generalmente, de 5 mm Hg a 20 mm Hg: un valor más alto indicaría alteración de la oxigenación alveolar de la sangre. En aquellos que respiran 100% de oxígeno, el gradiente A-a es, a menudo, de 50 mm Hg y ocasionalmente más.



La evaluación de la saturación de oxigeno es muy útil en aquellos con signos o síntomas respiratorios. Mientras que las determinaciones de la saturación de oxígeno por pulsioximetría pueden ser utilizadas para detectar baja oxigenación, no son fiables para prevenir un exceso de oxigeno en el tratamiento por el aplanamiento de la curva de disociación del oxigeno a altas presiones. En los sujetos gravemente enfermos un problema importante es la irrigación del las extremidades, dando los pulsioxímetros resultados falsos o engañosos. En tales situaciones, la medición directa de la Po es un mínimo para conocer la adecuación de la terapia respiratoria. ?



El empleo de la cooximetría se requiere en individuos muy graves. Tras una transfusión, los niveles de 2,3-DPG permanecen bajos durante horas, invalidando los resultados de la saturación estimada desde la P o . La cooximetría también permite detectar otras variantes de la hemoglobina que están presentes en los individuos críticos. La cooximetría es el método más inmediato para detectar intoxicación por monóxido de carbono. Los niveles de carboxihe-moglobina en un sujeto normal son normalmente menores a 2,5% de la hemoglobina total, aunque niveles moderadamente más altos se encuentran en los poceros y en personas con anemias hemoliticas. Elevaciones moderadas, en el rango del 5% a 10%, pueden verse en los fumadores importantes, aunque niveles más allá sólo se observan en la intoxicación.
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Figura 9-3. Aproximación a los trastornos áodo-base. Las pruebas iniciales para la valoración ácido-base son el anión gap y el bicarbonato plasmático. Si ambos valores son normales en un paciente con ritmo respiratorio normal, descartamos un trastorno ácido-base. Para cada paso en el algoritmo se realiza un proceso de tres pasos para reconocer la posibilidad de un trastorno mixto 1) reconocimiento de la anomalia (para incremento del anión gap o bicarbonato anormal]; 2) determinación de la naturaleza de la anormalidad (para anión gap aumentado determinar qué ácido está aumentado; para bicaroonalo anormal, ver si se trata de un trastorno ácido-básico primario o la compensación de un trastorno respiratorio) y 3) determinar si la compensación es adecuada. Además, para un anión gap aumentado, el cambio en el anión gap debe ser comparado con el cambio en el bicarbonato basal. Con la sobreproducción acida simple, el cambio en ambos deberia ser igual Un cambio en el anión gap mayor que el cambio en el bicarbonato indica otra causa de aumento de bicarbonato, ya sea una alcalosis respiratoria o metabólica Un cambio en el anión gap menor que el bicarbonato indca un factor adicional que baja ei bicarbonato, ya sea alcalosis respiratoria o acidosis metabólica sin anión gap aumentado. El potasio (no indicado en el algoritmo) además da pistas: es normal en los trastornos respiratorios y anormal en los metabólicos. En la acidosis metabólica la mayoría de las causas originan incremento de potasio (excepto los estados que pierden bicarbonato, como la diarrea o la acidosis tubular renal). Casi todas las alcalosis metabólicas se asocian con hipopotasiemia. Abreviaturas: acid= acidosis: alcal= alcalosis: resp= respiratoria; metab= metabólica: AG= anión gap.
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Urea



Fósforo Magnesio



Creatina y creatinina



H o r m o n a s reguladoras del m e t a b o l i s m o mineral



Ácido úrico



Trastornos del m e t a b o l i s m o mineral



Amoníaco
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Calcio



COMPONENTES NITROGENADOS NO PROTEÍNICOS Los componentes nitrogenados no proteínicos (NPN) se forman en el organismo como resultado del catabolismo de los ácidos nucleicos, los aminoácidos y las proteínas. Hay más de 15 componentes en el plasma con una concentración de nitrógeno total de 250 mg/l a 400 mh/l. Los NPN en sangre completa son, aproximadamente, un 75% mayor que en plasma, principalmente por la alta concentración de glutatión contenida en los eritrocitos. La urea es el principal componente NPN en el plasma, y constituye alrededor del 45% del total. Otros constituyentes importantes, en orden decreciente de contenido de nitrógeno, son: aminoácidos, ácido úrico, creatinina, creatina y amoniaco. El término "componentes NPN" procede de los principios de la química clínica, cuando la metodología analítica requería la desproteinización del espécimen antes del análisis. Debido a que la mayoria de estos componentes son excretados por los riñones, la determinación de NPN en sangre ha sido tradicionalmente utilizada como un índice de función renal. Concentraciones aumentadas de varios de los principales componentes - e s t o es, urea, creatinina y ácido úrico- se producen como consecuencia de una insuficiente función renal. El NPN. sin embargo, es un Índice relativamente no especifico de enfermedad renal, ya que procesos como la gota, la enfermedad hepática, la hemorragia gastrointestinal y otras alteraciones pueden provocar alteraciones significativas en las concentraciones plasmáticas de los diferentes constituyentes. En consecuencia, las determinaciones
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de NPN no se realizan ya en el laboratorio: en su lugar, se efectúan determinaciones en suero, plasma u orina de cada uno de los componentes de la fracción N P N , que proporcionan una información mucho más válida desde el punto de vista clínico.



UREA Química



fisiológica



La urea es el principal metabolito del catabolismo de las proteínas (Fig. 10-1). Es sintetizado en el hígado a partir de dióxido de carbono (COJ, y de amoniaco generado de la desaminación de los aminoácido, a través del ciclo de la ornitina o Krebs-Henseleit. Más del 90% de la urea es excretada a través del riñon, donde es filtrada desde el plasma por el glomérulo. En el riñon normal, entre el 4 0 % y el 8 0 % de la urea es reabsorbida por difusión pasiva fuera del túbulo renal hacia el intersticio, y vuelve a en el plasma. La reabsorción de urea depende principalmente del estado de hidratación y. por ello, de la tasa de flujo urinario. Normalmente, la urea supone alrededor de la mitad (25 g) del total de sólidos urinarios y de entre un 8 0 % a un 90% del nitrógeno urinario total. La fracción restante (< del 10%) de urea es eliminada a través del tracto gastrointestinal y la piel. La urea es uno de los análisis de laboratorio más habituales para evaluar la función renal. La utilidad del test, sin embargo, es limitada por el hecho de que se debe producir una considerable destrucción glomerular. en tomo al 7 0 % u 80%, antes de que se produzca un incremento en el nivel de urea pías-
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Figura 10-1. Estructura química de la urea.



mática. Además, la concentración de urea plasmática depende de la función y perfusión renal, la ingesta de proteínas y el nivel de metabolismo proteínico. La utilidad de la determinación de urea sérica es especialmente importante cuando sus resultados son evaluados junto con los de la determinación de creatinma sérica, (véase Cap. 9).
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INTERMEDIARIOS METABÓLICOS, IONES INORGÁNICOS Y M A R C A D O R E S BIOQUÍMICOS.



clínico-patológica



El nivel elevado de urea en sangre se llama azoemia. Esta enfermedad puede ser dividida en Ires categorías principales: prerrenal. renal y posrenal. La azoemia prerrená es el resultado de una inadecuada perfusión de los riñones y. por ello, deficiente filtrado glomerular en presencia, por lo demás, de una función renal normal. Entre los factores que pueden provocar descenso del fluio renal, se incluyen la insuficiencia cardiaca congestiva, el choque, la deshidratación, la hemorragia y el insuficiente volumen sanguíneo. A pesar de que el aumento de urea en plasma durante una hemorragia gastrointestinal masiva esté en ocasiones justificado por el gran aumento de la absorción de aminoácidos, procedentes de la digestión de las proteínas de la sangre, es probable que la hipovolemia ocasionada por la hemorragia, sea en sí misma el factor principal. Otras causas de incremento de urea plasmática incluyen una dieta rica en proteinas. el catabolismo muscular por desnutrición, el tratamiento por glucocorticoides y el elevado catabolismo proteímco que puede producirse, por ejemplo, con la fiebre, estrés y quemaduras. La patogénesis de la azoemia renal es primariamente el descenso del nitrado glomerular, que ocurre en una amplia variedad de enfermedades renales. Las causas más comunes de la retención de urea incluyen el fallo renal agudo y crónico, la glomerulonefritis, la necrosis tubular, la nefritis intersticial y la pielonefritis. La uremia es un síndrome clínico secundario al fallo renal constituido por una marcada elevación de la urea plasmática, acompañada por acidemia y alteración del balance electrolítico (especialmente elevación de potasio): puede ser eventualmente mortal si no es tratado con diálisis. Los pacientes con uremia presentan no solo acidemia y alteración del balance hidroelectrolitico. sino también náuseas, vómitos, anemia y niveles variables de alteración mental. En situaciones de coma o profundo estupor, la elevación de nitrógeno ureico sanguíneo (BUN) excede normalmente los 100mg/dl. pudiendo alcanzar los 200mg/dl. La azoemia posrenal es normalmente el resultado de una obstrucción del tracto urinario, y el consecuente aumento de la retrodifusión de urea desde el túbulo renal a la circulación. Las causas más frecuentes son la nefrolitiasis, hipertrofia de la glándula prostática o tumores del tracto genitourinario. Un descenso significativo en la concentración plasmática o sérica de urea sólo se produce en unas pocas condiciones. Una deficiente nutrición, abundante toma de líquidos o excesiva administración de líquidos intravenosos (sobrehidratación). en presencia de una función renal normal provocará un descenso del nivel de urea porque una menor cantidad relativa será reabsorbida por los túbulos renales. En el embarazo también se observan niveles disminuidos de urea, probablemente secundarios a un incremento de la tasa de infiltración glomerular. La enfermedad hepática severa puede producir un descenso en la síntesis de urea, debido a una disminución de la actividad de las enzimas del ciclo de la urea. Además, hormonas con un efecto anabólico sobre el metabolismo de las proteínas, tales como los andrógenos y la hormona del crecimiento, pueden también producir descensos en la formación de la urea. Como se ha explicado, la concentración sérica de urea es un mejor indicador de la toma de nitrógeno y del estado de hidratación del paciente que de la función renal. Para mejorar la interpretación clínica se recomienda que tanto la urea como la creatinina séricas sean analizadas seguido por el cálculo del cociente BUN/creatinina (B/C). La creatinina se ve muy poco influenciada



por la dieta y. prácticamente nada, por el estado de hidratación. Para un adulto normal con una dieta normal, el intervalo de referencia para el cociente B/C es alrededor de 10 a 20. con valores para la mayoría de los individuos entre 12 y 16. Un cociente elevado, con niveles normales de creatinina eslá asociado con azoemia prerrenal. elevada toma de proteinas. especialmente en pacientes urémicos. aumento del catabolismo tisular y después de hemorragia gastrointestinal. Un cociente alto con creatinina elevada se observa en la azoemia posrenal} como en la obstrucción del tracto urinario, asi como en una azoemia prerenal sobreañadida a una enfermedad renal. Cocientes B/C bajos son observados en condiciones asociadas al descenso de la producción de urea, tales como la baja ingesta de proteínas, el ayuno prolongado o la enfermedad hepática severa y la necrosis tubular aguda.



Técnicas



analíticas



La urea es determinada en suero, plasma y orina. Debido a que es muy susceptible a la descomposición bacteriana, los especímenes (especialmente orina) deben ser refrigerados si no van a ser analizados en las horas siguientes, para evitar una rápida pérdida de la urea. Existen dos métodos analíticos para la determinación de urea en líquidos fisiológicos: métodos directos e indirectos. Los métodos directos están basados en la reacción de Fearon, en la que la urea es determinada por condensación directa con diacetil monoxima. en presencia de un ácido fuerte para formar un derivado amarillo de diacona que absorbe fuertemente a 540 nm. Este procedimiento es sencillo, mide la urea directamente y no muestra interfencias por el amonio. Ademas, ha sido satisfactoriamente automatizado en algunos autoanalizadores. Sin embargo, algunas limitaciones, como la escasa linealidad y el uso de un químico cáustico, han convertido a este método en poco atractivo. En los procedimientos indirectos, la urea es primero hidrolizada por la enzima ureasa (urea amidohidrolasa EC 3.5.1.5) a NH. + y H C O , con la consiguiente cuantificación del ion amonio, tanto por espectrofotometria o procedimientos electroquímicos (Fig. 10-2). El abordaje espectroiotométrico emplea la reacción de Berthelot y ensayos enzimáticos apropiados. En el primero, el amonio es convertido a indofenol con la adición de nitroprusiato Este método es bastante satisfactorio y barato: sin embargo, tiene la desventaja de que es muy sensible a la contaminación de amonio en la mezcla de reacción, y al amoníaco endógeno presente en las muestras de orina. En las reacciones enzimáticas acopladas, el N H ' producido por la hidrólisis con ureasa es medido por una serie de reacciones acopladas que producen H O . El H O., es posteriormente cuantificado por la formación de un colorante quinonaimina en presencia de fenol y 4-aminofenazona. Este método demuestra buena especificidad y sensibilidad, y es actualmente el más utilizado por los autoanalizadores. 4



Los abordajes electroquímicos para la cuantificación de NH - incluyen 1) la determinación de la tasa de incremento de conductividad, según la urea (no iónica) es hidrolizada por la ureasa para formar especies iónicas N h y y HC0 y 2) la determinación potenciométrica utilizando un electrodo selectivo para el ion amonio. Se considera que un método de espectrometría de masas puede ser el sistema definitivo para la determinación de la urea. El método de referencia actualmente en uso es el método enzimático de la ureasa glutamato dehidrogenasa (GLDH) hecho sobre un filtrado libre de proteínas. 4



3



Intervalo de referencia La urea en sangre habitualmente se notifica como BUN y se expresa en mg/dl. El Sistema Internacional de Unidades (SI) recomienda que los resulta-
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dos sean expresados en milimoles por litro. Las unidades de masa de BUN pueden ser convertidas en unidades de masa de urea, multiplicando por 2 14 (60/28 - 2 14. donde 60 es el peso molecular de la urea y 28 es el peso de los dos átomos de nitrógeno). El factor paia convertir BUN en miligramos por decilitro a urea en milimoles por litro es 0'357. El intervalo de referencia para suero o plasma del nitrógeno ureico en adultos normales es de 8 mg/dl a 20 mg/dl (2'8 mmol a 7 1 mmol de urea por litro). Los niveles en niños son significativamente inferiores a los valores del adulto, y los recién nacidos tienen valores aproximados a la mitad del rango de adultos. Se ha publicado que los niveles de nitrógeno ureico en suero son ligeramente superiores en varones adultos que en mujeres. La excreción urinaria de nitrógeno ureico normal para adultos que ingieren una dieta con un contenido proteinico normal, está en el rango de 17 g/24 h a 20 g/24 h



Creatina y creatinina Química



fisiológica



La creatina es el principal componente de almacenamiento de fosfato de alta energía necesario para el metabolismo del músculo. Es sintetizado principalmente en el hígado a partir de arginina, glicina y metionina. Esta reacción es catalizada por una transaminidasa, que está sometida a inhibición por retroalimentación por aumento de la creatina. Una vez sintetizada, entra en la circulación sanguínea para ser ampliamente distribuida, especialmente a las células musculares, que contienen alrededor del 98% de toda la creatina del organismo. En el músculo, la creatina es convertida a fosfocreatina. que sirve como fuente de energia. En condiciones fisiológicas, la creatina pierde agua espontáneamente, para formar su amida cíclica, creatinina (Fig. 10-3). Una vez formada, la creatinina no es reutilizada por el metabolismo y se convierte en un producto de desecho. La creatina es filtrada por los glomérulos, pero es reabsorbida en gran parte o completamente por los túbulos proximales. La creatinina es excretada a la circulación a una velocidad relativamente constante, que es proporcional a la masa muscular del individuo. Es también filtrada libremente por los glomérulos, pero no es reabsorbida en circunstancias normales. Sin embargo, la reabsorción tubular de creatinina puede ocurrir en determinadas condiciones clínicas, incluyendo la insuficiencia cardíaca congestiva severa y la diabetes mellitus incontrolada. Una fracción importante de la excreción de creatinina por el riñon es el resultado de la secreción tubular proximal. Así. en individuos normales, el aclaramiento de creatinina puede ser normalmente superior entre un 10% y un 4 0 % al aclaramiento de inulma. En pacientes con insuficiencia renal severa, hasta un 6 0 % de la creatinina urinaria puede derivar de la secreción tubular (Perrone, 1992). La secreción tubular de creatinina puede ser inhibida por fármacos como la cimetidina, el probenecid y el trimetoprim. El contenido de creatina en el organismo de un hombre normal es proporcional a su masa muscular. La lasa de recambio de creatinina es también relativamente constante, siendo transformada, aproximadamente del 1,6% al 1,7% de la creatina total cada 24 horas. Debido a la constancia en la producción de la creatinina, la determinación de su excreción urinaria es habitualmente utilizada como una referencia de la cantidad total eliminada en orina de 24 horas. Durante años se ha aceptado que la creatinina plasmática es relativamente independiente de la dieta. Sin embargo, estudios recientes mues-
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Figura 10-3. Estructura química de la creatina у la creatinine.



QUÍMICA CIÍNICA



tran que la cantidad de proteínas de la dieta puede afectar los niveles de producción de creatinina. por efecto sobre la masa muscular del individuo. Otros factores que también pueden influir sobre la concentración de creatinina sérica son su metabolismo y tratamiento por el nñón. así como los propios métodos de medida. Además, el electo de envejecimiento, el embarazo, la diabetes mellitus, la administración de fármacos y, tanto el fallo renal agudo como crónico, deben ser correctamente interpretados cuando se utiliza la creatinina sérica como un índice de función renal (Perrone, 1992). Correlación clínicopatológica (véase Cap. 9) Tanto la creatinina sérica como la urinaria han sido utilizadas como Índice de función renal, debido a la constancia en la formación de la creatinina (Rahn, 1999). La creatinina sérica elevada está asociada con un descenso en la tasa de filtración glomerular (GFR). Desafortunadamente, se produce un deterioro de la función renal significativo -a veces un descenso superior al 5 0 % en la G F R - , antes de que se observen cambios en la concentración sérica de creatinina. Además, debido a la cantidad de cromogenos plasmáticos interfirientes, la mayoría de los métodos utilizados en los laboratorios clínicos sobreestiman la creatinina sérica e infraestiman su aclaramiento. En condiciones normales, es equilibrado por el efecto opuesto de la secreción tubular de creatinina, lo que produce un aclaramiento de creatinina muy cercano al aclaramiento de inulina. Sin embargo, estos dos electos son completamente independientes y están influenciados por numerosas variables, entre ellas la función renal y los fármacos. Cuando la GFR disminuye, la contribución de la secreción de creatinina a su tasa de aclaramiento aumenta. Asi, los cambios en el aclaramiento de creatinina pueden no reflejar adecuadamente los cambios en el GFR. El uso de la creatinina sérica como un índice de función renal está también sujeto a dificultades, sobre la base de que un aumento de la secreción tubular de creatinina durante la GFR reducida da como resultado un incremento mucho menor de la creatinina sérica, por lo que la sensibilidad de la concentración de creatinina en suero como marcador puede estar en entredicho. No obstante, el hallazgo de un descenso en el aclaramiento de creatinina, y un aumento de su nivel en suero, son realmente indicativos de una función renal insuficiente. La concentración sérica o plasmática de creatina y su excreción urinaria están significativamente elevadas por necrosis y atrofia de músculo esquelético en situaciones como los traumatismos, distrofias musculares de progresión rápida, poliomelitis. esclerosis lateral amiotrófica. amiotonía congénita. dermatomiositis. miaslenia gravis y desnutrición prolongada. La meliltestosterona estimula la síntesis de creatina por el hígado. El aumento de creatina también está asociado con el hipertiroidismo. la acidosis diabética y el puerperio.



Técnicas



analíticas



La creatinina puede ser medida en suero, plasma u orina. No existen diferencias sistemáticas entre la creatinina en suero y plasma. Hasta el momento, el método más utilizado para su cuantíficación está basado en la reacción de Jalté, descrita en 1886. En esta reacción, la creatinina es tratada con una solución alcalina de picrato, para formar un complejo brillante rojo-naranja, que absorbe la luz a 485 nm. Desafortunadamente, este sencillo procedimiento está sometido a interferencia por una variedad de cromogenos presentes en el suero (pero no en la orina), que reaccionan dando un color idéntico, ocasionando asi un incremento erróneo en la concentración determinada de creatinina. Entre estas sustancias están la glucosa, fructosa, ácido ascórbico, piruvato y ácido úrico. Un incremento en la temperatura de la reacción, asi como cambios en el pH, también afectan a la determinación de creatinina, facilitando el efecto de las sustancias interfirientes. Por otro lado, la bilirrubina y la hemoglobina, así como especímenes lipémicos. muestran una interferencia negativa en la reacción de Jaflé. Se han realizado esfuerzos para eliminar o minimizar el efecto de estas interferencias, absorbiendo los componentes interfirientes sobre materiales como la tierra de Fuller o el reactivo de LLoyd. Este proceso, sin embargo, no es utilizado habitualmente en los laboratorios clínicos modernos, porque requiere una tarea intensa y su eficacia es cuestionable. La validez del procedimiento de picralo para las determinaciones de creatinina ha sido, sin embargo, significativamente mejorado por la introducción de determinaciones cinéticas, en contraposición a los métodos de punto final. Estos análisis utilizan la tasa diferencial de desarrollo
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INTERMEDIARIOS METABÓLICOS, IONES INORGÁNICOS Y M A R C A D O R E S BIOQUÍMICOS.



de color de los cromógenos que no son la creatinina comparados con los de la propia creatinina, permitiendo asi una separación tasa-dependiente de la creatinina y las sustancias intertinenles. A pesar de que este abordaje elimina algunos de los reactantes inespecíficos, está todavía sometido a numerosos resultados erróneos en pacientes con elevados niveles de 


2



Varios métodos de cromatografía liquida de alta resolución (HPLC) muestran una especificidad excelente. Sin embargo, la necesidad de desproteinización de la muestra, asi como la laboriosidad del procedimiento, han hecho que estos análisis tengan una aceptación limitada en la práctica común. La creatina es habitualmente determinada por la diferencia en creatinina antes y después de la conversión de creatina en creatinina, generalmente por calor. Este último puede dar lugar a la formación de cromógenos inespecíficos adicionales, alterando así la especificidad de la reacción. De modo similar a los procedimientos utilizados para la creatinina, se han desarrollado reacciones enzimáticas acopladas que eliminan numerosas interferencias, Debido a las cantidades considerables de cromógenos intertirientes para la determinación de creatinina presentes en los eritrocitos, deben desecharse las muestras hemolizadas. El análisis de muestras lipémicas y con niveles altos de bilirrubina darán también resultados erróneos. Además, las muestras deberían ser almacenadas a pH 7 para minimizar conversiones internas. Algunas de las sustancias que pueden interferir con la determinación de creatinina por la reacción de Jaffé son: acetoacetato, acetona, barbituratos, fenolsulfonftaleína, bromosulftaleína y proteínas.



Intervalo de referencia El intervalo de referencia para la creatinina en suero en adultos sanos es de 0,6 mg/dl a 1.2 mg/dl (de 53 umol/l a 106 UfffOM) para varones, y 0.5 mg'dl a 1.0 mg/dl (de 44 umol/l a 88 umol/l) para mujeres. Esta diferencia es atribuida a la disparidad en la masa corporal de hombres y mujeres. El rango de concenlración de creatinina sérica en niños menores de 12 años es de 0.3 mg/dl a 1 mg/dl (de 26,5 u mol/1 a 88,4 umol/l) sin diferencias significativas entre ambos sexos. El rango de referencia para la excreción total de creatinina es de 1.0 gr/24h a 2,0 gr/24h (8.8 umol/24h a 17,6 pmol/24h) para adultos varones, y 0.6 g/24h a 1.5 g/24h (de 5.3 pmol/24h a 13,2 pmol/24h) para mujeres adultas. Sin embargo, un mejor Índice relacionaría excreción de creatinina a masa muscular o peso corporal. Un compromiso razonable es relacionar excreción de creatinina a peso corporal total; esto es. de 21 mg/kg a 26 mg/kg de peso corporal/24h (de 0,18 umol/kg/24h a 0,23 pmol/kg/24h) para adultos varones, y de 16 mg/kg a 22 mg/kg de peso corporal/24h (de 0,14 umol/kg/24h a 0.19 pmol/kg/24h) para mujeres adultas. El intervalo de referencia para creatinina urinaria en niños pequeños debería ser interpretado con cautela, por las dificultades de obtener estas muestras urinarias. La concentración de creatina sérica es más variable que la de creatinina, y es superior en mujeres que en hombres: esto es, de 0,2 mg/dl a 0,6 mg/dl (de 15 a 45 umol/l) para varones, y de 0,6 mg/dl a 1 mg/dl (de 45 p. mol/I a 76 pmol/l) para mujeres. Existe una pequeña excreción neta de creatina por orina: de 0 mg/24h a 40 mg/24h (de 0 pmol/24h a 0,35 pmol/24h), para varones adultos, y de 0 mg/24h a 100 mg/24h (de 0 umol'24h a 0,88 umol/24h) para mujeres adultas. Los valores de creatinina. asi como los intervalos de referencia, pueden variar significativamente entre distintos laboratorios, dependiendo de la metodología utilizada para la determinación de creatinina.
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Figura 10-4. Estructura química del ácido úrico.



Acido úrico Química



fisiológica



El ácido úrico es el producto de desecho final del catabolismo de los ácidos nucleicos y las purina en humanos (Fig. 10-4). El ácido úrico es un ácido débil, con un pKa' de 5.75, y un pKa' de 10,3. A pH de 7.4, más del 95% del ácido úrico de los líquidos del organismo está en forma de urato monosódico. La cantidad total de urato en el organismo excede un gramo en el adulto de tamaño medio (Steele. 1999). El ácido unco deriva de tres fuentes 1) catabolismo de nucleoproteínas ingeridas, 2) catabolismo de nucleoproteinas endógenas y 3) transformación directa de nucleótidos purinicos endógenos. La formación de ácido Úrico ocurre sólo en tejidos que contienen la enzima xantinaoxidasa. La mayoria del ácido úrico del organismo es sintetizado en el hígado y en la mucosa intestinal. Alrededor de dos tercios del urato es excretado por el riñon, y el tercio restante es eliminado por vía intestinal El tratamiento renal de uratos es complejo, y puede ser considerado como un modelo con 4 componentes, que incluyen la filtración glomerular. reabsorción tubular proximal. secreción tubular y reabsorción postsecretora. El urato es libremente liltrable por los glomérulos. La reabsorción tubular es un proceso activo de transporte en el que más del 9 0 % del ácido úrico filtrado, así como el posterior ácido úrico secretado, son reabsorbidos. La expansión del volumen del líquido extracelular puede aumentar el aclaramiento renal de urato, por disminución de su reabsorción tubular (Steele, 1999). Aproximadamente, de un 8% a un 12% del urato filtrado es excretado en la orina como ácido Úrico. En orina, existe como uratos monosódico-disódico. potásico, amónico y calcico. Un adulto medio, con una dieta baja en proteínas, excreta aproximadamente de 275 mg a 600 mg de acido úrico en 24 horas.



Correlación



clinicopatológica



La hiperuricemia es definida como una concentración sérica de urato mayor de 7mg/dl (416 pmol/l), y puede resultar de diferentes alteraciones y condiciones asociadas con la producción incrementada de uratos y/o el descenso de su excreción renal. La producción aumentada de acido úrico se observa en linfomas y leucemias (tisis tumoral). ingestión de ciertos fármacos (etanol. fármacos citotóxicos), consumo excesivo de alimentos ricos en punnas (carnes, visceras, leguminosas), asi como en oDesidad e hipertnglicendemia. La excreción disminuida esta presente en pacientes con hipertensión esencial, fallo renal crónico, cetoaodosis, acidosis láctica, toxemia del embarazo y el uso de diuréticos (tiazidas y furosemida). Varios esludios han encontrado hiperuricemia asociada de manera independiente, con el aumento de mortalidad en pacientes con enlermedad cardiovascular y renal (Johnson. 1999). En algunos individuos, la hiperuricemia puede precipitar el desarrollo de fracaso renal agudo. La gola comprende un grupo heterogéneo de alteraciones caracterizadas por: 1) hiperuricemia; 2) ataques de artritis inflamatoria aguda: 3) deposición de cristales de uralo monosódico en distintos lugares del cuerpo (tolos), con especial predilección por las articulaciones y el cartílago penarticular, el hueso, la cápsula y el tejido subcutáneo, y 4) nefrolitiasis. Las cuatro fases de la progresión de la gota incluyen: hiperuricemia asintomática. artritis gotosa aguda, gota intercrítica (intervalos entre ataques agudos) y gota tofácea crónica (Harris, 1999). El pico de incidencia está entre la tercera y la quinta década de la vida, y la afección es mucho más frecuente en hombres que en mujeres. La gota en mujeres se producen exclusivamente después de la menopausia. La gota aguda afecta, sobre todo, a la articulación del primer meta-
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tarsiano del pie. Para alcanzar un diagnóstico definitivo, es necesario realizar una aspiración del contenido articular, con demostración de la presencia en el líquido sinovial de cristales birrefringentes con luz polarizada (Pittman, 1999). La cantidad total de ácido úrico soluble en el organismo está muy elevada en el caso de la gota, pudiendo sobrepasar los 30 g. La concentración de urato en plasma está correlacionada con la severidad clínica, pero no se sabe por qué un individuo desarrollará gota, mientras que otro, con las mismas características e igualmente elevadas concentraciones de urato en plasma, puede permanecer asintomático (Harris, 1999). El aumento de la cantidad total de ácido úrico en el organismo es el resultado de un incremento de la síntesis de purinas de novo, el aumento de la degradación de nucleótidos purinicos. la disminución de la excreción renal de urato, o combinaciones de estas alteraciones. En el pasado, la mayoría de los investigadores han ensalzado la importancia de la superproducción de ácido úrico en la patogénesis de la gota. Sin embargo, estudios recientes han mostrado que hasta el 9 8 % de los individuos con gota presentan un defecto en el tratamiento renal del ácido úrico (Steele, 1999). La inflamación aguda de la gota es el resultado de la interacción entre los depósitos tisulares de urato monosódico y los leucocitos polimorfonucleares con la consiguiente liberación de enzimas lisosomales. leucotrienos, prostaglandinas y proteasas. Los cristales de urato activan el sistema del complemento, y aumentan la bradicinina, kalicreina y la síntesis de plasmina, a través del factor XII (factor Hageman). La hiperuricemia puede ser el resultado de errores congénitos del metabolismo de las purinas. Una deficiencia completa de hipoxantina fosforribosiltransferasa (HPRT), el síndrome de Lesch-Nyhan. es un trastorno ligado al cromosoma X asociado con hiperuricemia, hiperuricuria, precipitación aumentada de ácido úrico en los ríñones, con la formación de piedras, y artritis gotosa, La HPRT está presente normalmente en todos los tejidos. Esta convierte hipoxantina y guanina en sus respectivos nucleótidos: inosina y guanosina. Una deficiencia en HPRT da lugar a la superproducción y acumulación de uratos. Las manifestaciones clínicas incluyen conductas de automutilación, coreoatetosis, espasticidad y retraso mental. La deficiencia de HPRT está generalmente motivada por mutaciones puntuales, deleciones, inserciones o endoduplicaciones de exones. Otro trastorno ligado al cromosoma X está asociado con un incremento en la actividad de fosforribosilpirofosfato (PRPP) sintetasa originando un incremento en la producción de PRPP. Este es un importante regulador de la tasa de síntesis de novoúe las purinas. Los individuos con este defecto tienen superproducción de purinas, hiperuricemia, hiperuricuria. nefrolitiasis y gota. Las manifestaciones clínicas incluyen sordera neurosensorial y retraso en el desarrollo neurológico. La retención de urato y la hiperuricemia son consecuencias precoces de la enfermedad renal terminal. A pesar de que con anterioridad se consideraban el reflejo de un descenso en la filtración glomerular, la retención de urato es más bien el resultado del descenso de su secreción tubular, asi como de la alteración de la reabsorción postsecretora, o de ambos factores a la vez. La concentración de urato en plasma raramente aumenta por encima de los 10mg/dL en el fallo renal, probablemente por una secreción aumentada gastrointestinal y por la uricólisis. La gota es una complicación poco frecuente de la hiperuricemia por enfermedad renal, y se produce en menos del 1% de los casos. Sin embargo, los pacientes con la enfermedad poliquística renal presentan tanto hiperuricemia como gota, incluso antes de que el deterioro de la función renal sea causante de azoemia. Algunos fármacos y sustancias químicas interfieren con la excreción renal de urato. El ácido etacrínico, la furosemida y los diuréticos tiacídicos tienen un efecto antiuricosúrico definitivo. El aminohipurato. el lactato, el acetoacetato y el p-hidroxibutirato inhiben de manera competitiva la secreción tubular de urato. Algunos fármacos como el salicilato, probenecid, sulfinpirazona y fenilbutazona son de especial interés porque inhiben la excreción de ácido úrico a baja dosis, pero lienen un marcado efecto uricosúrico a altas dosis. Esto se explica por el hecho de que estos fármacos inhiben la secreción tubular de urato a bajas dosis, pero solamente pueden inhibir la absorción tubular a dosis significativamente superiores. Una elevada producción de nucleoproteínas y un catabolismo también incrementado, son factores importantes en la etiopatogenia de la hiperuricemia secundaria a leucemia, linfoma. policitemia, mieloma múltiple, neuroblastoma y una amplia variedad de otras neoplasias. Los antineoplásicos. así



Q U Í M I C A CLÍNICA como la terapia por radiaciones ionizantes de las neoplasias malignas, pueden aumentar de manera importante la formación de ácido úrico. La ingestión de etanoi con frecuencia aumenta los niveles plasmáticos de urato. y puede ocasionar ataques de gota en pacientes susceptibles. El etanoi altera el metabolismo del ácido úrico, aumentando la producción de urato a través del catabolismo mediado por acetato del nucleótido adenina y de la supresión de la excreción renal del ácido úrico. Esle último es el resultado de un exceso de lactato producido por la oxidación de etanoi a acetaldehído. el cual de manera competitiva, inhibe la secreción renal de urato. Las causas de hipouricemia son relativamente escasas. Los defectos congénitos de la reabsorción tubular renal, como en el síndrome de Fanconi y la enfermedad de Wilson, o adquiridos, particularmente a través de daño tóxico, pueden causar un incremento de la pérdida urinaria de urato, y un descenso de sus niveles plasmáticos. La hipouricemia ha sido también descrita en asociación con trastornos malignos, como la enfermedad de Hodgkin, el mieloma múltiple y el carcinoma broncogénico. La xantinuria, una enfermedad poco frecuente, es causada por la deficiencia congénita de xantina-oxidasa, de manera que la xantina e hipoxantina son excretadas en lugar del ácido úrico. El tratamiento enérgico de la gota con el inhibidor de la xantina-oxidasa, el alopurinol, puede tener un efecto similar. Otra rara alteración congénita, la deficiencia de-fosforribosilpirofosfatasa. puede también causar concentraciones plasmáticas de urato extremadamente bajas. La enfermedad hepática grave puede afectar seriamente la conversión de xantina a ácido úrico. La alcalinización de la orina solubiliza el ácido úrico, por lo que no se forman cálculos en el tracto urinario.



Técnicas analíticas El ácido úrico es oxidado a alantoína. Dependiendo del agente oxidante utilizado en esta reacción, los métodos pueden ser divididos en químicos y enzimáticos. El método más utilizado en el pasado para la determinación de ácido úrico es el método de Caraway, que está basado en la oxidación de ácido úrico por fosfotungstato alcalino, en una solución libre de proteínas. El ácido fosfotúngslico es después reducido a azul tungsteno, que es medido fotométricamente a 700 nm. Hay varias dificultades inherentes a este método, incluyendo la coprecipitación del ácido úrico con las proteínas plasmáticas, la formación de turbidez durante el desarrollo del color, y la presencia de sustancias endógenas, potencialmente interfirientes, como el ácido ascórbico. los tioles libres, las purinas metiladas, el ácido homogentísico y la glucosa a concentraciones muy elevadas. A pesar de las numerosas modificaciones llevadas a cabo sobre el método colorimétrico básico, con el objetivo de mejorar la especificidad, la oxidación de ácido úrico a alantoína utilizando la enzima uricasa. sigue siendo el método más específico disponible. Debido a que el ácido úrico, pero no la alantoína, absorbe a 293 nm, la diferencia en las absorbencias, antes y después del tratamiento de la muestra con uricasa. es proporcional a la concentración de ácido úrico. Las ventajas de este método son que evita la precipitación de proteínas y tiene una mayor sensibilidad y especificidad. Además, ha sido adaptado para su uso en la mayoría de analizadores automáticos. Varias modificaciones haciendo uso de H,0 . formada durante la reacción enzimática incluyen la formación de cromógeno mediante el acoplamiento de una reacción con catalasa y la formación de compuestos fluorescentes, tanto por el autoacoplamiento del ácido p-hidroxilenilacético o por la oxidación del ácido homovanílico. Otros métodos de cuantificación incluyen la determinación de la captación de oxigeno, durante la formación de H 0 „ la titulación colorimétrica y las determinaciones cromográficas. 2



?
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El ácido úrico es estable, tanto en suero como en orina, durante unos tres días a temperatura ambiente. Su estabilidad puede ser incrementada con la adición de fluoruro o limol. Todos los anticoagulantes pueden ser utilizados, excepto el oxalato potásico, que forma fosfotungstato potásico insoluble, que ocasiona turbidez.



Intervalo de referencia El intervalo de referencia para el ácido úrico sérico o plasmático varía notablemente en función de la edad, sexo y diferencias en los métodos analíticos
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utilizados. En general, oscila entre los 3.5 mg/dl a 7,2 mg/dl (de 0'21 mmol/l a 0'42 mmol/l) para varones, y 2.7 mg/dl a 6,0 mg/dl (de 0,16 mmol/l a 6,0 mmol/l)', cuando el ácido úrico es analizado por el método del fosfotungstato El adulto medio excreta aproximadamente de 0,4 g a 0,8 g de ácido úrico cada 24 horas. La excreción de ácido úrico puede exceder de 1,0 g/24h como consecuencia de una dieta rica en purinas.



Amoníaco Química



fisiológica



El amoniaco es un producto del metabolismo de los aminoácidos, y por ello, del catabolismo de las proteínas. Una considerable cantidad de amoniaco es absorbida a través del tracto intestinal, donde es formado por degradación bacteriana de las proteínas de la dieta y la urea presente en la secreción intestinal. El hígado es la fuente principal de amoníaco por la desanimación oxidativa de aminoácidos, especialmente por la desaminación catalizada por la glutamato dehidrogenasa, de L-glutamato para formar «-cetoglutarato. La síntesis neta de L-glutamato se produce como resultado de la transaminación, implicando otros aminoácidos, que son transformados en la reacción en sus correspondientes «-cetoácidos. Cantidades mas pequeñas de amoníaco se forman por desaminación no oxidativa de aminoácidos y oxidación aeróbica de varias aminas fisiológicas, como epinefrina y dopamina. La mayoría del amoníaco es al final desechado como urea, que es sintetizada en el ciclo de la urea tras la síntesis de carbamoil fosfato. La glutamina es la principal fuente de la génesis renal de amoniaco. Ésta es formada a partir de ácido glutámico. principalmente en el higado. pero también en el cerebro y el músculo esquelético. Los ríñones captan la glutamina del plasma y forman iones amonio por acción de la glutaminasa. La vía clásica es que de la degradación de glutamina resulta la generación de amoníaco, que difunde al interior de la luz tubular y es excretado por la orina como uno de los dos más importantes tampones urinarios de iones de hidrógeno. Esta visión tradicional ha sido cuestionada porque a pH fisiológico, la hidrólisis de glutamina da como consecuencia N H ; en lugar de NH„ que no puede actuar como captador de protones. Existen evidencias a favor de un transporte de NH.- directo en el riñon como la vía principal para la regulación de amoniaco (Knepper, 1991). Algunos estudios sugieren que el N H ; se acumula en el intersticio modular renal, como resultado de su absorción activa en el tramo ascendente del asa del Henle, previa a su excreción en la orina. Los ríñones humanos excretan entre 30 mmol y 50 mmol de amoniaco cada día. lo que supone del 5% al 10% de todo el nitrógeno excretado, y tamponando la mayoría de los 40 mmol a 80 mmol de ácido metabólico producido y excretado por el organismo.



Correlación



clinicopatológica



La etiología más frecuente de la alteración del metabolismo del amoniaco es la enfermedad hepática severa. También está elevado en el síndrome de Reye. Cuando la función hepática no es adecuada para metabolizar el amoniaco, su concentración plasmática aumenta, se producen varias manifestaciones toxicas, particularmente en el cerebro (véase Cap. 14). El amoniaco interfiere en los procesos normales de captación, almacenamiento y liberación de diferentes neurotrasmisores. Los síntomas neuropsiquiátricos de la hiperamonemia incluyen alteraciones del carácter y la personalidad, deficiencia cognitiva. ataxia, convulsiones y coma (Butterworth, 1998). Los errores congénilos del metabolismo de la urea son más frecuentes de lo que se podría pensar. Pueden producirse en cada uno de los pasos del ciclo de la urea, esto es: la carbamoil fosfato sintetasa, ornitina transcarbamilasa, argininosucinato sintetasa. argininosuccinasa y arginasa, y pueden ocasionar incremento del amonio plasmático. En la acidosis metabólica, la excreción renal de amoniaco aumenta precipitadamente, siempre que se mantenga la función renal normal. En la enfermedad renal crónica, la capacidad de los ríñones para excretar amoniaco, y, por ello excretar ácido metabólico. está comprometida (véase Cap. 9).



Técnicas analíticas La determinación de amoniaco en sangre implica la conversión de N H / a N H , gaseoso. La reacción inicial puede ser realizada directamente en sangre
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o en un filtrado libre de proteínas. El NH-. liberado puede ser liberado del plasma o suero por reabsorción, mediante una resma de intercambio catiónico. seguida por la cuantificación, bien con reactivo de Nessler o por la reacción de indofenol, en la cual el N H / reacciona con fenóxido sódico en presencia de hipoclorilo y nitroprusiato, para dar un color azul estable. Un procedimiento alternativo más utilizado en la separación de amoniaco de la sangre o el plasma, es la disfución isotérmica. El N H , aislado puede ser medido mediante titulación acidimétrica, reactivo de Nessler, determinación lotométrica del color, producido por ninhidrina, o con la reacción de indofenol. la titulación colorimétrica con hidrobromito producido electrolíticamente, o por otros medios. Otro abordaje para la determinación de amoníaco en sangre es la reacción enzimática del amoniaco con ácido (/-cetoglutánco en presencia de glulamico de hidrogenasa. El descenso de la absorbencia a 340 nm como consecuencia de la correspondiente conversión de NADH a NAD es proporcional a la concentración de amoníaco.



Intervalo de referencia El amoníaco plasmático en adultos normales es como media inferior a los 120 mg/dl (67 umol/1). La formación in vitro de amoniaco en sangre, que resulta de la acción enzimática sobre amidas lábiles, tales como la glutamina, genera un problema en la determinación de amoníaco. El contenido de éste en sangre recién extraída, aumenta a una tasa de 0,0003 mg/ml de sangre/min a temperatura ambiente. La concentración de amoníaco permanecerá constante, durante al menos 24 horas, si la muestra es congelada a -20 O Si el análisis es retrasado por más de unos pocos minutos, se recomienda la rápida congelación de la muestra de plasma arterial mejor que venoso, con hielo seco y acetona.



Aminoácidos Química fisiológica Los aminoácidos son las unidades estructurales básicas de las proteínas, y representan el segundo mayor constituyente del nitrógeno plasmático no proteinico. Los a-aminoácidos son componentes orgánicos que contienen un grupo amino (-NH ), un grupo carboxilo (-COOH) y un grupo R o cadena lateral en el carbono-a, y tienen la fórmula general mostrada en la Figura 10-5. A pesar de que se conocen más de 150 aminoácidos diferentes, solo 20 están presentes en el organismo como constituyentes significativos de las proteínas. Con excepción de la glicina, todos los «-aminoácidos son asimétricos, una propiedad que determina el isómero óptico DL de los aminoácidos. Los Lisómeros predominan en las proteínas encontradas en los organismos superiores. Los humanos pueden sintetizar solo la mitad de los aminoácidos que necesitan, y el resto, que debe ser suplementado por la dieta, se denominan aminoácidos esenciales (Tabla 10-1). Los aminoácidos se comportan como anfóteros, ya que sirven como ácidos y bases en las soluciones acuosas. En el rango de pH fisiológico de 7.35 a 7,45, los aminoácidos está ionizados, con el grupo carboxilo cargado negativamente, y el grupo amino cargado positivamente. Los iones bipolares de este tipo son conocidos como anfolitos (antiguamente zwitenones) (Fig. 10-5). Los grupos R asociados a los aminoácidos pueden ser cadenas de carbono alifáticas, anillos aromáticos de carbono, anillos imino heterociclicos o amidas, y dan lugar a aminoácidos hidrofóbicos, con grupos R no polares y ácidos hidrofilicos con grupos R polares no cargados. Las diferencias en la naturaleza química de los diferentes grupos R son responsables de las propiedades especiales de cada uno de los aminoácidos. Las proteínas están compuestas de largas cadenas de residuos aminoácidos, unidas por enlaces peptídicos (véase Cap. 13). El enlace peptídico está formado por la condensación del grupo «-amino de un aminoácido, con el grupo carboxilo de otro. Una molécula de agua es liberada durante la lormación del enlace peptídico (Fig. 10-5). Una vez que el enlace ha sido formado, un grupo carboxilo de un aminoácido y un grupo amino de otro, están aun disponibles para formar enlaces peptídicos adicionales Las proteínas de la dieta son la fuente primaria de aminoácidos para la síntesis proteímea endógena. En el proceso de la digestión se produce el corte enzimático de los enlaces peptídicos. En el estómago y el intestino
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Un dipéptido mostrando una unión peptídica Figura 10-5. Características químicas de los aminoácidos.



delgado proximal. las endopeptidasas hidrolizan las porciones internas de las cadenas polipeptidicas. mientras que las exopeptidasas atacan los enlaces terminales. La acción de las endopeptidasas, pepsina, tripsina, quimotrixina y elaslasa, y las exopeptidasas, carboxipeptidasas A y B, origina una mezcla de aminoácidos y péptidos pequeños, que puede ser absorbida por el intestino. Tras la absorción en las microvellosidades. posteriores hidrólisis enzimáticas convierten los oligopéptidos en aminoácidos. Las moléculas de los aminoácidos son demasiado grandes para difundir de forma pasiva a través de los poros de las membranas de las células de la mucosa intestinal. Los aminoácidos son absorbidos por. al menos, tres sistemas de transporte estereoespecificos: 1) los aminoácidos neutros son absorbidos completamente por un único sistema de transporte; 2) los aminoácidos básicos son absorbidos, pero a una velocidad menor, por un segundo sistema de transporte: y 3) la prolina y la hidroxiprolina son absorbidas por un tercer transportador. Tras la absorción, los aminoácidos entran en el sistema venoso portal para ser transportados al hígado, donde algunos se emplean para la síntesis proteinica. y otra parte entra en la reserva sistémica de aminoácidos. La síntesis proteinica en el resto del organismo emplea esta reserva, y el catabolismo proteinico aporta más aminoácidos. El proceso habitual de catabolismo se inicia habitualmente por la retirada de los grupos ammos. lo que se conoce como desaminación. Los cetoacidos resultantes entran en el ciclo de Krebs aeróbico para ser oxidados hasta CO, y agua con la producción de energía que puede ser almacenada como trifosfato de adenosina (ATP). Los aminoácidos son filtrados por la membrana glomerular, pero son fácilmente reabsorbidos en los túbulos por un sistema de transpone activo.



Tabla 1 0 - 1 Aminoácidos como componentes de las proteínas del cuerpo Esenciales Valina Leucina Isoleucina Melionina Treonina Lisina Fenilalanina Histidina Triptófano



N o esenciales Glicina Alanina Senna Cisteina Cistina Ácido aspártico A c i d o glutámico Hidroxilisina Tirosina Prolína Hidroxiprolina



Comunmente, menos del 5% de los aminoácidos no son reabsorbidos y se excretan en la orina. En el adulto normal, la excreción urinaria de aminoácidos es más o menos constante y es. de media, 200 mg de (/-amino nitrógeno en 24 horas. Correlación



clinicopatológica



En general, la medición de la concentración urinaria de aminoácidos tiene más valor que su equivalente plasmático. La excreción aumentada de aminoácidos puede ser clasificada en dos tipos: renal y por sobrellujo. Las aminoacidurias por sobrellujo son las que acompañan a concentraciones incrementadas en el plasma de aminoácidos, con unos túbulos normofuncionantes. pero cuya capacidad reabsortiva se ha visto superada. Estas situaciones son adquiridas y secundarias a otra patología o están causadas por un error congenita del metabolismo. Los errores congénilos del metabolismo se diagnostican más frecuentemente en el periodo neonatal. En general son raros pero un neonato con síntomas clínicos causados por una de estas enfermedades es una auténtica urgencia, el cuadro se complica aún más por su similitud a la sepsis o la asfixia. Un retraso en el diagnóstico y en el tratamiento lleva a morbilidad grave y alta mortalidad (Burlina, 1999). Estos síndromes son típicamente causados por la falta de una enzima responsable del metabolismo de uno o varios aminoácidos por lo que estos aminoácidos se acumulan en el plasma y se excretan de forma exagerada en la orina. La gravedad de los síntomas de presentación varía por factores genéticos, como la tasa de enzima residual y la correlación geno-lenotípica. Estos trastornos se manifiestas en el recién nacido en forma de encefalopatía, incluyendo letargía, irritabilidad, malas lomas, apnea o taquipnea y vómitos repetidos. En muchas de estas enfermedades se ve acidosis metabólica. hiperglucemia, ictericia y/o hiperamonemia (Burton. 1998). La fenilcetonuria se produce por una deficiencia hereditaria o ausencia de la fenilalanina hidroxilasa. que es necesaria para la conversión de fenilalanina en tirosina. con un incremento tanto de la fenilalanina como su metabolito desaminado, el ácido fenilpirúvico, en plasma y orina. La lenilcetonuria es una de las enfermedades hereditarias más comunes en los errores del metabolismo aminoácido y afecta, aproximadamente, a 1 de cada 10.000 nacidos vivos. El diagnóstico precoz es fundamental para instaurar dietas sin fenilalanina y asi disminuir o evitar el daño cerebral que, de otra forma, se produciría irremediablemente. La enfermedad del jarabe de arce es una enfermedad autosómica recesiva causada por un defecto en la deshidrogenasa de los u-cetoácidos ramificados, un complejo mitocondrial multienzimático. que lleva al acumulo de los aminoácidos ramificados leucina, isoleucina y valina. El estupor y las anoma-
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lías respiratorias, incluyendo episodios de apnea, tics mioclónicos. convulsiones y espasmos opistotónicos. pueden darse en los recién nacidos (Burlina. 1999). La lirosinemia neonatal transitoria es el trastorno aminoácido más frecuente del recién nacido. Se piensa que se debe a un desequilibrio entre los niveles séricos elevados de tirosina, debidos a la toma proteínica. y al retraso madurativo de la enzima hepática parahidroxifemlpiruvato dioxigenasa. El diagnóstico se realiza por la hipertirosinemia transitoria, que responde a la administración de ascorbato o se resuelve espontáneamente con la dieta normal. La aminoaciduna secundaria ocurre normalmente, hasta un cierto grado, en la cirrosis y en otras enfermedades hepáticas crónicas. Se ve también en otras enfermedades emanciadoras. la eclampsia, el daño tisular, y tras la infusión de hidrolisado proteinico. Las aminoacidunas renales son debidas a una disminución de la reabsorción tubular. Pueden ser adquiridas en el curso de un daño tubular renal o causadas por una enfermedad congénita especifica o no específica para uno o varios aminoácidos. Por ejemplo, la cistinuria se debe a la incapacidad para reabsorber, no sólo la cisteína, sino también la lisina, arginina, ornilina y otros aminoácidos, por parte del túbulo renal. Las aminoacidurias secundarias son también habituales como respuesta a toxinas exógenas, como en la intoxicación por metales pesados. Otras causas incluyen: la necrosis tubular aguda, la malnutrición grave y varias enfermedades melabólicas no relacionadas con el metabolismo aminoacídico, como la galactosemia, la intolerancia a la fructosa hereditaria y la enfermedad de Wilson. El umbral renal para la excreción de aminoácidos baja en la embarazada y en los recién nacidos La homocisteina es un aminoácido, que contiene azufre, y que se genera Iras la desmetilación de la metionina. La regulación de la homocisteina se basa en la toma diaria, especialmente de folato, las vitaminas B6 y B12, y en diferencias genéticas interindividuales sobre el uso de las vitaminas como cofactores en el metabolismo homocisteimco. La deficiencia de cualquiera de estas tres vitaminas lleva a una elevación moderada de la homocisteina. de la misma forma que lo haría la disminución de la función renal. En cantidades excesivas, se cree que la homocisteina favorece la trombogénesis, así como el daño al endotelio vascular y a las células del músculo liso. Esludios recientes han mostrado que una homocisteina elevada en plasma es un factor de nesgo coronario asi como de otras enfermedades vasculares oclusivas tanto arteriales como venosas, en sujetos adultos (Langman, 1999).
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do estudiar varios errores congénitos del metabolismo en una prueba de un paso. En este método, dos o mas espectrómetros de masas son unidos en tándem. El aminoácido objetivo es ionizado en el primer espectrómetro, entonces sus iones característicos se separan de los de las otras substancias en la mezcla, siendo identificados por el segundo instrumento. Este método puede identificar la fenilcetonuria, la enfermedad de la orina del iarabe de arce (cetoaciduria de los aminoácidos ramificados), tirosinemia y homocistinuria. La espectrometría de masas en tándem ha demostrado tener una mayor sensibilidad analítica y e s p e c i f i c i d a d q u e otros métodos más antiguos (Bartlett, 1 9 9 9 ) . Las pruebas cuantitativas para la medición de los aminoácidos en los fluidos corporales incluyen la electroforesis capilar, la cromatografía de gas-liquido. HPLC, cromatografía liquida de intercambio iónico y la espectrometría de masas en tándem. La resonancia magnética de alta resolución espectroscop i a y la medición molecular también se han empleado para medir aminoácidos en plasma. Típicamente el HPLC (analizador de aminoácidos) emplea una resina de intercabio iónico seguida de un gradiente de elución. La detección de los aminoácidos por separado se consigue con espectrometría con luz UV o visible. Este método tiene una sensibilidad excelente, alta resolución, y se realiza en relativamente poco tiempo. Las pruebas moleculares se han empleado para identificar defectos geneticos específicos, que derivarían en la ausencia o déficit de una determinada enzima implicada en el metabolismo de los aminoácidos. Dado que las mutaciones genéticas son muy heterogéneas, el diagnóstico molecular es difícil, y actualmente se limita a la identificación de mutaciones específicas en algunos familiares de los sujetos afectos. Las concentraciones de referencia de los aminoácidos individuales en el sujeto sano por HPLC han sido publicadas por Teerlink (1994).



HIERRO Y PORFIRINAS Hierro



Además del plasma y en la orina, el estudio de los aminoácidos no es de especial importancia en otros fluidos, salvo la cuantificación de glutamina en el LCR. La glutamina, el aminoácido más numeroso en el plasma, es de suma importancia como fuente de amonio en los túbulos renales como tampón de los iones hidrógeno en la orina Los descensos significativos tanto en la concentración plasmática de los aminoácidos como en la excreción urinaria son raros. Incluso en la caquexia grave la reserva plasmática de aminoácidos está bastante conservada como consecuencia del catabolismo de las proteínas intrínsecas del organismo.



El conocimiento del metabolismo férrico a nivel molecular ha sido enormemente ampliado en los años recientes por los nuevos hallazgos acerca del funcionamiento de la Iransferrina. el receptor de la transferrina y la ferrilina; la identificación de la proteína de resistencia natural del macrófago (Nramp2) como un transportador principal de hierro tanto desde el Irado intestinal al enterocito como intracelularemente; el entendimiento de la importancia fisiológica de las proteínas reguladoras del hierro IRP-1 e IRP-2; y la identificación de HFE como el gen candidato para la hemocromatosis (Aisen, 1999). Clínicamente se ha avanzado en el diagnóstico y tratamiento tanto de la deficiencia como del exceso de hierro gracias a: los estudios sobre la validez de la medición de los receptores de transferrina: la nueva administración de hierro terapéutico por vía gástrica'; y el desarrollo de nuevos agentes quelantes orales (Brittenham. 1994).



Técnicas analíticas



Química



Las técnicas analíticas para la medición de aminoácidos se pueden dividir en las pruebas de detección y los métodos cuantitativos. Una variedad de métodos se han empleado para la deteción sistemática de los neonatos en busca de errores congénitos del metabolismo, incluyendo cromatografía de capa fina, ensayos fotométricos y el test de Gulhne. En virtud de su aplicabilidad para el despislaje bioquímico del recién nacido, la fenilalanina se determina frecuentemente en plasma durante los primeros días tras el nacimiento. El ensayo de Gulhne es un método microbiológico para valorar la capacidad de la fenilalanina obtenida en la muestra de sobrepasar la inhibición metabólica de la B-2-tienilalanina de una cepa de Sac///us subtitis (véase Cap. 18). Una forma más comúnmente empleada hoy en día es un lesl fluorométrico que mide la reacción entre la fenilalanina, el cobre y la ninhidrina tras su potenciación por parte de uno de varios dipéptidos.



El hierro es un elemento esencial para una gran variedad de procesos metabóiicos, pero también tiene el potencial de ser tóxico al formar radicales con el oxigeno que pueden dañar a las moléculas biológicas. Dada su habilidad para ciclarse entre la forma oxidada ferrosa ( F e ) y férrica (Fe*), el hierro puede funcionar como transportador del oxigeno y electrones, así como cofactor de numerosos enzimas, ya sea como portador del grupo hemo o sin su presencia, asociado a otras proteínas que conlinenen hierro. Las hemoproteinas se asocian a una gran cantidad de funciones biológicas cruciales, incluidas su unión con el oxigeno (hemoglobinas), metabolismo oxigenado (p. ej„ oxidasas. catalasas. peroxidasas), y para transferir electrones (citocromos). Las proteínas que continen hierro, no en forma hemo, calalizan reacciones clave implicadas en el metabolismo energético (la aconilasa mitocondrial y las proteínas [Fe-Sj de la cadena de transporte de electrones) y la síntesis de ADN (ribonucleótido reductasa). El metabolismo del colágeno, tirosinasas y catecolaminas también requiere de proteínas que contienen hierro (Ponka. 1999). Además el hierro desempeña un papel esencial en la inmunidad celular al regular la proliferación y diferenciación de diversas subpobla-



La cromatografía de capa fina se ha empleado para separar y cuantificar aminoácidos individuales. En ella se incluye la preparación de la muestra, la separación cromatográdca y la identificación de los aminoácidos. Más recientemente, los desarrollos en espectrometría de masas en tándem han permiti-
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cíones de línfocitos y al afectar el potencial inmunitario de los macrófagos. es decir, la inhibición de la ruta directa mediada por interferón y (IFN-y) en la respuesta macrofágica inmune (Weiss. 1999). Por otra parte, el hierro puede participar en muchas reacciones con producción de radicales libres, lo que puede dañar muchos componentes celulares. Por tanto, el control estricto de la homeostasis del hierro es un requerimiento absoluto para el mantenimiento de las funciones celulares más esenciales. Distribución. Es el metal más abundante en el cuerpo humano, con una concentración de aproximadamente 40 mg a 50 mg de hierro por kilo de peso. Dos tercios del hierro total (-30 mg/kg) está en forma de hemoglobina en los eritrocitos circulantes, cerca de un cuarto (5 mg/kg a 6 mg/kg en las mujeres y de 10 mg/kg a 12 mg/kg en los hombres) permanecen en los depósitos en forma de hemosiderina o ferntina. y unos 6 mg/kg a 7 mg/kg además, están presentes en lorma de mioglobma, enzimas de grupo hemo y enzimas no hemo repartidos por los demás tejidos. Una pequeña cantidad del hierro corporal ('0,5%) está unido a la transferrina del plasma y el líquido extracelular (Britlenham, 2000). M e t a b o l i s m o y regulación. No hay formas efectivas de excretar el hierro en exceso del cuerpo humano. Por tanto, el hierro es estrictamente regulado y conservado y el intercambio con el medio ambiente está restringido (Fig. 10-6). Los requerimientos diarios de hierro varían según la edad, el sexo, el peso y el estado de salud. Las pérdidas fisiológicas de hierro están típicamente restringidas a la pérdida de las células del intestino que contienen hierro, al tracto urinario y la piel: las pequeñas cantidades de hierro contenidas en la orina, la bilis y el sudor: las pérdidas ocultas gastrointestinales: y en las mujeres, las pérdidas uterinas durante la menstruación y el embarazo. La pérdida media de hierro en un sujeto adulto es de menos de 1 mg. y en la mujer menslruante de 1.5 mg.



QUÍMICA CLÍNICA



La dieta recomendada para los hombres adultos es de 10 mg/día y se consigue fácilmente con una dieta equilibrada. Es difícil dar una dosis recomendada diana para las mujeres (18 mg) porque no es fácil obtenerla de una dieta normal salvo que se tomen alimentos reforzados o se incluyan suplementos. Los alimentos con una tasa de hierro relativamemte alta son las visceras animales (p. ej.. hígado, ríñones, corazón y bazo), la yema del huevo, pescados, ostras, bivalvos y las legumbres secas. La media de las dietas occidentales contiene de 10 mg a 30 mg de hierro diario, la mayoría en forma de proteínas hemo, hemoglobina y mioglobina, en la carne. Para ser absorbido, el hierro en la dieta debe estar en forma ferrosa (Fe**), El pH ácido del estómago, asi como las sustancias reductoras y el ácido ascórbico, aumentan la absorción del hierro al mantener el hierro en la forma reducida y formando quelatos con las formas férricas, que permanecen soluble a medida que el pH asciende en el intestino delgado. El hierro hemo se absorbe directamente en forma de hemina (Fe"). El duodeno es el punto óptimo de absorción, siendo ésta menor en los tramos siguientes del intestino delgado. Sólo del 5% a 10% (-1 mg a 2 mg) del hierro en la dieta se absorbe. Sin embargo, en los estados deficitarios de hierro, la absorción se aumenta hasta de un 2 0 % a un 30%. La regulación de la absorción del hierro fundamentalmente se lleva a cabo por las células mucosas de la región proximal del intestino delgado. Este control se ejerce: 1) controlando la captación de hierro de la mucosa en la membrana de borde en cepillo, 2) retención del hierro almacenado dentro de las células de la mucosa, 3) transferencia del hierro desde las células mucosas al plasma. La ruta molecular de la captación de hierro se cree ahora que incluye a Nramp2, pero los detalles de cómo el hierro se mueve desde el intestino no han sido descritos con certeza (Fleming. 1997). Fisológicamente los mayores determinantes para la absorción mucosa del hierro son la cantidad total de hierro en depósitos y el nivel de eritropoye-



I I c i l i o de la d i c t a 10-30 mg 24 horas



l-rilobkislo Figura 10-6. Diagrama esquemático de la ruta de transporte del hierro (Fe= hierro: Nram 2= antigeno de resistencia natural proteinico asociado a macrófagos: TfR= receptor de translernna: Tf= transferrina: Hb= hemoglobina: MMS= sistema reiticuloendoleliai monocito/macrófago.)
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sis; la absorción aumentará con la disminución de los depósitos y el aumento de la actividad eritropoyética. Una vez absorbido, el hierro se transporta unido a la transferrina (-80 kDa). La transferrina. una proteina de cadena simple producida por el higado, tiene dos dominios homólogos que contienen un sitio de unión de alta afinidad para Fe • La transferrina se une al hierro férrico con una gran afinidad, lo que es un proceso PH dependiente. En el plasma (PH-7,4), la transferrina se une al hierro muy fuertemente, mientras que a PH mas bajos o iguales a 4.5 virtualmente no hay ninguna unión, y esta propiedad desempeña un papel fundamental en el mecanismo fisiológico de la liberación del hierro por la transferrina. La unión y la liberación del hierro por la transferrina implica grandes cambios en la configuración de la proteína. En ausencia de hierro, los dos dominios encargados de la unión están muy separados uno del otro y asumen lo que se denomina configuración "abierta". Al unirse el hierro, estos dominios se cierran sobre si mismos, haciendo la molécula más compacta, más soluble y más resistente a la desnaturalización. La transferrina transporta el hierro entre los sitios de absorción, almacenamiento y uso. Recibe la mayor parte del hierro procedente de la catabolización de la hemoglobina por parte de los macrófagos del sistema retículo-endotelial. Los eritrocitos seniles son internalizados por los macrófagos y el hierro se libera de su confinamiento en el anillo protoporfirinico por la acción de la hemoxidasa, transfiriéndose entonces el hierro a la transferrina en circulación (Ponka, 1998). Los mecanismos y los controles implicados en la salida del hierro desde los macrófagos y las otras células están por definir; sin embargo, es posible que la ceruloplasmina pueda facilitar la salida del hierro celular al promover la oxidación del Fe •. la forma redox en la que el hierro se encuentra en el reservorio "transitorio" intracelular (Briftenham, 2000).



La ferritina es una proteína ubicua en la que la única clara misión definida es el secuestro y almacenamiento de hierro (Harrison, 1996). La apoferritina (M 440 kDa) es una concha esférica, de cerca de 12 nm de diámetro, que está compuesta por una mezcla de cadenas pesadas y ligeras y que puede almacenar hasta 4.000 moléculas de hierro. El almacenamiento del hierro en la ferritina requiere la oxidación del Fe , transporte del F e " al interior de la molécula así como la nucleación y crecimiento del núcleo de hidrolosfato férrico. Podemos encontrar ferritina en casi todas las células, siendo asi una reserva accesible de hierro para la síntesis de compuestos funcionales y cómo un método de secuestro de hierro en lorma soluble y no tóxica. Es especialmente abundante en células con un papel especifico en la síntesis de compuestos que contienen hierro (precursores eritroides), así como en el metabolismo del hierro y su almacenamiento (macrófagos, hepatocilos). La síntesis de ferritina se puede inducir por el hierro al movilizar éste una reserva inactiva de ARNm de ferritina. Ademas, las citocinas inflamatorias y el "estrés oxidativo" están implicados en una regulación independiente del hierro de la traducción de la ferritina, y se ha descrito la regulación postranscnpcional del gen de la ferritina (Ponka. 1999). Pequeñas cantidades de ferritina son también secretadas al plasma. La ferritina plasmática, en contraste con la intracelular, se sintetiza aparentemente en la superficie rugosa del retículo endoplásmico y se glicosila en el aparato de Golgi. Normalmente, la cantidad de ferritina plasmática sintetizada y secretada parece ser proporcional a la ferritina celular producida en la ruta de almacenamiento interno, asi que la concentración de ferritina plasmática refleja la magnitud de los depósitos de hierro del organismo.



Normalmente, la concentración plasmática de hierro es aproximadamente 18 pmol/l. y la capacidad total de fijación del hierro (una medida del nivel de transferrina plasmática) es aproximadamente de 56 pmol-1: por tanto la transferrina solo está saturada con hierro en un tercio. En los adultos sanos, el reservorio plasmático de hierro (-3 mg) permanece marcadamente estable a pesar de haber un recambio mayor de 10 veces al día, y no se ve afectado prácticamente por el hierro de depósito (ferritina y hemosiderina) que puede variar desde 350 mg a 900 mg en mujeres y hombres, respectivamente. Por todo ello parece existir un mecanismo de control que garantiza una equiparación entre las tasas del hierro liberado desde los depósitos y la toma del mismo por los tejidos, pero la naturaleza de este control es desconocida (Ponka, 1999). En los pacientes con sobrecarga férrica grave, el plasma puede contener transferrina completamente saturada y también hierro de bajo peso quelable no asociado a la transferrina. El hierro inespecifico, no unido a transferrina, es rápidamente aclarado del el plasma, fundamentalmente en el hígado.



El aporte de hierro y los depósitos deben ser evaluados por métodos directos e indirectos, pero no existe un único indicador ideal para valorar el estado del hierro en cualquier circunstancia clínica (Baynes. 1996: Worwood,1997). Las medidas directas incluyen la flebotomía, el aspirado de médula ósea y la biopsia, la biopsia hepática acompañada de la medición cuantitativa de la concentración de hierro no-hemo. Estos métodos permiten la determinación de los depósitos de hierro de manera cuantitativa, específica y sensible, sin embargo, tienen la desventaja de ser métodos traumáticos. Los métodos indirectos son fáciles y prácticos, pero son objeto de posibles interferencias y fallan en aspectos como la especificidad, sensibilidad o ambos. Estos métodos incluyen la medición del hierro sérico, la transferrina. los receptores de transferrina y la ferritina. En algunas circunstancias, la medida de la excreción urinaria, el zinc protoporfirinico del hematíe y la eritropoyetina dan formas alternativas para valorar los depósitos de hierro corporales.



La visión actual de la adquisición celular del hierro desde la transferrina se realiza por un receptor para la misma con endocitosis posterior. El receptor de la transferrina (TfR), un dimero glucoproteico transmembrana, se une al complejo transferrina-hierro y se internaliza en una forma de vesícula, liberándose el hierro intracelularmente con posterioridad. El ensamblado transferrina-TfR vuelve luego a la superficie y se libera al plasma en forma de apotransferrina. Todas las células nucleadas expresan TIR y predominan en los precursores eritroides, la placenta y el higado. El número de TfR en la superficie celular es el primer determinante del aporte de hierro para una célula dada. Por otro lado, la expresión de TfR en la membrana celular, asi como el metabolismo mtracelular del hierro, es regulado por dos proteínas reguladoras del metabolismo férrico, IRP-1 e IRP-2. Son proteínas citoplásmicas captadoras de ARN que actúan de forma trans. Son estructural y funcionalmente parecidas pero difieren en su especificidad frente a sustratos, su expresión en distintos tejidos, formas de control y respuesta a estímulos (Kaítwasser, 1999). IRP-1 comparte homología con la aconitasa mitocondrial. una enzima conglomerado con 4 dominios FeS. En células saturadas de hierro, la proteína IRP-1 también contiene una acumulación 4Fe-S, lo que le confiere actividad aconitasa uniéndose al ARN con baja afinidad. Cuando el hierro es escaso, la IR-1 no posee ni la acumulación 4Fe-S ni la actividad aconitasa uniéndose al ARN con gran afinidad. La IRP-2 funciona sólo como una proteina acopladora de ARN, ya que carece de actividad aconilasa. La actividad reguladora de IRP-2 por el hierro está mediada por proteólisis específica (Ponka. 1999).



H i e r r o sérico y t r a n s f e r r i n a . La concentración de hierrro sérico refleja el hierro ( F e ) unido a la transferrina y no incluye el hierro en el suero en forma de hemoglobina libre. Normalmente sólo un tercio de los sitios de unión están ocupados por el F e - Por tanto la transferrina sérica tiene una considerable capacidad de reserva para unir hierro, lo que se denomina capacidad de unión al hierro no-saturada (UIBC). La cantidad máxima de hierro que puede fijarse a la transferrina sérica representa la capacidad total de fijación del hierro (CTFH). La saturación de transferrina es el cociente entre el hierro plasmático y la CTFH.
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El hierro sérico se mide con una variedad de métodos colonmétncos y espectrofotométricos. Los pnncipios básicos de los ensayos colonmétricos suponen la disociación del hierro desde la transferrina ya sea por desnaturalización con ácidos fuertes (p. ej.. tricloracético). o diálisis, seguido de la conversión del hierro desde Fe a F e por un agente reductor. La siguiente reacción es el acople del hierro reducido a un cromógeno para producir un complejo coloreado, que se cuantifica espectrofotométricamente a una longitud de onda determinada Dos de los cromógenos más comúnmente usados son la batofenantrolina y la ferrozina. La espectroscopia de absorción atómica también se ha empleado para determinar el hierro sérico, pero con un éxito limitado, principalmente por la interferencias causadas por otros compuestos y la hemolisis. El intervalo normal de referencia depende fundamentalmente del método usado, y varia en general entre 75 pg/dl y 175 pg/dl (13 pmol/l a 31 pmol/l en los hombres adultos, y es cerca de 10 pg/dl (2 pmol/l menor para las mujeres adultas. 3
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La transferrina ha sido Iradicionalmente medida como la CTFH. La CTFH se determina saturando la transferrina con hierro, quitando los restos de hierro no unido y midiendo el hierro en el filtrado. Actualmente hay inmunoensayos para la determinación directa de la transferrina Algunas de las ventajas de estos ensayos son el uso de una muestra pequeña y que no son susceptibles a contaminación por hierro. Se ha publicado que existe una buena correlación entre la transferrina obtenida por inmunoensayo y la tranferrina medida como CTFH (Guindi, 1988). Los niveles normales de la CTFH también dependen de la metodología para la determinación del hierro y varían de media entre 250 pg/dl y 450 pg/dl (4,4 mol/l y 8,0 pmol/l). La medida del hierro sérico de lorma aislada tiene un uso limitado, ya que los niveles disminuidos de hierro sérico se pueden asociar tanto con anemia por déficit como con anemia por proceso crónico. Sin embargo, la medición simultánea de hierro sérico y saturación de la transferrina (IST) es el mejor indicador para conocer el aporte de hierro a los tejidos. Una vez los depósitos de hierro se agolan, el hierro sérico sigue sus pasos; una IST por debajo de 16% es considerada indicador de eritropoyesis deficitaria en hierro (Bnttenham, 2000). Por otra parte, el hierro sérico y la saturación de transferrina no se incrementan fácilmente con el aumento de los depósitos de hierro, como ocurre, por ejemplo, en la sobrecarga trasfusional. Además la interpretación de la saturación de transferrina puede ser dificultosa inicialmente porque la concentración sérica del hierro y la CTFH están influenciadas por gran cantidad de situaciones fisiológicas y patológicas. El hierro sérico disminuye con la infección, inflamación, enfermedades malignas y el déficit de ascórbico, y aumenta por la toma de hierro, la eritropoyesis inefectiva y la enfermedad hepática. Además, hay otras fluctuaciones circadianas en el hierro plasmático y variaciones interdiarias, a veces, de más del 30%. Asimismo, la medición del hierro sérico puede estar afectada por diversas variables que pueden introducir graves errores en su medición. Algunas de éstas son: hemolisis de la muestra, contaminación de los recipientes de laboratorio, los reactivos o el agua, especificidad del cromógeno empleado, y muchos oíros. Hay estudios que han demostrado que las diferencias entre los rangos de normalidad de los métodos comercialmente disponibles puede ser de hasta un 35%. Se ha recomendado que la medición del hierro sérico, la CTFH y la saturación de transferrina no sean empleadas como prueba de descarte para el déficit de hierro y sólo para la sobrecarga férrica o para documentar intoxicación férrica (Fairbanks, 1999). Ferritina sérica. El descenso de la ferntina sérica se produce muy tempranamente en el desarrollo de la deficiencia de hierro, mucho antes de los cambios en los niveles de hemoglobina, tamaño de los hematíes o el hierro sérico. Una ferritina plasmática menor a 12 ug/l es diagnóstica, virtualmente, de ausencia de depósitos de hierro. Por tanto la medición de la ferritina sérica es muy útil en la determinación del déficit de hierro. A la inversa, una ferritina plasmática elevada indicará depósitos de hierro elevados, pero una serie de acontecimientos pueden elevar su situación independientemente de los depósitos de hierro. La ferritina plasmática es un reactante de fase aguda y, por tanto, un incremento de la ferritina plasmática es una respuesta mespecífica a la inflamación y se puede dar en muchos casos como la fiebre, las infecciones agudas, la artritis reumatoide. las hepatitis virales y otros muchos trastornos crónicos inflamatorios. Por tanto en los pacientes con déficit de hierro y alguna de estas circunstancias, los niveles de ferritina pueden estar elevados y llevarnos a confusión. En la sobrecarga de hierro, como en la hemocromalosis idiopática o la talasemia mayor, encontramos la ferritina, a menudo, elevada. La ferritina sérica puede medirse por ensayo inmunorradiométrico (IRMA), ELISA, ensayo inmunofluorométrico, o por quimioluminiscencia. El intervalo de referencia para la ferritina sérica depende de la edad y varia entre 20 ug/l y 250 ug/l en el hombre adulto normal, y entre 20 ug/l y 200 ug/l en la mujer adulta normal Hay una considerable variación en los valores de referencia empleados para su determinación (Tietz, 1995). Receptores séricos de transferrina. A causa de la externalización del TfR durante el ciclo endocitico. se pueden detectar formas solubles de TIR en el suero. Los niveles de TfR del suero se relacionan estrechamente con el recambio eritrocitario de TfR y tiene como determinantes principales las demandas celulares de hierro y la tasa de proliferación eritroataria. La expe-
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riencia clínica inicial indica que la concentración de TIR del plasma refleja la masa total de receptor a nivel lisular, y en ausencia de otra causa para hiperplasia entroide, su incremento es sensible para la medición cuantitativa de la deficiencia de hierro (Bnttenham, 2000). Además, la medición de la TfR puede ser una herramienta prometedora para detectar la deficiencia de hierro en los estados inflamatorios y la anemia de proceso crónico, ya que su concentración no se ve afectada por la respuesta de fase aguda. Los TfR también pueden ser interesantes marcadores los depósitos de hierro en la mujer embarazada y en el neonato. La medición de los TfR no tiene aphcabilidad en la sobrecarga férrica. Los mmunoensayos que pueden delectar las lormas solubles truncadas de los TfR están ahora disponibles comercialmente. Sin embargo, la futura estandarización de esta metodología y los materiales de referencia, así como más experiencia clínica serán necesarias para la introducción definitiva de la TfR como medidor importante del metabolismo férrico (Feelders, 1999). Zinc protoporfirinico. El zinc protoporfirinico (ZnPP) es un metabolito normal que se produce en escasas cantidades durante la síntesis del grupo hemo. La reacción final en la síntesis del grupo hemo es la quelación de la protoporfinna por parte del hierro. Durante los períodos de déficit de hierro o de problemas en su uso, el Zn es un sustituto que la ferroquelatasa empleará como alternativa lo que lleva al incremento en la formación de ZnPP. Esta sustitución de metal es probablemente una de las primeras respuestas bioquímicas ante la depleción de hierro, lo que ocasiona un aumento de los eritrocitos circulantes con ZnPP. Dado que esta sustitución de hierro por zinc ocurre predominantemente en la médula ósea, la tasa ZnPP/Hemo refleja la situación de los depósitos de hierro en la médula ósea. Hasta hoy se han empleado tres métodos para medir la ZnPP en muestras biológicas: 1) extracción del ZnPP con un solvente etifacético. más extracción en ácíco clorhídrico diluido (CIH). y medición con fluorometría o absorbencia; 2) extracción del ZnPP con un solvente orgánico acidificado débil o neutro, separación por HPLC y medición con fluorometría: 3) medición directa de ZnPP en sangre total o en eritrocitos lavados por hematolluorometria. En el sujeto sano, la tasa de moléculas de ZnPP respecto a Hemo es de 50/1 x 10 (Labbe, 1999). 6
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Déficit de hierro. Designa un déficit en el hierro total corporal y ocurre en varios grados de gravedad. La depleción férrica es la fase más temprana del déficit de hierro, en la que el hierro de depósito esta disminuido o ausente, pero el sérico y las concentraciones de hemoglobina se mantienen. El término deficiencia de hierro sin anemia significa una mayor pérdida de los depósitos de hierro que pueden limitar la producción del grupo hemo, y se caracteriza por hierro de depósito bajo o ausente, hierro sérico bajo y saturación de transferrina baja, pero sin anemia franca. La anemia por déficit de hierro es la forma más avanzada de la deficiencia de hierro y se caracteriza por un hematocrito o hemoglobina bajos, hierro en depósitos disminuido o ausente, disminución de hierro sérico y del índice de saturación de transferrina. El déficit de hierro es la forma más frecuente de anemia en los EE.UU. y mundialmente. La causa más frecuente de déficit de hierro en el hombre y en la mujer posmenopaúsica es la pérdida de sangre, que se debe fundamentalmente a sangrado gastrointestinal (p. ej.. hernia hiatal, varices esofágicas, uso de anticoagulantes, inflamación, úlcera péptica, diverticulosis, hemorroides y pólipos adenomatosos). La deficiencia de hierro es a veces el primer signo de una enfermedad maligna gastrointestinal. Otra causas son: ingesta crónica de alcohol, salicilatos, esteroides y antiinflamatorios no esteroideos (AINE). asi como infecciones por helmintos y gusanos. En mujeres fértiles, el déficit de hierro puede deberse a pérdidas repetidas genitourinarias (p. ej„ menstruación, inflamación uterina o enfermedades malignas) o ser secundario a una demanda aumentada durante el embarazo o lactancia. En niños y adolescentes, las necesidades del crecimiento pueden superar a las provisiones de la dieta o los depósitos. Una malabsorción del hierro puede deberse a malabsorción intestinal (p. ej., esteatorrea por vanas causas, esprúe. enfermedad celíaca o enteritis difusa), gastritis atrófica o cirugía gástrica. El déficit de hierro puede verse en pacientes con insuficiencia renal (Nissenson. 1999).
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Los pacientes con déficit de hierro pueden permanecer asinlomáticos y presentar diversas manifestaciones clínicas. El déficit de hierro produce los mismos síntomas que otras anemias: palidez, palpitaciones, tinitus, dolor de cabeza, debilidad, mareos y fatigabilidad fácil. La evaluación de laboratorio de los pacientes con deficiencia de hierro incluye un estudio hematológico completo con visión de la extensión de sangre periférica, medición del hierro sérico, ferritina sérica, CTFH y cálculo de la saturación de transferrina (véase Cap. 26). El descenso de la ferritina del suero es un índice fiable de la depleción de los depósitos de hierro. La concentración de protoporfirina libre eritrocitaria se incrementa en los pacientes con déficit de hierro o en la intoxicación por plomo, pero es normal en la talasemia minor, una entidad que se confunde con la anemia ferropénica. La forma más fiable del diagnóstico del déficit de hierro es una biopsia de la médula ósea y aspirado. S o b r e c a r g a férrica. La sobrecarga férrica supone un exceso del hierro total del cuerpo resultante de un aporte que excede las necesidades del organismo. Dado que el cuerpo humano carece de formas de excreción del hierro que sobra, cualquier elevación continuada de la ingesta de hierro puede desencadenar una sobrecarga férrica. Puede deberse a un incremento de la absorción del hierro de la dieta, administración parenteral, o ambas. Sea cual sea la fuente del exceso de hierro, cuando la acumulación sobrepasa la capacidad de almacenar hierro saludablemente se desencadena daño tisular. La forma más común de sobrecarga férrica en los EE.UU. es la hemocromatosis hereditaria. Se trata de un trastorno autonómico recesivo metabólico con una prevalencia entre 0,05% y 1,2%, dependiendo de la población. La sobrecarga férrica se produce a consecuencia de una absorción inapropiadamente alta, lo que produce acumulación parenquimatosa del hierro, inicialmente en el hígado, pero luego en el páncreas, corazón y otros órganos. El hierro en los macrófagos de la médula ósea puede ser escaso o incluso ausente. La enfermedad tiene una evolución insidiosa y la mayoría de los pacientes presenta síntomas cuando el cúmulo de hierro ha llegado a niveles tóxicos y el daño orgánico es, a menudo, irreversible. Durante mucho tiempo el diagnóstico de hemocromatosis hereditaria se había basado en índices del metabolismo férrico, tiraje HLA, biopsias hepáticas y síntomas clínicos. Estudios recientes han identificado, fuertemente asociado, un gen candidato para esta enfermedad, denominado HFE. que se ha mostrado altamente homólogo al complejo mayor de histocompatibilidad (HLA) de la clase I (Feder, 1996). Como resultado de la mutación del HFE. se produce una proteína intacta que forma complejos estables con el TfFt. con lo que disminuye su afinidad por la transferrina. La forma exacta en que esta alteración lleva a una absorción excesiva del hierro de la dieta está todavía en investigación. Otros trastornos genéticos asociados con la sobrecarga férrica incluyen la hemocromatosis juvenil, las anemias sideroblásticas, la aceruloplasminemia hereditaria, atransferrinemia, sobrecarga férrica dietética africana, hiperferritinemia, porfiria cutánea tardía esporádica y protoporfiria eritropoyética (Fodinger, 1999). Algunas de las enfermedades que producen sobrecarga férrica de forma adquirida son: la ingesta crónica de hierro como suplemento, transfusiones de sangre habituales, hepatitis crónica (especialmente cuando se presenta en pacientes con nefropatía terminal), anemia sideroblástica adquirida y siderosis por shunt.
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determinadas circunstancias (descritas anteriormente). El hierro plasmático, la CTFH y la saturación de transferrina indican el aporte actual de hierro a los tejidos. El incremento del hierro sérico y de la saturación de transferrina, asi como la disminución de la CTFH sugieren una sobrecarga parenquimatosa del hierro. Una biopsia hepática con determinación del hierro es una prueba directa para evaluar el depósito de hierro y el daño lisular en la sobrecarga férrica.



Porfirinas Química fisiológica Las porfirinas son tetrapirroles que exhiben una fluorescencia roja al exponerlas a luz UV. Son ubicuas en la naturaleza y el complejo hierro-porfirina, hemo, es central en todos los procesos biológicos de oxidación. Las porfirinas derivan de la porfirina. un compuesto formado por cuatro anillos pirrólicos conectados por puentes metilo (Fig. 10-7). Las porfirinas se diferencian por las substituciones encontradas en las ocho posiciones periféricas. El ordenamiento de cuatro átomos de nitrógeno en el centro del anillo porfirínico permite a las porfirinas quelar varios iones metálicos. Hay muchas clases de porfirinas conocidas, pero pocas se encuentran en la naturaleza y sólo tres son de importancia clínica: las uroporfirinas, las coproporfirinas y las protoporfirinas. Históricamente se han identificado cuatro formas isoméricas para la uroporiirina y coproporfirina según el orden de sus substituciones. Sólo los isómeros tipo III han contribuido a la síntesis del grupo hemo. La biosíntesis del grupo hemo es una vía esencial que ocurre en todas las células metabólicamente activas que contienen mitocondrias y es más evidente en la médula ósea y el hígado. El grupo hemo es necesario para la síntesis de la hemoglobina en los hematíes y es la base para varias enzimas que contienen el grupo hemo en el hígado, como el citocromo P450, la catalasa, la citocromo oxidasa y la pirrolasa del triptófano. Una escueta secuencia de la síntesis del grupo hemo está descrita en la Figura 10-8. El paso inicial y limitante es la formación del 8-aminolevulánico (ALA), la forma ionizada del ácido aminolevulánico, desde la fusión de glicina y succinil coA bajo el control de la ALA sintetasa mitocondrial (ALA sintetasa, EC 2.3.1.36) que requiere la presencia de piridoxal 5 fosfato como cofactor. ALA deja entonces la mitocondría y es convertida, por la ALA deshidratasa (PBG sinteiasa, EC 4.2.1.24) a un monopirrol, el porfobilinógeno (PBG). La formación del uroporfirinógeno I y III desde el PBG se produce bajo la acción de las enzimas uroporfirinógeno sintetasa I (hidroximetilbílano sintetasa, EC 4.3.1.8, PBG desaminasa) y el uroporfirinógeno III cosintetasa (uroporfirinógeno-l11 sintetasa, EC 4.2.1.75). Ambos isómeros sufren una descarboxilación por parte de la uroporfirinógeno decarboxilasa (EC 4.1.1.37) para dar los respectivos coproporfirinógenos. El coproporfirinógeno entra en la mitocondría y es oxidado a continuación hasta protoporfirina. Finalmente el hierro se inserta en la protoporfirina por la enzima ferroquelatasa (ferroquelatasa. EC 4.99.1.2) hasta formar el grupo hemo.



Las manifestaciones clínicas de la toxicidad por hierro son similares y generalmente se desarrollan en pacientes con formas graves de sobrecarga férrica, como la vista en homocigotos de la hemocromatosis hereditaria, en defectos congénitos del metabolismo del hierro, toma crónica de hierro como suplemento, sobrecarga férrica dietética africana y administración parenteral. Los pacientes asintomáticos pueden presentar piel pigmentada, enfermedad hepática, diabetes melhtus, insuficiencia gonadal y otros trastornos endocrinos, dolor abdominal y trastornos ocasionales neurológicos y psicológicos. Las más útiles como medidas indirectas para conocer el hierro corporal son la ferritina sérica, el hierro plasmático y la CTFH. En ausencia de factores que compliquen la evolución, la ferritina sérica puede alcanzar un máximo de 4.000 pg/'l a medida que la acumulación de hierro se produce. Dado que los niveles plasmáticos de ferritina están influenciados por una variedad de enfermedades y situaciones, la relación entre la ferritina del plasma y los depósitos de hierro del cuerpo puede estar desvirtuada en
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Figura 10-7. Estruclura química de la porfirina.



192



S E C C I Ó N li



•



Conviene destacar que los intermediarios biosmtéticos entre el PBG y la protoporfirina no son prolirinas sino sus formas reducidas, los porfirinógenos. No tienen color, no tienen fluorescencia y son fácilmente convertibles en porfirinas por agentes oxidantes débiles, como el aire en presencia de luz. Por tanto, la uroporfirina y la coproporfirina son simplemente productos de la oxidación de sus respectivos profirinógenos, que son los auténticos sustratos de la vía de síntesis. La médula ósea eritroide es el tejido que más grupo hemo produce en el organismo, produciendo el 8 5 % de las necesidades de hemo diarias. Los grupos hemo asociados a la globma se preservan en los eritrocitos circulantes durante aproximadamente 120 días, mientras que los grupos hemo producidos en el hígado para citocromos y enzimas tienen un recambio mucho más acelerado, apenas en horas.
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identificación de las alteraciones enzimáticas específicas, excepción hecha de la desaminasa de la protoporfirina eritrocítica para la confirmación de la porfiria aguda intermitente, liene poco que ofrecer desde un punto de vista habitual del estudio de las poríirias porque son difíciles de realizar y estos resultados pueden no exponer el estado clínico de la enfermedad. Los análisis genéticos ofrecen un mejor medio diagnóstico, pero están limitado a aquellos pacientes que tengan sólo una de las mutaciones conocidas. P o r f i r i n a s . Todas las portmnas tienen un patrón especifico de absorción en la región cercana al ultravioleta y de la luz visible, que resultan pnmordialmente del sistema de puentes conjugados del anillo letrapirrólico. Por tanto, todas las porfirinas tienen una banda de absorción intensa cerca de los 400 nm, área conocida como banda Sorel Al exponerse a una luz cercana a los 400 nm. las profirmas presentan una fluorescencia naran|a-ro|a característica en el rango de 550 nm a 650 nm. Esta propiedad hace que las porfirinas sean detectables y cuantificadas en el laboratorio a concentraciones de 2 < 1 0 pmol/l. La absorbencia y fluorescencia están alteradas por los substitutos en el anillo porfirinico en forma de metales. Los métodos tradicionales de despistaje suponen la extracción de las porfirinas por un disolvente orgánico acidificado, c o m o ácido acético o acetato etílico, seguido por J



Actualmente, las principales pruebas bioquímicas para diferenciar las porfínas supone la medición de las porfirinas y sus metabolitos. ALA y PBG. en orina, heces y sangre. Esto va seguido de la correspondiente cuantificacion cuando los resultados previos apuntan a que se debe continuar el estudio. La
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Tabla 10-2 Valores de referencia para las porfirinas y sus precursores T i p o de análisis Erilrocilo Coproporlirinas Proloporfirinas Orma ALA PBG Coproporfirinas Uroporfirinas Heces Copioporfirinas Proioporlirinas Uroporfirinas



Intervalo de referencia 0.5-2.0 m g / d l (7.65-30.6 nmol/l) 16-60 u g / d l (28.5-107 nmol/l) 1.5-7.5 m g / 2 4 h (11.2-57.2 |jmol/24 h) £1,5 m g / 2 4 h (


ALA = faminolevulemico: PGB =



una substracción del fondo en medio de ácido clorhídrico. Después las fases son estudiadas bajo una lámpara de luz UV de alta longitud de banda para buscar la fluorescencia rojo-anaranjada. La mayoría de las mediciones cuantitativas de las porfirinas se basan en una extracción preliminar y diferenciación de la parte soluble seguida de su medición por métodos espectrofotométricos o fluoromélricos. Los métodos incontestables para la identificación de porfirinas están basados en HPLC y detección fluorescente. Varios sistemas HPLC disponibles comercialmente se emplean en los laboratorios habilualmente. Nuevas técnicas como la electroloresis capilar y la espectrometría de masas (véase Cap. 17) están también disponibles. Además, las porfirinas en el suero y plasma pueden ahora ser medidas por fluorimetria. Otras técnicas para la determinación de las porfirinas en la sangre incluyen la microscopía de fluorescencia en las extensiones de sangre periférica y la citometría de flujo (Nuttall, 1999). Debido a que la solubilidad de las porfirinas y sus precursores disminuye al disminuir los grupos hidroxilo y carboxilo. el PBG y la uroporfirina se excretan sobre todo por la orina, mientras que la protoporfirina se excreta exclusivamente por la bilis y por tanto aparece en las heces. La coproporfirina se excreta fundamentalmente por la bilis pero también en la orina en forma de coproporfirinógeno. Así la solubilidad es un determinante en la elección de la muestra a analizar y el método. Aunque la determinación en orina y en sangre es el método de despistaje, la determinación biliar de porfirinas ha demostrado ser más efectiva que la fecal en la detección de la forma variegata (VP) (Logan, 1991). Un estudio reciente también sugiere que el análisis de la porfirina biliar puede ayudar en el diagnóstico de la protoprofma eritropoyética (EPP). especialmente en el trasplante hepático ortotópico, dada la alta concentración de protoporfirina detectable (Beukeveld, 1994). Los valores de referencia para las porfirinas y sus precursores aparecen en la lista de la Tabla 10-2. Los niveles de porfirinas se miden exclusivamente en



Tabla 10-3



la orina en el laboratorio de análisis clínicos. Históricamente el método de despistaje más empleado para medir el PBG ha sido la prueba de WatsonSchwartz. El PBG se condensa para formar un complejo de color magenta con el p-dimetilaminobenzaldeido en CIH (reactivo de Ehrlich). Sin embargo, esta prueba ha demostrado una sensibilidad inadecuada para el despistaje. El procedimiento para la cuantificación del PBG que se usa mas frecuentemente emplea columnas de intercambio iónico. El PBG es absorbido por una resina y eluido en acético. Finalmente un reactivo de Ehrlich modilicado es añadido, lo que produce un color rosa-rojizo con el PBG en el eluido. La reacción de color es medida espectrofotométricamente. Las pruebas para ALA son similares a las empleadas para PBG. Los procedimientos normalmente requieren un paso adicional con un reactivo como la acilacetona para convertir al ALA en un derivado pirrólico. que puede producir la reacción coloreada característica con el reactivo de Ehrlich. Tanto para PBG como para ALA la refrigeración es importante para la adecuada conservación de las muestras. E n z i m a s del g r u p o h e m o . La medición de las enzimas del grupo hemo tiene aplicaciones limitadas habitualmente debido a las dificultades técnicas de las pruebas a realizar, lo ambiguo de sus resultados, y el hecho de que lo que parece una deficiencia enzimática puede ser debido a otras causas aparte de un déficit enzimático primario. Además muchos de los portadores de estos déficit enzimálicos nunca llegan a padecer una enfermedad. Asi pues, aunque están descritos todos los medios para medir enzimas del grupo hemo, sólo se emplean en investigación. Una enzima medida habitualmente en el laboratorio es la hidroximetilbilano sintetasa (PBG desaminasa), que muestra una menor actividad en los pacientes con porfiria aguda intermitente. Otras enzimas son medibles sólo en laboratorios de referencia, como las enzimas eritrocitarias de la PBG sintetasa, el uroportirinógeno sintetasa III y el uroporfirinógeno decarboxilasa (Nuttall. 1999).
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Las porfirias se clasifican en agudas y no agudas (cutáneas) según sus manifestaciones clínicas y bioquímicas. Además se diferencian entre hepáticas y eritropoyéticas dependiendo de cuál es el órgano primario en el que se produce la formación excesiva de porfirinas o sus precursores (Tabla 10-3). Las porfirias suponen un grupo de enfermedades hereditarias y adquiridas caracterizadas por la reducción en la actividad o ausencia de una enzima específica en la ruta biosintélica del grupo hemo, culminando en un exceso de producción y excreción de precursores del grupo hemo lormados en pasos previos al de la enzima afectada (Nordmann, 1999). Además hay una actividad compensatoria de la enzima controladora inicial, ALA-sintetasa. En las porfirias agudas hay una sobreproducción de todas las porfirinas y precursores porfirinicos (ALA y PBG) formados proximalmente a la enzima y un aumento en la excreción de los precursores porfirinicos debido a la disminución de la actividad de la porfirinógeno desaminasa. Este descenso puede estar causado por una mutación de la enzima (como en la porfiria aguda intermitente) o por inhibición del proto o coproporfirinógeno. En contraste, en las formas no agudas, hay sobreproducción de todas las porfirinas previas al defecto enzimático, pero no hay sobreproducción de los precursores porfirinicos.



Clasificación de las porfirias



Clasificación Porfirias hepáticas Porfiria a g u d a intermitente C o p r o p o r l i n a hereditaria Porfiria variegata Porfiria cutánea tardía Porfirias eritropoyéticas Porfiria congènita eritropoyética



193



Herencia



Enzima deficitaria



Autosómica d o m i n a n t e Autosómica d o m i n a n t e Autosómica d o m i n a n t e



Hidroximelilbilano sintetasa Coproporfirinógeno oxidasa



Autosómica d o m i n a n t e



Protoporfirinogcno oxidasa Uroportirinógeno d e s c a r b o x i l a s a



Autosómica recesiva



Uroporfinnógeno sintetasa III
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Hallazgos de laboratorio asociados con enfermedades del metabolismo porfinírico ORINA



ERITROCITOS



Enfermedades Porfirias hepáticas Porfina aguda intermitente Poriina hereditaria Poriina variegata
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Porfíria cutánea tardía N Porlinas erítropoyélicas Porfina eritropoyética congènita T Intoxicación por plomo N



Esto úllimo puede deberse a la actividad compensadora incrementada de la profirmógeno desaminasa además de la actividad aumentada de la ALA sintetasa (Hindmarsh. 1999). Las manifestaciones clínicas de un ataque agudo se caracterizan por disfunciones del sistema nervioso central, periférico y autónomo y parece depender de la porfirina secretada en exceso. La patogénesis de la neuropatía depende de las porfírinas y sus precursores (ALA y PBG son neurotóxicos), deficiencia del grupo Hemo en los tejidos neurales. la depleción de sustratos esenciales o coladores que derivan de los defectos enzimaticos (fosfato de pindoxal. zinc, glicina) y la acumulación de productos anormales de las vías de síntesis. Porfiria a g u d a i n t e r m i t e n t e . Es la mas frecuente de las porfirias hereditarias. Se transmite de forma autosómica recesiva y afecta a tres mujeres cada dos hombres. Muchos fármacos pueden provocar los ataques, incluyendo barbitúricos, diazepam, clordiacepóxido, metildopa y anticonceptivos orales. Típicamente los ataques son dolores abdominales intensos acompañados de vómitos, estreñimiento, fiebre y leucocitosis lo que provoca demasiado frecuentemente la realización de laparotomías exploradoras. La hipertensión, cambios en el comportamiento, neuritis periférica e incluso psicosis franca pueden darse. El déficit de PBG desaminasa está presente en todos los tejidos. Su heterogeneidad genética es bien conocida, con más de 90 mutaciones descritas para el gen de la PBG-desammasa (Puy, 1997). Los hallazgos de laboratorio incluyen PBG urinaria elevada asi como el ALA (de 20 a 200 veces los valores normales), secreción inadecuada de la hormona antidiurética y anomalías de la función hepática, como elevación transitoria de la bilirrubma y la losfatasa alcalina. C o p r o p o r f i r i a h e r e d i t a r i a . Se transmite de forma autosómica recesiva y los pacientes pueden estar asintomaticos o presentar de forma moderada síntomas neurológicos. psiquiátricos o abdominales. También se han descrito formas agudas. La coproporfirina III se excreta casi, de manera constante, en las heces, mientras que la coproporfirina, la ALA y el PBG pueden aparecer de forma intermitente en la orina. La coproporfírinógeno oxidasa (Copro-ox) disminuye en un 50% en el hígado, fibroblastos, línfocitos y leucocitos. Un considerable exceso de la actividad copro-ox en las células hepáticas probablemente explique por qué los ataques agudos en los pacientes son raros mientras que muchos pacientes asintomaticos son detectados al hacerse en sus familias una medición de la actividad copro-ox. Porfiria v a r i e g a t a . Esta porfina autosómica dominante afecta igual a hombre y mujeres y es particularmente prevalente entre las personas de raza blanca de Sudáfrica. El debut de la enfermedad es en la tercera o cuarta década de la vida y es bastante variable en sus manifestaciones clínicas. Además de los síntomas y signos agudos, similares a los de la PAI, los pacientes también tienen manifestaciones cutáneas. Se suele encontrar PBG. ALA y porfírinas urinarias elevadas, asi como protoporfirina fecal marcadamente aumentada en los ataques agudos. Se ha implicado esta enfermedad en la disminución de actividad de la oxidasa del protoporfirinógeno y la consiguiente inhibición de la PBG desaminasa.
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Porfiria congénita eritropoyética. La PCE es una enfermedad extremadamente rara autosómica recesiva que se desarrolla tempranamente tras el nacimiento. Se asocia con orina enrojecida, eritrodoncia. anemia hemolitica y fotosensibilidad cutánea grave. Suele presentarse esplenomegalia y anemia hemolítica. y la muerte temprana se produce frecuentemente. La orina rojiza es resultado de la excreción excesiva de coproporfirina y uroporfinna. fundamentalmente tipo I. Los delectos de las enzimas responsables se han atribuido a la actividad incrementada del gen ALA sintetasa y a la disminución de la actividad de la uroporfirinógeno sintetasa III. Porfiria hepatoeritropoyética. La PHE es una porfiria muy rara debido a un defecto homocigoto de la actividad de la uroporfirinógeno decarboxilasa (URO-D). Clínicamente es muy similar a la PCE, con gran sensibilidad fotocutánea habitualmente en la temprana infancia. Varias mutaciones puntuales y una delección del gen URO-D se han identificado en pacientes con PHE Porfiria cutánea tardía. Excepto por los casos familiares raros, este tipo de porfirias son adquiridas. Las lesiones cutáneas son las manifestaciones clínicas más obvias. Se ha asociado a enfermedades hepáticas, particularmente causadas por el alcohol, tratamiento estrogenico y la ingesta de hexaclorbenzeno. Un hallazgo bioquímico característico es la uroporfirina urinaria elevada, lo que se atribuye a la disminución en la actividad de la uroporfirinógeno decarboxilasa eritrocitaria; la excreción de ALA y PBG es habitualmente normal. Intoxicación por plomo. Muchos de los síntomas y signos de la intoxicación por plomo, como el dolor abdominal, el estreñimiento y otras manifestaciones neurológicas, son similares a las de las porfirias agudas como la protoportina eritropoyética. El plomo frena la actividad de la ferroquelatasa en la fase final de la síntesis del grupo hemo. lo que provoca la elevación de la ZnPP entrocitaria. A diferencia de la protoporfirina sin metales encontrada en la PCE, este compuesto no produce fotosensibilidad. Asi, la medición del ZnPP en los eritrocitos circulantes permite diferenciar entre la porfina aguda y la intoxicación por plomo y se recomienda ahora como principal prueba de despistaje de la intoxicación por plomo (Piomelli. 1987). Otros hallazgos de laboratorio característicos son el ALA urinario y la coproporfirina elevados.



METABOLISMO MINERAL Y ÓSEO El esqueleto es un órgano metabolicamente activo que sufre remodelación a lo largo de la vida. Este remodelamiento es necesario para mantener tanto su estructura integral como para servir a las funciones metabólicas como almacén de fósforo y calcio. La remodelación esquelética puede ser estimulada por cambios en las fuerzas mecánicas o daño microscópico, asi como por la respuesta hormonal a los cambios del calcio y el fósforo. El esqueleto también sirve como segunda defensa frente a la acidosis (Raisz, 1999). Hay dos clases de hueso básicamente: cortical, o compacto, y trabecular o poroso. El hueso cortical desempeña un papel importante en las funciones de soporte, protectoras y mecánicas del esqueleto. El hueso cortical constituye
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los pilares de los huesos largos y la capa exlerna de todos los huesos, constituyendo aproximadamente el 8 0 % de la masa ósea. El hueso trabecular tiene una estructura como en panal de abejas, en haces y sirve como lugar de formación ósea (osteoblastos y osteoclastos) y como reserva de minerales (calcio y fósforo). El hueso trabecular forma las partes internas de las vértebras y la pelvis, así como los exiremos de los huesos largos (Watts. 1999). Ambos tipos de huesos se comoponen principalmente de minerales inorgánicos (calcio y fósforo) y de una matriz orgánica. Aproximadamente del 9 0 % al 9 5 % de la matriz orgánica está compuesta de colágeno tipo I y el resto, del 5% al 10%, de proteínas no colágenas como osteocalcina, osteopontina. osteoneclina, trombospondma. sialoprotemas y otras menos caracterizadas. Los osteoclastos reabsorben el hueso produciendo iones de hidrógeno para movilizar los minerales y enzimas proteoliticos para hidrolizar la matriz orgánica. Los osteoblastos sintetizan la matriz orgánica y controlan la mineralizad o n de la matriz nueva sintetizada (Endres, 1999). La concentración del calcio, fosfato y magnesio en el plasma dependen del efecto neto de la formación y reabsorción ósea, la absorción intestinal y la pérdida renal. Las principales hormonas que lo regulan son la hormona paratiroidea. la calcitonina y el 1,25-dihidroxicolecalciferol. En los últimos años se ha realizado un avance muy significativo sobre nuestro conocimiento acerca de los mecanismos íntimos del metabolismo óseo y sus minerales, asi como las patologías que se denvan del él. Al mismo tiempo ha habido una considerable mejoría de la tecnología para medir el calcio, fósforo, magnesio y los marcadores del recambio óseo.



195



tancia y disminuye con la edad avanzada. El mayor estímulo para la absorción de calcio es la vitamina D. La absorción también aumenta con la hormona del crecimiento, un medio ácido en el intestino, y aumento de la dieta proteinica. La relación de calcio a fósforo en los contenidos intestinales también es importante ya que una relación mayor de dos tiende a inhibir la absorción de calcio. El ácido fitico, derivado de varios granos de cereales, puede formar compuestos insoluoles con el calcio, como también el oxalato y los ácidos grasos. El cortisol y la excesiva alcalinidad de los contenidos intestinales también impiden su absorción. La pérdida diaria eslimada de calcio por el sudor varia sensiblemente: desde 15 mg a más de 100 mg. La pérdida puede sobrepasar este rango en condiciones ambientales extremas. La mayor pérdida de calcio se produce en la orina, y varia entre 2,5 mmol/día y 10 mmol'dia (100 mg/dia a 200 mg/dia). En sujetos normales grandes variaciones en la toma diaria de calcio tienen pocos efectos en las pérdidas urinarias. La pérdida urinaria de calcio viene favorecida por la hipercalcemia, la deprivación de fosfato, acidosis y glucocorticoides. La hormona paratiroidea (PTH). ciertos diuréticos y probablemente la vitamina D disminuyen la pérdida urinaria de calcio. La fisiología del calcio, sus hormonas reguladoras y la alteración de la homeostasis en la situación oe enfermedad han sido revisadas extensamente (Boden, 1990). Homeostasis del calcio. La concentración ionizada del calcio en el líquido del espacio extracelular se mantiene constante dentro de un estrecho margen en torno a 1,25 pmol/l (Fig. 10-9). Esto se consigue fundamentalmente por las acciones de la PTH y la vitamina D3 activa. (1,25(OH) .D ], Los principales objetivos de estas hormonas son el hueso, el riñon y el inteslino. Cuando la concentración de calcio ionizado cae. la hormona paratiroidea nota el cambio por medio de un sensor en la membrana para el calcio y se secreta la PTH inmediatamente. La PTH actUa en el hueso y libera calcio al liquido extracelular. Al mismo tiempo la PTH actúa en el riñon e incrementa la secreción de fosfato y algo de reabsorción del calcio en la nefrona distal. volviendo la concentración del calcio a la normalidad. Para que funciones bien estos tres actos, se requiere una acción suficiente del 1,25(0H)D,. Por otro lado, el riñon activa casi exclusivamente la vitamina D (Kurokawa. 1999). La calcitonina tiene un posible papel en el proceso regulalorio, pero su significación en los humanos es controvertida. Otras hormonas que afectan al metabolismo del calcio pero cuya secreción no está afectada primariamente por cambios en el calcio del plasma y el fosfato son las hormonas tiroideas, hormona de crecimiento, glucocorticoides suprarrenales y esteroides gonadales. n
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Distribución. El calcio es el quinto elemento más común y el catión más prevalente del cuerpo humano. Un individuo sano contiene de 1 kg a 1,3 kg de calcio, el 99% en forma de hidroxiapatita en el esqueleto. El resto (1%) está en el líquido extracelular y los tejidos blandos. Además, menos del 1% del contenido esquelético está en forma fluida y se intercambia libremente con el líquido extracelular (Mundy,1999). El calcio del plasma sérico existe en tres formas distintas: 1) libre o ionizado, que es la forma fisiológicamente activa, y supone el 5 0 % del calcio sérico; 2) aproximadamente un 10% del calcio está unido a una serie de aniones como el bicarbonato, lactato, fosfato o citrato; 3) el resto, un 4 0 % del calcio, está unido a proteínas plasmáticas. Tanto el calcio ionizado como el unido a otras moléculas son dializables. Aproximadamente el 8 0 % del calcio unido a proteínas lo está a la albúmina. Dado que el calcio se une a sitios con carga negativa en las proteínas, su unión es pH dependiente. Asi las distribuciones relativas de las tres formas se altera como resultado de los cambios en el pH del líquido del espacio extracelular o la concentración de una proteína dada. La alcalosis favorece la unión, con una disminución subsiguiente del calcio libre, mientras que la acidosis produce el incremento correspondiente. Función. Ademas de la importancia obvia en la mineralización del hueso, el calcio tiene un papel en procesos fisiológicos básicos como la coagulación sanguínea, la transmisión neuronal, la actividad enzimática, el mantenimiento del tono normal y la excitabilidad del músculo esquelético y el miocárdico. El calcio también está implicado en la sintesis glandular y la regulación de las glándulas exocrinas y endocrinas, así como la preservación de la membrana en integridad y permeabilidad, particularmente en el intercambio Na y K. La toma media diaria de calcio para la mayoría de los adultos en Estados Unidos es aproximadamente de 15 mmol'dia a 20 mmol/dia (600 mg/dia a 800 mg/dia). la mayoría del cual procede de la leche y derivados Se recomienda habitualmente una dieta diaria de calcio de 1.200 mg durante el embarazo y la lactancia y de 800 mg a 1.200 mg durante la infancia. Actualmente, se pone considerable énfasis en el suplemento de calcio para las personas mayores, particularmente mujeres posmenopaúsicas para prevenir, o al menos retrasar, las manifestaciones de la osteoporosis. Muchos médicos recomiendan al menos 1.000 mg de calcio suplementario diario. El calcio se absorbe por mecanismo de transporte adrvo y que se produce en su mayor parte en el duodeno y el yeyuno. Menos de la mitad del calcio de la dieta se absorbe en el adulto. Sin embargo, la absorción de calcio se incrementa en periodos de rápido crecimiento en los niños, en el embarazo y la lac-
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Calcio total. Aunque se han descrito muchos procedimientos para el calcio total, sólo tres métodos se emplean habitualmente: 1) análisis colorométrico con indicadores metalocrómicos: 2) marcado de calcio fluorescente en unión a EDTA o EGTA: y 3) la absorción atómica espectrómetro (AAE). El calcio total se mide más habitualmente con espectrofotometria al determinar los complejos coloreados cuando varios indicadores metalocrómicos o tinciones se unen al calcio. El complexon ortocresoltaleina (CPC) y arsenazo III son los más empleados. El CPC se une al calcio para formar un color rojo en una solución alcalina, que se mide cerca de los 580 nm. La interferencia con iones de magnesio se reduce con la adición de 8-hidroxiquinolina. El arsenazo III reacciona con el calcio para formar un complejo calcio-indicador habitualmente medido cerca de 650 nm. El reactivo estable exhibe una gran especificidad para el calcio en un PH levemente acídico. La calceina forma un complep fluorescente con el calcio en una solución alcalina, que es estimulada a los 490 nm y emite a 520 nm. La titulación de los complejos fluorescentes con EDTA o EGTA hasta un punto final permite la determinación de la concentración de calcio. La AAS es el método de referencia para determinar el calcio en el suero. A pesar de su mayor precisión y comparada con otros métodos, sólo algunos laboratorios continúan empleándola. Las muestras son diluidas con CIH de lantano para reducir las interferencias de proteínas, iones orgánicos e inorgánicos. Los átomos básicos de calcio se determinan por la absorción de la luz desde un cátodo de luz hendida (422,7 nm) tras aspiración de la muestra diluida en una llama de acetileno. El estroncio puede ser incluido como estándar para corregir las fluctuaciones de la llama y la tasa de atomización.
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Figura 10-9. Diagrama esquemático de la regulación hormonal del calcio. Todas las líneas continuas representan vías que incrementan los niveles de calcio sérico mientras que las discontinuas representan vías que disminuyen el calcio



C a l c i o i o n i z a d o . Los instrumentos fiables de segunda generación con electrodos mejorados para la selección de calcio dan determinaciones precisas, acertadas y automatizadas del calcio libre (ionizado). Los electrodos sensibles al calcio consisten en una serie de membranas selectivas al calcio que encierran una solución de referencia de Cl Ca . CIAg y otros iones, así como un electrodo de referencia. Los electrodos selectivos del calcio modernos usan membranas liquidas que contienen un transportador neutro o un sensor de intercambio iónico. La célula electroquímica se completa con el electrodo externo de referencia, Ag/CIAg o electrodo en contacto con la muestra por una unión líquido/liquido o puente de sal de CIK o formato de sodio. La diferencia de potencial a través de la celda está relacionada logarítmicamente con la actividad de los iones libres de la muestra.



Intervalo de referencia El intervalo de referencia del calcio total en sujetos adultos va desde 8,8 mg/dl a 10,3 mg/dl (2,20 mmol/1 y 2,58 mmol/l). La muestra preferida para esla determinación es suero, aunque el plasma heparinizado es aceptable. El citrato, el ácido dietilentetraminoacético (EDTA) y el oxalato interfieren con los métodos usados habitualmente. Otros factores que interfieren en los métodos colorimétricos son hemolisis, ictericia, lipemia. paraproteínas y magnesio. El intervalo de referencia para el calcio libre (ionizado) en los adultos normales es de 4,6 mg/dl a 5,3 mg/dl (1.6 mmol/l a 1.32 mmol/l). La sangre completa, el plasma hepannizado o el suero pueden emplearse para la determinación. Todas las muestras deberían ser recogidas de manera anaerobia, transportadas en hielo y almacenadas a 4 C para prevenir pérdidas de C o y glucólisis, así como estabilizar el pH. C



?



Los rangos de referencia para el calcio urinario vahan con la dieta. Los individuos con una dieta media excretan hasta 300 mg/dia (7,49 mmol/día). Las muestras de orina deberían recogerse con una adecuada acidificación para prevenir la precipitación del calcio en forma de sal (véase Cap. 18).
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Distribución. El contenido de fósforo total en el cuerpo en sujetos normales es de alrededor de 700 g, y cerca del 85% está en el esqueleto, el resto (15%) en el líquido extracelular y en tejidos blandos. El esqueleto contiene fundamentalmente fosfato inorgánico, mientras que en los tejidos blandos es orgánico. En la sangre, el fosfato orgánico se encuentra principalmente en las células, el plasma contiene fundamentalmente inorgánico. El fosfato inorgánico del suero existe de dos formas aniónicas: divalente (PO.H- ) y monovalente (PO.H ). El cociente PO.,H-: P O . ^ es pH dependiente y varía de 1:1 en acidosis; 1:4 con PH 7,4 y 1:9 en alcalosis. Aproximadamente el 10% del fosforo del suero está unido a proteínas: aproximadamente el 35% está unido a sodio, calcio y magnesio: y el resto, aproximadamente el 55% está libre. Sólo el fósforo inorgánico se mide de forma habitual. Función. Además de su papel en el esqueleto, el fósforo es importante para funciones intracelulares y extracelulares. Es un constituyente importante de los ácidos nucleicos, fosfolipidos y fosfoproleinas. Forma compuestos altamente energéticos (ATP) y cofactores (NADP) y participa en el metabolismo intermediario y en varios sistemas enzimáticos (adenilato ciclasa). El fós-
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toro es necesario para la contracción muscular, función neurobiológica. transporte electrolítico y transporte de oxígeno con la hemoglobina. H o m e o s t a s i s d e l fósforo. El fósforo está presente en casi todas las comidas. La dosis media de los adultos diaria está entre 800 mg y 1.400 mg, la mayoría procede de la leche y sus derivados, cereales, huevos y carne. Cerca del 60°o al 8 0 % del fosfato ingerido se absorbe en el intestino, fundamentalmente por transporte pasivo. Sin embargo, hay también un proceso activo dependiente de la energía que se estimula por la 1,25(OH),D . El fósforo se filtra libremente en el glomérulo. Más del 8 0 % del fósforo filtrado se reabsobe en el túbulo proximal y una pequeña cantidad en el distal. La reabsorción proximal se produce por el transporte pasivo acoplado al sodio (cotransporte Na-P). Este colransporte se regula fundamentalmente por la toma de fósforo y la PTH. La restricción dietética de fósforo aumenta la reabsorción y la ingesta la frena. La PTH induce fosfaturia por inhibición del cotransporte Na-P. El efecto es ejercido fundamentalmente en el túbulo proximal. La hormona se une a receptores específicos en la membrana basal lateral dando lugar a la activación de dos vías (la adenilato-ciclasa/AMP cichco/proteína-cinasa A y la de la fosfolipasa C/calcio/proteina-cinasa C) ambas están implicadas en la inhibición del cotransporte Na-P (BellorinFont, 1990). 3



Técnicas analíticas Los métodos más empleados para la determinación del losfato inorgánico son reacciones del fosfato con molibdato de amonio para dar un complejo de fosfomolibdato. La medición directa UV del complejo incoloro con absorción a 340 nm se ha adoptado en la mayoría de los medidores automáticos. Otra posibilidad es reducir el complejo de fosfomolibdato mediante un agente ácido aminonaftolsulfónico. ácido ascórbico. sulfato de metil-p-ammofenol. sulfato ferroso) para producir azul de molibdeno, que puede medirse a 600 mm-700 nm. La formación del complejo fosfomolibdeno es dependiente de pH y la tasa de formación viene influenciada por la concentración proteinica. La medición de los complejos no reducidos tiene las ventajas de ser simple, rápida y estable. Se ha descrito un método enzimático en el que el fósforo es llevado por distintas reacciones enzimáticas, catalizadas por la glucogeno-fosforilasa, la fosfoglucomutasa y la glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa (G6PD). El NADPH producido puede ser medido fluorométricamente o por espectrofotometria. La reacción sucede con un PH neutro, lo que nos permite medir el fósforo inorgánico en presencia de fosfato orgánico inestable. Se prefiere el suero para medir el fósforo porque muchos de los anticoagulantes, a excepción de la heparina, interfieren con los resultados. Los niveles de fósforo se incrementan con el almacenamiento prolongado con células a temperatura ambiente. Las muestras hemolizadas no son aceptables porque los eritrocitos tienen grandes cantidades de esteres orgánicos, que son hidrolizados a fosfatos durante el almacenamiento.



Intervalo de referencia En adultos normales el lósloro del suero varía entre 2.8 mg/dl y 4.5 mg/dl (0,89 mmol/l y 1,44 mmol/l). Niveles más altos de fósforo se ven en niños en crecimiento (4,0 mg/dl a 7,0 mg'dl o 1,29 mmol/l a 2,26 mmol/l). El fosfato sérico se mide mejor en las muestras en ayunas de la mañana porque la variación diurna muestra niveles más altos en la tarde y noche. Los niveles son influenciados por la dieta y el ejercicio.
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magnesio libre ( M g - ) . el 3 0 % se asocia a proteínas (pnncipalmente albúmina) y el 15% a citrato, fosfato y otros aniones. La concentración de magnesio en el líquido intersticial es aproximadamente 0,5 mmol/l. En el LCR, el 55% del magnesio es libre o ionizado y el restoante 45% está unido a otros compuestos (Elin, 1988). Aproximadamente el 45% del TBMg es inlracelular. La concentración intracelular de Mg es aproximadamente de 1 mmol/l a 3 mmol/l (2,4 mg/dl a 7,3 mg/dl). Dentro de la célula el magnesio está compartimentado y la mayoría está unido a proteínas y moléculas cargadas negativamente; aproximadamente el 8 0 % del magnesio cilosólico está unido a ATP. Hay cantidades significativas de magnesio hay en el núcleo, mitocondria y retículo endoplásmico. El magnesio libre representa del 0,5% al 5% del magnesio celular total, y es la fracción que probablemente tiene importancia como cofactor de la actividad enzimática. Función. El magnesio es fundamental para la función de más de 300 enzimas celulares, incluidos los que transfieren grupos fosfato, todas las reacciones que consumen ATP y todos los pasos de la replicacion y transcripción del ADN y la traducción del ARNm. Este catión también se requiere para el metabolismo energético celular y desempeña una función importante en la estabilización de la membrana, conducción nerviosa, transporte iónico y actividad de los canales de calcio. Además el magnesio tiene un papel critico en el mantenimiento de la concentración inlracelular de potasio al regular su movimiento a través de las membranas de las células miocardicas. Por tanto, la deficiencia de magnesio puede dar lugar a una variedad de trastornos metabólicos y consecuencias clínicas (Weisinger, 1998), que incluyen trastornos refractarios de los electrólitos del plasma (especialmente potasio disminuido) y arritmias cardíacas frecuentemente observadas tras cirugía cardiaca. H o m e o s t a s i s del m a g n e s i o . El TBMg depende fundamentalmente de la absorción gastrointestinal y la excreción renal. La loma media de magnesio fluctúa entre 300 mg/dia y 350 mg/día. y la absorción intestinal es inversamente proporcional a la ingesta. La absorción de M g se realiza con un sistema de transporte saturable y difusión pasiva Los factores que controlan la absorción pasiva del magnesio se conocen poco. El riñon es el principal órgano implicado en la regulación del magnesio. La excreción renal está entre 120 mg/24 h y 140 mg/24 h, para una persona con una dieta normal. Aproximadamente el 70% al 80% del magnesio plasmático se filtra en la membrana del glomérulo. La reabsorción tubular del M g " es diferente de la de otros iones porque el tUbulo proximal tiene un papel limitado, del 6 0 % al 7 0 % de la reabsorción de M g - se realiza en la región gruesa ascendente y del asa de Henle (Quamme, 1989). A pesar de que los túbulos distales sólo reabsorben el 10% del magnesio filtrado, es el sitio más importante de su regulación. Muchos factores, hormonales y no hormonales (p. ej.. hormona paraliroidea. calcitomna, glucagón. vasopresina y la restricción de magnesio, cambios ácido-base y depleción de potasio), influencian la reabsorción tanto en el asa de Henle como en el túbulo distal. Sin embargo, el mayor regulador de la reabsorción es la concentración plasmática de M g - ' , por sí misma. La concentración aumentada de M g inhibe el transporte de lasa, mientras que la concentración disminuida estimula el transporte más allá de si hay una depleción de magnesio o no. Estos mecanismos parecen regulados por un sensor Ca- /Mg- , localizado en la zona capilar de las células del asa gruesa ascendente, que mide cambios en el M g ' (Quamme, 1997) Otros factores que pueden tener un papel en la regulación del magnesio son la concentración de calcio y la tasa de reabsorción de cloruro sódico. , :
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Durante una deficiencia de magnesio, el paso inicial será una rápido descenso de la concentración de Mg -' del suero. Esto lleva a una reducción de la excreción de magnesio en la orina. Tarda varias semanas en lograrse el equilibrio con los depósitos óseos. 1



Distribución. Es el cuarto catión más abundante, detrás del sodio, potasio y calcio y el segundo más prevalente intracelularmente. El contenido normal de magnesio en el adulto es aproximadamente 1000 mmol o 22.6 g. de los cuales del 50% al 60% esta en el hueso, y el resto en los tejidos blandos. Un tercio del magnesio esquelético es intercambiable y probablemente sirve como reserva para mantener una concentración normal del magnesio. El magnesio extracelular representa sólo el 1% del magnesio total del cuerpo (TBMg). En suero cerca del 55% está en forma de ion libre, ionizado o



Técnicas analíticas M a g n e s i o t o t a l . Se prefiere el suero al plasma para esta determinación porque los anticoagulantes interfieren con la mayoría de los procedimientos. El magnesio del suero ha sido medido con una variedad de técnicas inclu-
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yendo totometria, precipitación AAS. titulación, lluorometría y espectroscopia de emisión por llama. El método de referencia para la determinación del magnesio total es la espectrometia de absorción atómica (AAS). Tras desproteinización y retirada del fosfato con una sal de lantano, el diluido filtrado es aspirado en un aérea de acetileno, donde los átomos de magnesio son atomizados y detectados por una lámpara de hendidura de magnesio, La absorción a 285,2 nm es directamente proporcional al número de átomos de magnesio en la llama. A pesar de su gran precisión y certeza, el AAS no se emplea habitualmente en los laboratorios por la necesaria duración de la técnica y porque requiere un cuidadoso mantenimiento, calibración y preparación de las muestras. Muchos laboratorios emplean habitualmente métodos totométricos en analizadores automáticos. Estos métodos emplean indicadores metalocrómicos o tinciones que cambian de color al unirse selectivamente al magnesio. Algunos de los cromóforos usados son calmagita, azul de metiltimol. tinción de formazán y magón. En el método folométrico de calmagita, uno de los más comúnmente empleados, la calmagita forma un complejo coloreado con magnesio en una solución alcalina. Este complejo es estable durante más de 30 minutos, y su absorbencia a 520 nm es directamente proporcional a la concentración de magnesio en la muestra alicuotada. M a g n e s i o libre (ionizado). El magnesio ionizado se mide hoy con los nuevos ISE desarrollados por AVL Medical Instruments (Schaffhausen, Suiza), Kone Instruments (Ouolu, Finlandia) y Nova Biochemical (Waltham, MA) e incorporados a sus analizadores clínicos comerciales (Hui|gen, 1999). Estos ISE emplean ionoforos neutros selectivos para Mg- , y también miden C a - , por lo que requieren una corrección quimiométrica para calcular los auténlicos niveles de magnesio en las muestras. Los estudios demuestran diferencias significativas entre el magnesio ionizado en diferentes analizadores que se atribuían a interferencias del calcio libre en la muestra, así como a insuficiente especificidad y falta de estandarización de los calibradores (Hristova, 1995; Ceceo, 1997). Más mejoras en la metodología para ISEs de magnesio ionizado favorecerán el desempeño y aumentará la disponibilidad de las determinaciones de M g - ' e n el laboratorio. ?



?



M a g n e s i o i n t r a c e l u l a r . Ha habido avances metodológicos significativos en la medición intracelular de magnesio que han permitido más conocimiento de la homeostasis del magnesio. El magnesio intracelular se ensaya ahora por fluorescencia empleando furaptra, que se une al magnesio; con espectroscopia de resonancia magnética: con electrodos ion-selectivos; y por microanálisis de electrosondas (Murphy, 1993). En la actualidad, la medición del magnesio intracelular no se emplea en el laboratorio clínico habitualmente.



Intervalo de referencia El rango de referencia para el magnesio total del suero, en el adulto normal, va desde 0,75 mmol/l a 0,95 mmol/l (1,7 mg/dl y 2,2 mg/dl o 1,5 mEq/l y 1,9 mEq/l). No parece haber diferencias significativas por sexo o edad en la concentración total de magnesio. El magnesio eritrocitario es cerca de tres veces el del suero. La concentración de magnesio en el liquido cefalorraquídeo es de 2,0 mg/dl a 2,7 mg/dl (1,0 mmol/l a 1,4 mmol/l). El rango de referencia para el magnesio ionizado depende del analizador usado para su medición y de media es 0,44 mmol/l a 0,60 mmol/l (Hristova. 1995).



Hormonas reguladoras del metabolismo mineral Tres son las principales hormonas que regulan el metabolismo mineral y óseo: PTH. calcitonina y 1,25-vitamina D3.



QUÍMICA CLÍNICA



Secreción. Muchos factores controlan la secreción de PTH por las glándulas paratiroideas, pero sólo un número pequeño parece tener importancia desde el punto de vista fisiológico. La secreción de P T H se regula en una escala de segundos por el calcio extracelular ionizado y representa un leedback negativo simple. La señales exlracelulares se detectan por un receptor calciosensible, localizado en la membrana plasmática de la célula paratiroidea. La estimulación del receptor lleva a la supresión de la tasa de secreción de PTH mediante señales ¡ntracelulares (inositol trifosfato y diacilglicerol) generado por el receptor activo. El receptor ha sido clonado y ha resultado ser del supergrupo de receptores asociados a la proteína G que se caracterizan por un gran complejo transmembranoso capaz de atrapar la pequeña molécula del ligando. El receptor está en las glándulas paratiroideas y en las células secretoras de calcitonina del tiroides, cerebro y riñon. Este receptor ligado a proteina G está mulado en enfermedades como la hípercalcemia hipocalciúrica. el hipoparatiroidismo neonatal severo y la hipocalcemia autosómica dominante (Mundy, 1999). El magnesio ionizado también ha mostrado influencia en la secreción de PTH. Los pacientes con baja concentración de magnesio sérico a menudo requieren magnesio sérico para incrementar los nivles de PTH antes de que la concentración de calcio sérico pueda ser restaurada al intervalo deseado. La hipomagnesemia crónica severa, como la que se ve en el alcoholismo, se ha asociado a dificultades para la secreción de PTH, mientras que un descenso agudo del magnesio sérico puede llevar a PTH elevada. Otros niveles de control de PTH incluyen la regulación del gen transcriptor de PTH y de las células principales del paratiroides por la vitamina D y el calcio extracelular. La 1,25-dihidroxicolecalcilerol suprime crónicamente la secreción de PTH interactuando con los receptores de la vitamina D en la glándula paratiroidea. Función. La función fisiológica principal de la PTH es mantener la concentración del calcio iónico en el líquido extracelular, lo que se consigue por los siguientes mecanismos: 1) estimulación de la resorción ósea con salida de calcio y fósforo del hueso; 2) estimulación de la reabsorción de calcio e inhibición de la reabsorción de fosfato desde ios túbulos renales; 3) estimulación de la producción renal de 1,25-(OH) Vitamina-D„ que incrementa la absorción intestinal de calcio y fosfato. La PTH actúa a través de un receptor serpentina con proteina G acoplada, un péptido de siete dominios transmembrana. El extremo aminoterminal de la PTH se une al receptor PTH lo que modula la adenilato-ciclasa y fosfolipasa C. Las mutaciones activadoras de este receptor causan la condrodisplasia de Jantzen (hípercalcemia y desorganización epifisaria). 2



El efecto neto de la PTH sobre hueso, riñon e indirectamente intestino incluye un incremento total de las concentraciones de calcio y calcio ionizado y disminución del fosfato. En orina la PTH incrementa el fosfato y la adenosina monofosfato cíclica (AMPc) y, a menudo, la excreción de calcio. En ausencia de enfermedad, el calcio sérico aumentado reduce la secreción de PTH a través de un leedback negativo, manteniendo asi la homeostasis del calcio. H e t e r o g e n e i d a d . El metabolismo de la PTH es c o m p i l o y produce diversos fragmentos con distinta actividad biológica e inmunológica. La PTH intacta es la forma biológicamente activa y tiene una vida media en la circulación menor a cuatro minutos. La PTH intacta es rápidamente aclarada por el riñon y el hígado. En el hígado, la PTH intacta se divide en fragmentos discretos y péptidos más pequeños que pasan a la circulación. Los fragmentos liberados carboxiterminales inactivos duran bastante más que la forma intacta, posiblemente porque sólo son aclarados en el glomérulo (Mundy, 1999). T É C N I C A S ANALÍTICAS
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QUÍMICA FISIOLÓGICA



Síntesis. La PTH se sintetiza y secreta por las células principales de la glándula paratirodea. La PTH intacta es un polipéptido de cadena simple de 84 aminoácidos con una masa molecular de 9.500 Da. Se deriva de un precursor mayor, Pre-Pro-PTH, de 115 aminoácidos, que sufre dos cortes sucesivos en las secuencias aminoterminales para dar un precursor intermediario, Pro-PTH, y después la hormona en sí misma. Cualquier Pro-PTH que llega a la circulación es inmediatamente convertido en PTH y otros productos.



Hoy en día. la PTH se mide, o bien por radioinmunoensayo (RÍA) o ensayos inmunométricos no competitivos. Los RÍA competitivos se presentaron en 1963 y más tarde se clasificaron según los fragmentos sintéticos de PTH que reconocían en las regiones carboxiterminal, aminolerminal y en la región media. Además estos ensayos eran bastante poco sensibles para medir la PTH humana porque los antisueros empleados lo eran frente a PTH no homologa (p. ej„ bovina). Alguna mejoría en la sensibilidad se consiguió con la introducción de las preparaciones de PTH humana o fragmentos sintéticos como inmunógenos.



CAPÍTULO
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INTERMEDIARIOS METABÓLICOS. IONES I N O R G Á N I C O S Y M A R C A D O R E S BIOQUÍMICOS.



Los RÍA de PTH se dividen en dos categorías: 1) RÍA que mide fragmentos inactivos de PTH, y 2) RÍA frente a PTH intacta. Algunos de los ensayos más usados fueron los dirigidos frente a la región mediana y la región carboxiterminal. Sin embargo, estos ensayos tienen reacción cruzada con secuencias de aminoácidos presentes en la región central/carboxiterminal y la hormona intacta, por lo que miden primariamente fragmentos inactivos debido a su mayor concentración en la circulación. Debido a que el aclaramiento de los fragmentos inactivos de la PTH es exclusivamente por filtración glomerular. los resultados de estos ensayos resultan difíciles de interpretar, especialmente en pacientes con función renal alterada. El segundo grupo de RIAs emplea antisueros frente regiones activas amino-terminales o la zona de corte de la PTH intacta. Aunque estos ensayos son menos dependientes de la función renal, su sensibilidad no es aún suficiente para detectar PTH elevada en la mayoría de los pacientes con hiperparatiroidismo y sujetos con PTH normal. La segunda gran categoría de estos métodos de medición de la PTH es llevada a cabo por los ensayos inmunométricos no competitivos. Estos ensayos miden la PTH intacta y fueron presentados inicialmente en 1987. Dependiendo del sistema de detección empleado son inmunorradiométricos (IRMA), si están marcados con radiación, e inmunoquimiotuminométricos. si están marcados con quimioluminiscencia. también conocidos como de dos sitios, sandwich o ensayos marcados por anticuerpos. Estos ensayos emplean dos tipos de anticuerpos purificados por afinidad, uno sirve como anticuerpo capturador y está inmovilizado en un soporte sólido, y el segundo grupo sirve como anticuerpo señal y está marcado con un marcador detectable o una enzima. Los ensayos inmunométricos tienen grandes ventajas sobre los tradicionales: 1) mayor sensibilidad y especificidad por el uso de anticuerpos de secuencia especifica y los purificados por afinidad; 2) rango de concentración más amplio para el ensayo, y 3) menos tiempo de incubación. INTERVALO DE REFERENCIA



El intervalo de referencia para la PTH intacta en adultos es de 10 pg/ml a 65pg/ml (ng/l) cuando se emplea un método inmunométrico. Estudios han desmostrado que la PTH intacta se secreta de forma episódica o pulsátil, con un ritmo circadiano global caracterizado por incremento nocturno de la PTH intacta. Se prefiere el suero como muestra para medir la PTH. Un almacenamiento prolongado de las alícuotas puede dar niveles falsamente disminuidos.



Péptido relacionado con la PTH QUÍMICA FISIOLÓGICA



El péptido relacionado con la parathormona (pr-PTH) fue inicialmente descubierto en tumores derivados de pulmón, mama, riñon y otros tejidos sólidos. Sin embargo, la expresión de estos péptidos se ha visto en otros tumores de células epiteliales así como en linfomas T. El pr-PTH está compuesto de 141 aminoácidos y muestra una extraordinaria homología con la PTH en sus 13 primeros aminoácidos. Es el producto de un gran gen del cromosoma 12. singénico al de la PTH en el 11. Sus acciones incluyen la unión y activación del receptor de la PTH estimulando los efectos biológicos de la PTH en el hueso, riñones e intestino. El pr-PTH incrementa la resorción ósea por la estimulación de osteoclastos y promueve la reabsorción renal tubular del calcio. El efecto neto es elevar la concentración plasmática del calcio. Se sabe que el pr-PTH está producido por el 5 0 % de los tumores primarios de mama y su producción puede estar incrementada por factores derivados del hueso como el factor transformante de crecimiento Í3 (Yin, 1999). El papel fisiológico de la pr-PTH no se ha aclarado. Probablemente no tiene un efecto regulador en la homeostasis del calcio en condiciones fisiológicas. Se produce en células cutáneas normales y en amnióticas y puede tener algún efecto en la replicación cutánea y en el músculo liso durante el parto. También se expresa en la mama lactante y se encuentra en suficientes cantidades en la leche materna. Además, recientes experimentos en el ratón privado {knock-out) de la pr-PTH muestran que la pr-PTH se presenta naturalmente y desempeña un papel en inhibir la diferenciación del cartílago. Su ausencia lleva a anormalidades en la región de crecimiento (Karaplis. 1994). Su sobreexpresión se ha relacionado con retraso en la osificación endocondral y anormalidades cartilaginosas (Weir, 1996). La elevación de la pr-PTH se ha visto en aproximadamente 5 0 % al 9 0 % de los pacientes con hipercalcemia asociados a malignidad. El pr-PTH se ha
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visto incrementado en los carcinomas epidermoides del pulmón, esófago, cuello uterino, piel y otras regiones, asi como en otro tipo de cánceres, sin relación con su histología o localización (p. ej„ feocromocitoma, carcinomas de islotes, linfomas T y B, mieloma múltiple). Los niveles de pr-PTH son normales en pacientes con hiperparatiroidismo primario, hipoparatiroidismo, insuliciencia renal crónica y otras enfermedades con hipercalcemia. TÉCNICAS ANALÍTICAS



El pr-PTH se mide con diversas técnicas inmunológicas. De esta forma, se han desarrollado ensayos en el extremo amino terminal, región central y extremo carboxilo. La cromatografía de afinidad con suero inmovilizado frente a pr-PTH, cromatografía de fase reversa y otras técnica de purificación se han empleado para mejorar la sensibilidad y especificidad de estos ensayos. Actualmente, se han desarrollado ensayos más sensitivos y específicos frente a dos sitios o ensayos IRMA, en los que anticuerpos frente a distintas secuencias de la molécula pr-PTH se emplean para captura y señal. El limite de detección de estos ensayos se encuentra entre 0.1 pmol/l y 1.0 pmol/l (Endres. 1999). INTERVALO DE R E F E R E N C I A



En general, el rango de referencia para la pr-PTH en sujetos normales varía según el método para su determinación. En sujetos normales, los niveles de pr-PTH van desde indetectables hasta 5 pmol/l.



Calcitonina QUÍMICA FISIOLÓGICA



Síntesis y m e t a b o l i s m o . La calcitonina es sintetizada y secretada por las células especializadas C (parafoliculares) de la glándula tiroides. La calcitonina circulante inmunorreactiva se deriva de un precursor mayor, y la forma monomérica es la única activa biológicamente. El monómero es un péptido de 32 aminoácidos con una masa molecular de 3.500 Dal. La concentración ionizada de calcio es el regulador más importante de la secreción de calcitonina. Los incrementos de calcio ionizado llevan a un incremento en la secreción de calcitonina. Otros potentes secretogogos de la calcitonina son el péptido gastrointestinal y la gastrina en particular. Esto último puede explicar una subida pospandnal que se observa en la calcitonina. El receptor de la calcitonina ha sido clonado y es similar estructuralmente al de la PTH/pr-PTH y los receptores de secretinas. El receptor de la calcitonia existe en varias isoformas y su expresión parece estar influenciada por las concentraciones en el ambiente de la propia calcitonina (Mundy, 1999). La calcitonina se metaboliza fundamentalmente en el riñon en cuestión de minutos. Papel fisiológico. Aunque la calcitonina se ha considerado un potente regulador del metabolismo calcico por su capacidad para disminuir los niveles de calcio y fósforo, su papel propio no está claro. La calcitonina inhibe directamente la reabsorción de hueso por los osteoclastos, lo que se observa apenas minutos después de su administración. Esta inhibición es transitoria y posiblemente no sea de gran importancia para el metabolismo calcio-fósforo aunque pueda ser importante en el control a corto plazo de las sobrecargas calcicas. Aunque muchos estudios clínicos sugieren que los niveles plasmáticos de calcio no se ven afectados en los pacientes con liroidectomía total, otros señalan que el tumor medular de tiroides y el exceso de calcitonina puede dar lugar a hipocalcemia. TÉCNICAS ANALÍTICAS



En el pasado, la calcitonina sérica se media fundamentalmente por RÍA. Sin embargo, las discrepancias entre la sensibilidad y espeofidad del ensayo, los efectos de la matriz y del suero no específicos y la heterogeneidad de la calcitonina circulante han dado resultados contradictorios y discrepancias en los valores de referencia de la hormona. Hoy en día. en el laboratorio moderno se está empleando un número de métodos altamente sensitivos (limite de detección 2 pg/ml). métodos inmunométricos de dos sitios (EIA, IRMA) para la calcitonina sérica.
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QUÍMICA CIÍNICA



INTERVALO DE REFERENCIA



TÉCNICAS ANALÍTICAS



El intervalo de referencia para la calcitonina sérica en los adultos es de menos de 25 pg/ml para los hombres, y de menos de 20 pg/ml para las mujeres. El género, la edad, el crecimiento, el embarazo, la lactancia y la ingesta de comida se han asociado, con frecuencia, a un aumenlo en los niveles de calcitonina.



De los más de 35 metabolitos de la vitamina D y D sólo la medición del 25(OH)D y el 1.25(OH) D ha demostrado valor clínico. La 25(OH)D es un mejor marcador que la vitamina D para conocer el estado de la vitamina D. porque tiene una vida media más larga (de dos a tres semanas frente a uno o dos días), menos fluctuación ante la exposición al sol y la ingesta, concentraciones mayores y facilidad de medición. La medición del 1,25(OH| D es de interés para ver ciertos estados de producción insuficiente o excesiva de las hormonas para valorar hipercalcemias, hipercalciuria. hypocalcemia y los trastornos óseos y de minerahzación. Dado que la vitamina D2 y la D3 son metabolizadas a compuestos similares o de igual actividad biológica, para utilidad clínica, el ensayo debería medir 25(OH)D, y 25(OH)D, o 1 , 2 5 ( 0 ^ ^ . , y 1,25¡OH) D,, respectivamente. Actualmente la mayoría de los ensayos para la vitamina D incluyen estos pasos: 1) desproteinización con etanol, metanol. o acetonitrilo, seguido de la extracción con solventes orgánicos como el cloruro de melileno. hexano, dietil éter y similares: 2) purificación en una columna de cromatografía que separa los metabolitos de la vitamina D. lipidos y sustancias interterentes; 3) cuantificación por métodos de unión competitivos, radioinmunoensayo, o HPLC con absorción por UV.



Vitamina D y metabolitos QUÍMICA FISIOLÓGICA



Síntesis y m e t a b o l i s m o . La hormona esteroidea 1,25(OH)-D es el agente más importante biológicamente activo de la familia de los esteróles de la vitamina D. El precursor de la vitamina D (colecalciferol o vitamina D,) se obtiene o bien ingerido, en la dieta, o es sintetizado desde la piel desde el 7-dehidrocolesterol (provitamma D.) a través de la exposición a la luz solar. El colecalciferol se trasporta al hígado unido a una proteína especifica, la c t 1 globulma. En el hígado, la vitamina D sufre una hidroxilación para producir 25-hidroxivitamina D, un metabolito con actividad biológica limitada. La 25-hidroxivitamina D se une entonces a la proteina transportadora de la vitamina D y se transporta hasta el riñon, donde sufre otra hidroxilación para dar un metabolito más potente, el 1.25-(OH),D-,. Además hay otra serie de metabolitos cuya acción es inerte. La hidroxilación de la 25-hidroxivitamina D es el punto de control en el metabolismo de la vitamina D, que responde a las concentraciones de calcio y fósforo y las concentraciones circulantes de PTH. La depleción de fosfatos y de la PTH actúan independientemente para incrementar la producción de 1,25-(OH),D„ siendo la PTH el estimulo más potente. El descenso del calcio sérico produce activación de las glándulas paratiroideas para secretar PTH, lo que se traduce en más producción de 1,25(OH).D,, en los túbulos proximales renales. A la inversa, un incremento del calcio en sangre frena la PTH, lo que disminuye la producción de 1,25(OH)^D,. Los otros lugares de producción extrarrenal de la 1.25-(OH),D son: la placenta y el tepdo de granulación. La vida media de la 1,25-(OH)D circulante es aproximadamente de cinco horas en los humanos. Se secreta como metabolitos fecales y urinarios (Mundy, 1999). 3



Papel fisiológico. La 1,25-(OH),D, unida a la proteina transportadora de la vitamina D se lleva al intestino a donde la lorma libre es tomada por las células y transportada a un tipo de receptor nuclear especial. Este receptor pertenece a la familia de los factores reguladores de la transcripción esteroides-retinoides-vitamina D. El complejo receptor-1.25-(OH),D, interactúa con el receptor del ácido retinoico X para formar un complejo heterogéneo dimérico que se une a sitios específicos del ADN. La interacción altera la transcripción de ciertos genes en el intestino, se sintetiza la proteina que une calcio, y en el hueso se producen: la osleocalcina, osteopontina y fosfatasa alcalina. En el intestino, el efecto neto de la 1,25-(OH) D_, es estimular el transporte de fósforo y calcio desde la luz intestinal (delgado), aumentando asi las concentraciones sanguíneas de calcio y losforo. Además aumenta la resorción de hueso y potencia el efecto de la PTH en la nefrona para promover la reabsorción tubular renal de calcio. Es un poderoso agente diferenciante sobre los precursores osteoclásticos, madurándolos para producir células multinucleadas capaces de reabsorber hueso. Por ello, la 1.25-(OH) D, permite dar un aporte de calcio y fósforo a todas las superficies óseas para producir hueso normal mineralizado (Mundy, 1999). La demostración de que la localización del 1,25-(OH),D-, no sólo son sus tejidos diana, es decir, intestino, riñones y hueso, ha expandido sus roles terapéuticos. La administración de la hormona vitamina D ha demostrado ser efectiva en el tratamiento terapéutico y la prevención de la osteoporosis de la edad y posmenopáusica. Hay pruebas de que además de sus actividades calciotrópicas. la vitamina D puede tener propiedades proclives al desarrollo y diferenciación. La utilidad terapéutica de la 1.25-(OH),D para tratar la psoriasis, la reproducción femenina y ciertas enfermedades malignas es completamente posible si su capacidad hipercalcémica es suprimida. El desarrollo de compuestos análogos a la vitamina D para conseguir estas actividades ha sido publicado (DeLuca. 1992). 2
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INTERVALO DE R E F E R E N C I A



El intervalo de referencia para la 25-(OH)D. en el suero, es aproximadamente 10 ng'ml a 50 ng/ml (25 nmol/l a 125 nmol/l) y para 25-(OH),D es de 15 pg/ml a 60 pg/ml (36 pmol/l a 144 pmol/l) (Endres, 1999). Los niveles de 1,25(OH)D se influencian por la exposición solar, latitud, pigmentación de la piel, uso de protectores solares y época del año. La concentración de los metabolitos de la vitamina D varia con la edad y se incrementa en el embarazo.



Trastornos del metabolismo mineral Hipercalcemia El incremento del calcio sérico se asocia con anorexia, náusea, vómitos, estreñimiento, hipotonia, depresión. T de alto voltaje en electrocardiograma y ocasionalmente letargía con coma. La hipercalcemia persistente puede dar deposiciones de calcio ectópicas en los tejidos (p. ej.. vasos sanguíneos, tejido conectivo y articulaciones, mucosa gástrica y riñones). La causa más común de hipercalcemia es el hiperparatiroidismo primario y las neoplasias, que suman del 80% al 90% de todos los casos de hipercalcemia. Causas menos frecuentes son: insuficiencia renal, diuréticos, enfermedades endocrinas, intoxicación por vitamina A y D. tratamiento con litio, síndrome leche-alcalinos, inmovilización y la hipercalcemia hipercalciurica lamiliar (Tabla 10-5). El hiperparatiroidismo primario (PHPT) se caracteriza por la secreción excesiva de PTH en ausencia de un estímulo apropiado, lo que provoca una alteración generalizada en el metabolismo del calcio, fosfato y huesos. Se dan aproximadamente 100.000 casos al año en EE.UU.. y la incidencia aumenta con la edad. La enfermedad afecta a las mujeres el doble que a los hombres. La mayoría de los casos se deben a un adenoma solitario hiperparatiroideo. Otras causas son los adenomas multiples, la hiperplasia y más raramente el carcinoma. La hipercalcemia del PHPT se caracteriza típicamente por ser hipofosfatémica debido a la diuresis aumentada del fósforo por la PTH y se acompaña frecuentemente de una acidosis leve por la disminución de la absorción de bicarbonato por el riñon. La hipercalcemia se atribuye a: 1) acción directa de la PTH sobre el hueso, causando aumento de reabsorción; 2) la absorción renal activada por la PTH: y 3) incremento de la biosínlesis renal de 1,25-(OH) D-.. que incrementa la absorción intestinal de calcio (Boden. 1990). La mitad o más de los pacientes con PHPT están asintomáticos. Los sintomáticos suelen tener estos síntomas iniciales: nefrolitiasis recurrente, estreñimiento mantenido, depresión, disfunción neuromuscular, pancreatitis crónica recurrente, úlcera péptica y, menos frecuentemente, osteopenia prematura (Defros, 1993). La única manifestación ósea de la PHPT es la osteítis fibrosa quístíca. caracterizada por la disminución de las trabeculas óseas, incremento de osteoclases gigantes multinucleados en la superficie 2
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del hueso y reemplazo de los elementos normales de la médula osea por tejido fibroso. La osteítis fibrosa cistica es poco común hoy en día por la mejoría en las técnicas de densitometria ósea. La PHPT puede también heredarse como un defecto autosómico dominante como parte de la neoplasia endocrina múllipie (MEN). El MEN1 consiste en hiperparatiroidismo y tumores del páncreas y la hipófisis, a menudo asociados a síndrome de Zollmger-Ellison, caracterizado por hipersecreción de gastrina y úlcera péptica, El MEN2A es hiperparatiroidismo, feocromocitoma y carcinoma medular del tiroides. Los estudios han demostrado alteraciones moleculares en el hiperparatiroidismo. Un locus genético en el cromosoma 11 se ha asociado al MEN1. El mismo locus parece perderse en el 2 5 % de los adenomas solitarios paratorioideos, implicando al mismo mecanismo responsable del MEN1 pero de forma esporádica. En el MEN2A hay una mutación en el proto-oncogén tipo tirosma-cinasa (véase Cap. 64) que tienen todas las células como delecto de linea germinal y puede diagnosticarse por técnicas de genética molecular. El hiperparatiroidismo secundario se produce cuando existe resistencia a la acción de la PTH, como en pacientes con insuficiencia renal, déficit de vitamina D (osteomalacia) y seudohipoparatoridismo. Esto lleva a la hiperplasia de la glándula paratiroidea y a una producción excesiva de PTH. Las relaciones del hiperparatirodismo secundario con la insuficiencia renal crónica (IRC) son muy complejos, como se ve en la Figura 10-10. La patogénesis varia más o menos, dependiendo de la naturaleza y la gravedad de la enfermedad renal. Sin embargo, es crucial la disminución de excreción del fosfato por la dificultad en la filtración glomerular. En estos pacientes hay una tendencia inicial a la hipocalcemia secundaria a la retención de fósforo, asi como a una disminución en la producción de 1,25(OH) O en el riñon. El descenso de 1,25(OH) D causa una respuesta disminuida del esqueleto a la PTH, disminución de la absorción de calcio del intestino y eventualmente hiperplasia de la glándula paratiroidea. La clínica inicial de estos pacientes incluye calcio bajo a normal e hipertosfatemia. Más larde, en los casos de hiperparatiroidismo secundario grave hay hipercalcemia e hipertosfatemia. Además el dolor óseo, la calcificación ectópica y el prurito pueden verse. La enfermedad ósea existente en el hiperparatiroidismo secundario y la insuficiencia renal se llama habitualmente osteodistrofia renal. ;



La enfermedad maligna es la causa más frecuente de hipercalcemia en los pacientes hospitalizados. La hipercalcemia asociada a malignidad puede ser dividida en los casos con o sin metástasis óseas. Las lesiones oseas son más frecuentes en las enfermedades hematológicas (linfomas. mieloma múltiple y leucemias), cáncer de mama, cáncer de pulmón y otros. Otros mecanismos



Tabla 10-5



C a u s a s de la h i p e r c a l c e m i a



M e d i a d a p o r PTH



Hiperparatiroidismo primario Esporádico M E N ( I y II) H i p e r c a l c e m i a hipocaiciúrica familiar Secreción cctópica de P T H p o r n e o p l a s i a s (raro) N o m e d i a d a p o r PTH



A s o c i a d a a neoplasia M e d i a d a por vitamina D Intoxicación por vitamina D Incremento en la generación de 1,25(OH) D Otras endocrinopatias Tirotoxicosis Hipoadrenalismo Inmovilización c o n a u m e n t o d e l r e c a m b i o óseo Síndrome de l e c h e y alcalinos Sarcoidosis M i e l o m a múltiple
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se h a n implicado en el desarrollo de la hipercalcemia, incluyendo destrucción directa del hueso, secreción de factores activadores del osteoclasto por células tumorales, secreción de linfocinas con actividad absorbente de hueso como la interleucma-1 y factor de necrosis tumoral. Los rayos X y la gammagrafía ósea pueden detectar la mayoría de las metástasis oseas. La hipercalcemia sin metástasis también se conoce como la hipercalcemia humoral de la enfermedad maligna (HHM). El diagnóstico en estos casos es más difícil, en general, dado que los tumores primarios pueden estar ocultos. Se ha asociado con este síndrome una gran variedad de tipos de tumores como por ejemplo, renales hepáticos, epidermoides de cabeza y cuello, asi como pulmonar: el tumor de células de islotes de páncreas La causa más común del HHM es la secreción de la pr-PTH por el tumor. El diagnóstico es muy sugestivo cuando hay AMPc urinario aumentado en asociación con una PTH reducida o normal. La intoxicación por vitamina D es otra causa de hipercalcemia y habitualmenle es el resultado de una toma excesiva de suplementos vitamínicos durante un periodo prolongado de tiempo. El exceso de vitamina D causa mayor absorción de calcio por el intestino, aumento de resorción ósea e hipercalciuria. La PTH está suprimida, pero el desarrollo frecuente conjunto de insuficiencia renal puede hacer difícil el excluir al hiperparatiroidismo: se ha implicado como el mayor responsable de este síndrome al 25(OH)D. El diagnóstico se ve apoyado por una buena historia clinica, la medición del 25(OH)D y la respuesta temprana a la instauración del tratamiento con corticoesteroides. Clínicamente, la intoxicación por vitamina D se manifiesta por debilidad, irritabilidad, náuseas, vómitos y diarrea. La calcificación de los tejidos blandos es un hecho común, dado que el fósforo sérico tiende a estar elevado. La intoxicación puede persistir durante meses por los depósitos en la grasa de vitamina D. La hipercalcemia se ha asociado a enfermedades granulomatoses como la sarcoidosis y menos frecuentemente la tuberculosis, granulomas inducidos por silicona y enfermedades fúngicas como la coccidioidomicosis y la candidiasis. La insuficiencia renal, la calcificación de los tejidos blandos, la nefrolitiasis y la hipercalcemia severa son manifestaciones potenciales. Se han implicado diversos mecanismos de hipercalcemia como el aumento de sensibilidad a la vitamina D. incremento de la concenlración de metabolitos de vilamina D y una generación anormal de 1,25(OH),D por el tejido granulomatoso. El síndrome de leche y alcalinos se presento inicialmente en pacientes con ulcera péptica que lomaban grandes cantidades de leche y alcalinos absorbíbles (p. ej.. carbonato calcico). Recientemente ha habido un nuevo pico de incidencia secundario, probablemente, al uso de preparaciones de carbonato calcico en el tratamiento preventivo de la osteoporosis. Este síndrome se caracteriza por hipercalcemia, bajo calcio urinario, alcalosis, azoemia y calcificaciones de tejidos blandos. Las pruebas de laboratorio para el diagnóstico diferencial de hipercalciemia incluyen la medida del calcio total e ionizado, calcio urinario, fósforo urinario y sérico, fosfatasa alcalina, albúmina, PTH intacta. pr-PTH y AMPc urinario. La determinación de otros elementos puede dar intomación valiosa en varios casos (p. ej., hormona de crecimiento, Cortisol, test de supresión de cortisona. cateterización venosa selectiva y determinación de PTH local y medición de los metabolitos de la vitamina D). La interpretación coherente de los datos requiere a menudo de pruebas especiales para completar la historia y la exploración lisica. Los esludios de función renal y del balance ácido-base pueden estar indicados. El examen histopatológico de la biopsia de sitios apropiados puede ser de incalculable valor en algunos casos.



Hipocalcemia



La hipocalcemia crónica se manifiesta con presentaciones neuromusculares y neurológicas que incluyen espasmos musculares, espamos carpopedades. parestesias periféricas y periorales, arritmias cardíacas, alargamiento del intervalo QT y ondas T de bajo voltaje en el electrocardiograma y. en c a s o s severos, espasmos laríngeos y convulsiones. También se pueden dar paradas respiratorias. La h i p x a l c e m i a grave a la larga produce tetania. Hay muchas causas de hipocalcemia que pueden ser divididas en grandes cate-
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QUÍMICA CLÍNICA



Figura 10-10. Interregulación fisiopatológica en el hiperparatiroidismo asociado a la enfermedad renal crónica.



gorias: 1) deficiencias en la producción de PTH o de su secreción: 2| resistencia a la acción de la P T H : 3) deficiencia de la vitamina D o de sus metabohtos. y 4) deficiencias en la mineralización ósea con metabolismo de la vitamina D y PTH normales (Tabla 10-6). Las causas más frecuentes de hipocalcemia son: insuficiencia renal crónica, hipomagnesemia. hipoparatiroidismo. pseudohipoparatiroidismo. déficit de vitamina D y pancreatitis aguda. Menos frecuentemente la cifra baja de calcio se ve en pacientes graves por sepsis, heridas e insuficiencia renal aguda. La hipocalcemia transitoria puede verse tras la administración de fármacos como heparina. glucagon, prolamina, asi como tras transfusión masiva de productos sanguíneos. El hipoparatiroidismo hereditario o adquirido se caracteriza por una producción de PTH por las glándulas paratiroideas disminuida o ausente, lo que lleva a una caida del calcio plasmático y la correspondiente hiperfosfatemia. Además, estos pacientes tienen bajos niveles de 1.25(OH)jD o ausentes. En el pasado, hipoparatiroidismos secundarios a cirugía de cuello y liroideclomias. en particular, eran más comunes que la forma hereditaria. Con la mejoría de las técnicas quirúrgicas, sin embargo, su incidencia ha disminuido enormemente. El hipoparaliroidismo hereditario puede darse como una forma aislada con un patrón de herencia variable (hipoparatiroidismo idiopático) o en asociación a un trastorno del desanollo tanto del timo como de las glándulas paratiroideas (síndrome de DiGeorge o disgenesia braquial), o como parte de un complejo síndrome hereditario autoinmune que afecta a varias glándulas: suprarrenales, ovarios y paranoides, conocido como síndrome de deficiencia poliglandular autoinmune. El hipoparatiroidismo hereditario se manifiesta, a menudo, en la primera década de la vida, y además de la PTH baia o ausente y la hipocalcemia se dan ciertas manifestaciones cutáneas, como alopecia y candidiasis.



Tabla 10-6



C a u s a s de la h i p o c a l c e m i a



Mediada por PTH Déficit de P T H Permanente Adquirido Posquirúrgico Congènito H i p o p a r a t i r o i d i s m o idiopàtico Sindrome d e D i G e o r g e (disgenesia b r a q u i a l ) Sindrome poliglandular autoinmune Reversible H i p e r c a l c e m i a de larga duración Resistencia a PTH Seudohipoparatiroidismo Mediada por vitamina D Déficit de vitamina D Déficit de 2 5 ( O H ) D Déficit de 1,25(OH),.D Inhibición reversible de la 1-hidroxilasa D e f e c t o s renales intrínsecos (insuficiencia renal, tubulopatias. síndrome do F a n c o n i ) Respuesta defectuosa a la 1.25(OH).,D Mutaciones en el receptor de la vitamina D Defectos en la mineralización ósea
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El seudohipoparatiroidismo (PNP) es una enfermedad genética rara causada por la inefectividad de la PTH más que por un fallo en su producción. Clínicamente, la PNP tiene muchas características comunes con el hipoparatiroidismo como calcificaciones extraóseas, síntomas extrapiramidales como los movimientos coreoatetósicos y distonía, papiledema, aumento de presión intracraneal, cambios crónicos en el pelo o las uñas y cataratas. El calcio sérico está disminuido a pesar de la concentración aumentada de PTH. Más aun, mientras que la infusión de PTH a los pacientes con hipoparatiroidismo suele producir un incremento del AMPc urinario y fosfaturia, los pacientes con PNP responden habitualmente con excreción de fosfato urinaria más bajo de lo normal y producción de AMPc. Se debe a un defecto de la proteina estimuladora G de la ademlato ciclasa que es necesaria para la acción de la PTH. La hipocalcemia asociada a hipomagnesemia se asocia tanto a una liberación deficiente de PTH de las glándulas paratiroideas como a una falta de respuesta biológica a la acción de la PTH. La hipovitaminosis D puede originarse por una inadecuada producción de vitamina D3 en la piel, insuficiente toma en la dieta incapacidad del intestino delgado para absorber cantidades suficientes de vitamina y resistencia a los efectos de la vitamina D. Esto último se puede deber a un número insuficiente o a receptores defectuosos para la 1,25(OH) D o el uso de drogas que antagonizan la acción de la vitamina D. La hipovitaminosis D se asocia a alteraciones en el metabolismo mineral y defectos en la secreción de PTH y la mineralización en el esqueleto como raquitismo en los niños y osteomalacia en los adultos (véase más adelante). Los niveles disminuidos de vitamina D llevan a una insuficiente absorción de calcio intestinal e hipopotasiemia, seguido de un incremento en la secreción de PTH (hiperparatiroidismo secundario). El incremento de la PTH estimula la salida de calcio del hueso y disminuye su aclaramiento renal, por lo que se aumentan sus niveles sanguíneos. Si la hipovitaminosis persiste puede producir una hipocalcemia grave. 2



Una enfermedad hereditaria, caracterizada por la producción defectuosa del 1.25(OH)JD en el riñon, ha sido descrita. Este síndrome, conocido como síndrome de seudodeficiencia-raquitismo de vitamina D o raquitismo dependiente de vitamina D tipo I, consiste en una baja producción de 1,25(OH),D por deficiencia en la actividad de la hidroxilasa 1a-25(OH)D renal y niveles bajos circulatorios pero con respuesta normal a dosis de calcitriol. En el raquitismo dependiente de vitamina D tipo II. las mutaciones impiden la función del receptor de 1,25(OH),D alterando la unión de la hormona al receptor, lo que produce niveles elevados de 1,25(OH) D. La administración de dosis altas de calcitrol, sin embargo, aumenta todavía más los niveles 1.25(OH) D. Otra enfermedad hereditaria asociada a un metabolismo de la vitamina D alterado es el raquitismo hipofosfatémico ligado a cromosoma X. Esta enfermedad se caracteriza por un defecto funcional de la 25(OH)D-1-hidrolasa, hipofosfatemia y niveles normales o bajos de 1,25(OH) D. 2



2



2



Hiperfosfatemia Es causada habitualmente por un descenso en la excreción renal de fósforo en la insuficiencia renal aguda o crónica; toma exacerbada oral, rectal o intravenosa; o una carga extracelular excesiva por un transporte entre células por acidosis. Menos comunes son la reabsorción tubular aumentada del hipoparatiroidismo; pseudohipoparatiroidismo; acromegalia y etiodronato de sodio; y carga extracelular por lisis celular como en la rabdomiólisis, la hemolisis intravascular, leucemia, linfoma y tratamiento citotóxico. Además, la hiperfosfatemia puede producirse secundaria a sobremedicación con vitamina D o producción de vitamina D por tejido de granulación en enfermedades como tuberculosis o sarcoidosis. La hiperfosfatemia no produce síntomas directos. Cuando los niveles altos se mantienen durante largos períodos, sin embargo, se aumenta la mineralización y se pueden producir depósitos anormales de fosfato calcico. La calcificación ectópica es una complicación frecuente de los pacientes con insuficiencia renal crónica que reciben suplementos de vitamina D para corregir su hiperfosfatemia y resulta insuficiente (Weisinger, 1998).



Hipofosfatemia La hipofosfatemia se ve en un 0.25% a 2,15% de todos los ingresos hospitalarios. La causa más frecuente de hipofosfatemia grave es el abuso de alco-
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hol, probablemente por escasez de ingesta alimentaria, vómitos, uso de antiácidos y fosfaturia marcada. Se puede producir también por la ingesta de antiácidos no absorbibles que se unen al fosfato. La hipofosfatemia se puede inducir por varios mecanismos, incluyendo la redistribución interna, la excreción urinaria aumentada, disminución de la absorción intestinal o la combinación de todas. La forma más común es el intercambio de fósforo del exterior al interior de las células, lo que se puede ver en alcalosis respiratoria asociada a sepsis, la intoxicación por salicilatos. la abstinencia alcohólica, la insolación y el coma hepático, incremento de insulina al administrar glucosa, recuperación tras cetoacidosis diabética y alimentación de pacientes malnutridos. La pérdida unnaria mayor es secundaria a hiperparatiroidismo, trastornos tubulares renales como en el síndrome de Fanconi y la hipofosfatemia familiar, el raquitismo ligado a cromosoma X resistente a vitamina D. aldosteromsmo. administración de glucocorticoides y mineralcorticoides, y tratamiento diurético. La hipofosfatem i a por pérdidas urinarias se observa hasta en un 3 0 % de los pacientes con neoplasias como ciertas leucemias y linfomas, la diuresis osmótica, y la expasión del volumen aguda. La disminución de la absorción intestinal se ve en la malabsorción, el déficit de vitamina D y la esteatorrea. La hipofosfatemia sintomática se observa cuando el fósforo urinario cae por debajo de 0,32 mmol/l. Las manifestaciones clínicas incluyen anorexia proximal, mareos, miopatía, dislagia. ¡leo. insuficiencia respiratoria por debilidad de la musculatura respiratoria, dificultades en la contractilidad cardiaca por depleción de ATP en las células miocárdicas y encefalopatía metabólica.



Hipermagnesemia La hipermagnesemia (p. ej., concentración de M g - > 0,95 mmol/l) es rara y habitualmente yatrogénica. Los que tienen más riesgo de sufrirla son los pacientes ancianos y aquellos con trastornos intestinales o insuficiencia renal. Las manifestaciones clínicas son hipotensión, bradicardia. depresión respiratoria, depresión del sensorio y anormalidades electrocardiográficas (Weisinger, 1998).



Hipomagnesemia La deficiencia de magnesio se encuentra aproximadamente en el 11% de los pacientes hospitalizados. La razón habitual es la pérdida por la vía renal o intestinal. La depleción por pérdida desde el tubo digestivo ocurre durante la diarrea crónica o aguda, esteatorrea malabsortiva, tras resección amplia del intestino, y en pacientes con una alteración congénita rara: la hipomagnesemia primaria intestinal. La pérdida excesiva de Mg'-' por el riñon es la base para la depleción de magnesio por la reabsorción de sodio en los mismos segmentos tubulares (el magnesio sigue pasivamente tras la del sodio) o porque hay un defecto inicial en la reabsorción tubular de Mg '. Los factores que pueden causar las pérdidas de Mg*', a través de la orina, son los tiazídicos y diuréticos del asa, excreción incrementada de sodio y expansores de volumen (terapia parenteral de fluidos), hipercalcemia e hipercalciuria (hipertiroidismo o enfermedad maligna), drogas nefrolóxicas (aminoglucósidos, cisplalino, anfotericina B, ciclosporina). La diabetes mellitus es una causa común de hipomagnesemia, probablemente secundario a glucosuria y diuresis osmótica. Otra causa importante y frecuente es el consumo de alcohol, lo que se observa en aproximadamente el 30% de los pacientes ingresados en un hospital. El estrés, mantenido y extensivo incluyendo diversas intervenciones quirúrgicas y enfermedades agudas, puede asociarse con niveles bajos séricos de magnesio. ri



Los signos y síntomas de la depleción de magnesio no aparecen hasta que los niveles extracelulares han caído hasta 0.5 mmol/l. Las manifestaciones de la depleción de magnesio son debidas a la asociación con hipocalcemia e incluyen espasmo carpopédico. convulsiones, debilidad muscular, depresión, psicosis, anomalías metabólicas (intolerancia carbohidratada, hiperinsulinismo) y arritmias cardíacas.



Marcadores bioquímicos de remodelación ósea El esqueleto cumple varias misiones, incluyendo el andamiaje del cuerpo y la protección de órganos internos. Los huesos dan puntos de anclaje a los músculos, cavidades para las células formadoras de hueso, y reserva de minerales. En un momento determinado el esqueleto experimenta remodela-



204



SECCIÓN II



•



miento esencial para la salud ósea. La remodelación ósea es un proceso acoplado que se inicia con la resorción osea del hueso viejo seguido de la formación de nuevo hueso por los osteoblastos. Tras las edades medias o más tempranamente la pérdida de hueso sobrepasa la formación. Este proceso se acentúa por el déficit de estrógenos, asi como otras enfermedades y situaciones (Watts. 1 9 9 9 ) . Los tres medios diagnósticos que existen para vigilar el recambio óseo y la evaluación del metabolismo óseo son: técnicas de imagen, biopsia ósea y marcadores bioquímicos de recambio óseo. Los estudios han demostrado que la medida de la densidad ósea es un arma importante para el diagnóstico de osteoporosis. Sin embargo, la detección de un recambio alto al inicio o el control de los cambios es difícil. La biopsia es un procedimiento traumático y no es factible recurrir a ella de forma habitual para tratar la osteoporosis. Sin embargo, los marcadores bioquímicos del recambio óseo pueden servir como una técnica habitual y atramáutica para detectar y controlar la progresión de una enfermedad metabólica ósea. Así, la valoración de laboratorio ha sido el foco de atención e n los últimos años (Ju, 1 9 9 7 ; Souberbielle, 1 9 9 9 ) . Debido a que la anormalidad de la formación del hueso y la reabsorción ósea que lleva a la osteoporosis es leve, los marcadores convencionales como calcio y PTH son habitualmente normales.



Marcadores de resorción ósea El tejido oseo tiene tres componentes: una matriz orgánica (llamada osteoide). el hueso mineral y las células óseas. La matriz orgánica del hueso tiene un 9 0 % de colágeno tipo I, el resto, 1 0 % , está formado por otras proteínas como la osteocalcina. osteonectina y osteopontma. Los marcadores de resorción ósea incluyen la fosfatasa acida tartrato resistente (FATR) y los productos de hueso digerido que incluyen el calcio y un producto de la matriz ósea como es la hidroxiprolina, los puentes cruzados de piridina y los telopéptidos (véase Cap. 1 4 ) . El calcio urinario se ve alectado por la dieta y la función renal, aunque no es sensible o especifico para verificar el remodelamiento óseo (Watts. 1 9 9 9 ) .



QUÍMICA CIÍNICA



dad osea metabólica y el tratamiento de la terapia antirresortiva. La Pyd y la Dpd se miden en orina por HPLC o inmunoensayos. Enlaces cruzados de telopéptidos. Durante la resorción ósea los fragmentos aminoterminal y carboxitermmal del colágeno, que poseen enlaces cruzados llamados telopéptidos, son excretados a la circulación. Los aminotelopéptidos y los carboxitelopéptidos son excretados a la orina y pueden medirse por inmunoensayos.



Marcadores de formación ósea Los marcadores de formación ósea son la fosfatasa alcalina y los tres productos de la síntesis de la matriz ósea: osteocalcina y los péptidos de extensión procolágeno I amino- y carboxi- terminal. FOSFATASA ALCALINA (véase Capítulo 4 )



La fosfatasa alcalina ósea (FA-O). una enzima de la membrana del osteoblasto, se libera a la circulación por la actividad glicanasa fosfatidil-mositol y por la formación de vesículas en la membrana. Diversos estudios han demostrado que el aumento de la actividad de la fosfatasa alcalina ósea es proporcional a la formación de colágeno; asi puede proveer de un índice para la tasa de formación de hueso. El suero humano tiene una mezcla variable de isoenzimas de FA (hígado, intestino, hueso y nñón) y durante el embarazo, la placenta (Farley. 1 9 9 4 ) . La función de la FA es desconocida, sin embargo se ha propuesto que pueda tener una misión en la mineralización del hueso recién formado. La medición de la FA es útil cuando su procedencia desde el hueso es exagerada, como en la enfermedad de Paget. Los dos isoenzimas circulantes más abundantes, hueso e hígado, son difíciles de distinguir porque ambos son productos de un mismo gen y sólo dilieren en la glucosilación postraduccional. La separación de la FA esquelética se puede conseguir por inactivación con calor, aglutinación con germen de trigo, electroforesis, enfocamiento isoeléctrico y ensayos inmunorradiométricos de dos lados. En la actualidad, el método de elección es el inmunoensayo por su alta especificidad y precisión satisfactoria.



FOSFATASA ACIDA TARTRATO RESISTENTE OSTEOCALCINA



Es un enzima lisosomial que se encuentra en el hueso, próstata, plaquelas, eritrocitos y el bazo. Hay cinco isoenzimas de la losfatasa acida. La que se encuentra en el hueso es trátalo resistente (FATR) e inestable. La FATR puede medirse en el suero o el plasma por electroforesis (tras tratamiento con tartrato) o por inmunoensayo (Watts. 1 9 9 9 ) . P R O D U C T O S D E DEGRADACIÓN DEL C O L Á G E N O



Hidroxiprolina. El colágeno es rico en el aminoácido prolina, que sufre una hidroxilación postraduccional a hidroxiprolina. Cerca del 9 0 % de la hidroxiprolina libre que sale del hueso es metabolizada en el hígado y sólo un 1 0 % se excreta por la orina en forma de pequeñas cadenas polipeptídicas. Así, la hidroxiprolina urinaria representa sólo el 1 0 % de la destrucción del colágeno. Además, la hidroxiprolina se libera por la rotura de colágeno complementario y no esquelético, incluido el tomado en la dieta. Por tanto, no es sorprendente que se correlacione mal con la resorción ósea determinada por histomorfometría y cinética del calcio. La hidroxiprolina urinaria es medida por colorimelria o HPLC. Puentes cruzados de piridina (piridinolina y desoxipiridinolina). La piridinolina (Pyd) y la desoxipiridinolina (Dpd) son productos por modificación postraduccional de la lisina e hidroxilisma y su misión fundamental es estabilizar las cadenas colágenas maduras dentro de la matriz extracelular. La Pyd y la Dpd son liberadas desde el hueso con una relación 3 : 1 . La Dpd es esencialmente especifica del hueso y se ha correlacionado bien con la resorción ósea (Robins, 1 9 9 5 ) . La Pyd puede encontrarse en el cartílago articular y los tejidos blandos como ligamentos y tendones. Los puentes de piridina no son metabolizados o absorbidos con la dieta. Se excretan de forma libre en la orina ( 4 0 % ) y unidos a péptidos ( 6 0 % ) . La excreción de Pyd y Dpd se incrementa tras la menopausia y refleja el efecto de la terapia de reemplazamiento hormonal sobre el recambio óseo. Sus aplicaciones clínicas incluyen identificación de sujetos en riesgo de perder masa ósea, valoración de enferme-



La osteocalcina es la mayor proteína no colágena de la matriz ósea. Es un pohpéptido de 49 aminoácidos que es rico en ácido glutámico. Su función no está aclarada, pero se ha especulado que puede servir como sitio para los cristales de hidroxíapatita. Durante la síntesis de la matriz, parte de la osteocalcina sale a la circulación y es rápidamente aclarada por el riñon. La osteocalcina se puede medir por inmunoensayo en plasma o suero. Sin embargo, los ensayos sobre la osteocalcina no están estandarizados ya que distintos anticuerpos distinguen distintos fragmentos. Los que reconocen tanto la molécula entera como una intermedia del extremo amino-termmai parecen dar la mejor información clínica (Watts, 1 9 9 9 ) . Estudios recientes han demostrado que aunque la vitamina K no afecta la concentración de osteocalcina, sí afecta la intensidad de la carboxilación. La osteocalcina infracarboxilada se ha propuesto como un mejor predictor del pronóstico de fracturas (Vergnaud. 1 9 9 7 ) .



P É P T I D O S DE EXTENSIÓN P R O C O L A G E N O S



Los osteoblastos secretan moléculas de procolágeno que sufren procesamiento postraduccional en el extremo amino y carboxilo. Ambos péptidos de extensión son aclarados por el hígado. La concentración de ambos aumenta con el incremento del recambio del colágeno no esquelético. Se miden por inmunoensayo. F A C T O R E S O U E I N F L U Y E N E N L A VALORACIÓN D E LABORATORIO D E L O S MARCADORES DE RECAMBIO OSEO



Varios factores han mostrado las limitaciones del uso de los marcadores óseos en la clínica habitual. El principal, la variabilidad interindividual. Sin embargo, las mediciones combinadas de la densidad ósea y los marcadores de recambio óseo bioquímicos pueden emplearse para identificar a sujetos en riesgo de osteoporosis y vigilar el efecto del tratamiento.
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Enfermedad ósea metabólica



Tabla 10-7 Clasificación etiológica de la osteoporosis



Osteoporosis



Osteoporosis primaria Idiopàtica (niños y a d u l t o s jóvenes) Posmenopáusica Senil Osteoporosis secundaria Hiperparatiroidismo Hiperadrenocorticismo Hipogonadismo Tirotoxicosis Inmovilización Déficit de c a l c i o Administración p r o l o n g a d a de heparina Malabsorción E n f e r m e d a d e s del t e j i d o c o n e c t i v o O s t e o g e n e s i s imperfecta Síndrome de Ehlers-Danlos Síndrome de M a r f a n V a r i o s (alcoholismo, malnutrición, e n f e r m e d a d hepática, artritis reumatoide)



La osteoporosis es una enfermedad esquelética sistémica caracterizada por la baja masa ósea y el deterioro microestructural del tejido óseo, con el consiguiente incremento de la fragilidad y susceptibilidad a fracturas (Ferrari. 1999). Ésta es la enfermedad metabólica ósea más frecuente (Tabla 10-7). La masa metabólica y su fortaleza vienen determinados por factores como la densidad volumétrica, el tamaño óseo, la microarquitectura y la calidad intrínseca del tejido. Estos factores expresan probablemente la diferencia entre el proceso de crecimiento óseo y su pérdida, con modificaciones selectivas según el sitio afectado. Las más expuestas a riesgo de osteoporosis son las mujeres blancas posmenopáusicas y las mujeres asiáticas delgadas o pequeñas y que tengan antecedentes (amillares. Hay una serie de faclores en el estilo de vida que acrecientan la posibilidad de osteoporosis: fumar, abusar del alcohol, el sedentarismo y el bajo consumo de calcio. Pruebas importantes señalan que los factores genéticos y de estilo de vida son importantes determinantes del pico de masa ósea. Estudios recientes han identificado varios genes que intervienen en la ganacia de hueso en la infancia y la pérdida posterior, como los alelos del extremo final 3' del receptor de la vitamina D, el gen del receptor estrogénico, y el colágeno tipo I a 1 (Ferrari, 1999). Además la osleoporosis puede partir de otras enfermedades, contacto con ciertos fármacos y procedimientos quirúrgicos. La apariencia radiológica de disminución difusa de la densidad ósea se refleja en los hallazgos de anatomía patológica con corticales adelgazadas y finas Irabéculas. Las deformidades esqueléticas, el dolor óseo y las fracturas son secuelas comunes. La forma más común abrumadoramente es la posmenospáusica. Como es más metabólicamente activo, el hueso trabecular se ve afectado más que el cortical en este tipo de osteoporosis. La pérdida de hueso postmenopaúsico parece asociarse a una actividad osteoclástica excesiva. De lorma opuesta, la osteoporosis senil se asocia a un declinar progresivo en la aportación de osteoblastos según la demanda y afecta más al cortical (Manolagas, 1995).



Osteomalacia y raquitismo La osteomalacia y el raquitismo son Irastornos de la mineralización. La osteomalacia es la incapacidad de mineralizar la nueva matriz orgánica formada. La formación del hueso se produce pero con hueso "blando". La debilidad, la deformidad esquelética y el dolor, asi como las fracturas pueden darse cuando la enfermedad progresa. Los rayos X revelan rarefacción generalizada del esqueleto con un patrón trabecular acentuado. El raquitismo en los niños es la denominación de la osteomalacia cuando el crecimiento no ha finalizado, es decir, el cierre de la epífisis de los huesos. Las deformidades esqueléticas en el raquitismo se acentúan como consecuencia del crecimiento compensatorio del cartílago epifisario. Bandas amplias de dicho cartílago permanecen no mineralizadas e irresorbibles. En los casos graves de raquitismo, la disminución del crecimiento puede asociarse con deformaciones tan evidentes como hinchazón de las articulaciones costocondrales de las costillas ("rosario" raquítico), esternón protuberante, agrandamiento frontal y retraso en el cierre de la fontanela anterior. La mineralización óptima requiere: 1) un aporte adecuado de calcio e iones fosfato del liquido extracelular; 2) un PH adecuado (-7,6); 3) una matriz ósea con componentes equilibrados y una tasa normal de formación, y 4) control de los inhibidores de formación ósea. Las más importantes enfermedades que producen osteomalacia o raquitismo son: déficit de vitamina D, depleción de fosfato, acidosis sitémica y los inhibidores de la mineralización. El déficit de vitamina D es particularmente importante en la infancia y puede ser causado por una dieta incorrecta, malabsorción intestinal, disminución en la síntesis de los metabolitos activos, catabolismo acelerado o resistencia periférica a la acción de la vitamina D. El déficit dietético es poco frecuente en los EE.UU. debido a lo extendido del consumo de leche reforzada, pan y los suplementos vitamínicos. Cuando se produce el déficil en adultos es habitualmente por malabsorción. Dado que la vitamina D es una vitamina



lipoabsorbible. su absorción es debilitada por el esprué. la enfermedad biliar o pancreática, o la esteatorrea y otras causas. La resistencia sistémica a vitamina D puede ser de gran importancia en la osteomalacia que acompaña la insuficiencia renal crónica. Por otra parte, la resistencia hereditaria al 1,25(OH) D , conocida por raquitismo dependiente de vitamina D tipo II, es una enfermedad rara causada por varios defectos en el receptor de la vitamina D. 2



3



La hipofosfatemia puede deberse a déficit dietético, pérdidas excesivas en orina o heces, o paso a las células. Dado que el fósforo está presente en muchos alimentos es difícil crear un déficil selectivo al fósforo sólo por medios dietéticos. El abuso de alcohol es la causa más frecuente de déficit de fósforo, debido probablemente a escasa ingesta alimenticia, vómitos, antiácidos y fosfatuña marcada. La hipofosfatemia también puede deberse a la ingesta de grandes cantidades de antiácidos no absorbibles, defectos selectivos en la reabsorción de fósforo renal y trastornos generalizados tubulares (síndrome de Fanconi),



Enfermedad de Paget La osteítis deformante, o enfermedad ósea de Paget, es una enfermedad crónica del hueso que puede ser focal o afectar a áreas extensas del esqueleto. La reabsorción de hueso, la producción abundante de osteoide pobremente mineralizado y anormal, y la formación de tejido fibrólico da lugar a un hueso estructuralmente débil y tendente a las fracturas y deformidades. La causa del Paget es actualmente desconocida. La historia familiar o infecciones víricas han sido señaladas en la patogénesis de la enfermedad. El sarcoma osteogénico es la complicación tardía en un bajo porcentaje de casos. Los niveles séricos de calcio y fósforo inorgánico son normales aunque ocasionalmente son elevados. De interés particular es lo elevado de la FA en el plasma, que refleja la actividad osteosintética, aunque patológica. La excreción urinaria de calcio y fósforo es normal o elevada, mientras que la de hidroxiprolina es habitualmente y significativamente elevada. La enfermedad de Paget suele responder clínicamente a la administración de calcitronina terapéutica.



Osteodistrofia



renal



Los cambios de la vitamina D y la PTH en el metabolismo de los pacientes con insuficiencia renal crónica tienen efectos profundos en la actividad de osteoclastos y osteoblastos. En general predomina la destrucción ósea y la formación ósea está disminuida. Aunque las manifestaciones de laboratorio y
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las manifestaciones clínicas de los pacientes con insuficiencia renal terminal pueden vanar sensiblemente, el desarrollo de enfermedad ósea -osteodistrofia renal o urémica- es universal. La enfermedad metabólica de la insuficiencia renal terminal se asocia a hiperplasia paratiroidea. A principios de los 70 se sugirió que la razón por la que se estimulaba la secreción de PTH en la uremia era la hipocalcemia causada por la retención de fosfato (teoría del intercambio). El alto recambio celular es debido al resultado de dicha hipersecreción de PTH que a menudo progresa a osteítis fibrosa.



OLIGOELEMENTOS Los oligoelementos son elementos en concentraciones de miligramo por kg de masa corporal o menos, tanto en tejidos humanos como animales. Típicamente, los requerimientos son de unos pocos miligramos al día. Desempeñan un papel importante en el organismo y su homeostasia está bajo fuerte control para maximizar sus funciones fisiológicas. Sus numerosas funciones vitales incluyen una participación directa en el transporte de electrones, cofactores de variados enzimas, y componentes vitales de ciertas metaloproteinas. Los déficits de oligoelementos más comunes son adquiridos y se producen por déficit nutricional. malabsorción intestinal o aumento de uso o utilización. Menos frecuentemente estas deficiencias se deben a defectos enzimáticos.



Cobre El cobre (Cu) es el tercer oligoelemento más abundante en el cuerpo humano tras el zinc y el hierro, y es esencial para todos los organismos. El cobre participa en muchos procesos bioquímicos, incluyendo la respiración celular, la utilización celular del oxigeno, la reproducción del ADN y ARN. mantenimiento de la membrana celular y el secuestro de radicales libres.



Química



QUIMICA CLÍNICA



función dismutasa. La cantidad total de cobre en los eritrocitos tiende a ser constante, de media 98 pg/dl (15 mmol/l). a pesar de diferencias en la dieta o incrementos en el cobre hepático o plasmático (Burch. 1975). Función. El cobre es un oligoelemento esencial y se asocia con muchos metaloenzimas. incluyendo: ceruloplasmina. citocromo-c oxidasa. superóxido dismutasa, hidroxilasa-|i de la dopamina. oxidasa del ascorbato. Iisil oxidasa y tirosinasa. La capacidad del cobre de circular entre el eslado oxidado estable, Cu(ll) y un inestable reducido, Cu(l), se emplea en las cuproenzimas para unir directamente y reaccionar con el oxigeno molecular en gran número de reacciones de oxidación-reducción. Sin embargo, estas transiciones Cu(ll) -> Cu(l) pueden generar en determinadas circunstancias la aparición de especies de oxígeno reactivas (p. ej.. radical superóxido y radical hidroxílo) que si no se deloxifican adecuadamente pueden dañar componentes celulares sensibles. La necesidad de proveer de CU a las enzimas esenciales sin aumentar la toxicidad celular ha necesitado de una evolución de mecanismos homeostásicos muy intimamente regulados (Camakans. 1999). Como parte integrante de la ceruloplasmina, el cobre también tiene un papel importante en el metabolismo férrico oxidando el hirro ferroso antes de su fijación por la tranferrina sérica, En estudios recientes se ha sugerido la participación del cobre en mantener la transducción de señales dentro de la célula (JhonsonWT, 1999). La toma de las células y la distribución intracelular del esencial pero altamente tóxico cobre se coordina por diversas proteínas para asegurar que es llevado a compartimentos celulares específicos y por proteínas que requieren cobre sin liberar iones libres de cobre que puedan dañar componentes celulares. Estudios genéticos han identificado proteínas asociadas a la membrana que toman o exportan el cobre de las células. Dentro de estas, hay unas pequeñas cilosólicas. llamadas chaperonas del cobre, que se han identificado como tomadoras de iones de cobre y proveedoras de compartimentos específicos y proteínas que requieren cobre (Pena, 1999).



Técnicas



analíticas



Las pruebas de laboratorio para la evaluación del estado del cobre incluyen el cobre urinario y plasmático, asi como la ceruloplasmina del suero.



fisiológica



Distribución y metabolismo. El cuerpo humano adulto contiene entre 80 mg y 150 mg de cobre. El hígado tiene la máxima concentración, entre 30 mg y 50 mg de tejido seco. Otros órganos con cantidades importantes relativas de cobre son: el cerebro, los ríñones y el corazón. La toma media de cobre en EE.UU. es 1 mg diario, la primera fuente: la dieta. Los alimentos relativamente abundantes en cobre son: los champiñones, los frutos secos, legumbres, productos con cereales enteros, carne de órgano (hígado), marisco (crustáceos, ostras), carne de músculo, las avellanas y el agua fresca. A concentraciones medias (0.13 mg u/I), el agua constituye cerca del 6% a 13% de la dieta diaria en cobre. La biodisponibilidad del cobre de la dieta es cercana al 65% - 70%, dependiendo de varios factores incluidas las formas químicas, la interacción con otros metales y los componentes dietéticos (Barceloux, 1999 ). a



El cobre se absorbe principalmente en el duodeno y en menor medida en el estómago. La albúmina y los aminoácidos se unen débilmente al cobre absorbido durante su transporte portal al hígado, donde el Cu es almacenado, en los hepatocitos. en forma de cuproproteínas tipo metalotionenina. El hígado distribuye el cobre unido a la ceruloplasmina. Esta «2-globulina lleva el 95% del cobre sérico, mientras que el resto lo hace en forma de complejos a la albúmina. Probablemente, este cobre unido a la albúmina representa Cu en tránsito y aumenta claramente cuando se ingiere Cu, y baja exponencialmente por la loma hepática. La ceruloplasmina, una enzima multifuncional, ayuda a la movilización del hierro desde sus sitios de almacenamiento y funciona como una ferroxidasa durante la conversión de ferroso a férrico del hierro. La concentración sérica de ceruloplasmina se incrementa cuando el Cu unido a albúmina disminuye. El cobre se excreta principalmente por el tracto biliar. La excreción urinaria de cobre sólo representa el 3% del absorbido en una dieta normal (Barceloux. 1999). En los hematíes, la mayoría del cobre ( - 6 0 % -80%) se une a la enzima superóxido dismutasa. El resto del cobre eritrootario es dializable y se cree que consiste en complejos con aminoácidos que funcionan para mantener la



Cobre. La medición del cobre sérico muestra la situación a largo plazo. Sin embargo, es un indicador poco válido para el corto plazo y las deficiencias marginales, porque la hipocupremia puede no ser evidente hasta que los tejidos están muy bajos. La medición del cobre urinario es de uso clínico limitado, aunque se emplea en pacientes con la enfermedad de Wilson para seguir la efectividad de la terapia quelante. Se usan dos tipos de métodos para la determinación del cobre en los fluidos biológicos: colorimetncos y espectrometría por absorción de masas. Los métodos colorimetncos son tendentes a las interferencias y les falta sensibilidad y especificidad. La espectrometría sigue siendo el método de elección para determinar el cobre en suero, plasma y orina. La espectrometría permite un método rápido y facilita el análisis, lo que es requerido para uso clínico habitual. Los métodos de preparación de las muestras en suero, plasma o sangre completa por absorción de llama atómica incluyen: 1) dilución simple y aspiración en la llama, 2) disociación del cobre de las proteínas (albúmina y ceruloplasmina) con tratamiento con ácido seguido de precipitación de las proteínas y aspiración del sobrenadante, y 3) liberación del cobre plasmático y eritrocitario por digestión acida seguida de quelación y extracción a un solvente orgánico para la llama de la espectrometría que ofrece mayor sensibilidad y requiere muestras mucho menores. El intervato de referencia para el cobre plasmático en adultos es de 70 pg/dl a 140 pg/dl (11 umol/l a 22 umol/l) para hombres y 80 pg/dl a 1 55 pg/dl (13 pmol/l a 24 umol/l) para mujeres. Ceruloplasmina. Los niveles de ceruloplasmina son determinados más habitualmente por medios fotométncos o métodos inmunoquímicos como la nefelometría. Los valores úe referencia de la ceruloplasmina van desde 25 mg/dl a 43 mg/dl (250 mg1 a 430 mg1) y dependen del método. Hay que comentar que el estado nutricional del cobre no puede ser valorado adecuadamente sólo con el uso del cobre sérico o la concentración de ceruloplasmina. Las enzimas que contienen cobre como la superóxido dismutasa de los eritrocitos y la oxidasa del citocromo c de las plaquetas o leu-
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INTERMEDIARIOS METABÓLICOS,



coritos pueden ser mejores indicadores de los depósitos metabólicamente activos del cobre (Milne. 1994).



Correlación



clinicopatológica



La deficiencia de cobre y las enfermedades tóxicas pueden ser adquiridas o hereditarias. Déficit de cobre. Es raro en la población general pero se observa con cierta frecuencia en los niños prematuros y en niños malnutridos. Se manifiesta por anemia, osteopenia, despigmentación de la piel o el pelo y retraso psicomotor. En los adultos, el déficit crónico dietético puede contribuir al desanolio de dos grandes patologías: osteoporosis y enfermedad cardiovascular. La hipocuremia también se ha detectado en situaciones asociadas a hipoproteinemia como la malnutrición caloricoproteica o Kwashiorkor, síndromes de malabsorción intestinal proteinica o esprué y la nefrosis. Una deficiencia grave de cobre puede encontrarse en la enfermedad de Menkes, también conocida por síndrome del pelo "peculiar" o tricopoliodistrofia. La enfermedad de Menkes está ligada al cromosoma X, es una patología recesiva del metabolismo del cobre que se da en 1 de 200 000 nacidos vivos. Se caracteriza por deformidades esqueléticas, grave retraso mental, deterioro neurologico, queratinización y pigmentación de pelo defectuosa (pelo ensortijado o pili lorti) y mortalidad precoz en la infancia. Además de la hipocupremia, este síndrome se asocia con un profundo descenso en la ceruloplasmina y disminución de los niéveles de cobre en el pelo. Los síntomas más importantes del síndrome de Menkes derivan de la disfunción de muchas cuproenzimas, incluyendo la citocromo-c oxidasa (regulador de la respiración celular), la lisil oxidasa (necesaria para los enlaces cruzados entre elastma y colágeno) y la dopamina |i-hidroxilasa (biosíntesis de catecolaminas). La enfermedad de Menkes está causada por la mutación(es) en un gen que codifica la proteína de Menkes. que es una ATPasa traslocadora de cobre tipo-P (ATP7A). Estas funciones permiten exportar el exceso del cobre intracelular que se activa en el extremo amino-terminal tras la unión con Cu(l) a los seis dominios repetidos que unen metales. La pérdida de actividad proteinica en la enfermedad de Menkes bloquea la exportación del cobre de la dieta desde el tracto intestinal y causa la deficiencia de cobre asociada a la enfermedad (Harrison, 1999-). Aunque se administre oralmente, el cobre ha sido inefectivo en el tratamiento del Menkes. La administración parenteral ha sido beneficiosa terapéuticamente al ser capaz de estimular la formación de ceruloplasmina. Toxicidad por cobre. La toxicidad por cobre se caracteriza por aumento en tejidos y suero, y puede deberse a exposición medioambiental, ingesta en exceso y como resultado de distintas enfermedades. Las concentraciones tóxicas de cobre se producen tras la ingesta de sólo 1 g de Cu. La toxicidad aguda puede ser causada por la ingesta en exceso, ingestión de fungicidas que contengan sulfato de cobre o exposición a fuentes industriales, y pueden aparecer síntomas digestivos (náuseas, vómitos, diarreas, melenas o necrosis hepática), renales (lesión en los lóbulos renales proximales con oliguria o anuna) o sistémicos (letargía, coma, rabdomiolisis e hipotensión refractaria) (Barceloux, 1999a). La hipercupremia también se puede dar en varias enfermedades o situaciones como embarazo, linfomas, enfermedad de Hodgkin, infecciones crónicas o agudas, artritis reumatoide, cirrosis biliar y tirotoxicosis. La enfermedad de Wilson. o degeneración hepatolenticular, es una enfermedad rara, aulosómico recesiva del metabolismo del cobre con una presentación clínica muy vanable. Se manifiesta por una dificultosa excreción del cobre y su acumulación en tejidos como hígado, cerebro y córnea En el hígado produce necrosis hepatocelular e inflamación portal y penportal y finalmente, fibrosis. Los depósitos córneos en la membrana de Descemet se detectan en forma de anillos de Kayser-Fleischer, mientras que los depósitos de cobre cerebrales provocan una variedad de manifestaciones neuropsiquiátricas. El gen responsable de la enfermedad de Wilson se ha localizado en el cromosoma 13 (Frydman, 1985) y codifica una ATPasa transportadora de cobre tipo P, llamada ATP7B (Bull. 1993). La ATP7B se expresa de forma más acentuada en el hígado, nñón. placenta, cerebro, corazón, pulmón, músculo y páncreas. La precisa localización intracelular de esta proteína está
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siendo investigada, y hay estudios que sugieren que se encuentra en la membrana biliar canalicular. Más de cuarenta mutaciones han sido identificadas en pacientes con la enfermedad de Wilson, siendo la más habitual el cambio de una histidma por glutamina. Muchos de los defectos de la ATP7B son delecciones pequeñas, inserciones o mutaciones antisentido con muchos parientes presentando diferentes mutaciones en cada uno de sus dos cromosomas. Debido a la multiplicidad de las mutaciones, hoy en dia no es viable ninguna prueba molecular de detección sistemática de la enfermedad de Wilson (Pfeil. 1999). El amplio espectro de las expresiones lenotipicas de la enfermedad de Wilson se ha atribuido a la heterogeneidad alélica y las individuales. Los factores ambientales también parecen desempeñar un papel porque se ha observado que hay grandes variaciones en las manifestaciones de la enfermedad entre gemelos. Las manifestaciones de la enfermedad de Wilson son raras antes de los 6 años, produciéndose más frecuentemente en la mitad de la adolescencia, y se desarrolla inevitablemente en todos los pacientes no tratados. La mayoría de los pacientes debutan con enfermedad hepática (hepatitis activa crónica o aguda, hepatitis fulminante o cirrosis), síntomas neuropsiquiatricos (temblor, espasticidad. corea, dislagia, disartria. psicosis, comportamiento extraño, esquizofrenia), o ambos. Cerca de un 5% a un 10% presentan síntomas de otros órganos o sistemas como anemia hemolitica, artropatía. osteoporosis o enfermedad renal. La ceruloplasmina está disminuida en la enfermedad de Wilson, generalmente menos de 20 mg/dl, pero de 5% a 15% tienen niveles normales. Se duda de que el déficit de ceruloplasmina sea el responsable de la enfermedad porque 1) el gen de la ceruloplasmina está en el cromosoma 3 mientras que el cromosoma de la enfermedad de Wilson es el 13, 2) algunos pacientes con la enfermedad de Wilson tienen niveles de ceruloplasmina normal es. 3) los niveles de ceruloplasmina no se correlacionan con la gravedad de la enfermedad, y 4) en un ensayo clínico con ceruloplasmina intravenosa en parientes con enfermedad de Wilson, los niveles de cobre no se corrigieran (Pfeil, 1999). El nivel de cobre plasmático está descendido, lógicamente. Los pacientes con la enfermedad de Wilson tienen un balance positivo de cobre constante a pesar de una mayor excreción de cobre urinario. El hecho de que la excreción fecal y biliar de cobre esté disminuida puede ser de importancia patogénica. El cobre también está aumentado en el LCR. El diagnóstico precoz es importante para iniciar el tratamiento de manera temprana. Los datos importantes para el diagnóstico son la ceruloplasmina sérica, la excreción urinaria de cobre y su concentración hepática, asi como la exploración con lámpara de hendidura para descartar los anillos de KeyserFleischer. La ceruloplasmina es una reaclante de fase aguda, por tanto sus niveles pueden estar aumentados en situaciones de inflamación hepática, enfermedad hepática terminal, embarazo, administración de estrógenos o infección. Por otro lado, los niveles de ceruloplasmina pueden ser bajos en las situaciones de déficit proteínico, incluyendo el síndrome nefrotico. la enteropalía con pérdidas de proteínas, la malabsorción y la malnutrición. Los niveles en suero de ceruloplasmina no deben emplearse como el único test de despistaje del diagnóstico, porque sólo del 10% al 20% de los heterocigotos para el gen de Wilson tendrán baios niveles de ceruloplasmina. La excreción urinaria durante 24 horas del cobre suele estar aumentada (>100 pg). Sin embargo, la sensibilidad y especificidad de este test son subóptimas. Los niveles totales de cobre séricos son de poco valor en la enfermedad de Wilson (el cobre total está habitualmente disminuido por la ceruloplasmina sérica baja). Sin embargo el libre, o no ceruloplasminico, se ha evaluado en la enfermedad de Wilson sintomática y es un test diagnóstico potencialmente útil (Pfeil. 1999). El diagnóstico se confirma por 1) niveles de ceruloplasmina menores a 20 mg/dl y los anillos de Kayser-Fleischer. o 2) un nivel de ceruloplasmina menor de 20 pg/dl y una concentración en la biopsia hepática mayor a 250 pg/g de peso seco. El tratamiento de la enfermedad de Wilson busca restaurar los niveles de cobre a la normalidad bien disminuyendo la absorción de cobre (tratamiento dietético), aumento de la excreción de cobre (tratamiento con quelantes como la D-penicilamina y trientina). y en algunos casos el trasplante hepático. Entre los agentes prometedores para el tratamiento están: el acetato de zinc y el tetratiomolibdato. que interfieren en la absorción del cobre desde el tracto intestinal.
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Zinc El zinc es el segundo oligoelemenlo más abundante en el cuerpo humano. Es un cofactor esencial para las coenzimas, que desempeñan un papel en muchos procesos, como la síntesis de ADN, el crecimiento normal, el desarrollo cerebral, las respuetas de comportamiento, la reproducción, la estabilidad de la membrana, la formación del hueso y la curación de las heridas. La deficiencia de zinc produce retraso en el crecimiento, anorexia. retraso en la maduración sexual, anemia por déficit de hierro y alteraciones del gusto.



Química



fisiológica



Distribución y m e t a b o l i s m o . Las dosis diarias de zinc recomendadas para adultos van de 10 mg a 15 mg. mientras que en lactantes es de 3 mg a 5 mg. Durante el embarazo las necesidades se incrementan hasta 20 mg/dia a 25 mg/dia para aportar zinc al feto. Los alimentos que contienen cantidades relativamente altas de zinc son los bivalvos (ostras, mejillones), la carne, los derivados lácteos, las nueces, las legumbres y el grano entero. La toma diaria media de zinc en la población de EE.UU. es de 0,14 mg/kg a 0.21 mg/kg de peso. La absorción de zinc desde el tracto intestinal ocurre fundamentalmente en la segunda porción del duodeno. Aproximadamente de un 2 0 % a un 4 0 % del zinc de la dieta se absorbe, lo que depende de diversos factores incluyendo la cantidad de zinc, el tipo de alimento consumido y los requerimientos del organismo. Como otros metales, el zinc induce la producción de metalotionina, una proteina que se une a metales. La proteína se une al zinc en la células de la mucosa intestinal. Debido a la excreción de estos complejos metalotioneína-zinc durante el recambio de las células mucosas se previene la absorción de cantidades excesivas de zinc (Barceloux, 1999b). La cantidad de zinc media en el adulto es de 1,4 g a 2,3 g. El músculo y el hueso contienen cerca del 63% y 28%, respectivamente, del total corporal de zinc. La próstata contiene concentraciones relativamente altas de zinc, posiblemente por la presencia de la enzima que contiene cobre, la fosfatasa acida. Cerca del 9 9 % del zinc del cuerpo está dentro de las células, el resto en el plasma y en los líquidos extracelulares. La concentración de zinc plasmático eslá entre 70 mg/dl y 120 mg/dl. el 7 0 % unido a albúmina y el reslo asociado a la u2-macroglobulina. El zinc plasmático es la fuente de metal para las necesidades celulares y sus niveles son más o menos constantes, con pequeñas variaciones diurnas. Entre 2 mg a 5 mg del zinc (70% a 80%) se excretan cada día a través de secreciones del páncreas y el intestino. También hay pérdidas en el túbulo intestinal y en las glándulas sudoríparas ( - 1 5 % al 25%). Función. El zinc es un colador para más de 200 enzimas importantes (p. ej., alcohol deshidrogenasa, anhidrasa carbónica, carboxipeptidasa), particularemente enzimas implicados en la síntesis proteicas. El zinc es esencial para la formación y función del sistema inmune. Se requiere para la actividad de la hormona tímica, llamada timodulina y su forma unida a zinc, y es importante para la maduración y diferenciación de las células T (Mocchegiani, 1998; Prasad. 1998). El zinc también participa en el sentido del gusto y en la curación de heridas.



Técnicas analíticas El método de elección para medir el zinc es la espectrometría de absorción atómica para fluidos biológicos en términos de sensibilidad y coste. Dado que el zinc es ubicuo, las imprecisiones pueden provenir de la no estandarización en el manejo de las muestras que puede ocasionar contaminación por zinc exógeno. En los adultos la concentración del zinc plasmático es de 70 mg/dl a 120 mg/dl. La concentración medía del zinc en la sangre total es mayor que las concentraciones en plasma en una tasa de 6 a 7 veces (Barceloux, 1999b). Los niveles plasmáticos de zinc pueden estar afectados por su alta afinidad a la albúmina, la administración exógena de esteroldes y la hemolisis (Solomons. 1979).



QUÍMICA CLÍNICA



Aunque la concentración plasmática de zinc se usa como indicador de déficit de zinc, no es fiable para conocer la situación del Zn, porque no parece sensible a los cambios de zinc dietético. Este último se ha correlacionado bien con la concentración plasmática de metalotioneína. La medición de ambos, zinc plasmático y metalotioneína plasmática, puede diferenciar entre deficiencia de zinc por la dieta y otras causas como estrés, infección y otros trastornos metabólicos (King, 1990).



Correlación



clínicopatológica



Déficit de z i n c . Los niveles de zinc plasmático están disminuidos en el embarazo y con el uso de anticonceptivos orales, asi como por defectos en la ingesta o en la absorción (p. ej.. enteritis regional) o, con excreción urinaria aumentada (p. ej„ estados hipoalbuminémicos, situaciones catabóhcas como traumatismos, quemaduras o cirugía, administración de agentes quelantes: y en la anemia hemolítica y la anemia drepanocítica). Los niveles bajos de zinc también se producen en asociación con infarto de miocardio, infecciones, enfermedades malignas, hepatitis y otras muchas enfermedades. La mejoría en las quemaduras extendidas o heridas se ha observado tras la administración de zinc en pacientes con déficil de zinc o inadecuación dietética. La deficiencia de zinc en los niños se asocia con anorexia, problemas de gusto, pica, letargía, trastornos de crecimiento y retraso en la maduración sexual (Chan, 1998). La acrodermatitis enteropática es una enfermedad autosómica recesiva con inicio en la infancia temprana caracterizada por la deficiencia de zinc más probablemente debida a alteraciones en la absorción con varias manifestaciones cutáneas y gastrointestinales, incluida dermatitis psoriasiforme. adelgazamiento de las vellosidades intestinales y ulceraciones mucosas, asi como timo hipoplásico (Clayton, 1980). T o x i c i d a d de z i n c . La toxicidad se produce tras inhalación de humos de zinc, ingesta oral o administración intravenosa. Los síntomas de ingesta accidental incluyen irritación gastrointestinal con fiebre, vómitos, náuseas, diarrea, dolor abdominal y gusto metálico. La exposición industrial por inhalación produce la fiebre de humos metálicos, manifestada por fiebre, escalofríos, salivación excesiva, tos, dolor de cabeza y leucocitosis. La toxicidad puede ocurrir en diálisis de forma secundaria a la contaminación de los fluidos de diálisis por zinc debido a adhesivos, pipas galvanizadas y serpentines.



Otros oligoelementos El cobalto, es un componente de la vitamina B ¿ y en los síndromes con déficit se asocian ambos, vitamina B y cobalto (véase Cap. 26). La toxicidad por cobalto se manifiesta por cardiomiopatía, insuficiencia cardiaca congestiva, policitemia, agrandamiento tiroideo y anomalías neurológicas. El manganeso actúa como activador de enzimas y como componente de metaloenzimas. Se asocia con la formación de tejido conectivo y óseo, con el crecimiento y la actividad reproductiva, y con el metabolismo carbohidratado y lipidico. La deficiencia de manganeso en humanos ha sido propuesta como factor en el desarrollo de anomalías en la cadera, enfermedades articulares, y malformaciones congénitas. En sujetos depleccionados experimentalmente de manganeso se han visto trastornos en la coagulación, dermatitis e incremento del colesterol sérico. Tras infarto de miocardio o convulsiones en niños se ha detectado hipomanganasemia. La exposición industrial ocasiona anorexia, apatía, dolor de cabeza, impotencia y ocasionalmente síntomas más graves. v



¡}



El selenio tiene un papel importante como componente de la glutatión peroxídasa en el control del metabolismo del oxígeno, particularmente catalizando la rotura del peróxido de hidrógeno. El déficit de selenio se ha asociado a la enfermedad de Keshan, una cardiomiopatia endémica que afecta fundamentalmente a niños y mujeres en edad de procrear en ciertas áreas de China. Los síntomas de esta enfermedad incluyen mareos, malestar, pérdida del apetito, electrocardiogramas anormales, choque cardiogénico y finalmente insuficiencia cardíaca congestiva. La aportación de selenio en la dieta de estas zonas ha controlado la enfermedad de Keshan en las zonas endémicas. La toxicidad por selenio se caracteriza por la pérdida del pelo y las uñas.



CAPÍTULO
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INTERMEDIARIOS METABÓLICOS.



lesiones cutáneas, canes dental y anormalidades del sistema nervioso (Chan, 1998). El cromo representa un papel importante en el metabolismo glucídico y lipidico (Mertz. 1993). Hay estudios que han demostrado que el cromo potencia
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la acción de la insulina. La deficiencia de cromo puede producir resistencia a la insulina y no electividad de la hormona en la regulación de la glucosa. También se han dado casos de déficit de cromo en los pacientes sometidos a nutrición parenteral.
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Diabetes tipo 1 Diabetes tipo 2 M e d i d a s para el control de la g l u c e m i a



Los hidratos de carbono son componentes de gran importancia en los sistemas fisiológicos. Son compuestos orgánicos formados por carbono, hidrógeno y oxígeno [C, ( H 0 ) ] , y, junto a lipidos y proteínas, proporcionan energía y forman parte de la estructura de los organismos. Los hidratos de carbono complejos son degradados en azúcares más simples, principalmente glucosa, utilizados fundamentalmente como fuente de energía o almacenados en forma de glucógeno. Las principales hexosas (monosacáridos con seis átomos de carbono) de la dieta son la rj-glucosa, o-galactosa y o-fructosa, siendo la glucosa el azúcar principal que circula a través del torrente sanguíneo. Los disacáridos más importantes son la lactosa (glucosa y galactosa) y la sacarosa (glucosa y fructosa). Los hidratos de carbono son necesarios para las funciones celulares específicas (como la ribosa de los ácidos nucleicos) y pueden modificar la estructura y función de las proteínas mediante glucosilación. Su importancia se hace evidente por la trascendencia de algunas enfermedades originadas por alteraciones de su metabolismo, como la diabetes mellitus y la hipoglucemia. 2



FUNCIONES NORMALES DEL PÁNCREAS ENDOCRINO



Y



Los hidratos de carbono se determinan en sangre total, suero y plasma. Además, son importantes clínicamente las determinaciones de glucosa en orina, líquido cefalorraquídeo (LCR) y otros líquidos biológicos, aspecto del que nos ocuparemos en los Capítulos 18 y 19. La concentración de glucosa en sangre se mantiene normalmente dentro de estrechos límites regulada por diversas hormonas, la más significativa de las cuales, la insulina, es secretada por el páncreas endocrino. La diabetes mellitus es la más común y devastadora enfermedad del metabolismo de los hidratos de carbono. Las determinaciones de control de la glucemia son cada vez más Importantes en la diabetes, sobre todo desde que la hiperglucemia se ha asociado con el desarrollo y progresión de complicaciones microvasculares. En este capitulo se revisan la mayoría de aspectos del metabolismo de los hidratos de carbono más críticos en medicina.



El páncreas funciona como órgano endocrino y exocrino en el control del metabolismo de los hidratos de carbono. Como glándula exocrina, produce y secreta una amilasa responsable de la degradación de los hidratos de carbono complejos ingeridos en la dieta, los cuales, mediante una digestión adicional, son convertidos en monosacáridos, que ya pueden ser absorbidos y actuar como señales para el páncreas endocrino, que secreta las hormonas implicadas en la regulación de la homeostasis energética. El páncreas endocrino secreta cuatro hormonas mediante células diferentes situadas en los islotes de Langerhans: la insulina producida por las células Í3, el glucagón por las células ot, la somatostatina por las células ó y el polipéplido pancreático por las células PP o F. En tejidos sensibles a la insulina como el músculo esquelético, grasa e hígado, la insulina estimula la captación de glucosa y formación de glucógeno e inhibe la síntesis de glucosa. El glucagón actúa principalmente en el hígado, donde estimula la formación de glucosa y, posteriormente, la cetogénesis. Por otra parte, la somatostatina inhibe la secreción de insulina y de glucagón, asi como la secreción de varias hormonas más. La significación biológica del polipéptido pancreático no está clara, aunque se cree que puede estimular la movilidad gastrointestinal. Se ha inlormado de algunos casos de pacientes asinlomáticos, con tumores de células de los islotes o hiperplasias productoras de polipéptido pancreático, mientras que en otros casos han eslado asociados con un síndrome de diarrea acuosa (Bellows, 1998; Pasieka, 1999; Tomita, 1980). La proporción insulina/glucagón es importante en la regulación del metabolismo de los hidratos de carbono. Un aumento relativo favorece el anabolismo, como sucede en el estado posprandial, mientras que en ayunas, una
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disminución relativa estimula el catabolismo. Esta proporción depende de la somatostatina. estímulos nerviosos, péptidos intestinales, asi como de la concentración de glucosa y otros metabolitos. Además, está estrechamente regulado para mantener los valores de glucosa plasmáticos dentro del intervalo de normalidad. Además de las hormonas mencionadas anteriormente, las células |J pancreáticas también secretan una proteina de 37 aminoácidos denominada péptido amiloide asociado a los islotes o amilina. Fue descubierta por primera vez en 1987 y se localiza y secreta conjuntamente con la insulina en respuesta a una estimulación nutricional. La amilina puede inhibir la secreción de insulina, retrasar el vaciado gástrico e inhibir la secreción de glucagón posprandial: es sintetizada inicialmente como un péptido precursor más grande, posteriormente procesado dentro de las células |5. Se han observado niveles altos de amilina en estados hiperinsulinémicos y de resistencia a la insulina, como a intolerancia a la glucosa y la diabetes tipo 2 temprana, y niveles bajos en la diabetes tipo 1. Los depósitos amiloides. formados en parte por la amilina, son tóxicos para las células (3 y se han encontrado en los islotes de pacientes con diabetes tipo 2. Los niveles de amilina también pueden estar aumentados en el cáncer pancreático. Las determinaciones de amilina no tienen utilidad clínica, pero se están realizando estudios clínicos de análogos de ésta para evaluar su eficacia en la mejora del control glucémico en la diabetes (Nyholm. 1999).



Insulina La insulina es una hormona peptidica con un peso molecular de alrededor de 5.800 daltons, secretada por las células 13 de los islotes pancreáticos de Langerhans. Está formada por una cadena A de 21 aminoácidos y una cadena B de 30 aminoácidos conectadas entre si mediante dos puentes disulfuro. La insulina es sintetizada inicialmente como un precursor peptídico de una sola cadena más larga que la hormona, la pre-proinsulina. La promsulina (9.000 daltons aproximadamente), precursora inmediata de la insulina, es procesada a insulina en los granulos secretores de las células B mediante la



eliminación enzimática de un segmento peptídico de 31 aminoácidos denominado peptido C. que conecta las cadenas A y B (Figs. 11-1 y 11-2). Este procesamiento proteolitico está catalizado por las convertasas de proproteínas PC2 y PC1/PC3, que convierten primero la proinsulina en dos metabolitos intermediarios: la fracción 32,33 proinsulina y la fracción 65,66 proinsulina; a continuación, mediante una escisión enzimática catalizada por la carboxipeptidasa H. se forman las f r a c c i o n e s : 31.32 proinsulina y 64.65 promsulina. En adultos, son secretadas pequeñas cantidades de promsulina intacta y de otros intermediarios metabólicamente activos (fundamentalmente la fracción 31,32 proinsulina) junto con la insulina. Sin embargo, en niños sanos y en recién nacidos pretérmino se encuentran niveles mayores de proinsulina y de la fracción 32.33 proinsulina que en adultos. La promsulina y sus metabolitos pueden dar reacciones cruzadas en algunos radioinmunoanálisis de insulina; esto es importante debido a que la vida media de la promsulina es al menos tres veces superior a la de la insulina. Se ha demostrado mediante estudios in vivo que la proinsulina posee entre un 10°o y un 15% de la actividad biológica de la insulina. Se han encontrado niveles elevados de proinsulma (intacta y parcialmente procesada) en la diabetes tipo 2 que han sido asociados con una disminución en la capacidad de las células |5 para secretar insulina (Roder. 1998). También se ha observado un aumento de los valores de promsulina en la prediabetes tipo 1, caracterizada por una reducción en la función de las células |5, que puede ser el resultado del daño producido por citocinas liberadas desde leucocitos infiltrados (Hostens, 1999). Otra causa menos frecuente asociada con alios niveles de proinsulina es la presencia de insulinomas. La hiperproinsulinemia familiar es un trastorno poco común originado por mutaciones en el gen de la promsulina; esta anormalidad genética se ha asociado con intolerancia a la glucosa o diabetes tipo 2 en familias japonesas alectadas, si bien no se han encontrado anomalías de la homeostasis de la glucosa en un caso recientemente descrito de tres generaciones de una familia caucasiana con una hiperproinsulinemia y una promsulina mutada (Arg65His) (Roder, 1996).



Cadena B



Péptido (' Figura 11-1. Proinsulina humana, con los sitios de escisión para las convertasas de proproteinas PC1 y PC2 y para la carboxipeptidasa H (CPE) Los circuios negros representan los dos pares de aminoácidos básicos usados para el procesamiento proteolitico, y los circuios grises indican los residuos de cisteina que participan en la formación de los puentes disulfuro (De Mackin RB: Proinsulin: Recent observations and controversies Celt Mol Lite Ser' 1998; 54 696-702, con autorización.)
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les de péptido C se determinan en estados hipoglucémicos para ayudar a identificar la etiología de la hipoglucemia. El suero de pacientes con insulinoma présenla niveles altos de insulina y de péptido C. mientras que la hipoglucemia originada por la administración exógena de insulina se caracteriza por unos niveles altos de insulina y bajos de péptido C, ya que las preparaciones de insulina disponibles comercialmenle están libres de péptido C y de proinsulina. Las muestras de suero deben centrifugarse rápidamente y congelarse, pues el péptido C es menos estable que la insulina.



Fracción 6566 proinsulina



Fracción 32-33 proinsulina



Fracción 64-65 proinsulina



Fracción 31 -32 proinsulina



°



Insulina



Figura 11-2. Procesado de la promsulina a insulina. Los círculos pequeños representan los residuos de aminoácidos en las posiciones 31 y 32 (Arg-Arg) y 64 y 65 (Lys-Arg) (De Temple, R, Clark PMS. Hales CN: Measurement of insulin secretion in type 2 diabetes. Diabetes Med 1992; 9.503-512, con autorización.)



El péptido C y la insulina son secretados en cantidades equimolares a la vena porta, aunque la proporción en suero es de 5:1 a 15:1 debido a la captación hepática de insulina, que origina una mayor concentración molar de péptido C en sangre que de insulina. Aproximadamente el 50°o de la insulina es rápidamente eliminada en su paso inicial a través del higado, mientras que la extracción hepática del péptido C es insignificante. Se ha observado hiperinsulmemia en la cirrosis debido a la disminución de la captación hepática de insulina. En sujetos sanos, la vida media del péptido C y de la promsulina es aproximadamente de 30 minutos, mientras que para la insulina es sólo de cuatro a nueve minutos. En personas sanas y en ayunas, la proporción molar péptido C/msulma es de 5. Hasta ahora se pensaba que el péptido C circulante no tenia ninguna actividad biológica significativa, hecho que actualmente es debatido (Wojcíkowski, 1990; Ido. 1997). Se llega a un estado patológico cuando los niveles de insulina son inadecuados para las concentraciones de glucosa existentes en sangre. Una deficiencia en insulina, tanto absoluta como relativa, origina diabetes mellitus. Los niveles de insulina deben medirse conjuntamente con los de glucosa, ya que la secreción de insulina está regulada primariamente por la glucosa. Valores altos de insulina en presencia de concentraciones bajas de glucosa indican una secreción inadecuada o una administración externa de insulina, mientras que niveles altos se encuentran normalmente en pacientes con resistencia a la insulina que necesitan secretar cantidades adicionales de hormona para mantener valores normales de glucosa en sangre. La secreción excesiva de insulina de forma no controlada produce hipoglucemia. Esto se ha comprobado en pacientes con tumores secretores de insulina, sobre todo insulinomas, que presentan valores bajos de glucosa en suero (


En personas con diabetes mellitus, los niveles de péptido C básales y tras la estimulación con glucagón pueden ser determinados mediante inmunoanálisis para ayudar a clasificar la etiología de la diabetes y proporcionar información sobre la capacidad secretora de la célula |5. Esta prueba, por lo general, no se realiza en la práctica clínica rutinaria, aunque sí es utilizada en estudios de investigación. Unos niveles bajos de péptido C son característicos de la deficiencia absoluta de insulina de la diabetes tipo 1. En el estudio del control y complicaciones de la diabetes (DCCT) tratado con posterioridad, el péptido C y la glucosa fueron determinados previo ayuno nocturno de 8 horas y 90 minutos después de la estimulación con un preparado dietético oral. Sustacal [Mead Johnson Nutritionals). El péptido C también se determina en las evaluaciones de seguimiento tras una pancreatectomía y un trasplante hepático. Al contrario que la insulina, tanto el péptido C como la proinsulina son degradados fundamentalmente en los riñones. por tanto, sus niveles estarán aumentados durante el transcurso de una insuficiencia renal. Actualmente están disponibles diversos inmunoanálisis comerciales para la insulina, péptido C y promsulina. La American Diabetes Association Task Forcé on Standardization oí the Insulin Assay ha revisado 17 ensayos de insulina, encontrando una variabilidad muy significativa (Robbins. 1996), además, recomienda que todos los ensayos estén estandarizados frente a un método de referencia. Los fabricantes han sido instados a publicar los datos referentes al funcionamiento de sus ensayos, incluyendo características como exactitud, recuperación, precisión, especificidad, linealidad y la concentración mínima medible estadísticamente distinta de cero/límite de detección (LOD/LOQ). También se recomienda la acreditación de los laboratorios. En EE.UU. existe un programa para asesoramiento externo de la calidad en las determinaciones de insulina y péptido C disponible a través del Coliege oí American Pathologists". Las concentraciones de insulina pueden estar falsamente disminuidas en presencia de hemolisis, debido a la presencia de una enzima, encontrada en glóbulos rojos y otros tejidos, que degrada la insulina. La hemolisis parece afectar menos a las determinaciones de péptido C y proinsulina. Los anticuerpos contra la insulina interfieren en los inmunoanálisis de insulina, y se ha informado tanto de niveles falsamente elevados como disminuidos.



Glucagón El proglucagón es sintetizado en las células « pancreáticas y en las células L del intestino delgado distal. Los productos del gen de la familia del glucagón se forman mediante un procesamiento diferencial. En ayunas, las concentraciones plasmáticas de glucagón son normalmente de 25 pg'ml a 50 pg/'ml. El glucagón pancreático estimula la producción de glucosa mediante la formación de adenosina-monofosfato cíclico (cAMP) y es un importante regulador de la glucogenólisis. gluconeogénesis y cetogénesis hepática. Los pacientes con diabetes tipo 1 desarrollan con el tiempo una deficiencia progresiva de glucagón que provoca un incremento en la fluctuación de los valores de glucosa y dificulta su recuperación durante la hipoglucemia. El péptido similar al glucagón 1 (GLP-1) se sintetiza en el intestino a partir del proglucagón y funciona principalmente como una mcretma, estimulando la secreción de insulina en respuesta a la ingesta de alimentos: además, suprime la secreción de glucagón y de lipasa, inhibe el vaciado gástrico y estimula la secreción de somatostatina. El GLP-1 puede también tener efectos sobre el apetito y el gasto energético (Flint, 1998). El GLP-1 (7-37) tiene una vida media de tan sólo dos o tres minutos, siendo rápidamente mactivado mediante aminopeptidasas circulantes a GLP-1 inactivo (9-37). Esta lorma inactiva representa el 8 0 % del GLP-1 circulante.



' College ol American Pathologists. Northifield Headquarters. 325 Waukegan Road, Northfiels. Illinois 60093-2750.
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Las determinaciones de glucagón en suero son poco utilizadas en la práctica clínica. Los glucagonomas son tumores poco (recuentes de las células de los islotes que producen un exceso de glucagón. Clínicamente, se caracterizan por la presencia de exantema eritematoso migratorio necrotizante. estomatitis, glositis, pérdida de peso, anemia y diabetes mellitus leve. Estos tumores se han asociado normalmente con niveles de glucagón superiores a 120 pg/ml en ayunas, pudiendo alcanzar valores entre 900 pg/ml y 7.800 pg/ml: el proceso de síntesis del proglucagón puede deteriorarse, apareciendo en sangre formas de elevado peso molecular. También se han encontrado aumentos leves de glucagón en pacientes con tumores neuroendocrinos multifuncionales. cirrosis (debido a un incremento en la producción pancreática), diabetes, síndrome de Cushing, pancreatitis, acromegalia e insuficiencia renal. En la hiperglucagonemia familiar, una enfermedad genética autosómica dominante, se detectan valores aumentados de glucagón en ausencia de tumores y es necesario recurrir a los antecedentes familiares para la confirmación del diagnóstico.



Somatostatina La somatostatina, tetradecapéptido con un puente disulfuro, fue aislada por primera vez a partir del hipotálamo y se consideró originalmente como una hormona hipotalámica que inhibía la secreción de la hormona del crecimiento, aunque el descubrimiento de somatostatina en los islotes pancreáticos de Langerhans provocó una mayor investigación de su función en el páncreas endocrino. Posteriormente, se detectó somatostatina en el tracto gastrointestinal. La somatostatina inhibe las hormonas hipofisarias (hormona del crecimiento y tirotropina), gastrointestinales (gastrina, secretina, péptido vasointestinal) y pancreáticas (insulina, glucagón), además, posee actividades no endocrinas (p, ej., inhibición de la secreción de ácido gástrico, del tiempo de vaciado gástrico y de la liberación de enzimas pancreáticas). El primer péptido aislado de la somatostatina estaba formado por 14 aminoácidos y se llamó somatostatina-14. Con posterioridad, fue aislada la somatostatina-28, que contiene una extensión N-terminal y es un inhibidor más potente del resto de hormonas de los islotes. La somatostatina se sintetiza en las células 5 del páncreas, que representan entre un 5% y un 1 0 % de las células de los islotes. Los somatostatinomas son tumores poco frecuentes de células de los islotes que secretan cantidades elevadas de la hormona. También se han encontrado niveles altos de somatostatina en el cáncer de células pequeñas de pulmón, cáncer medular de tiroides y en el feocromocitoma. La somatostatina tiene una vida media muy corta y por lo general no se determina en la práctica clínica.
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de sangre (Chan. 1989). En suero o plasma refrigerado, la glucosa permanece estable durante un período de 48 horas: en muestras almacenadas durante más tiempo, aunque se encuentren a - 2 0 "C. los valores de glucosa disminuyen de manera progresiva y significativa. Existen dispositivos de diagnóstico en los puntos de atención médica con los que pueden obtenerse muestras de glucosa en sangre total. Estos aparatos se utilizan para la monitorización de la hipo e hiperglucemia en las consultas médicas o a la cabecera del enfermo en los hospitales. Algunos de estos dispositivos han sido calibrados para dar resultados similares a los valores plasmáticos, mientras que en otros los resultados son referidos a sangre total. Los valores de glucosa en sangre total son aproximadamente entre un 10% y un 15% inferiores a los plasmáticos, aunque este porcentaje varía en función del hematocrito. La mayoría de estos aparatos utilizan sangre capilar. La glucosa capilar es similar a la glucosa arterial, aunque puede variar notablemente de los valores en sangre venosa dependiendo del tiempo relativo transcurrido desde la ingestión de comida, así, los valores en sangre capilar son mayores en las muestras posprandiales. Los aparatos caseros de monitorización de glucosa ayudan a los pacientes diabéticos a un mejor tratamiento de su enfermedad. Existe una amplia variedad de modelos. Es fundamental un entrenamiento adecuado de los pacientes en el manejo de estos lectores individuales para evitar los errores inherentes al operador que. según un estudio, pueden llegar a afectar al 12% de los usuarios (Schrot, 1999). Entre estos errores se incluyen: la aplicación de un volumen insuficiente de muestra, el estrujamiento del dedo para adquirir sangre suficiente, el uso de tiras reactivas caducadas, factores ambientales (humedad, calor, altitud), la utilización de aparatos que no funcionen correctamente, la presencia de un lector sucio y las determinaciones realizadas fuera del rango de hematocrito o temperatura. Determinadas situaciones pueden interferir con la lectura de glucosa en estos aparatos, como la presencia de altos niveles de salicilatos, acetaminofeno, L-dopa. ácido úrico, bilirrubina y lípidos, o de bajos niveles de oxígeno. El análisis puede también verse alterado por contacto con el área de reacción. Estos aparatos deben tener una serie de características, además de las propias de su funcionamiento (precisión y exactitud), como: facilidad de uso, requerir un pequeño volumen de sangre, bajo mantenimiento, lectura fácilmente visible, rapidez, alarmas apropiadas, memoria de resultados y escasas sustancias que interfieran con la técnica. Se están desarrollando aparatos de medición de glucosa intersticial para el control de los pacientes diabéticos (Service. 1997). Estos dispositivos utilizan métodos electroquímicos para determinar los niveles de glucosa en líquido intersticial e informa sobre sus fluctuaciones. La glucosa intersticial se encuentra en equilibrio con la glucosa capilar, pero con un cierto retraso (5 minutos a 20 minutos) y, por tanto, no es igual a la glucosa sanguínea excepto en sistemas estables (Zierler. 1999).



Consideraciones acerca de las muestras



Métodos para la determinación de glucosa



Las determinaciones de glucosa son fundamentales en el diagnóstico y tratamiento de las enfermedades relacionadas con el metabolismo de los hidratos de carbono y se realizan en sangre total, plasma, suero, LCR, líquido pleural y orina (véanse también los Caps. 18 y 19). Se dispone, además, de nuevos dispositivos que realizan determinaciones de glucosa en líquido intersticial y monitorizan los niveles de glucosa en pacientes diabéticos de forma continua. Trataremos de cómo y cuándo se recogen y procesan estas muestras y de cómo afecta el lugar de extracción a la interpretación clínica de los resultados analíticos. La sangre venosa es la muestra de elección para el análisis de glucosa. A temperatura ambiente, la glucosa se metaboliza a una velocidad de 7 mg/dl/h (0,4 mmol/l/h). y a 4 C , la pérdida es de aproximadamente 2 mg/dl/h (Weissman, 1958). El índice de melabolización es mayor en presencia de contaminación bacteriana o leucocitosis. Una muestra de suero es válida para el análisis de glucosa si es separado de las células en un plazo de 30 minutos; no obstante, para tiempos superiores, debe añadirse un conservante como el fluoruro sódico para inhibir la glucólisis. En muestras de suero sin bacterias contaminantes o leucocitosis, un retraso superior a 90 minutos en la separación del suero aún puede proporcionar resultados clínicos aceptables. La glucólisis en sangre total refrigerada puede retrasarse en un tiempo superior a 48 horas añadiendo 2 mg de fluoruro sódico por mililitro



La mayoría de mediciones de glucosa se basan en métodos enzimáticos. Estos métodos enzimáticos tienen gran especificidad y pueden ser adaptados para realizar determinaciones en los puntos de atención médica. Actualmente, las determinaciones de glucosa se realizan mediante tres sistemas enzimálicos: glucosa-deshidrogenasa. glucosa-oxidasa y hexocinasa. En algunos métodos, la reacción produce una corriente eléctrica proporcional a la concentración inicial de glucosa, y en otros se forma un produelo, medido espectrofotométricamente, que también es proporcional a la cantidad de analito. Otros métodos se basan en el cálculo de la variación de la velocidad inicial de reacción, que depende de la glucosa presente inicialmente. o bien puede tratarse de ensayos a punto final.



S



En el método de la glucosa-deshidrogenasa, la glucosa es utilizada para reducir un cromóforo que permita ser medido especlrofotométricamente (Ecuación 1 1 - 1 ) O para generar una corriente eléctrica (Ecuación 11-2) (Kost, 1998). u-D-glucosa -»(mutarrotasa) —»|i-D-glucosa |i-D-glucosa + NAD —> (glucosa-deshidrogenasa) -» D-gluconolactona + NADH MTT + NADH -> (diaforasa) -4 MTTH (color azul) t NAD



(11-1)
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Glucosa + pyrroloquinoline quinone -> (PQQ) -» (glucosa-deshidrogenasa) -> gluconolactona + P Q Q H , PQQH - 2[Fe(CN)J -» PQQ * 2[Fe(CN) ] + 2 H ' 2[Fe(CN)J -> 2 [ F e ( C N ) J + 2e 3
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HIDRATOS DE C A R B O N O
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La glucosa oxidasa es una llavoenzima que cataliza las reacciones descritas a continuación. La reacción de la peroxidasa puede medirse especlrofotométncamente (Ecuación 11-3) y se inhibe con concentraciones altas de ácido úrico, ácido ascórbico. bilirrubina. glutatión, creatinma. i-cisteina. idopa. dopamma. metildopa y ácido citrico (Zaloga, 1997). Además, la reacción de la glucosa oxidasa puede acoplarse al par fernciamda/ferncianida para generar una corriente eléctrica (Ecuación 11-4). Este sistema depende de la presión parcial de oxigeno, que compite con la reacción y produce peróxido de hidrógeno, por tanto, cuanto mayor sea esta presión parcial de oxígeno, la glucosa medida eléctricamente será más baja (Kurahashi, 1997). La glucosa oxidasa también puede utilizarse en otros sistemas eléctricos (Ecuación 11-5). |5-D-glucosa + 0 - > (glucosa-oxidasa) - >
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D-gluconolactona + H 0 Gluconolactona + H 0 -> ácido glucónico H 0 + aceptor cromogénico de oxigeno (orto-dianisidina, 4-amino-fenazona, orto-toluidina) —* (peroxidasa) —> color (cromógeno) + KO ?
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P-o-glucosa + 2[Fe(CN) ] " 3
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(glucosa-oxidasa) -> ácido D-glucónico 2[Fe(CN),J' + 2 H ' 2|Fe(CN) ]







-> 2[Fe(CN) )
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|J-c-glucosa + 0 -> (glucosa-oxidasa) -> 2



(11-5)



o-gluconolactona + H¿0
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H 0 -» 2H-+ 0 + 2e 2
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La prueba de la hexocinasa está aceptada como el método de referencia para la determinación de glucosa. La reacción se muestra más abajo (Ecuación 11-6). La concentración de glucosa es proporcional al índice de producción de NAD(P)H. medido espectrofotométncamente. Dependiendo de la fuente de glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa. la enzima puede ser especifica para el NADP o utilizar además NAD. Las muestras hemohzadas pueden crear problemas, ya que el contenido liberado de los eritrocitos puede interferir en la relación estequiométrica entre la glucosa y la acumulación de NAD(P)H. Glucosa * MgATP -» (hexocinasa) -> Glucosa-6-fosfato (G6P) + MgADP G6P t NA(P)- -» (glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa) -* 6-fosfogluconolactona + NAD(P)H + H-



(11-6)



DIABETES MELLITUS La diabetes meilitus constituye un grupo de trastornos caracterizado por niveles elevados de glucosa en sangre debido a una deficiente secreción de insulina y/o a un funcionamiento anormal de la hormona. La diabetes es la enfermedad más común del grupo de patologías relacionadas con el metabolismo de los hidratos de carbono, afectando aproximadamente a 16 millones de norteamericanos (Harris, 1998). Esta enfermedad crónica es la sexta causa principal de muerte por enfermedad en EE.UU.. teniendo una morbilidad, mortalidad y un gasto económico muy significativos. En 1997. el coste de la diabetes en EE.UU se estimó en 98 billones de dólares, de los cuales 44 billones fueron gastos directos y 54 billones gastos indirectos (American Diabetes Association, 1998). La diabetes, en su fase terminal, es la causa principal de enfermedad renal, de amputaciones no traumáticas y de ceguera en adultos con edades comprendidas entre 20 y 74 años. Entre el 6 0 % y el 70% de pacientes diabéticos presentan algún trastorno nervioso (neuropatía diabética). No obstante, la mayoría de muertes relacionadas con la diabetes están asociadas con el aumento en el riesgo de desarrollo de enfermedad
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aterosclerótica. Los pacientes diabéticos presentan al menos de dos a cuatro veces más probabilidad de desarrollar una enfermedad cerebrovascular y coronaria que los sujetos no diabéticos. Los criterios para el diagnóstico de la diabetes fueron revisados en 1997 por el Expert Committee on the Diagnosis and Classification of Diabetes Meilitus (1999). El diagnóstico de diabetes se establece cuando la concentración de glucosa plasmática en ayunas es mayor o igual a 126 mg/dl (7.0 mmol/l) al menos en dos ocasiones: la prueba debe realizarse tras ocho horas en ayuno. El valor normal es inferior a 110 mg/dl (6.1 mmol/l) en ayunas, y menor de 140 mg/dl (7,8 mmol/l) dos horas posprandial. Es suficiente para el diagnóstico de diabetes la detección de niveles ocasionales de glucosa plasmática mayores o iguales a 200 mg/dl (11,1 mmol/l) asociados a síntomas de hiperglucemia (p. ej.. poliuria, polidipsia, polifagia, pérdida de peso inexplicable). Las pruebas de tolerancia a la glucosa oral no están generalmente recomendadas para un uso rutinario en el diagnóstico de la diabetes. En caso de ser usadas, se recomienda el procedimiento descrito por la Organización Mundial de la Salud (1985). que utiliza una sobrecarga de glucosa de 75 g y considera como diagnóstico de diabetes un nivel de glucosa superior o igual a 200 mg/dl (11,1 mmol/l) dos horas poscarga, a excepción del diagnóstico de la diabetes gestacional, intolerancia a la glucosa desarrollada aproximadamente por el 4% de las mujeres embarazadas (American Diabetes Association. 1999a). Para la delección precoz de la diabetes gestacional se recomienda una prueba de sobrecarga con 50 gramos de glucosa oral. Si la concentración de glucosa tras una hora es igual o superior a 140 mg/dl (7,8 mmol/l). se aconseja la realización de una prueba completa de tolerancia con 100 g de glucosa durante tres horas. El diagnóstico de diabetes gestacional se establece cuando la mujer iguala o supera al menos dos de los cuatro niveles de glucosa plasmáticos siguientes: en ayunas 105 mg/dl. después de una hora 190 mg/ml. a las dos horas 165 mg/dl y a las tres horas 145 mg/dl. Antes de realizar la prueba de tolerancia a la glucosa oral los sujetos deben ingerir al menos 150 g diarios de hidratos de carbono durante los tres días anteriores, y el ensayo debe realizarse tras una noche de ayuno. Durante el transcurso de la misma, los sujetos no pueden comer, beber té, calé o alcohol, hacer ejercicios violentos o fumar cigarrillos. Es preferible recoger las muestras de sangre venosa en tubos de tapón gris que contengan fluoruro y un anticoagulante. Los niveles de hemoglobina A . . ( H g b A J . útiles en la monitonzación del control de la glucemia, no deben usarse en el diagnóstico de la diabetes, ya que aún no están estandarizados para todos los laboratorios y pueden no correlacionarse exactamente con los niveles de glucosa en ayunas y tras dos horas de la ingesta de alimentos (Expert Committee on the Diagnosis and Classification of Diabetes Meilitus. 1999). Un metabolismo de la glucosa alterado es una situación que indica una homeostasis anormal del azúcar, aunque los niveles séricos no sean lo suficientemente altos como para clasificarlo como diabetes. Nos referimos a una glucemia de ayuno alterada cuando el nivel plasmático es mayor de 100 mg/dl (6.1 mmol/l) y menor de 126 mg/dl (7,0 mmol/l), Se define una intolerancia a la glucosa cuando la concentración de glucosa es superior o igual a 140 mg/dl (7.8 mmol/l) y menor o igual a 200 mg/dl (11.1 mmol/l) a las dos horas en la prueba de tolerancia oral a la glucosa. Aproximadamente el 1 1 % de los adultos en E E U U tiene el metabolismo de la glucosa alterado. Habitualmente son sujetos con resistencia a la insulina, muchos de los cuales desarrollan posteriormente diabetes, presentando un mayor riesgo de sufrir complicaciones macrovasculares. Son frecuentes la obesidad abdominal, hipertensión, dislipidemia y niveles altos de ácido unco. Las anomalías lipídicas se caracterizan por niveles bajos de hpoproteínas de alta densidad (HDL-colesterol) y valores altos de Inglicéridos y partículas más pequeñas, densas y aterogénicas de LDL-colesterol (lipoproteinas de baia densidad). Este estado de resistencia a la insulina se ha denominado "síndrome X" Aproximadamente entre el 40% y el 45% de los norteamericanos de 65 años o más tienen una homeostasis de la glucosa alterada o una diabetes tipo 2. La clasificación de la diabetes fue revisada en 1997 y se muestra en la Tabla 11 - 1 . Los tipos de diabetes más habituales son la diabetes tipo 1 y la diabetes tipo 2. La diabetes tipo 1 también es denominada diabetes juvenil o insulinodependiente, aunque estos términos no son ampliamente utilizados.
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SECCIÓN



Tabla 11-1



II



QUÍMICA



CLÍNICA



Clasificación de la d i a b e t e s m e l l i t u s



I. Diabetes tipo 1 (destrucción d e células 6. g e n e r a l m e n t e c o n d u c e a una deficiencia absoluta de insulina) A. M e d i a d a inmunológicamente B. Idiopàtica II. Diabetes tipo 2 (puede variar d e s d e el predominio d e una resistencia a la insulina |unlo a un déficit relativo de ésta, hasta el p r e d o m i n i o d e l defecto secretor junto a una resistencia a la insulina)



III. Otros tipos específicos A. Alteraciones genéticas en la función de las células B 1. C r o m o s o m a 12, H N F - 1 a {MODY3) 2. C r o m o s o m a 7, glucocìnasa (M0DY2) 3. C r o m o s o m a 2 0 , H N F - 4 a (MODY1) 4. A D N mitocondrial 5. Otras



B. Alteraciones genéticas en la función de la insulina 1 Resistencia a la insulina lipo A 2. L e p r e c h a u n i s m o 3 Síndrome de R a b s o n - M e n d e n h a l i 4. D i a b e t e s lipoairófica 5. Otras



C. Enfermedades del páncreas exocrino 1. Pancreatitis 2. Traumatismo / pancreatectomía 3. Neoplasia 4. Fibrosis quística 5. H e m o c r o m a t o s i s 6. Pancreatopatia librocalculosa 7. Otras



O. Endocrinopatías 1. A c r o m e g a l i a 2. Síndrome de C u s h i n g 3. G l u c a g o n o m a 4. F e o c r o m o c i t o m a 5. Hipertiroidismo 6. Somatoslatinoma 7. Aldosterona 8. Otras



E. Inducida por fármacos o sustancias químicas 1. Vacor 2. Pentamidina 3. Ácido n i c o t i n i c o 4. G l u c o c o r t i c o i d e s 5 H o r m o n a s tiroideas 6 Diazoxida 7 A g o n i s t a s 8-adrenérgicos 8. Tiazidas 9 Dilantina 10. a-interferón 11. Otros



F. Infecciones 1. Rubéola c o n g e n i t a 2. Citomegalovirus 3. Otras



G. Formas poco frecuentes de diabetes mediada inmunológicamente 1. Síndrome 'Slilt-man" 2. A n t i c u e r p o s contra el receptor de la insulina 3. Otros



H. Otros síndromes genéticos asociados con diabetes 1 Sindrome de D o w n 2. Síndrome de Klinefelter 3. Síndrome de Turner 4 Síndrome de W o l f r a m 5. Ataxia de Friedreich 6 . Corea d e Huntington 7 Síndrome de L a u r e n c e - M o o n - B i e d l 8. Distrofia miotónica 9. Porfíria 10. Sindrome de Prader-Willi 11. Otros



IV. Diabetes mellitus gestacional (GDM)



De The Expert Commitlec on Ihe Diagnosis and Classification ol Diabètes Mellitus: The Reporl ol Ihe Experl Commillee on Ihe Diagnosis and Classification of Diabeles Mellitus. Diabètes Care 1999; 22 (Suppl 1):S7 con aulorizaciôn.



Esta enfermedad es diagnosticada principalmente en jóvenes, aunque puede iniciarse a cualquier edad. El término "insulinodependiente" induce a confusión y no debe ser utilizado, ya que en otros tipos de diabetes también se utiliza insulinoterapia. La diabetes tipo 2 hace referencia a la anteriormente denominada diabetes del adulto o diabetes insulinoindependiente. Estos términos tampoco son ampliamente utilizados. Generalmente, la diabetes tipo 2 suele comenzar en adultos mayores, aunque puede hacerlo a cualquier edad, incluso durante la infancia. La denominación de diabetes insulinoindependiente no está muy extendida debido a que muchos pacientes con diabetes tipo 2 también tienen insulinoterapia. Otras causas menos frecuentes de diabetes son las producidas por alteraciones genéticas que afectan a la función de las células (i y de la insulina, enfermedades pancreáticas, endocrinopatías como el síndrome de Cushing, acromegalia y feocromocitoma, y ciertos fármacos, sustancias químicas e infecciones (Tabla 11-1).



Diabetes tipo 1 La diabetes mellitus tipo 1 constituye aproximadamente el 10% de todos los casos de diabetes. Por lo general se produce una destrucción autoinmune de las células Í3 productoras de insulina de los islotes pancreáticos que provoca una deficiencia absoluta en la secreción de hormona. La susceptibilidad genética para desarrollar diabetes tipo 1 está relacionada, al menos en parte, con la herencia de genes de la respuesta inmunitaria específica aso-



ciados con el sistema de histocompatibilidad HLA-DR/DQ del cromosoma 6, así como con otros genes y marcadores genéticos. Se piensa que factores desencadenantes, como una infección viral, exposición a toxinas u otro tipo de estrés, provocan la destrucción autoinmune de las células B. La hiperglucemia se desarrolla cuando la mayoría de células 13 han sido destruidas. Existen marcadores de destrucción de las células 6 que están presentes tanto antes como durante el inicio de la diabetes, como los autoanticuerpos 512 contra antígenos de las células de los islotes (ICA512), anticuerpos contra la glulamato-descarboxilasa (GAD65), autoanticuerpos contra la insulina (IAA) y anticuerpos contra la proteina IA-2 (similar a la tirosina-fosfatasa) o autoanticuerpos contra los antígenos 2 y 26 asociados ai insulinoma (IA-2A y IA-2BA). Los ICA512 son autoanticuerpos contra una parte del antígeno IA2, en tanto que el IA-2B es un antígeno distinto pero parcialmente homólogo. Aunque la presencia de anticuerpos puede ayudar en la diferenciación de la diabetes tipo 1 de otros tipos de diabetes tempranas durante el curso de la enfermedad, una ausencia de anticuerpos no excluye su diagnóstico. En estudios familiares, la detección de al menos dos de estos cinco autoanticuerpos se asocia con un aumento del riesgo de desarrollar diabetes tipo 1 (Maclaren, 1999). Las pruebas de anticuerpos se emplean en la detección de diabetes tipo 1 y en la investigación de su prevención, aunque actualmente no se recomienda su utilización en la detección precoz habitual en individuos asintomáticos. Estos ensayos no están estandarizados, los valores discriminantes no están bien establecidos y todavía no se ha demostrado la eficacia de su utilización (Verge, 1998).
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La fase de "prediabetes", caracterizada por una destrucción gradual y progresiva de las células 6. puede prolongarse durante meses, años e incluso décadas. Durante este período, la respuesta aguda de insulina a la presencia de glucosa intravenosa, denominada liberación de insulina en primera fase, llega a estar disminuida o ausente. La ausencia de respuesta de insulina en esta primera fase también se observa en otros tipos de diabetes. Eventualmente. la mayoría de pacientes con diabetes tipo 1 tienen destruidas todas o casi todas las células (3. originando una secreción insuficiente o ausente de insulina. Los niveles de péptido C y de insulina están, por tanto, muy bajos o son indetectables. Los sujetos con diabetes tipo 1 no tratada desarrollan cetoacidosis diabética. La insulinoterapia es necesaria para todos los pacientes con diabetes tipo 1.



Diabetes tipo 2 La diabetes tipo 2 es la forma más común de diabetes, afectando aproximadamente al 90% de norteamericanos diabéticos. Esta enfermedad es familiar, aunque todavía no se han determinado alteraciones genéticas subyacentes en la mayoría de afectados. Entre los factores de riesgo se incluyen: obesidad, estilo de vida sedentario, histona familiar, edad avanzada, grupo étnico (norteamericanos africanos, latinos, norteamericanos nativos, norteamericanos asiáticos e isleños del Pacifico), historia de diabetes gestacional, metabolismo de la glucosa alterado, hipertensión o dislipidemia (HDL-colesterol < 35 mg/dl [0,90 mmol/l] y/o niveles de triglicéridos >250 mg/dl [2,28 mmol/l]). Las pruebas de anticuerpos no están recomendadas, ya que no se trata de una enfermedad autoinmune. Los niveles de péptido C no son bajos ni indetectables. Se estima que puede afectar a 15 millones de norteamericanos, de los cuales 5,4 millones no están diagnosticados (Harris. 1998). A diferencia de los pacientes con diabetes tipo 1 no diagnosticados, que generalmente presentan algunos síntomas, los sujetos con diabetes tipo 2 incipiente pueden ser asintomáticos. Es frecuente el diagnóstico de la diabetes tipo 2 después del inicio de las complicaciones, por tanto, se recomienda el cribado habitual en sujetos de alto riesgo. La American Diabetes Association (1999b) recomienda el cribado de la diabetes tipo 2 en sujetos con uno o más factores de riesgo (historia familiar, obesidad, etnia de alto riesgo, edad >45 años, hipertensión. HDL-colesterol 250 mg/dl [2,28 mmol/l)), historia de glucemia alterada en ayuno, intolerancia a la glucosa, diabetes gestacional o parto de un niño que pese más de 4 kg. La prueba de elección es la determinación de glucosa plasmática en ayunas cada tres años. La prueba de tolerancia a la glucosa oral (PTGO) no suele ser necesaria. Si el nivel de glucosa esta alto (glucosa >126 mg/dl [7.0 mmol/l] en ayuno o PGTO >200 mg/dl [11,1 mmol/l] a las dos horas), debe confirmarse el diagnóstico mediante otra prueba en días separados y los sujetos no deben comer ni beber más que agua durante las ocho horas previas a su realización. Si la concentración de glucosa plasmática en una prueba realizada al azar es superior o igual a 160 mg/dl (8.9 mmol/1), debe realizarse otra en ayuno. Como se ha comentado anteriormente, los valores de glucosa en sangre total determinados en muchos aparatos caseros son de un 10% a un 15% inferiores a los valores plasmáticos. Estos dispositivos no deben utilizarse en el diagnóstico de la diabetes, aunque si se obtienen resultados de glucosa capilar iguales o superiores a 140 mg/dl (7.8 mmol/l), se recomienda su repetición en sangre venosa



mediante una prueba de glucosa plasmática en ayunas o una PTGO (menos recomendable). La mayoría de pacientes con diabetes tipo 2 son resistentes a la insulina, tienen una relativa o absoluta deficiencia de secreción de insulina, son obesos, sintetizan glucosa hepática en exceso y tienen alterado el uso de glucosa en los tejidos periféricos. Se ha demostrado una disminución en el transporte de glucosa en músculo y en tejido adiposo. El páncreas debe secretar una cantidad extra de insulina para mantener los niveles de glucosa dentro de valores normales: si se muestra incapaz, se produce una alteración en la homeostasis de la glucosa o diabetes tipo 2. La hiperglucemia también es tóxica para la función de las células [3 y altera la secreción de insulina. Posteriormente se produce un fallo progresivo en las células 13 y una disminución de secreción hormonal. Muchos pacientes con diabetes tipo 2 son tratados eficazmente mediante dieta, ejercicio y antidiabéticos orales, mientras que otros requieren insulinoterapia.



Mediciones para el control de la glucemia La prueba de la hemoglobina glucosilada informa de la media de los niveles de glucosa plasmáticos durante los dos o tres meses anteriores a su realización Los distintos métodos se han estandarizado frente a la prueba de la H b A . , considerada de elección en la valoración del control glucémico. La mejora en el control de la glucemia se ha asociado con la prevención o retraso en la progresión de complicaciones microvasculares en la diabetes. El DCCT ha demostrado que el mantenimiento de valores bajos de glucosa en pacientes con diabetes tipo 1 disminuye o previene el desarrollo de retínopatias, neuropatías y nefropatías (Diabetes Control and Comphcations Trial Research Group. 1993) Se observó una disminución de las complicaciones entre un 50% y un 75% en el grupo tratado exhaustivamente, en el que consiguieron valores medios de HbA, de un 7,2 % (comparado con valores de un 9% en el grupo tratado convencionalmente). Se han encontrado reducciones en las complicaciones microvasculares de pacientes con diabetes tipo 2 en un estudio prospectivo de diabetes en el Reino Unido (UKPDS) y en un estudio japonés más reducido (UK Prospective Diabetes Study Group. 1998: Ohkubo, 1995). En el UKPDS, las complicaciones microvasculares disminuyeron un 2 5 % en el grupo de pacientes tratados exhaustivamente (reducción de HbA, de un 7,9% a un 7,0%). Los mejores resultados se obtienen monitorizando el control de la glucemia mediante la determinación periódica de niveles de H b A . . c



La hemoglobina glucosilada se forma de modo no enzimático medíante una reacción de dos pasos. La primera reacción es rápida y produce una aldimína lábil o base de Schrff; a continuación, la aldimma experimenta lentamente una reorganización de Amadori y se convierte en una cetoamina más estable, dando lugar a la hemoglobina glucosilada. La mayoría de pruebas de HbA,, miden la cetoamina estable y no el producto más lábil, que es más propenso a estar influenciado por la dieta ingerida recientemente. El International Federation ot Clinical Chemistry Working Group on HbA. define actualmente la HbA„ como la hemoglobina A que se glucosila de forma irreversible en una o en ambas valinas N-terminales de las cadenas 13 de la molécula letramérica de hemoglobina, e incluye además a la hemoglobina que contiene también (pero no únicamente) residuos de lisina glucosilados. :
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Generalmente, los sujetos no diabéticos tienen niveles de HbA. comprendidos entre el 4% y el 6%. Según datos del DCCT (1993), la correlación entre la HbA,.. y los niveles promedio de glucosa en sangre es la siguiente:
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Se dispone de numerosos métodos para la determinación de HbA,,.: cromatografía de intercambio catiónico, electroforesis, concentración isoeléctrica, colorimetría (ácido tiobarbitúrico) y métodos inmunológicos. Actualmente está disponible un analizador fiable en los puntos de atención médica que emplea un método de inmunoanálisis basado en casetes (Guerci. 1997). Estos ensayos varían en fiabilidad, interferencia mediante compuestos carbamilados y acetilados, y en exactitud por presencia de uremia, salicilalos, hemoglobinopatías, uso crónico de alcohol, deficiencia en hierro, hiperbilirrubinemia, intoxicación por plomo y esplenectomía. Pueden verse afectados también por un almacenamiento prolongado de la muestra. Cualquier situación que suponga una disminución en la supervivencia de los glóbulos rojos, como una hemolisis o una pérdida aguda de sangre, disminuye los niveles de H b A . k



El National Glycohemoglobm Standadizalion Program se inició en 1996. con el objetivo de estandarizar las pruebas de hemoglobina glucosilada frente a la cromatografía liquida de alta resolución (HPLC). método utilizado en el DCCT. Para obtener un "certificado de trazabilidad con el método de referencia del D C C T ' se realiza una evaluación de la precisión y una comparación de muestras con estimación del error sistemático. El College of American Pathologists tiene también un programa de ensayo de aptitud que utiliza sangre total y muestras liofllizadas. La vida media de los glóbulos rojos es de unos 120 días aproximadamente, por tanto, los ensayos de HbA se correlacionan con el control de la glucemia durante los dos o tres meses anteriores. Por el contrario, el tiempo de renovación de las proteínas séricas, principalmente de la albúmina, es bastante más corto (15 a 20 días), así su glucosilación refleja un control de la glucemia durante un menor período de tiempo. Existen varios métodos de determinación de proteínas o albúmina glucosilada, aunque el más utilizado es la prueba de la fructosamina. La glucosilación no enzimática de estas proteínas séricas se realiza de forma similar a la hemoglobina, mediante la formación de un enlace cetoamino entre la glucosa y la proteina. 1c



Las pruebas de fructosamina se utilizan para evaluar el control de la glucemia a corto plazo (3 a 6 semanas), debido a que el promedio de semivida de las proteínas está entre dos y tres semanas. Estos ensayos tienen la ventaja de utilizar muestras de suero y equipos automatizados, ser fáciles de realizar y tener un bajo coste económico; son más fiables que otras pruebas de proteínas glucosiladas, aunque pueden verse afectados por alteraciones en los niveles de proteínas séricas presentes en procesos patológicos agudos y en enfermedades hepáticas. La prueba no debe realizarse si el nivel de albúmina en suero es igual o inferior a 3,0 mg/dl. También puede verse afectada por niveles altos de ácido úrico y bilirrubina, y por la presencia de heparina. La American Diabetes Association recomienda la determinación de niveles de HbA„ cada tres o seis meses para monitorizar el control de la glucemia, ya que no existen estudios a largo plazo que relacionen los niveles de fructosamina con el desarrollo de complicaciones microvasculares (American Diabetes Association, 1999c). No es necesario controlar mensualmente la fructosamina. ya que la información obtenida es similar a la determinada en la prueba de la H b A cada tres meses, y sólo está recomendada cuando no pueden medirse con precisión los niveles de HbA, como en los pacientes con hemoglobinopatías y anemia hemolitica. lf



c



QUÍMICA CLÍNICA



HIPOGLUCEMIA La hipoglucemia se caracteriza por niveles plasmáticos bajos de glucosa asociados con un grupo de sintomas que se alivian mediante la ingestión de comida o hidratos de carbono (tríada de Whipple). Los síntomas clásicos de una hipoglucemia son: confusión, mareo, pérdida del conocimiento, episodios de apoplejía, diaforesis, palpitaciones, temblores, sensación de hambre, debilidad, ansiedad, fatiga, visión borrosa, diplopia, calambres, dolores de cabeza, pesadillas y otras alteraciones mentales. Se llega a un estado de hipoglucemia cuando existen niveles anormalmente altos de insulina y/o una producción insuficiente de glucosa. Se consideran patológicos valores de glucosa plasmática en ayunas inferiores a 45 mg/dl (2,5 mmol/l): generalmente, son consideradas normales concentraciones superiores a 55 mg/dl (3,1 mmol/l). Cuando el paciente presenta sintomas de hipoglucemia o niveles de glucosa plasmática menores de 50 mg/dl, se recomienda una evaluación diagnóstica que incluya, según los casos, un ayuno controlado. En recién nacidos con lactancia iniciada, la mayoría de pediatras consideran anormales valores de glucosa en sangre inferiores a 40 mg/dl en las primeras horas posparto e iniciarían su tratamienlo y evaluación, mientras que para otros pediatras el valor discriminante estaría entre 47 mg/dl y 50 mg/dl. En la Tabla 11-2 se muestra una clasificación clínica de los síndromes hipoglucémicos, junto a sus posibles etiologías, propuesta por Service (1999a). Es la evaluación de sujetos asintomáticos la que supone un mayor refo.



Insulinoma En personas asintomáticas con estados de hipoglucemia documentados y sin enfermedad subyacente o ingestión de fármacos potencialmente hipoglucemicos es necesario determinar si esta hipoglucemia está producida por un exceso de insulina, como sucede en el insulinoma o en la hiperplasia de los islotes. Estas patologías deben distinguirse de una administración inadecuada de insulina o de fármacos como la sulfonilurea o la repaglinida (un nuevo estimulador de la secreción de insulina de acción rápida). Normalmente, para detectar una hipoglucemia se recomienda un ayuno prolongado y controlado (superior a 72 horas). Los criterios para diagnosticar una hipoglucemia producida por insulina son: niveles plasmáticos de insulina mayores o iguales a 6 pU/ml (mediante radioinmunoanálisis) o superiores o iguales a 3 pU/ml (por inmunoquimioluminometría), valores de péptido C mayores o iguales a 200 pmol/l, proinsulina mayor o igual a 5 pmol/l, 13-hidroxibutirato menor o igual a 2.7 mmol/l y una buena respuesta de glucosa plasmática (aumento de glucosa >25 mg/dl) Iras la administración intravenosa de 1 mg de glucagón durante una hipoglucemia (Service, 1999b). Estos valores sugieren la presencia de un insulinoma cuando la prueba de cribado para la sulfonilurea es negativa, y son más valiosos que los cocientes de insulina y glucosa (Fig. 11-3).



Otras etiologías de hipoglucemia Las posibles etiologías de una hipoglucemia son muy diversas (Tabla 112). Son causas frecuentes: algunos fármacos, el alcohol, la administración de insulina u otros compuestos que estimulen su secreción (como sulfonilurea o meglitinida) y el déficit de glucocorticoides (la insuficiencia adrenal primaria puede diagnosticarse mediante una prueba de estimulación con corticotropina). Alteraciones de la hipófisis, del tiroides y el déficit de glucagón también se han asociado con estados de hipoglucemia. Los tumores de células no Í3 de los islotes raramente producen hipoglucemia y pueden secretar formas incompletas del factor de crecimiento similar a la insulina tipo 2 (IGF-2). Los niveles de insulina, péptido C e IGF-1 están disminuidos. La mayoría de estos pacientes tienen tumores de origen mesenquimatoso o epitelial. Algunas enfermedades hepáticas pueden producir hipoglucemia se caracterizan por unas pruebas de función hepática elevadas y una baja respuesta a la estimulación con glucagón. También se observa hipoglucemia en la insuficiencia renal, durante una sepsis y en estado de hambre prolongada donde puede haber un déficit de sustratos para la gluconeogénesis. Otras causas de hipoglucemia son las enfermedades por depósito de glucógeno, la cirugía gaslrointestinal (debido al rápido vaciamiento gástrico que origina una respuesta exagerada de insulina) y la hipoglucemia posprandial.
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Clasificación de t r a s t o r n o s hipoglucémicos



PACIENTES ASINTOMÁTICOS



Sin e n l e r m e d a d s u b y a c e n t e Fármacos Elanol Salicilatos Quinina Haloperidol Insulinoma Hiperplasia de los islotes/nesidioblastosis H i p o g l u c e m i a hiperinsulinémica persistente de la infancia Síndrome de h i p o g l u c e m i a p a n c r e a t o g e n i c a no insulinoma Hipoglucemia ficticia por insulina, sulfonylurea o r e p a g l a n i d a Ejercicio intenso H i p o g l u c e m i a cetósica Enfermedad s u b y a c e n t e c o m p e n s a d a Fármacos Error de dispensación Disopiramida B l o q u e a n t e s fi-adrenérgicos Fármacos c o n g r u p o s tiol o sulfhidrilo en el síndrome autoinmune de la insulina Fruta de akee i n m a d u r a y malnutrición PACIENTES SINTOMÁTICOS



Fármacos Pentamidina y neumonía p o r P n e u m o c y s t i s Sulfametoxazol y trimetoprim e insuficiencia renal Propoxifeno e insuficiencia renal Quinina y malaria cerebral Quinina y malaria Salicilatos actuales e msuliciencia renal Enfermedades predisponentes Recién n a c i d o s de b a j o p e s o p a r a e d a d gestación Síndrome de B e c k w i t h - W i e d e m a n n Eritroblastosis fetal Niño de m a d r e diabética E n f e r m e d a d p o r depósito de glucógeno Alteraciones d e l m e t a b o l i s m o de los aminoácidos y de los ácidos grasos Síndrome de Reye E n f e r m e d a d c a r d i a c a cianótica c o n g e n i t a Hipopituitarismo Déficit a i s l a d o de h o r m o n a d e l c r e c i m i e n t o Déficit a i s l a d o de a d r e n o c o r l i c o t r o p i n a Enfermedad de Addison Galactosemia Intolerancia hereditaria a la Iructosa Déficit de carnitina Alteración del transportador de la g l u c o s a tipo 1 del c e r e b r o E n f e r m e d a d hepática g r a v e a d q u i r i d a Tumores g r a n d e s de células no 3 Sepsis Insuliciencia renal Insuficiencia c a r d i a c a c o n g e s t i v a A c i d o s i s láclica Hambre p r o l o n g a d a Anorexia nerviosa Postoperatorio Iras extirpación de un f e o c r o m o c i t o m a H i p o g l u c e m i a m e d i a d a por a n t i c u e r p o s contra el receptor de la insulina Pacientes hospitalizados E n f e r m e d a d e s p r e d i s p o n e n t e s a una h i p o g l u c e m i a Nutrición parenteral exclusiva e insulinoterapia Interferencia d e l Q u e s t r a n en la absorción de g l u c o c o r t i c o i d e s Shock De S e r v i c e Fj. Classification of h y p o g l y c e m i c d i s o r d e r s . Endocrinol Metab Clin North Am 1999 28 5 0 6 - 5 0 8 . c o n autorización
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No es frecuente una hipoglucemia reactiva en ausencia de cirugía gástrica. Muchos pacientes presentan un síndrome posprandial idiopático. quejándose de síntomas hipoglucémicos después de las comidas, aunque los valores de glucosa posprandiales son normales mientras están sintomáticos. La hipoglucemia autoinmune de la insulina es una enfermedad poco común producida por anticuerpos contra la insulina o por anlicuerpos contra el receptor de la insulina. Los anticuerpos contra la insulina también pueden originar hipoglucemia tras un trasplante de páncreas (Larsen, 1998). La hipoglucemia en niños pequeños y jóvenes puede ser difícil de diagnosticar. Entre las posibles etiologías están: fármacos, tumores, infecciones o estrés intenso, insuficiencia adrenal, déficit de hormona del crecimiento, enfermedad por depósito de glucógeno, alteraciones genéticas de las células f3 o de los transportadores de la glucosa, cetogénesis alterada, trastornos del metabolismo de los aminoácidos, galactosemia, intolerancia hereditaria a la fructosa, fallo hepático y tumores pancreáticos de los no islotes (Lteif, 1999). Pueden producirse hipoglucemias transitorias en recién nacidos pretérmino y de corta edad gestacional, en niños de madres diabéticas mal controladas, en la eritroblastosis fetal y síndrome de Beckwith-Wiedemann (Lteif, 1999). Se han descrito formas genéticas de hipoglucemia hiperinsulinémica en niños, caracterizadas por una pérdida de la función del canal K de las células (3 de los islotes pancreáticos, responsable de la secreción de insulina inducida por glucosa, debido a las mutaciones SUR1 y Kir6.2 (Meissner, 1999). La hipoglucemia hiperinsulinémica en niños también puede estar asociada con mutaciones de la glucocinasa, hiperamonemia (mutación del gen GLUD1 de la glutamato-deshidrogenasa mitocondrial en el cromosoma 10) y con la pérdida del segmento cromosómico 11p15. La nesidioblastosis es el término citado anteriormente para describir una hipertrofia y proliferación de los islotes en niños con hipoglucemia hiperinsulinémica. Por el hecho de encontrar hallazgos histológicos similares en niños y recién nacidos normales, actualmente se prefiere utilizar el término hiperinsulinismo congénito para referirnos a estas formas genéticas. W P



mg/dl



mM



Insulina (ICMA)



Figura 11-3. Niveles de insulina y glucosa plasmática en individuos normales ai final de un ayuno prolongado y controlado, y en pacientes con tríada de Whipple e insulinoma confirmado histológicamente. La insulina se determinó mediante una prueba ¡nmunoquimiolumimmétrica (ICMA). El área sombreada representa los valores de glucosa plasmática iguales o menores de 50 mg/dl. La línea vertical representa el criterio diagnóstico para el insulinoma, igual o mayor de 3 uüVml (18 pmol/l). Varios cocientes de insulina y glucosa (glucosa'insulina = 2.5, insulina'glucosa = 0,3 e insulina x 100/glucosa - 30 = 50) no fueron útiles, como se indica por su distribución dentro del intervalo de insulinomas. (De Service FJ: Diagnostic approach to adults with hypoglycemic disorders. Endocrinol Metab Clin North Am 1999: 28:519-532, con autorización.)
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ERRORES INNATOS DEL METABOLISMO DE LOS HIDRATOS DE CARBONO Las bases genéticas de muchos errores innatos del metabolismo de los hidratos de carbono han podido ser descubiertas debido a la disponibilidad de nuevas técnicas en biología molecular. Los defectos en el metabolismo de la fructosa y de la galactosa se describen a continuación y en el Capitulo 18. Las enfermedades por depósito de glucógeno se caracterizan por una disfunción en los tejidos debida a alteraciones en la síntesis y degradación del glucógeno, siendo los principales órganos afectados el hígado y el músculo. Los errores innatos del metabolismo del glucógeno se resumen en la Tabla 11-3.



Q U Í M I C A CLÍNICA ba fluorescente de Beutler se basa en la producción de NADPH, que mediante una reacción acoplada da lugar a fluorescencia: Galactosa + ATP -»(galactocinasa) -> Galactosa-1-fosfato + ADP



(11-8)



Galactosa-1-fosfato + UDP-glucosa -* (galactosa-1 -fosfato-uridiltranslerasa) -> UDP-galactosa + glucosa-1-fosfato



(11-9)



Glucosa-1 -fosfato -* (fosfoglucomutasa) —> glucosa-6-fosfato



(11-10)



Galactosa-6-fosfato + NADP -> (glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa) gluconato-6-fosfato + NADPH+ H-



(11-11)



Metabolismo de la fructosa La fructosa abunda en la mayoría de las comidas, incluso en cantidades superiores a 100 g diarios, como en las dietas occidentales. Sus intermediarios fosforilados son esenciales en el metabolismo normal de los hidratos de carbono (glucólisis y gluconeogénesis). Los niveles de fructosa plasmáticos son aproximadamente cero en ayunas (Hommes, 1993). son difíciles de medir y requieren el uso específico de cromatografía gas-liquido o cromatografía en capa fina. Los síndromes clínicos del metabolismo de la fructosa se deben a anomalías de la Iructocinasa, fructosa-difosfato-aldolasa y a una deficiencia en fructosa-1,6-difosfatasa. La deficiencia de fructocinasa produce la fructosuna esencial, que no presenta complicaciones ni a corlo ni largo plazo, y se caracteriza por el aumento de los niveles de fructosa en sangre tras la administración intravenosa de una carga de fructosa. La fructosa-difosfato-aldolasa está constituida por tres isoenzimas: A, abundante en tejido embrionario y músculo del adulto: B. abundante en higado. riñon e intestino del adulto: y C. abundante en tejido nervioso. La enzima cataliza, de forma reversible, la conversión de fructosa-1,6-difosfato en ghceraldehído-3-fosfafo y dihidroacetona-fosfato. La deficiencia de isoenzima A está asociada con retraso mental, estatura pequeña, anemia hemolitica y rasgos faciales anormales. Una deficiencia de isoenzima B produce intolerancia hereditaria a la fructosa (Gitzelmann, 1995), que es el error innato del metabolismo de la fructosa más frecuente. Los síntomas se maniliestan con la ingestión de fructosa, sacarosa o sorbitol. Son complicaciones agudas de la enfermedad una alimentación pobre, retraso en el crecimiento, hipoglucemia y vómitos (Hommes, 1993): entre las complicaciones crónicas se incluyen: hepatomegalia con dislunción hepática, daño renal, daño retinal y muerte. Un tratamiento eficaz consiste en la eliminación de toda la fructosa y sorbitol de la dieta. La deticiencia en fructosa-1,6-difosfatasa afecta a la gluconeogénesis. En niños se manifiesta mediante episodios de acidosis láctica e hipoglucemia, muy peligrosos para la vida. Posteriormente, estos episodios pueden ser provocados por un ayuno prolongado después de que los depósitos de glucógeno hayan disminuido, o durante periodos de estrés fisiológico como fiebre o exposición a fructosa. Si se evitan estas situaciones, el curso de la enfermedad a largo plazo es benigno (Hommes, 1993; Gitzelmann, 1995).



La producción de NADPH es normal cuando no existe deficiencia de galactocinasa y galactosa-1 -fosfato-uridiltransferasa. En el déficit de galactosa-1fosfato-uridiltransferasa se elevan las concentraciones de galaclosa y galactosa-1 -fosfato. Estos niños son más propensos a sepsis por E.coli. disfunción hepática con hepatomegalia y cataratas durante el periodo neonatal: pueden además desarrollar enfermedades del sistema nervioso central y disfunción primaria de ovarios, aunque se realicen programas de detección precoz y tratamientos con dietas sin galactosa (Segal, 1998). El déficit de galactocinasa es más benigno, aunque puede complicarse con cataratas y seudotumor cerebral. El síndrome de deficiencia de UDP-galactosa-4-epimerasa se puede presentar de dos formas: una limitada a los eritrocitos y leucocitos, y otra más generalizada. El déficit limitado a las células sanguíneas no presenta complicaciones, mientras que la deficiencia generalizada se asemeja al déficit de galaclosa-1 -fosfato uridiltransferasa.



ACIDOSIS LÁCTICA El ácido láctico se forma como producto final de la glucólisis y como alternativa a la entrada de piruvato en el ciclo de Krebs. esto permite la producción del NAD necesario para que moléculas adicionales de glucosa continúen la vía glucolítica. El piruvato es convertido a ácido láctico mediante la acción enzimática de la lactato-deshidrogenasa según la reacción siguiente: En condiciones fisiológicas normales, el ácido láctico participa en el ciclo de Cori: se forma en el músculo y se dirige al hígado, donde es convertido de nuevo en glucosa y puesto a disposición del músculo para su utilización. Piruvato + NADH + H-«-> (Lactato-deshidrogenasa)«-»ácido láctico + NAD



(11-12)



La galactosa es un monosacárido derivado de la lactosa, principal hidrato de carbono de la leche. El metabolismo alterado de la galactosa se produce por un déficit de alguna de estas tres enzimas: galactocinasa. galactosa-1fosfato-uridiltransferasa y UDP-galactosa-4-epimerasa. Estas enzimas son importantes en la formación de glucosa a partir de galactosa para aumentar su metabolismo y en la formación de UDP-galactosa. necesaria para la síntesis de hidratos de carbono complejos.



El ácido láctico es un ácido fuerte (pK = 3,9) que se encuentra disociado en forma de lactato e ion hidrógeno en los sistemas fisiológicos. Cuando se acumula puede provocar una importante disfunción celular, orgánica y global del sistema. Las causas de acidosis láctica pueden clasificarse en condiciones de hipoxia (cuando la demanda de oxigeno supera al suministro) y condiciones de no hipoxia (no hay evidencias aparentes de hipoxia). Las condiciones de hipoxia pueden ser regionales (localizadas en áreas concretas, como un intestino necrotizado) o sistémicas (como en un shock o parada respiratoria), además, la respiración mitocondrial está inhibida y el ciclo de Krebs no es suficiente para liberar completamente la energía almacenada en grasas, hidratos de carbono y proteínas. Las células productoras de energía mediante la fosforilación a nivel de sustrato, disminuyen su actividad y el ácido láctico comienza a acumularse rápidamente. Si la taita de oxígeno persiste, el daño puede ser irreversible.



La detección precoz de la galactosemia en recién nacidos se realiza normalmente mediante dos pruebas de sangre: la determinación de galactosa total, que detecta niveles elevados de galactosa y galactosa-1 -fosfato, y la prueba fluorescente de Beutler. La prueba de la galactosa total se determina mediante un método bacteriano en el que se hace crecer una cepa mutada de Escherichia colien presencia de galactosa o galactosa-1 -fosfato. La prue-



En condiciones de no hipoxia se produce acidosis láctica debido a interferencias con el metabolismo normal del acetil-CoA durante el ciclo de Krebs (Tabla 11-4). como en la deficiencia de tiamina, por enzimas como la piruvato-deshidrogenasa. la n-cetoglularalo-deshidrogenasa y la transcetolasa requieren de la coenzima para realizar su actividad. La glucólisis sin ciclo de Krebs provoca una rápida acumulación de ácido láctico.
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Tabla 11-3 Errores innatos del metabolismo del glucógeno Etiología Deficiencia de glucosa-6-tostalasa



Tipo de glucogenosis



la Ib



Hallazgos bioquímicos



Características clínicas Tratamiento



Depósito de glucógeno normal en hígado y riñon; hiperuricemia



Hepatomegalia, hipoglucemia (a veces asintomática) y acidosis láctica disminución del crecimiento, retraso óseo, etc., tendencia marcada a desarrollar gota. nefropatia y hepatoma en el adulto. Comidas frecuentes para evitar la hipoglucemia (si es necesario. glucosa mtragástrica por la noche). shunt porta-cava Cardiomegaha y muerte durante los primeros años de vida, o hipotonía muscular, síntomas neurológicos y muerte durante el segundo año de vida, prácticamente mortal. Está en experimentación el tralamiento con «-glucosidasa recesiva (a-1.4 glucosidasa) Debilidad muscular con inicio temprano durante la infancia, muerte en la adolescencia Inicio de debilidad muscular entre la tercera y quinta décadas de la vida Hepatomegalia durante la infancia, síntomas de hipoglucemia, normalmente menos severa que la enfermedad de von Gierke, no se produce retraso en el crecimiento El tratamiento, si es necesario, similar al de la enfermedad de von Gierke Hepatoesplenomegalia, cirrosis hepática, disfunción neurológica, muerte durante los tres primeros años de vida



(enfermedad por depósito de glucógeno de von Gierke. glucogenosis hepatorrenal).



le



Deficiencia de a- 1.4-glucosidasa



II;!



Depósito de glucógeno normal en lisosornas de todos los órganos



IIb



Depósito de glucógeno normal en lisosornas musculares



¡pH 4.0) (deficiencia de mallasa acida, glucogenosis generalizada, enfermedad de Pompe)



c Deficiencia de amilo- 1,6-glucosidasa {desramiticadora) (dextrinosis limile, enfermedad de Forbe, enfermedad de Cori)



INA a



Deficiencia de la enzima ramificadora del 1,4-a-glucano



IV



liti



(enfermedad de Andersen, amilopectinosis)



Deficiencia de loslorilasa



muscular (síndrome de McArdle)



Deliciencia de loslorilasa hepática (Enfermedad de Hers)



VI



Deficiencia de tosfofruclocinasa



muscular (enfermedad de Tauri)



Foslorilasa hepática inactiva (HUG)



Deficiencia de losloriiasa-cinasa hepática (HUG)



IXa, IXb



Poco o ningún glucógeno Depósito de glucógeno anormal, altamente ramificado y de cadena corla en hígado, y, en algunos subtipos, también en músculo esquelético y cardíaco



Niveles generalizados. bajos o normales, de glucógeno estructurado anormalmente con cadenas largas y pocos puntos de ramificación Depósito moderado de glucógeno normal en músculo esquelético. niveles de piruvalo y lactato en sangre disminuidos durante el ejercicio físico



Herencia



Miastenia generalizada y, tras ejercicio, mialgias que van empeorando progresivamente, mioglobinuria y fallo hepático en fases posteriores. Evitar los esfuerzos musculares intensos Hepatomegalia asintomática y ligero retraso en el crecimiento



Disminución Oe la actividad global de la fosforilasa hepática (sistema de activación de la fosforilasa intacto), depósito de glucógeno normal en hígado Actividad de la 6-fosfofructocinasa Miastenia generalizada y mialgias ausente o bastante disminuida tras la realización de eiercicio. en músculo y alrededor del 5 0 % mioglobinuria intermitente, de su actividad normal disminución del periodo de vida en eritrocitos, depósito de de los eritrocitos, reticulocitosis glucógeno normal, glucosa-6-foslato y fructosa-6-fosfato en músculo, niveles bajos de fructosa-1 6-difosfato en músculo Hepatomegalia, degeneíación La fosforilasa hepática está progresiva del sistema en forma inactiva, aunque nervioso central, muerte el sistema de activación es normal. durante la infancia Se desconoce su causa. Depósito de glucógeno o en el hígado y en el sistema nervioso central Hepatomegalia marcada, Defecto de activación de la no hay esplenomegalia, loslorilasa en higado y leucocitos, hipoglucemia o acidosis, depósito de glucógeno normal buen pronóstico en higado



Autosom ica recesiva



Autosómica recesiva



Autosómica recesiva Autosómica recesiva Autosómica recesiva



Autosómica recesiva



Autosómica recesiva



Autosómica recesiva



IXa autosómica recesiva IXb: recesiva



ligada al cromosoma X



Continúa en la página siguiente
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Q U Í M I C A CLÍNICA



E r r o r e s i n n a t o s d e l m e t a b o l i s m o d e l glucógeno (continuación)



Tipo de glucogenosis



Etiología Delie/oncia de proteincinasa dependiente de cAMP (HUG)



Hallazgos bioquímicos



Características clínicas Tratamiento



Depósito de glucógeno normal en hígado y músculo



Hepatomegaha. a los 6 años mialgia leve, pronósiico generalmente bueno



(deliciencia en cmasa de foslorilasa-b-cínasa)



He



XII



Deliciencia de tostoglucomutasa (Thomson) Aglucogenosis (deliciencia de glucógeno-sinlasa)



hígado (a veces también en crecimiento, raquitismo resistente riñon) pero no en músculo, a la vitamina D El raquitismo tendencia a la acidosis, no se se cura medíanle dosis altas produce un aumento de glucosa de vitamina D y toslato oral sanguinea Iras la administración intravenosa de glucagon, aminoaciduria (generalizada), glucosuria, loslatuna. hiperlipidemia. no se ha delectado ningún déficit enzimatico, metabolismo anormal de la galactosa Depósito de glucógeno Similar al tipo V normal en músculo Delecto enzimàtico en hígado, Síntomas de hipoglucemia aunque no en células e hipercetonemia en sanguíneas ni musculo, no hay ayuno, hiperglucemia tras síntesis de glucógeno en el higado la ingestión de hidratos
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Tabla 1 1 - 4 C a u s a s c o m u n e s d e a c i d o s i s láctica C O N HIPOXIA



Herencia



IISULAR



Shock Hipoperlusión l o c a l i z a d a Anemia grave Insuficiencia respiratoria Monóxido de c a r b o n o C A U S A S ME IABOLICAS SIN HIPOXIA TISUIAB



Diabetes mellitus no controlada Fallo hepático Fallo renal Deficiencia d e tiamina Biguanida Zidovudina Elanol Metanol Elilenglicol Salicilatos Cianida Errores innatos del m e t a b o l i s m o



:ON Learning •e-vi. m



Se sospechan niveles patológicos de ácido láctico cuando el paciente tiene un anión gap [Na - (CO.. total + Cl)] superior a 12. Las concentraciones normales de lactato en sangre oscilan entre 0,4 mmol/l y 2,1 mmol/l, son determinadas por métodos enzimáticos que, mediante la lactato-deshidrogenasa, miden la disminución de NADH espectrofotométricamente. En sangre arterial los valores tienden a ser más bajos. Para una correcta determinación del lactato, la punción venosa debe realizarse con un tiempo de torniquete mínimo y sin presionar los músculos. Para prevenir un aumento del metabolismo del lactato tras la obtención de la muestra, los tubos deben recogerse con hielo e inhibidores de la glucólisis como fluoruro sódico y oxalato potásico. La acídemia láctica es lambién tratada en los Capítulos 9 y 18.
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L i p o p r o t e i n a s plasmáticas



LÍPIDOS, LIPOPROTEÍNAS Y E N F E R M E D A D



E n z i m a s q u e participan e n e l m e t a b o l i s m o de las lipoproteinas
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Colesterol alto con LDL-colesterol alto 227



Triglicéridos altos y colesterol n o r m a l Colesterol alto y triglicéridos altos c o n o



Transporte de lípidos en las l i p o p r o t e i n a s MEDICIÓN DE LÍPIDOS Y DE LIPOPROTEÍNAS
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Pautas del N C E P



Apolipoproteínas



M E T A B O L I S M O DE L A S LIPOPROTEÍNAS



F A C T O R E S Q U E A F E C T A N A LA VARIACIÓN D E L A S C O N C E N T R A C I O N E S D E LÍPIDOS Y LIPOPROTEÍNAS EN P L A S M A EN I N D I V I D U O S Y EN P O B L A C I O N E S



sin H D L - c o l e s t e r o l bajo 228



C o l e s t e r o l total bajo aislado con H D L bajo o normal



Toma de m u e s t r a s de s a n g r e y su a l m a c e n a m i e n t o



H D L bajo aislado



Estimación de los lípidos plasmáticos



H D L alto aislado



A n a l i z a d o r e s de s o b r e m e s a , portátiles y domésticos Estimación de las l i p o p r o t e i n a s



Lipoproteína L p ( a ) e l e v a d a BIBLIOGRAFÍA
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Fiabilidad de las m e d i c i o n e s de lípidos y lipoproteinas: pautas del N C E P Análisis de las apolipoproteínas



LIPOPROTEÍNAS PLASMÁTICAS, APOLIPROTEÍNAS Y ENZIMAS DEL METABOLISMO DE LAS LIPOPROTEÍNAS Lipoproteinas plasmáticas Las lipoproteinas plasmáticas transportan esencialmente todo el colesterol y lípidos esterificados de la sangre. Las cuatro clases principales de lipoproteinas (quilomicrones, lipoproteinas de muy baja densidad [VLDL], lipoproteinas de baja densidad |LDL]. lipoproteinas de alta densidad [HDL] y algunas lipoproteinas menos importantes cuantitativamente) pueden identificarse basándose en el tamaño de las partículas, características fisicoquímicas y de flotación, y movilidad electroforética (Tablas 12-1 a 12-3). La parte proteica de las lipoproteinas está compuesta por varias proteínas específicas denominadas apolipoproteínas. Cada lipoproteína tiene una composición apolipoproteica particular y relativamente constante. Las apolipoproteínas desempeñan papeles importantes en el transporte de los lípidos. activando o inhibiendo enzimas implicadas en el metabolismo de éstos y/o lijando lipoproteinas a los receptores de lipoproteinas de la superficie celular. La composición apolipoproteica de las diversas fracciones lipoproteicas está resumida en la Tabla 12-3. Alaupovic (1971) propuso una clasificación alfabética útil, y es actualmente la nomenclatura de apolipoproteínas más comúnmente utilizada (véase más adelante).



Quilomicrones Los quilomicrones son partículas grandes producidas por el intestino, muy ricas (del 85% al 95%) en triglicéridos de origen exógeno (dieta), pobres en colesterol libre y fosfolípidos, y que contienen de un 1% a un 2% (por peso) de proteínas. Debido a la muy elevada proporción lipidoprotema. el quilomicrón es considerablemente menos denso que el agua y Ilota incluso sin centrifugación. Un alto contenido en quilomicrones origina un plasma "lechoso", en el cual los quilomicrones se acumulan como una capa cremosa flotante cuando se deja en reposo durante varias horas. Las apoliproteinas contenidas en los quilomicrones incluyen la apoB-48. apoA-l y apoA-IV, presentes recién secretadas las partículas, y la apoC-l, apoC-ll, apoC-lll y apoE, que son adquiridas desde otras lipoproteinas en la circulación. La interacción de los quilomicrones y la lipoproleinhpasa da como resultado una partícula menor, con depleción de triglicéridos y algunos elementos superficiales, denominada quilomicrón residual.



Lipoproteinas de muy baja densidad Las partículas de VLDL son más pequeñas que los quilomicrones y también ricas en triglicéridos, aunque en menor grado. T i e n e n una proporción lipido/proteina más baja, flotando a una densidad algo más alta. Al igual que ocurre con los quilomicrones, las partículas son suficientemente grandes para dispersar la luz, y cuando hay una cantidad excesiva de VLDL. el plasma es turbio. Los triglicéridos de VLDL son de origen endógeno, principalmente
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Principales clases de lipoproteínas en el plasma humano: características fisicoquímicas Diámetro Á



Quilomicrones VLDL IDL LDL HDL2



Densidad (Kg/I)



750-12 0 0 0 300-700



Sf >400 20-400 12-20 0-12






180-300



Movilidad electroforética* Origen Pre-B B o pre-p P a1



50-20 HDL3 Lp(a)



1,125-1.210 1.045-1.080



Pre- |i



' Electroforesis en gel de agarosa



Tabla 12-2 Principales clases de lipoproteínas en el plasma humano: composición química Proteina (%)'



Colesterol (%)



1-2 6-10



1-3 4-8



18-22 45-55



6-8 3-5



Quilomicrones VLDL IDL LDL HDL



E s t e r e s colesterol (%)



Triglicéridos (%)



2-4 16-22



Fosfolípidos (%)



80-95 40-65



3-6 15-20



4-8 2-7



18-24 26-32



Intermedio entre VLDL y LDL



45-50 15-20



• Porcentaje de peso seco. Dalos de Albers (1974); Fless (1984); Gaubalz 1983); Golto (1986) Gries (1988)



hepático, y constituyen alrededor de la milad de la masa de partículas. El colesterol y los fosfolípidos constituyen alrededor del 4 0 % de las partículas, y en torno al 10% de la masa es proteína, principalmente apoB-100 y apoC, pero también algo de apoE (Tablas 12-2 y 12-3). Hay un amplio margen de tamaño de partículas de VLDL. con una variación concomitante de la composición química: las partículas mayores son más ricas en triglicéridos y en apoC. y las partículas más pequeñas, más pobres en estos componentes. Las partículas más pequeñas, con depleción de triglicéridos y de material superficial, son resultado de la hidrólisis de las VLDL por la lipoproteinlipasa. A menudo se denominan VLDL residuales e IDL (Tabla 12-1).



parle esterificado. representa alrededor de la mitad de la masa de LDL. En torno al 2 5 % de la masa de LDL son proteínas, principalmente apoB-100 con indicios de apoC (Tablas 12-1 a 12-3). Se han identificado distintas sublraccíones de LDL que difieren en tamaño y composición química. Las especies más pequeñas contienen menos cantidad de esteres de colesterol, resultando en una proporción colesterol/apoB menor en estas partículas que en especies más grandes de LDL. Cantidades aumentadas de partículas más pequeñas han sido encontradas en pacientes con formas comunes de dislipoproteinemia asociadas a enfermedad arteriocoronaria (véase más adelante).



Lipoproteínas de alta densidad Lipoproteínas de baja densidad Las LDL constituyen alrededor del 5 0 % de la masa total de lipoproteínas plasmáticas en humanos. Las partículas son mucho más pequeñas que las lipoproteínas ricas en triglicéridos. e incluso las concentraciones aumentadas de LDL no dispersan la luz ni enturbian el plasma. El colesterol. en su mayor



La HDL es una pequeña partícula que consta de un 5 0 % de proteina (sobre todo apoA-l y apoA-ll, pero también algo de apoC y apoE), el 20% de colesterol (en su mayor parte esterificado), un 3 0 % de fosfolípidos y sólo indicios de triglicéridos. La HDL puede separase en dos subclases principales: HDL y HDL,. que varían en cuanto a la densidad, tamaño de la partícula y compo-



Tabla 12-3 Principales clases de lipoproteínas en el plasma humano: composición de apollpoproteínas Concentración en plasma Mr*(kDa)



A-l A-ll A-IV B-100 B-48 C-l C-ll C-lll D C



29 17.4 44,5 512,7 240,8 6,6 8,9 8,8 19 34.1



Localizada en cromosoma 11 1 'I 2 2 19 19 11 3 19



% Distribución'/entre:



(pmol/l)



(mg/dl)



Qulomicrones



VLDL,



32-46 18-29



90-130 30-50



1.5-1,8 


80-100 


100 Mayor Mayor Menor



Mayor Mayor 25



0,8-1.6



3-6



Menor



Mayor



LDL



1



HDL



-



-



-



+



-



-



90' 95 +



90



-






-



Menor Menor Menor



Menor



Menor Menor 60 + Menor



• Mr masa n olecular relativa • Porcentaje de la apolipoproteina total er plasma. ' Por encima del 10% de apoA-l se encuentra lormando complejos con los loslolipidos en el intervalo de densidad 1.21 1.25 kg/l y se ha denominado lipoprotema de muy alta densidad (VHDL).
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sición. Al igual que las LDL, un número de subpoblaciones distintas de HDL han sido separadas en función de su tamaño o diferencias de carga (Blanche, 1981; MacKenzie. 1973; Sundaram. 1974). La HDL se ha subfraccionado en partículas que contienen tanto apoA-l como apoA-ll usando técnicas de separación inmunoquimica (Fruchart. 1992; von Eckardstein, 1994). Actualmente interesa el papel fisiológico de estas partículas y la relación de niveles bajos de partículas con sólo apoA-l con enfermedad cardiovascular; la determinación de estas partículas en el laboratorio puede resultar útil clínicamente.



Lipoproteina



Lp(a)



Esta lipoproteina se encuentra fundamentalmente en el intervalo de densidad de 1,055 kg/l a 1.085 kg/l. Está compuesta por un 2 7 % de proteina. 6 5 % de lípidos y un 8 % de hidratos de carbono: tiene una composición similar a las LDL. aunque está presente normalmente en concentraciones mucho más bajas. Los componentes de apolipoproteína de la Lp(a) son apoB y apo(a). las cuales están unidas entre si a través de puentes disulfuro (Fless, 1984,1985: Gaubatz, 1983). La movilidad electroforética de la Lp(a) es normalmente pre-í), aunque puede variar entre la LDL y la albúmina. La apo(a) es una proteina polimóriica en la que los pesos moleculares de las distintas poliformas van desde 350 kDa a 700 KDa. La apo(a) tiene un grado muy alto de homologia con el plasminógeno. debido a un número variable de secuencias de aminoácidos repetidas que son homologas a la región kringle 4 del plasminógeno (Scanu. 1988). El número de secuencias similares a la kringle 4 repetidas en la Lp(a) de cualquier individuo está determinado genéticamente (Gaw. 1994) y varia entre 12 y 51 repeticiones La región kringle 4 del plasminógeno contiene el dominio proteasa y es activado por el activador hístico del plasminógeno o urocinasa, sin embargo la apo(a) presenta una sustitución de una serina en lugar de una arginina, en el punto en que el plasminógeno es activado, y, por tanto, no adquiere actividad similar a la plasmina al ser tratada con estos activadores del plasminógeno. Las concentraciones de Lp(a) en los sujetos normales puede variar desde menos de 0,05 mmol/l a 1,90 mmol/l (


Lipoproteina LpX La lipoproteina LpX es una lipoproteina anormal que se encuentra en pacientes con enfermedad biliar obstructiva. Los lípidos representan más del 90% de su peso (principalmente losfolipidos. colesterol no esterificado y muy poco colesterol esterificado). Las proteínas, principalmente apoC y algo de albúmina, constituyen menos del 10% del peso de la LpX. La [5-VLDL (lipoproteina "beta flotante") es una lipoproteina anormal que se acumula en la hiperlipoproteinemia de tipo III. Es más rica en colesterol que la VLDL y aparentemente es el resultado de un catabolismo defectuoso de la VLDL. La partícula se encuentra en el intervalo de densidad de la VLDL, pero migra electroforéticamente con la LDL, o cerca de ella.



Q U Í M I C A CLINICA molécula de apoA-ll consta de dos péplidos idénticos unidos por un puente disulfuro. El papel fisiológico de la apoA-ll es desconocido.



Apolipoproteína



B (ApoB)



La apoB es el principal constituyente proteico (95%) de la LDL y constituye también alrededor del 4 0 % de la parte proteica de la VLDL y de los quilomicrones. Ha sido muy dilicil estudiar las características físicas y químicas de la apoB, porque es insoluble en agua. La apoB es un grupo heterogéneo de proteínas (Kane. 1980). Su componenle principal es la apoB-100 Es sintetizada por el hígado y se encuentra en las lipoproteinas de origen endógeno (VLDL y LDL) La secuencia completa de aminoácidos de la apoB se ha deducido de estudios biológicos moleculares de los genes apoB (Cladaras. 1986: Hospattankar. 1986: Knotl. 1986; Law. 1986; Young, 1986). Es una de las proteínas más largas conocidas, consta de una única cadena de 4.536 aminoácidos y tiene un peso molecular de alrededor de 513.000 (Tabla 12-3). La apoB-100 es secretada en la VLDL y es la señal de reconocimiento que dirige la LDL al receptor LDL (apoB.E) mediante un dominio de reconocimiento del receptor en el extremo carboxiterminal de la molécula. La a p o o - i o , (,un un peso molecular aproximado de 241.000 (Tabla 12-3). es de origen intestinal y se encuentra en los quilomicrones. La síntesis tanto de la apoB-48 como de la apoB-100 está dirigida por el mismo gen (Cladaras. 1986; Young, 1986); vanos estudios han revelado que la apoB-48 es igual que la mitad ammoterminal de la apoB-100 (Marcel. 1987). Como la región de apoB-100 que se une al receptor apoB.E está en el tercio carboxitermina! de la proteina (Hospattankar. 1986: Marcel. 1987). la apoB-48 no se lija a los receptores LDL (Hui, 1984; Mahley. 1983. 1984). Las dos formas de apoB son el resultado de la presencia de dos especies de mRNA, una de las cuales codifica para la apoB-100 y la otra contiene un codón de detención prematura y codifica para la ApoB-48 (Higuchi. 1988; Powell, 1987). La conversión del mRNA de la apoB-100 en mRNA de la apoB-48 es catalizada por una proteina (REPR) que procesa el mRNA de la apoB-100. Las células que no expresan el gen REPR no producen apoB-48. aunque pueden ser inducidas a hacerlo cuando se les transfiere el gen REPR (Giannoni, 1994; Yao. 1994).



Apolipoproteína C (ApoC) La apoC es el componente proteico principal de la VLDL y también un constituyente menor de la HDL y la LDL. Se conocen tres tipos diferentes de apolipoproteína apoC. A p o C - l . Consta de 57 aminoácidos y tiene un peso molecular de 6.500. Es un constituyente menor de los quilomicrones y de las proteínas de la VLDL y HDL. Su función no está del todo clara, aunque puede activar la LCAT. que cataliza la esfenficacion del colesterol durante la circulación (véase más adelante). A p o C - l l . Tiene un peso molecular de 8.900 y consta de 78 a 79 restos de aminoácidos. Constituye del 5% al 10% de las proteínas de la VLDL y menos del 2% de las proteínas de la HDL. La apoC-ll es un potente activador de la enzima lipoprotemlipasa (LPL) (LaRosa. 1970), y cuando hay un déficit, se reduce la captación de lipoproteinas ricas en triglicéndos desde el plasma (Breckenridge, 1978; Gotto. 1986).



Apolipoproteínas Como se mencionó con anterioridad, las apolipoproteínas se denominan comúnmente mediante la nomenclatura introducida por Alaupovic (1971).



Apolipoproteína A (ApoA) La apoA es el componente proteico principal de la HDL. Los dos componentes principales de la apoA son la apoA-l y la apoA-ll. ApoA-l. Constituye alrededor del 75% de la apoA de la HDL. Consta de 243 a 245 aminoácidos, con un peso molecular de 29.000. La apoA-l se sintetiza en hígado e intestino; es un activador de la enzima lecitinxolesterolaciltranslerasa (LCAT: véase la explicación siguiente), la cual esterifica colesterol en el plasma. ApoA-ll. Constituye alrededor del 2 0 % de la apoA en la HDL. Consta de 154 aminoácidos y tiene un peso molecular de 17.400. En el ser humano cada



A p o C - l l l . Hay vanas formas que difieren en el contenido molar de restos de acido siálico. La apoC-lll es el componente pnncipal proteico de la VLDL (25%-30 % ) . Es también la forma principal de apoC en la HDL. constituyendo alrededor del 2% de su porción proteica. Su peso molecular es de 8.800 y consta de 79 restos de aminoácidos El papel fisiológico de la apoC-lll no está completamente claro, aunque parece inhibir la lipólisis de las lipoproteinas ricas en triglicérldos y puede estar implicada en la regulación de la velocidad de captación de partículas residuales de lipoproteinas ricas en tnglicéridos.



Apolipoproteínas



menores



La apoD es un constituyente menor de las proteínas de la HDL (5% o menos). El peso molecular de la apoD es de alrededor de 32.000. Se ha demostrado que la apoD activa la reacción de la LCAT. posiblemente sirvien-
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do de portador específico de la lisolecitina. La apoA-IV tiene un peso molecular de alrededor de 44.500 (Tabla 12-3) y se encuentra sobre todo en la fracción d >1,21 del plasma, en la HDL, y también en cantidades muy pequeñas formado parte de los quilomicrones. Su lunción es desconocida, aunque puede servir de cofactor para la LCAT. No obstante, la mayoría de apoA-IV parece estar libre o asociada muy débilmente con los quilomicrones. Existes evidencias de que podría tener algún papel en la regulación del apetito.



Apolipoproteína E (ApoE) Esta apolipoproteína rica en argínina se ha encontrado en VLDL, IDL. lipoproteinas residuales, quilomicrones y HDL. La apoE se presenta en vanas formas que pueden separarse mediante concentración isoeléctrica y se designan como isoformas E-2, E-3 y E-4 (Pagnan, 1977; Utermann, 1975). La apoE-3 es la isoforma más común y contiene un resto de cisteina en la posición 112 y un resto de argmina en la posición 158. En la apoE-2, la posición 158 es sustituida por un resto de cisteina, que disminuye la capacidad para unirse al receptor B. E. De otro modo. la*9poE-4 presenta una sustitución de cisteina por argínina en posición 112, teniendo el efecto contrario: esta isoforma se une al receptor B. E con mayor afinidad que la apoE-3. originando una mayor captación de colesterol por la célula, la desensibilización del receptor B.E (analizado posteriormente) y niveles mayores plasmáticos de LDL. Se han identificado varias modificaciones postranslación de las isoproteinas E principales mediante concentración isoeléctrica bidimensional (Zannis. 1980, 1981). El peso molecular de la apoE es de 34.000 (Tabla 12-3) y consta de 299 restos de aminoácidos. La síntesis de las diversas isoformas de apoE está bajo control genético (véase posteriormente en Disbetalipoproteinemia o tipo III) y, se cree, es el factor de reconocimiento que dirige los quilomicrones y los restos de VLDL al receptor hepático; también se une a los receptores LDL de la superficie celular (Green. 1981; Shernll, 1980).



Enzimas que participan en ei metabolismo de las lipoproteínas Los principales sistemas enzimáticos conocidos que participan en el metabolismo de las lipoproteínas plasmáticas son las enzimas lipoliticas y la LCAT. Enzimas lipoliticas. En el plasma humano, en ayunas, se detecta fácilmente la actividad lipolilica. A los pocos minutos de una inyección intravenosa de heparina pueden distinguirse diversas actividades lipoliticas. Se detectan al menos dos triglicendohidrolasas en el plasma postheparinico: la lipoproteinlipasa y la lipasa hepática de triglicéridos. Difieren en su pH óptimo, en la inhibición por protamina o una solución salina concentrada, en la activación por cofactores apolipoproteicos específicos y en la especificidad de sustrato. Lipoproteinlipasa. Esta enzima, derivada principalmente del tejido adiposo, hidroliza los triglicéridos de quilomicrones y VLDL. La LPL se localiza normalmente en la superficie de las células endoteliales de los capilares del tejido adiposo y del músculo esquelético y cardíaco. La hidrólisis de triglicéridos en los quilomicrones tiene lugar tras la adhesión de estas partículas a las células endoteliales capilares. Los fosfolipidos y la apoC-ll son cofactores esenciales para la hidrólisis de triglicéridos por la LPL. Lipasa hepática de triglicéridos. Esta enzima (HTGL) es secretada por los hepatocitos. asociándose a la membrana plasmática de las células hepáticas no parenquimatosas. La luncion de esta enzima no está clara. Posee una capacidad limitada para hidrolizar triglicéridos en quilomicrones intactos y VLDL, y no requiere apoC-ll como cofactor. La HTGL puede participar en la conversión de VLDL residuales e IDL a LDL (Clay. 1989: Eisenberg. 1976: Havel. 1984). Esta enzima parece ser más activa en la hidrólisis de fosfolipidos y triglicéridos de las HDL y podría desempeñar algún papel en el metabolismo de la HDL (Tikkanen. 1981). Lecitínxolesterol-aciltransferasa. Normalmente presente en el plasma humano, esta enzima cataliza la esterificación del colesterol promoviendo la transferencia de ácidos grasos desde la lecilina al colesterol, lo que da lugar a la formación de hsolecilina y éster de colesterol. La enzima se sintetiza en
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el hígado y circula en plasma asociada a la HDL, que parece ser su sustrato preferido. Se ha sugerido que este sistema enzimàtico desempeña también algún papel en la eliminación de material superficial en los quilomicrones y la VLDL. La LCAT también puede estar implicada en la eliminación del exceso de colesterol libre y lecitina de la circulación (véase más adelante). La apoA-l es un activador de la LCAT, aunque puede detectarse actividad enzimàtica aun en ausencia de ésta. La LCAT puede medirse en plasma en función de su actividad enzimàtica o de su masa utilizando anticuerpos específicos contra la enzima (Albers, 1981).



METABOLISMO DE LAS LIPOPROTEÍNAS Transporte de lipidos en las lipoproteínas La lunción pnncipal de las lipoproteínas plasmáticas parece ser el transporte de los triglicéridos y del colesterol, desde los lugares de origen en el intestino (origen exógeno: 0.079 mol a 0,113 mol [70 g a 100 gj de triglicéridos por día, y 0,779 mol a 2,597 mol [300 mg a 1.000 mg] de colesterol por día) y en el hígado (origen endógeno: 0,028 mol a 0.056 mol [25 g a 50 g] de triglicéridos por día) hasta los lugares de almacenamiento y utilización de energía. Los triglicéridos y el colesterol penetran en el plasma en forma de partículas lipoproteicas ricas en triglicéridos (quilomicrones y VLDL). que suministran ácidos grasos a los te|idos para sus requerimientos energéticos y su almacenamiento. La grasa exógena de la dieta es transportada desde su lugar de absorción intestinal en forma de quilomicrones. Los triglicéridos sintetizados endógenamente son transportados desde el hígado en las VLDL. La estructura general de las dos partículas ricas en triglicéridos es similar, pero difieren en tamaño, contenido en triglicéridos y en apohpoproteinas (véase explicación anterior). La apolipoproteína B (apoB) es el componente proteico principal en ambos, pero, como se mencionó antes, la apoB-48 está presente en los quilomicrones, mientras que la apoB-100 se encuentra en las lipoproteínas de origen hepático. Ambas partículas contienen las apolipoproteinas E y adquieren las apohpoproteinas C en el plasma, pero sólo los quilomicrones incluyen las apolipoproteínas A como principales componentes proteicos de superficie. Los quilomicrones y la VLDL sufren un cambio intravascular casi inmediatamente después de su entrada en la circulación mediante la acción de la lipoproteinlipasa, que hidroliza los triglicéridos y diglicéridos. Esta hidrólisis es activada por la apoC-ll, que está presente en partículas ricas en triglicéridos. Durante este proceso, el quilomicrón pierde alrededor del 95% de su masa, principalmente en forma de triglicéridos, asi como de apolipopro-teínas A y C. Tanto los lipidos superficiales como las apohpoproteinas son transferidos a la HDL. La partícula del quilomicrón disminuida, o residual como es denominada, contiene apoB y apoE como apolipoproteínas principales. A continuación se fija a la superficie de los hepatocitos y penetra por medio de un proceso de endocitosis mediado a través de un receptor altamente rápido y específico, siendo entonces degradada. La apoE dirige aparentemente al quilomicrón residual hacia su receptor. Las otras apolipopro-teínas C parecen inhibir la captación de sus quilomicrones. permitiéndoles permanecer en la circulación el tiempo suficiente para completar la hidrólisis de los triglicéridos. En ayunas, el intestino continúa produciendo apolipoproteína B y secreta "VLDL intestinal" (quilomicrones pequeños). Estas partículas pueden constituir hasta el 10% o 2 0 % de la VLDL circulante, y probablemente son melabolizadas como quilomicrones (Byers. 1960; Cenedella, 1974: Green, 1981; Risser, 1978). La VLDL es sintetizada en el hígado. Es catabolizada en parte por la lipoproteinlipasa y convertida en VLDL residuales enriquecidas en colesterol. algunas de las cuales son eliminadas por el receptor hepático de residuos y otras son catabolizadas de nuevo a IDL (Bachorik. 1988). Los elementos superficiales, incluyendo el colesterol libre, los fosfolipidos y las apolipoproteínas, son transferidos desde la VLDL hasta la HDL. que mleractúa con la LCAT para formar esteres de colesterol y hsolecitina. Los esteres de colesterol son transferidos a continuación de la HDL a la IDL. proceso catalizado por una proteína especifica del plasma, la proteína transportadora de esteres del colesterol (CETP). La IDL es entonces convertida a LDL. La LDL es, pues, un
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producto final del metabolismo intravascular de la V L D L La LDL contiene la mayor parte del colesterol circulante en humanos y transporta colesterol a los tejidos vía endocitosis mediada por el receptor LDL, esto sucede tanto en higadocomo en otros tejidos (Brown, 1981). La LDL (es decir, la apoB) se une al receptor LDL y a continuación penetra y se dirige al lisosoma, donde la apoB-100 es degradada y los esteres del colesterol y otros lípidos son hidrolizados. El mismo receptor LDL retrocede de nuevo a la membrana plasmática y es reutilizado para transportar más LDL. El colesterol no esterificado producido se convierte en disponible para la síntesis de la membrana, y el exceso de colesterol es reesterificado por la enzima microsomal acil:colesterol-aciltransferasa (ACAT) y almacenado hasta que sea necesitado, siendo entonces hidrolizado por una colesterol-éster-hidrolasa neutra (CEH). El colesterol celular, cuando se encuentra en cantidad suficiente, desensibiliza al receptor LDL. disminuyendo el número de receptores en la membrana celular y, por consiguiente, la captación de LDL. En condiciones de aumento de colesterol, la enzima que limita la velocidad de síntesis de colesterol, la hidroximetilglutarilCoA-reductasa (HmG-CoA) es también desensibilizada, disminuyendo la biosintesis celular de colesterol. Alrededor de dos terceras partes de las LDL plasmáticas son eliminadas a través de los receptores LDL hepáticos. A diferencia de la mayoría de otros tejidos, los cuales únicamente pueden usar colesterol para la síntesis de membrana o almacenarlo como colesterol esterificado, el hígado puede también disponer de colesterol por varios caminos. Parte del esteral se excreta a la bilis tanto como colesterol no esterilícado como después de su transformación en ácidos biliares. El colesterol es también reutilizado para la síntesis de lipoproteínas y secretado a la circulación en las VLDL. Los tejidos secretores de esteroides usan colesterol como precursor de hormonas esteroideas. La HDL es secretada tanto en el hígado como en el inlestino, como partículas discoidales nacientes que contienen colesterol y fosfolipidos (Havel, 1980: Oppenheimer. 1987; Oram. 1986; Scanu, 1982). Su formación depende casi exclusivamente de la síntesis y liberación de apoA-l. Se cree que la HDL es el vehículo para el transporte inverso del colesterol, el proceso por el cual el exceso de colesterol es eliminado desde tejidos periféricos al hígado y transportado de nuevo al hígado para su reutilización o desecho a la bilis. La HDL acumula colesterol de las membranas celulares y otras lipoproteínas, y se convierte en una partícula esférica dentro de la circulación a través de la acción de la LCAT y el movimiento de los esteres de colesterol formados en el núcleo de la partícula de HDL. En el hombre, los esteres de HDL-colesterol son luego transferidos a la VLDL y la IDL, y eliminados con estas lipoproteínas. Esta transferencia está catalizada por la CETP. que se encuentra en el plasma y cataliza el cambio de esteres de colesterol por triglicéridos (Tall, 1990). Como consecuencia, la HDL se enriquece en triglicéridos y su tamaño se incrementa. Este proceso parece dirigir la conversión de HDLj a HDLj. Los esteres de colesterol también pueden ser distribuidos directamente al hígado desde la HDL (Bachorik, 1987; Glass, 1983; Stein, 1984). Además, una parte de HDL parece surgir de novo en la circulación a partir del exceso de material superficial (p. ej„ colesterol libre, apoA-l, apoAII, apoC, fosfolipidos) eliminado de las lipoproteínas ricas en triglicéridos cuando son catabolizadas. La Lp(a) se sintetiza en el hígado, aunque los detalles de su metabolismo no son bien conocidos. La Lp(a) se fija al receptor LDL por medio de su componente apoB, aunque con una afinidad inferior que la LDL (Armstrong, 1985; Floren, 1981). La eliminación de apo(a) en la Lp(a) aumenta la afinidad de la partícula residual que contiene apoB por el receptor LDL (Armstrong, 1985); se ha sugerido que la apo(a) puede interferir con la captación de partículas apoB-100 (Scanu, 1988). En virtud de su homología con el plasminógeno se especula sí la Lp(a) o apo(a) pueden interferir con la trombólisis normal, lo cual puede explicar la asociación entre niveles elevados de Lp(a) y enfermedad cardiovascular. Esto se ha demostrado de forma efectiva in vitro, aunque ¡n vivo no parece haber relación entre los niveles plasmáticos de Lp(a) y varios indicadores de trombólisis; las observaciones in vitro e in vivo aún deben ser confrontadas (Bachorik, 1993). El plasminógeno se une a las células endoteliales y, en menor medida, a los fibroblastos (Hajjar, 1986), aparentemente a través de regiones de la molécula con las que la Lp(a) comparte homología. Se ha sugerido que si la Lp(a) se une de forma similar, puede pro-
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porcionar una vía por la que las partículas ricas en colesterol puedan entrar en la pared arterial (Scanu, 1988). Actualmente, no se conocen ni la lunción de la Lp(a), ni sus propiedades aterogénico coronarias, ni su asociación con enfermedad cerebrovascular.



MEDICIÓN DE LÍPIDOS Y DE LIPOPROTEÍNAS Las concentraciones de lipoproteínas se expresan de varias maneras. Cuando se expresan en términos de masa de la partícula, los valores representan las contribuciones de ambos componentes, proteínas y lípidos. de las partículas. Las concentraciones de masa son generalmente determinadas con la ultracentrífuga analítica o por mediciones químicas de la proteína y cada una de las clases principales de lípidos. Ninguno de estos métodos, técnicamente complicados, es fácil de aplicar para exploraciones masivas o con finalidades clínicas habituales. Como la composición de colesterol de cada clase de lipoproteina es generalmente similar interindividualmente, la manera más corriente de determinar el colesterol lipoproteico es como una medida de concentración de la lipoproteina. Las concentraciones de lipoproteina-colesterol se correlacionan muy bien con los valores de la ultracentrífuga analítica y fueron determinados en la mayoría de estudios de población, relacionando la concentración de lipoproteina con el riesgo cardiovascular. Más recientemente, el creciente interés en medir las apolipoproteínas reconoce su papel en el metabolismo lipoproteico y la asociación entre las anomalias de las apolipoproteínas y problemas clínicamente identificables. Además, las mediciones de apolipoproteína. en particular de la apoA-l y la apoB, pueden ser un complemento a la medición de otros componentes lipoproteicos y aumenta su capacidad para identificar individuos con mayor riesgo de cardiopatia coronaria (CHD) y quizá de otros tipos de arteriesclerosis (Albers. 1989a; Bachorik, 1988). Estas mediciones, de forma individual o en combinación (proporción B:A-I), pueden predecir tanto el inicio como el riesgo en el tratamiento de la CHD mejor que los lípidos o las lipoproteínas. Habitualmente, el análisis de las lipoproteínas del plasma requiere primero la separación de las distintas clases de lipoproteínas y segundo, la medición de la lipoproteina o del componente lipoproteico de interés. Ambos pasos contribuyen al error en las mediciones y. por regla general, cuanto más complicados son los procedimientos analíticos, mayores son el error y la variabilidad de los análisis (Bookstein, 1990; Brown, 1990). Los análisis de lipoproteinas deben ser, por tanto, revisados mediante algún sistema estándar de control de calidad; siendo útil para los individuos que deben interpretar los datos de lípidos y lipoproteínas tener alguna idea de la variabilidad de las mediciones. Consideremos el ejemplo de cómo afecta la variabilidad del laboratorio a los resultados informados para una muestra de plasma con una concentración conocida de colesterol de 6,494 mmol/l (250 mg/dl). Si un laboratorio que funciona con un coeficiente de variación del 3% analizase la muestra una vez. en el 9 5 % de los casos el laboratorio informaría un valor situado entre 6,104 mmol/ y 6,883 mmol/l (235 mg/dl y 265 mg/dl). Usando analizadores automáticos informatizados, la mayoría de los laboratorios puede determinar el colesterol con un coeficiente de variación del 2% o menor; la variación en los valores informados atribuible a errores analíticos es actualmente algo inferior. Hay que tener en cuenta tres puntos. Primero, como se mencionó antes, los análisis de lipoproteina-colesterol serán generalmente más variables que aquellos de colesterol total, debido a las manipulaciones adicionales requeridas para preparar las fracciones que contienen lipoproteina. Segundo, como se explicará con detalle, existe un cierto número de factores distintos del error analítico que contribuye a los niveles medidos de lípidos y lipoproteínas. Algunos de estos factores actúan antes de que la muestra llegue al laboratorio. En su sentido más amplio, el "control de calidad" empieza fuera del laboratorio y sigue durante todas las fases del análisis de lipoproteínas independientemente del método utilizado o de los componentes medidos. Finalmente, las concentraciones de lipoproteínas plasmáticas pueden cambiar como resultado de una variación fisiológica normal. Las variaciones fisiológicas de colesterol, triglicéridos y lipoproteínas han sido examinadas en algunos estudios (Bookstein, 1990; Brown. 1990: Demacker. 1982; Kafonek. 1992: Warnick, 1979).
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Tabla 12-4 Variaciones fisiológicas de lípidos, lipoproteínas y apoliproteínas en el plasma Componente



C V p (%)•



Colesterol total 5,0 Triglicéridos 17,8 LDL-coleslerol 7,8 HDL-coleslerol 7,1 ApoA-l 7,1 ApoB 6.4 CVp = coeficiente de variación fisiológica • Datos de pacientes de una lipid clinic (Kafonek, 1992)



CVp(%)> 6,4 23.7 8.2 7,5



I Dalos del Nolinonal Cholesterol Education Program (NCEP) 1995 Working Group on Lipoprotein Measurement



El coeficiente de variación lisiológica inlraindividual para el colesterol alcanza un promedio de alrededor del 6.5%, pudiendo ser mayor en ciertos individuos. Por tanto, cuando se hacen mediciones en una serie de muestras de la misma persona, los niveles de colesterol variarán en el 95% de las muestras alrededor del 13%, por encima o debajo de su nivel medio. La variación fisiológica es, por tanto, varias veces mayor que el error analítico, y las mediciones deben hacerse en distintas muestras de sangre obtenidas al menos con una semana de separación, a fin de establecer la concentración habitual de lipoproteínas en el individuo (Tabla 12-4).



Toma de muestras de sangre y su almacenamiento Algunas clases de variaciones fisiológicas y de errores pueden introducirse antes de la punción venosa o durante ésta, o cuando las muestras son manipuladas y almacenadas antes del análisis; es importante estandarizar tanto como sea posible las condiciones bajo las que las muestras de sangre son conducidas y preparadas para el análisis. Lo ideal es que el paciente permanezca en ayunas durante 12 horas antes de la punción venosa. En el plasma posprandial hay habitualmente presentes quilomicrones, y según el tipo y cantidad de alimento ingerido puede aumentar marcadamente la concentración de triglicéridos en plasma: las concentraciones de LDL-colesterol y HDL-colesterol disminuyen de forma transitoria, en parte como consecuencia de los cambios en su composición producidos por la CETP, que se producen durante el catabolismo de los quilomicrones (Cohn, 1988). Los quilomicrones son casi completamente eliminados entre unas seis y nueve horas, y su presencia después de un ayuno de 12 horas se considera anormal. El ayuno tiene poco efecto sobre los niveles de colesterol total en plasma. El National Cholesterol Education Program (NCEP) Adult Treatment Panel /1 (1993) {National Cholesterol Education Program. 1993) recomienda que se inste a los pacientes a permanecer en ayunas al menos nueve horas antes de la toma de muestras de sangre para análisis de lípidos y lipoproteínas; esto resulta más cómodo para los pacientes incapaces o poco dispuestos a ayunar durante 12 horas. Esle periodo de ayuno más corto supondría sólo errores menores y, la mayor parte de las veces, clínicamente insignificantes en la estimación de los niveles de triglicéridos. LDL-coleslerol y HDLcolesterol normales del paciente, aunque un periodo de ayuno de 12 horas es apropiado cuando se hacen determinaciones de lipoproteínas para estudios clínicos y epidemiológicos. Cuando un paciente permanece acostado, el agua extravascular se transfiere al sistema vascular y diluye los constituyentes no difundibles del plasma. Después de un periodo de 20 min en posición decúbito, se han observado disminuciones de hasta un 10% en las concentraciones de colesterol total. LDL-colesterol, HDL- colesterol. apoA-l y apoB (Miller, 1992). La disminución de triglicéridos es alrededor de un 5 0 % superior, sugiriendo que podrían intervenir otros factores distintos a una simple hemodilución. Estos efectos son alrededor de la mitad mayores en un sujeto que permanece sentado (Miller, 1992). Las variaciones posturales son reversibles cuando el paciente recobra la posición de pie. Es preciso, por tanto, estandarizar la posición del paciente durante la punción venosa, preferiblemente la posición sentada, que es la más frecuentemente usada. Si fuese necesario utilizar la posición decúbito, cada vez que se toman muestras de este paciente, deberá emplearse esta posición para reducir al mínimo la variación poslural. La aplicación prolonga-
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da de un torniquete durante la punción venosa puede aumentar las concentraciones aparentes de lípidos. por lo que el torniquete debe soltarse en un minuto o dos si es posible. Puede utilizarse plasma o suero cuando se determinen sólo colesterol. triglicéridos y HDL-colesterol: el LDL-colesterol se calcula a partir de estas tres mediciones (véase más adelante). Se prefiere plasma cuando las lipoproteínas van a ser determinadas mediante métodos electroforéticos o de ultracentrífugación porque las muestras pueden enfriarse de inmediato a 4 C para retrasar los cambios que pueden producirse en las lipoproteínas a la temperatura ambiente. La elección de anticoagulante es importante. Algunos anticoagulantes, como el curato, ejercen efectos osmóticos bastante grandes, lo que da como resultado concentraciones artificialmente bajas de lípidos y lipoproteínas en plasma. La heparina. debido a su peso molecular relativamente grande, tiene poco efecto sobre el volumen del plasma, pero puede alterar la movilidad electroforética de las lipoproteínas. El ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) es el anticoagulante de preferencia, aunque las concentraciones de colesterol y triglicéridos en el plasma con EDTA son alrededor de un 3% más bajas que en el suero (Laboratory Methods Committee olthe Lipid Research Clmics Program. 1977). Este anticoagulante retrasa cierto tipo de alteraciones oxidativas y enzimáticas que pueden producirse en las lípopro-teinas durante su almacenamiento. Cuando se usa plasma, la sangre es enfriada en un baño de hielo tan pronto como ha sido extraída y las células se separan tan pronto como sea posible, generalmente dentro de las 3 primeras horas. El plasma no debe permanecer en contacto con las células toda una noche. Se guarda entonces el plasma a 4 ' C hasta ser analizado. No obstante, a pesar de la presencia del anticoagulante, puede producirse una agregación de proteínas del plasma mantenido en el frigorífico durante unos pocos días o congelado durante periodos más largos. Esto puede dificultar la obtención de una alícuota homogénea para el análisis e interferir además con el flujo de la muestra en los analizadores automáticos, originando resultados inexactos o variables La agregación proteica se produce con menor frecuencia en el suero, por lo que éste se utiliza en ciertas circunstancias, como cuando es necesario guardar las muestras durante semanas o meses antes del análisis. El colesterol, los triglicéridos y la HDL pueden ser analizados satisfactoriamente en muestras congeladas, y las concentraciones de LDL pueden estimarse con la ecuación de Fnedewald (Friedewald, 1972). Las apolipoproteínas también pueden medirse en muestras congeladas (véase más adelante). Las muestras congeladas, sin embargo, no son apropiadas para el análisis con ultracentrífugación, ya que las lipoproteínas ricas en triglicéridos no soportan la congelación. A l m a c e n a m i e n t o . Cuando el suero o plasma se almacenan durante mucho tiempo, deben mantenerse a temperaturas de -70 "C o inferiores. Durante periodos de tiempo más cortos (sobre un mes o dos), las muestras pueden mantenerse a - 2 0 ' C. aunque no deben ser almacenadas en un congelador con autodescongelación. La temperatura de un congelador con autodescongelación varía entre de -20 C y -2 C durante el ciclo de descongelación, sometiendo eficazmente las muestras a ciclos diarios de descongelación, lo cual puede acelerar su deterioro y ocasionar variabilidad en las mediciones de lipoproteínas, es decir, menos reproducibihdad



Estimación de los lípidos plasmáticos El colesterol y los triglicéridos son lípidos plasmáticos de gran interés en el diagnóstico y tratamiento de las alteraciones de las lipoproteínas. Por regla general no se suelen realizar análisis de fosfolípidos debido a que proporcionan escasa información adicional; ocasionalmente pueden ser útiles en casos de enfermedad obstructiva hepática o trastornos asociados con niveles anormalmente bajos de lipoproteínas. C o l e s t e r o l . El colesterol representa la mayor parte de los esteróles del plasma. Se encuentra como una mezcla de formas no eslenficadas (30% a 40 %) y esterificadas (60% a 70 % ) . siendo bastante constante la proporción de ambas formas ínter e intramdividuos normales. Las concentraciones de colesterol total y lipoproteina-colesterol suelen expresarse en términos del núcleo de esteral sin distinguir la fracción esterificada y la no esterificada. En general, no es necesario distinguir las dos for-



230



SECCIÓN



II



•



mas. excepto en casos en que la contribución de la fracción de ácido graso a la masa de éster de colesterol deba ser lenida en cuenta, o cuando la proporción masa colesterol/éster de colesterol sea de interés. La presente exposición considera fundamentalmente los métodos enzimáticos, que virtualmente han reemplazado a los métodos químicos que fueron utilizados para la mayoría de las finalidades clínicas y de investigación (Bachorik, 1976; Lipid Research Clinics Program, 1982; Wood, 1980). Sin embargo, uno de estos métodos químicos, una modificación del método de Abell-Kendall (Abell, 1952), continúa siendo la base del método de referencia para el colesterol del Centers íor Disease Control and Prevention (CDC). asi como para una red de laboratorios secundarios de referencia (Myers. 1989). En el método de Abell-Kendall, los esteres de colesterol son hidrolizados con hidróxido potásico (KOH) en alcohol, el colesterol no esterificado se extrae con éter de petróleo y se mide con el reactivo de Liebermann-Burchard utilizando calibradores de alcohol puro. Este método tiene una exactitud de alrededor del 0,5% sobre el valor verdadero y ha sido transferido a la National Reference Melhod Laboralory Network. que fue establecida hace varios años como medio para que los laboratorios y fabricantes de reactivos de colesterol y materiales de calibración mantuvieran la trazabilidad con el método de referencia para el colesterol del CDC.



QUÍMICA CLÍNICA



Los métodos enzimáticos consumen sólo cantidades de muestra próximas al microlitro. no siendo necesario un paso previo de extracción. Son métodos bástanle rápidos, y si se suprime la hidrolasa de esteres de colesterol, también proporcionan una medida del colesterol no esterificado. Finalmente, los métodos enzimáticos parecen ser bastante precisos, con coeficientes de variación que oscilan entre el 1% y el 2 %. En su mayoría emplean patrones de colesterol puro estabilizado o patrones de calibración séricos, con valores establecidos mediante trazabilidad con el método de referencia para el colesterol del CDC (Pesce, 1977). Los valores enzimáticos coinciden generalmente con los de referencia en un 1 % o 2% cuando son determinados en un laboratorio con tecnología moderna. Los calibradores basados en suero son preferibles al colesterol puro, ya que están expuestos a todas las reacciones analíticas que se producen en las muestras de los pacientes.



Triglicéridos Se ha desarrollado una amplia gama de métodos para medir los triglicéridos plasmáticos (Bachorik, 1977), pero los más utilizados con fines clínicos y epidemiológicos son los basados en la hidrólisis de los triglicéridos y la determinación del glicerol liberado en la reacción:



Métodos enzlmáticos. Los métodos, enzimáticos para el análisis de colesterol se desarrollaron en los años 70 y desde entonces han reemplazado a los métodos químicos casi por completo. En estos métodos (Allain, 1974) se determina el colesterol total directamente en plasma o en suero en una serie de reacciones, en las cuales se hidrolizan los esteres de colesterol; el grupo 3-OH del colesterol es oxidado, y el agua oxigenada, que es uno de los productos de la reacción, se determina enzimáticamente:



Las reacciones se realizan, casi de forma general, enzimáticamente y, como ocurre con el colesterol, los métodos enzimáticos han reemplazado a los métodos químicos iniciales (Kessler, 1966: Lipid Research Clinics Program. 1982). Un método químico todavía es utilizado como método de referencia para triglicéridos del CDC (Myers. 1989). Este método se basa en un procedimiento de extracción con cloroformo seguido por una cromatografía con ácido silícico para aislar los triglicéridos (Myers. 1989). El glicerol es separado mediante saponificación y oxidado con peryodato de sodio: colóranle q u i n o e m i a + 2 H . O



La absorbencia del color se mide a 500 nm. Los métodos enzimáticos están menos sujetos a interferencias por sustancias no esterólicas que los métodos químicos. No obstante, no hay absolula especificidad para el colesterol, dado que su oxidasa puede reaccionar con otros esteróles, que se sabe están también presentes en el plasma, y con esteróles vegetales, presentes en concentraciones apreciables en la circulación en pacientes con |i-sitosterolemia. Sin embargo, la mayoría de los métodos químicos para la estimación del colesterol también miden estos esteróles. Sustancias reductoras como el ácido ascórbico y la bilirrubina pueden interferir con las pruebas al consumir H , 0 , (Naito, 1984; Witte, 1978). La interferencia con la bilirrubina es compleja y, dependiendo de las concentraciones de reactivo, pueden producirse artificialmente valores de colesterol altos o bajos. La bilirrubina absorbe luz a 500 nm, lo que puede inducir un incremento de los valores de colesterol. No obstante, es oxidada por el H , 0 . Además, cuando se oxida, la bilirrubina pierde su absorbencia a 500 nm, lo que complica la aplicación de un blanco sérico para corregir la absorbencia de bilirrubina. Ésta también puede interferir directamente reaccionando con un intermediario de la reacción de la peroxidasa. La interferencia de la bilirrubina parece ser significativa sólo en concentraciones superiores a 5 mg/dl, nivel en el que se ha informado de disminuciones evidentes en los niveles de colesterol de un 5% a 15% (Deacon, 1979; Naito, 1984; Pesce, 1977). La turbidez de la muestra debida a concentraciones elevadas de triglicéridos puede también interferir con los métodos enzimáticos (Pesce, 1977). Aparentemente, el ácido úrico, la hemoglobina y una larga serie de otras sustancias no afectan a las determinaciones de colesterol, aunque estén presentes en concentraciones anormalmente elevadas (Deacon, 1979; Pesce, 1977). ;
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El formaldehido producido se mide mediante reacción con una solución de ácido cromotrópico con ácido sulfúrico para producir un cromóforo rosa. La oxidación del peryodato no es especifica para el glicerol; el formaldehido también se forma a partir de sustancias con grupos hidroxilo y amino en los átomos de carbono adyacentes, o de sustancias que como la glucosa tienen grupos hidroxilo. Además, los fosfolípidos que contienen glicerol, tales como la fosfatidilcolina, son susceptibles de hidrólisis alcalina para dar ot-glicerofosfato, que también es oxidado por peryodato para producir formaldehido. Estas sustancias son eliminadas durante los pasos de extracción y adsorción, y no interfieren con la medición de triglicéridos realizada con el método de referencia del CDC. Métodos enzimáticos. Los métodos enzimáticos son utilizados actualmente de forma general para los análisis de triglicéridos (Bucolo, 1973). Son relativamente específicos, rápidos y fáciles de utilizar; se realizan directamente en plasma o en suero y no están sujetos a interferencias por los fosfolípidos o la glucosa. En una serie de reacciones los triglicéridos son hidrolizados, el glicerol formado se convierte en glicerofosfato y se mide del modo siguiente: Triglicéridos ' ' P
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Es una práctica corriente determinar los blancos de Iriglicéridos omitiendo la fase de hidrólisis. En un procedimiento alternativo, el glicerol libre es consumido en una reacción preliminar antes de que se inicie la hidrólisis de triglicéridos. En este caso, el equivalente del blanco es medido directamente. Estos procedimientos son satisfactorios para corregir los blancos que surgen de muchas fuentes no glicencas. En el plasma o suero frescos están generalmente presentes glicéndos parciales en muy bajas concentraciones, no obstante, pueden formarse por la hidrólisis lenta de los triglicéridos cuando se almacenan las muestras. No está claro si los glicéridos parciales presentes en el plasma fresco deben ser restados, pero los que puedan formarse durante el almacenamiento no deben serlo, porque se formaron a partir de los triglicéridos que estaban originalmente presentes en la muestra. El NADH formado en la reacción (12-8) puede medirse por espectrofotomelria. En otros métodos, se ha añadido la reacción (12-9) de forma que la absorbencia puede leerse en la región del espectro comprendida entre 500 y 600 nm, utilizando el instrumental que comúnmente está disponible en cualquier laboratorio clínico. En una variante más común, el glicerofosfato formado en la reacción (12-7) es oxidado por la acción de la glicerofosfato-oxidasa: El H j O producido se mide como se descnbió antes para los métodos del colesterol. ?



En un tercer método se cuantilica el ADP, en lugar del glicerofosfato formado en la reacción 12-7: En este caso, la desaparición del NADH se mide a 340 nm. Los métodos enzimáticos para los triglicéridos generalmente funcionan



Afortunadamente, por muy complicado que sea el problema de los blancos, suele ser de poca importancia práctica, y éstos no se determinan rutinariamente en muchos laboratorios. Los valores de los blancos encontrados en la mayoría de las muestras frescas son de alrededor de 0,056 mmol/ a 0,112 mmol/l (5 mg/dl a 10 mg/dl), expresados como triglicéridos. aunque pueden ser mayores (p. ej., 0,224 mmol/l, 20 mg/dl) en muestras con altas concentraciones de triglicéridos Sin embargo, los blancos pueden tener alguna importancia en la calibración y control de calidad de las mediciones de triglicéridos, ya que pueden ser del orden de 0,226 mmol/l a 0,339 mmol/l (20 mg/dl a 30 mg/dl) o superiores en las mezclas de suero utilizadas para estos fines, debido probablemente en parte a la hidrólisis parcial de los triglicéridos durante la preparación de la mezclas. En los métodos de referencia, los triglicéridos son aislados antes del análisis; los valores de referencia reflejan la concentración real de los triglicéridos en el momento del análisis y no incluyen los glicéridos parciales o el glicerol que pueda haberse producido durante la preparación de las mezclas. Los métodos en los que se mide el glicerol libre junto con los triglicéridos. darían, por tanto, niveles más elevados si no se empleasen los blancos.



Fosfolípidos



bien. Los reactivos están disponibles comercialmente en forma de preparados liofilizados que sólo necesitan ser reconstituidos antes de su uso. En su mayor parte los métodos enzimáticos se correlacionan muy bien con los métodos químicos. Los métodos enzimáticos para los triglicéridos se han supervisado mediante encuestas recientes del College ol American Pathologisls (CAP), dando valores medios, dentro de unos pocos miligramos por decilitro, de acuerdo con los valores de referencia del CDC, los coeficientes de variación interlaboratono (CV) fueron del orden del 5% al 6% en alrededor de 5.500 laboratorios participantes que utilizaban una variedad de métodos enzimáticos. Sin embargo, antes de seleccionar un método enzimático conviene evaluar su exactitud y precisión conforme al intervalo de concentraciones de triglicéridos más frecuentemente encontradas (1.299 mmoLI a 12,987 mmol/l, 50 mg/dl a 500 mg/dl).



La fosfatidilcolina y la esfingomíelina constituyen el 9 0 % de los fosfolípidos del plasma humano de dicho porcentaje, alrededor del 80% corresponde a la fosfatidilcolina. Los foslolipidos restantes incluyen la fosfatidilserina y la fosfatidiletanolamina (del 3% al 6%) y la lisofoslatidilcolína (del 4% al 9 % ) . Aunque los análisis de fosfolípidos suelen proporcionar poca información adicional respecto a la disupoproteinemia, en ocasiones sería conveniente determinar los fosfolípidos totales o las clases individuales de foslolipidos en pacientes con cierto tipo de trastornos, tales como ictericia obstrucliva. abeta o hipolipoproteinemia, enfermedad de Tangier o deficiencia de LCAT, en los que la concentración, composición y/o distribución de los foslolipidos están alteradas. Para los fosfolípidos totales resulta más conveniente la determinación mediante medición del fósloro de los fosfolípidos. Se extraen los lípidos de la muestra y se oxidan completamente hasta convertir el fósforo en fosfato inorgánico, que posteriormente se determina por colorimetría. Son varios los sislemas de extracción que se han mostrado eficaces, como el etanol-dietiléter (Ellefson. 1976) o el cloroformo-metanol. empleado conforme a la descripción de Folch (1957). La oxidación se realiza generalmente con H,SO, concentrado junto a H 0 o ácido perclórico. a temperaturas de 150'C a 250'C (Bartlett. 1959; Ellefson, 1976). El fosfato liberado se convierte en fosfomolibdato por reacción con el molibdalo de amonio, y la mezcla se trata con un agente ligeramente reductor (ácido aminoaftasulfómco. p-metilaminofenol. cloruro de estaño o cualquier otro) para formar heteropolimolibdeno azul, de color muy intenso. 2



B l a n c o s de triglicéridos. La estimación de blancos de triglicéridos continúa siendo un área de incertídumbre dentro de la medición de triglicéridos. Lecturas de blancos aumentadas pueden deberse a una serie de factores, dependiendo de las muestras, los métodos empleados o el estado fisiológico del paciente. Los cálculos deben tener en cuenta las sustancias no glicencas que pueden añadirse a la medición de triglicéridos. Como ya se dijo antes, los foslolipidos y la glucosa no interfieren con los métodos enzimáticos. El glicerol libre, en cambio, sí interfiere El glicerol está presente en el plasma normalmente en concentraciones inferiores a 0.163 mmol/l (1,5 mg/dl), equivalente a una concentración de triglicéridos de alrededor de 14 mg/dl. aunque puede hallarse en concentraciones más elevadas tras un ejercicio vigoroso, en algunos pacientes con diabetes no controlada, por contaminación casual con el glicerol usado como lubricante en los tapones de algunos tubos de recogida de muestras, tras la ingesta reciente de medicamentos que contienen glicerol o en la hiperglicerolemia, un trastorno poco frecuente.



2



Los métodos son reproducibles y sensibles, pudiendo ser adaptados a la determinación total del fósforo de los fosfolípidos en 100 ul o menos de plasma o suero. Cada mol de fósforo contribuye con cerca del 4% a la masa total de foslolipidos y si se expresa en miligramos por decilitro puede convertirse en la masa fosfolipídica total multiplicando la concentración de fósforo por 25. Los fosfolípidos de suero o plasma pueden también determinarse enzimáticamente usando métodos disponibles comercialmente. En el método de la WAKO Puré Chemical Industries. Ltd., (Osaka, Japón), la lecilina, la esfingomíelina y la lisolecitína son hidrolizadas usando foslolipasa D. y la colma liberada se oxida:
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tica de química seca que depende de una química similar a la indicada en las reacciones 12-1 a 12-3. Sin embargo, el H , 0 originado en la reacción 12-3 se mueve hacia una zona lineal de desarrollo de color, produciendo una barra coloreada, cuya longitud depende de la cantidad de H 0 producido, y por tanto de la concentración de colesterol de la muestra. La longitud de la barra coloreada se mide visualmente sobre una escala de unidades arbitrarias, que pueden convertirse en miligramos por decilitro usando una tabla de conversión suministrada con la prueba y calibrada a los 5 mg/dl más próximos. La prueba se suministra en forma de casetes de un solo uso: puede utilizarse con sangre total, plasma o suero, e incluye instrucciones fácilmente comprensibles por un profano. Un dispositivo posterior utiliza reactivos secos en todos los compartimientos y, mediante el uso de tecnología análoga a la conmutación digital, tiene la capacidad de proporcionar una lectura directa de resultados, eliminando tanto los inconvenientes como los errores potenciales de la utilización de una tabla de conversión (Bachorik, 2000a). Ambos dispositivos requieren aún que el usuario mida el tiempo de la reacción y carecen de un sistema interno de control de calidad para detectar alguna muestra insuficiente o deterioro en la integridad del reactivo. Los dispositivos domésticos o de automonitorización disponibles más avanzados (ACTIMED Laboratories. Burlington, NJ: Lax, 1997) incorporan tecnología adicional que monitoriza la suficiencia del volumen de muestra con una ventana de inicio que se vuelve roja cuando hay muestra suficiente contenida dentro del pocilio de mueslra. Además se monitoriza y expone al usuario la integridad del sistema mediante una "ventana QA", que se vuelve verde si el sistema está funcionando correctamente. La concentración final se lee directamente en unidades de concentración en la zona de la tira de color azul. El intervalo de 120 mg/dl a 360 mg/dl, la precisión interensayo del 3% al 5% sobre este intervalo, y una buena correlación ( r = 0.93), pendiente (0,976) e intercepto (7,9 mg/dl) con el procedimiento de Abeli-Kendall indican que esta tecnología, en manos de usuarios responsables, tiene la capacidad de reunir las pautas actuales de exactitud y precisión del NCEP (Alien, 1980). 2



2



Analizadores de sobremesa, portátiles y domésticos Desde mediados de los años ochenta, se han introducido pequeños instrumentos de sobremesa, portátiles y relativamente baratos, con los cuales pueden medirse un cierto número de analitos, incluyendo el colesterol, triglicéridos y HDL-coleslerol (Bachorik, 2000a). Estos analizadores utilizan métodos enzimáticos similares a los descritos antes para medir el colesterol y los triglicéridos. y fueron originalmente diseñados para su uso en ambientes distintos al laboratorio, tales como la consulta del médico (véase Cap. 2). También se han utilizado ampliamente en los programas de exámenes colectivos de colesterol llevados a cabo en lugares como centros comerciales, f a r m a c i a s , congresos médicos y otras localizaciones no tradicionales. Más recientemente, se han desarrollado dispositivos de automedición desechables con barras de colores de fácil lectura para ser usados directamente por los consumidores (Alien. 1990; Law, 1997). Generalmente, estos instrumentos son analizadores de "química seca". Utilizan tiras o portaobjetos impregnados de reactivo, a lo cuales se aplican de 10 ul a 30 ul de la muestra. Ésta difunde por la zona impregnada de reactivo, disolviendo los reactivos y permitiendo que se realicen las reacciones enzimáticas. Las condiciones de la reacción son controladas por el analizador. Al terminar el período de incubación, una fuente de luz ilumina la tira y se mide la reflactancia de la mezcla de reacción. Las lecturas son convertidas en unidades de concentración y se exponen en una pantalla digital o en una cinta de papel. Los métodos de sobremesa de primera generación requerían muestras de sangre separadas para el colesterol, triglicéridos y HDL-colesterol, pero un analizador de segunda generación (disponible de Cholestech, Inc. Hayward, Ca) puede medir los tres analitos en una sola muestra (Cholestech L-D-X). Esto se lleva a cabo desviando porciones de la muestra a tres regiones diferentes de reacción; una para el colesterol, otra para los triglicéridos y otra para la HDL. El recorrido hacia la región HDL contiene un precipitante que elimina las lipoproteínas que conlienen apoB, asi el HDL-colesterol puede medirse sin tener que eliminarlas manualmente. Otros instrumentos utilizan soluciones de reactivos, en lugar de tiras impregnadas, y miden la absorbencia de la muestra. Varios de estos analizadores son capaces de hacer mediciones de lípidos plasmáticos en sangre total, así como en suero o plasma, pero la mayoría requieren la eliminación preliminar de las células. Todos los instrumentos utilizan cantidades de muestra del orden de microlitos, obtenidas ya sea por punción venosa o por punción digital, y proporcionan resultados al cabo de tres a ocho minutos. Además, muchos de ellos sólo requieren una calibración periódica (p. ej„ una vez cada dos o tres meses) y no cada vez que se utilice el instrumento. Generalmente pueden ser utilizados por usuarios sin entrenamiento adecuado por el laboratorio, aunque esto no es recomendable, ya que la exactitud y la precisión de los análisis están en relación con el entrenamiento y la experiencia de los usuarios (Belsey, 1987a, 1987b; Lunz. 1987). Cuando estos instrumentos son apropiadamente calibrados y manejados, los análisis pueden ser razonablemente exactos y precisos (Bachorik, 2000a, 1989; Belsey, 1987a, 1987b; Boerma, 1988; Koch, 1987; Shultz, 1985; Sedor, 1988; Stavljenic. 1987). A pesar de su sencillez y facilidad de manejo, hay fases en los procedimientos donde pueden producirse errores, siendo detectados más probablemente por técnicos expertos. En los últimos años se han incrementado los esfuerzos para desarrollar una prueba de cribado para el colesterol que no requiera el uso de un analizador. Esa primera prueba de uso doméstico está ya disponible (Accumeter Cholesterol Test, fabricado por Johnson & Johnson). Es una prueba enzimá-
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Estos dispositivos están dirigidos sólo a programas de cribado en la población, aunque pueden utilizarse como una ayuda adicional en pacientes sometidos a tratamiento para la hipercolesterolemia. Estas pruebas podrían ser potencialmente mal empleadas por el profano que. tras una lectura más alta, no busca asistencia médica apropiada, quien intenta un programa de autotratamiento sin una evaluación médica adecuada o quien sustituye mediciones más fiables del laboratorio clínico por el uso de esta herramienta de cribado. Finalmente surge la cuestión de si las muestras tomadas por punción digital deben ser utilizadas con estos analizadores. Aunque, por lo general, se acepta que las muestras venosas y capilares son equivalentes, la información disponible hasta el momento es limitada y algo contradictoria. Algunos investigadores han encontrado que las mediciones de colesterol en los dos tipos de muestras concuerdan alrededor de un 4% (Koch, 1987) o algo menos (Law, 1997; Lunz. 1987), aunque otros han informado diferencias del 8% al 12% (Bachorik, 1990). En general, las mediciones en muestras de sangre capilar parecen ser un poco más bajas que las de sangre venosa. Además, las determinaciones en muestras por punción digital tienden a ser más variables que las de sangre venosa obtenida en el mismo momento. Las razones para estas diferencias no están claras. No hay razón para sospechar que las propiedades fisico-químicas de las muestras por punción digital o venosa puedan diferir de tal manera que afecten a su difusión o a otras características que pudieran afectar a algunos de los sistemas de sobremesa o no instrumentales. Es más probable que tales diferencias, en particular la mayor variabilidad de las mediciones en muestras por punción digital, surjan actualmente de factores preanalíticos como las técnicas usadas para recoger la muestra, la aplicación del volumen de muestra suficiente en la lira, las variaciones biológicas en las concentraciones de lipoproteínas en las muestras de punción digital originadas por factores como la temperatura del dedo del paciente, diferencias de los efectos posturales en muestras venosas y de punción digital, y otros. Estimaciones de las variaciones intraindividuales de componentes biológicos fueron realizadas para lípidos y lipoproteínas en muestras de sangre venosa y obtenidas mediante punción digital, siendo similares en ambos tipos de muestras para el colesterol, triglicéridos, HDL y LDL (Kafonek. 1996). Aunque el uso de muestras capilares puede ser inevitable bajo determinadas circunstancias, es bueno tener en cuenta, primero, que los datos epidemiológicos de los que se derivan los niveles de riesgo para lípidos
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LÍPIDOS Y DISLIPOPROTEINEMIA



y lipoproteínas están basados en mediciones de muestras venosas y. segundo, que por varias razones fisiológicos y metodológicas, las mediciones en los dos tipos de muestras pueden diferir.



Estimación de las lipoproteínas Dado que todas las lipoproteínas están compuestas por lípidos comunes y apolipoproteínas. el problema principal para el análisis de aquéllas consiste en la separación de las diversas clases de lipoproteínas. Entre los métodos que se han utilizado para la separación de lipoproteínas se encuentran la ultracentrifugación. la adsorción, la filtración en gel, la afinidad cromatográfica, la electroforesis en medios diversos, la precipitación con polianiones y alcohol, los procedimientos inmunoquimicos y las combinaciones de varios métodos. Algunos de ellos requieren una especial destreza y un equipamiento específico, por lo que resultan de difícil adaptación a fines clínicos o epidemiológicos. El presente texto se limita a tratar los diversos procedimientos utilizados por los laboratorios clínicos que asisten en el diagnóstico y tratamiento de las alteraciones del metabolismo de las lipoproteínas.



Métodos



de



ultracentrifugación



Los métodos de ultracentrifugación se sirven de dos propiedades de las lipoproteínas. Primero, en virtud de su contenido lipídíco, éstas tienen densidades más bajas que otras macromoléculas plasmáticas. Segundo, cada clase de lipoproteínas tiene una densidad diferente. Asi. los quilomicrones y las VLDL flotan con una densidad de 1,006 kg/l. la densidad del plasma, mientras que las LDL y las HDL sedimentan a esta densidad. Tanto las LDL como las VLDL flotan a densidad de 1.063 kg/l, y estas lipoproteínas y las HDL también lo hacen a densidad de 1,21 kg/l. En contraste, otras proteínas plasmáticas tienen densidades por encima de 1.3 kg/l. Por tanto, las lipoproteínas pueden ser separadas de otras proteínas plasmáticas, y a la vez entre si. mediante el empleo de ultracentrifugación a densidades apropiadas. Ultracentrifugación analítica: el "método de r e f e r e n c i a " . Clásicamente las lipoproteínas se han definido en términos de sus tasas de flotación en la uitracentrifuga analítica bajo condiciones específicas (Lindgren. 1972). Aunque este método no se utiliza en la mayoría de los laboratorios clínicos o en muchos laboratorios de investigación, es considerado el método de referencia con el que se comparan otros métodos. Tiene la capacidad de fraccionar el espectro lipoproteico (especialmente VLDL, LDL y HDL) en varias subclases diferentes que pueden ser cuantificadas con exactitud. Primero se aislan las lipoproteínas del plasma mediante ultracentrifugación preparatoria y luego se realiza la centrifugación analítica, a densidades de 1.063 kg/l para las VLDL y LDL, y de 1,21 kg/l para las HDL. Las clases y subclases de lipoproteínas migran a velocidades diferentes dependiendo de su densidad; su movimiento y concentración pueden medirse utilizando la óptica de Schlieren, que detecta la concentración según los cambios de los índices de refracción a medida que las partículas migran en el campo centrífugo. Las concentraciones de lipoproteínas se expresan en términos de masa total de lipoproteínas utilizando una serie de cálculos que tienen en cuenta las relaciones empíricamente determinadas entre el índice de refracción y el peso seco para cada una de las principales clases de lipoproteínas. Deben controlarse rigurosamente las condiciones de la muestra en lo que se refiere a su preparación, temperatura, ajuste de densidad y otros factores, y las mediciones han de ser corregidas considerando factores tales como variaciones en la tasa de flotación con las concentraciones, electos de Ogston-Johnson, redistribución de sales que cambia la densidad previa durante el ultracentrifugado y corrección de las mediciones conforme a las condiciones estándar de temperatura y densidad. Los cálculos son complejos y suelen realizarse por computadora. Ultracentrifugación p r e p a r a t o r i a . Los diversos tipos individuales de lipoproteínas pueden ser separados cuantitativamente empleando ultracentrifugación a diferentes densidades (Havel, 1955). Posteriormente, una vez separadas, las lipoproteínas se miden de diversas maneras, por lo general en términos de su contenido en colesterol. En una primera fase, el plasma se centrifuga secuencialmente a densidades de 1.006 kg/l y 1.063 kg/l. Las concentraciones de colesterol de las respectivas fracciones flo'antes de VLDL y
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LDL se miden como índice de las concentraciones de estas lipoproteínas. El colesterol infranatatono a densidad de 1,063 kg/l se asocia casi totalmente a HDL, pudiéndose medir la concentración de colesterol de esta fracción sin separar las HDL de otras proteínas plasmáticas. Si se desea aislar las HDL se ajusta la densidad de 1,063 kg/l a 1,21 kg/l, separándose éstas del mismo modo. Con un ajuste apropiado de la densidad pueden utilizarse procedimientos similares para determinar las subclases de lipoproteínas. por ejemplo. IDL (densidad de 1.006 kg/l a 1.019 kg/l), HDL,, (densidad de 1.063 k g l a 1,12 kg/l) y HDL,, (densidad de 1.12 kg'l a 1,21 kg/l). Otra vía de aproximación es centrifugar partes alícuotas de plasma simultáneamente a densidades de 1.006 kg/l, 1,063 kg/l y 1,21 kg/l. Se determina el contenido de colesterol de las capas de flotación y la concentración individual de lipoproteínas se calcula por la diferencia. La ultracentrifugación preparatoria puede proporcionar una estimación razonablemente exacta de las concentraciones de VLDL, LDL y HDL en muestras que no contienen concentraciones apreciables de IDL, Lp(a) o de otras lipoproteínas inusuales, o en las que las densidades de las lipoproteínas principales no se alteran. La Lp(a) se solapa con los intervalos de densidad de la LDL y HDL, añadiéndose al colesterol en ambas fracciones. De modo similar, la IDL puede solaparse con el intervalo de densidad VLDL-LDL. La 13VLDL. que aparece en la hiperlipoproteinemia tipo III, es rica en colesterol, flota a una densidad de 1,006 kg/l y, cuando está presente, amplia considerablemente la concentración de colesterol en la fracción de VLDL.



Métodos



electroforéticos



La electroforesis se ha utilizado ampliamente en el laboratorio clínico para separar y medir las lipoproteínas, aunque las limitaciones de esta metodología (de la que hablaremos a continuación), asi como el hecho de que, dado que no es una prueba realmente necesaria para el diagnóstico de la mayoría de dislipoproteinemias. se ha limitado considerablemente su empleo en la práctica clínica rutinaria. El medio de soporte mas corrientemente utilizado es el gel de agarosa por su velocidad, sensibilidad y resolución de las clases de lipoproteínas. Si están presentes, los quilomicrones permanecen en el origen y las demás lipoproteínas principales migran a velocidades que aumentan en el orden de HDL > VLDL > LDL. Las lipoproteínas separadas electroforéticamente se denominaron de acuerdo con su movilidad' la HDL («-lipoproteína) se mueve con las u,-globulinas; la LDL (B-lipoproteina) migra con las (3-globulmas, y VLDL (lipoproteína pre-(3) migra con las u -globulinas. La base de la separación electroforética y por ultracentrifugado estriba en las diferentes propiedades de las lipoproteínas, pudiendo no ser idénticas, fracciones análogas separadas por ambas técnicas. P o r e¡emplo. la 6-VLDL se aisla junto a la VLDL mediante ultracentrifugación. pero se mueve electroforéticamente con las LDL. En ausencia de información adicional, una muestra que contenga I3-VLDL parece tener una alta concentración de VLDL-colesterol por ultracentrilugación y una elevada concentración de LDL por electroforesis. Otro ejemplo es la Lp(a), por ultracentrifugación se aisla en el intervalo de densidad de LDL-HDL, pero tiene una movilidad electroforética similar a la de la VLDL: esta dicotomía es la razón de denominar a la Lp(a) "lipoproteína pre-í3 oculta". Los electroforetogramas lipoproteicos suelen visualizarse con colorantes para lípidos como el rojo-0 al aceite, grasa roja 7B o sudan negro B, pudiendo realizarse la electroforesis en plasma no fraccionado o en fracciones de plasma que contienen otras proteínas séricas. Los colorantes lipidíeos reaccionan fundamentalmente con los enlaces éster de triglicéridos y colesterol. Las lipoproteínas ricas en colesterol libre y fosfolípidos (como la LpX) se liñen muy pobremente, de forma que con las técnicas electroforéticas resultan bastante subestimadas. Se ha intentado cuantificar las lipoproteínas por densitometria. Los niveles de lipoproteínas se expresan en términos de porcentaje de distribución del material de tinción de los lípidos en (3, pre-B y (/.-lipoproteínas. o se convierten a concentraciones de lipoproteína-colesterol en base a los cálculos que consideran el contenido de colesterol y la captación de colorante por las lipoproteínas. En general, tales métodos no son eficaces por razones que incluyen, entre otras, la incompleta resolución de las lipoproteínas 13 y pre-B, la presencia de lipoproteínas secundarias o inusuales y la diferencia de intensidad en la tinción. La electroforesis resulla más eficaz en conjunción con otros métodos (véase más adelante).
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Q U Í M I C A CLÍNICA



Métodos de precipitación polianiónica



mucho más en el laboratorio clínico. Otros precipitantes, en particular el sulfato de dextrano-Mg ' o el fosfotungstato-Mg \ son utilizados en la actualidad porque no interfieren con los métodos enzimáticos de colesterol. Además, la concordancia de esos métodos con el método de la heparinaM n ha mejorado durante los últimos años, debido en parte a la mejora en ellos mismos y en el material usado para calibrar las técnicas de HDL. No obstante, el método de la heparina-Mn'- continúa siendo el estándar con el que se valoran otros métodos. 2



?



Las lipoproleinas se precipitan en presencia de polianiones tipo sulfato de hepanna, sulfato de dextrano, fosfotungstato y otros, y también en presencia de cationes divalenles como C a " . M g - y M n \ La precipitación está influida por factores como la concentración de reactivo, el pH, carga iónica, presencia de otras proteínas séricas y anticoagulantes, las cantidades relativas de lipidos y proteínas en las partículas de lipoproteína, y la duración y condiciones del almacenamiento de muestras. Se han establecido las condiciones en que las principales clases de lipoproteínas pueden precipitarse en forma escalonada, comenzando por las de menor densidad, las lipoproteínas ricas en lipidos (Burstein, 1982). Cuanto menos parecidas entre sí son las lipoproteínas, más satisfactoria resulta la separación entre ellas. Así, mientras las lipoproteínas que contienen apoB se precipitan a partir de las muestras en condiciones en que virtualmente todas las HDL continúan siendo solubles, resulta más difícil separar las VLDL de las LDL. De forma similar, las HDL pueden ser aisladas de las lipoproteínas de menor densidad mucho más fácilmente de lo que las H D L , pueden serlo de las HDL¡. En cierta medida, cuanto más parecida es la composición de las lipoproteínas que deben separarse, ya sean sus clases o subclases, más cuidadosamente deben controlarse las condiciones de precipitación para lograr la separación. Ello aumenta la probabilidad de que la concentración de un reactivo útil para algunas muestras no lo sea para otras, resultando excesivamente elevada la frecuencia de separaciones inadecuadas. Recientemente, se han desarrollado más procedimientos automáticos o menos manuales que utilizan un reactivo inmunológico combinado con una variedad de técnicas de separación, o bien sistemas de reactivos que forman complejos estables, pero no reactivos, con varias lipoproteínas; estos métodos simplifican de forma significativa las determinaciones de HDL-colesterol y permiten mediciones directas de LDLcolesferol en el laboratorio clínico (Nauck, 1997; Sugiuchi, 1998). Aunque teóricamente resulta atractiva, la cuantificación de lipoproteínas basada por completo en métodos de precipitación no ha ganado demasiada aceptación, empleándose con más frecuencia la precipitación con polianiones para eliminar las lipoproteínas que contienen apoB antes del análisis del HDL-colesterol.



Para reducir la laboriosidad, destreza y variabilidad requerida para la realización exacta y reproducible de la fase de separación de la HDL. se han hecho intentos para proporcionar métodos con sistemas cerrados que contengan el dispositivo de precipitación y un procedimiento de filtración (Tjersland, 1996). Aunque el procedimiento elimina el requisito de reparto de una cantidad exacta de muestra y el pipeteo del sobrenadante sérico que contiene la HDL, aún se requieren procedimientos de separación mediante centrifugación y el uso de muestras separadas para el análisis de colesterol. En un procedimiento alternativo se ha ulilizado sulfato de dextrano recubierto de partículas magnéticas para conseguir una separación selectiva entre la HDL y las lipoproteínas que contienen apoB (Naito, 1995). El proceso elimina también la necesidad de centrifugación, siendo más automatizable. Estos dos procedimientos han sido superados por procedimientos homogéneos más actuales que están en vigor, requiriendo poco o ningún tratamiento adicional de la muestra. Los procedimientos actuales están basados en uno de estos tres métodos: inmunoseparación. enzima modilicada con polletilenglicol o un polímero sintético. La característica común es que un reactivo inicial forma un complejo estable con las lipoproteínas que contienen apoB, mientras que la HDL permanece libre en la solución para participar más en el componente de cuantificación de colesterol de la prueba.



Métodos de determinación de los valores de HDL-colesterol



Métodos para las mediciones de LDL-colesterol



:



?



?



Aunque la situación está cambiando, en los métodos más empleados habitualmente las lipoproteínas que contienen apoB [quilomicrones. VLDL, IDL, LDL y Lp(a)] son eliminadas mediante precipitación polianiónica con cationes divalentes, analizándose el HDL-colesterol directamente en el sobrenadante. Se han empleado diversas combinaciones polianión-catión divalente, sin que ninguna de ellas haya dado exactamente el mismo resultado. Los valores de HDL-colesterol determinados con técnicas de sulfato de heparina-Mn - coinciden bastante con los obtenidos mediante ultracentrifugación preparatoria o analítica (Bachorik, 1976; Warnick, 1979). El sulfato de dextrano (Mr-50.000) M g - y el fosfotungstato de sodio-Mg - dan resultados aproximadamente un 5% más bajos que la ultracentrifugación, mientras que la heparina-Ca - parece dar resultados un 10% superiores. Las diferencias se presentan, en parte, según el grado en que las lipoproteínas que contienen apoB permanecen sin precipitar y pueden conducir a una sobrestimación excesiva del HDL-colesterol. En otros casos puede precipitarse algo de HDL. originando una subestimación del HDL-colesterol. La calidad de la separación también puede estar influida por factores como la concentración de lipoproteínas que contengan apoB en la muestra, el tiempo transcurrido desde su obtención y otros factores. Hay que mencionar que el método del sulfato de heparina-Mn'''- fue ampliamente utilizado en los principales estudios epidemiológicos y revisiones de población, en los cuales se estableció la relación entre la concentración de HDL-colesterol plasmático y el riesgo cardiovascular. Sin embargo, se ha informado que el Mn interfiere con algunos métodos enzimáticos del colesterol para evitar este problema se han introducido modificaciones como la eliminación del exceso de M n por precipitación con N a H C 0 o adición de EDTA al reactivo enzimático del colesterol, para formar un complejo con el Mn-'- que permanece en el sobrenadante que contiene la HDL. La heparina-MnCI2 no se utiliza 2
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En una revisión completa sobre múltiples ensayos homogéneos de HDLcolesterol frente al procedimiento tradicional de precipitación y ultracentrifugación, Nauck y cois. (1997) concluyeron que los nuevos procedimientos eran precisos y simplificaban la determinación de HDL-colesterol, aunque, debido en parte a su falta de especificidad o a su susceptibilidad a interferencias, tenían discordancias cuando eran comparados con el procedimiento establecido de precipitación.



Los dos métodos tradicionales han sido la ultracentrifugación descrita anteriormente y el uso de una fórmula descrita originalmente por Friedewald, Fredrickson y Levy. y denominada fórmula de Friedewald (Friedewald, 1972). En los últimos años se han desarrollado métodos directos para la determinación de LDL-colesterol. Éstos han usado una variedad de técnicas incluyendo la precipitación química, inmunoprecipitación y una combinación de reactivos que inhiben selectivamente las lipoproteínas distintas de la LDL. El primer procedimiento comercial en llegar a ser ampliamente utilizado fue desarrollado por la Genzime Corporation y distribuido conjuntamente con la Sigma Chemical Company (St. Louis, MO). Para eliminar la VLDL, IDL, quilomicrones y HDL, se unieron anticuerpos contra la apoA-l y apoE a partículas de látex. El método se ha evaluado ampliamente, con resultados contradictorios y variables de distintos laboratorios y alguna disminución en la exactitud en muestras significativamente hipertrigliceridémicas (Bachorik, 2000b). Probablemente, el método más empleado habitualmente en los laboratorios clínicos que deciden realizar la prueba del LDL-colesterol directo, es el procedimiento homogéneo que permite la medición directa sin ninguna otra manipulación de la muestra. Uno de estos ensayos es el desarrollado por Equal Diagnostics (Exton, PA) y adaptado para su uso en una variedad de analizadores químicos automatizados (Rifai, 1998). En este procedimiento la adición del primer reactivo rompe específicamenle las lipoproteínas diferentes de la LDL, causando la liberación de su colesterol; este colesterol. procedente de la desesterificación, reacciona con la colesterol-oxidasa para generar peróxido de hidrógeno, que reacciona posteriormente para formar un compuesto de menor color. El segundo reactivo contiene un detergente que libera colesterol de la LDL; tras la desesteriticación, el LDL-colesterol continúa a través de un conjunto similar de reacciones, exceptuando la etapa final, que genera un compuesto coloreado, cuya intensidad es proporcional a la concentración de LDL-colesterol.
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Un segundo procedimiento homogéneo fabricado por Boehringer Mannheim (Indianapolis. IN), conocido como LDL-Plus, utiliza M g y maltohexaosa cíclica y (/-ciclodextrano para inhibir selectivamente al HDL, VLDL y los quilomicrones, permitiendo la medición directa de LDL-colesterol (Sugiuchi. 1998). No todas estas pruebas son adecuadas para el análisis de muestras congeladas y. aunque tienen buena precisión, producen discrepancias en algunas circunstancias, cuando se comparan con el método de referencia de la ultracenlrifugación. Las determinaciones directas de LDL-colesterol no son necesarias en aquellos casos donde el HDL-colesterol y los triglicéridos necesitan ser medidos antes de hacer un diagnóstico definitivo e iniciar un tratamiento. Como la determinación de colesterol total es barata, altamente reproducible y es el parámetro más fácil de estandarizar, calculando el LDL-colesterol mediante la ecuación de Friedewald cuando los triglicéridos son inferiores a 400 mg/dl, no se pierde tiempo ni se encarece el análisis, siendo suficiente para un diagnóstico clínico y tratamiento. No obstante, los métodos de LDL directos son útiles cuando los triglicéridos superan los 400 mg/dl, ya que no están sujetos a interferencias por triglicéridos hasta concentraciones de al menos 600 mg/dl (Bachonk. 2000b). 2-



Mediciones de las subclases de lipoproteínas Como se ha explicado, el método de referencia de la separación de lipoproteínas es la ultracentrifugación analítica. En este procedimiento se hallan subpoblaciones entre las principales clases de lipoproteínas: VLDL. LDL y HDL. Dentro de las especies de lipoproteínas con apoB, ha aumentado el interés en el papel relativo de ciertas fracciones en la aterosclerosis. Especificamente, el foco de interés se ha centrado en las series de menor densidad de la LDL que contienen menos colesterol, más triglicéridos y relativamente más proteina que las lipoproteínas con apoB que la preceden en el proceso de remodelación en la circulación. Se postula que esta fracción, conocida como LDL densa y pequeña (LDL, y LDL,), es oxidada más rápidamente y, por tanto, aterogénica. Se han desarrollado técnicas distintas a la ultracentrifugación analítica, que permiten el análisis más fácil de estas especies de lipoproteínas, como la descrita originalmente por Krauss (1987). Estos métodos han dado lugar a dos procedimientos principalmente, que son los más utilizados: electroforesis en gel con gradiente (Krauss, 1992) y espectroscopia de resonancia magnética nuclear (Otvos, 1992). Ningún procedimiento está extendido en los laboratorios clínicos de rutina, ni parece tener en la actualidad algún papel en los diagnósticos habituales o el tratamiento de pacientes.



Métodos



combinados



La evaluación de los pacientes hiperlipidémicos puede incluir la medición del colesterol plasmático, VLDL, LDL, HDL y triglicéridos, una valoración de la presencia de quilomicrones en ayunas y una estimación de la presencia o ausencia de Í3-VLDL (lipoproteínas "beta flotantes", características de la hiperlipoproteinemia tipo III manifiesta). Por otro lado, la Lp(a) está siendo muy valorada como un factor independiente de riesgo de enfermedad coronaria (Berg. 1979; Dahlen. 1983). al menos en ciertos tipos de pacientes (Bachorik, 1993). En ocasiones también puede ser necesario valorar la actividad de la hpoproteinlipasa o la presencia y naturaleza de una o más de las apoproteínas. Son dos las técnicas más comunes. La más extendida consiste en una combinación de ultracentrifugación preparatoria, precipitación polianiónica y electroforesis (Lipid Research Clinics Program, 1982). Las concentraciones de colesterol total, HDL-colesterol y de triglicéridos (TG) plasmáticos se determinan según se ha descrito anteriormente. Se ultracentrifuga una parte alícuota del plasma sin ajuste de densidad. Se recupera la capa flotante, que contiene las VLD (y. si existen, los quilomicrones y las |SVLDL), y la fracción infranadante que contiene LDL, Lp(a) y HDL. Se determina el contenido de colesterol de la fracción infranadante. Las concentraciones de colesterol lipoproteico se calculan de la siguiente forma: 1. HDL-colesterol, medido directamente 2. LDL-colesterol = (colesterol inlranadante) - (HDL-colesterol) 3. VLDL-colesterol = (colesterol total) - (colesterol infranadante)
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LÍPIDOS Y DISLIPOPROTEINEMIA



Como se explicó antes, la Lp(a) se encuentra en el intervalo de densidad LDL-HDL. Sin embargo, precipita con las lipoproteínas que contienen apoB y la medición de LDL-colesterol incluye la contribución de colesterol de la Lp(a). que en la mayoría de personas es del orden de de 2 mg/dl a 4 mg/dl. Friedewald (1972) describió un procedimiento simplificado que no requiere la ultracentrifugación: [LDL -colesterol! = [Colesterol total]— P l a s m a T G



[HDL-colesterol]-' 2,175



'



donde las concentraciones están expresadas en mmol/l Se utiliza el laclor [TG plasmáticos]/5 cuando las concentraciones son expresadas en miligramos por decilitro. En este método, las concentraciones de colesterol total, triglicéridos y HDLcolesterol plasmáticos se determinan de la lorma antes descrita Como la mayoría de los tnglicéndos del plasma son transportados por la VLDL. la concentración de VLDL-colesterol se estima a partir de la proporción de triglicéridos y colesterol en la VLDL: VLDL- colesterol J ^ m a T G ] 2.175



(12-15)



Se ha informado de que el factor [TG plasmático]/2,825 proporciona una estimación más exacta del VLDL-colesterol (DeLong. 1986). Esto equivale a: cuando las concentraciones se expresan en mg/dl. Plasma TG



(12-16)



6.5 No obstante, se encontró que el factor que mejor da la estimación de VLDLcolesterol. y por tanto la mejor estimación de LDL-colesterol. puede variar con la población estudiada y con el método utilizado para los triglicéridos: teniendo en cuenta todo esto, el NCEP Working Group on Lipoprotein Measurement prefirió la ecuación no modilicada de Friedewald (National Choleslerol Educalion Program Working Group on Lipoprotein Measurement. 1995). Este análisis debe realizarse en una muestra obtenida en ayunas. El método supone esencialmente que todos los triglicéridos del plasma son transportados por la VLDL y que la proporción triglicéridos/colesterol de la VLDL es invariable. Ninguna de estas hipótesis es enteramente cierta y pueden conducir a un porcentaje elevado de errores en las estimaciones de VLDL-colesterol. No obstante, normalmente esto no produce errores mayores de 0,130 mmol/l a 0.260 mmol/l (5 mg/dl a 10 mg/dl) en las mediciones de LDLcolesterol, porque la VLDL transporta, generalmente, sólo alrededor del 25% del colesterol total en plasma. Existen algunas limitaciones que dependen del tipo de muestras a las que puede aplicarse la ecuación. No es apropiada para usarla en muestras donde las concentraciones de triglicéridos excedan de 10.390 mmol/l (400 mg/dl). El error en el LDL-colesterol se hace evidente con niveles de triglicéridos por encima de 5.195 mmol/l (200 mg/dl). y se considera inapropiado cuando los niveles de triglicéridos son superiores a 10.390 mmol/l (400 mg/dl). De igual modo, el método es inapropiado para muestras que tengan quilomicrones o B-VLDL. En comparación con la VLDL. la proporción de triglicéridos y colesterol en los quilomicrones es mucho más alta, y el uso del factor TG/2,175 puede sobrestimar la cantidad de VLDL-colesterol, conduciendo a una subestimación del LDL-colesterol. De forma similar, la proporción de triglicéridos y colesterol en la (B-VLDL es mucho más baja que en la VLDL. y el uso del factor TG/2,175 puede subestimar el VLDL-colesterol y así sobrestimar el LDL-colesterol. Asi, un paciente con hiperlipoproteinemia lipo I I I puede ser mal clasificado como sujeto con un LDL-colesterol alio; es importante distinguir las dos afecciones porque sus tratamientos son diferentes. Teniendo en cuenta sus limitaciones, la ecuación de Friedewald tiene una amplía utilidad tanto como herramienta de cribado como para el seguimiento de pacientes cuyos patrones lipoproteicos son conocidos por análisis más completos. El VLDL-colesterol puede medirse directamente en la fracción d 
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Tabla 12-5



Los quilomicrones, si eslán presentes en cantidades apreciables, se detectan utilizando la prueba "del plasma". Una alícuota de plasma (2 mi) se coloca en un tubo de ensayo de 10 x 75 mm y se deja en el trigoritico a 4 °C sin tocarlo durante toda la noche. Los quilomicrones se acumulan como una capa de "crema" flotante y pueden detectarse visualmente. En ayuno, la presencia de quilomicrones se considera anormal. Una muestra de plasma que permanece turbia tras estar durante toda la noche en el frigorífico contiene cantidades excesivas de VLDL, y si se detecta una capa de "crema" flotante, es que además hay presencia de quilomicrones.



P a u t a s d e l N E C P p a r a le medición de lípidos y lipoproteinas Aceptable con:



Analito Colesterol Triglicéridos HDL-colesterol LDL-colesterol



Error total 


E r r o r sistemático 


CV 


• Coeficiente de variación d e f i n i d o c o m o desviación e s t a n d a r / m e d i a x 100. * Criterio de precisión a p l i c a d o a los niveles de HDL-colesterol de 42 mg/dl (1.09 mmol/l) y superiores. Para niveles más bajos, no se usa el CV: o rneior, la desviación estándar no d e b e e x c e d e r de 1.7 m g / d l 10.044 mmol/l)



Detección de ñ-VLDL y de Lp(a) La fracción ultracentrifugada de d  1,006 g/ml puede examinarse de la misma manera en busca de la presencia de Lp(a). En la práctica, el plasma no fraccionado y ambas fracciones ultracentrifugadas se examinan al mismo tiempo; cada muestra, así como su propio control, sirve para establecer la migración relativa de las bandas lipoproleicas. En el plasma normal, las bandas de las lipoproteinas 13, pre-B y a son visibles en el plasma no fraccionado. Sólo la banda pre-13 está presente en la fracción d 1,006 kg/l. Además, si la Lp(a) está presente en concentraciones superiores a 20 mg/dl o 30 mg/dl, (es decir, cuando contribuye en aproximadamente más de 10 mg/dl a la determinación de LDLcolesterol) se observa también una banda adicional con movilidad pre-13 en la fracción d >1,006 kg/l (de ahí el nombre de lipoproteína pre-13 sumergida). Bajo esas condiciones el médico podría requerir también una determinación cuantitativa de Lp(a). Cuando está presente la (3-VLDL, se observa como una banda con movilidad (3 en la fracción d 


Proporción



VLDL-colesterol/TG



plasmáticos



También se calcula la proporción de VLDL-colesterol y TG plasmáticos. Esta proporción (mol/mol [masa/masaj) está generalmente en el intervalo 0.230-0,575 (0,1-0,25) en las muestras sin (3-VLDL, dependiendo de las cantidades relativas de VLDL, LDL y HDL presentes y de los errores inherentes a las mediciones de VLDL-colesterol y TG plasmáticos. Los pacientes con hiperlipoproteinemia tipo III manifiestan proporciones mayores de 0,689 (0,3), habítualmente entre 0,689 y 0,919 (0,3 y 0,4). aunque se han observado proporciones mayores. A causa del error en las mediciones, la observación de una proporción de 0,689 (0,3) en una sola ocasión puede o no ser significativa. Los pacientes con hiperlipoproteinemia tipo III manifiesta presentan tanto Í3-VLDL como una proporción de VLDL-colesterol y TG plasmáticos de 0,689 (0,3) o superior. Ocasionalmente, el tratamiento clínico de un trastorno lipídico puede requerir el estudio del fenotipo apoE para complementar el diagnóstico de la hiperlipoproteinemia tipo III (véase más adelante), desde que se ha asociado la homocigosidad para la apoE-2 con este trastorno. Sin embargo, no todos los pacientes homocigotos tienen hiperlipoproteinemia tipo III, requiriéndose aún la ultracentrifugación para valorar la presencia de B-VLDL.



Fiabilidad de las mediciones de lípidos y lipoproteinas: pautas del NCEP Las concentraciones de colesterol en sangre fueron originalmente interpretadas en términos de intervalos de normalidad definidos a partir de niveles de colesterol determinados en las poblaciones normales. Queda bien entendido que el riesgo cardiovascular es directamente proporcional a la concentración de colesterol. y que los individuos situados por encima del intervalo de normalidad están en un riesgo mayor que los situados por debajo. El Adult Treatment Panel ol the National Cholesterol Education Program publicó las



pautas, actualizadas en 1993, para el reconocimiento y tratamiento de la hipercolesterolemia en adultos [National Cholesterol Education Program. 1993). Ellos incluyeron una redefinición de los niveles de colesterol, LDLcolesterol y HDL-colesterol en términos de riesgo cardiovascular (véase más adelante). Los valores discriminantes, basados en el riesgo, para el colesterol. triglicéridos, HDL-colesterol y LDL-colesterol se establecieron a partir de estudios en los cuales la exactitud de las mediciones se aproxima a las realizadas con métodos de referencia. Las recomendaciones del Adult Treatment Panel requieren asi la adopción de un solo grupo de valores discriminantes, sin importar el laboratorio o equipo que realice las mediciones. Es evidente la importancia de la interpretación de los niveles de coleslerol en términos de riesgo, en lugar de que los intervalos de normalidad sean definidos arbitrariamente, aunque la adopción de un solo grupo de valores discriminantes por parte de toda la comunidad médica impone a los laboratorios la normativa para medir los lípidos y las lipoproteinas. El Laboratory Standardization Panel of the National Cholesterol Education Program comunicó sus recomendaciones para las mediciones de colesterol en EE.UU. en 1990 [National Cholesterol Education Program. 1995). Su informe recomienda que las mediciones de colesterol habituales tengan una exactitud dentro del 3% y que la reproducibilidad de las mediciones, determinada como CV, no exceda del 3% (Tabla 12-5). La base para la exactitud es el método de referencia del CDC para el coleslerol, el cual ha sido validado con un método definitivo que emplea espectrometría de masas. Actualmente, la mayoría de laboratorios reúnen estos criterios. Además, el Panel no hace distinción en el criterio a ser aplicado en las mediciones basadas en laboratorio y no laboratorio o a la clase de equipos usados para realizar las mediciones. Para lograr estos objetivos fue requerida la cooperación conjunta de los laboratorios, varias agencias gubernamentales, organizaciones profesionales de química clínica y fabricantes de reactivos, materiales de calibración de control de calidad e instrumentación. En los últimos años se han hecho grandes esfuerzos para estandarizar las mediciones de lípidos y lipoproteinas y para definir los valores discriminantes de lípidos y lipoproteinas basados en el riesgo cardiovascular que no dependan de las definiciones locales de laboratorio de los intervalos de normalidad. La utilidad de un solo grupo de valores discriminantes, basados en el nesgo, para lípidos y lipoproteinas presupone la capacidad para realizar las mediciones con exactitud sin tener en cuenta dónde o cómo se han realizado. Esta sección resume las recomendaciones actuales para la fiabilidad en las mediciones de lipidos y lipoproteinas. Estas recomendaciones fueron desarrolladas por el NCEP Laboratory Standardization Panel (National Cholesterol Education Program. 1990) y el NCEP Lipoprotein Measurement Working Group {National Cholesterol Education Program Working Group on Lipoprotein Measurement. 1995), después de considerar los requerimientos médicos de exactitud y precisión, la tecnología disponible para las mediciones, variables biológicas, factores preanalíticos y analíticos que pueden afectar a los valores medidos, y los recursos disponibles para mejorar la eficacia de las mediciones en EE.UU.



Triglicéridos,



HDL-colesterol y LDL-colesterol



Las recomendaciones para las mediciones de triglicéridos, HDL-colesterol y LDL-colesterol fueron desarrolladas por el NCEP Working Group on Lipoprotein Measurement (1995). La realización de estas recomendaciones
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se complicó debido a ciertas consideraciones. Primero, a diferencia del colesterol. ninguno de estos analitos tiene una estructura química única. Cada una de las dos clases de lipoproteinas consiste en una población de moléculas similares que difieren un poco en cuanto a su tamaño y composición; los restos de ácidos grasos de los triglicéridos pueden variar algo dependiendo de la dieta y otros factores. Debido a estas características, no existen verdaderos métodos de referencia para estos componentes y cada uno debe ser definido funcionalmente en términos de los métodos usados para analizarlo. Segundo, en el caso de la LDL, la base de datos clínica y epidemiológica, en la que están basadas las estimaciones de riesgo coronario, fue establecida fundamentalmente utilizando alguno de los métodos combinados de ultracentrifugación y precipitación con polianiones o de Fhedewald. descritos anteriormente. El método de la HDL utilizado para este propósito fue fundamentalmente el procedimiento de heparina-fv1n


rol basado en los programas existentes para colesterol total, triglicéridos y HDL-colesterol. Las especificaciones para mediciones fiables se establecieron después de considerar entonces los criterios vigentes del CDC para la estandarización de lipidos y lipoproteinas, los niveles de realización que podrían ser razonablemente esperados en laboratorios acreditados usando equipos modernos, criterios generalmente aceptados para la contribución máxima del error analítico a las pruebas médicas útiles, y la situación tecnológica vigente en la medición de lipoproteinas. Además, estas pautas reafirman la decisión del NCEP Laboratory Standardization Panel de recomendar un único grupo de pautas de realización que no distinga las mediciones basadas en el laboratorio de las no basadas en el laboratorio. Las pautas del NCEP para las mediciones fiables de lípidos y lipoproteinas se muestran en la Tabla 12-5. Esta tabla requiere algún comentario. En primer lugar, las recomendaciones del NCEP Laboratory Standardization Panel para el colesterol usaron especificaciones separadas para el error sistemático y la precisión (expresada en términos de CV). y advirtieron que fuesen aceptables con un error total igual o menor del 8,9% (9% aproximadamente). Las recomendaciones del NCEP Üpoprotein Measurement Working Group se agrupan en términos de un solo valor, el error total, que considera tanto el error sistemático como la imprecisión al mismo tiempo. El error total puede calcularse como sigue: Error total (%) = error sistemático (%) + 1.96 (CV %) Los errores sistemáticos y los CV mostrados se consideran ejemplos de condiciones que cumplirían el criterio del error total, y se incluyeron porque han sido utilizados tradicionalmente por los laboratorios y los términos son más familiares. No obstante, la ventaja de utilizar un criterio de error total se comprende más fácilmente usando un ejemplo que compare los dos métodos. Se debe considerar el colesterol total. Para que un laboratorio cumpla los criterios de fiabilidad del NCEP tendría que mantener un error sistemático menor o igual al 3% y un CV menor o igual al 3%. deben reunirse ambos cntenos. Un laboratorio que trabaje en estos limites tendría un error total del 8.9% Otro laboratorio que tenga un error sistemático del 3.5% y un CV del 2% no reuniría los criterios del NCEP porque se superaría el limite del error sistemático. Sin embargo, el error total en este caso sería sólo del 7,5% (esto es, 3.5% + 1,96 x 2%). Usando un criterio de error total se consideraría que ambos laboratorios cumplen las recomendaciones, y cualquier error sistemático o imprecisión podría exceder ligeramente las especificaciones, a condición de que el otro fuese lo suficientemente pequeño como para mantener el error total dentro de las pautas. En segundo lugar, las recomendaciones mostradas en la Tabla 12-5 para el HDL-colesterol se aplican a niveles de 42 mg/dl (1,09 mmol/l) y superiores. Por debajo de este nivel, la reproducibilidad absoluta de las mismas mediciones de colesterol estaría limitada y las recomendaciones requieren que la desviación estándar de las mediciones no exceda de 1,7 mg/dl (0,044 mmol/l).



(12-17)



LDL - colesterol = total colesterol -



[HDL -colesterol]
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Análisis de las apolipoproteínas (0.3 |Lp(a) masa])



5 donde los valores se dan en miligramos por decilitro. Después de considerar éstos y oíros factores, las recomendaciones del NCEP üpoprotein Measurement Working Group incluyeron lo siguiente (National Cholesterol Education Program Working Group on üpoprotein Measurement. 1995). En primer lugar, los valores medidos deben ser unidos a las bases de datos epidemiológicas y clínicas en las que se estableció la asociación entre nivel de lipoproteína y riesgo cardiovascular. Para llevar a cabo esto, las mediciones deben tener trazabilidad con los métodos de referencia del CDC (Myers. 1989), y en ausencia de algún método verdadero de referencia para triglicéridos o HDL-colesterol, debe definirse la base para la exactitud de esos métodos. El Working Group recomendó también el desarrollo de un programa de estandarización para el LDL-coleste-



La cuantificación de las apolipoproteínas es prácticamente realizada en la actualidad de modo rutinario. Un cierto número de esludios han indicado que las apolipoproteínas apoA-l y apoB pueden ser mejores discriminantes de la enfermedad aterosclerótica que las determinaciones de lipidos o lipoproteinas. En general, esto se ha comprobado de modo más consistente para la apoB que para la apoA-l, aunque las razones no están claras. Un estudio a gran escala con intervención controlada mediante placebo, AFCAPS (Gotto, 2000) encontró que la apoB fue el mejor valor de la medición única de lipidos, lipoproteinas o apolipoproteínas, para predecir tanto el inicio como el riesgo en el tratamiento de la CAD, seguido por la apoA-l. La mayoría de los métodos de cuantificación se basan en la identificación inmunológica de las apolipoproteínas. La inmunorreactívidad debe relacionarse entonces con la masa determinada por otros medios. La simple determinación química de la proteína total en una fracción determinada de lipoproteína no es muy útil, ya que incluso las fracciones lipoproteicas cuidadosamente separadas contienen más de una apolipoproteína, y la determinación química no discriminará entre
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los diversos determinantes. La apolipoproteina B puede determinarse químicamente en un "corte estrecho" de LDL (densidad de 1.030 kg/l a 1.050 kg/1) que no contenga cantidades apreciables de otras apolipoproteinas. Las mediciones de apoA-l se basaron, últimamente, en patrones de apoA-l purificadas. Estos procedimientos se usaron para desarrollar los actualmente disponibles World Health Organization International-Federation tor Clinical Chemistry (WHO-IFCC) First International Relerence Materials lor Apolipoproteins Al y B. Inmunoanálisis para apolipoproteinas. Estas determinaciones se basan en el reconocimiento del antigeno de la apolipoproteina por un anticuerpo o un grupo de anticuerpos contra uno o más de los lugares antigénicos de la molécula. La automatización de los inmunoanálisis utiliza generalmente marcas no isotópicas (p. ej.. enzima, fluorescencia y quimioluminiscencia). Las ventajas y desventajas de ciertas clases de inmunoensayos han sido estudiadas por Stein (1994). Radioinmunoanálisis. Se han descrito radioinmunoanálisis (RÍA) sensibles para la medición de apoA-l, apoA-ll, apoB. apoC-ll, apoC-lll, apoE y Lp(a) (Albers, 1975, 1977; Falko, 1980; Schonleld, 1974, 1979). El RÍA es un análisis competitivo. En este procedimiento se seleccionan primero las condiciones en las cuales el antígeno radioyodado es precipitado aproximadamente en un 5 0 % por el anticuerpo especifico. A estas condiciones se les asigna arbitrariamente un valor de "precipitación de 100 %" cuando no está presente el antigeno no marcado (en patrones o muestras). Cuando se añade, el antigeno no marcado compite con la apolipoproteina radiomarcada por el anticuerpo y el grado de competición es una medida de la concentración del antigeno no marcado. Se construyen curvas de calibración utilizando cantidades variables de antigeno no marcado y luego se utilizan para calcular la concentración de apolipoproteina en las muestras que hay que medir. Las ventajas de esta técnica son su sensibilidad y el hecho de que sólo necesite pequeñas cantidades de anticuerpo. Además, el método puede ser automatizado. Sin embargo, los radioinmunoanálisis requieren un equipo especial y caro, y originan residuos radiactivos. El radiomarcaje también puede dañar el antigeno, acortar su vida media y causar que el patrón marcado reaccione de forma distinta a la apolipoproteina del patrón no marcado o de la muestra clínica. Sólo con el desarrollo de pruebas independientes de la isoforma y tamaño, la Food and Drug Administralion (FDA) ha aprobado la realización de pruebas comerciales para la determinación de Lp(a). Sin embargo, la estandarización continúa siendo aún un problema. Inmunodifusión radial. Éste es un método relativamente sencillo en el cual se deja que el antígeno difunda desde un pocilio en el gel circundante (habitualmenle agarosa). que contiene un anticuerpo contra él. y forma así un disco de precipitación, cuya área es proporcional a la cantidad de antigeno de la muestra. La inmunodifusión radial (RID) no requiere un equipo complicado ni caro; sin embargo, no es susceptible de automatización y. por tanto, no puede practicarse a gran escala. Puesto que el procedimiento es manual, puede ser menos preciso que las pruebas automatizadas. Requiere también de uno a tres días para completarse y utiliza grandes cantidades de anticuerpos. Otro problema que limita la utilidad de este método es el de las diferencias de difusión, relacionadas con el tamaño, entre las diversas partículas que contienen el antigeno. La RID para la apoB, por ejemplo, puede ser completamente exacta para la medición de apoB de la LDL. pero puede subestimar la apoB de la VLDL y así ser inexacta para muestras lipémicas como resultado de una difusión lenta e incompleta de las grandes partículas de VLDL en el momento en que se realizan las lecturas. Aunque esta característica de la RID puede producir una subestimación sistemática de la apoB cuando el objetivo es medir la concentración total de esta apolipoproteina en suero o plasma, es útil cuando se trata de estimar las concentraciones de apoB en LDL, ya que el método tiene un grado de selectividad para las partículas más pequeñas que contengan apoB (Sniderman, 1980). Electroinmunoanálisis. Es un método bastante sencillo y relativamente preciso basado en principios similares a los de la RID. excepto por el hecho de que las muestras se someten a electroforesis y que las áreas de precipitación tienen forma de "cohete", en vez de discos. La mayoría de las ventajas e inconvenientes de la RID son aplicables tam-



bién a este método. La eiectroloresis mejora la difusión de las grandes partículas en el gel. aunque tiene también sus propios problemas. Se ha descrito el electroinmunoanálisis para la determinación de la mayoría de las apolipoproteinas A, B, C, D y E (Curry, 1976a, 1976b, 1977, 1978. 1980 1981). Inmunonefelometría. Este método se basa en la medición de la turbidez producida por el complejo apolipoproteína-anticuerpo (Lopes-Virella, 1980). Puede medirse tanto la cantidad final de turbidez formada después de que la reacción antigeno-anticuerpo llegue a completarse (ensayo a punto final) como la velocidad de formación del complejo antigeno-anticuerpo (velocidad de la prueba). Una ventaja importante de estos métodos es que son rápidamente automatizados y pueden proporcionar resultados en unos pocos minutos, comparado con las horas o dias de otros métodos. La nefelometría puede subdividirse en métodos basados en pruebas inmunoturrjidimétncas (ITA) y métodos basados en pruebas inmunonefelometncas (INA). En ambos se diluye apropiadamente una pequeña alícuota de muestra (20 pl). mezclada con anticuerpos contra la apolipoproteina de interés e incubada durante un periodo apropiado. La primera distinción entre ITA e INA es la instrumentación utilizada para medir la turbidez de la muestra. En ITA, un haz luminoso (840 nm) atraviesa la mezcla de reacción, y la disminución de luz transmitida se mide y convierte en unidades de concentración, utilizando patrones de concentración conocida. Los métodos basados en ITA se pueden realizar empleando un espectrofotómetro o un analizador automatizado de química clínica usado para pruebas de espectrofotomefría. Los métodos basados en INA requieren el uso de un nelelómetro; existen actualmente disponibles métodos automatizados de inmunonefelometría para la apoA-l y la apoB de diversos fabricantes como Beckmann Instruments (Palo Alto, CA) y Behring Diagnostics (Somerville, NJ). Una limitación potencial de los métodos basados en ITA e INA procede de la turbidez propia de las muestras lipémicas e incluso de muestras no lipémicas sometidas a repetidas congelaciones y descongelaciones. Los sistemas automatizados descritos pueden corregir, dentro de unos límites útiles, la turbidez causada para cada muestra o lipoproteina. Se ha descrito el uso de INA de velocidad para la determinación de las distribuciones de apoA-l y apoB en una muestra grande de población no institucionalizada de EE.UU. (Albers. 1989b). Las determinaciones se realizaron en el Third National Health and Nutrition Examination Survey (NHANESIII) y tienen trazabilidad con el WHO-IFCC International relerence matenals torapoAI y apoB.



Inmunoanálisis ligados a enzimas y de fluorescencia. Se han desarrollado análisis inmunosorbentes ligados a enzimas (ELISA) e inmunoanálisis de fluorescencia para las apolipoproteinas (Fruchart, 1992) son útiles para aplicación clínica. C o m o los RÍA. son análisis basados en una fijación competitiva, aunque no requieren reactivos radiomarcados. El análisis se realiza comúnmente recubriendo primero una serie de tubos de reacción o de placas de titulación con anticuerpos monoespecíficos o monoclonales contra la apolipoproteina de interés. Se añaden entonces los patrones o las muestras, y se incuban durante un cierto período durante el cual el "anticuerpo de captura" se une al antígeno. La cantidad de antigeno fijado está en función de su concentración. Se elimina entonces la mezcla reactiva, se lava la placa profusamente para quitar todo el antígeno no fijado y se añade un segundo "anticuerpo de detección". El anticuerpo de detección, que es también especifico para la apolipoproteina fijada, se conjuga primero con una enzima, como la peroxidasa o la fosfatasa alcalina, o una marca fluorescente. La cantidad de anticuerpo de detección lijado depende de la cantidad de antígeno fijado. Después de la segunda incubación se elimina el exceso de anticuerpos de detección, se lava profusamente la placa y se cuantifica la cantidad de anticuerpos de detección fijados, midiendo la actividad de la enzima conjugada o la fluorescencia de la marca conjugada. También aquí se construyen curvas de calibración, utilizando soluciones que contengan concentraciones conocidas del antigeno. En otra variación del método, se incuba la muestra o el patrón con el anticuerpo, en un tubo previamente recubierto con un antigeno. La cantidad de anticuerpo presente en la solución disponible para ser fijado por el antigeno del tubo prerrecubierto depende de la concentración de antígeno en la muestra. Cuanto más alta sea la concentración de antígeno en la muestra, más anticuerpo se fija y menos de éste queda para reaccionar con el antigeno con el que previamente se ha recubierto el tubo. El anticuerpo fijado al tubo se hace r e a c c i o n a r con un segundo anticuerpo, que reacciona a su
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vez con el primer anticuerpo. El segundo anticuerpo, que ha sido previamente marcado, se mide cuantificando la marca, como se describió antes. Los análisis son tan sensibles como el RÍA; son susceptibles de automatización, habitualmente utilizando anticuerpos bien caracterizados, y carecen de algunos de los problemas inherentes al uso de reactivos radiomarcados. Algunos investigadores han desarrollado métodos de ELISA para la apoB que usan anticuerpos monoclonales de captura contra la apoB (Albers. 1989b). Cada uno de estos métodos distingue entre apoB-48 y apoB-100 a través del uso de al menos dos anticuerpos, uno que detecta sólo apoB-100 y otro que detecta tanto apoB-48 como apoB-100. También se ha utilizado ampliamente el ELISA, para medir Lp(a) empleando anticuerpos monoclonales de captura que reconocen las múltiples poliformas de apo(a). y anticuerpos policlonales de detección. Problemas con los inmunoanálisis de las apolipoproteinas. Actualmente no existe un método estándar de referencia para el análisis de apolipoproteinas. Uno de los problemas, particularmente para apolipoproteinas como la apoB que están presentes en más de una fracción lipoproteica. es que su inmunorreactividad puede diferir en las diferentes fracciones lipoproteicas. Asi, la LDL purificada, que actualmente se utiliza como base para asignar valores a los patrones y a las mezclas utilizadas para el control de calidad, se aplica más satisfactoriamente para medir concentraciones de apoB en preparaciones similares aisladas de LDL. aunque puede no ser el patrón apropiado para la medición de apoB de la VLDL. Esto puede afectar a la medición de las concentraciones totales de apolipoproteinas plasmáticas. Se han utilizado diversos métodos para eludir este problema, tales como el tratamiento previo de las muestras con lipasa o detergentes, en un esfuerzo por hacer que todas las partículas contengan apoB de igual inmunorreactividad. Otro método, ha sido obtener mezclas de anticuerpos monoclonales, que son específicos contra los epítopos de apolipoproleína que se expresan en todas las clases de lipoproteínas. Este método se ha propuesto como candidato a método de referencia para la apoB (Albers, 1989b). y parece detectar la apoB de igual forma en las diversas clases de lipoproteínas.



Estandarización de las apolipoproteinas Algunos de los temas que complican el desarrollo de pautas para la medición eficaz de lipoproteínas también son aplicables a las apolipoproteinas. La localización de apoA-l y apoB en varias subfracciones lipoproteicas. habilidades diferentes para detectar las apolipoproteinas en fracciones distintas, la falta de métodos verdaderos de referencia para cualquier lipoproteina. dudas relacionadas con la asignación de valores a los materiales de calibración, y otros factores han dificultado la fiabilidad de la medición de las dos apolipoproteinas. o la comparación de los resultados obtenidos en diferentes estudios usando distintos o, para ese asunto, incluso similares métodos. Estos esfuerzos llevaron a un esfuerzo conjunto de ciertos grupos incluyendo CDC. WHO, IFCC. fabricantes de materiales de instrumentación y diagnóstico, investigadores académicos, y otros, para comprender y definir la naturaleza del problema y desarrollar materiales y procedimientos que condujeran a métodos estandarizados de apolipoproteinas. Cada uno de estos esfuerzos han sido estudiados (Bachorik, 2000a, Marcovina, 1990,1991; Stein, 1994). Aunque no se han resuelto lodos estos problemas, se han realizado avances importantes mediante el desarrollo del WHOIFCC First International Relerence Materials lor Apolipoproteins Al y B. Estos materiales están destinados a su uso como calibradores que permitan a los fabricantes una base común para la asignación de valores a los materiales de calibración y control de calidad, suministrados para su utilización con métodos diferentes. Los valores asignados a los materiales de referencia del WHO-IFCC están basados en el uso de preparaciones altamente purificadas de apoA-l y LDL de "corte estrecho", utilizados como patrones primarios. Se asignaron valores a estos "patrones primarios" usando una versión bien definida de estos métodos químicos (Henderson, 1990; Lowry. 1951). El trabajo continúa para desarrollar métodos de referencia y un programa de estandarización para la apoA-l y la apoB comparado con los programas de estandarización del CDC para el colesterol, triglicéridos y HDL-colesterol. No obstante, la disponibilidad de un acuerdo internacional sobre materiales de relerencia para las dos apolipoproteinas incrementará la fiabilidad de las
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mediciones con distintos métodos y la comparación de valores determinados en laboratorios diferentes. Análisis cualitativo de las apolipoproteinas. Diversos análisis cualitativos de apolipoproteinas suministran importante información para el investigador o el clínico. Una sencilla técnica de ¡nmunodilusión puede determinar la presencia o ausencia de una apolipoproleína determinada. Esto puede ser útil para evaluar ciertos trastornos de la lipoproteínas. en los cuales una apolipoproleína determinada puede no estar presente en la circulación (enfermedad de Tangier, abetalipoproteinemia, deficiencia de apoC-ll). Las técnicas de electroforesis en gel (poliacrilamida, agarosa u otros medios), que separan las apolipoproteinas por el peso molecular, la concentración isoeléctrica, que las separa por cargas, y especialmente la combinación de las dos en un sistema bidimensional han mejorado considerablemente nuestros conocimientos sobre las disbetalipoproteinemias y algunos de los estados de deficiencia de lipoproteínas (Utermann, 1975: Zannis. 1980, 1981). La aplicación de estas técnicas puede tener importancia clínica en ciertas circunstancias.



FACTORES QUE AFECTAN A LA VARIACIÓN DE LAS CONCENTRACIONES DE LÍPIDOS Y LIPOPROTEÍNAS EN PLASMA EN INDIVIDUOS Y EN POBLACIONES Las concentraciones de lípidos y lipoproteínas en plasma varían dentro de las poblaciones y entre unas poblaciones y otras, así como en diferentes condiciones en un mismo individuo. Los factores técnicos también pueden explicar la variación de los valores obtenidos en la medición. Esta variabilidad plantea problemas en la selección de valores discriminantes para el diagnóstico y tratamiento de la hiperlipidemia. La selección de un nivel de colesterol de 6,234 mmol'l (240 mg/dl) para identificar un colesterol en sangre alto por el Expert Panel on Detection. Evaluation, and Treatment of High Blood Cholesterol in Adults (National Cholesterol Education Program. 1993) se basó en parte en su definición del cuartil superior de la distribución del colesterol en los adultos en EE.UU. El uso de este valor discriminante en otras poblaciones, en las que la distribución de colesterol era distinta, conduciría a que quedase definida de esta manera una mayor o menor proporción de individuos. Al considerar las diferentes influencias sobre el nivel de colesterol de un individuo, el NCEP Laboratory Panel (National Cholesterol Education Program. 1990) y el Working Group on Lipoprotein Measurement (Allen, 1990) describieron tactores que contribuyen a los niveles de lípidos y lipoproteínas habituales del paciente. Éstos son la edad, el sexo y el peso corporal factores de conducta como la dieta, el consumo de alcohol y el ejercicio; factores genéticos como una dislipoproteinemia primaria, y trastornos crónicos como el hipotiroidismo, la hepatopatia obstructiva o la nefropatía. Las concentraciones de colesterol se elevan con la edad desde el inicio de la etapa de adulto en ambos sexos. Las mujeres tienen niveles más bajos que los varones, excepto en la infancia y después de los 50 años. La variación con la edad es la razón por la que el NCEP recomendó que el cribado para el colesterol se repitiese cada 5 años. En el colesterol se produce una ligera variación estacional, de modo que los niveles son más altos en invierno (Soutar, 1988). La ingestión de grasas saturadas y colesterol con la dieta tiene una influencia importante sobre los niveles de colesterol en plasma, tardando los efectos en ponerse de manifiesto de 1 a 2 semanas. Para comprobar el nivel habitual de colesterol en una persona es importante que se mantenga con su dieta habitual durante las dos últimas semanas y que no gane ni pierda peso. Varias medicaciones pueden alterar los niveles lipidíeos, algunas de las cuales son utilizadas por una proporción muy alta de la población, incluyendo anticonceptivos orales, estrógenos posmenopáusicos y diversos fármacos antihipertensivos. Los principales trastornos que pueden conducir a una dislipoproteinemia secundaria, como enfermedades tiroideas, hepáticas y renales, suelen ser fácilmente detectables El tratamiento subsiguiente de la hiperlipidemia está predominantemente en función del tratamiento del trastorno subyacente.
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SECCIÓN II



•



QUÍMICA CLÍNICA



El NCEP Laboratory Standardizaron Panel y el Working Group on üpoprolein Measurement también identificaron ¡actores que alteran el nivel habitual del colesterol del paciente Estos incluyen ayuno, postura, oclusión venosa, anticoagulantes, infarto de miocardio reciente, ictus. cateterización cardíaca, traumatismos, infección aguda y embarazo. Los niveles de colesterol total y HDL-colesterol pueden medirse en individuos que no estén en ayunas, lo que facilita muchísimo los exámenes colectivos y la monitorización, aunque los niveles de HDL-colesterol cuando no se esfá en ayuno pueden ser algunos miligramos por decilitro más bajos que los niveles en ayuno; esto no conduciría a una clasificación errónea de los pacientes con niveles bajos de HDL. Sólo cuando es preciso medir los triglicéridos y el LDL-colesterol es necesario que el paciente esté en ayunas, ya que una comida grasa reciente origina la aparición de quilomicrones neos en triglicéridos en el plasma y cambios en la composición de la LDL. Ambos factores conducen a una subestimación del LDL-colesterol y pueden dar como resultado una clasificación errónea de pacientes verdaderamente afectados.



donde las concentraciones se expresan en miligramos por decilitro. Las limitaciones en el uso de esta ecuación se han tratado con anterioridad. Los niveles de LDL-colesterol se clasifican como "de alto riesgo" cuando están por encima de 160 mg/dl, como "próximos al limite superior" cuando están entre 130 mg/dl y 159 mg/dl, y como "deseables cuando están por debajo de 100 mg/dl (Tabla 12-7). El enfoque de pacientes con historial de CHD se basa en criterios diferentes, ya que, para un nivel dado de colesterol, el riesgo de un nuevo episodio es mucho mayor que para los que no lo tienen. En estos pacientes debe realizarse un análisis de lipoproteínas al inicio de su evaluación. El nivel "óptimo" de LDL-colesterol debe ser inferior a 100 mg/dl: un nivel superior se considera como "subóptimo". Aunque el nivel de LDL-colesterol es importante en el estudio de pacientes con o sin CHD, la decisión de si se trata y de cómo hacerlo está basada no sólo en esto, también en si existe, antes de la CHD. la presencia de otros factores de riesgos (Tabla 12-8) y en la valoración clínica general.



Como se expuso con anterioridad, la postura influye apreciablemente sobre el nivel de lípidos y lipoproteínas plasmáticas. La sangre debe ser extraída sólo después de que el paciente haya estado sentado tranquilamente durante unos 5 minutos. Es de especial importancia evitar una prolongada oclusión venosa antes de la punción, ya que puede conducir a una hemoconcentración. y el colesterol aumenta de un 10% a 15%. Ya se han tratado los efectos de diversos anticoagulantes. Está demostrado que una hospitalización por un infarto de miocardio, un ictus o una cateterización cardíaca recientes están asociados a caídas en los niveles de colesterol y de LDL-colesterol. Se han observado también niveles aumentados de VLDL después de un infarto de miocardio. También se han encontrado depresiones en los niveles de colesterol después de traumatismos; una infección bacteriana y vírica conducen a una alteración transitoria de los niveles de colesterol y HDL-colesterol. Las mediciones de lipoproteínas deben hacerse por lo menos 8 semanas después de cualquier forma de traumatismo o de infección vírica o bacteriana aguda. El embarazo eleva de manera constante los niveles de colesterol, y las mediciones deben posponerse hasta 3 ó 4 meses después del parto.



Hipertrigliceridemia. El NIH Consensus Conference on hypednglyceridemia {National Institutes ol Health ¡NIH¡ Consensus Conlerence. 1984) recomendó que los valores de triglicéridos alrededor de 5,650 rnmol/l (500 mg/dl) se considerasen anormalmente altos y que los valores inferiores a 2,825 mmol/l (250 mg/dl) se considerasen generalmente como normales. La Consensus Conlerence sugirió que las personas con unos niveles de triglicéridos plasmáticos en ayunas entre 2,825 mmol/l y 5,650 mmol/l (250 mg di y 500 mg'dl) representaban un problema diferente, porque, en conjunto, estos niveles se asociaban con un nesgo aproximadamente del doble de enfermedad cardiovascular. En un paciente individual estos niveles de triglicéridos pueden ser normales o bien constituir un marcador de riesgo elevado. Si estos niveles limítrofes son confirmados por repetidas mediciones, justifican nuevas investigaciones en el paciente con historial familiar de enfermedad cardiovascular prematura u otros factores de nesgo de enfermedad cardiaca, como niveles altos de colesterol, hipertensión, hábito de fumar, obesidad o una causa secundaria de aumento de los triglicéridos Algunas de estas personas tendrán una dislipoproteinemia y otras serán finalmente consideradas normales.



Pautas del NCEP Adultos El Expert Panel ol the National Cholesterol Education Program ha desarrollado las pautas para la detección, evaluación y tratamiento de los niveles altos de colesterol en sangre en adultos, y han sido promulgadas a nivel general {National Cholesterol Education Program. 1993). Ellos identificaron el LDL-colesterol como la prioridad principal en el tratamiento de disminución del colesterol. A este fin, los niveles de colesterol en suero deben medirse en todos los adultos de 20 años o mayores al menos una vez cada cinco años; el HDLcolesterol debe medirse a la misma vez si se dispone de resultados exactos. Como se mencionó antes, estas mediciones pueden hacerse sin necesidad de estar en ayunas. Aunque con este propósito especifico pueden usarse los programas de exploración masiva, se prefiere la realización de una prueba de colesterol total en el entorno de un examen médico que también valore otros factores de riesgo de CHD. En sujetos sin CHD, los niveles de colesterol total por debajo de 200 mg/dl son clasificados como "colesterol en sangre deseable", de 200 mg'dl a 239 mg/dl como "colesterol en sangre próximo al límite superior", y de 240 mg'dl o superior como "colesterol en sangre alto" (Tabla 12-6). En sujetos con niveles de colesterol deseables, el nivel de HDL-colesterol determina el seguimiento adecuado: se debe proceder a un análisis de lipoproteínas cuando el HDL-colesterol es menor de 35 mg/dl. Los pacientes con niveles próximos al límite superior también deben realizarse un análisis de lipoproteínas si tienen el HDL-colesterol inferior a 35 mg/dl o al menos dos de otros factores de riesgo de CHD. Se requieren también análisis de lipoproteínas cuando los niveles de colesterol son altos; esto incluye determinaciones de niveles en ayuno de colesterol total, triglicéridos totales y HDL-colesterol. El LDL-colesterol se calcula entonces usando la ecuación de Fnedewald: LDL - colesterol = colesterol total HDL - colesterol - [triglicéridos) 5



(12-19)



El NCEPAdult Treament Panel //clasificó los niveles de triglicéridos entre 400 mg/dl y 1.000 mg/dl como altos, y los niveles por encima de 1.000 mg'dl como muy altos. Aunque existen muchos vínculos entre niveles de triglicéridos altos y CHD. nuestra comprensión de esta relación con el riesgo no está completa, ya que no se ha propugnado la reducción de estos niveles para prevenir la CHD, y es menos Importante que la disminución de los niveles de LDL-colesterol.



Niños El NCEP {NCEP Exped Panel on Children and Adolescents) ¡National Cholesterol Education Program. 1992) ha desarrollado también las pautas para el tratamiento de niños y adolescentes. Ellos recomendaron un programa de cribado selectivo, en el contexto de cuidados para la salud, de niños y adolescentes que tuvieran una historia familiar de enfermedad cardiovascular prematura o que al menos uno de los padres presentara colesterol en sangre alto. La clasificación de estos niños mediante sus niveles de colesterol lotal y LDL-colesterol se indica en la Tabla 12-9. En las personas jóvenes que están siendo analizadas porque tienen al menos uno de los padres con colesterol en sangre alto, la determinación inicial debe ser de colesterol total. Un nivel por encima de 200 mg'dl es alto y conducida a un análisis de lipoproteínas Un nivel de colesterol total entre 170 mg/dl y 199 mg'dl está próximo al límite superior y conduciría a una repetición de la medición, y si la media está próxima al límite o más alta, debería realizarse un análisis de lipoproteínas. En estas personas |óvenes que están siendo analizadas debido a una historia de enfermedad cardiovascular prematura en un padre o en un abuelo, la prueba inicial sería un análisis de lipoproteínas, puesto que una proporción alta de estos niños presenta alguna anomalía de las lipoproteínas. En ambos casos se realizó un solo análisis de lipoproteínas. que sería repetido para determinar los niveles medios de LDL-colesterol, el cual determinaría los pasos recomendados para la valoración del riesgo y para el tratamiento El LDL-colesterol es aceptable si está por debajo de 110 mg'dl. próximo al límite superior si está entre 110 mg'dl y 129 mg/dl. y alto si es igual o superior a 130 mg/dl.
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Tabla 12-6
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•



Clasificación i n i c i a l d e a d u l t o s b a s a d a e n e l c o l e s t e r o l total y en el H D L - c o l e s t e r o l



Colesterol lolal Colesterol en sangre deseable C o l e s t e r o l e n s a n g r e próximo a l l i m i t e s u p e r i o r Colesterol en sangre alto



Tabla 12-8



•






•



LÍPIDOS, LIPOPROTEÍNAS Y ENFERMEDAD Las lipoproteínas y sus lípidos. especialmente el colesterol. predicen el riesgo de enfermedad cardiovascular. Aunque las mediciones de lipoproteínas forman la base de las pautas del National Cholesterol Education Program pata la detección, evaluación y tratamiento de la hiperlipidemia. conocedores de la historia de la medicina de laboratorio advertirán el papel prominente que la clasificación de Fredrickson ha desempeñado en la caracterización de las enfermedades relacionadas con los lípidos (Hansen, 1998). La clasificación de Fredrickson empleaba una electroloresis en gel para la separación de partículas de lipidos combinada con una "prueba de frigorífico" (prueba del plasma), donde la presencia de quilomicrones seria detectada visualmente como una capa cremosa en la parte superior del plasma almacenado durante toda la noche. La clasificación de Fredrickson permitió a los médicos correlacionar los síndromes de enfermedad clínica, muchos de los cuales eran hereditarios, con los estudios de laboratorio (Fredrickson, 1967). La clasificación de Fredrickson no cuantilicaba las lipoproteínas ni trataba adecuadamente la HDL (Tabla 12-10). La técnica se ha desechado esencialmente, aunque ha permanecido la nomenclatura de unos pocos síndromes patognomónicos (tipo I. tipo III). Algunos detalles pertinentes de la clasificación de Fredrickson se detallan en la Tabla 12-11 Como han emergido nuevos campos de lípidos. metabolismo de las lipoproteínas y genética, se dispone de un sistema más completo y complejo para describir los trastornos clínicos de los lipidos. No existe un esquema ideal para clasificar estos trastornos, ya que éstos no son exclusivos de las vias endógenas o exógenas de la síntesis de lipoproteínas. y pueden surgir del estilo de vida o de causas secundarias como mutaciones en genes que codilican para la secuencia de las apoproteinas, regiones promotoras, secuencia de los receptores de apoproteinas o enzimas del metabolismo lipoproteico. Algunos genes están muy próximos y comparten elementos con una respuesta similar, permitiendo que una sola mutación altere múltiples aspectos del metabolismo de las lipoproteínas. Ya que el centro de este capítulo es la clasificación de laboratono de los trastornos lipidíeos, las alteraciones conocidas del metabolismo de las lipoproteínas son clasificadas de acuerdo a su



Tabla 12-7



Situación d e r i e s g o b a s a d a e n l a p r e s e n c i a d e o t r o s factores d e r i e s g o d e C H D distintos del LDL-colesterol



FACTORES DE RIESGO POSITIVOS



240 mg/dl



HDL-colesterol H D L - c o l e s t e r o l bfljO
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LJPIOOS Y OISUPOPROIEINEMIA



Edad Hombre Mujer



> 4 5 años >55 a n o s o m e n o p a u s i a p r e m a t u r a sin terapia s u s t i l u t i v a c o n estrógenos



Historia familiar de C H D p r e m a t u r a (infarto de m i o c a r d i o confirm a d o o m u e r t e súbita a n t e s d e l o s 5 5 años e n e l p a d r e o e n o t r o f a m i l i a r m a s c u l i n o d e p r i m e r g r a d o o a n t e s d e l o s 6 5 años en la m a d r e u otro familiar f e m e n i n o de primer g r a d o )



•



Fumar de forma habitual



•



Hipertensión ( > 1 4 0 / 9 0 m m H g o c o n medicación a n t i h i p e r t e n s i v a )



•



HDL-colesterol bajo (


•



Diabetes melhtus



F A C T O R DE RIESGO NEGATIVO



•



H D L - c o l e s t e r o l alto ( > 6 0 m g / d l )



presentación en el análisis de lipoproteínas, tal como se determina en el laboratorio clínico.



Colesterol alto con LDL-colesterol alto Este patrón se describe como colesterol total alto y LDL-colesterol alto, con o sin HDL-colesterol bajo. Este patrón de lipoproteínas se puede encontrar en las situaciones siguientes. Factores del estilo de vida. Particularmente en individuos jóvenes, el índice de masa corporal (BMI) se ha asociado con incrementos en la LDL (Denke. 1993). Dietas con un exceso de colesterol yo grasas saturadas pueden aumentar los niveles de LDL-colesterol en algunos sujetos al rango de hipercolesterolemia (Beynen, 1987) la terapia mediante dieta en estos pacientes puede conseguir reducciones similares a la terapia con estatina (Denke. 1994). La explicación genética de estas variaciones individuales de sensibilidad a la dieta es desconocida, aunque probablemente sea mullifactonal. Un factor genético sobre el que se especula es el lenotipo apoE. La presencia del alelo apoE-4 se asocia con niveles superiores de LDL-colesterol, y los pacientes con niveles más altos de LDL responden más a la modificación de la dieta Hipercolesterolemia secundaria. Se ha informado de elevaciones en el nivel de LDL-colesterol y trastornos en el metabolismo de la apoB, en el hipotiroidismo y en el síndrome nefrótico (Gaw. 1996). Los niveles de colesterol descienden al intervalo de normalidad con el tratamiento del trastorno primario. Fármacos como los diuréticos tipo tiazida y los esteroides se asocian con



Decisiones de tratamiento basadas en el LDL-colesterol



T E R A P I A MEDIANTE DIETA



Sin C H D y c o n m e n o s d o d o s factores d e r i e s g o S i n C H D y c o n d o s o más f a c t o r e s d o r i e s g o Con CHD



Nivel de miciac on



Meta de LDL



>160 mg/dl >130 mg/dl > 100 m g / d l






TRATAMIENTO C O N FÁRMACOS



N i v e l d e consideración Sin C H D y c o n m e n o s d o d o s factores d e n e s g o ' S i n C H D y c o n d o s o más f a c t o r e s d o r i e s g o Con CHD C H D • cardiopatia coronaria



>190 mg/dl >160 mg/dl > 130 m g / d l



Mela de LDL 
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S E C C I Ó N II



•



Clasificación de l o s n i v e l e s de c o l e s t e r o l t o t a l y L D L - c o l e s t e r o l e n niños y a d o l e s c e n t e s d e f a m i l i a s con hipercolesterolemia o enfermedad cardiovascular premtura



Categoría Aceptable Próximo al limite superior Alto



Colesterol total (mg/dl)



LDL-colesterol (mg/dl)









>200



>130



un incremento, en respuesta a la dosis, en los niveles de colesterol total y LDL-colesterol (Henkin, 1992). H i p e r c o l e s t e r o l e m i a poligénica. Alrededor del 8 5 % de las hipercolesterolemias de la población no se explican por un rasgo autosómico dominante. La hipercolesterolemia "poligénica" es un término general usado para describir individuos en los que la causa de la hipercolesterolemia es probablemente multifactorial y genética (Soutar, 1998). Al ser denominado poligénico, se han excluido causas secundarias de hipercolesterolemia y rasgos autosómicos dominantes. Algunos clínicos usan este término para describir a aquellos pacientes que desarrollan riesgo de colesterol relacionado con la edad y que no responden a la modificación de su estilo de vida. H i p e r c o l e s t e r o l e m i a f a m i l i a r . Es un trastorno autosómico dominante causado por alguna de las mutaciones del gen del receptor LDL, dando como resultado un receptor defectuoso que no puede fijar o retirar LDL de la circulación (Hobbs. 1992). La hipercolesterolemia familiar heterocigota (FH) se presenta en 1 de cada 500 individuos y se asocia con enfermedad aterosclerótica prematura. Los niveles no tratados de LDL-colesterol son típicamente superiores a 220 mg/dl. Los fármacos de la estatina son efectivos debido al trabajo de las estatinas para incrementar la actividad del receptor LDL; a pesar de dosis máximas de estatinas, no todos los sujetos normalizarán su LDL con la terapia. La hipercolesterolemia familiar homocigota se presenta en la infancia con niveles de LDL superiores a 400 mg/dl. Además de la acumulación vascular de depósitos de lípidos que conduce a una enfermedad arteriocoronaria prematura sintomática, pueden presentar síntomas de estenosis aórtica debido a depósitos grandes de colesterol en las válvulas y áreas supravalvulares. Los pacientes homocigotos tienen dos genes anormales del receptor LDL. haciendo que los fármacos de la estatina sean ineficaces, a no ser que se combinen con aféresis (Ose, 1999). A p o B d e f e c t u o s a familiar. Es un trastorno autosómico dominante del gen de la apoB, que interfiere con el reconocimiento de la apoB por el receptor LDL (Hansen, 1998). La frecuencia estimada en la población es de 1 cada 750. Los pacientes con apoB defectuosa familiar tienen estigmas físicos simi-



Tabla 12-10 P a t r o n e s de las llpoproteínas en s a n g r e de p a c i e n t e s con hiperlipoproteinemia Tipo I



Patrón l i p o p r o t e i c o



TG e x l r e m a d a m e n l e e l e v a d o s d e b i d o a la p r e s e n c i a de quilomicrones lia L D L elevada llb LDL y VLDL elevadas Colesterol. TG e l e v a d o s ; p r e s e n c i a de 13-VLDL. proporción V L D L - c o l e s t e r o l / T G plasmáticos > 0,3 IV VLDL elevada V V L D L elevada y p r e s e n c i a de quilomicrones ' Patrones observados en plasma obtenido Iras un periodo de ayuno de 12 horas. », >



QUÍMICA CLINICA



lares a la FH: xantoma del tendón, xantelasma y enfermedad coronaria prematura. Los niveles no tratados de LDL-colesterol pueden coincidir con la FH, aunque tienden a ser ligeramente más bajos. Los fármacos de la estatina son efectivos. S i t o s t e r o l e m i a . Es un trastorno autosómico recesivo muy poco frecuente donde los fitosleroles. que se absorben normalmente de modo muy pobre, son absorbidos y se acumulan en plasma y tejidos periféricos. Los niños presentan xantomas tendinosos y niveles normales o altos de LDL. También presentan enfermedad coronaria prematura. Las determinaciones de fitosleroles plasmáticos son necesarias para confirmar el diagnóstico: el tratamiento consiste en la restricción de la ingestión de fitosteroles en la dieta (Patel. 1998). X a n t o m a t o s i s c e r e b r o t e n d i n o s a . Es un trastorno muy raro que se debe a un defecto en el gen de la 27-hidroxilasa. Los adultos jóvenes presentan ataxia cerebelar, demencia, paresia de médula espinal, retraso mental, diarrea, xantoma tendinoso y cataratas. Se encuenlran niveles altos de colesterol y colestanol en plasma. Es común la enfermedad coronaria prematura. El metabolismo de la vitamina D puede estar alterado, conduciendo a una osteoporosis clínica. El tratamiento con ácido quenodeoxicólico ha demostrado que mejora la diarrea y previene el deterioro neurológico (van Heijst, 1998). Se puede añadir de modo seguro terapia con estatina a este régimen para disminuir aún más los niveles de colesterol.



Triglicéridos altos y colesterol normal Los triglicéridos altos están asociados con colesterol total normal y LDLcolesterol normal con o sin HDL-colesterol bajo. F a c t o r e s de e s t i l o de v i d a . Se observa una relación lineal entre BMI y triglicéridos en ayuno (Denke, 1993). Dietas muy bajas en grasa elevan los niveles de triglicéridos y disminuyen los niveles de HDL-colesterol. La inactividad física se asocia con triglicéridos altos en ayuno y posprandial, en parte debido a reducciones en la actividad de la lipoproteinlipasa (Hardman, 1998). H i p e r t r i g l i c e r i d e m i a s e c u n d a r i a . Algunos fármacos como los diuréticos tipo tiazida, ciclosporina y (3-bloqueantes sin actividad simpaticomimética intrínseca, pueden aumentar los niveles de triglicéridos (Henkin, 1992). La diabetes resistente a la insulina se asocia con hipertrigliceridemia, que parece deberse en algunas ocasiones a un exceso de apoC-lll. La enfermedad renal crónica y el síndrome nefrótico pueden elevar los niveles de triglicéridos (Grundy, 1990). La dislipidemia diabética puede presentarse también con hipertrigliceridemia aislada. H i p e r t r i g l i c e r i d e m i a familiar. Es un trastorno autosómico dominante relativamente común que se presenta normalmente en la etapa de adulto con niveles de triglicéridos en ayuno entre 200 mg/dl y 500 mg/dl. La fisiopatología sigue sin estar clara, aunque se incrementa la producción de triglicéridos de la VLDL en el entorno de una producción normal de apoB, formando partículas de VLDL "lanudas". Algunos familiares tienen enfermedad coronaria prematura, pero no está claro si la enfermedad prematura se debe a la hipertrigliceridemia o, a menudo, a factores presentes que la agravan, como la obesidad y la resistencia a la insulina (Brunzell. 1983). E x c e s o de A p o C - l l l . El exceso de apoC-lll interfiere con la actividad de la lipoproteinlipasa: también se une al extremo carboxiterminal de la apoproleína B, evitando que la lipoproteína se una al receptor LDL. Los niveles de apoC-lll pueden estar incrementados en diabéticos; los diabéticos con hipertrigliceridemia pueden tener defectos en el gen de la apoC-lll (Fredenrich, 1998). aunque no está clara la significación fisiológica exacta de estas mutaciones. D e f i c i e n c i a de l i p o p r o t e i n l i p a s a . Es un trastorno autosómico recesivo poco frecuente. Los niños con deficiencia de LPL presentan dolor abdominal y pancreatitis a edad temprana. La lipoproteinlipasa defectuosa, o ausente, crea incapacidad para eliminar las partículas de quilomicrón y da lugar al sin-
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Detalles pertinentes de la clasificación de Fredrickson



Prueba del frigorífico



Electroforesis en gel



Presentación clínica Xantoma eruptivo, pancreatitis a g u d a recurrente en la infancia t e m p r a n a , los lípidos m e j o r a n c o n dieta baja e n grasas Xantelasma, x a n t o m a del tendón, e n f e r m e d a d coronaria prematura, herencia familiar autosómica d o m i n a n t e , c o n o c i d a comúnmente c o m o hipercolesterolemia familiar



I



Posilivo. p l a s m a claro



Normal



Ha



Negativo, p l a s m a claro



B a n d a íi i n c r e m e n t a d a



llb



N e g a t i v o p l a s m a turbio



B a n d a 8 y pre-R i n c r e m e n t a d a s



P u e d e presentarse xantelasma aislado, e n f e r m e d a d c o r o n a r i a p r e m a t u r a , patrón autosómico d o m i n a n t e , los m i e m b r o s familiares a f e c t a d o s d e b e n tener patrones v a r i a d o s (hipertrigliceridemia aislada, hipercolesterolemia o hiperlipidemia c o m b i n a d a ) p a r a reunir los criterios diagnósticos de hiperlipidemia c o m b i n a d a familiar



II



O c a s i o n a l , p l a s m a turbio



B a n d a pre-G i n c r e m e n t a d a



Xantoma eruptivo y xantoma palmar, e n f e r m e d a d coronaria (llamada b a n d a "fi a n c h a " ) p r e m a t u r a , patrón autosómico recesivo, una c a u s a secundaria d e dislipidemia. c o m o e l hipotiroidismo. p u e d e desenmascarar el tipo III y el tratamiento d e l trastorno s e c u n d a r i o p u e d e retornar los lípidos a la normalidad



IV



Negativo, p l a s m a turbio



B a n d a a-2 i n c r e m e n t a d a



P u e d e o no estar a s o c i a d o c o n e n f e r m e d a d coronaria prematura



V



Positivo, plasma turbio



B a n d a a-2 i n c r e m e n t a d a



X a n t o m a eruptivo, p u e d e estar a s o c i a d o c o n pancreatitis, o c o n e n f e r m e d a d coronaria prematura



-



drome quilomicronémico "tipo I" clásico. Los pacientes con deficiencia de LPL no desarrollan enfermedad coronaria prematura, dando a entender que los quilomicrones por sí mismos no son aterogénicos. El tratamiento con una dieta baja en grasas para reducir la entrada de quilomicrones es efectiva, debería suplementarse con vitaminas liposolubles. y se puede considerar la farmacoterapia para disminuir la producción endógena de VLDL (Brunzell, 1995). Los heterocigotos tienen la mitad de la actividad normal de la LPL y están presentes en la población general con una frecuencia de 1 cada 500. Se ha especulado que los sujetos heterocigotos con el gen de la LPL defectuoso constituyen un subconjunto de familias con hiperlipidemia familiar combinada (Babirak, 1989). Deficiencia de A p o C - l l . Es olro trastorno autosómico recesivo raro. La deficiencia de apoC-ll se presenta en niños y adultos jóvenes como ataques recurrentes de dolor abdominal y pancreatitis. La apoC-ll es un cofactor de activación de la lipoproteinlipasa, y su ausencia produce una deficiencia funcional de la LPL. Se han descrito varios defectos en el gen de la apoC-ll (Fojo, 1992). Los pacientes pueden tratarse con transfusiones de plasma durante la hipertrigliceridemia severa, suministrando apoC-ll, que activará la LPL endógena.



Colesterol alto y triglicéridos altos con o sin HDL-colesterol bajo Factores de e s t i l o de v i d a . La obesidad se puede asociar con este patrón lipoproteico, probablemente debido al agravamiento del síndrome de resistencia a la insulina. El tratamiento mediante pequeñas y paulatinas pérdidas de peso, incluso del 5%, puede mejorar drásticamente el patrón lipoproteico; un incremento en la actividad física también puede mejorar los triglicéridos. D i s l i p i d e m i a s e c u n d a r i a . Este patrón lipoproteico se puede presentar por el tratamiento con fármacos, sobre todo con esteroides a dosis altas o ciclosporina (Henkin. 1992). El hipotiroidismo grave, la diabetes resistente a la insulina y el síndrome nefrótico pueden presentarse también de esta lorma



H i p e r l i p i d e m i a c o m b i n a d a familiar. La hiperlipidemia combinada familiar es un trastorno autosómico dominante donde los sujetos afectados pueden tener sólo hipercolesterolemia, sólo hipertrigliceridemia, o un defecto mixto. La frecuencia estimada en la población es de 1 cada 100. Una familia afectada debe tener más de un trastorno del patrón de lípidos para reunir los criterios diagnósticos de una hiperlipidemia combinada familiar. Se desconoce la base genética (deGraaf, 1998), aunque parece ser multilactorial. Un defecto en el gen de la LPL puede explicar un subgrupo de familiares con hiperlipidemia combinada familiar. Algunos familiares tienen una sobreproducción de lipoproteínas que contienen apoB, mientras que otros tienen un defecto en su captación (Erkelens, 1998). No se ha descubierto el gen o genes específicos que expliquen el defecto. R e c e p t o r a c t i v a d o p o r el p r o l i f e r a d o r de peroxísomas. Múltiples genes de las lipoproteínas. incluidos apoA-l. apoA-ll. apoC-llt y LPL. contienen un elemento de respuesta especifico: el receptor activado por el proliferador de peroxisomas (PPAR) subtipo y. Las condiciones que cambian la actividad del PPAR tienen un efecto en cascada sobre el metabolismo de las lipoproteínas (Staels. 1998). originando cambios en los triglicéridos, VLDL, LDL y HDL. Es probable que ciertos fármacos mejoren el patrón lipoproteico por dimerización con el PPAR. La actividad del PPAR puede incrementarse en la diabetes tipo 2; se especula que la actividad del PPAR pueda explicar el patrón caracteríslico de lipodistrofia periférica e hiperlipidemia observados con el uso de inhibidores de la proteasa en sujetos infectados con el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) (Carr, 1988). D i s b e t a l i p o p r o t e i n e m i a o t i p o III. La apoE presenta tres isoformas electroforéticas comunes, cada forma es alribuible a varias mutaciones genéticas diferentes. El patrón electroforético de apoE más común es la E-3. seguido por la E-4 y la E-2. Los sujetos homoclgotos para el fenotipo E-2 son relativamente comunes en la población, con una frecuencia de 1 cada 100. Sin embargo, la expresión del fenotipo tipo III se da en sólo 1 de cada 10.000 y requiere un segundo factor que aún no se ha identificado (Mahley. 1995). Los pacientes tipo III. cuando se expresa clínicamente, presentan de forma típica aumentos aproximadamente iguales de colesterol y triglicéridos. El contenido de colesterol de la VLDL aumenta y la determinación de la proporción VLDL-
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colesterol/trighcéridos es útil para su delección precoz: normalmente, la proporción es de 0,2. y los pacientes tipo III típicos tienen un proporción mayor de 0,3. La variación día a día de los niveles lipidíeos es más pronunciada de lo normal. Los estigmas clínicos incluyen xantoma palmar y xantoma tuberoso-eruptivo en codos, rodillas y nalgas. La prevalencia de la aterosclerosis prematura es muy elevada y, a diferencia de la hipercolesterolemia familiar, afecta más a menudo a las arterias abdominal y femoral. La aterosclerorsis revierte rápidamente con el tratamiento del trastorno lipidico (Kuo, 1988). Los pacientes responden a dietas bajas en grasa, pérdida de peso, y a la mayoría de lármacos que disminuyen los lipidos. Deficiencia de l i p a s a hepática. Es un raro trastorno familiar asociado con hiperlipidemia combinada, con niveles de colesterol entre 250 mg/dl y 1.500 mg/dl y triglicéridos entre 400 mg'dl y 8.000 mg/dl. Los niveles de HDLcolesterol están normales o elevados. Los estigmas físicos incluyen xantoma palmar y tuboeruptivo: se cree que aumenta el nesgo de aterosclerosis. A diferencia del tipo III. aunque se incrementa la I3-VLDL, la proporción colesterol/lriglicéridos no está elevada. Se incrementa entre dos y cinco veces el contenido en triglicéridos de todas las lipoproteinas. Se han descrito familias con mutaciones heterocigotas compuestas (Connelly, 1998).



Colesterol total bajo aislado con HDL bajo o normal A b e t a l i p o p r o t e i n e m i a . Es un trastorno autosómico recesivo poco frecuente donde la apoB se degrada muy pronto tras la transcripción, dando lugar a niveles circulantes de apoB indetectables. La degradación prematura de la apofi no se debe a defectos en el gen apoB o sus productos, sino a defectos en la proteína de transporte a los microsomas hepáticos, que es esencial para la secreción de apoB (Rader. 1993). Ni la apoB-48 ni la apoB100 están presentes en el plasma. Los pacientes presentan durante la infancia o adolescencia temprana: malabsorción de grasas, hipolipidemia, retinitis pigmentosa, ataxia cerebelar y acantocitosis. Los niveles de colesterol total son lípicamente menores de 50 mg/dl. Los pacientes desarrollan deficiencias en vitaminas liposolubles debido a una malabsorción de vitaminas A. K y E (la vitamina D no requiere quilomicrones para su absorción y. por lanto, es característica su no deficiencia). Puesto que tanto la vitamina A como la vitamina K tienen sistemas de transporte independientes de las lipoproteinas. la deficiencia clínica no es tan severa como la que se observa con la vitamina E, la cual no sólo depende de los quilomicrones para su absorción, sino que también depende del transporte en las lipoproteinas VLDL y LDL para su reparto a los tejidos. La reposición de los depósitos de vitamina E mejora los síntomas retínales y de neuropatía periférica. H i p o b e t a l i p o p r o t e i n e m i a . Es un trastorno autosómico dominante; en algunas familias se explica por una mutación sin sentido o sustitutiva en el gen apoB. que conduce a unos niveles muy bajos de LDL-colesterol (Wu, 1999). La forma familiar está asociada con una disminución en el riesgo de enfermedad cardiovascular. Los sujetos homocigotos tienen niveles de colesterol total menores de 50 mg/dl; los sujetos heterocigotos tienen la mitad de niveles de LDL-colesterol que los controles de su misma edad y sexo. Se pueden prevenir las complicaciones debidas a una deficiencia en vitamina E, con un tratamiento a dosis altas de vitamina E (100 mg/kg/dia a 300 mg/kg/día). E n f e r m e d a d p o r retención de q u i l o m i c r o n e s . Se presenta en la infancia con malabsorción de grasas y lipidos circulantes bajos; este síndrome es distinto de la abetalipoproteinemia. ya que sólo parece estar afectada la apoB-48 Falta por determinarse el defecto genético (Levy. 1996).
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ricas en hidratos de carbono y bajas en grasas se han asociado con niveles más bajos de HDL-colesterol (Knuiman, 1987), aunque no está claro sí la disminución de los niveles de HDL-colesterol inducida por la dieta confiere un aumento del riesgo cardiovascular. C a u s a s s e c u n d a r i a s . Algunos fármacos se conocen por sus profundos efectos de disminución del HDL-colesterol: isotretinoína (Lestringant, 1997). probucol (Buckley. 1989) y esteroides anabolizanles (Webb. 1984). Los R-bloqueantes y ciertos progestágenos pueden disminuir también los niveles de HDL-colesterol (Henkin, 1992). H i p o a l f a l i p o p r o t e i n e m i a familiar. Es un trastorno autosómico dominante frecuente que se produce en 1 de cada 400, caracterizado porque los hombres tienen niveles de HDL-colesterol inferiores a 30 mg'dl y las mujeres, menores de 40 mg/dl. La mitad de estas familias parece tener defectos en la lipasa hepática o en el gen apoA-l/C-lll-A-IV (Breslow. 1995). En algunos familiares, el nivel bajo de HDL se debe a una producción reducida de la lipoproteina. La enfermedad coronaria prematura está presente de modo característico. D e f i c i e n c i a de A p o A - l y d e f i c i e n c i a de A p o C - l l l . Es una alección aulosómica recesiva poco Irecuente asociada con una reducción en la formación de HDL se observan mutaciones puntuales en el gen apoA-l o delecciones/reordenamientos génicos en el locus génico apoA-l/C-lll/A-IV (Assman. 1995). Los niveles de HDL-colesterol son menores de 5 mg/dl. Ambas deficiencias están asociadas con opacidad corneal y enfermedad coronaria prematura. V a r i a n t e s de A p o A - l . Alteración recesiva rara. Se ha demostrado que sustituciones de aminoácidos específicas del gen apoA-l incrementan el catabolismo de la HDL y la apoA-l (Breslow, 1995). Los pacientes presentan niveles bajos de HDL-colesterol, del orden de 10 mg'dl, y tienen, de modo característico, opacidad corneal, xantoma y enfermedad coronaria prematura. Los sujetos heterocigotos pueden tener también niveles bajos de HDL. Una mutación específica, la apoA-l-M¡lano. se hereda como un rasgo autosómico dominante. La apoA-l-Milano se asocia con niveles bajos de HDL-colesterol: no está asociada con enfermedad coronaria prematura (Calabresi. 1997). E n f e r m e d a d de Tangier. Es un trastorno autosómico recesivo raro en el estado homocigoto que se presenta con HDL plasmática baja o indetectable, hepatoesplenomegalia, neuropatía periférica, amígdalas de color naranja y enfermedad coronaria prematura (Rust, 1999). Informes recientes sugieren que una mutación en el gen que codifica una proleína transportadora de membrana, la ABC1, explica la alta velocidad de degradación de la HDL (Bodzioch. 1999; Rust. 1999). D e f i c i e n c i a de l e c i t i n c o l e s t e r o l - a c i l t r a n s f e r a s a . La deficiencia familiar de LCAT. o el fenotipo medio conocido como enlermedad del ojo de pez. es un trastorno autosómico recesivo muy poco frecuente debido a una mutación en el gen LCAT. La deficiencia familiar de LCAT está asociada con glomerulosclerosis, anemia normocrómlca, opacidades corneales y enfermedad coronaria prematura. Los niveles de HDL-colesterol son característicamente menores de 10 mg/dl. Aunque la enlermedad del ojo de pez es una forma media de la deficiencia de LCAT informada inicialmente como que sólo presentaba opacidades corneales y niveles bajos de HDL sin enfermedad coronaria prematura, se han encontrado algunos casos con enfermedad coronaria prematura (Kuivenhoven, 1997). Mientras que la deficiencia familiar de LCAT se debe a mutaciones en elementos catalíticos o estructurales conservados de la enzima, la enfermedad del ojo de pez se debe a mutaciones localizadas en la superficie externa que afectan mínimamente a la estructura global de la enzima LCAT (Peelman. 1999).



HDL bajo aislado C a u s a d o p o r el estilo de vida. Los niveles de HDL-colesterol son directamente proporcionales a la actividad física; a mayor actividad física, mayores niveles de HDL (King, 1995). Los niveles de HDL-colesterol son inversamente proporcionales al peso corporal; a mayor sobrepeso, menores niveles de HDL (Denke, 1993), excepto entre las personas con obesidad mórbida, que tienen a menudo niveles normales de HDL-colesterol (Wclf, 1998). Dietas



HDL alto aislado E s t i l o de v i d a . El consumo de alcohol se ha asociado con niveles de HDL-colesterol de un modo dosis-dependiente (Gaziano. 1993). C a u s a s s e c u n d a r i a s . Varios fármacos aumentan los niveles de HDLcolesterol mediante la inducción de enzimas P-450 en los microsomas hepá-
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Lipoproteína Lp(a) elevada



( B o d z i o c h , 1999). L o s estrógenos a u m e n t a n l a H D L c u a n d o s e u s a n e n d o s i s farmacológicas ( W a l s h , 1 9 9 1 ) .



E l e x c e s o d e Lp(a) n o s e p u e d e d e t e c t a r s i n l a determinación d e las c o n c e n t r a c i o n e s d e L p ( a ) e n p l a s m a . L a influencia p r e d o m i n a n t e e n los niveles



Defectos en el g e n de la proteína t r a n s p o r t a d o r a de e s t e r e s d e l



d e L p ( a ) e s l a h e r e n c i a d e l g e n Lp(a). c a r a c t e r i z a d a p o r e l número d e repeti-



colesterol. La deficiencia de C E T R q u e se presenta c o m o un trastorno autosó-



c i o n e s kringle d e l g e n . q u e s e c o r r e l a c i o n a c o n los niveles c i r c u l a n t e s d e



m i c o recesivo, e s u n a c a u s a p o c o frecuente d e niveles altos d e H D L - c o l e s t e r o l



L p ( a ) . L o s n i v e l e s d e Lp(a) s o n u n f a c t o r d e n e s g o positivo d e e n f e r m e d a d



El HDL-colesterol es característicamente m a y o r de 100 m g / d l y se a s o c i a c o n un



c o r o n a r i a ; s e h a e s p e c u l a d o c o n l a p o s i b i l i d a d d e u n p r o c e s o alterado d e fibri-



riesgo incrementado de e n f e r m e d a d coronaria (Inazu. 1990). Los heterocigotos



nólísis d e b i d o a la c o m p e t e n c i a e n t r e la L p ( a ) y el plasminógeno p o r los r e c e p -



tienen unos niveles m o d e r a d a m e n t e i n c r e m e n t a d o s de HDL-colesterol.



t o r e s d e l plasminógeno.
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PATRONES DE ANORMALIDADES PROTEICAS BIBLIOGRAFÍA



El examen de las proteínas del plasma puede proporcionar información que refleje estados patológicos en numerosos sistemas orgánicos. La medición más Irecuenle realizada, la de las proteínas totales, suele hacerse en suero, sin fibrmógeno y sin ningún anticoagulante que pueda diluir ligeramente las proteínas del plasma. Aunque la determinación de proteínas totales proporciona al médico información acerca del estado general del paciente con relación a su nutrición o con alguna enfermedad orgánica grave (como en los estados con pérdida de proteínas), otros fraccionamientos proteicos dan mayor información clínicamente útil. La cuantificación adicional de la albúmina, por ejemplo, es más informativa con respecto al estado de nutrición, a la capacidad smtetizadora del hígado o a la nefropatía o enteropatía con pérdida de proteínas. También permite al médico interpretar los niveles altos o bajos de calcio y magnesio, ya que la albúmina lija alrededor de la mitad de cada uno de estos iones. El cálculo de la diferencia entre la proteína total y la albúmina representa el valor de todas las globulinas, una mezcla de las otras fracciones que individualmente pueden elevarse varias veces en los trastornos graves. La electroforesis de las proteínas separa las globulinas de la albúmina y resuelve las proteínas principales del suero en patrones que pueden ser altamente específicos para algunas enfermedades. Las técnicas de alta resolución pueden proporcionar una visión de lodos los componentes en concentraciones de hasta 1 g/l (0,1g/dl en las unidades tradicionales); sin embargo, a este nivel, la cuantificación mediante el examen de proteínas teñidas no es totalmente fiable y deben emplearse métodos alternativos. Tales técnicas, que implican la detección inmunológica de determinadas proteínas, tienen la doble ventaja de la especificidad y la sensibilidad sobre la electroforesis. Todavía pueden apreciarse bastantes cosas con la simple inspección visual de un eleclroloretograma de proteínas, ya que el ojo humano es altamente eficaz en detectar variaciones sutiles de determinadas proteínas, además de alteraciones en los patrones proteicos. La identificación de estos patrones es
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un método útil de exploración, que debe ir seguido de procedimientos confirmatorios más específicos para identificar y cuantificar bandas proteicas anormales. La electroforesis de las proteínas también puede ser un instrumento útil para monitorizar a los pacientes durante largos períodos de tiempo, cuando hay alteraciones marcadas en los niveles de determinadas proteínas, como en el mieloma, el síndrome nefrótico, la cirrosis o una quemadura corporal extensa. En este capítulo se revisa la estructura de las proteínas, las metodologías de la medición y separación, las proteínas plasmáticas principales (excepto los factores de coagulación, las inmunoglobulinas y el sistema del complemento, que se estudian en otros capítulos) y algunos de los patrones encontrados en determinados estados patológicos.



ESTRUCTURA DE LAS PROTEÍNAS El esqueleto de las moléculas proteicas es una cadena continua de átomos de carbono y nitrógeno unidos mediante enlaces peplidicos enlre aminoácidos adyacentes. En un extremo hay un grupo amino libre (el aminoterminal) y en el otro, un grupo carboxilo libre (el carboxiterminal). Mientras el esqueleto del péptido es cualitativamente invariable entre las diferentes proteínas (su longitud total es equivalente al número total de aminoácidos que se encuentran en una determinada proleína), las proteínas tienen una identidad estructural en virtud de los grupos laterales o restos de los aminoácidos constituyentes. El peso molecular medio de un aminoácido es de 120 daltons. Las pro-teinas séricas tienen un tamaño que varía aproximadamente de 66 a más de 700 kilodaltons (kda). Estas cadenas laterales de aminoácidos se agrupan, convencionalmente, de acuerdo con su naturaleza química: hidrógeno (glicina), alilálicas (alanina, valina, leucina e isoleucina), hidroximetilamma (serma y treonina). aromáticas (tirosina, fenilalanma y Iriptólano), imino (prolina e
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hidroxiprolina). acidas (aspartato y glutamato), básicas (arginina. hislidína y lisina). amidas (asparragina y glutamina) y con azufre (cisleína y metiomna). Estas cadenas laterales diferentes son cargadas, polares o hidrófobas, dando como resultado su tendencia a ser relativamente solubles o insolubles en agua. La secuencia lineal de los aminoácidos de una proteína se denomina estructura primaria: esta secuencia de aminoácidos determina la identidad de una proteina. cuál es su estructura molecular, qué funciones puede realizar, cómo puede unirse a otras moléculas y cómo puede participar en los procesos de reconocimiento entre moléculas y células. Estas interacciones biológicas están dirigidas mediante reacciones entre los grupos cargados de una molécula y los de otra y de modo similar, mediante interacciones hidrófobas entre las moléculas. Procesos analíticos como la cromatografía, electroforesis, unión con colorantes, absorbencia de luz y otros, también dependen de la secuencia primaria de aminoácidos. La estructura secundaria se refiere a las conformaciones tridimensionales regulares especificas en las que se pliegan las partes de la cadena polipeptidica. Existen tres estructuras (Branden. 1991). La primera es la hélice a, en la cual la cadena forma una hehce regular de tal forma que el grupo C = 0 en posición i del esqueleto del péplido se une mediante puentes de hidrógeno al grupo N-H en posición (; + 4) de la unidad peptídica. La segunda es la estructura en hojas plegadas (3. en estructuras extendidas completamente, en las cuales la cadena forma una estructura plana en la que las cadenas laterales de los aminoácidos adyacentes se sitúan en direcciones opuestas; en esta conformación, pueden asociarse dos o más cadenas extendidas de tal modo que se formen el número máximo de enlaces C = 0 — H—N entre ellas. La hoja plegada (3 puede tener sus cadenas 13 individuales en orientaciones paralelas o antiparalelas. Por último, un tercer grupo de estructuras es la conformación en giro, en la cual la dirección de la cadena polipeptídica se invierte sobre si misma, permitiendo asi que las largas estructuras primarias se doblen hacia atrás y sobre ellas mismas, adoptando configuraciones compactas. El núcleo de una molécula de proteína consiste normalmente en combinaciones de hélices o y cadenas 13 unidas por giros de distintas longitudes y formas. Este núcleo interior contiene por lo general aminoácidos hidrófobos, mientras que los giros y otras zonas superficiales de la molécula de proteina son más ricas en aminoácidos cargados y polares, que son hidrófilos. En la degradación, algunas proteínas (p ej.. proteina sérica asociada al amiloide. cadenas ligeras de inmunoglobulinas. prealbúmina) liberan fragmentos ricos en regiones B. Estos fragmentos juntos son capaces de llegar a formar m vivo. de modo espontáneo, depósitos de hojas (3 en las fibrillas que constituyen el amiloide Un trabajo reciente ha demostrado una asociación entre el genotipo de la apolipoproteina E (especialmente el alelo apoE-4) y la progresión de la enfermedad de Alzheimer de inicio tardío, en la cual se forman placas de amiloide dentro del cerebro. Estos hallazgos genéticos sugieren que la enfermedad de Alzheimer puede entenderse y tratarse como una enfermedad con una base bioquímica en la generación de hojas plegadas 13 (Roses. 1994). Las regiones moleculares con agrupaciones de cadenas laterales hidrófobas tienden a permanecer en el interior de una proteína que sea soluble en agua, mientras que las regiones con agrupaciones de cargas u otras fracciones hidrófilas tienden a aparecer en la superficie de la proteína. Inversamente, las proteínas que están unidas a la membrana suelen tener un segmento hidrófobo distinto que sobresale para anclar la molécula proteica en la fase lipídica de la membrana. La estructura tridimensional real o el patrón de plegamienlo de la proteína, determinado únicamente por su secuencia de aminoácidos, se denomina estructura terciaria. Proteínas individuales o subunidades monoméricas pueden formar complejos mas estables como dimeros, trímeros, tetrámeros, etc., lo cual se denomina estructura cuaternaria. El grupo sullhidrilo de un resto de cisteína puede formar un enlace disulfuro (covalente) con otra cisteína dentro de la misma proteina para mantener segmentos diferentes fuertemente unidos. Esta acción ayuda a estabilizar la estructura global de la disrupción por fuerzas mecánicas, térmicas o de otra clase. La mayoría de estos enlaces disulfuro intramoleculares se forman con toda probabilidad tras el plegamiento espontáneo de la secuencia lineal de aminoácidos de la proteína dentro de las conformaciones termodinámicamente más estables. Los enlaces disulluro también pueden formarse entre restos de cisteína de moléculas diferentes, estabilizando así estructuras moleculares multiméricas (p. ej.. la haptoglobina, el antígeno de Von Willebrand).



QUÍMICA CLÍNICA



Los aminoácidos ácidos y básicos determinan la carga neta de una proteina y por tanto su movilidad electroforética. La carga de los grupos carboxilo y amino depende del pH (es decir, si un ion hidrógeno está unido o disociado del grupo). Combinando todos los grupos laterales y sus distintos grados de disociación, se denomina punto isoeléctrico (pl) de una proteína al pH en el cual ésta tiene una carga neta igual a cero. Las proteínas con un pl inlerior a 7 son acidas y tienden a tener grupos laterales carboxilo disociados, mientras que las que tienen un pl superior a 7 son básicas (p. ej.. las histonas. que. de forma alternada, se unen a la estructura helicoidal externa del ADN. que está cargada negativamente con grupos fosfato). Las proteínas son sintetizadas desde el extremo aminoterminal al extremo carboxiterminal mediante la traducción ribosomal de la información codificada en el ARN mensajero (ARNm). El producto inicial de la traducción de algunas proteínas es modificado antes de su secreción por enzimas proleoliticos que convierten una proteína preformada en una proteina madura mediante la eliminación de un péptido señal (generalmente hidrófobo) que de olra manera sostiene la nueva molécula de proteina al retículo endoplasmático. La liberación de una preproteina del retículo endoplasmático implica el paso a través de un poro de membrana con la participación de varios factores de translocación (Brodsky. 1998). El ensamblaje correcto de una proteína también puede depender criticamente de la función de los llamados chaperones moleculares, los cuales son otras proteínas que dirigen el plegamiento de proteínas nacientes conjuntamente con proteasas que eliminan segmentos selectivos para conseguir las conformaciones funcionales (Wickner, 1999). Muchas enfermedades genéticas se deben a mutaciones nocivas en el ADN que conducen a alteraciones en la secuencia de aminoácidos de una proteína, pudiendo bloquear este proceso de ensamblaje complejo o generar algunas moléculas de proteína ensambladas no funcionales (Kuznetsov, 1998). Otras modificaciones de las estructuras proteicas se producen postraducción (es decir, después de haberse completado la unión de los aminoácidos) (Harding, 1985). La fosforilación consiste en una fijación enzimáticamente regulada de grupos fosfato a los grupos senna o treonina en el esqueleto peptidico. formando de esta manera fosfoproteinas con más carga negativa. La glucosilacion puede producirse espontáneamente en presencia de moléculas de azúcar o de un modo dirigido bajo control enzimático. en el cual oligosacáridos. que terminan frecuentemente en ácido siálico (los cuales tienen carga negativa), son fijados a la proteina (Van den Steen. 19981 Estas especies de moléculas se denominan glucoproteinas. Las uniones son generalmente a residuos de asparragina a través de N-acetiIglucosamina o a restos de serina y treonina mediante N-acetilgalaclosamina. La proteólisis da como resultado la ruptura o eliminación de cortos segmentos del esqueleto peptidico. que pueden abrir las zonas catalíticas de un cimógeno (p. ej., plasmmógeno a plasmina) o facilitar el reconocimiento por una molécula receptora (p. ej„ proinsulina a insulina). Muchos de eslos pasos postraducción son exclusivos de células eucariotas, no ocurriendo en células procariotas; este punto es muy importante para la industria biotecnológica. que utiliza genes clonados para producir proteínas humanas en bacterias, levaduras u otros tipos de células artificiales y que de este modo deben realizar pasos adicionales para sintetizar las moléculas exactas (Jenkins, 1996). Los cambios postraduccion en la estructura de las proteínas afectan su antigenicidad, sus actividades químicas o catalíticas especificas, su capacidad de fijación a los receptores y sus movilidades electroforéticas.



TÉCNICAS DE SEPARACIÓN PROTEICA Electroforesis El conocimiento actual de la composición de las proteínas del suero y del plasma deriva de las técnicas electroforéticas introducidas por Tiselius. Éste separó las proteínas disueltas en una solución de electrólitos mediante la aplicación de una corriente eléctrica a través de un lubo de cuarzo en forma de U que contenía la solución proteica. A pH 7,6, fueron identificadas 4 fracciones proteicas en el suero, denominadas albúmina,ot, (3 y -{. y se cuanlificaron ópticamente por modificaciones en el índice de refracción en los limites entre estas bandas. Debido a que la separación se realizó en una solución homo-
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génea sin medio de soporte sólido, las fuerzas convectivas evitaron la resolución en distintas zonas. En consecuencia, esta técnica se ha denominado eleclroloresis libre o de limite móvil. La introducción de un papel de filtro como medio de soporte anticonvección permitió la separación de las tracciones proteicas en bandas o zonas delimitadas; el proceso se conoce como electroforesis zonal. Sobre un medio de sopode sólido y a un pH de 8,6, la fracción « se divide en dos grupos de proteínas, u, y ctj. Se han empleado otros medios de soporte, como la membrana de acetato de celulosa, el gel de agarosa. el gel de almidón y el gel de pohacrilamida. El acetato de celulosa y la agarosa han predominado en el laboratorio clínico gracias a su facilidad de uso. su bajo coste y su disponibilidad comercial (Jeppsson. 1979). La aplicación de muestras se puede hacer en pocilios realizados dentro del gel, aunque este proceso deja un artefacto característico que puede interferir con la exploración. Un modo de evitar este problema consiste en empapar la muestra dentro del gel por medio de una plantilla superpuesta. Cada extremo del gel se sumerge entonces en cámaras de tampón separadas, en las cuales se montan los electrodos. Se aplica un voltaje entre los electrodos y se genera una corriente eléctrica que pasa a través del gel, normalmente durante un periodo de tiempo de unos 30 minutos, para conseguir la resolución deseada. La fuerza iónica del lampón determina la cantidad de corriente y el movimiento de las proteínas para un voltaje fijo. Si la fuerza iónica es baja, se conduce relativamente más corriente por las proteínas cargadas. Si la fuerza iónica es alta, se conduce menos corriente por las proteínas, que se desplazan a una distancia más corta. Si los electrodos no están alineados de modo



apropiado, la corriente puede condensarse en un lado del gel más que en el otro: las proteínas migrarán más en el lado de mayor comente. Si la electroforesis transcurre durante demasiado tiempo, las proteínas pueden migrar fuera del gel. Si se produce un cortocircuito y no pasa corriente, las proleinas no se moverán del punto de aplicación. Tras la electroforesis, el gel se trata con un fijador suave, como el ácido acético, que precipita las proteínas en las posiciones donde nan emigrado. Entonces ellas se tiñen, el gel se seca y se libera del exceso de colorante. Los patrones proteicos se pueden inspeccionar visualmente para la identificación cualitativa de proteínas anormales. Los densitómetros se utilizan para generar gráficos y cuantificar los porcentajes relativos de proteína en cada fracción. Estos porcentajes se multiplican por las proteínas totales de la muestra (medidas aparte) para calcular la concentración proteica de cada fracción. Cuando un medio de soporte electroforetico tiene una carga negativa, la fuerza electromotriz a la cual está sujeto tiende a desplazarlo hacia el ánodo (polo positivo). Sin embargo, el medio de soporte sólido está fijo y no puede desplazarse. De modo opuesto, los iones cargados positivamente del tampón circundante están libres para desplazarse bajo la fuerza electromotriz y pueden desplazarse con ellos moléculas de agua de la disolución, las cuales se agrupan alrededor de sus cargas. El resultado final es un flujo de lampón hacia el cátodo. Este flujo de tampón se denomina electro-osmosis o endosmosis y en cierto grado, también transporta con él las proteínas por un flujo mecánico, no por carga. La distancia real realizada por una proteina determinada que migra en un campo eléctrico viene determinada por las magnitudes



Figura 13-1. El patrón de la electroforesis de las proteínas plasmáticas en gel de agarosa esta formado por cinco fracciones, cada una de las cuales eslá compuesta de numerosas especies individuales ¡Fig. 13-2). Algunas de las principales proteínas se ilustran aquí en forma de dibujo esquemálico para mayor claridad (Adaptado de Laurell CB: Electrophoresis, specific protein assays, or both in measurement of plasma proteins? Clin Chem 1973:19:99, con autorización) (i,Ac i 
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CRP = Proteina C reactiva Ge = Globulina Ge (proteina transportadora de la vitamina D) FB = Factor B Fibr = Fibrinógeno Hpt = Haptoglobina Hpx = Hemopexma Inmunoglobulinas: IgA. IgD. IgE, IgG, IgM = Igual designación laTI = Inhibidor de la inter-rx-tripsina PI = Plasminógeno Pre A = PrealbUmina Tf = Transfernna
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combinadas de la fuerza electromotriz (una característica de la proteina misma y del pH) y la fuerza electro-osmótica (una función primordialmente del medio de soporte). Cuando la fuerza electro-osmótica es superior a la fuerza electroforética que actúa sobre proteínas débilmente aniónicas (p. ej., las y globulinas), esas proteínas se mueven desde el punto de aplicación hacia el cátodo, aunque su carga sea levemente negativa. Por medio de ciertas modificaciones de la composición salina del tampón. propiedades endosmóticas del medio y del modo de aplicación de la muestra, las placas de elecfroforesis con agarosa. disponibles comercialmente en la actualidad, consiguen calidades de alta resolución, permitiendo, de modo habitual, la separación de las principales especies de proteínas séricas (Fig. 13-1). A causa de la variabilidad de las fórmulas químicas de los geles, no debe esperarse que los sistemas electroforéticos de distintos fabricantes produzcan patrones idénticos de separación proteica. Además, la separación óptima de isoenzimas requiere generalmente una composición de gel y un tampón diferentes, comparado con las condiciones requeridas para la mejor resolución de las proteínas séricas versus lipoproteinas versus hemoglobinas. Una variación significativa de las condiciones para una electroforesis de proteínas es la que optimiza la separación de la región y para separar y detectar bandas oligoclonales de inmunoglobulinas en el liquido cefalorraquídeo (CSF). En este caso, la endósmosis se fija alta para maximizar el movimiento catódico de las inmunoglobulinas desde el punto de aplicación hasta una zona del gel conveniente para la inspección visual. La poliacnlamida constituye un medio de soporte inerte cuya porosidad se ajusta fácilmente modificando la composición de acrilamida antes de la polimerización. Aunque la electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) se aplica a la separación estándar de proteínas en estado nativo, también puede utilizarse para separar proteínas de acuerdo con su peso molecular cuando se encuentran desnaturalizadas en presencia de dodecil sulfato de sodio (SDS). Actualmente, la SDS-PAGE es la técnica de electroforesis proteica más utilizada para la investigación en biología molecular. Sin embargo, debido a su alto poder de resolución y separación de proteínas en multitud de subunidades. esta técnica no se utiliza de modo rutinario en el laboratorio clínico. Aún así, parece prometedora la aplicación clínica de la electroforesis bídimensional (2-DE), que utiliza una separación estándar en una dirección, seguida por una SDS-PAGE en dirección perpendicular. La 2-DE daría como resultado centenares de picos identificables, de los cuales se obtendría importante información diagnóstica mediante sofisticados análisis del patrón. El isoelectroenfoque aporta una mayor resolución de las proteínas con migración similar o de diversas formas de una misma proteina que difiere en carga por modificaciones leves (p. ej„ postraducción). Mediante esta técnica, las proteínas migran a través de un gel que contiene un gradiente de pH establecido con una mezcla de anfólitos. A medida que cada proteína alcanza la localización en el gel. en la que el pH es igual a su pl, la carga neta se convierte en cero; cesa la fuerza electromotriz que actúa sobre ella y queda en reposo. De este modo, el patrón final depende estrictamente del pl.



Precipitación Las precipitaciones químicas de las proteínas séricas se idearon para separar la albúmina y las globulinas en dos o más fracciones, que posteriormente pudieran medirse para valorar su contenido proteico. Con la adición de sulfato sódico, sulfilo sódico, sulfato amónico o metanol, las globulinas tienden a precipitar dejando la albúmina en solución. Al valorar las proteínas totales en el suero original y las proteínas que forman el precipitado o el sobrenadante, pueden obtenerse los valores de albúmina y globulina. La proporción de estos valores (proporción A/G) es un índice muy utilizado, ya que pone de manifiesto las alteraciones en la composición de las proteínas séricas que en el desarrollo de patologías implican, generalmente, disminución de la albúmina y elevación de una o más fracciones de globulinas. La albúmina puede bajar debido a cualquier disminución en su síntesis (malnutrición. malabsorción, fallo hepático, desviación a la síntesis de otras proteínas) o a una pérdida incrementada (proteinuria, acumulación de líquido ascítico. enteropatía). Las globulinas pueden elevarse debido a una síntesis incrementada de numerosas proteínas diferentes por reacciones agudas o crónicas en una enfermedad. La disminución de albúmina y elevación de globulinas tiende a ocurrir simultáneamente en la enfermedad, conduciendo de este modo a cambios exagerados en la proporción A'G como el movimiento del numerador y el denominador en direcciones opuestas. Los métodos de precipitación no son



Q U Í M I C A CLÍNICA tan exactos como la electroforesis zonal, dado que ciertas (/.-globulinas pueden no precipitar, originando, en consecuencia, una sobreestimación de la fracción de albúmina. Las técnicas preparatorias para el aislamiento de un determinado constituyente proteico menor se inician, en general, con una etapa de precipitación para eliminar los restos de otras proteínas séricas que no se desean estudiar El paso siguiente en el aislamiento proteico se basa principalmente en el uso de una columna que separa en función del tamaño molecular (filtración en gel) o de la carga (intercambio iónico).



Separaciones en columna Los medios de filtración en gel. tales como las partículas de Sephadex o agarosa. se evalúan de acuerdo con los tamaños de los poros, que a su vez determinan qué tamaños moleculares pueden pasar a través del interior de cada bola o partícula de la columna. Tras la aplicación de una muestra compuesta de proteínas de diversos tamaños en un solvente acuoso que contiene tampón y sal, se aplica más tampón para conducir la muestra a través de la columna. Las moléculas muy grandes tienden a fluir a través de los intersticios de la columna sin penetrar en las partículas y emergen primero del fondo de la columna en el "volumen vacio". Las moléculas ligeramente menores penetran en los poros más grandes antes de ser arrastradas a su través y así quedan ligeramente retardadas a su paso a través de la columna. Las moléculas proteicas pequeñas penetran en poros de menor tamaño y son retenidas durante más tiempo. Finalmente, las partículas del tamaño de la sal disuelta penetran en el interior de los poros de filtración del gel y aparecen después de que todas las demás proteínas hayan emergido, en una cantidad del tampón aplicado conocida como el "volumen de sal". Por consiguiente, en la filtración en gel el orden de la elución proteica está en función del peso molecular o del tamaño, apareciendo en primer lugar las de mayor tamaño y en último lugar las más pequeñas. Dado que todas las especies proteicas se mueven continuamente a través de una columna de filtración en gel al mismo tiempo, pero con diferentes velocidades, es necesario aplicar la muestra en un volumen pequeño y uniforme con el fin de optimizar la separación entre los picos. La filtración en gel requiere que el medio sea inerte y no interactúe, químicamente o por carga, con las proteínas. No es un método que se emplee para la separación de alta resolución. Por otra parte, la cromatografía de intercambio iónico tiene la ventaja de que la carga de las proteínas hace que se fijen a las partículas de un medio de soporte cargado como el DEAE o el QAE. En la cromatografía de intercambio aniónico. las proteínas suelen aplicarse a un pH básico del orden de 8,6, en el cual están cargadas negativamente (la albúmina y las globulinas n1. a-2 y (3 son aniones) o no presentan carga neta (y-globulmas). Las proteínas neutras pasan inmediatamente a través de una columna de intercambio aniónico. mientras que las aniónicas se lijan a la matriz de la columna cargada positivamente. Si se lava la columna con un tampón de una concentración salina superior, los aniones de la sal desplazan las proteínas aniónicas y se intercambian con ellas, fijándose al medio de soporte. Las proteínas entonces se eluyen a partir de la columna. Mediante la utilización de un gradiente uniformemente creciente de concentración salina en el tampón eluyente. las proteínas pueden separarse de acuerdo con su carga. Aquellas que presentan una menor carga se eluirán en primer lugar, mientras que las que tengan la mayor carga (como la albúmina) sólo se eluirán cuando sean desplazadas por niveles superiores de sal. Al contrario, si se disminuye el pH, mientras la concentración salina se mantiene baja, las proteínas aniónicas adquieren una carga neta neutra o ligeramente positiva y pasan a través de la columna. Puede utilizarse un gradiente de pH decreciente con el fin de separar las proteínas aniónicas. siendo el orden de elución: globulinas 13. 
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tampón eluyenie o medíante un incremento de p H . que invertirá la carga de las proteínas transformándola en negativa. Por medio del intercambio catiónico. la albúmina se eluirá en primer lugar, seguida de las globulinas oc-1, a-2, Byy. Otra modalidad de separación mediante columna es la cromatogratia hidrófoba, en la que se aplican las muestras a concentración salina elevada, siendo eluidas con niveles bajos de sal. El medio de soporte interactúa con las proteínas de acuerdo con su carácter hidrófobo; ésta es una técnica complementaria útil para emplear a continuación de la cromatografía de intercambio iónico, en la que la muestra se eluye con concentraciones altas de sal. La cromatografía de afinidad se basa en la fijación especifica entre una proteína de interés y otra proteína que se fija de forma covalente al medio de soporte sólido de una columna. Por ejemplo, el factor VIII de la coagulación que forma complejos con el factor de von Willebrand (vWF) puede separarse selectivamente de otras proteínas del plasma, pasando una muestra de plasma a través de una columna que contenga anticuerpos monoclonales contra el vWF fijados a la fase sólida de la matriz. El complejo factor VIII-vWF se fija selectivamente a la columna mientras que otras proteínas plasmáticas son arrastradas a través de ella. A continuación, el factor VIII se puede disociar del vWF, permitiendo asi que se eluya en una fracción pura adecuada para una terapia de transfusión. Tales interacciones anligeno-anticuerpo pueden romperse mediante una concentración salina alta, un cambio en el pH o un desnaturalizador químico como la urea, en diferentes aplicaciones. Otros geles de cromatografía por afinidad utilizan un fenómeno de fijación que imita las interacciones moleculares que se producen de forma natural. Asi, algunos colorantes acoplados a la agarosa son capaces de fijar la albúmina para separarla selectivamente del suero. Las inmunoglobulinas también pueden ser absorbidas de una muestra mediante la proteina e s t a f i l o c o c o A acoplada a la matriz del gel. Existen otras muchas pautas de separación que logran un elevado grado de purificación en un único paso mediante la técnica de la cromatografía de afinidad acoplada con colorantes, fármacos, cofactores nucleotídicos y azúcares. La prueba clínica más generalizada, que utiliza la cromatografía de afinidad, es la cuantíficación de hemoglobina glucosilada mediante una matriz de afinidad de dihidroxiboronato que une selectivamente especies moleculares de hemoglobina que poseen glucosa fijada covalentemente, mientras permite que las formas no glucosiladas pasen a través de la columna. A continuación, la hemoglobina glucosilada se eluye de forma separada y se cuantifica. La eiectroforesis capilar es un método de separación basado en el flujo a través de un tubo capilar que puede adaptarse para la separación de moléculas diferentes por su tamaño, hidrofobicidad o estereoespecificidad. Es aplicable tanto a moléculas grandes, como el ADN y proteínas, como a moléculas pequeñas, como las hormonas y fármacos terapéuticos. Físicamente, el método es similar a la cromatografía líquida de alta resolución (HPLC). en la cual el solvente es bombeado a través de una columna que retiene o deja pasar los solutos en base a interacciones químicas. La electroloresis capilar de proteínas séricas emplea una columna con propiedades similares a la agarosa. así la separación de proteínas es comparable a la realizada en la eiectroforesis. Este análisis se puede automatizar con un detector en el extremo del efluente que detecta y cuantifica las bandas de proteínas sin necesidad de teñirlas y valorarlas por separado. Aunque en la eiectroforesis capilar los costes del equipo son relativamente altos, los costes de reactivos y laborales son bajos; el procedimiento es rápido y muy cuantitativo, prometiendo mayores aplicaciones clínicas en el futuro (Chen. 1991).



DETECCIÓN Y CUANTÍFICACIÓN PROTEICA El principal método de referencia para determinar la concentración proteica es el análisis del contenido en nitrógeno. El nitrógeno está presente de modo uniforme en los enlaces peptídicos a lo largo de loda la proteína y más irregularmente en los grupos laterales de triptófano, arginina. lisina, hislidína, asparragina o glutamina. La técnica de Kjeldahl consiste en una digestión acida de los compuestos que contienen nitrógeno, dando lugar a la liberación de iones amonio. El amonio puede ser cuantificado posteriormente mediante su transformación en gas amoniaco y titulación como una base o mediante el
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reactivo de Nessler. donde los yoduros dobles (potásico y mercúrico) forman un complejo coloreado con amoníaco en medio alcalino. Aunque la determinación del contenido de nitrógeno puede ser muy precisa, su uso para el cálculo de la concentración de proteínas depende de la composición proteica exacta de la muestra, dado que las proteínas tienen un contenido en nitrógeno variable en función de su composición aminoacídica, Sin embargo, para una muestra de una proteina purificada el contenido en nitrógeno es bastante exacto para estimar la concentración de proteínas cuando el contenido de nitrógeno en una base molar ya es conocido; naturalmente debe haber sido medido previamente para ser utilizado en los cálculos de las muestras de prueba. El conocimiento de la secuencia exacta de aminoácidos y proteína permite un cálculo exacto de cuál debe ser su contenido en nitrógeno. No se utiliza de forma habitual en los laboratorios clínicos, ya que las muestras clínicas constan de mezclas imprevisibles de diferentes proteínas y la medición del contenido en nitrógeno no es un procedimiento sencillo. El Índice de retracción puede medir con exactitud la concentración de proteínas en suero, como un soluto disuelto en niveles superiores a 2,5 g/dl. La hemolisis, lipemia, ictericia y azoemia producen resultados elevados erróneos. El índice de refracción no se puede utilizar para la determinaciones de proteínas urinarias, como consecuencia de las cantidades excesivas de solutos en relación al contenido proteico. El peso especitico (y en consecuencia, por inferencia, el contenido proteico) se puede estimar mediante el pipeteo de gotas de suero o sangre en una serie graduada de soluciones de sulfato de cobre. Se forma una capa de cobre-proteina alrededor de la gota que evita su disolución durante un período corto de tiempo, durante el cual la gota cae al fondo, permanece estacionaria o se eleva a la parte superior. La concentración proteica se estima a partir del peso especifico de la solución de sulfato de cobre en la que la gola permanece estacionaria, Esta técnica es sencilla, utilizándose ampliamente como prueba de cribado para la concentración de hemoglobina en sangre total. Las proteínas en solución absorben luz ultravioleta a 280 nm (A> ,). debido principalmente al triptófano. pero también a la tirosina y a la fenilalanina (Layne, 1957). Para una conversión exacta de las lecturas de A . a concentración proteica, debe utilizarse la absortividad molar, ya que cada proteina contiene una cantidad diferente de estos tres aminoácidos. Sin embargo, la k de una mezcla de proteínas no es una medida exacta del contenido proteico, ya que las absortividades molares varían mucho entre las diferentes proteínas. Como los ácidos nucleicos (que absorben fuertemente a 260 nm y poco a 280 nm) pueden estar presentes en las preparaciones proteicas, la proteina total puede estimarse mejor mediante la fórmula: B;



?
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Concentración de proteina (mg/ml) = 1.55 x A^ - 0.76 x A



? f



Se pueden usar las mediciones directas de absorbencia para cuantificar las proteínas en el intervalo 0.05 mg/ml -1,5 mg/ml. Los métodos turbidimétricos se utilizan a menudo para un intervalo similar de concentración en el líquido cefalorraquídeo o en la orina. La proteina forma un precipitado mediante la adición de ácido tricloroacético, ácido sulfosalicílico u otro reactivo ácido. La turbidez resultante puede utilizarse para la cuantíficación proteica por el incremento de la densidad óptica en comparación con patrones tratados de modo similar. Sin embargo, estas técnicas no son especificas para las proteínas, ya que otras sustancias insolubles en ácido, tales como los ácidos nucleicos, también pueden precipitar. Una técnica colorimétrica altamente especifica para las proteínas y los péplidos es el método de biuret. medíante el cual las sales de cobre en solución alcalina forman un complejo púrpura con sustancias que contienen dos o más enlaces peptídicos. Las interferencias son mínimas, si bien el ion amonio puede acidificar la reacción, mientras que la hemoglobina y la bilirrubina absorben en la misma región que el complejo de biuret (540 nm a 560 nm). El método de biuret es muy utilizado en laboratorios clínicos, especialmente en analizadores automáticos, en los que se pueden determinar concentraciones proteicas de hasta 10 mg/dl o 15 mg/dl. Se puede obtener una mayor sensibilidad utilizando el reactivo de FolinCiocalteu (o reactivo de fenol, ácido fosfotungstomolibdico). que oxida compuestos fenólicos tales como la tirosina, el triptófano y la histidina. obteniéndose un color azul oscuro.
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Figura 13-2. Inmunoeleclroloresis cruzada ^dimensional sobre un gel que contiene antisuero humano completo de alta calidad, en la que puede apreciarse una compleja población de proteínas distribuidas desde la prealbumma a la y-globulina. Puede comprobarse que cada tracción eleclroforética conliene la totalidad o parte de numerosas especies individuales identilicadas cada una de ellas como una elevación diferente El pico denso situado a la izquierda es la albúmina y el pico más ancho de la derecha, la IgG. Sin realizar estudios específicos, no es posible identificar inequívocamente ninguna de las demás (Placa cedida por DAKOPATTES. A-F, DK-2000, Copenhague, Dinamarca.)



Lowry (1951) utilizó el método de biuret complementado con reactivo de fenol, que mejoraba en gran medida la formación del color, ya que este reactivo puede reaccionar con el complejo de biuret implicando a todos los enlaces peptídicos. La prueba de Lowry se ha utilizado ampliamente para determinaciones invariablemente exactas de la concentración de proteínas. Puede obtenerse una mayor sensibilidad para la detección de menos de 1 pg de proteínas utilizando el colorante azul brillante de Coomassie. que está libre de interferencias con un margen muy amplio de sustancias. También se obtiene una sensibilidad comparable con la ninhidrina, que desarrolla un color violeta al reaccionar con las aminas primarías. Este reactivo se usa ampliamente en la detección de péptidos y aminoácidos tras la cromatografía en papel, y en los análisis de aminoácidos a partir de las columnas de intercambio iónico. Es posible cuantificar la albúmina en presencia de otras proteínas debido a la unión específica de la albúmina con ciertos colorantes, como el azul de bromofenol, el naranja de metilo, el ácido hidroxibenceneazobenzoico (HABA), el purpura de bromocresol y el verde de bromocresol (BCG). La utilización de BCG está muy extendida en analizadores automáticos para la determinación



Tabla 13-1



de la albúmina sérica en paralelo con el reactivo de biuret para proteínas totales. Los colorantes que se unen a la albúmina presentan un máximo de absorbencia a longitudes de onda ligeramente diferentes, permitiendo asi la cuantificación directa de ésta mediante espectrofotometria. Los colorantes estándar utilizados para la tinción en la electroforesis son el azul brillante de Coomassie, ponceau S y negro amido. La tinción de plata es muy sensible para la detección de componentes menores en geles de alta resolución, alcanzando determinaciones del orden de nanogramos (Mernl. 1981). Ciertos colorantes especiales, como el rojo O al aceite y el negro Sudán, tiñen las lipoproteinas; el ácido peryódico de Schiff tiñe las glucoproteinas separadas en aplicaciones eleclrolorélicas especiales. Dado que la electroforesis seguida de métodos de coloración no aporta una identificación explícita de las proteínas séricas, las determinaciones inmunológicas se han instaurado para la cuantificación de proteínas individuales (Laurell. 1966) (Fig. 13-2). La nefelometría detecta la turbidez producida, normalmente en cuestión de minutos, por la precipitación de un anticuerpo reactivo contra su proteína diana en una muestra de suero. Actualmente, las pnn-



Características de las principales proteínas plasmáticas



Proteína Prealbúmina Albúmina



I n t e r v a l o d e concentración ( g / l )



Peso molecular



Acciones



0,15-0,36



62.000



Fija la tiroxina. t r a n s p o r t a la v i t a m i n a A



39-51



66.000



Presión oncótica. r e s e r v o r i o d e aminoácidos. t r a n s p o r t a moléculas pequeñas Inhibidor de proteasa



a-antitripsina



2.0-4,0



54.000



a,-macroglobulina Haploglobina



1,5-3.5 0.4-2,9



725.000 100 0 0 0



R-Lipoproteína



2.7-7,4



380.000



Transferrina



2,0-4,0 0,6-1,4



80.000



Inhibidor de proteasa Fija la h e m o g l o b i n a



( t i p o 1-1)



C3 Fibrinógeno Inmunoglobulina A Inmunoglobulina D Inmunoglobulina E



1,0-4,0 0,4-3,5 0,1-0,4



185.000 340 000 160.000 180 0 0 0 180 0 0 0



Transporta lipidos Transporta hierro C o m p o n e n t e del sistema del complemento Formación d e l coágulo Inmunidad de superficie



Inmunoglobulina G



7-15



150.000



S e fija a l o s m a s t o c i t o s . r e a c c i o n e s d o hipersensibilidad Inmunidad humoral



Inmunoglobulina M



0.25-2.0



850 000



Respuesta primaria de la inmunidad humoral



50-600 (ug/l)
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cipales proteínas séricas se miden medíante este método en analizadores automáticos de inmunoquimica. que han sustituido las determinaciones anteriores por inmunodifusión radial. Debido a la especificidad del reactivo de anticuerpos, la nefelometría tiene gran especificidad para cuantificar proteínas individuales, incluso en presencia de otras. Las proteínas presentes en concentraciones bajas también pueden cuantificarse mediante métodos inmunológicos, como radioinmunoanálisis (RÍA) o análisis inmunoabsorbentes ligados a enzimas (ELISA).



PROTEÍNAS PLASMÁTICAS ESPECÍFICAS Componentes principales Las principales proteínas séricas son los componentes que rápidamente se separan y se detectan en geles de electroforesis teñidos mediante técnicas convencionales del laboratorio clinico (Tabla 13-1). P r e a l b u m i n a . La prealbumina se define electroforéticamenle como la fracción que se desplaza hacia el ánodo de forma más rápida que la albúmina Tiene una estructura tetraménca. con un peso molecular total de 62.000 Da, que la hace una de las proteínas más pequeñas del suero. Cada monómero puede fijar una molécula de tiroxina. Como tal. también se conoce como prealbúmina fijadora de tiroxina (TBPA) o transtiretina (TTR). si bien sólo una pequeña fracción de la hormona se encuentra realmente lijada a la TBPA en individuos normales, dado que la globulina fijadora de tiroxina tiene una afinidad cien veces superior (Oppenheimer. 1968). No obstante, existe al menos una variante molecular de la prealbúmina de transmisión hereditaria que presenta una afinidad muy aumentada por la tiroxina, originando un contenido sérico elevado de la hormona, aunque esos individuos tienen concentraciones normales de tiroxina libre, siendo así eutiroideos (Moses. 1982). La prealbúmina tiene un papel significativo en el metabolismo de la vitamina A, formando complejos con la proteina fijadora del retinol (RBP), que a su vez forma complejos con la vitamina A, para transportarla por el organismo (Peterson, 1971). La RBP es una proteína pequeña de sólo 182 aminoácidos, y sería asi rápidamente eliminada de la circulación por filtración renal si no estuviese retenida en el plasma por una proteína más grande como la prealbúmina. que no se elimina mediante la filtración glomerular. La prealbúmina es rica en triptófano (denominada algunas veces como prealbúmina rica en triptófano); también presenta una conformación en hoja plegada (Ì. Una porción de la prealbúmina es la fuente del componente de fibrillas B del amiloide en la polineuropalía amiloidótica familiar tipo I (Glenner. 1980). Esta amiloidosis hereditaria se debe a una mutación en el gen de la prealbúmina que produce una proteina (como la variante TTR Met 30) susceptible de ser degradada proteoliticamente, creando fragmentos de estructuras (3 que son los bloques de formación de amiloide en las fibras nerviosas (Li, 1991; Saraiva. 1989). Esta variante patogénica de prealbúmina no se puede distinguir de la normal por electroforesis estándar de proteínas. Actualmente, el diagnóstico se basa en el análisis de A D N . La prealbúmina tiene una vida media relativamente corta en la circulación (dos días) comparado con otras proteínas séricas. Su velocidad de síntesis es muy sensible a una nutrición adecuada y a alteraciones de la función hepática, donde se produce. Por tanto, los niveles de prealbúmina en suero fluctúan más rápidamente en respuesta a alteraciones de la velocidad de síntesis que los de otras proteínas como la albúmina. Por esta razón la cuantificación de la prealbúmina en suero tiene su principal aplicación clínica como un marcador del estado nutricional (Goflerje. 1978). Debido a esta dinámica rápida de síntesis y eliminación, se considera a la prealbúmina un buen indicador precoz de cambio en el estado nutricional mejor que otros marcadores usados comúnmente como la albúmina y la transferrina, que son más abundantes pero cuyos niveles responden también a otros factores y de modo más lento. Debido a su naturaleza compacta, la prealbúmina pasa al liquido cefalorraquídeo más fácilmente que otras proteínas séricas. Por lo tanto, concentrando el líquido cefalorraquídeo antes de la electroforesis se consigue visualizar una banda distinta de prealbúmina en el mismo. El líquido cefalorraquídeo contiene normalmente un pico importante de albúmina más prealbúmina
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y una cantidad pequeña de transferrina. Normalmente, se requiere una electroforesis de líquido cefalorraquídeo para la detección de bandas oligoclonales de inmunoglobulinas: la presencia de una banda distinta de prealbúmina se usa sólo como referencia para confirmar que la muestra es con toda probabilidad líquido cefalorraquídeo. La prealbúmina real normalmente está por debajo del nivel de detección de la electroforesis sérica; en cambio, se cuantifica mejor por mediciones inmunológicas como la nefelometría. Frecuentemente aparece una banda proteica en la posición de la prealbúmina en pacientes que han tenido terapia con heparina. En la circulación, la heparina activa y libera la actividad de la lipoproteína-lipasa. la cual degrada los triglicéridos de las fracciones lipoproteicas, aumentado en consecuencia su migración electrolorética hacia el ánodo. La tinción proteica revela las apolipoproteínas en la posición de la prealbúmina. pero no la fracción lipoproteica R. Éste es un efecto m vivo que no se produce si se añade heparina a las muestras ya recogidas. Albúmina. La proteina más abundante en el plasma normal es la albúmina, que habitualmente constituye hasta dos tercios de las proteínas totales del plasma (Peters. 1975). Por esta razón, las disminuciones del nivel de albúmina debidas a una alteración de su síntesis (p. ej.. malnutrición. malabsorción, disfunción hepática) (Rothschild. 1972) o pérdidas (p. ej.. ascitis. nelropalia o enteropatia con pérdida de proteínas) dan por resultado un grave desequilibrio de la presión oncótica intravascular. Esta pérdida se manifiesta clínicamente por el desarrollo de edemas periféricos (Slater, 1975). Sin embargo, la ausencia congénita de albúmina (analbuminemia) no conduce a estos problemas, posiblemente a causa de mecanismos compensadores que duran toda la vida y controlan las presiones hidrostáticas (Waldman. 1964). La albúmina sirve además como depósito móvil de aminoácidos para su incorporación a otras proteínas. Una tercera función atribuida a la albúmina es la de transporte general o de proteina transportadora. Numerosas sustancias orgánicas e inorgánicas susceptibles de ser ligadas (p. ej., tiroxina, bilirrubina, penicilina, cortisol, estrógeno, ácidos grasos libres, warfarina [Coumadin], calcio, magnesio y hemo) forman complejos con diferentes regiones de la molécula de albúmina de forma covalente (p. ej.. 6-bilirrubina) (Lauff, 1982) o disociaba (Koch-Weser, 1976). Estas interacciones de unión con muchas sustancias diferentes, susceptibles de ser ligadas, son posibles debido a una amplia variedad de lugares de fijación en la molécula de albúmina, que consta de 585 aminoácidos dispuestos en nueve giros mantenidos juntos mediante enlaces disulfuro entre restos de cisteína (Meloun. 1975). La secuencia primana de albúmina contiene tres regiones principales con tres giros peptidicos cada una, lo que sugiere que proceden de la duplicación génica de algún gen ancestral en un proceso de reagrupamiento en tándem (Peters, 1977; Sevall, 1986). También se observa que la i/.-fetoproteína tiene regiones homologas con la albúmina sérica, lo que puede indicar un origen genético ancestral común de las dos proteínas. Además de la anormalidad genética de la analbuminemia. hay muchas vanantes hereditarias de la albúmina que difieren del alotipo más frecuente, la albúmina A, por sustituciones de un solo aminoácido. Estas variantes pueden ser rápidas o lentas en su migración en comparación con la albúmina A, conduciendo a dos picos distintos de albúmina (dialbummemia) en el estado heterocigótico. Ninguna de las albúminas variantes parece afectar la salud, no obstante una variante recientemente descrita no presenta elevada afinidad por la tiroxina, lo que conduce a un elevado contenido de tiroxina en el suero de estas personas que. aún asi. se mantienen eutiroideas (Ruiz, 1982). Hasta el 8% de la albúmina circulante en personas normales llega a estar glucosilada de modo no enzimálico, mientras que hasta el 25% se glucosila durante la hiperglucemia de modo análogo a la hemoglobina glucosilada (Guthrow. 1979). La vida media de la albúmina circulante es alrededor de 17 días, de modo que las mediciones de la forma glucosilada pueden ser útiles en la monitorización del control diabético durante un intervalo de unas pocas semanas. Las determinaciones de albúmina glucosilada (también denominada fructosamina) pueden ser muy útiles para la valoración del control diabético en pacientes con anemias hemolíticas (p. ej., enfermedad de células falciformes, talasemia. hemolisis autommune). cuya supervivencia de glóbulos rojos está muy disminuida y en los que la medición de hemoglobina glucosilada no es fiable. Las determinaciones de albúmina glucosilada pueden no ser fiables para la valoración del control diabético en pacientes que tienen nefro-
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palias con pérdida de proteínas, en los cuales la eliminación de albúmina está acelerada. El análisis de la síntesis intracelular de albúmina ha revelado la existencia de una proalbúmina precursora, que presenta un hexapéplido adicional en su extremo aminoterminal. La estructura primaria de la albúmina tiene 35 restos de cisteinas, de los cuales 34 forman puentes disulfuro intramoleculares y uno permanece libre. Si se almacena durante muchos días, ésta forma dímeros unidos de forma covalente mediante las cisteinas libres, dando como resultado, de forma ocasional, una banda exlra de albúmina en la elecfroforesis.



lina. Nuevas investigaciones revelaron una deficiencia similar de AAT en los niños con cirrosis (Sveger. 1976). Habitualmenle no hay ningún nivel circulante apreciable de tripsina en sangre, pero otras proteasas relacionadas, como la elastasa, son liberadas de los leucocitos en respuesta a agentes irritantes o a una inflamación. La AAT también es capaz de neutralizar la actividad de estas proteasas. de ahi que sea un factor intrínseco en el mecanismo homeoslático que regula la proteinólisis endógena y previene una repuesta bioquímica inapropiadamente severa a la inflamación (Cox. 1986)



Las mediciones clínicas de albúmina son muy frecuentes, con determinaciones de proteínas totales y albúmina incluidas a menudo en los perfiles de paneles químicos. Los paneles de pruebas químicas, orientados en base a órganos o enfermedades, fueron establecidos durante el año 2000 por la Health Care Finance Administration, incluyendo estas mediciones del siguiente modo: el panel metabólico completo presenta albúmina y proteínas totales, el panel de función renal presenta albúmina y el panel de función hepática presenta albúmina y proteínas totales.



La mayoría de personas son homocigotas para el alelo normal M de la AAT plenamente activo o fenotipo MM (Lieberman, 1972). Alrededor del 10°b de los suietos blancos (menor para otras razas) son heterocigotos para M y algún ofro alelo del inhibidor de la proteasa o sistema Pi. Más del 2% llevan el alelo PiZ y presentan el fenotipo MZ. Aunque estos individuos tienen algo reducidos los niveles de capacidad inhibitoria de la tripsina, son asintomáticos; sin embargo, sus descendientes homocigotos ZZ son susceptibles de enfermedades pulmonares o hepáticas. El fenotipo ZZ se presenta en 1 de cada 4.000 individuos. Se puede utilizar la electroforesis de proteínas séricas para el cribado de la deficiencia de AAT, pero la confirmación debe hacerse con pruebas auxiliares, como la capacidad inhibidora de tripsina (TIC) y la determinación del fenotipo mediante electroforesis cruzada o isoelectroenfoque (Jeppsson, 1982), a fin de excluir la presencia de algunos otros alelos como PiS o PiF, que migran de forma diferente. Estos alelos dan como resultado una TIC más baja, pero probablemente son suficientes para prevenir las anormalidades observadas en el fenolipo ZZ, que tiene una TIC muy baja correspondiendo a la baja concentración de AAT antigénica. La detección precoz se puede realizar, en casos sospechosos, mediante nefelometría para cuantificar los niveles séricos de AAT. Sólo el fenotipo ZZ produce niveles marcadamente bajos de AAT. El tipado definitivo puede requerir el análisis de la secuencia de ADN del gen AAT. Existen al menos 75 alelos del gen AAT. alrededor de 17 producen niveles suficientemente bajos de proteína como para originar enfermedad pulmonar y sólo unos pocos son responsables de enfermedad hepática (Cox, 1986).



Los aumentos de la concentración de albúmina sérica son poco frecuentes, aunque ocurren durante la deshidrataron, debido a la disminución de la fase acuosa del plasma. Tras la rehidratación. los niveles de albúmina deben de situarse en el intervalo de normalidad. También puede ocurrir un aumento de albúmina sérica de manera artefactada por la aplicación prolongada de un torniquete durante la punción venosa. En ese caso, el aumento de la presión hidrodinámica de la reserva venosa obliga al agua y solutos pequeños a salir del espacio intravascular, concentrándose por ello los elementos celulares, las formas micelares de lipoproteinas y proteínas como la albúmina. La disminución de la concentración de albúmina es frecuente en individuos enfermos; una revisión de pacientes hospitalizados ha revelado una gran proporción de mediciones de albúmina que están por debajo de los intervalos de normalidad. Aunque algunas de estas determinaciones se deben probablemente a un efecto de dilución por la administración de líquidos intravenosos, otras eslán causadas por la pérdida de albúmina en la orina, liquido ascítico, en el tracto gastrointestinal en enteropatias: por disminución de su síntesis en el higado debido a cualquier enfermedad hepática como cirrosis: al efecto secundario en su síntesis debido a una nutrición deficiente o a la desviación de la capacidad sintética hacia otras proteínas. Las mediciones de las concentraciones de albúmina son vitales para comprender e interpretar los niveles de calcio y magnesio, ya que estos iones se fijan a la albúmina y. por tanto, las disminuciones de albúmina también provocan una depletion de sus concentraciones. En algunas enfermedades, las disminuciones de albúmina se compensan, al menos parcialmente, mediante incrementos de otras proteínas séricas, estabilizando así la presión oncótica intravascular. En particular, en la cirrosis se produce el principal aumento policlonal en la fracción y de las inmunoglobulinas y en el síndrome nefrótico aparecen niveles elevados de «.,macroglobulina (AMG). Los líquidos biológicos normales como el líquido cefalorraquídeo o los patológicos como los filtrados plasmáticos (p. ej.. el liquido ascítico), contienen albúmina como principal componente, con muy poca aportación de otras proteínas plasmáticas. La presencia de albúmina en la orina se considera anormal incluso en cantidades muy pequeñas, aunque algunos sujetos sanos presentan albuminuria después de un ejercicio intenso. Se puede valorar la progresión de la nefropatía diabética mediante la determinación cuantitativa de la albuminuria, ya que tiende a aparecer por delante de otras proteínas séricas en la orina durante el transcurso de un daño en los glomerulus renales. La determinación inmunológica de microalbúmina en orina se considera en la actualidad un estándar en el cuidado y tratamiento de la diabetes mellitus y en la detección precoz de complicaciones diabéticas. El síndrome nefrótico, que se caracteriza por una gran hipoalbuminemia, se debe a menudo a una nefropatía diabética o a cualquier otra enfermedad glomerular primaria (Orth, 1998). «,-Antitripsina. El componente principal de las u,-globulinas es el inhibidor de la proteasa c/..-antitripsina (AAT). que tiene la capacidad de combinarse con la tripsina e inactivarla (Eriksson. 1965: Berninger. 1985) La primera pista de esta función llegó con el descubrimiento de que el suero de algunos adultos jóvenes con enfisema pulmonar era deficiente en (/.-globu-



La terapia del enfisema pulmonar secundario a una deficiencia de AAT ha avanzado bastante con la reposición intravenosa de AAT, usando concentrados o proteínas recombinantes, para aumentar los niveles circulantes de modo que sean suficientes para la protección contra la elastasa de los pulmones (Snider, 1989). El aumento de la reposición también ha sido satisfactorio con la inhalación de AAT en pacientes en los cuales todavía no se había extendido la enfermedad pulmonar (Hubbard. 1989). Es esencial que los individuos homocigotos eviten el hábito de fumar, ya que el humo del cigarrillo es la fuente principal de irritantes que provocan la liberación de proteasas por los leucocitos del pulmón (Gelb, 1977). La cirrosis en los niños pequeños se Irala mediante trasplante hepático, ya que el higado es el lugar de síntesis de AAT. Un aspecto interesante de la cirrosis y el fenotipo ZZ es la presencia de granulos con tipos mutantes de AAT sin ácido siálico en los hepatocitos, lo que implica un defecto de secreción en esos alelos. La cirrosis secundaria a una anormalidad de la AAT no mejora mediante la terapia de reposición. Los niños con este trastorno pueden desarrollar colestasis severa progresiva que requiere un trasplante hepático. Tras el trasplante, el receptor lleva el fenotipo AAT del donante. La AAT es una de las glucoproteinas séricas que se elevan en respuesta a una inflamación aguda, aunque estas elevaciones carecen de especificidad clínica. La fracción a, nunca aparece completamente vacia en la deficiencia de AAT. ya que otras proteínas (p. ej., (/-lipoproteína, u.-glucoproteina acida) migran en esa zona, aunque no se separan en bandas distintas. r / - M a c r o g l o b u l i n a . La AMG es la principal proteína no mmunoglobulina más grande del plasma, con un peso molecular de 725.000 daltons (Ftoberts, 1985). Su concentración sérica en individuos normales es comparable a la otra inhibidora de proteasas principal, la AAT, si bien las m o e res presentan niveles superiores a los registrados en hombres debido a los estrógenos (Horne, 1970). La concentración de AMG aumenta diez veces o más en el síndrome nefrótico cuando se pierden otras proteínas de peso molecular inferior (Beetham. 1993). No se produce pérdida de AMG en la orina debido a su gran tamaño. Por esta razón, la AMG alcanza niveles séricos equivalentes o superiores a la albúmina (aproximadamente 2 g/dl a 3 2
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PROTEÍNAS ESPECÍFICAS



g di) en el síndrome nelrótico, lo cual tiene como consecuencia el mantenimiento de la presión oncótica. Puede haber también un aumento de la síntesis de AMG en el síndrome nefrótico, lo que explica el aumento absoluto de su concentración. La AMG inactiva las proteasas formando enlaces covalentes y complejos con ellas. Su propia conformación queda alterada de este modo, lo cual aumenta la eliminación por el sistema reticuloendoteNal Existen al menos cuatro formas moleculares de la AMG que difieren en su contenido en ácido siálico, mañosa y galactosa y que pueden separarse mediante enfoque isoeléctrico. Otras variaciones moleculares tal vez sean consecuencia de la fijación de las proteasas a la AMG con anterioridad a su eliminación de la circulación. El espectro de inhibición debido a la AMG varia ampliamente, incluyendo casi todos los tipos de proteasas portadores de serina, grupos carboxilo, tiol y metales. Aunque la función de la AMG es importante para el mantenimiento del equilibrio en el flujo y reflujo de la protemólisis, no se ha reconocido ninguna deficiencia específica asociada con enfermedad, no existiendo ningún estado patológico atribuible a concentraciones baias de AMG. Se han observado elevaciones leves, pero claras, de A M G en la electroforesis de proteínas séricas durante el inicio de la nefropatía diabética. Haptoglobina. La otra proteína importante que migra en la región a¡ es la haptoglobina, la cual tiene la función de combinarse con la hemoglobina liberada por la lisis de los eritrocitos para mantener los depósitos de hierro corporal y de proteínas. La vida media de la haptoglobina circulante, libre de hemoglobina, es de cuatro dias. Los complejos hemoglobina-haptoglobina son eliminados de la circulación en unos minulos por el sistema reticuloendotelial, donde la hemoglobina es degradada a globina y hemo. el cual posteriormente se transforma en hierro y bilirrubma. Cuando se supera la capacidad de la haptoglobina de fijación de hemoglobina, la hemoglobina libre pasa al filtrado glomerular como dímeros de cadenas a y ß. que son posteriormente reabsorbidos en los túbulos proximales del riñon y convertidos en hemosiderina. La haptoglobina presenta dos cadenas pesadas y dos cadenas ligeras unidas por puentes disulfuro, de forma análoga a la estructura básica de las mmunoglobulinas. Algunas personas tienen un gen de cadena ligera que aparece duplicado en disposición de cabeza a cola (lipo 2). La haptoglobina normal (tipo 1-1) da lugar a una especie molecular única de peso molecular 100.000. Los individuos heterocigotos (1-2) presentan, además de la haptoglobina tipo 1-1. una sene de multímeros (dímeros, trímeros) por medio de enlaces disulfuro intermoleculares a través de la cadena ligera duplicada. La haptoglobina tipo 2-2 es una serie de distintos multímeros, dado que la cadena ligera tipo 2 tiene un peso molecular diferente de la cadena ligera tipo 1 (Königsberg. 1974). La haptoglobina puede cuantificarse en términos de su capacidad de fijación de hemoglobina o por métodos inmunológicos. especialmente la nefelometría. Debido al impedimento estérico que se produce entre distintas zonas moleculares de los multímeros. los diferentes fenotipos de haptoglobina dan lugar a mediciones de la capacidad de fijación de antígeno o hemoglobina que pueden ser discrepantes con la cantidad absoluta de la proteína haptoglobina presente en la muestra. En consecuencia, el intervalo de referencia para la haptoglobina es más amplio para una población entera de distintos fenotipos que dentro de fenotipos individuales. Por esta razón, la interpretación de las concentraciones de haptoglobina es más sólida si se basa en mediciones seriadas en el mismo individuo. Sin embargo, pueden distinguirse rápidamente los niveles muy altos de los muy baios, lo cual es muy importante en la primera evaluación de un paciente con hemolisis. La haptoglobina sérica aumenta en respuesta al estrés, a la infección, a la inflamación aguda o a la necrosis histica, probablemente debido a la estimulación de su síntesis (véase más adelante reactivos de fase aguda). Tras un episodio hemolítico. las concentraciones de haptoglobina disminuyen a medida que los complejos de hemoglobina son eliminados de la circulación. Este efecto se incrementa tras la hemolisis masiva en situaciones de reacción transfusional hemolítica. quemaduras térmicas o anemia hemolitica autoinmune. Asimismo, constituye una determinación útil para la monitorización seriada de los pacientes que presentan una tasa lenta, pero uniforme, de hemolisis como los pacientes portadores de prótesis valvulares, los que padecen hemoglobinopatías y los que presentan traumatismos debidos a ejercicio
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físico. Las concentraciones bajas de haptoglobina pueden acompañar a hepatopatias cuando la capacidad de síntesis hepática se ve alterada. También hay individuos con deficiencia congenita de haptoglobina que aparentemente utilizan otros mecanismos para conservar los depósitos de hierro del cuerpo. Las muestras de suero de sangre hemolizada in vitro, durante una flebotomía o en su procesamiento, muestran una banda desplazada del complejo haptoglobina-hemoglobma en la electroforesis proteica. Hay que tener en cuenta que la mioglobina no se fija a la haptoglobina. por lo tanto, la liberación de grandes cantidades de mioglobina en la rabdomiólisis no disminuye los niveles de haptoglobina en suero. Esta diferencia puede ser útil en la realización de una prueba positiva de lira de inmersión en busca de sangre (realmente una prueba para la actividad seudoperoxdasa del hemo en la hemoglobina o la mioglobina) en la orina s i n hematíes coexistentes. En ese caso, la haptoglobina baja en suero sugiere hemoglobinuria (hemolisis) y una haptoglobina alta en suero, mioglobinuna. La isoenzima 1 en suero de la lactato-deshidrogenasa (LD) también se asocia con hemolisis, mientras que la LD5 y la creatina-cinasa son liberadas en la rabdomiólisís. R-Lipoproteina. La (3-lipoproteina (lipoproteína de baja densidad. LDL) migra con un borde conductor agudo característico y un borde posterior con aspecto de pluma. Aunque se cuantifica mejor utilizando colorantes para los lípidos, hay suficiente contenido de apoproteína como para distinguirla como banda en la tinción para proteínas. La posición exacta de la banda de B-lipoproteina es sensible a la ingestión reciente de alimentos grasos; asi. las muestras obtenidas en ayuno y las postprandiales. presentarán las 13-lipoproteinas en posiciones ligeramente diferentes. Las otras lípoproteinas (VLDL. HDL y quilomicrones) son relativamente pequeñas en intensidad y aparecen en posiciones electroforéticas que se solapan con otras proteínas séricas, de manera que estas fracciones generalmente no se aprecian en la tinción proteica. La administración de heparina activa la lipoproleina-lipasa postheparinica, que degrada los triglicéridos en las fracciones de lípoproteinas circulantes. Consecuentemente, los pacientes hepannizados muestran con frecuencia una banda transitoriamente anómala de (Mipoproteina, que puede migrar muy rápidamente y también de forma desigual a través de la ruta electroforetica, incluso en la región de la prealbúmina. Durante la hipercolesterolemia, se producen elevaciones de LDL que se tiñen con más intensidad a la banda de (3-lipoproteina. Las lípoproteinas se estudian más detalladamente en el Capitulo 12. Transferrina. La principal 13-globulina es la transferrina (siderofilina). que transporta iones férricos desde los depósitos de hierro de la ferritina intracelular o mucosa hasta la médula ósea, donde los precursores de eritrocitos y linfocitos presentan receptores para la transferrina sobre su superficie (Irie, 1987). La transferrina consta de 687 aminoácidos, con un peso molecular calculado de 79.550 daltons (MacGillivray. 1982). El análisis de la secuencia de aminoácidos muestra que la translerrina tiene dos dominios homólogos que pueden haberse originado por duplicación continua de un gen ancestral de transferrina. Cada dominio tiene un lugar de fijación con elevada afinidad para el hierro. La transcripción del ARNm para la síntesis de la transferrina en el hígado está regulada por la concentración de hierro en la circulación y alrededor de los hepatocitos. En el suero normal, el intervalo de concentración de la transferrina es de 200 mg/dl a 400 mg'dl y se determina como capacidad de fijación del hierro (IBC) (Tsung, 1975) En respuesta a un déficit férrico a corto plazo, los niveles de transferrina aumentan marcadamente al doble del nivel normal o a niveles superiores. Dado que la transferrina es una especie molecular única, con movilidad electroforélica fija, un nivel elevado puede presentar la apariencia de una paraproteína (seudoparaproteinemia) en casos de déficit intenso de hierro (Zawadzki. 1970). Debe esperarse cierto déficit de hierro y elevación de la transferrina en la gestación (Mendenhall. 1970). La administración de hierro a pacientes deficitarios aumenta la saturación, produciéndose a continuación una normalización de los niveles de transferrina. La saturación crónica de la transferrina aparece en la hemocromalosis idiopática y en la hemosiderosis transfusional. Dado que en estos síndromes apenas existe IBC no saturada, el hierro no puede desplazarse con normalidad
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para su eliminación, hecho que da lugar a trastornos en su depósito, que también aparecen en el déficit congénito de transferrina. Las estrategias actuales para la detección precoz de la hemocromatosis incluyen las mediciones de hierro y transferrina séricos (normalmente mediante un inmunoensayo nefelométrico), con el cálculo del porcentaje de saturación como el mejor índice para la identificación de casos no detectados previamente. La hemocromatosis es un trastorno hereditario que causa cirrosis, diabetes, cardiomiopatía. artritis y otras alteraciones endocrinas debido al efecto tóxico del exceso de hierro libre. La detección precoz de la hemocromatosis es importante puesto que se puede detener la progresión de la enfermedad con la disminución de la carga corporal de hierro mediante flebotomía o terapia de quelación. La transferrina también puede tener un efecto antibacteriano mediante la formación de complejos con el hierro, con lo que deja de estar disponible para las bacterias que lo requieren para su crecimiento (Reddy. 1970: Weinberg. 1978). En las nefropatias con pérdida grave de proteínas, se pierde transferrina en la orina, eliminándose hierro con ella. Esta pérdida puede originar una anemia hipocrómica. Las variantes eleclroforéticas de la transferrina aparecen de forma ocasional en el suero debido a variaciones alotipicas en la secuencia de aminoácidos y por tanto, tienen cargas diferentes. En ese caso, el estado heterocigoto muestra una doble, en lugar de una sola, banda electroforética para la transferrina (Kamboh, 1987). La transferrina es una glucoproteína que se forma mediante la adición de varias moléculas de azúcar a las moléculas de proleína recién sintetizadas en el hígado. Las personas alcohólicas presentan en su suero una transferrina anormal deficiente en hidratos de carbono (Stibler, 1991). Esta molécula aberrante de transferrina se puede deber a cualquier fallo de las glucosiltransferasas de los hepatocitos, a un aumento en la actividad sialidasa del suero o a una combinación de ambos (Xin, 1995). La transferrina deficiente en hidratos de carbono se puede detectar mediante isoelectroenfoque de las isoformas en suero, seguido por inmunotransferencia. Recientemente se ha detectado una variante de transferrina en liquido cefalorraquídeo (Zaret, 1992), humor acuoso, humor vitreo del ojo (Tripathi, 1990) y perilinfa del oído (Thalmann, 1994). Químicamente, ésta carece de ácido siálico durante la glucosilación comparada con la transferrina encontrada en el plasma (Hoffman, 1995): es denominada asialo-transferrina, proteina t o (32-transferrina, debido a una migración electroforética ligeramente diferente (hacia el cátodo), ya que transporta menos carga negativa que la transferrina plasmática (Blennow. 1995). El liquido cefalorraquídeo contiene ambas formas, la proteína plasmática y la asialo-transferrina. mientras que en el plasma sólo está presenta una forma. En consecuencia, la detección de asialotransferrina en un líquido procedente de una fístula o un drenaje es una presunta evidencia de la presencia de líquido cefalorraquídeo en los casos de fracturas craneales u otros traumatismos craneales con rinorrea (Solomon, 1999) o de la presencia de perilinfa en líquidos procedentes de fístulas de procesos otológicos como los implantes cocleares (Delaroche, 1996). La asialotransferrina reacciona inmunológicamente como la transferrina, por lo que puede detectarse rápidamente mediante inmunotransferencia seguida de electroloresis (Roelandse, 1998). Este procedimiento se realiza de forma fácil mediante la adaptación de sistemas disponibles de electroforesis en gel de agarosa, que ya se usan en numerosos laboratorios para la inmunofijación directa de inmunoglobulmas (Normansell. 1994); mediante el uso de anticuerpos contra la transferrina, se demuestra una sola banda de ésta en las muestras de suero, mientras que aparecen dos bandas si la muestra contiene liquido cefalorraquídeo. Es necesario incluir suero, además del liquido de prueba del paciente, para descartar variantes alélicas de transferrina que podrían causar falsos positivos si no se reconociesen (Sloman, 1993). La presencia de liquido cefalorraquídeo en un liquido de drenaje puede requerir una reparación quirúrgica o antibioterapia; por tanto, la detección de asialo-transferrina como marcador de liquido cefalorraquídeo puede tener un impacto clínico importante.



Q U Í M I C A CLINICA banda no distinta de otras 3-globulinas. La disminución del C3 aparece en trastornos auloinmunes cuando el sistema del complemento es activado y el C3 se fija a los depósitos de inmunocomplejos en los tejidos, desapareciendo del plasma. Asi. la concentración de C3 (y también de C4I es un marcador práctico para valorar la actividad patológica en trastornos reumáticos como el lupus eritematoso y la artritis reumatoidea. El C4 no aparece en la electroforesis de proteínas séricas porque su concentración normalmente es sólo la quinta parte de la concentración de C3. Tanto C3 como C4 se cuantifican en la actualidad tácilmente mediante nefelometría para la monitonzación de la actividad de la enfermedad reumática. No se atribuye ningún diagnóstico particular de importancia a niveles elevados de C3 y C4, excepto como ligeros indicadores de una respuesta de fase aguda. El sistema del complemento y sus inhibidores se estudian más a fondo en el Capitulo 38. Fibrinógeno. El plasma contiene entre 100 mg/dl y 400 mg/'dl de fibnnógeno. que constituye el más abundante de los factores de la coagulación y forma el coágulo de fibrina. Con un peso molecular global de 340.000 Da. el fibrinógeno es un dimero compuesto por tres pares de cadenas peptidicas (A«. B-Í3 y y) unidas mediante múltiples puentes disulfuro cerca de sus extremos ammoterminales (Doolittle, 1975). Esta región de la molécula se conoce como dominio E o núcleo disulfuro (DSK). Las cadenas se extienden hacia fuera entre dos dominios idénticos (D) en sus extremos carboxitermmales, donde las tres cadenas se entremezclan. La trombina escinde los librinopéptidos A y B de los extremos aminotermlnales de las cadenas A-« y B-B, originando un monómero de fibrina que se polimeriza en fibrillas que lorman un coágulo de fibrina macroscópico. El factor XIII produce entonces enlaces covalentes entre restos de lisina y glutamina en cadenas-y adyacentes de distintas moléculas de fibrina, haciendo del coágulo de fibrina una molécula única. Un coágulo de enlace cruzado es refractario a la disolución por desnaturalizantes químicos y mecánicamente es muy estable. Se han identificado numerosas variantes hereditarias del fibrinógeno (disfíbrinogenemias), en las cuales una molécula de fibrinógeno funcionalmente anormal se sintetiza con una secuencia de aminoácidos alterada debido a mutaciones génicas, Algunas disfibrinogenemias dan lugar a trastornos de la coagulación y diátesis hemorrágica, mientras que otras presentan una tendencia marcada a la trombosis (Menache, 1973). La afibrinogenemia congenita, en la cual no se sintetiza fibrinógeno, produce un trastorno hemorrágico, que de forma paradójica no es tan severo como las hemofilias en términos de anormalidades articulares secundarias a hemorragia (hemartrosis). Los niveles de fibrinógeno aumentan con el resto de los reactantes de fase aguda, en ocasiones más de 1,0 g/dl. En tales circunstancias, la velocidad de sedimentación eritrocítica (ESR) también se encuentra bastante elevada como consecuencia directa del contenido en fibrinógeno. Los niveles de éste también aumentan en la gestación y con el empleo de anticonceptivos. Los niveles bajos indican por lo general una activación intensa de la coagulación con consumo de fibrinógeno. Durante este proceso, el plasmmógeno es también activado a plasmina que degrada la fibrina y el fibrinógeno en productos de degradación, que son determinados para la evaluación de la coagulación intravascular. Normalmente, los coágulos que se forman son eliminados por acción de la plasmina. que a su vez es mactivada por la anliplasmina y por otros inhibidores de las proteasas. El fibrinógeno está ausente del suero normal, pero debería aparecer en la electroforesis plasmática como una banda distinta entre las 13 y y-globulinas. No es infrecuente que la sangre extraída de pacientes heparinizados no se coagule completamente, de manera que aparece una banda de fibrinógeno en la electroforesis. Es posible distinguirla examinando la muestra en busca de un coágulo fino y repitiendo la electroforesis de una muestra completamente coagulada. Esta estrategia es importante para distinguir una banda de fibrinógeno residual de un pico monoclonal de inmunoglobulinas que puede migrar en la misma posición electroforética.



Componentes menores Complemento. Una fracción independiente de las G-globulmas está formada por el componente C3 del complemento. Si bien esta proteina puede separarse fácilmente en una muestra de suero fresca, en muestras almacenadas y en suero control comercializado que ha sido liofilizado. el C3 se escinde para formar C3c que migra anódicamente al C3 nativo como una



El grupo siguiente de proteínas individuales representa aquellas que no suelen ser detectadas mediante la electroforesis estándar de las proteínas debido a sus bajos niveles en suero. Su cuantidcación se realiza, de modo característico, por métodos inmunológicos.
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Ceruloplasmiria. Migra con las (/. -globulmas y es una proteína fijadora de cobre, cuya función fisiológica precisa es desconocida, aunque presenta actividad oxidasa en el laboratorio (Cap. 14). Sintetizada en el hígado, tiene un peso molecular de 132.000 Da y consta de una sola cadena polipeptídica. Aunque más baja al nacimiento (Al-Rashid, 1971), los niveles en suero son de 20 mg/dl a 40 mg/dl en los adultos normales, con elevaciones de hasta el doble en los tratamientos con anticonceptivos orales, en el embarazo (Burrows. 1971) y como un reactante de fase aguda. Cada molécula de ceruloplasmma puede fijar seis átomos de cobre, lo que le da un color azul a la proteína. La combinación de este azul con el amarillo de otros cromógenos del plasma da un color verdoso al plasma con concentraciones elevadas de ceruloplasmma (Schenker. 1971); esta apariencia verdosa se observa frecuentemente en las bolsas de plasma donadas para transfusiones. El hierro es oxidado de iones ferrosos a férricos por la ceruloplasmina. lo cual puede ser un medio de liberar hierro de la ferritina para lijarlo a la transferrina (Roeser, 1970). 2



La enfermedad de Wilson (degeneración hepatolenticular) es el resultado de una alteración del metabolismo del cobre, en la cual, la excreción hepática de cobre a la bilis es defectuosa, originando depósitos tóxicos en los tejidos. El metabolismo normal del cobre incluye su incorporación a la ceruloplasmma en el hígado (alrededor de seis a siete átomos de cobre por molécula), siendo secretado posteriormente al plasma. En la enfermedad de Wilson, este proceso está alterado y el cobre absorbido y transportado al hígado no puede ser transportado a la circulación formando parte de la ceruloplasmina. La excreción normal de cobre a través de la bilis está disminuida, con un incremento global de los depósitos corporales de cobre, tóxicos para hígado, cerebro, córnea, ríñones, huesos y glándulas paratiroideas. Se diagnostica normalmente durante la infancia o adolescencia cuando aparecen las primeras alteraciones hepáticas. En otras personas afectadas suele detectarse a edad más avanzada cuando aparecen cambios neurológicos. El tratamiento consiste en la quelación con penicilamina durante un tiempo prolongado o, en los casos severos en un trasplante hepático, que puede ser curativo. El diagnóstico de la enfermedad de Wilson se basa en hallazgos físicos (enfermedad hepática, signos neurológicos, anillos de Kayser-Fleischer en la córnea), determinaciones de niveles bajos de ceruloplasmina sérica, concentraciones elevadas de cobre en orina y biopsia hepática. La actividad oxidasa de la ceruloplasmina puede utilizarse para cuantilicarla en un análisis colorimétrico. con p-fenilendiamma como sustrato. Adicionalmente se utilizan métodos inmunoquimicos, ya que la banda de la electroforesis proteica es demasiado tenue como para ser utilizada con fiabilidad. Globulina Ge. La vitamina D se fija al componente globulinico específico de grupo (Ge) (proteína transportadora de vitamina D. DBP) (Daiger, 1975; Bikle, 1986), que migra como una «,-globulina y tiene un peso molecular de alrededor de 51.000 Da. La concentración normal en suero es de 20 mg/dl a 55 mg/dl. Puede estar disminuida en las hepatopatias graves. La globulina Ge tiene dos alelos codominantes autosomicos expresados como 3 fenotipos; 1 1, 2-2 y 1-2 (Giblett, 1969) La ausencia congénita de esta proteína puede estar causada por una mutación lelal que origina un transporte deteriorado de la vitamina D, ya que ésta tiene baja solubilidad en medio acuoso. La globulina Ge fija la vitamina D y sus metabolitos sobre una base de mol por mol, pero en el plasma probablemente no está completamente saturada. El síndrome nefrótico ocasiona una pérdida urinaria de DBP, algunas de las cuales forman complejos con la vitamina D. Esta pérdida de vitamina D puede contribuir a posteriores problemas en el metabolismo del calcio, encontrados en el síndrome nefrótico (Goldstem. 1981). Como componente menor de las proteínas del plasma, la globulina Ge debe cuanlificarse por radiommunoanálisis, radioinmunodifusión o inmunoelectroforesis tipo Rocket (Walsh, 1982; Westwood, 1986). Hemopexina. La hemopexina es una globulina de migración В que fija el hemo liberado en la degradación de la hemoglobina (Muller-Eberhard, 1970). Por este medio, esta pequeña molécula porfirinica con su átomo de hierro está protegida de la excreción, preservando con ello los depósitos de hierro corporales. Su concentración sérica normal está comprendida entre 50 mg/dl y 120 mg/dl. de modo que debe cuantificarse mediante métodos inmunológieos. Presenta un peso molecular de 70.000 Da, del cual el 20°o está consti-
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tuido por hidratos de carbono: está formada por una única cadena polipeptídica. Aunque niveles bajos de hemopexina pueden deberse a pérdidas urinarias no especificas o a una reducción de su síntesis hepática, los descensos más intensos se producen como consecuencia de la hemolisis mtravascular, cuando la cantidad de hemoglobina libre supera la capacidad de fijación de la haptoglobina. La hemoglobina plasmática circulante puede entonces degradarse, liberando hemo que es fijado por la hemopexina molécula por molécula. Los complejos hemo-hemopexina son eliminados de la circulación por los hepatocitos. lo que hace que se reduzca notablemente la concentración sérica de hemopexina. El exceso de hemo se fija entonces a la albúmina, formándose melahemalbumina. A medida que se dispone de más hemopexina por neosintesis, el hemo pasa de la metahemalbúmina a la hemopexina. lo cual sigue reduciendo su nivel. Como tal. puede ser una ayuda adicional para diagnosticar la hemolisis de modo precoz, después de que los niveles de haptoglobina han retornado a la normalidad, pero antes de la eliminación completa del hemo (Wochner, 1974), (/.,-Glucoproteina acida. Esta proteína, también conocida como orosomucoide. presenta un contenido muy elevado de hidratos de carbono, que minimizan su visualización mediante tinciones proteicas estándar (Alvan, 1986). Con un peso molecular de aproximadamente 44.000 Da, se elimina por liltración glomerular en una importante proporción, dando lugar a que su vida media en la circulación sea de tan sólo unos 5 dias. Sus niveles séricos suelen oscilar entre 40 mg/dl y 105 mg/dl, elevándose en el curso de la gestación (Schmid, 1975). Es un reactante de fase aguda, pero se desconoce su función biológica. Como fijador de la progesterona puede ser importante en el transporte y en el metabolismo de esta hormona esteroidea. Fija también algunos fármacos (p. ej., lidocaína) y los mantiene en un depósito circulante inactivo. Las mediciones de esta proteína tienen utilidad clínica en la interpretación de los niveles de fármacos, como la lidocaína. que pueden conseguir concentraciones altas en suero sin efecto terapéutico esperado, debido a que están formando complejos de forma inactiva con cantidades de 
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peña en la alerogénesis (Ridker. 2000). Las personas con concentraciones normales altas de CRP presentan mayor nesgo de ictus o infarto de miocardio que las que tienen valores normales bajos.



Inhibidores de la proteasa Además de la «,-antitripsina y la a ,-macroglobulina ya estudiadas, existen en el plasma otros inhibidores distintos de diferentes proteasas. Entre ellos están la u-1-antiquimotripsina (AAC) (Berninger, 1985), el inhibidor de la intertí-tripsina (IATI) (Daniels. 1975), la antitrombina III (AT3), la anliplasmina, el inhibidor de la C1-esterasa (Prograis, 1985), la proteína C (Stenflo, 1984) y el inhibidor tipo 1 del activador del plasminógeno (PAI-1) (Nilsson, 1984). Ninguna de estas proteínas alcanza concentraciones séricas suficientemente altas para ser detectadas mediante tinción en la electroforesis proteica. Mientras que otros inhibidores actúan sobre un amplio espectro de proteasas. la AAC es altamente especifica para la neutralización de la quimotripsina, escindiendo los enlaces peptídicos en los radicales carboxilo de los restos de tirosina y fenilalanina. La AAC tiene un peso molecular de 68.000 Da. con un contenido aproximado en hidratos de carbono del 25%. Sus concentraciones séricas normales oscilan entre 40 mg/dl y 60 mg/dl, aunque pueden aumentar rápidamente a concentraciones cinco veces superiores a lo normal como reactante de fase aguda, permaneciendo elevadas durante todo el periodo de inflamación (Kosaka. 1976). Puede perderse, junto con otras proteínas séricas de bajo peso molecular, en la proteinuria del síndrome nefrótico. La IATI es una glucoproteina con un peso molecular de 160.000 Da. Su concentración se sitúa aproximadamente en 50 mg/dl. No aumenta de modo apreciable como reactante de fase aguda y su función en situaciones patológicas probablemente sea similar a la de los principales inhibidores de proteasas, evitando la autodigestión de tejidos por enzimas celulares endógenas (Daniels. 1975). La AT3 tiene un interés clínico especial por cuanto desempeña un papel destacado en la neutralización de la Irombina. que normalmente se activa mtravascularmente a partir de la protrombina durante la formación del coágulo. Esta proleina, con un peso molecular de 62.000 Da, forma un complejo covalente con la trombina, cuando se mezclan en solución, a lo largo de un periodo de varios minutos. Al añadir heparina. la formación del complejo se produce casi instantáneamente (Rosenberg, 1975, 1985, 1987). Aunque la AT3 es probablemente esencial para el éxito de la administración terapéutica de heparina. sólo algunos individuos, muy poco frecuentes y con marcadas deficiencias, parecen presentar trastornos trombóticos (Carvalho, 1976). La acción de la AT3 se extiende a otros factores de coagulación (IX, X, XI, XII y calicreína). Los niveles en suero de la AT3 pueden estar disminuidos en las hepatopatías graves o en los trastornos con pérdida de proteínas, cuando se pierden moléculas con tamaños similares a la albúmina y también en la coagulopatía intravascular diseminada (DIC). Un nuevo protocolo experimental para el tratamiento de la DIC implica la reposición de AT3, mediante infusión de concentrados, cuando los niveles de AT3 del paciente descienden a concentraciones muy bajas como resultado de la coagulopatía de consumo. Si bien la AAT, la AMG y la AT3 aportan la mayor parte de la actividad neutralizante de plasmina en suero (Harpel, 1976), existe una antiplasmina específica que migra con la ot,-globulina (Lijnen, 1985). Esta reactividad cruzada de los inhibidores de las proteasas séricas para la plasmina ilustra la complejidad de la determinación de la función fisiológica precisa de cada especie molecular, por cuanto cada una parece capaz de sustituir a las demás en diferentes circunstancias. Sin embargo, la antiplasmina se fija cuantitativamente a la mayor parte de la plasmina generada a partir del plasminógeno durante la coagulación. La antiplasmina sirve así como uno de los controles principales dentro de la unión coagulación-sistema fibrinolitico, que mantiene la hemostasia mediante un equilibrio entre la formación del coágulo y su disolución. Por este mecanismo, la formación del coágulo y su ruptura están generalmente contenidos dentro de regiones vasculares locales, sin extenderse a toda la circulación. La deficiencia hereditaria de antiplasmina origina un trastorno hemorrágico debido a una fibrinólisis relativamente ilimitada. El PAI-1 actúa para prevenir la activación del plasminógeno, bloqueando así la fibrinolisis en un paso inicial. La deficiencia de PAI-1 ongma una menor inhibición, conduciendo a un aumento de la fibrinolisis y potencialmente. a un trastorno hemorrágico. Niveles elevados de PAI-1 previenen la fibrinolisis,
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dando lugar a trastornos trombóticos y también a la progresión de la aterosclerosis. La proteína C (con su cofactor. la proteína S) inactiva los factores activados V y VIII de la coagulación. Una deficiencia de proteína C o S (Griffin. 1987) permite una actividad prolongada in vivo de factores procoagulantes, lo que causa alteraciones trombóticas. El inhibidor de la Cl-esterasa es capaz de inhibir los componentes activados del complemento C1r y C1s, más algunos otros factores de la coagulación y fíbrinolíticos. Aumenta como un reactante de fase aguda La deficiencia hereditaria del inhibidor de la C1-esterasa permite la activación del complemento que progresa relativamente sin obstáculos, lo cual es un trastorno denominado angioedema hereditario. El sistema del complemento y sus inhibidores se describen con detalle en el Capitulo 38.



Reactantes de fase aguda Las proteínas reactantes de fase aguda comparten la propiedad de presentar elevaciones en sus concentraciones en respuesta a estados de estrés o inflamatorios producidos por infecciones, heridas, cirugía, traumatismos u otras necrosis de los tejidos (Daniels. 1974; Laurell. 1975: Dowton, 1988). Incluyen la AAT, «.-glucoproteina acida, haptoglobina. ceruloplasmina. fibrinógeno, proteina amiloide A sérica y CRP Otros son: factor VIII. lerntina, lipoproteinas, proteínas del complemento e mmunoglobulinas. Es fácil ver como esta respuesta de las proteínas plasmáticas es ventajosa para el organismo: la inflamación hace que los leucocitos liberen enzimas proteolíticas en los tejidos, que deben ser neutralizadas por inhibidores enzimáticos para limitar la extensión de la destrucción; las proteínas scavenger (haptoglobina, CRP) ayudan a recoger y transportar los restos celulares y los productos de degradación de los fagocitos (sistema reticuloendotelial) para procesarlos y conservar sustancias vitales (p. ej.. el hierro); la cicatnzación de las heridas requiere una gran cantidad de fibrina, que llega a través de la circulación en forma de fibrinógeno. Asi, la respuesta humoral de los reactantes de fase aguda puede considerarse como un fenómeno adaptado para controlar la extensa ofensiva cada vez que se desencadena, aunque no todos los componentes serán necesarios en todas las ocasiones. Probablemente la elevación de los reactantes de fase aguda es una respuesta a las citocinas, entre ellas la interleucina-1, el factor de necrosis tumoral. el interterón-y y la interleucina-6 La respuesta fisiológica total incluye inducción de fiebre, reclutamiento de leucocitos, catabolismo muscular y desviación de los patrones de síntesis proteica, con una reducción de la producción de albúmina. Para el diagnóstico clínico, otros parámetros pueden ser tan sensibles como éstos y mucho más fáciles de medir (p. ej., fiebre, leucocitosis o vcloc dad de sedimentación globular). Sin embargo, estas proteínas proporcionan otra dimensión de cuantificacion que puede ser útil para monitorizar mediante determinaciones seriadas el curso de un paciente (Van Oss. 1975). Naturalmente, estos pacientes con deficiencias congémtas (Gitlin. 1975), aquellos con otros deterioros de la síntesis debido a fármacos o a alguna enfermedad orgánica y los recién nacidos que normalmente muestran niveles más batos de muchos constituyentes (Gitlin. 1969). pueden no mostrar los espectaculares aumentos esperados. Un reactante de fase aguda útil para la monitorización de la respuesta es la CRP, que es el que mas rápidamente se eleva y uno de los que retornan a la normalidad rápidamente después de terapias apropiadas (Fischer, 1976). La CRP se aplica, con frecuencia, a la detección y clasificación preliminar de ínlecciones ocultas, ya que las infecciones bacterianas pueden estimular niveles de CRP bastante más elevados que las viricas. También es muy utilizada para valorar la actividad patológica en los trastornos autoinmunes. aunque raramente se eleva de modo persistente sm una respuesta inflamatoria continuada. Las elevaciones de la CRP pueden alcanzar hasta mil veces los niveles normales, lo que ayuda bastante a detectar los estados anormales en comparación con otros reactantes de fase aguda que pueden elevarse menos en tales respuestas, aunque los niveles de ferritina pueden elevarse, de forma ocasional, hasta valores de 20.000 ng/ml.



PATRONES DE ANORMALIDADES PROTEICAS Algunos de los patrones de anormalidades proteicas encontrados con más frecuencia en la electroforesis se muestran con su aspecto real en el gel teñí-
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a la coexistencia de una respuesta de fase aguda (haptoglobina) o a una retención selectiva de moléculas grandes ((/. ,-macroglobulina). La pérdida específica de proteínas en orina, como en el síndrome netrótico. ocurre en base a su peso molecular, con una pérdida más rápida de proteinas más pequeñas que de las de mayor tamaño. De este modo, la albúmina aparece inicialmente durante el transcurso de una nefropatia c o n pérdida de proteinas. seguida de cantidades menores de AAT, transferrina y por último, inmunoglobulinas. Las moléculas grandes de AMG son retenidas, igual que las grandes micelas de 8-lipoproteina El resultado es un patrón complementario de proteínas en el suero (Figs. 13-3B y 13-4G). (disminuciones en la albúmina y en las «,. y y 13-globulinas, aumento de a/macroglobulina y 6-lipoproteina) frente a las de la orina (Fig. 13-3C) (proteinuria glomerular c o n I r a c c i o n e s de albúmina, a , , (3 y y-globulinas presentes, pero sin oymacroglobulina en la muestra de orina). La proteinuria tubular, que se debe a un deterioro de la reabsorción tubular renal de pequeñas proteinas. muestra un patrón de fracciones 


Los patrones de lase aguda o respuesta intermedia tienen su mayor electo en la electroforesis de proteinas séricas mediante el aumento de la cantidad de haptoglobina. mientras que disminuye ligeramente la concentración de albúmina. Los aumentos en la haptoglobina suelen indicar alguna forma de respuesta aguda o crónica al estimulo estresante (Fig. 13-4B y C). Otras proteinas. como la AAT, pueden contribuir a esta respuesta; los componentes menores como la CRP no contribuyen significativamente a este patrón de proteinas teñidas, aunque la medición mmunológica de CRP puede estar hasta 1 000 veces aumentada. Si se ha producido una disminución de haptoglobina en un paciente como resultado de una hemolisis activa, puede



Figura 13-3. Patrones proteicos anormales de electroforesis en gel de agarosa E¡ anodo aparece a la izquierda. Las fracciones aparecen etiquetadas como en la Figura 13-1: todas las muestras son séricas, excepto la C. A. Inanición en un paciente de edad avanzada con proteinas totales ba as y reducción notable de la albúmina. 6. Sindrome nefrótico con elevación de la (z-2-macroglobulina y de la (3lipoproteína. C, Orina en la nefropatia con pérdida de proteínas. D. Déficit de hierro con elevación de la transfernna. E, Elevación notable de la tracción y y disminución de la albúmina secundaria a hepatopatia F. Fracción y oligoclonal en un paciente con nelropatía. G. Hipogammagobulinemia.



do (Fig. 13-3) y como registros densitométricos (Fig. 13-4). Las gráficas permiten cuantificar cada fracción, pero la inspección visual de la tira electroforética proporciona una información más detallada acerca de cada una de las proteinas separadas en los sistemas de alta resolución (Ritzman, 1975). La interpretación de los resultados electroloréticos depende de la inspección visual para identificar patrones anormales o bandas aberrantes y de la cuantificación para calcular las cantidades relativas de las fracciones individuales. Los patrones de hipoproteinemia debidos a malnutrición o una gran pérdida de proteinas muestran disminuciones en todas las fracciones, pero la reducción más acentuada se ve a menudo en la albúmina, en comparación con su valor normalmente alto, como la proteina sérica más abundante (Fig. 13-3A). La inanición severa, malabsorción o la inanición asociada con enfermedad crónica severa, presentan una reducción marcada de albúmina a niveles inferiores a 20 o/I. Las otras proteínas séricas aparecen incluso más tenues en la electroforesis. incluyendo la AAT. AMG. haptoglobina, transfernna y C3. La reducción de la intensidad de tinción de la f3-lipoproteina es paralela a una disminución marcada de la concentración de colesterol sérico. El sistema inmune se afecta enormemente por una inanición severa, con síntesis disminuida de inmunoglobulínas que originan una hipogammaglobulinemia y una alteración de la resistencia a las infecciones bacterianas y no bacterianas. La enteropatía con pérdida de proteínas (Fig. 13-4H) presenta una variación en el patrón de hipoproteinemia, en el cual la mayoría de fracciones disminuyen debido a la combinación de una síntesis disminuida y una pérdida incrementada, aunque la fracción tx¡ puede ser relativamente superior debido
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Figura 13-4. Electroforesis de proteínas séricas: correlaciones clinicopatológicas (cortesía del Dr. A. F. Krieg).
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haber una banda independiente de hemoglobina que migra en la región B o Oj. La hemolisis de una muestra ir) vitro puede mostrar una banda de color rojo del complejo haptoglobina-hemoglobina que migra de manera diferente a la hemoglobina. El patrón de respuesta tardía o patrón crónico es una prolongación de la respuesta de fase aguda (haptoglobina elevada, reducción leve de albúmina) con una mayor disminución de albúmina y un incremento policlonal de inmunoglobulinas que ensancha la región y. Se produce una notable elevación de la transferrina en la región 6 de pacientes que padecen anemia lerropénica (Fig. 1 3 - 3 D ) . El incremento de transferrina se corresponde con un aumento de la IBC y un porcentaje de saturación bajo (Koerper, 1 9 9 7 ) . Esta variación se puede confundir con la proteína de un mieloma, ya que la transferrina forma una banda estrecha y aparentemente clonal. La cirrosis hepática produce un patrón proteico característico (Fíg. 1 3 - 3 E y 1 3 - 4 F ) . El daño hepatocelular de la cirrosis origina una disminución de la capacidad de síntesis de albúmina. Además, el desequilibrio de presiones hemodinámicas en la hipertensión portal secundaria a cirrosis conduce a la formación de líquido ascítico. que contiene casi exclusivamente albúmina. Esta síntesis disminuida, junto a una pérdida incrementada, reduce bastante las concentraciones séricas de albúmina. La pérdida de albúmina está equilibrada hasta cierto punto por un marcado incremento policlonal de inmunoglobulinas, con una fracción y que puede contribuir, de modo significativo, a las presiones oncóticas. El incremento de la fracción globulina y implica a todas las inmunoglobulinas; el aumento de inmunoglobulina A (IgA) en la región Í3 lenta muestra una continuidad con la y (también denominado puente (3-y). En contraste con los aumentos policlonales, las bandas otigoclonaies constan sólo de pocos clones de inmunoglobulinas diferentes que migran en posiciones definidas (Fig. 1 3 - 3 F ) . Este patrón se observa en el suero de aquellos casos donde está presente un trastorno inmunológico o en pacientes tratados con inmunosupresión crónica para trasplantes de órganos (Myara, 1 9 9 1 ) . Las bandas oligoclonales del líquido cefalorraquídeo se utilizan como indicadores de actividad inmunológica en el sistema nervioso cen-
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tral y se producen en enfermedades infecciosas, autoinmunes o en trastornos desmielinizantes. La hipogammaglobulinemia se manifiesta con una casi o completa ausencia de fracción y (Figs. 13-3G y 13-4D). Esto sucede normalmente en recién nacidos antes de la maduración de su sistema inmune. También ocurre en algunos estados de inmunodeficiencia congenita como la agammaglobulinemia de Bruton y otras situaciones que implican a la (unción de las células B. Quizás de forma más común, este patrón se observa en adultos con alteraciones linforeticulares en las cuales las células plasmáticas normales han sido desplazadas por proliferaciones de linfocitos y también tras quimioterapia para la erradicación de tumores. La aplicación clínica aisalda más importante y ampliamente utilizada de la electroforesis de proteínas séricas es la detección de las gammapalias monoclonales. Este patrón muy explícito procede de una paraproteina (inmunoglobulina) secretada como consecuencia de una proliferación monoclonal de células plasmáticas: se encuentra, por lo general, sin cantidades normales de fracción y policlonal, ya que las células plasmáticas normales son sustituidas por un clon maligno (Fig. 13-4F). La presencia de una paraproteina con una fracción y policlonal normal sugiere un posible plasmacitoma aún no extendido por la médula ósea. La evaluación de laboratorio del mieloma debe incluir electroforesis de proteínas en suero y en orina para detectar bandas clónales aberrantes, inmunoelectroforesis o inmunofijación para típar las cadenas pesadas y ligeras de la paraproteina y cuantificación de inmuglobulinas para proporcionar una base para la monitorización de la respuesta del paciente a la terapia o de la progresión de la enfermedad. Otras proteínas que en ocasiones pueden confundirse con bandas monoclonales de inmunoglobulina en la electroforesis de las proteínas séricas son: complejos haptoglobina-hemoglobina. C3 y sus variantes, B-lipoproteina, transferrina. fibrinógeno, inmunocomplejos, CRP y ocasionalmente, Oj-macroglobulina. Las inmunoglobulinas, los Irastornos del sistema inmune y las anormalidades del complemento se estudian en los Capítulos 37, 38 y 42.
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M a r c a d o r e s de fibrogénesis hepática



FUNCIÓN HEPÁTICA NORMAL El hígado es el órgano interno más grande y c o m p r o . Toda la sangre procedente del intestino y el páncreas alcanza el hígado a través del sistema venoso porta, transportando los materiales necesarios para la síntesis de proteínas, azúcares sencillos para el almacenamiento de energía y hormonas para regular la producción de glucosa. El hígado es el principal centro de síntesis de proteínas plasmáticas. Iipidos endógenos y lipoproteínas. especialmente colesterol. factores de coagulación y glucógeno'glucosa. Es también el principal lugar de metabolización de las drogas liposolubles. asi como de otros compuestos potencialmente tóxicos. El hígado es un componente fundamental del sistema reticuloendotelial, y las células de Kupffer constituyen el principal centro de defensa frente a las bacterias intestinales y la sede más importante de eliminación de la circulación de los complejos antigeno-anticuerpo. El hígado también está implicado en el almacenamiento de energía en forma de glucógeno procedente de la glucosa, además de en el almacenamiento de hierro y vitaminas como la A. la D y la B . El hígado es un importante órgano endocrino, sintetizando varias hormonas (p. ej.. angiotensma. factor de crecimiento semejante a la insulina de tipo I y tniodotironina) y siendo el lugar de eliminación de muchas otras (p. ej.. insulina, hormona paratiroidea o PTH. estrógenos o cortisol). Los pacientes con enfermedades hepáticas pueden presentar síntomas relacionados con la alteración de cualquiera de estas funciones. v



A pesar de la complejidad funcional del hígado, las alteraciones clínicas evidentes en su función son poco comunes en la mayoría de las enfermedades hepáticas. Aunque las pruebas de laboratorio de función hepática son más sensibles que los signos y síntomas clínicos, muchos pacientes con enfermedades del hígado, particularmente hepatitis agudas y crónicas, muestran función hepática normal. Los hepatocitos presentan una elevada actividad de enzimas metabólicas: las más importantes se describen con detalle en el Capítulo 15. El aumento de la actividad de estas enzimas en el suero es a menudo la primera pista de la existencia de daño hepático. Otro desalio al diagnóstico de las enfermedades hepáticas es el hecho de que el hígado presenta una cantidad limitada de patrones de respuesta a daño, independientemente de la causa. A pesar de que a menudo es posible reconocer el daño hepático, en la mayoría de los casos son necesarias la historia clínica y pruebas de laboratorio adicionales para determinar la etiología del mismo.



Este capítulo revisa las pruebas de laboratorio más comunes para la evaluación de la función y el daño hepáticos, los métodos usados para su medida, las pruebas para determinar la causa del daño hepático y los patrones de anormalidad observados en el laboratorio para enfermedades hepáticas específicas.



Funciones metabólicas Aspectos generales del metabolismo del hígado El hígado está implicado en la mayoría de las funciones metabólicas llevadas a cabo por el cuerpo. Una manifestación muy evidente es la eliminación de la bilirrubma; la ictericia se ha reconocido como síntoma de la existencia de una enfermedad hepática desde hace miles de años. La eliminación de la bilirrubina es parte de la función más general de convertir compuestos liposolubles en formas más hidrosolubles, permitiendo su eliminación del plasma y su eventual excreción. Se han utilizado pruebas de capacidad de metabolización de drogas para evaluar la función hepática, pero estas pruebas son generalmente insensibles para la detección de disfunción hepática. El hígado sintetiza ácidos biliares, de importancia capital en la absorción de grasa por el intestino. El hígado es la principal localización del ciclo de la urea, esencial para convertir el ion amonio en urea. El hígado sintetiza lipoproteínas. tanto lipoproteínas de muy baja densidad (very-low-density hpoprotein. VLDL). como liporoteinas de baia densidad (low-density Hpoprotein. LDL) y lipoproteínas de alta densidad (high density hpoprotein. HDL). El hígado es también el centro principal de gluconeogénesis y de almacenamiento de glucógeno (glucogénesis y glucogenólisis) y. bajo la influencia de insulina y glucagón, regula la concentración de glucosa en plasma. Aunque cada una de estas funciones se analiza con cierto detalle, la prueba más importante de función melabólica es la bilirrubina.



Bilirrubina METABOLISMO NORMAL DE LA BILIRRUBINA La bilirrubina es el metabolito más importante del grupo hemo. que se encuentra en la hemoglobina, la mioglobma y los citocromos. Los moividuos adultos sanos producen entre 250 mg y 350 mg de bilmubma al día aproximadamente, cerca del 85% derivada de la degradación de los glóbulos rojos senescentes (Chowdhury, 1988; Berk. 1994a: Berlín, 1981). En el bazo, la



CAPITULO



14



•



CH —CH 2



E V A L U A C I Ó N DE LA F U N C I Ó N Y EL D A Ñ O HEPÁTICO



2



—CO H 2



CH —CH —C0 H



H,C=CH



2



2



2



CO H C 0 H 2



2



I Me



I



C H 2



CH¿ C H ^



II '



I



I



2



CH



CH M e



CH



2



Me



Me



CH II CH



?



HiliiTiihina



COOH



HOOC



Glucuronide*



Glucuronide



265



gada son aproximadamente 5 mg/kg/día 0. para un individuo de 75 kg. aproximadamente 400 mg/dia (Berk. 1994b). La vida media de la bilirrubina no conjugada es corta: el 60°o de la bilirrubina marcada aparece en el interior de los hepatocitos a los 5 minutos de la inyección (Bloomer. 1973). La lasa de eliminación aumenta con concentraciones crecientes de bilirrubina hasta, al menos, 4 mg/dl (Berk. 1994b). En el retículo endoplásmico liso, la bilirrubina se esterifica para dar lugar a ácido glucurónico por acción de la bilirrubina-uridindifosfato (UDP)-glucuronil transferasa; esta reacción produce principalmente diconjugados, pero también se forman algunos monoglucurónidos y triglucurónidos de bilirrubina (Chowdhury, 1988). A continuación, la bilirrubina conjugada alcanza la membrana canalicular de los hepatocitos y entra en el sistema biliar a través de un mecanismo de transporte dependiente de energía, alcanzando finalmente el tracto intestinal. Normalmente, apenas llega bilirrubina conjugada al plasma. Cuando la bilirrubina conjugada está presente en suero puede unirse covalentemente a albúmina, dando lugar a biliproleína o ó-bilirrubina (Lauff, 1982; McDonagh, 1984). Mientras que la bilirrubina conjugada tiene una vida media de menos de 24 horas, la ó-bilirrubina tiene una vida media, similar a la de la albúmina, de 17 días (Fevery, 1986). causando una prolongada ictericia durante la recuperación del daño hepatocelular (Van Hoolegem, 1985) o de la obstrucción biliar (Kozaki. 1998). La bilirrubina conjugada, al ser hidrosoluble, puede ser filtrada por los glomérulos y aparece en la orina: la bilirrubina en orina aumenta en la mayoría de los pacientes con bilirrubina conjugada elevada (Binder. 1989). Una vez que la bilirrubina alcanza el intestino es metabolizada por las bacterias. Los productos iniciales, los urobilinógenos. son hidrosolubles y pueden ser reabsorbidos y alcanzar la circulación enterohepática. Los niveles elevados en plasma se producen cuando aumenta la producción de bilirrubina. como en la anemia hemolitica, o cuando disminuye la eliminación plasmática, como en la hepatitis o la cirrosis. Entonces puede aparecer en orina exceso de urobilinógeno, donde puede ser detectado por medio de tiras reactivas; no obstante, la medición del urobilmógeno aporta poco a las pruebas estándar de función o daño hepático (Binder. 1989). Por último, el urobilinógeno intestinal es convertido en pigmentos biliares como la estercobilma: su ausencia lleva a producir excrementos coloreados, a menudo un signo precoz de la existencia de daño en el metabolismo de la bilirrubina.



Diglucurónido ilo hilirruhina Sinusoide Figura 14-1. Estructura de las moléculas criticas en la conversión del grupo hemo unido a ion térrico (Hemo-Fe ') y metabolización de la bilirrubina para producir su diglucurónido La bilirrubina es transportada al interior del hepatocito. donde es convertida en la lorma glucurónida y secretada a los canalículos. (Adaptado de Crawford JM, Hauser SC. Gollan JL: Formation, hepatic metabolism and transport otbiie pigments. A status report. Semin Liver Dis 1988: 8: 105. con permiso).
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melahemoglobina de los glóbulos rojos se descompone para dar lugar a las cadenas libres de globina y el grupo hemo (Fig. 14-1). El anillo porfirinico del grupo hemo es oxidado por la hemooxigenasa microsomal para producir el compuesto de cadena lineal denominado biliverdina. liberándose hierro. La biliverdina es entonces reducida por la biliverdina reductasa. produciendo bilirrubina (denominada bilirrubina no conjugada). En su forma isomérica más común, la bilirrubina es altamente insoluble en agua y la mayor parte es transportada por la albúmina, existiendo sólo una pequeña fracción de bilirrubina libre. La luz puede causar la fotoisomerización de la bilirrubina a una forma hidrosoluble que puede ser excretada en la orina (Onishi, 1986); esto constituye la base de la lototerapia en el tratamiento de la hiperbilirrubinemia perinatal. La ruta de eliminación de la bilirrubina por el higado se ilustra en la Figura 14-2. En el higado. la bilirrubina libre y la bilirrubina transportada por la albúmina penetran en el espacio de Disse. La bilirrubina libre se une a las proteínas Y y Z y. en último lugar, a la ligandma. que la transporta al retículo endoplásmico liso para su conjugación. Cuando la bilirrubina libre penetra en los hepatocitos. se disocia de la albúmina más bilirrubina. Este proceso es altamente eficiente: los valores normales de eliminación de bilir-ubina no conju-
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Figura 14-2. Esquema de la ruta de metabolismo y transporte de la bilirrubina. La bilirrubina (B) es un producto del metabolismo del grupo hemo, que liene lugar principalmente en el bazo, y es transportada al higado unida a albúmina. Atraviesa la membrana celular del hígado 1) a través de un transportador de aniones orgánicos, uniéndose finalmente a ligandina para ser transportada al retículo endoplásmico liso (REL). En el REL es conjugada para dar lugar a ácido glucurónico por la UDP glucuronil translerasa 1 2), produciendo mono y diglucurónidos de bilirrubina (B-Gu y B-[Gu] ) Vanas mutaciones que afectan al gen que codifica esta enzima están implicadas en la patogénesis del síndrome de Gilbert (Bosma. 1995) y del síndrome de Cngler-Najjar (Berk. 1994c). Los conjugados de bilirrubina se excretan en la bilis por el transportador canalicular multespecifico de anones orgánicos 3): defectos en el gen para esta enzima causan el síndrome de DubmJohnson (Paulusma, 1997). Defectos no conocidos en la excreción de bilirrubina son responsables del síndrome de Rotor. 2
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TRASTORNOS CONGÉNITOS Y ADQUIRIDOS DEL METABOLISMO DE LA BILIRRUBINA Existe un cierto número de trastornos congénitos del metabolismo de la bilirrubina que pueden cursar con ictericia o niveles elevados de bilirrubina en suero. El más común de estos trastornos es el síndrome de Gilbert, que puede llegar a afectar hasta al 3% a 5 % de la población. Este trastorno está asociado a una actividad reducida (aproximadamente el 30 » de la normal) de la bilirrubina-UDP glucuronil translerasa I. un delecto que parece ser necesario pero no suficiente para la aparición de la hiperbilirrubinemia. Mientras que un porcentaje significativo de varones con este defecto sufría hiperbilirrubinemia. ninguna de las mujeres sufría la enfermedad (Bosma. 1995). En los individuos con el defecto causante del síndrome de Gilbert. la tasa de admisión orgánica del anión está negativamente correlacionada con la bilirrubina en suero (Pérsico. 1999) lo que sugiere que debe presentarse un defecto adicional para causar la hiperbilirrubinemia. La bilirrubina total suele elevarse hasta 2 a 3 mg/dl; los niveles pueden elevarse aún más en ayunas, pero raramente aumentan por encima de 5mg/dl a no ser que el paciente presente un aumento de la degradación de la bilirrubina por otra razón. Se han sugerido procedimientos de diagnóstico como el ayuno o el uso de fenobarbilal (Thomsen, 1981), que deberían hacer aumentar y disminuir la bilirrubina respectivamente, pero estos procedimientos no son suficientemente específicos para su uso clínico. El síndrome de Crigler-Najjar se debe a un deficiencia severa en la bilirrubina- UDP glucuronil transferasa. En el tipo I. la forma más grave, no existe actividad enzimática en el hígado y los niños afectados desarrollan una hiperbilirrubinemia no conjugada severa, que generalmente conduce al desarrollo de kerniclerus, que consiste en la deposición de bilirrubina en el cerebro y afecta fundamentalmente a los ganglios básales. En el tipo II. la forma menos severa, la actividad enzimática es aproximadamente el 10% de la normal y es posible la supervivencia hasta la edad adulta (Berk. 1994c). El síndrome de Dubin-Johnson está asociado con un tratamiento imperfecto por parle del hígado de la bilirrubina conjugada y otros pigmentos, debido a defectos en el transportador canalicular multiespecifico de aniones orgánicos (cMOAT, de canalicular multispecific organic anionic transponer) (Paulusma, 1997; Tsujii, 1999). El síndrome de Dubin-Johnson se asocia a niveles plasmáticos elevados de bilirrubina conjugada, habitualmente con ictericia suave (bilirrubina total entre 2 y 5 mg/dl). y pigmentación intensamente oscura del hígado debido a la acumulación del pigmento lipofuscina. El síndrome de Rotor es otro trastorno que causa excreción defectuosa de la bilirrubina conlugada. aunque sin pigmentación del hígado (Berk, 1994d). Su causa se desconoce actualmente. o



Además de deberse a enfermedades del hígado, el aumento de los niveles de bilirrubina puede ser causado por otros trastornos. La hemolisis, si es grave, puede superar la capacidad del hígado para extraer bilirrubina, causando hiperbilirrubinemia no conjugada. Esto es particularmente susceptible de ocurrir en neonatos, cuya actividad de glucuronil translerasa es baja. La septicemia, la alimentación parenteral total y ciertas drogas, como los andrógenos, ocasionan normalmente un aumento de la bilirrubina no conjugada, aunque el mecanismo por el que esto ocurre no se conoce (Zimmerman, 1979). El ayuno aumenta la bilirrubina no conjugada en individuos normales, pero en una grado menor que el observado en el síndrome de Gilbert. PRUEBAS DE LABORATORIO OE BILIRRUBINA La forma típica de medir la bilirrubina es utilizando ácido sulfanilico diazotizado; el producto de reacción se mide a 540 nm. Debido a que la bilirrubina no conjugada reacciona lentamente, para medir la bilirrubina "total" se usan acelerantes como la cafeína o el metanol. La eliminación de los acelerantes, haciendo reaccionar directamente al suero o al plasma con el reactivo diazo, permite determinar la bilirrubina de reacción directa (normalmente denominada "directa"). Hasta principios de los 80, el pensamiento general era que la bilirrubina directa equivalía a la bilirrubina conjugada. La introducción de la tecnología de química seca, que utiliza la espectrometría diferencial para medir separadamente la bilirrubina conjugada y no conjugada, permitió observar que la suma de ambos tipos de bilirrubina no equivalía a la bilirrubina total y a caracterizar la 6-bilirrubina. En el ensayo directo se miden aproximadamente el 70°o a 80°= de la bilirrubina conjugada y la ó-bilirrubina y un pequeño porcentaje de



Q U Í M I C A CLÍNICA la bilirrubina no conjugada (Lo, 1983: Doumas. 1991). A pesar de los buenos resultados que apoyan la medida de la bilirrubina conjugada en vez de su estima a partir de la bilirrubina total (Arva. 1985; Doumas, 1987). la prueba de la bilirrubina directa es aUn ampliamente utilizada. La exactitud de las pruebas de bilirrubina directa depende del tratamiento de la muestra y de la composición del reactivo. La exposición prolongada a la luz produce lotoisomerización. aumentando la bilirrubina directa capaz de reaccionar (Ihara. 1997). El uso de agentes humedecedores o de lampones de pH incorrecto aumenta la cantidad de bilirrubina no conjugada medida como bilirrubina "directa" (Doumas. 1991). Normalmente, la bilirrubina directa debería estar entre 0 y 0,1 mg/dl en individuos normales, con valores raros de 0,2 mg/dl en ausencia de enfermedades hepáticas o del tracto biliar. Los valores de referencia para la bilirrubina total dependen tanto de la edad como del sexo. Los valores de bilirrubina normalmente alcanzan un pico entre los 14 y 18 años, descendiendo hasta los valores normales del adulto alrededor de los 25 años (Notter, 1985). Los valores son más altos en hombres que en mujeres a todas las edades (Notter. 1985; Dufour. 1988a: Carmel. 1985). El ejercicio intenso provoca un aumento significativo en los valores de bilirrubina cuando se comparan con los observados en individuos sedentarios o en los que practican ejercicio regularmente (Dufour, 1988b). Los valores de bilirrubina de los alroamericanos son significativamente menores que los de otros grupos étnicos.



Otras pruebas metabóh'cas AMONIACO El amoníaco es el principal derivado del metabolismo de los aminoácidos. El metabolismo del amoniaco tiene lugar en el hígado a través del ciclo de la urea, con la enzima limitante ornitina carbamoiltranslerasa (OCT). La deficiencia congénita de esta u otras enzimas del ciclo de la urea conduce a un aumento de los niveles de amoníaco (Batshaw. 1994). También se observan niveles elevados de amoniaco en la cirrosis (Stahl, 1963). en el síndrome de Reyes (Haubi. 1984) y en el fallo hepático agudo. La acumulación de amoniaco eslá asociada a dislución cerebral. Ha habido un largo debate acerca del papel real representado por el amoniaco en la génesis de la encefalopatía hepática. Niveles elevados de amoníaco conducen a la acumulación de glutamina en el sistema nervioso central y a niveles bajos del neurotransmisor inhibitorio acido Y-aminobutinco (GABA) (Butterworth. 1987). Sea o no el amoniaco patogénico en sí mismo, los niveles arteriales de amoniaco generalmente muestran correlación con el grado de encefalopatía. Los niveles venosos de amoníaco no se relacionan bien con el grado de encefalopatía hepática (Stahl, 1963). El amoniaco se utiliza a menudo para detectar dislunciones hepáticas severas. El amoníaco es también elevado en algunas enfermedades hemalológicas. incluyendo la leucemia aguda (Xu, 1992), y después del trasplante de médula ósea (Davies, 1996). Después de la resección transuretral de la próstata, el fluido de irrigación de glicina absorbido puede causar niveles muy elevados de amoniaco en plasma (Shepard, 1987). Otros factores que aumentan el amoniaco en sangre son el tabaquismo, el ejercicio y el uso de ácido valproico. El amoníaco normalmente se mide por medio de pruebas enzimáticas, generalmente utilizando la glutamato deshidrogenasa. que cataliza la conversión del ácido u-cetoglutárico y el amoniaco para formar glutamato, con la oxidación de NADPH a NADP como indicador. El amoníaco también se mide por medio de un método de química seca, utilizando tampones de pH alcalino para convertir todos los iones amonio en gas amoníaco, con azul de bromofenol como indicador (Huizenga, 1994). Debido a que el amoniaco es un producto del metabolismo celular, los métodos utilizados en la recolección de especímenes y el transporte son críticos para la prevención de niveles artificialmente elevados. La sangre arterial es el espécimen preferido para la medida del amoníaco. Aunque la sangre venosa no es recomendable, si es utilizada el uso de torniquetes debe ser mínimo y se debe evitar apretar y relajar el puño durante la extracción. Los especímenes deberían mantenerse en agua helada hasta la separación de las células del plasma (Howanitz, 1984: da Fonseca-Wollheim, 1990). LiPiDOS El hígado es el principal centro de síntesis del colesterol. las apolipoproteinas y todas las lipoproteínas circulantes excepto los quilomicrones: por tanto, no es sorprendente que las enfermedades hepáticas puedan alterar los
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E V A L U A C I Ó N DE LA F U N C I Ó N Y EL D A Ñ O HEPÁTICO



niveles séricos de lípidos y lipoproteínas. El alcohol es un potente estimulante de la síntesis hepática de triglicéndos y apolipoproteínas Al y A l l , lo que conduce a niveles elevados de VLDLs y HDLs. La esteatohepatitis no alcohólica (EHNA) a menudo está asociada a niveles de triglicéndos elevados. En la cirrosis, los niveles de lípidos y lipoproteínas a menudo descienden debido a la disminución de la síntesis hepática. Con la obstrucción de los conductos biliares a menudo se encuentra en el suero una lipoproteína anormal (lipoproteina X). Contiene principalmente foslolípidos y colesterol y la proteína está formada por apolipoproteina C y un núcleo de albúmina (Meredith, 1986; Narayanan, 1979). La lipoproteína X puede reconocerse por su migración hacia el cátodo en la electroforesis de lipoproteínas. Aunque las anormalidades lipídicas son comunes en las enfermedades hepáticas, raramente son útiles en diagnosis. METABOLISMO DE



FÁRMACOS



Un;i de las funciones del hígado consiste en hacer más hidrosolubles los compuestos liposolubles, facilitando su excreción Esto lo llevan a cabo vanas enzimas metabólicas de los hepatocítos que se dividen en dos tipos principales. Las reacciones de la fase I alteran el compuesto principalmente añadiéndole oxígeno; estas reacciones incluyen las oxidaciones y los fármacos. Las reacciones de la fase II conjugan los metabolitos o los fármacos iniciales en compuestos polares como el ácido glucurónico, la glicina, la taurina y el sulfato. La capacidad de metabolizar drogas está afectada en las enfermedades hepáticas; se ha sugerido, por tanto, que las pruebas para evaluar la (unción metabólica pueden ser útiles para la evaluación de la función hepática. El metabolismo de drogas generalmente adopta uno de dos patrones. Para algunas drogas (p. ej.. lidocaina). la extracción por los hepatocítos es muy eficiente con un único paso a través del hígado; la eliminación de drogas por este mecanismo depende fundamentalmente del flujo sanguíneo hepático. La mayoría de las drogas son eliminadas lentamente por el hígado, de modo que el flujo sanguíneo no es crítico; el funcionamiento de los hepatocitos es en este caso más importante para la eliminación del fármaco. Aunque se ha estudiado un amplio número de drogas para su utilización en las pruebas de función hepática, las tres utilizadas más frecuentemente son la aminopirina. la cafeína y la lidocaina. La aminopirina es metabolizada por medio de la eliminación de un grupo metilo, que finalmente es convertido en dióxido de carbono (CO.). El suministro de aminopirina marcada en el grupo metilo con carbono radiactivo ( " C o C) permite la medida del Comarcado en el aire espirado para monitorizar la tasa metabólica (Perri. 1994). Dado que las reacciones de desplazamiento del grupo metilo necesitan vitamina B,., y ácido fólico. también se pueden obtener resultados falsamente bajos debido a la deficiencia de cualquiera de estas vitaminas. La metabolización de la cafeína por el hígado rinde productos finales variados; entre las aproximaciones para monitorizar su eliminación se encuentran el nivel matutino de cafeína, los niveles de cafeína varios tiempos después de una dosis oral y la cafeína en saliva (Ziebell, 1995). La eliminación de la cafeína disminuye con la edad y aumenta con el tabaquismo, éstas son las variables más importantes en la interpretación de las pruebas. Ninguna de estas pruebas parece mejorar las pruebas convencionales de función o daño hepático. A pesar de que algunos estudios sugieren que son más sensibles que la bilirrubina en la detección de la disfunción hepática, son insensibles al daño hepático producido por la hepatitis crónica y no presentan una frecuencia alta de anormalidad hasta las etapas finales de la cirrosis (Beuers, 1991: Holstege, 1989; Joeres, 1993). Como se mencionó anteriormente, la lidocaina es rápidamente eliminada por el hígado, dependiendo de la tasa de flujo sanguíneo hepático. La lidocaina es convertida fundamentalmente en un único metabolito, la monoetilglicinexilidida (MEGX). por el sistema citocromo P-450. La tasa de desaparición de lidocaina o la tasa de aparición de MEGX se pueden monitorizar para determinar la tasa metabólica. Puesto que el flujo sanguíneo hepático afectado es un problema común tanto en el rechazo a un trasplante como en el daño previo al mismo, se ha sugerido el uso del metabolismo de la lidocaina como un método efectivo para evaluar la viabilidad de los alotrasplantes tanto antes como después del trasplante (Schroeder, 1989); no obstante, estudios posteriores han obtenido resultados que contradicen lo anterior (Ziebell, 1995).
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ÁCIDOS BILIARES



Los hepatocitos producen ácidos biliares a partir del colesterol para facilitar la absorción de grasa por el intestino. Estos ácidos biliares se almacenan en la vesícula biliar y se liberan al intestino después de las comidas gracias a la contracción de la vesícula biliar mediada por la colecistocinina. En el tracto intestinal, algunos de los ácidos biliares más importantes (ácidos cólico y quenodeoxicólico) son metabolizados por bacterias, produciendo ácidos bihaes secundarios (ácidos litocólico, deoxicólico y ursodeoxicólico). Aproximadamente el 95% de los ácidos biliares son reabsorbidos en el intestino delgado y pasan a la circulación enterohepática. Se ha sugerido que la medida de los ácidos biliares totales y de la proporción de ácidos biliares secundarios respecto a los primarios pueden ser útiles para el reconocimiento y la diagnosis diferencial de vanos trastornos hepáticos. Cuando la función hepática está dañada, los niveles totales de ácidos biliares podrían aumentar debido a una disminución de la eliminación de los mismos, manteniéndose la proporción de ácidos biliares primarios respecto a los secundarios. En general, los ácidos biliares son más sensibles que la bilirrubina en la detección de las disfunciones hepáticas. En algunas enfermedades hepáticas, las cantidades relativas de diferentes ácidos biliares están alteradas. En la cirrosis se observa un descenso desproporcionado de los niveles de ácido cólico y una baja proporción de ácidos biliares primarios respecto a los secúndanos. Cuando existe colestasis no se forman ácidos biliares secundarios: por lanto, la tasa de ácidos biliares primarios respecto a los secundarios aumenta significativamente. Los ácidos biliares deben medirse en ayunas o un determinado tiempo después de las comidas, ya que la ingesta de comida causa un aumento significativo de los niveles de ácidos biliares. Se pueden utilizar muchas técnicas para medir los ácidos biliares, pero los métodos cromatográficos (fundamentalmente HPLC, de higa-performance liqutd chromatography. es decir, cromatografía liquida de alta resolución) se usan más frecuentemente y permiten la separación de diferentes ácidos biliares. A pesar de su sensibilidad, su uso clínico es raro.



Funciones de síntesis



Síntesis de proteínas El hígado es el lugar de síntesis de la mayor parte de las proteínas plasmáticas; las excepciones más importantes son las inmunoglobulinas y el factor Von Willenbrand. En muchas enfermedades hepáticas descienden los niveles en plasma de las proteínas sintetizadas en el hígado: generalmente, el descenso es mayor en las enfermedades hepáticas crónicas, sobre todo en la cirrosis, que en las agudas. La disparidad en los niveles de proteínas entre las enfermedades hepáticas agudas y crónicas se debe en parte a las diferencias en la vida media de las proteínas. La albúmina tiene una vida media de aproximadamente 20 días; los cambios, por tanto, se producen lentamente. Entre las proteínas hepáticas de vida media más corta se encuentran el factor VII (de cuatro a seis horas), la transtirretina (de uno a dos días) y la transferrina (seis días). Otro factor importante en el descenso de los niveles de proteínas en la cirrosis es la hipertensión portal, que disminuye la liberación de aminoácidos al hígado. La electroforesis de proteínas séricas y la cuantificación de inmunoglobulinas pueden revelar cambios característicos del daño hepático En el fallo hepático agudo, la concentración de la mayoría de las proteínas producidas por el hígado disminuye; la tasa de disminución depende de la vida media de la proteina. Puesto que el daño hepático normalmente progresa de forma rápida, un cuadro típico incluiría niveles bajos de globulinas o 1 , a2 y (3, con niveles normales de albúmina y y-globulinas. En la cirrosis, las bandas correspondientes a la albúmina, las globulinas «1 y u2 y la transferrina disminuyen: sin embargo, se produce normalmente un aumento policlonal de las inmunoglobulinas G (IgG) y A (IgA). lo que provoca el típico puente f3-y. En la hepatitis autommune. la albúmina normalmente disminuye, lo que va acompañado de un importante aumento policlonal de la IgG. La cirrosis biliar primaria va acompañada de un aumento policlonal de la IgM.



ALBÚMINA



La albúmina es la más importante de las proteínas producidas por el higado; la síntesis hepática aumenta debido a la baja presión oncótica plasmática y disminuye en presencia de atocinas, principalmente interleucina-6. Aunque
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la tasa normal de síntesis de albúmina es de 120 mg/kg/dia. puede llegar prácticamente a doblarse cuando la presión oncótica plasmática es baja. La disminución de los niveles de albúmina es uno de los principales síntomas para el pronóstico de los pacientes con cirrosis. Las técnicas de medida de la albúmina se discuten con más detalle en el Capítulo 13. El método de unión a purpura de bromocresol produce resultados engañosamente bajos cuando la 6-bilirrubina presenta niveles altos (Bush, 1987; Ihara. 1991); esto es importante para los pacientes con enfermedades hepáticas, ya que aproximadamente el 5 0 % de los laboratorios de EE.UU. utilizan púrpura de bromocresol para medir la albúmina. OTRAS PROTEÍNAS SÉRICAS Aunque la mayor parte de las proteínas analizadas en el Capítulo 13 son producidas por el hígado, dos son especialmente importantes para la detección de trastornos hepáticos congénitos. a , - A n t i t r i p s i n a . La u1 -antitripsina (AAT), la cx1 -globulina más abundante, es el inhibidor de proteasas en plasma más importante. Aunque su nombre indica que inhibe a la tripsina, también es un inhibidor de otras proteasas de serina, como la elastina. La AAT es codificada por el gen Pi. situado en el cromosoma 14; existen bastantes vanantes genéticas debidas a mutaciones puntuales, que conducen a sustituciones de un aminoácido (Carrel. 1982). La variante más comUn. la M, está asociada a niveles normales de AAT en suero. Las mutaciones presentes en las variantes S y Z impiden la glucación normal de la proteína, lo que conduce a la acumulación de AAT dentro de los hepatocitos y a niveles bajos de AAT en plasma (Propst, 1994). La mutación clínicamente más importante es la homocigosis para la variante Z, denominada Pi ZZ. Los individuos afectados presentan una incidencia significativamente elevada de enfisema y también pueden desarrollar hepatitis neonatal. Curiosamente, aunque los niños pueden morir debido al daño hepático, en la mayoría de ellos el daño remite y sólo en el 3% de ellos progresa a cirrosis (Sveger, 1988). En adultos se observa una mayor propensión al daño hepático en pacientes heterocigotos y homocigotos para la variante Z de la AAT (Carison. 1985: Graziadei. 1998); esto puede deberse a una mayor susceptibilidad al daño producido por otros agentes, particularmente al virus de la hepatitis C (Propst, 1992). Existe controversia acerca de si la deficiencia en AAT puede causar por si misma daño hepático en adultos (Morin. 1975; Fisher, 1976). Debido a que la AAT es un reactivo de fase aguda, en inmunoensayos se pueden observar niveles normales de AAT en el 4 2 % de los heterocigotos (Hodges, 1981): el fenotipado por medio del enfoque isoeléctrico es más fiable en la detección de variantes (Propst, 1994). C e r u l o p l a s m i n a . Es la proteina sérica de mayor contenido en cobre y también la enzima que presenta mayor concentración circulante. La ceruloplasmina es una ferrooxidasa esencial para que el hierro pase a su estado férrico, lo que le permite unirse a la transfernna. Se encuentran niveles bajos de ceruloplasmina en la enfemedad de Wilson, un transtomo congénito raro (1:30.000 individuos) asociado a una de las muchas mutaciones de un gen situado en el cromosoma 13 que codifica una adenosina trifosfatasa (ATPasa) implicada en el transporte de cobre (Bull, 1993). Los niveles bajos de ceruloplasmina parecen deberse a una unión deficiente del cobre a la apoenzima, lo que conduce a una liberación defectiva desde los hepatocitos y a una actividad enzimática en suero reducida. La ceruloplasmina se mide normalmente por medio de inmunoensayos. pero también puede medirse enzimaticamente; existe controversia en la bibliografía acerca de cuál es el método más adecuado para detectar la enfermedad de Wilson. La enfermedad de Wilson normalmente se hace evidente en adolescentes o adultos jóvenes cuando aparecen síntomas psiquiátricos y neurológicos acompañados o no de enfermedad hepática: con menor frecuencia, puede presentarse como una hepatitis crónica y, raramente, como una hepatitis aguda que puede causar fallo hepático agudo (Scheinberg, 1984). En la mayoría de los pacientes con síntomas psiquiátricos o neurológicos aparecen los anillos de Keyser-Fleischer. depósitos de cobre en el borde del iris, pero estos anillos no están siempre presentes en los pacientes en los que el principal órgano afectado es el higado (Steindl, 1997). A pesar de que en la enfermedad de Wilson los niveles de ceruloplasmina son normalmente bajos (Gibbs. 1979), la presencia de factores que aumentan la síntesis de ceruloplasmina (p. ej„ las citocínas, el emba-
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razo o los estrógenos) pueden hacer que los niveles de la misma sean normales hasta en el 15% de los pacientes en general y hasta en el 35% por ciento en aquellos con manifestaciones hepáticas de la enfermedad de Wilson (Dufour. 1997), sobre todo en los que presentan hepatitis wilsoniana aguda (Berman. 1991). Las pruebas genéticas son el mejor método para establecer un diagnóstico, pero éstas resultan complicadas, ya que se conocen más de 30 mutaciones que producen la enfermedad (Schilsky, 1996). FACTORES COAGULANTES Como se mencionó anteriormente, la mayoría de los factores de coagulación se sintetizan en el higado: además, los productos de degradación de la fibrina se catabolizan en el higado. No es sorprendente, por tanto, que en los pacientes con enfermedades hepáticas sean comunes las anomalías en la coagulación, Entre las pruebas de laboratorio más frecuentes para la detección de anormalidades en la coagulación asociadas al hígado se encuentra ei tiempo de protrombina (TP). No está claro cuál es la forma de presentación de los resultados del TP en las enfermedades del higado que muestra mejor correlación con la función hepática. El índice internacional normalizado (INR. de International Normalized Ftalio) se ha usado frecuentemente para monitorizar la terapia anticoagulante oral; este método ajusta el tiempo de prolrombina según las diferencias de fuerza en la preparación del factor tisular utilizada, expresada como un índice de sensibilidad internacional (ISI). Aunque el INR corrige estas diferencias en pacientes tratados con anticoagulantes. el TP aumenta mucho menos en pacientes con un ISI bajo que sufren una enfermedad hepática que en los tratados con warfarina; el uso del INR no parece ser una buena elección para expresar los resultados de TP en las enfermedades hepáticas (Kovacs. 1994; Tsa'o, 1994; Johnston, 1996; Roben, 1996). DES-y-CARBOXIPROTROMBINA Los factores de coagulación dependientes de vitamina K (II, VII. IX y X) se producen inicialmente en una forma inactiva y son activados por medio de una Y-carboxilación del ácido glutámico mediada por vitamina K. Se ha desarrollado un inmunoensayo para la forma inactiva del factor II (des-y-carboxiprotrombina). pero no se usa habilualmente. Se encuentran niveles elevados en pacientes tratados con warfarina y en pacientes con deficiencia de vitamina K (en ocasiones debida a obstrucción del conducto biliar) (Liebman, 1984). Aumentos significativos de los niveles de des-y-carboxiprotrombina (DCP) también aparecen transitoriamente en pacientes con hepatitis aguda y de forma crónica en pacientes con carcinoma hepalocelular (Liebman, 1984: Fujiyama, 1988). Se puede aumentar la especificidad del ensayo para carcinoma hepatocelular repitiendo la prueba después de la administración parenteral de vitamina K (Lelrere. 1987; Sakon, 1991). Se han desarrollado recientemente inmunoensayos más sensibles que aumentan la utilidad de la prueba para detectar pequeños carcinomas hepatocelulares (Nomura, 1999).



Otras funciones de síntesis En enfermedades hepáticas graves pueden estar afectadas otras funciones de síntesis del hígado. Como se mencionó anteriormente, los niveles de lípidos pueden descender en los Últimos estadios de la cirrosis. En la cirrosis terminal puede producirse hipoglucemia debido a una disminución del contenido en glucógeno y a una gluconeogénesis delectuosa. También puede producirse hipoglucemia en el fallo hepático agudo. La (/.-fetoproteina (AFP) se analizará más tarde, al hablar de las pruebas de daño hepático.



PRUEBAS DEL DAÑO HEPÁTICO Niveles de enzimas en plasma Como corresponde a células metabólicamente complejas, los hepatocitos presentan niveles elevados de varias enzimas. Cuando se produce daño hepático, estas e n z i m a s pueden filtrarse al plasma y ser de utilidad para el diagnóstico y monitorización del daño hepático. Aunque se habla con más detalle de las enzimas en el Capítulo 15. el conocimiento de la localización celular de las enzimas y de sus patrones de cambio es critico para la comprensión de los hallazgos acerca de vanos tipos de enfermedades hepáticas.
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EVALUACIÓN DE LA FUNCIÓN Y EL DAÑO HEPÁTICO



Figura 14-3. Localización de las enzimas hepatoceiulares. Las enzimas hepatocelulares más importantes se localizan en distintos sitios del hepatocito. lo que da lugar a diterentes patrones de liberación de enzimas para distintos mecanismos de daño. La alanina aminotransferasa (ALT) y la isoenzima citoplasmática de la aspartate aminotransferase (ASTc) se encuentran principalmente en el citosol del hepatocito. Cuando se producen daños en la membrana en el daño hepatocelular agudo, estas enzimas se liberan y pasan a los sinusoides, aumentando la actividad en plasma de la AST y la ALT. La aspartate aminotransferase mitocondriai (ASTm) se libera principalmente cuando existe daño mitocondnal. como el causado por la ingesta de etanol. La fosfatasa alcalina (ALP. de alkaline phosphatase) y la y-glutamiltransferasa (GGT) se encuentran principalmente en la superficie canalicular del hepatocito. En la colestasis, los ácidos biliares se acumulan y disuelven fragmentos de membrana, liberando al plasma enzimas unidas a membrana. La GGT también se encuentran en los microsomas (circuios); las drogas que inducen a las enzimas microsomales aumentan la síntesis de GGT y elevan su actividad en plasma.
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tar debido al daño en otros órganos: sin embargo, la causa más común de los niveles elevados de ALT es la enfermedad hepática. La AST citoplasmática presenta su actividad más elevada en los hepatocitos, con niveles aproximadamente 7.000 veces mayores que en plasma. También la ALT presenta una elevada actividad en hepatocitos, con niveles celulares aproximadamente 3.000 veces mayores que en plasma. Cuando existe deficiencia en la síntesis de piridoxma. la síntesis hepática de ALT está alectada; un lenómeno similar se produce en la fibrosis hepática y en la cirrosis. La vida media de la AST citoplasmática es de 17*3 horas, mientras que la ALT tiene una vida media de 42-11 horas ( D R . Dulour, observaciones no publicadas). La isoenzima mitocondnal de la AST tiene una vida media de 87 horas (Panteghini, 1990). Las isoenzimas de la LDH que se originan en el hígado (LDH-4 y 5) presentan una actividad relativamente baja en los hepatocitos relativa a su aclividad en plasma (-500 veces mayor). La vida media de las isoenzimas hepáticas es aproximadamente de entre cuatro y seis horas Los cambios enzimáticos que se observan en el daño hepático pueden explicarse fácilmente por las diferencias en los niveles de actividad hepática y en la vida media de las enzimas. En la mayoría de las formas de daño hepatocelular agudo, al principio el nivel de AST será mayor que el de ALT, debido a la elevada actividad de la AST en los hepatocitos. Al cabo de entre 24 y 48 horas, sobre todo si persiste el daño, la ALT alcanza niveles mayores que la AST, ya que su vida media es más larga. Los niveles de LDH pueden aumentar transitoriamente, normalmente en menor grado que los de AST y ALT, y normalmente han vuelto a alcanzar los valores normales en el momento de la presentación clínica (Dulour, 1988: Fuchs. 1998; Singer, 1995). En el daño hepático alcohólico agudo, el aumento de los niveles de AST normalmente persiste, debido a la mayor vida media de la AST mitocrondial y a la coexistencia de deficiencia de piridoxma en muchos pacientes (Mendenhall. 1981). En el daño hepático crónico, los niveles elevados de ALT son más frecuentes que los de AST: sin embargo, a medida que progresa la fibrosis. la actividad de la ALT normalmente disminuye y la proporción de AST respecto a ALT aumenta gradualmente, de modo que para el momento en que se presenta la cirrosis, los niveles de AST son a menudo mayores que los de ALT (Williams, 1988: Sheth, 1998).



Enzimas que reflejan principalmente daño canalicular Localización celular de las enzimas Las enzimas que se miden normalmente se encuentran en localizaciones especificas en el interior del hepatocito; el tipo de daño hepático determinará el patrón de cambios enzimáticos. La Figura 14-3 ilustra las localizaciones de las enzimas más importantes de los hepatocitos. Entre las enzimas citoplasmálicas se encuentran la lactato deshidrogenasa (LDH), la aspartato amino transferasa (AST) y la alanina aminotransferasa (ALT). Las enzimas mitocondriales, como la isoenzima mitocondnal de la AST, se liberan cuando existe daño mitocondnal. Los niveles de las enzimas canaliculares. como la fosfatasa alcalina y la Y-glutamiltransferasa (GGT) aumentan cuando se producen procesos obstructivos.



Mecanismos de liberación de las enzimas Las enzimas son liberadas por los hepatocitos a través de diferentes mecanismos; éstos determinan el patrón de aumento de los niveles enzimáticos. El patrón de daño más común es el daño irreversible en la mebrana celular que acompaña a la muerte celular, que lleva a que se filtren las enzimas citoplasmálicas. El alcohol provoca rápidamente la liberación de AST por los hepatocitos y su expresión en la superficie celular (Zhou, 1998). La acumulación de ácidos biliares en la obstrucción canalicular causa la liberación de fragmentos de membrana a la que están unidas enzimas canaliculares (Schlaeger, 1982: Moss, 1997). Puede producirse un aumento de la síntesis de GGT. y en menor medida de fosfatasa alcalina, con fármacos que inducen la síntesis de enzimas microsomales, principalmente el etanol, la fenitoina y la carbamazepina (Aldenhövel, 1988).



Enzimas que reflejan principalmente daño celular Los marcadores más importantes de daño celular son las enzimas citoplasmálicas y mitocondriales. Como se analizará en el Capítulo 15, estas enzimas no son especificas de los hepatocitos. y sus niveles pueden aumen-



A diferencia de lo que ocurre con las enzimas citoplasmáticas. la actividad de las enzimas canaliculares dentro de los hepatocitos es normalmente bastante baja; el daño en los hepatocitos rara vez provoca un aumento significativo de los niveles de enzimas canaliculares. Cuando existe obstrucción canalicular normalmente se produce un aumento gradual de los niveles de estas enzimas. La electroforesis suele revelar la existencia de dos formas enzimáticas en presencia de obstrucción: el producto génico (enzima libre) y una forma de alto peso molecular constituida por las enzimas unidas a fragmentos de membrana canalicular. La fosfatasa alcalina hepática tiene una vida media de tres días La GGT es ligeramente más sensible que la loslatasa alcalina (Sheeman, 1979; Ratanasavanh, 1982), pero es menos específica; aumenta en un 85% a 90 % en pacientes con enfermedad hepática independientemente de la etiología (Burrows. 1975). La GGT tiene una vida media de 10 días, pero durante la recuperación del abuso del alcohol la vida media puede llegar a ser de 28 días. Tiende a ser mayor en los trastornos obstructivos y en las lesiones hepáticas ocupantes de espacio que en el daño en hepatocitos (Kim, 1977). Los niveles de GGT generalmente también aumentan debido a la exposición a drogas inductoras de enzimas. Su nivel es elevado en aproximadamente el 60% a 70% de los individuos que abusan crónicamente del alcohol, existiendo una correlación no muy exacta entre la cantidad de alcohol ingerido y la actividad de la GGT (Whilehead, 1978). Los niveles normalmente disminuyen lentamente con la abstinencia y permanecen altos durante al menos un mes después del comienzo de la misma (Beitrage. 1977: Moussavian, 1985). Los niveles de GGT aumentan hasta 5 veces por encima de los límites de referencia con el uso de fenitoina y la carbamazepina (Aldenhövel, 1988) y aumenta en menor medida con el uso de contraceptivos orales y estrógenos (Schiele, 1977). La fosfatasa alcalina de origen hepático es más especifica de los procesos obstructivos: sólo el 2 5 % de los pacientes, aproximadamente, que reciben fenitoina muestran niveles elevados, normalmente menos de tres veces por encima de los límites de referencia.
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oFetoproteína La AFP es una de las proteínas plasmáticas más importantes durante la vida fetal; aunque su función no es conocida, es estructuralmente similar a la albúmina y puede servir como proteína de transporte o unión. Los niveles caen a lo largo de la gestación y son de aproximadamente 10.000 ng/ml en el nacimiento, pero alcanzan los niveles del adulto, menores de 10 ng/ml, alrededor del año de edad. Cuando existe daño hepático agudo, los niveles de AFP a menudo aumentan hasta 10 a 20 veces por encima de los límites superiores de referencia; aumentos similares pueden producirse en las subidas agudas de actividad en la hepatitis crónica (Di Bisceglie, 1989). Algo más del 10% de los pacientes con hepatitis viral crónica presentan niveles elevados de AFP (Tong, 1999). A medida que la fibrosis progresa en la enfermedad hepática crónica, los niveles de AFP aumentan, alcanzando un promedio de dos a tres veces superior a los límites de referencia (Goldstein, 1999). La principal utilidad de la AFP en la enfermedad hepática es su utilización en el cribado y diagnóstico del carcinoma hepatocelular y en la monitorización del curso de la enfermedad en el carcinoma hepatocelular y en el hepatoblastoma.



Marcadores inmunológicos Las enfermedades autoinmunes pueden en ocasiones ser la causa principal del daño hepático. La enfermedad hepática autoinmune más común, la cirrosis biliar primaria (CBP). está asociada a anticuerpos antimitocondriales (AMA) que pueden ser detectados por fluorescencia. Aunque los AMA pueden aparecer en otras enfermedades, el subtipo de AMA especifico de la CBP, el M2, reacciona con componentes del complejo multienzimático piruvato deshidrogenase (Yeaman, 1988); el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA, de enzyme linked immunoassay) y otros ensayos capaces de detectar este tipo específico de AMA están disponibles en el mercado. Otros tipos de AMA presentes en otras enfermedades incluyen el anti-M1 en la sífilis, el anti-M6 en la hepatitis inducida por isoniazida y el anti-M7 en miocardiopatía. La colangitis esclerosante primaria (CEP) es una enfermedad autoinmune asociada a la destrucción de conductos biliares tanto intrahepáticos como extrahepáticos. Aproximadamente dos tercios de los pacientes con CEP tienen anticuerpos citoplasmáticos antineutrófilos perinucleares circulantes (p-ANCAs, de perinuclear antineutrophil cytoplasmic antibodies) con especificidad para antigenos como la proteina bactericida/permeabilizante. la catepsina G y/o la lactoferrina (Mulder. 1993; Roozendaal, 1998). Hasta el 75% tienen además otros anticuerpos como los antinucleares (ANA. de antinuclear antibodies) o los antimúsculo liso (ASMA, de anti-smooth muscle antibodies) (Chapman, 1986). La hepatitis autoinmune es responsable de hasta el 3% al 5% de las hepatitis crónicas y puede presentarse ocasionalmente como hepatitis aguda. Hay muchas variantes de hepatitis autoinmune asociadas con varios marcadores (Czaja, 1995a). En Estados Unidos, la variante más común, el tipo 1, está



QUÍMICA CLÍNICA



asociada en la mayoría de los casos a ANA, asi como a anticuerpos para la actina (a menudo detectados como ASMA). Títulos de AMA y/o ASMA mayores de 1:80 apoyan el diagnóstico en pacientes con hepatitis (Johnson, 1993). La hepatitis autoinmune de tipo 2 normalmente afecta a los niños y es mucho más común en Europa que en EE.UU., donde raramente se encuentra. Normalmente los ANA y los ASMA son negativos en el tipo 2, mientras que los anticuerpos para los antígenos microsomales de hígado y riñon (LKM1, de iiver-kidney microsomal antigens) son positivos en la mayoría de los casos. En otras enfermedades hepálicas se encuentran habitualmente títulos más bajos de ANA y ASMA, en particular en la hepatitis C, en la que estos niveles bajos aparecen hasta en el 40% de los casos (Czaja. 1995a). Con los primeros ensayos anti-HCV se observaron falsos positivos anti-HCV, con ensayos de inmunotransferencia recombinante negativos, hasta en el 60% de los casos de hepatitis autoinmune (Czaja, 1995b); esto raramente se produce con la generación actual de pruebas.



Marcadores de infección por virus de hepatitis Los virus causan entre el 8 0 % y el 9 0 % de las hepatitis crónicas y agudas. Aunque existen varios virus que pueden afectar al hígado, la mayoría de los casos son causados por tres virus que afectan principalmente a los hepatocitos y se denominan "virus de la hepatitis".



Hepatitis A El virus de la hepatitis A (HAV) es miembro de la familia picornavirus. constituida por virus de ARN. Es transmitido por la vía fecal-oral y normalmente tiene un período de incubación de menos de un mes. Los brotes epidémicos de infección por HAV normalmente ocurren en condiciones sanitarias pobres, en centros de cuidados de día, en acciones militares y debido a comida contaminada. La infección por HAV casi siempre se autolimita, aunque en el 5% a 10% de los casos puede producirse un aumento secundario de los niveles de enzimas. La evolución en el tiempo de los marcadores de infección por HAV se muestra en la Figura 14-4. Durante el período de incubación, el ARN del HAV está presente en heces y plasma y permanece detectable una media de 18 días después de la instauración clínica de la hepatitis (Fujiwara, 1997). La respuesta inmune inicial del virus es IgM anti-HAV, que normalmente se desarrolla entre dos y tres semanas después de la infección; el aumento de los niveles de AST y ALT se produce después de la aparición de los anticuerpos. Los anticuerpos IgM normalmente persisten entre dos y seis meses tras la infección. Los anticuerpos IgG se desarrollan entre las semanas 1 y 2 de los anticuerpos IgM y normalmente permanecen positivos de por vida (Skinhoj. 1977). Los ensayos "totales" anti-HAV detectan tanto los anticuerpos IgM como los IgG. La prevalencia de los anti-HAV totales varía, oscilando entre el 5% y el 10% para niños menores de 5 años y llegando hasta el 7 5 % en individuos mayores de 50 años (Koff. 1995). Después del des-
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Figura 14-4. Típica evolución temporal de la aparición de los antígenos virales y los anticuerpos antivirales en la infección por hepatitis A (HAV). Durante el período de incubación (entre dos y tres semanas como media), el ARN de HAV se replica y se pueden delectar partículas virales en las heces por inmunomicroscopía electrónica. El ARN viral también es detectable durante este periodo por medio de técnicas de amplificación. Después del período de incubación comienza la respuesta inmune, caracterizada por la presencia de anticuerpos IgM para HAV (IgM antiHAV). Otro ensayo mide tanlo los anticuerpos IgG como los IgM (anti-HAV total). Los síntomas normalmente aparecen aproximadamente al mismo tiempo que se desarrollan los anticuerpos, acompañados por niveles elevados de enzimas ciloplasmáticas y. ocasionalmente, ictericia. Normalmente los síntomas comienzan a remitir espontáneamente en varias semanas y los niveles de IgM anti-HAV disminuyen gradualmente, desapareciendo normalmente entre tres y seis meses después de la infección. El anti-HAV total normalmente permanece positivo de por vida.
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E V A L U A C I Ó N DE LA F U N C I Ó N Y



Figura 14-5. Típica evolución temporal de la aparición de los antigenos virales y los anticuerpos antivirales en la hepatitis B aguda (HBV). El antigeno de superficie (HBsAg) es el primer marcador viral en aparecer, después de un periodo de incubación de entre uno y tres meses. Durante el período de incubación y cuando aún no hay anticuerpos detectables. el paciente permanece asmtomático. Después de entre tres y seis meses aparece el anticuerpo para el antígeno central (HBcAg), normalmente primero como un anticuerpo IgM (IgM anti-HBc). En el momento del desarrollo de los anticuerpos aparecen los síntomas de la infección aguda, acompañados de niveles elevados de enzimas citoplasmáticas y, en muchos casos, de ictericia. Cuando desarrolla la ictericia, la mayoría de los pacientes aún presentan niveles mensurables de HBsAg. En un pequeño porcentaje de pacientes, no son detectables ni el antígeno de superficie ni su anticuerpo, lo que deja a la IgM anti-HBc como el Único marcador de la infección aguda (ventana central") El desarrollo de los anti-HBs es un indicador de la eliminación de los virus infecciosos y de la recuperación de la infección. La IgM anti-HBc persiste entre tres y seis meses, pero el anti-HBc total normalmente se mantiene de por vida.
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arrollo de la inmunidad a HAV, se desarrollan niveles detectables de anticuerpos a las dos a cuatro semanas y persisten hasta cinco años en los individuos que responden a la infección (Totos, 1997). Si es necesario por motivos epidemiológicos, existen ensayos de PCR (de polymerase chain reaction o reacción en cadena de la polimerasa) que permiten identificar el ARN de HAV en plasma y heces.



8 0 % en neonatos, descendiendo la probabilidad de infección crónica a lo largo de la primera década de vida. Con la recuperación de la infección aguda desaparecen HBsAg y HBeAg y aparecen anti-HBs y anti-HBe; el desarrollo de los anti-HBs es normalmente el último marcador de la recuperación y se cree que es un indicador de la eliminación del virus. Se considera que anti-HBs y antiHBc se mantienen de por vida, aunque en algunos casos (5%-10%) los antiHBs terminan por desaparecer (Seeff, 1987). También se puede encontrar únicamente anti-HBc durante los periodos de eliminación viral en las hepatitis crónicas y agudas y como falso positivo. El título de anti-HBc es importante para la determinación de su significación; títulos bajos corresponden generalmente a falsos positivos, mientras que los títulos altos casi siempre (50% a 80% de los casos) indican inmunidad a la infección por HBV, como demuestra la respuesta anamnéstica a la vacuna de la hepatitis B (Aoki, 1993).



Hepatitis B El virus de la hepatitis B (HBV) es miembro de la familia hepadnavirus, un grupo de virus relacionados que causan hepatitis en varias especies animales. La hepatitis B se transmite principalmente a través de los fluidos corporales, especialmente el suero; sin embargo, también se extiende de forma efectiva a través del sexo y puede ser transmitido de madre a hijo. La hepatitis B produce varias proteínas antigénicas que pueden ser detectadas en suero: un antígeno central (HBcAg), un antígeno de superficie (HBsAg) y el antigeno e (HbeAg), que está relacionado con el antígeno central; existen ensayos comerciales disponibles para HbsAg y HbeAg. Los anticuerpos para cada uno de estos antígenos también pueden medirse y se dispone de ensayos comerciales para todos ellos. La evolución temporal de la infección autolimitada por HBV se ilustra en la Figura 14-5. El marcador serológico inicial de la infección es el HBsAg, que normalmente comienza a ser détectable dos o tres meses después de la infección. Después de entre cuatro y seis semanas más aparecen las IgM anti-HBc acompañadas de un aumento en los niveles de AST y ALT. Cuando aparecen los síntomas de hepatitis la mayoría de los pacientes aún presentan niveles détectables de HBsAg. aunque una minoria no presenta niveles detectables ni de HbsAg ni de anti-HBs. quedando el anti-HBc como único marcador de la infección ("ventana central"). El IgM anti-HBc normalmente persiste entre cuatro y seis meses; sin embargo, puede aparecer intermitentemente en pacientes con infección por HBV crónica (Czaja, 1988).



Otra herramienta para la monitorización de la infección por HBV es el ADN de HBV, que puede medirse a través de cualquiera de las técnicas de amplificación. La mayoría de las técnicas sólo pueden detectar cantidades del orden de 1x10" copias/ml, aunque la técnica de hibridación en fase líquida puede llegar detectar hasta 40.000 copias/ml y los ensayos de PCR hasta 100 copias/ml. Los resultados a menudo se expresan en picogramos por mililitro, lo que se calcula dividiendo el valor del número de copias por mililitro entre 2,85x10 . La mayoría de los ensayos no detectan DNA de HBV en los pacientes que se han recobrado de la infección por HBV y son anti-HB positivos. Utilizando ensayos de PCR. que son muy sensibles, se puede encontrar ADN circulante de HBV en un porcentaje elevado de los pacientes anti-HBS positivos que se han recobrado de la infección (Yotsuyanagí, 1998; Cabrerizo. 1997), asi como en los pacientes con hepatitis C y únicamente anti-HBc (Cacciola, 1999). No se sabe cuál es la significación de la existencia de niveles bajos de ADN de HBV, aunque en pacientes con HCV pueden estar asociados a un daño hepático más severo. El antígeno e se ha usado históricamente para detectar la presencia de partículas virales circulantes; existe una buena correlación entre los niveles de HBeAg y la cantidad de ADN de HBV (Hayashi. 1996). En la infección crónica por HBV. aproximadamente el 1% al 1.5% de los pacientes eliminan espontánemente el HBeAg cada año; algunos se recuperan, mientras que otros entran en una fase no replicativa en la que 5



En la mayoría de los individuos la hepatitis HBV se autolimita y el paciente se recobra; aproximadamente entre el 1% y el 2 % de los adolescentes y adultos normales presentan replicación viral persistente La frecuencia de infección crónica por HBV es del 5% al 10% en pacientes inmunocomprometidos y del



Tabla 14-1 Interpretación de los patrones de los marcadores de HBV Interpretación
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Tabla 14-2 Interpretación de los patrones de los marcadores de HVC Interpretación
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Infección argucia por H C V + Infección activa por HCV + + + Posible eliminación d e l H C V + + Falso posilivo en la p r u e b a + d e HCV + Requiere un estudio más Indeterminado' detallado • Resultado indeterminado sólo una banda positiva o mas de una banda y reactividad no especifica.



-



el ADN del HBV se integra en el genoma celular. A menudo, esta transición de fase se asocia a un aumento en los niveles de AST y ALT y. ocasionalmente, a ictericia. En raras ocasiones el HBeAg puede volver a ser detectable en el plasma de estos pacientes. Los patrones de marcadores de HBV y su interpretación se muestran en la Tabla 14-1.



Hepatitis C La hepatitis C (HCV) es un virus de ARN del grupo de los llavivirus. La infección por hepatitis C se produce normalmente a través de suero: la inyección de drogas y las transfusiones o los trasplantes anteriores a 1990 son las causas comunes de infección. También se han observado otras formas de transmisión a través de suero, como la causada por pinchazos con agujas en profesionales de la salud, la diálisis y. raramente, la de la madre al hijo. Existen evidencias contradictorias acerca de la transmisión sexual del HCV: los compañeros sexuales monógamos de pacientes infectados por HCV rara vez se infectan, pero los antecedentes de promiscuidad se consideran un factor de riesgo A diferencia de HAV y HBV, la infección crónica por HCV se produce en el 75% al 85% de los individuos infectados, estimándose que existen entre 2,1 y 2,7 millones de individuos con infección crónica sólo en Estados Unidos (Alter, 1999). Las pruebas de laboratorio para infección por HCV y sus usos más comunes se resumen en la Tabla 14-2. No se ha conseguido cultivar el HCV: no obstante, el genoma de HCV puede amplificarse a través de la tecnología recombinante. Se han identificado varios antígenos estructurales y no estructurales: por el momento no existen ensayos comerciales para antígenos, aunque se está desarrollando un ensayo para el antígeno central de HCV (Aoyagi, 1999). La mejor prueba para el diagnóstico de la infección por HCV es la segunda generación de la prueba anti-HCV, que detecla la presencia de anticuerpos para uno de cuatro antigenos virales diferentes entre 10 y 12 semanas, como media, después de la infección (Alter. 1992). Un ensayo anti-HCV de tercera generación delecta los anticuerpos entre siete y nueve semanas, como media, después de la infección (Barrera, 1995). La igM anti-HCV está presente tanto en la infección aguda por HCV como en la crónica y no es útil para el diagnóstico (Bnllanti, 1993). Normalmente, los niveles significativos de anli-HCV total persisten de por vida, aunque puede desaparecer después de la recuperación de la infección por HCV (Seeff. 1994; Beld. 1999). En poblaciones de alto riesgo, el valor predictivo de los anti-HCV para la infección por HCV es superior al 99%. de modo que normalmente no son necesarias más pruebas para comprobar la exposición al virus (Pawlotsky. 1998). En poblaciones de bajo nesgo, como la de donantes de sangre, el valor predictivo de un anti-HCV positivo es sólo del 25%. En pacientes de bajo riesgo o en aquellos en los que es necesario confirmar la exposición a HCV, sería necesario utilizar pruebas adicionales anti-HCV. El inmunoensayo de antígenos recombinantes (RIBA) usa proteínas recombinantes de HCV aisladas de un análisis dotblot o stripblot: se trata de un método análogo al de Western Woí utilizado para confirmar la positividad en otros tipos de enfermedades infecciosas. La presencia de anticuerpos para dos o más antígenos de HCV se considera un resultado positivo y la ausencia de anticuerpos se considera un resultado negativo; la presencia de anticuerpos para un único antigeno o de anticuerpos para más de un anlígeno junto al marcador inespecífico superóxido dismutasa se consideran resultados indeterminados. En el ensayo RIBA de tercera generación, el aislado del anticuerpo para el antigeno NS5 no está asociado prácticamente nunca a viremía para HCV. lo que sugiere que puede ser un indicador de tos falsos positivos (Vemelen. 1994: LaPerche, 1999).
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La prueba por excelencia para confirmar la persistencia de la infección por HCV es la del ARN de HCV. que se detecta a través de varias técnicas de amplificación. Los ensayos cuantitativos normalmente son capaces de detectar hasta 1.000 copias/ml; sin embargo, los resultados obtenidos con diferentes ensayos no son intercambiables y los limites de detección varían de un método a otro (Ravaggi, 1997; Lunel, 1999). Los ensayos cualitativos para ARN de HCV tienen normalmente límites de detección menores que tos de los métodos cuantitativos que utilizan la misma técnica de amplificación, son menos costosos y más útiles para detectar la presencia o ausencia de infección. Recientemente se ha desarrollado un estándar de la Organización Mundial de la Salud (OMS) que probablemente facilitará la comparación entre métodos (Saldanha. 1999). Cuando existe infección aguda, generalmente hay ARN de HCV en las dos semanas que siguen a la infección, pero el nivel disminuye cuando aparecen los anticuerpos: hasta el 15% de los individuos con infección aguda por HCV tienen ARN de HCV negativo (Alter, 1992; Villano. 1999). El ARN viral puede estar presente de forma intermitente durante el primer año de infección, pero a partir de entonces está presente de forma persistente (Villano. 1999). En estadios posteriores de la infección los niveles de ARN de HCV generalmente no fluctúan más del logaritmo de 0,5 al log de 1,0 alrededor de los valores medios (Nguyen, 1996). La tasa de mutación del HCV es elevada, similar a la de otros retrovirus como el virus de la inmunodeficiencia humana (HIV). Esto hace que pueda emerger cierto número de "cuasiespecies" de HCV. a menudo asociadas con niveles fluctuantes de ALT (Yuki, 1997). Existe cierto número de especies constituidas por un único tipo de HCV denominadas genotipos. En Estados Unidos, el genotipo más común es el 1, que se divide en dos subtipos, 1a y Ib: ambos juntos causan el 65% de las infecciones por HCV en personas de raza blanca y el 90% al 95% de las infecciones en afroamericanos (Reddy, 1999; McHutchison, 1999). Los genotipos 2 y 3 generalmente responden mejor al tratamiento (Poynard, 1998; McHutchison, 1998); otras líneas son responsables del 1% al 2% de las infecciones. La detección en cada una de las líneas de las secuencias únicas de ácido nucleico a través de alguno de los métodos de ácidos nucleicos (Lau. 1995) es la forma más fiable de identificar el genotipo responsable en un individuo.



Otros virus La hepatitis D (agente S, HDV) es un virus de ARN que sólo puede replicarse en presencia de HBsAg: las partículas virales circulantes presentan ARN viral en el interior de una envuelta de HBsAg. Aunque el HDV es raro en EE.UU.. se da principalmente en consumidores de droga inyectada y hemofílicos, y es endémico en algunas partes del mundo (London, 1996). En pacientes con infección por HBV, el HDV se puede presentar de dos formas. Si la infección por los dos virus se produce al mismo tiempo (coinfección), el curso de la infección es más severo, a menudo atipico y tiene una tasa de mortalidad mayor que la del HBV solo. Si la infección por HDV se produce en presencia de una infección previa y persistente de HBV (superinfección). puede haber una progresión más rápida de la enfermedad. La mejor prueba para el diagnóstico es la presencia de anti-HDV; hay disponibles pruebas tanto totales como para anticuerpos IgM. La hepatitis E (HEV). un virus de ARN con un curso similar al de la infección por HAV, es común en determinadas zonas de Asia, África y México, pero rara vez aparece en EE.UU., excepto en individuos que han viajado a las áreas endémicas (Erker, 1999). Como el HAV. se transmite por la vía fecal-oral. Cuando la infección se produce durante el embarazo, la lasa de mortalidad es de alrededor del 20%. Hay disponibles pruebas de anticuerpos para HEV. pero parece que, según que antígenos se utilicen para detectar la reactividad, pueden ser frecuentes los falsos-positivos (Mast, 1998). Se sospecha que otros dos virus pueden causar hepatitis postransfusional: el virus de la hepatitis G (en ocasiones llamado G-B) (Laskus, 1997) y el TTV (Matsumoto, 1999). Aunque ambos virus se aislan en un elevado porcentaje de las personas con hepatitis postransfusional y se detecta viremia en al menos un 1% de los donantes de sangre, no parecen causar enfermedad hepática. Existen algunos otros virus que pueden causar hepatitis, pero normalmente también afectan a otros órganos; las pruebas para detectarlos no se analizarán aquí.



Marcadores de fibrogénesis hepática En la hepatitis crónica, el factor más importante de predicción de la probabilidad de la progresión a cirrosis es la extensión de la fibrosis que se observa en un espécimen de biopsia. Existe un gran interés en desarrollar pruebas de
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plasma o suero, menos traumáticas, que puedan utilizarse para determinar la extensión de la librosis en el hígado. El proceso de fibrosis en el hígado implica tanto la producción de colágeno como el colapso de las proteínas normales de la matriz. Entre los muchos marcadores potencialmenle útiles que se han evaluado se encuentran los Iragmentos de colágeno o procolágeno circulantes; las enzimas implicadas en la síntesis de colágeno (prolíl oxidasa, lisil oxidasa); las glucoproteinas de matriz como la laminina, la fibronectina y la elastina; los proteoglicanos implicados en la formación de la matriz, como el hialuronato y las enzimas implicadas en el colapso de la matriz, como las metaloproteinasas. En general, estas pruebas muestran una correlación significativa con la actividad inflamatoria observada en los especímenes de biopsia, pero una pobre correlación con la extensión de la fibrosis; en general sólo suponen una pequeña mejora sobre los marcadores de actividad, menos caros, como eldeALT(Trinchet, 1995;Tsutsumi. 1996; Oberti. 1997). En términos de correlación con el grado de fibrosis. no se comportan mucho mejor que las pruebas funcionales como el tiempo de protrombina.



ENFERMEDADES HEPÁTICAS AGUDAS Las enfermedades hepáticas agudas son asíntomáticas en la gran mayoría de los individuos afectados; sin embargo, cuando los síntomas se presentan el paciente generalmente necesita atención médica. Los síntomas más claros están relacionados con un tratamiento anormal de la bilirrubina. Los individuos afectados normalmente notan una pérdida de color en las heces, seguida de la pérdida del color oscuro de la orina; estos síntomas se deben a una disminución de la eliminación de bilirrubina al intestino y a la aparición de bilirrubina conjugada hidrosoluble en plasma, lo que produce bilirrubinuria. En la mayoría de los casos el paciente nota la ictericia, generalmente en forma de color amarillento en los ojos, unos días después de la aparición de los síntomas. Puesto que la ictericia es mucho más común en las enlermedades hepáticas agudas que en las crónicas, se puede sospechar que una persona ictérica puede sufrir una hepatitis aguda o bien una obstrucción del tracto biliar.



Hepatitis aguda La hepatitis aguda es un trastorno en el que existe daño agudo en los hepatocitos. Aunque su nombre implica que existe una inflamación aguda del hígado, la mayoría de las causas de hepatitis aguda provocan una respuesta del hígado más linfocítica que neutrofílica; en algunos casos, particularmente cuando el daño se debe a isquemia o a toxinas, la inflamación es minima o inexistente. Por todas estas razones se utilizará el término "daño hepatocelular agudo", más preciso, para hacer referencia a este grupo de enfermedades.
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Patrones de daño hepatocelular agudo y pruebas de laboratorio asociadas La característica principal del daño hepatocelular agudo es el aumento de los niveles de aminotransferasas, que normalmente se sitúan m a s de ocho veces por encima de los límites de referencia, con un aumento mínimo o inexistente de los niveles de fosfatasa alcalina. En niños, sólo el 1% presenta un pico de bilirrubina mayor de 10 mg/dl (Stewart. 1978). En adultos, la ictericia se desarrolla en el 70 o de los casos de hepatitis aguda A (Lednar. 1985). el 33% de los casos de hepatitis B (McMahon. 1985) y alrededor del 20% de los casos de hepatitis aguda C (Hoofnagle, 1997). Tanto clínicamente c o m o según las pruebas de laboratorio, existen dos tipos principales de daño hepatocelular agudo, como se ilustra en la Figura 14-6. c



En la forma más común, el daño a los hepalocitos está relacionado principalmente con una respuesta inmune. Este patrón es tipico del daño hepatocelular viral y de algunas formas del inducido por drogas. Normalmente se produce un aumento gradual de los niveles de enzimas citoplasmáticas (AST y ALT), seguido después de unos días de un aumento de los niveles de bilirrubina. Los niveles de fosfatasa alcalina suelen ser normales o ligeramente elevados, m i e n tras que los de GGT aumentan en la mayoría de los casos de daño hepatocelular agudo. Normalmente, los niveles de AST y ALT alcanzan sus valores máximos (generalmente entre 8 y 40 veces por e n c i m a de los limites de referencia) cuando se presenta la ictericia o incluso antes y luego disminuyen gradualmente. La tasa promedio de disminución de los niveles de AST y ALT es del 10% al 12% al día. mucho menor de la que seria previsible dada la vida media de ambas, y constituye un indicador de la presencia de daño hepático (Rozen.1970). Los niveles vuelven a la normalidad una media de cuatro semanas después del diagnóstico clínico, pero existe una amplia variación en el tiempo de permanencia de los niveles elevados La bilirrubina generalmente alcanza su valor máximo tras una o dos semanas, normalmente menos de 15 rngdl y luego diminuye lentamente. Normalmente, al principio entre el 50% y el 80% de la bilirrubina es de reacción directa (Rozen, 1970; Stewart, 1978). representando una mezcla de bilirrubina conjugada y Ó-bilirrubina. Durante la recuperación, la bilirrubina conjugada deja de estar presente, la bilirrubina en orina desaparece y la Ó-bilirrubina se acerca al 100% de la bilirrubina total, que permanece alta cinco semanas como media (aunque con una amplia variación). Normalmente, el tiempo de protrombina es normal o está menos de tres segundos por encima de los limites superiores de referencia (O'Grady. 1989). En la forma menos común, el daño a los hepatocitos causa un cambio rápido en las pruebas relacionadas con el hígado. Este patrón es el que se observa normalmente en el daño hepatocelular tóxico o isquémico. Se produce un importante aumento de los niveles de AST y ALT, alcanzando en la mayoria de los casos
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Figura 14-6. Patrones más importantes de daño hepatocelular. El patrón más comUn de daño hepatocelular es el debido a daño inmunológico en los hepatocitos, como el observado en enfermedad hepática viral o inducida por drogas (gráfico de la izquierda). Normalmente se produce un aumento lento de los niveles de enzimas citoplasmáticas (línea continua) con un moderado aumento de la bilirrubina (línea discontinua) en casos reconocidos clinicamente. Los niveles de enzimas y bilirrubina alcanzan una meseta y posteriormente descienden durante varias semanas. El tiempo de protrombina (linea de puntos) generalmente es normal o ligeramente elevado. Con el daño directo en los hepatocitos (gráfico de la derecha) el daño se produce rápidamente y durante un periodo de tiempo muy corto. Los niveles de enzimas citoplasmáticas y el tiempo de protrombina toman rápidamente valores anormales y también rápidamente vuelven a la normalidad. La bilirrubina es normal o sólo ligeramente elevada en la mayoría de los casos. LSR= límite superior de referencia.
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valores máximos (a menudo más de 100 veces por encima de los límites de referencia) en las primeras 24 a 48 horas de daño. Los niveles de AST son normalmente mayores que los de ALT durante las primeras 24 a 36 horas y luego descienden. Normalmente los niveles de AST y ALT disminuyen rápidamente (con tasas que se aproximan a su tiempo de vida predicho) y vuelven a la normalidad en poco tiempo. En la mayoría de los casos la bilirrubina aumenta mínimamente, alcanzando su valor máximo entre tres y cinco días después de que aparezca el daño. El tiempo de protrombina está más de cuatro segundos por encima de los límites superiores de referencia en más del 9 0 % de los casos, pero generalmente alcanza su pico de anormalidad en uno o dos días, antes de volver gradualmente a la normalidad (Dufour, 1988: GitJin. 1992; Singer, 1995). Dos patrones menos comunes de daño hepatocelular agudo pueden llamar la atención sobre características especiales importantes para el diagnóstico y el pronóstico. Con daño hepático alcohólico, los niveles de AST y ALT normalmente aumentan mínimamente (la AST menos de ocho veces por encima de su limite superior de referencia y la ALT menos de cuatro veces por encima de su límite superior de referencia). Los niveles de AST suelen mantenerse más de dos veces por encima de los de ALT. La bilirrubina y el tiempo de protrombina siguen un patrón similar al del daño hepatocelular inmunológico, aunque los niveles de bilirrubina pueden ser ligeramente mayores en el daño hepático alcohólico (Mihas, 1978: Mendenhall, 1981). Cuando existe daño hepático masivo (a menudo denominado necrosis hepática masiva) los niveles de AST y ALT pueden ser inicialmente altos, pero muestran un patrón consistente de descenso (aunque generalmente no tan rápido como en el daño directo). La bilirrubina sigue aumentando, predominando el aumento de bilirrubina no conjugada; los porcentajes de bilirrubina conjugada y biliproteína disminuyen gradualmente. El tiempo de protrombina continúa aumentando incluso cuando disminuyen los niveles de enzimas. Normalmente, los niveles de amoníaco también se tornan anormales y se desarrollan síntomas de encefalopatía hepática (Tygstrup, 1986).



Causas de daño hepatocelular agudo Aproximadamente entre el 8 0 % y el 9 0 % de los casos de daño hepatocelular agudo son debidos a infecciones virales: de éstos, aproximadamente el 50% son hepatitis B, el 25% hepatitis A y el 2 0 % hepatitis C. Estos números reflejan los casos clínicamente diagnosticados; muchos afectados por estos virus nunca son diagnosticados de daño hepatocelular agudo. La incidencia del daño hepatocelular agudo debido a cada uno de estos virus ha ido descendiendo a lo largo de los últimos 10 ó 15 años; la disminución se debe en parte a las vacunas contra HAV y HBV. en parte a la prevención de la infección postransfusional por HCV con la introducción de la prueba anti-HCV en 1990 y en parte a las prácticas de medicina preventiva. La hepatitis alcohólica representa entre el 5% y el 10% de los casos de daño hepatocelular agudo, aunque en muchos hospitales se están observando menos casos en los últimos años. El daño hepatocelular tóxico y el isquémico son relativamente comunes en pacientes hospitalizados, ya que causan un daño más grave en la función hepática y un aumento más pronunciado de los niveles de enzimas hepáticas: el daño hepatocelular tóxico causa un porcentaje desproporcionado de casos de necrosis hepática masiva. En raras ocasiones se puede observar daño hepatocelular agudo en enfermedades que normalmente causan daño hepático crónico, como la hepatitis autoinmune o la enfermedad de Wilson.



Marcadores de la gravedad del daño Los niveles plasmáticos de enzimas no guardan relación con la gravedad del daño hepatocelular ni en términos de grado de ictericia ni en términos de necrosis hepática masiva; de hecho, los niveles de aminotransferasas a menudo descienden hasta niveles normales a medida que se desarrolla el fallo hepático (Tygstrup, 1986). Existe una débil relación entre el valor máximo de bilirrubina y la probabilidad de desarrollar necrosis hepática masiva, pero este valor máximo no presenta una significación independiente en un modelo multivariante (O'Grady, 1989). Más aún, los niveles elevados de bilirrubina pueden persistir durante semanas en entre el 15% y el 30% de los casos de hepatitis viral aguda (Stewart, 1978) y, en raras ocasiones, durante meses en la hepatitis A (Gordon. 1984). El tiempo de protrombina es el mejor indicador para la prognosis del daño hepatocelular agudo. En la mayoria de los casos de daño, un aumento importante del tiempo de protrombina (más de cuatro segundos por encima de
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los límites de referencia) está asociado a un mayor riesgo de fallo hepático (Tygstrup, 1986). En el daño relacionado con acetaminófeno. el mejor indicador de daño hepático es una elevación persistente, o un aumento a los cuatro días de la ingestión, del tiempo de protrombina (Harrison, 1990). Un estudio ha sugerido también que un aumento en los marcadores de síntesis de vida media corta (como la proteína de unión a retinol, la GGT y la AFT) son indicadores de recuperación en pacientes con daño hepático tóxico (Horn, 1999).



Evaluación de los pacientes con daño hepatocelular agudo Una evaluación inicial de un individuo con daño hepatocelular agudo debería determinar la posible etiología. En individuos con aumentos importantes de los niveles de AST o ALT (más de 100 veces por encima de los límites de referencia), en más del 9 0 % de los casos la causa será isquemia o ingestión de toxinas (Johnson, 1995). Si los niveles de AST están menos de diez veces por encima de los límites de referencia y los de ALT más de dos veces por encima de éstos, normalmente la causa será una hepatitis alcohólica. En la mayoría de los pacientes con un aumento marcado de la actividad enzimática y con niveles de ALT mayores que los de AST, la hepatitis viral es la causa más probable. Una batería inicial de pruebas incluiría IgM anti-HAV, IgM antiHBc, HBsAg y anti-HCV para determinar cuál de los tres virus de la hepatitis más comunes es el responsable. Dado que los anticuerpos IgM lanto para HAV como para HBcAg normalmente sólo están presentes unos meses después de la infección, su presencia es considerada prácticamente patognómica de la infección aguda por HAV y HBV. respectivamente. En pacientes con anti-HCV no es posible distinguir entre la infección aguda y la crónica mediante pruebas de laboratorio. Un historial de exposición reciente sugiere infección aguda por HCV, especialmente si la prueba anti-HCV fue inicialmente negativa y pasa a positiva al repetirla. En individuos negativos para los tres marcadores virales es importante tener en cuenta el historial de ingestión de fármacos: muchos medicamentos, incluso los que no necesitan prescripción médica, pueden causar daño hepatocelular agudo. La enfermedad aguda de Wilson produce a menudo un fallo hepático agudo. A diferencia de lo que ocurre en la enfermedad crónica de Wilson (se explica más adelante en este capitulo) en la enfermedad aguda la ceruloplasmina es frecuentemente normal, mientras que los niveles de cobre en plasma pueden ser muy elevados. Los pacientes con enfermedad de Wilson aguda presentan también a menudo anemia hemolítica, insuficiencia renal y niveles bajos de fosfatasa alcalina; el hallazgo de estos síntomas ayuda a establecer el diagnóstico (Berman, 1991). La hepatitis autoinmune puede presentarse con ictericia grave y niveles moderados de AST y ALT; sin embargo, igual que en la crónica, el nivel de albúmina suele ser bajo y se produce un aumento policlonal de la IgG, lo que puede sugerir el diagnóstico (Crapper, 1986; Amontree, 1989) Cuando se han excluido estos casos ha de considerarse la posibilidad de infección por otros agentes menos comunes o de la exposición a hepatoloxinas.



Ictericia colestática u obstructiva La obstrucción del drenaje a través del árbol biliar es la otra causa más común del desarrollo de ictencia aguda; a este tipo de ictericia se la denomina también ictericia colestática. Puesto que el hígado tiene un margen de maniobra significativo para el tratamiento de la bilirrubina, generalmente no se desarrolla ictericia a no ser que se obstruyan la mayoria de los conductos. Para ello normalmente es necesaria la obstrucción del conducto biliar común o de ambos conductos biliares. Con menor frecuencia, una obstrucción intrahepática generalizada, ya sea mecánica o funcional, puede producir ictencia (Zimmerman. 1979). La ictencia obstructiva a menudo va acompañada de prurito: aunque durante largo tiempo se pensó que el prunto se debía a la acumulación de ácidos biliares, evidencias recientes sugieren que los responsables pueden ser opiáceos endógenos (Jones, 1999). En algunos trastornos, principalmente la colestasis autoinmune, el prurito normalmente precede al desarrollo de la ictericia.



Características de laboratorio de la colestasis En los pacientes con colestasis pueden estar afectados cuatro componentes que reflejan obstrucción biliar. En la mayoría de las formas de colestasis, junio a la obstrucción biliar, se desarrolla gradualmente un aumento de los niveles de enzimas canaliculares. principalmente fosfatasa alcalina y GGT. La GGT tiende a alcanzar valores anormales antes que la fosfatasa alcalina total, aunque
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Patrones de colestasis



Tipo



Localización de la obstrucción



Bilirrubinostasis" Hepatitis colestática



Hepatocito Canalicular



Daño d u c t a l Obstrucción c o m p l e t a



C o n d u c t o s biliares intrahepáticos C o n d u c t o s biliares exirahepáticos



ALT



ALP



N Elev



BILI



N Elev.



N a lig. elev Elev."



Elev. Elev.



1



Ejemplos



Elev Elev.



Sepsis, NPT, esleroides sexuales Daño i n d u c i d o por d r o g a s ; d e l i c i e n c i a de AAT en neonatos



N a lig. elev. Elev."



CBP, CEP Piedras en el c o n d u c t o biliar cáncer pancreático



ALT= Alanina aminotranslerasa: ALP= loslalasa alcalina bili»bilirrubina: N= normal, Elev= elevado; lig= ligeramenle. NPT» nutrición parenteral total AAT= tripsina; CBP= cirrosis biliar primaria; CEP= colangitis esclerosante primaria. ' Puede aumentar transitoriamente al comenzar la obstrucción ' Aumenta gradualmente con la obstrucción y es normal al principio de la misma.



ambas presentan niveles elevados en la obstrucción crónica. Cuando existe obstrucción extrahepática o daño en el conducto biliar intrahepático, los niveles de ambas enzimas pueden alcanzar valores entre 10 y 20 veces por encima de los limites de referencia o incluso mayores: por razones que no están claras, sin embargo, algunos pacientes con obstrucción completa presentan aumentos minimos de estos valores. Durante la obstrucción biliar se produce un aumento de los niveles de bilirrubina conjugada: cuando existe obstrucción parcial este aumento puede ser minimo, mientras que cuando existe obstrucción completa normalmente se produce una ictericia severa. Como ocurre con la hepatitis, si la ictericia persiste se acumula 8-bihrrubina. Cuando la obstrucción remite disminuye la bilirrubina conjugada, siendo su vida media aproximadamente de un día; si la obstrucción ha sido de corta duración la bilirrubina total vuelve rápidamente a los valores normales. En la obstrucción crónica la bilirrubina total disminuye rápidamente, con una remisión total más lenta debido a la lenta eliminación de la ó-bilirrubina. La fracción de bilirrubina de reacción directa es similar en la hepatitis y la obstrucción, lo que descarta el uso de la bilirrubina para distinguir entre colestasis y daño hepatocelular (Borsch, 1988). La mayoría de los pacientes con colestasis crónica presentan colesterol elevado, aunque esto raramente ocurre en pacientes con daño hepatocelular o colestasis aguda (Meredith, 1986; Zimmerman, 1979). Esto normalmente está asociado a la presencia de lipoproteina-X. Los ácidos biliares presentan niveles elevados en la mayoría de las formas de colestasis: los niveles de los ácidos biliares primarios suelen estar claramente elevados, mientras que los de los secundarios disminuyen. Cuando existe obstrucción extrahepática aguda a menudo se produce un aumento transitorio de los niveles de enzimas citoplasmálicas, muchas veces con valores del orden de los que se observan en el daño hepatocelular agudo (Forston, 1985); estos valores normalmente vuelven a ser normales en los siguientes 10 días, incluso si persiste la obstrucción (Anciaux. 1986).



Patrones de colestasis La colestasis puede producirse de varias formas, que se resumen en la Tabla 14-3. En algunos casos existen defectos en la excreción dependiente de energia de compuestos de los hepatocitos en los canalículos. En estos casos los niveles de bilirrubina conjugada suelen ser elevados, pero están ausentes otros marcadores de daño canalicular. Entre las situaciones que



normalmente producen "bilirrubinostasis" se encuentran el exceso de hormonas esteroideas (andrógenos. contraceptivos orales, embarazo), la septicemia, la nutrición parenteral total y las transfusiones quirúrgicas. Puede producirse daño en los hepatocitos que cause obstrucción funcional o mecánica de los canalículos: esto a menudo se denomina hepatitis colestática. En tales casos, las características de la colestasis van acompañadas de aumento de los niveles de enzimas canaliculares y citoplasmáticas, hasta niveles similares a los que se observan en el daño hepatocelular agudo. La hepatitis colestática se observa sobre todo en las reacciones a drogas, aunque raramente se debe a daño alcohólico o viral. En lactantes, a menudo se debe a una deficiencia de w1-antitripsina. El daño en los conductos intrahepáticos normalmente ocasiona un aumento significativo de los niveles de enzimas canaliculares. pero a menudo no se produce ictericia El daño en el conducto biliar intrahepático normalmente es debido a cirrosis biliar primaria, colangitis esclerosante primaria o. menos frecuentemente, sarcodiosis. Como se explicará más adelante, las lesiones ocupantes de espacio normalmente producen un cuadro similar. Por último, la obstrucción mecánica de los conductos biliares extrahepáticos, generalmente debido a tumores cercanos a la ampolla de Vater o a piedras en la vesícula biliar, pueden causar obstrucción parcial o completa del drenaje biliar. En la obstrucción incompleta, el patrón reproduce parcialmente el del daño en el conducto intrahepático, mientras que la obstrucción completa normalmente causa ademas ictericia progresiva.



Colestasis



autoinmune



Dos trastornos autoinmunes pueden causar colestasis crónica, que a menudo se reconoce por el aumento de los niveles de enzimas canaliculares o el prurito. La cirrosis biliar primaria (CBP) es un proceso degenerativo que destruye gradualmente los conductos intrahepáticos y produce fibrosis hepática e hipertensión portal. La CBP la sufren fundamentalmente mujeres jóvenes y a menudo está acompañada de otras enfermedades autoinmunes (especialmente el síndrome de Sjógren). Los AMA de tipo M2 son altamente específicos de este trastorno. La colangitis esclerosante primaria (CEP) es un proceso destructivo multifocal que normalmente afecta tanto a los conductos intrahepáticos como extrahepáticos y produce fibrosis e hipertensión portal. La CEP se da principalmente en hombres jóvenes o de mediana edad y a menudo



Tabla 14-4 Distinción entre daño hepático y colestasis



Daño hepatocelular



Carácter



Foslatasa alcalina



> 1 0 x LSR en la mayoria de las formas, persiste d u r a n t e s e m a n a s en la m a y o r i a de las formas 


y-Glutamiltransferasa



N o r m a l m e n t e 


Bilirrubina



5 0 % a 8 0 % d e reacción d i r e c t a N o r m a l o l i g e r a m e n l e e l e v a d a en la mayoría de las f o r m a s ; no r e s p o n d e a vilamina K



Alanina aminotransferasa



Tiempo d e p r o t r o m b m a



C o n d u c i o s normales LSR= Limites superiores de referencia. Análisis de imágenes



A



Colestasis A u m e n t o transitorio > 1 0 x LSR en la obstrucción c o m p l e t a , d i s m i n u y e rápidamente >3 x LSR en la mayoría de las formas; p u e d e ser n o r m a l en la obstrucción t e m p r a n a y en la bilirrubinostasis N o r m a l m e n t e >5 x LSR, p u e d e ser menor en la obstrucción t e m p r a n a y la bilirrubinostasis 5 0 % a 8 0 % d e reacción directa Normal en la mayoria de las formas; p u e d e aumentar en la obstrucción p r o l o n g a d a . normalmente r e s p o n d e a vitamina K C o n d u c t o s a n o r m a l e s en la obstrucción completa J
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está asociada a enfermedades inflamatorias intestinales, principalmente colitis ulcerosa. Los p-ANCA atípicos, debidos a la reacción con antígenos diferentes de la mieloperoxidasa. son positivos en cerca del 80% de los casos.



Diagnóstico diferencial de la colestasis En la mayoría de los casos no es difícil distinguir el daño hepatocelular y la obstrucción. Aunque ambos producen ictericia, en el primer caso los niveles de enzimas citoplasmáticas aumentan entre moderada y notablemente, mientras que los de enzimas canaliculares son normales o mínimamente elevados; el patrón opuesto caracteriza la obstrucción. Hay situaciones, sin embargo, en que puede ser difícil distinguir entre ambos trastornos. La hepatitis colestática normalmente produce un patrón intermedio entre el del daño hepatocelular y la colestasis, mientras que la obstrucción extrahepática temprana puede causar un marcado aumento de los niveles de enzimas citoplasmáticas y un aumento mínimo de las enzimas canaliculares, mimetizando el patrón del daño hepatocelular. Las características útiles para la diferenciación de los dos trastornos se resumen en la Tabla 14-4. A pesar de que la colestasis es fácil de reconocer, en la mayoría de los casos determinar su causa no siempre es posible mediante pruebas de laboratorio. Los individuos con colestasis y evidencia clínica de otras enfermedades autoinmunes, principalmente síndrome de Sjógren o colitis ulcerosa, deberían ser evaluados para CBP y CEP, respectivamente. Si el patrón sugiere hepatitis colestática debería investigarse el historial de ingestión de drogas. En la mayoría de los pacientes, sin embargo, suelen ser necesarios análisis de imágenes para determinar si la colestasis se debe a un proceso intrahepático o extrahepático, necesitándose estudios morfológicos de muestras citológicas conseguidas mediante biopsia o endoscopia retrógrada guiada por colangiopancreotograf ia para establecer el diagnóstico definitivo.
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viduos (McLaren. 1995; Olynyk, 1999). En la mayoría de los casos la hemocromatosis se debe a homocigosis para una mutación puntual en el gen HFE del cromosoma 6 que produce la sustitución de una tirosina por una cisteina en la posición 282 del producto génico [C282Y) (Feder, 1996; Crawford. 1998): en EE.UU.. del 80% al 90% de los pacientes con hemocromatosis son homocigotos para esta mutación. La frecuencia del C282Y es más baja en ciertas partes del mundo, sobre todo África y sur de Europa, donde las responsables parecen ser mutaciones en otros genes (Pietrangelo, 1999). Parece ser que el gen codifica una proteína implicada en el reconocimiento de la señal del receptor transferrina-transferrina, ya que los ratones knockoul para este gen desarrollan una absorción incontrolada de hierro y una sobrecarga del mismo, cambios muy similares a los que se observan en la hemocromatosis (Zhou, 1999). Normalmente, la mejor forma de búsqueda de hemocromatosis es la medida del hierro y de la capacidad de unión de hierro en suero o de la capacidad de unión de hierro no saturada en estado de ayuno. Una saturación de transferrina de más del 45% tiene una sensibilidad de aproximadamente el 100% y un valor predictivo positivo de alrededor del 10% para la hemocromatosis (Bacon, 1999); el uso de valores de la capacidad de unión de hierro msaturada menores del valor de corte de 155 ug/dl. es menos caro y algo más eficiente que la saturación de transferrina (Adams, 1999). Se puede hacer una prueba de confirmación mediante análisis genético, que es más fiable que la determinación del contenido de hierro en biopsias de higado (Bacon. 1999). Aunque el College of American Palhotogtsls recomienda hacer búsquedas de hemacromatosis en la población como una medida económicamente efectiva (Witte, 1996), la mayoría de las compañías médicas aún no propugnan esta búsqueda, basándose en su preocupación acerca de la edad apropiada para la misma, en las dudas acerca de si dicha búsqueda es aceptable y en consideraciones acerca de la prueba más adecuada para llevarla a cabo (Bassett, 1997; Burke, 1998; Cogswell, 1998). ENFERMEDAD DE WILSON



ENFERMEDADES HEPÁTICAS CRÓNICAS Con el descenso de la incidencia de la hepatitis viral aguda, los nuevos casos de enfermedad hepática crónica serán cada vez menos comunes. Sin embargo, se mantendrá un elevado número de individuos, normalmente entre los 30 y los 50 años, con infección crónica por HBV o HCV. El alcohol sigue siendo una de las causas más importantes de daño hepático crónico en muchas partes del mundo. Modelos basados en la edad de los individuos infectados, los periodos conocidos de retraso en la progresión de la enfermedad y las cifras actuales sugieren que en la primera parte del siglo XXI se producirá un marcado aumento del número de casos de cirrosis y de carcinoma hepatocelular. Esto, junto con las mejoras en el control de otras enfermedades, causará un importante aumento en la demanda de trasplantes de higado. Por tanto, la enfermedad hepática crónica probablemente continuará siendo un importante problema para los trabajadores clínicos y de laboratorio al menos durante los próximos 25 ó 30 años.



Hepatitis crónica El término hepatitis crónica hace referencia al daño continuado a los hepatocitos, normalmente acompañado de inflamación crónica detectable en la biopsia. La hepatitis crónica es el factor más importante de predisposición a la cirrosis y al carcinoma hepatoceloular, las dos causas más frecuentes de muerte por enfermedad hepática. La hepatitis crónica es asintomática o presenta síntomas muy leves en la gran mayoría de los individuos afectados; las pruebas de laboratorio son los principales medios de diagnóstico, especialmente los niveles elevados de enzimas citoplasmáticas y las serologías virales positivas.



Causas de hepatitis crónica La hepatitis crónica generalmente se debe a una infección viral crónica, principalmente por HBV o HCV. Aunque el alcohol causa daño hepático crónico, en la mayoría de los casos no se presenta el cuadro clínico de la hepatitis crónica. Un cierto número de trastornos puede ser responsable del daño hepático crónico en pacientes que no presentan síntomas de daño crónico viral o alcohólico. HEMOCROMATOSIS La hemocromatosis es el defecto genético más común en personas con ancestros del norte de Europa, estando presente en entre 3:1.000 y 5:1.000 indi-



La enfermedad de Wilson es un trastorno congénito raro (1:30.000 en EE.UU.) causada por homocigosis para mutaciones en una ATPasa codificado por un gen situado en el cromosoma 13 (Bull. 1993). Este gen está implicado en el tratamiento del cobre por el higado, produciendo una incorporación defectuosa de cobre a la ceruloplasmina, así como una menor actividad enzimática y una liberación de enzimas por parte de los hepatocitos reducida. La enfermedad de Wilson está asociada a un depósito excesivo de cobre en los tejidos, en particular en los ganglios básales, el higado y los ojos. A menudo cursa con síntomas psiquiátricos o neurológicos o con enfermedad hepática: ambos tipos de síntomas pueden estar presentes en el mismo paciente y la enfermedad normalmente se presenta en la segunda o la tercera década de vida, casi siempre antes de los 40 años. Normalmente, cuando se considera la posibilidad de la existencia de enfermedad de Wilson se emplean pruebas del metabolismo del cobre, ya que esta enfermedad puede ser causada por diferentes mutaciones y no existe ninguna forma apropiada de comprobar la presencia de todas ellas. La ceruloplasmina es la prueba más utilizada y normalmente sus niveles son bajos en el 65% al 95% de los individuos homocigotos y del 15% al 20% de los heterocigotos (Schilsky, 1996). Puesto que las citocinas y los estrógenos aumentan la síntesis de ceruloplasmina, los resultados pueden ser normales en personas con inflamación aguda o en mujeres embarazas o que consumen estrógenos (incluyendo contraceptivos orales). Los niveles de cobre en suero son normalmente reducidos, mientras que el cobre urinario generalmente es elevado. HEPATITIS AUTOINMUNE El daño autoinmune especifico a los hepatocilos es, junto con las drogas, una de las causas más comunes de hepatitis. Como se mencionó anteriormente, varios marcadores autoinmunes se han asociado a diferentes variantes de hepatitis autoinmune. En EE.UU. la única forma común es el tipo 1, que se observa principalmente en mujeres jóvenes. El marcador más fiable es la presencia de títulos altos (>1:80) de ANA y/o ASMA. Otras características a menudo presentes son los niveles elevados de inmunoglobulinas (principalmente IgG) y los niveles bajos de albúmina, valores normales o casi normales de fosfatasa alcalina y ausencia de un historial de abuso de drogas o alcohol (prescritos o no prescritos), así como marcadores virales negativos (Johnson, 1993). OTRAS CAUSAS Algunos otros trastornos pueden causar hepatitis crónica, pero se trata de trastornos raros o que no producen características de laboratorio anormales.
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Los fármacos constituyen una de las causas más comunes de hepatitis crónica, ya sea a través de toxicidad directa (común en sulfonamidas, especialmente en pacientes con síndrome de inmunodeficiencia adquirida [sida]), a un metabolismo anormal (p. ej., los acetiladores lentos de isoniazida) o a reacciones de hipersensibilidad idiosincráticas. Aunque el daño hepático inducido por medicamentos se produce fundamentalmente poco después del inicio de la terapia y se recupera cuando se suspende el suministro del fármaco, y en algunas casos el daño hepático persiste a pesar de la retirada de la medicación y en algunas ocasiones el daño hepático no comienza hasta que el individuo ha recibido la medicación durante meses. Como se mencionó anteriormente, el hallazgo de niveles elevados de enzimas tanto citoplasmáticas como canaliculares (típicamente ALT y fosfatasa alcalina) debería hacer sospechar la existencia de una hepatitis inducida por fármacos (Zimmerman, 1979). La EHNA (esleatohepatitis no alcohólica) y el hígado graso son las causas más comunes de hepatitis crónica leve que puede, en algunos individuos, progresar hasta el desarrollo de cirrosis. La EHNA es más común en individuos obesos y/o diabéticos, aunque una minoría significativa de casos se produce en personas sin ningún factor de riesgo. A diferencia de lo que ocurre en la hepatitis alcohólica, a la que se parece histológicamente, en la EHNA los niveles de AST son mucho menores que los de ALT. Como se discutió anteriormente, la deficiencia de «x,-antitripsina se asocia en algunos estudios, aunque no todos, a un riesgo mayor de hepatitis crónica.



ausencia persistente de ácidos nucleicos virales es el indicador más fiable del éxito del tratamiento. En los pacientes con hepatitis B no tratada, un pequeño porcentaje ( 1 % a 1,5%) de los casos eliminarán el HBeAg cada año, a menudo con un aumento de los niveles de ALT. Después de ello el HBsAg es el único marcador de ADN viral persistente que permanece en el hospedador. En pacientes con hepatitis crónica no tratada o tratada sin éxito, también se deberia monitorizar la enfermedad periódicamente para detectar la progresión hacia complicaciones tardías, incluyendo cirrosis o carcinoma hepatocelular. La probabilidad de progresión presenta una buena correlación con la extensión de la fibrosis en una biopsia y. en menor medida, con el grado de actividad histológica presente en la biopsia. Los niveles de enzimas citoplasmáticas presentan una correlación débil con el grado de inflamación; como se mencionó anteriormente, existe una correlación algo mejor con los marcadores de fibrosis. Los marcadores de fibrosis tienden a ser algo más elevados en los pacientes que en la biopsia presentan una fibrosis mas extendida; sin embargo, el solapamiento entre los distintos estadios de la fibrosis impide su uso como prueba diagnóstica. Algunos de los resultados de las pruebas normales de laboratorio cambian con la progresión de hepatitis crónica a cirrosis; entre estas pruebas se encuentran la proporción AST/ALT (que pasa a ser mayor de 1 en la cirrosis), el tiempo de protrombma, la albúmina, el recuento de plaquetas y el nivel de AFP. Ninguna de estas pruebas es suficientemente sensible por si sola como para permitir reconocer de lorma definitiva la progresión a cirrosis.



Reconocimiento en el laboratorio del daño hepatocelular crónico



Cirrosis



La hepatitis crónica normalmente se identifica por los niveles elevados de enzimas citoplasmáticas, en especial ALT. En la mayoría de los casos, los niveles de ALT son de una a cuatro veces superiores a los límites de referencia, siendo el aumento de los niveles de AST menor. Un pequeño porcentaje de pacientes en los que la biopsia demuestra la presencia de hepatitis crónica (particularmente HCV crónica) presentan niveles normales de enzimas citoplasmáticas. El porcentaje de casos con niveles enzimáticos normales decrece con el número de mediciones de enzimas llevadas a cabo (Inglesby. 1999). En algunos casos, los pacientes con hepatitis crónica son identificados por primera vez a través de programas de búsqueda, como los programas de diagnóstico de hemacromatosis o las pruebas para HBV o HCV a los donantes de sangre. Las pruebas de lunción hepática son generalmente normales y también son normales los niveles de enzimas canaliculares (aunque el nivel de GGT puede ser sólo ligeramente elevado).



Aproximación al diagnóstico diferencial en el laboratorio Se debería determinar la presencia de marcadores virales, especialmente HBsAg y anti-HCV, en los individuos con niveles ligeramente elevados de AST o ALT. En pacientes con marcadores virales negativos y sin historial de consumo de drogas o alcohol, se deberían considerar otras causas de aumento de las aminotranslerasas, como daño muscular o ejercicio intenso. Si el hígado parece ser la causa del aumento de los niveles de enzimas, se deberían evaluar las causas más comunes de hepatitis crónica no viral, como la hepatitis autoinmune y la hemocromatosis; las globulinas normales (las proteínas totales menos la albúmina) y los ANA negativos hacen improbable la hepatitis autoinmune, mientras que la saturación de transferrina normal o la capacidad de unión de hierro no saturada deberia descartar la hemocromatosis. Dado que la EHNA sólo puede ser diagnosticada mediante una biopsia, muchos clínicos recomiendan que se mida la ceruloplasmina (en menores de 40 años) y la (/.,-antitripsma antes de proceder a la biopsia de hígado.



Monitorización de pacientes con hepatitis crónica La forma más efectiva de monitorizar a los individuos con hepatitis crónica varia dependiendo de la causa. Con hepatitis no viral, el nivel de ALT es la prueba más fiable para determinar el éxito de la terapia. En la hemocromatosis. los estudios de hieno deberían utilizarse para monitorizar el éxito de la flebotomía en la eliminación del exceso de hierro; el objetivo de la terapia es conseguir niveles bajos de ferritma en suero a través de repetidas flebotomías. En la hepatitis viral los marcadores virales son el mejor medio para seguir a los pacientes que reciben tratamiento: tanto en la hepatitis B como en la C. la



La cirrosis representa el estado terminal de la hepatitis crónica y va acompañada de fibrosis. En estadios tempranos de cirrosis, la función hepática está minímamente afectada y se dice que los pacientes tienen cirrosis compensada. Normalmente, durante este tiempo sólo se puede reconocer a los afectados por medio de una biopsia o, en un pequeño porcentaje de casos, por anormalidades en las pruebas de laboratorio (como se explicará más adelante). A medida que progresa la fibrosis aumenta la resistencia al flujo sanguíneo en el sistema venoso portal, lo que causa evidencias clínicas de hipertensión portal y es perjudicial para la función de síntesis y la función metabólica del hígado. En los últimos estadios de la cirrosis se pueden desarrollar complicaciones serias como la encefalopatía hepática, la hipoxemia, la ascitis severa o el síndrome hepatorrenal: los pacientes en este estadio normalmente disponen de poco tiempo de vida a no ser que se pueda llevar a cabo un trasplante de hígado.



Reconocimiento de la cirrosis en el laboratorio En sus estadios tempranos, se produce un cierto número de cambios inespecíficos en las pruebas de laboratorio que, juntos, sugieren a menudo la presencia de cirrosis. Los niveles de ALT disminuyen progresivamente, mientras que los de AST permanecen aproximadamente iguales, lo que causa un aumento del ralio AST/ALT hasta niveles mayores de 1 en entre el 40% y el 60% de los casos. Normalmente se encuentran un tiempo de protrombina prolongado y niveles bajos de albúmina, junto a niveles bajos de otras proteínas producidas por el hígado. A menudo hay un aumento policlonal de IgG y IgA. de modo que las proteínas totales están menos afectadas que la albúmina. El coleslerol puede disminuir por debajo de los valores de relerencia y el BUN a menudo desciende por debajo de sus niveles anteriores. El recuento de plaquetas normalmente experimenta un descenso de ligero a moderado. Los niveles de AFP en plasma a menudo aumentan, situándose ligeramente por encima de sus valores anteriores. La bilirrubma total comienza a aumentar y normalmente la bilirrubina directa constituye menos del 50% de la bilirrubina total. La cirrosis a menudo causa en sus estadios tardíos cierto número de complicaciones que llaman la atención sobre la enfermedad. Cuando se produce la descompensación frecuentemente está presente la ictericia, acompañada de un empeoramiento más grave de otras funciones metabólicas; los niveles de amoniaco aumentan de forma crónica y los de colesterol a menudo descienden drásticamente. La hipertensión portal causa vasodilatación y puede producir un desvío de la sangre que atraviesa los pulmones, con hipoxemia y alcalosis respiratoria crónica A menudo se presenta ascitis. con efusión transudativa: esto también predispone a la peritonitis bacteriana espontánea. A menudo se produce sangrado gastrointestinal a través de varices esofágicas y se puede exacerbar la encefalopatía hepática Las anormalidades endocrinas, debidas a niveles elevados de
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esttógenos, incluyen menorragia en mujeres y ginecomaslia e hipogonadismo
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todo el mundo: la incidencia ha aumentado en EE.UU. un 7 0 % en los últi-



en hombres. Aproximadamente en el 1.5% de los individuos aparece un carci-



mos 20 años (El-Serag, 1999). Tanto la HBV como la HCV crónicas son



noma hepatocelular una vez que se presenta la cirrosis descompensada.



factores de riesgo importantes para el desarrollo de CHC; en EE.UU., la cirrosis alcohólica es el factor de riesgo más común. La mayoría de los



Lesiones ocupantes de espacio



casos se producen después de haberse desarrollado la cirrosis, aunque en m u c h a s ocasiones la cirrosis no se ha diagnosticado clínicamente (Zaman,



Las lesiones de masa en el interior del hígado son comunes en los pacien-



1990). Una vez ha sido reconocido por su presentación clínica, el CHC



tes ancianos, ya que el hígado es uno de los sitios más (recuentes de metásta-



raramente es curable, lo que ha llevado a propugnar su búsqueda en las



sis tumorales. Otras lesiones ocupantes de espacio en el hígado son los gra-



personas con HBV o HCV crónicas, especialmente si presentan cirrosis.



nulomas (sarcodiosis y enfermedades infecciosas) y los abscesos hepáticos.



Los programas de búsqueda de CHC tienen costes por año de vida simila-



Características



queda más habituales utilizan la AFP con o sin ecografia del hígado. El uso



generales



Normalmente, las lesiones ocupantes de espacio causan colestasis local,



res a los de cáncer torácico o colon (Collier. 1998). Los programas de búsde la AFP en la búsqueda se complica debido a la alta frecuencia de valo-



provocando un aumento de los niveles de enzimas canaliculares. En general, la



res elevados en la hepatitis viral crónica y la cirrosis. Si se utiliza un valor



GGT es la enzima canalicular más sensible. Las isoenzimas de fosfatasa alca-



de corte bajo, la sensibilidad es alta pero el valor predictivo es bajo;



lina a menudo revelan a una segunda isoenzima hepática en la que la enzima



aumentar el valor de corte disminuye la sensibilidad. Por ejemplo, un estu-



está unida a fragmentos de membrana canalicular y a lipoproteína-X. Este mar-



dio utilizó el valor de referencia superior (10 ng/ml) como valor de corte y



cador es también muy sensible, pero puesto que las isoenzimas de fosfatasa



encontró una sensibilidad del 7 5 % pero un valor predictivo muy bajo (Izzo,



alcalina no son tan ampliamente utilizadas como la GGT. raramente es el primer



1998). Cuando se utilizó un valor de corte de 20 ng/ml, la sensibilidad dis-



indicador de una lesión masiva. Si hay muchas lesiones presentes, puede pro-



minuyó hasta el 6 4 % , con un valor predictivo del 9% (Sherman, 1995). Al



ducirse un aumento de los niveles de bilirrubina conjugada (directa), y, en raras



aumentar el valor de corte hasta 100 ng/ml la sensibilidad disminuyó hasta



ocasiones, un aumento de la bilirrubina total. Los niveles de enzimas citoplas-



el 2 1 % , mientras que el valor predictivo aumentó hasta el 9 3 % (Pateron.



máticas y el tiempo de protrombina son normales en la mayoría de los casos.



1994). El D C P es elevado en algo más de la mitad de los casos de CHC. a menudo en pacientes con AFP normal. Hasta hace poco tiempo las prue-



Carcinoma



hepatocelular



bas no eran suficientemente sensibles para ser utilizadas con propósitos de búsqueda, pero recientemente se ha desarrollado un nuevo ensayo con



El carcinoma hepatocelular (CHC) es la causa más común de maligni-



un limite de detección menor (Nomura, 1999).



dad hepática primaria en adultos y uno de los tumores más frecuentes en
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Aminotransferasas (aspartato a m i n o t r a n s f e r a s a [EC 2.6.1.1] y alanina a m i n o t r a n s f e r a s a [EC 2.6.1.2])



Las enzimas son proteínas que catalizan reacciones químicas. Las enzimas tienen una alta especificidad por sus sustratos: lo que les permite ser usadas como reactivos para medir la concentración de sus sustratos, así como que se usen sus sustratos para determinar la cantidad de enzima presente en un espécimen. Como catalizadores, las enzimas disminuyen la energía de activación de las reacciones químicas, permitiendo que éstas sean termodinámicamente favorables y tengan lugar sin necesidad de calor o fuentes de energía química (Fig. 15-1). Como catalizadores, las enzimas están presentes en cantidades mínimas y son objeto de saturación; la máxima velocidad de reacción se alcanza cuando todos los sitios catalíticos de la enzima están ocupados. Debido a su naturaleza proteica, las enzimas se diferencian de otros catalizadores en varias características importantes. Como ocurre con todas las proteínas, la estructura terciaria de una enzima es importante para su funcionamiento normal: factores que afectan a la estructura terciaria como la temperatura, la fuerza iónica y el pH pueden alterar la capacidad catalizad o r de la enzimas. Mutaciones puntuales en el gen que codifica una enzima pueden alterar su actividad enzimática sin cambiar la cantidad de proteína sintetizada; ésta es la causa de muchos errores metabólicos congénitos. En las células, las enzimas normalmente se acoplan para formar parte de "rutas" bioquímicas como el ciclo de Krebs o el ciclo de la urea; en estos procesos metabólicos integrados el uso del producto de una reacción en una segunda reacción puede permitir incluso que tenga lugar una reacción termodinámicamente desfavorable. En humanos y otros animales, la mayoría de las enzimas se encuentran en concentraciones elevadas en el interior de las células, en las que son necesarias para el metabolismo normal: los niveles plasmáticos de enzimas, normalmente muy inferiores al 1% de los niveles celulares, gene-



ralmente reflejan la tasa de liberación de la enzima durante el proceso de recambio celular. Por ejemplo, la actividad lipasa en el jugo pancreático es de aproximadamente 10 U


Nomenclatura de las enzimas La nomenclatura de las enzimas que se miden más habituaimente fue estandarizada por la Comisión de Enzimas (Enzyme Commision. EC) de la International Union of Biochemistry, los nombres oficiales y los números EC de las enzimas más habitualmente medidas y más útiles en el diagnóstico clínico se lacilitan en la Tabla 15-1 (Zollner, 1989). Muchas enzimas tienen isoenzimas. es decir, lormas estructuralmente diferentes que catalizan la misma reacción. Lo más habitual es que las distintas isoenzimas se encuentren en órganos o tejidos especíticos: la determinación del tipo de isoenzimas presente puede ser útil para la identificación del tejido dañado que está liberando la enzima. La nomenclatura estándar de las isoenzimas se basa en su migración electrolorética. siendo la isoenzima que migra más rápidamente hacia el ánodo la que se designa como isoenzima 1. Las isoenzimas más conocidas son las que están compuestas por combinaciones variables de subunidades; ejemplos comunes son la creatina cinasa (CK). un dimero lormado por subunidades de músculo (M) y cerebro (C) y la lactato deshidrogenasa (LD), un tetrámero con subunidades de corazón (C) y músculo (M). En otros casos las isoenzimas pueden tener la misma composición proteica pero distinguirse por modificaciones que tienen lugar en la célula de origen. Por ejemplo, las isoenzimas de la
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la molécula, convirtiendo la isoforma de tejido en una isoforma de plasma con carga diferente. La cantidad relativa de isoformas de tejido y plasma puede usarse como marcador de la duración del daño en la células que contienen CK.



Intermediario



Factores que afectan a las actividades enzimáticas en plasma



Sustrato



Producto



Figura 15-1. Efecto de una enzima sobre las reacciones químicas. La enzima no cambia los niveles relativos de energía de sustrato y producto, es decir, no cambia la dirección de la reacción quimica. Sin enzima es necesario proporcionar energia (p. ej., en forma de calor) para superar la energía de activación (E ) necesaria para producir un producto intermediario antes de que la reacción pueda continuar. Cuando la enzima está presente, la energía de activación necesaria para producir un nuevo intermediario, el complejo enzima-sustrato (E-S). es menor, lo que hace más probable que se pueda producir la reacción sin energia adicional. (Modificado de Dulour DR: Enzyme kmetics. In Dufour DR (ed.): Professional Practice in Clinical Chemistry: A Companion Text. Washington, DC, American Association for Clinical Chemistry. 1999, p 8-1. con permiso). a



fosfatasa alcalina de hueso, riñon e hígado tienen proteínas idénticas pero se diferencian en su composición de carbohidratos. En algunos casos las isoenzimas pueden tener estructuras proteicas completamente diferentes. Existen distintas isoenzimas citoplasmáticas y mitocondriales tanto de la CK como de la aspartato aminotransferasa (AST) con estructuras marcadamente diferentes. Las isoenzimas de placenta e intestino de la fosfatasa alcalina tienen una estructura proteica diferente de la de las formas "no especificas de tejido" que se encuentran en hígado, hueso y otros órganos. Por último, las enzimas pueden ser modificadas por proteasas que se encuentran en el suero y producen formas que difieren ligeramente entre sí y se denominan isoformas. Por ejemplo, las subunidades CK-M son parcialmente metabolizadas por la carboxipeptidasa N, que elimina un residuo de lisina del extremo carboxi-terminal de



Existe cierto número de mecanismos que pueden hacer que aumenten los niveles enzimáticos en plasma. Puesto que las enzimas son compuestos de alto peso molecular, la causa más común del aumento de sus niveles en plasma es la muerte de las células que las contienen. Cuando las células mueren, la actuación de las fosfolipasas lleva a la aparición de agujeros en la membrana plasmática, lo que permite el vertido de las macromoléculas citoplasmáticas, entre las que se encuentran las proteínas. Las enzimas también son liberadas en los procesos normales de renovación celular; se cree que esta es la fuente normal de los niveles plasmáticos de varias enzimas. El aumento de la síntesis celular de enzimas también conduce a una elevación de sus niveles en plasma. Cuando aumenta la actividad de los osteoblastos, los niveles de la isoenzima de hueso de la fosfatasa alcalina aumentan. Este también puede ser el mecanismo responsable del aumento de los niveles de enzimas relacionadas con el músculo que se observa en el ejercicio intenso (Dickerman, 1999). Muchos medicametos que estimulan las enzimas microsomales, incluyendo el etanol y los agentes antiepilépticos, producen un aumento de la y-glutamiltransferasa (GGT). En algunos casos, la liberación de la enzima desde las células se produce sin que exista muerte celular o aumento de la síntesis. El etanol induce la expresión de la isoenzima mitocondrial de la AST en la superficie de los hepatocitos y el aumento de sus niveles en plasma. La isquemia de las células miocárdicas conduce a una filtración de la isoenzima BB de la glucógeno fosforilasa al plasma. La ingestión de comida produce una liberación de fosfatasa alcalina intestinal al fluido linfático y aumentar transitoriamente los niveles plasmáticos de fosfatasa alcalina (ALP). Algunas enzimas hepáticas (ALP. GGT, leucina ammopeptidasa. 5nucleotidasa [5-NT]) están unidas a la superficie canalicular del hepatocito El aumento de la concentración de ácidos biliares que se produce en la obstrucción biliar puede liberar a la circulación de fragmentos de membrana con enzimas unidas o solubilizar el dominio de unión a membrana (Van Hoof. 1997). Por último, el aumento de los niveles plasmáticos de enzimas puede deberse a una disminución de la eliminación de las mismas de la circulación. Algunas enzimas más pequeñas, como la amilasa y la lipasa, son parcial-



Tabla 15-1 Nombres, números enzimáticos y sustratos de las enzimas Enzima (Grupo UIB, Número EC)



Sustrato



Acetilcoiineslerasa (hidrolasa. EC 3.1.1.7) Acetilcolina, acetiltiocolina Seudoacetilcolinesterasa M u c h o s esteres alifádcos de c o l m a (hidrolasa. EC 3.1 1.8)



Fosfatasa a c i d a (hidrolasa, EC 3.1.3.2)



Fosfatasa alcalina (hidrolasa. EC 3.1.3.1)



M u c h o s esteres fosfato (p ej., p N P R G6P. fenil-P, a-glicerol(osfato. fenoIftaleína-P. timolfialeína-P naftol-P) Véase fosfatasa a c i d a



Enzima convertidora de angiotensma (ECA) R o m p e los péptidos por ciertos sitios ( p . ej., entre Gly y Phe). también es sustrato (hidrolasa, EC 3.4.15.1) la hipuril-L-histidil-L-leucina L-asparlato + 2-oxoglutarato AST (transferasa. EC 2.6 1.1) ALT (transterasa. EC 2.6.1.2)



L-alanina + 2-oxoglutarato



Creatina cinasa (transferasa. EC 2.7.3.2) y-Glutamiltransferasa (transferasa. EC 2.3.2.1) Lactacto d e s h i d r o g e n a s a (LD) (óxido r e d u c t a s a , 1.1.1.27)



Creatina + ATP o creatina P + A D P Transfiere u n g r u p o y-glutamilo d e m u c h o s péptidos "donantes" a un péptido 'aceptador" Piruvato y otros cetoácidos + N A D H También lactato y otros a-hidroxiácidos + N A D



Comentario



L a colina e s H O C H , C H C H , N ( C H , ) , - , una amina cuaternaria. E l g r u p o - O H p u e d e esterificarse c o n m u c h o s grupos; los sustratos son los esteres R o m p e los e n l a c e s éster fosfato igual q u e la ALP pero a un pH alrededor de 5 S



La A L P tiene un inusual pH óptimo de alrededor de 9. El pH óptimo varia c o n el sustrato y el tampón H i d r o l a s a no e s p e c i f i c a . También actúa s o b r e angiotensina I, bradicinina, melaencefalina. leu-encefalina Enzima altamente especifica. Sólo reacciona c o n L-aspartato. Estereoespecifica. Enzima a l l a m e n t e específica Sólo reacciona c o n L-alanina La enzima es estereoespecifica A l t a m e n t e específica No especifica, pero requiere un g r u p o y-glutamilo M o d e r a d a m e n t e especifica



UIB= Unión International de Bioquímica; E C = E n z y m e C o m m i s s i o n ; p N P P = p-nitrofemlfosfato, G 6 P = glucosa-6-fosfato. P= fosfato: ATP= adenosin trifosfato. A D P = adenosín difosfato; N A D = nicotín-adenin dinucleólido; N A D H = forma r e d u c i d a d e l N A D ; AST= a s p a r t a t o t r a n s a m i n a s a ; ALT= alanina aminotranslerasa.
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mente eliminadas por filtración glomerular; el fallo renal aumenta sus niveles plasmáticos. Para muchas enzimas, los anlicuerpos contra una o más isoenzimas pueden dar lugar a la formación de complejos enzima-anticuerpo (a menudo denominados macroenzimas) que hacen que la vida media de las enzimas sea similar a la vida media de tres semanas de la inmunoglobulina G (IgG) (Remaley, 1989). En la mayoria de los casos no existe un rasgo clínico específico asociado a tales macroenzimas; sin embargo, es frecuente observar anticuerpos contra la isoenzima intestinal de la fosfatasa alcalina en las personas con infecciones bacterianas (Mader, 1994). Un fenómeno similar puede producirse cuando las enzimas se unen a anticuerpos dirigidos a otros antígenos. como los compleíos de LD con anticuerpos contra la estreptocinasa (Podlasek. 1989). El desarrollo temporal de la aparición y desaparición de enzimas cuando existe daño celular depende de varios factores. Cuando existe daño celular, los defectos en las membranas celulares aumentan gradualmente con el tiempo; así. las enzimas citoplasmáticas de menor tamaño saldrán de las células dañadas antes que las grandes. Por ejemplo, cuando existe daño miocárdico la CK y la A S I que son más pequeñas que la LD, aparecen antes en plasma. Algunas enzimas no son citoplasmáticas, sino mitocondriales (isoenzimas de la CK y la AST) o están unidas a membrana plasmática (como la ALP y la GGT): la muerte celular normalmente no produce la liberación de tales enzimas. Si la muerte celular se debe a infarto, causado por la interrupción del riego sanguíneo a una pade de un órgano, las enzimas liberadas por las células dañadas deben difundir más allá de la zona no regada antes de aparecer en la circulación. En el infarto de miocardio, por ejemplo, los picos de CK aparecen más tarde en las personas en las que el flujo en las arterias coronarias no es satisfactoriamente restablecido por el uso de agentes trombolitícos. El grado de aumento de los niveles de una enzima está relacionado con el numero de células dañadas, el gradiente de concentración entre célula y plasma y la relación entre la liberación de la enzima al plasma y su eliminación del mismo. En el infarto de miocardio, la cantidad de CK liberada está fuertemente correlacionada con la extensión del infarto; por tanto, los niveles enzimáticos en el daño puntual están relacionados con el grado de daño celular existente. Si el daño se mantiene, los niveles de la enzima en plasma continuarán siendo altos durante un periodo de tiempo más largo. En el daño hepático agudo, por ejemplo, el desarrollo temporal de los cambios enzimáticos puede ser usado para distinguir la hepatitis viral, en la que el daño inmunológico causa muerte celular mantenida y un aumento prolongado de los niveles enzimáticos. de la isquemia y el daño tóxico, en los que el daño es inmediato pero de corta duración y los niveles enzimáticos vuelven rápidamente a la normalidad (véase Fig. 14-6). Otros determinantes importantes del desarrollo temporal de los cambios enzimáticos son el gradiente relativo de niveles enzimáticos entre células y suero y la tasa de eliminación de la enzima del plasma. Para un grado determinado de daño celular, la enzima con mayor gradiente relativo entre suero y célula será la que experimente un mayor aumento de sus niveles plasmáticos. Por ejemplo, cuando existe daño en los hepatocitos. los niveles de AST en los mismos son mayores que los de alanina aminotransferasa (ALT) y ambos son varias veces más elevados que los de la LD. Inmediatamente después del daño, por tanto, el nivel de AST aumentará más que el de ALT, mientras que la LD mostrará el menor aumento. En el tejido cardiaco, el gradiente de CK entre células miocárdicas y plasma es varias veces mayor que el de LD. Una vez que la enzima llega al plasma, la tasa de eliminación también es importante; por ejemplo, la vida media de la AST es mucho menor que la de la ALT, y la vida media de la CK es menor que la de las isoenzimas cardíacas de la LD. Cuando existe daño hepático, por tanto, los niveles de ALT en plasma a menudo pasan a ser mayores que los de AST poco tiempo después del daño. Después del infarto de miocardio los niveles de CK vuelven a la normalidad varios días antes de que lo hagan los de LD.



Cinética enzimática Las enzimas catalizan la conversión reversible del sustrato de la enzima. S, en un producto de reacción, P. Esto puede representarse por medio de la Ecuación 15-1, donde E es la cantidad de enzima disponible presente y E-S representa al complejo enzima-sustrato, en el que el sustrato está unido a la enzima.
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Cuando se evalúa el equilibrio como se representa en la Ecuación 15-1, a menudo se asume que no ocurre la reacción inversa, es decir, la combinación de enzima y producto para producir sustrato. Como se mencionó anteriormente, las reacciones catalizadas por enzimas generalmente solo tienen lugar si son termodinámicamente favorables, siendo el nivel energético de los productos menor que el del sustrato: bajo la mayoría de circunstancias esta asunción es correcta. In vivo, sin embargo, muchos sistemas enzimáticos son "reversibles": por ejemplo, algunas de las enzimas de la ruta glicolítica también están implicadas en la gluconeogénesis. En el músculo, la CK actúa almacenando energía en forma de creatina fosfato durante los periodos de inactividad y convirtiendo creatina fosfato en ATP cuando es necesario para la contracción muscular. In viíro, la actividad de una enzima puede, en ocasiones, ser medida en ambas direcciones: en la medida de la LD, por ejemplo, se han empleado tanto las reacciones "directas" como las "inversas". El pH y las condiciones de la reacción pueden favorecer bien la reacción directa o bien la inversa; esto se discutirá con más detalle más adelante. En las situaciones normales, cuando es correcta la asunción de que la reacción inversa no ocurre, el equilibrio ilustrado en la Ecuación 15-1 puede transformarse en la ecuación que se representa en la Ecuación 15-2. k. x £ , „ x S = {k x ES) + (k x ES] = (k + k¡¡ X ES 2
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Como se muestra en la Ecuación 15-3, se puede definir una nueva constante, denominada k„ o constante de Michaelis-fvlenten, derivada de las otras constantes de equilibrio [k,. k¡ y k ). Esta constante representa la probabilidad relativa de que un complejo enzima-sustrato se disocie (k¡ + kj respecto a la probabilidad de que se forme en un principio ( A , ) . Puesto que generalmente K¡ es mucho mayor que k , una reacción enzimática con un valor de k alto es menos susceptible de ocurrir que una con un menor valor de k . 3



3



m



m



L



K -- - —^



(15-3)



"i



La velocidad de una reacción enzimática se mide como la tasa de conversión del sustrato en producto. Esta tasa está determinada por la conversión de complejo enzima-sustrato en enzima libre más producto, como se expresa matemáticamente en la Ecuación 15-4. V=k¡xES



(15-4)



La determinación de la cantidad de complejo enzima-sustrato se basa tanto en la cantidad de enzima como en la de sustrato. En cinética, las reacciones se clasifican en reacciones de "orden cero" o de 'primer orden" según su relación con la concentración de sustrato, como se muestra en la Ecuación 15-5: el "orden" es simplemente el exponente del sustrato en la Ecuación. V=k x E x S " 3
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Si n= 0, la tasa es independiente de la concentración de sustrato y depende únicamente de la cantidad de enzima presente, lo que se denomina "cinética de orden cero". Esto ocurre cuando toda la enzima forma parte de los complejos enzima-sustrato, o cuando £ es igual a E-S: eslo dará lugar a la máxima velocidad de reacción posible) V, „), como se muestra en la Ecuación 15-6: en este punto, la velocidad de reacción está directamente relacionada con la cantidad de enzima presente. M
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Ecuación de Michaelis-Menten En bioquímica, la Ecuación de Michaelis-Menten se usa para describir la relación entre la velocidad de reacción y la concentración de sustrato présenle. Para usar las ecuaciones anteriores con el fin de derivar la ecuación de Michaelis-Menten. es necesario transformar la Ecuación 1 5 - 2 para que esté en términos de enzima total en vez de en términos de enzima libre. Dado que la enzima sólo puede existir en forma de enzima libre o en forma de complejo enzima-sustrato, la cantidad total de enzima es igual a (E-S + E J , de modo que £„,. es igual a (£ - E-S). La sustitución en la Ecuación 1 5 - 2 de la £ „ „ por este término da lugar a la Ecuación 1 5 - 7 . B
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Figura 15-3. El gráfico de Lineweaver-Burk que se muestra aquí se crea calculando la función inversa de la ecuación de Michaelis Menten y representando 1 V en el eje V y 1  y i ~ "m pendiente es kjV^,. La linea recta hace más fácil calcular estas dos importantes variables. (Modificado de Dufour DR. Enzyme kinetics. In Dufour DR [ed.]: Profesional Practice in Clinical Chemistry: A Companion Text. Washington. DC. American Association for Clinical Chemistry. 1999. p 8 - 1 . con permiso». 1/



La sustitución de esta E en la Ecuación 15-6 y la reordenación de las lom



Ecuaciones 15-5 y 15-6 para eliminar el término k¡ produce la Ecuación 15-8, la ecuación de Michaelis-Menten.
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El gráfico de esta ecuación se ilustra en la Figura 15-2. De esta ecuación y este gráfico se extraen vanas relaciones matemáticas. Primero, dado que la V ,. está directamente relacionada con la concentración total de enzima presente, la determinación de la tasa de reacción a V . j , puede usarse para determinar los niveles de enzima en la muestra. Esto puede hacerse ajustando la concentración de sustrato a niveles muy altos, en los que S es mucho mayor que K„. A concentraciones de sustrato muy bajas, en las que S es mucho menor que K„. existe una relación directa entre la concentración de sustrato y la tasa de reacción; por tanto, medir la tasa de reacción para una cantidad fija de enzima y a concentraciones diluidas puede servir para determinar la concentración de sustrato presente en la muestra. Estas relaciones conslitu-



yen la base de las medidas enzimáticas y del uso de las enzimas para ensayar compuestos en los laboratorios clínicos. Por último, cuando la velocidad es la mitad de la V,„„. la concentración de sustrato es igual a K„; esto puede usarse para evaluar las características de la reacción catalizada por la enzima y para determinar las concentraciones óptimas de sustrato y las diluciones necesarias para la medida de enzimas o sustratos. Una importante limitación del gráfico de Michaelis-Menten es que la V se aproxima a la V „ asintóticamente: no es posible, por tanto, determinar con exactitud la V„„ o la K,.. Es posible transformar la ecuación de MichaelisMenten hallando el término reciproco de ambos términos de la ecuación, lo que produce la Ecuación 1 5 - 9 . Esta es la fórmula para una línea recia en la que se representa 1 V en el eje Y y 1 S en el e j e de X: 1 1/, . corta el eje Y y (-1 ,'km) el eje X. como se ilustra en la Figura 15-3. Este gráfico "doble reciproco de Lineweaver-Burk permite la determinación precisa tanto de como de K. ,. m
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Inhibidores enzimáticos Las enzimas pueden ser inhibidas (o activadas) de varias formas diferentes. La inhibición puede ser reversible o irreversible. En el caso de los inftibi-



T a b l a 15-2 Tres tipos de inhibición enzimàtica y sus efectos en la ecuación doble recíproca' Tipo de inhibición Figura 15-2. Se representa la tasa de reacción (velocidad) Irente a la concentración de sustrato; K№ es la constante de Michaelis-Menten; está presente una cantidad conocida de enzima. A concentraciones de sustrato bajas, existe una relación directa entre la concentración de sustrato y la velocidad de la reacción (reacción de primer orden con respecto a la concentración de sustrato). A medida que aumenta la concentración de sustrato la tasa de aumento disminuye gradualmente hasta que toda la e n z i m a se encuentra en forma de complejo enzima-sustrato; en este punto la tasa alcanza su valor máximo ( l r ¡ J y es independiente de la cantidad de sustrato (cinética de orden cero respecto a la concentración de sustrato). Cuando la velocidad es la mitad de la V.„„, la concentración de sustrato es igual a K.,. (Modificado de Dulour DR: Enzyme kinetics. In Dufour DR [ed]: Profesional Practice m Clinical Chemistry: A Compamon Text. Washington. DC. American Association for Clinical Chemistry, 1999. p 8 - 1 . con permiso).
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I [S] Figura 15-4. Electo fle vanos inhibidores en el gráfico Lmeweaver-Burk. Los inhibidores competitivos aumentan la K. pero no cambian la Vmax: por tanto, darán lugar a una intersección con el eje X más próxima al origen, una pendiente más pronunciada y la misma intersección con el eje Y. Los inhibidores no competitivos reducen la Vmax pero no cambian la K„, de modo que la intersección con el eje Y se producirá en un punto más alto, la intersección con X se producirá en el mismo punto y la pendiente será más pronunciada. Los inhibidores acompetilivos reducen la V y la Km; producen inlersecciones con los e|es X e Y más lejanas del origen, pero la pendiente es la misma que cuando no está presente el inhibidor (Modificado de Dufour DR; Enzyme kinetics. In Dulour DR [ed.j: Profesional Practice m Climcaí Chemistry: A Companion Text. Washington. DC. American Association lor Clmical Chemistry. 1999. p 8-1. con permiso). m



dores irreversibles hay una unión permanente del inhibidor a la enzima, de modo que la inhibición persiste durante toda la vida de la molécula de enzima. Habitualmente la inhibición es reversible. En el caso de la inhibición reversible hay tres patrones principales de inhibición denominados competitivo, no competitivo y acompetitivo: los efectos de cada uno de ellos en la ecuación de Lineweaver-Burk se ilustran en la Tabla 15-2. Los inhibidores competitivos, como su nombre indica, compiten con el sustrato por la unión al sitio catalítico (o activo) de la enzima: un ejemplo es la succinilcolina. que compite con la acetilcolina por los sitios de unión de la colinesterasa. Con los inhibidores competitivos disminuye la k,. aumentando la K„,. Cuando existen grandes cantidades de sustrato, el inhibidor es incapaz de competir de forma efectiva y, en consecuencia, V permanece constante. Los inhibidores no competitivos se unen a un sitio de la enzima diferente del sitio catalítico; los inhibidores no competitivos pueden también eliminar un cofactor necesario para la enzima. Un ejemplo de inhibidor no competitivo de la fosfatasa alcalina es el citrato, que forma complejos con magnesio v zinc, que son cofactores necesarios para la actividad enzimática. Los inhibidores no competitivos reducen la capacidad de la enzima para convertir el sustrato en producto, disminuyendo la V.. : sin embargo, no afectan a la probabilidad relativa de formación o disociación del complejo sustrato, de modo que la K„ no varía. Los inhibidores acompetitivos, poco frecuentes, se unen al complejo enzimasustrato impidiendo su disociación. Dado que esto disminuye la k¡ y la K.. disminuirán tanto la /C como la v ^ , . El efecto de cada u n o oe estos tipos de mhib lores en el gráfico Lineweaver-Burk se muestra en la Figura 15-4. m



lt



ANÁLISIS ENZIMÁTICOS Existen dos formas principales de medir la cantidad de una enzima en plasma u otros fluidos corporales. La mayoría de las veces las enzimas se miden como se ha descrito anteriormente, determinando la actividad enzimática a través de la medida de la velocidad de la reacción catalizada por la enzima. Puesto que las enzimas sen proteínas, también es posible desarrollar inmunoensayos o. algunas veces, en el case de enzimas que están presentes en conceniraciones muy elevadas, llevar a cabo electroloresis ip. ej.. electrofo resis de anhidrasa carbónica en hemoglobina) Estos diferentes métodos de
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medida no producen resultados equivalentes en todas las circunstancias. Cuando hay inhibidores enzimáticos presentes, estos normalmente sólo afectan a la actividad enzimática, pero no a la cantidad de enzima presente. Algunas enzimas son inestables cuando se almacenan: la CK. por ejemplo, se inactiva debido a la lormación de puentes entre los grupos sullidrilo de la enzima. En especímenes antiguos, la actividad de la CK puede reducirse, mientras que los inmunoensayos producen resultados correctos. Las deficiencias congénitas de procesos enzimáticos a menudo están asociadas a mutaciones puntuales en los genes que codifican la enzima, lo que provoca diferencias de un único aminoácido en la secuencia de la enzima. Esto puede tener efectos importantes sobre la actividad enzimática. pero no altera la capacidad de medir la enzima por métodos inmunológicos. Por ultimo, una vez que las enzimas llegan a la circulación, normalmente son escindidas por acción de las proteasas. que pueden dañar el sitio catalítico sin afectar al sitio reconocido por los anticuerpos. Para las enzimas que se evalúan habitualmente. la medida se lleva a cabo por métodos enzimáticos debido a la simplicidad de estas pruebas. Ejemplos de enzimas medidas mmunológicamente s o n la isoenzima CK-MC, la ceruloplasmina. la isoenzima amilasa pancreática y la tripsina. Los inmunoensayos específicos se analizaránen el apartado dedicado a la enzima correspondiente.



Actividad enzimática Hasta los años 60. la unidad de medida de la tasa de reacción de una enzima normalmente estaba basada en el método utilizado para medirla. En 1964. se desarrolló un término común, la unidad internacional (Ul). para estandarizar la medida de la actividad enzimática. Una Ul se define como la cantidad de enzima que cataliza la conversión de 1 pmol de sustrato en producto por minuto en las condiciones utilizadas en el análisis. Con el desarrollo del Sistema Internacional de Unidades (SI) y el uso de los moles y los segundos como unidades base, se ha desarrollado un termino diferente, el katal (kat): 1 kat se define como la cantidad de enzima que cataliza la conversión de un mol de sustrato en producto por segundo en las condiciones utilizadas en el análisis. Una Ul es igual a 16,7 nkat. Una limitación importante de ambos términos es que las condiciones del análisis a menudo no eslán estandarizadas entre laboratorios; por tanto, aunque se usen los términos "Ul" o "kat", los resultados no s o n comparables a no ser que se utilicen las mismas condiciones de análisis. Variables importantes para determinar la actividad enzimática s o n la temperatura, el pH. la concentración de sustrato, la concentración de cofactores. el uso de otras reacciones enzimáticas como indicadores o si se utiliza la reacción normal o la inversa para medir la e n z i m a . Estas variables pueden causar diferencias significativas entre métodos en la actividad enzimática. Por ejemplo, la actividad de la LD medida utilizando la reacción normal es habitualmente un tercio de la medida utilizando la reacción inversa, mientras que la lipasa medida en presencia de colipasa presenta una actividad de 5 a 10 v e c e s superior a la actividad lipasa medida sin su cofactor.



Medida de la actividad enzimática En la medida de la actlvidao enzimática. se pueden medir tanto la tasa de desaparición del sustrato como la tasa de aparición del producto. Generalmente es más fácil medir pequeños aumentos en la cantidad de producto que pequeñas disminuciones en una gran cantidad de sustrato. En muchas ocasiones, s i n embargo, ni el produelo ni el sustrato oe u n a reacción quimica se pueden medir convenientemente. E n tales casos la reacción enzimática puede "acoplarse" a otra reacción que usa el producto oe la reaccior catalizada por ia enzima para producá una sustancia indicadora Un ejemplo típico de reacción enzimática acoplada es el método Olive-Rosalki para la medida de la actividad CK. ilustrada en la Ecuación Ib-iO. Se utiliza la reacción de CK inversa, produciéndose adenosin trifosfato (ATP), que se usa en una segunda reacción que produce glucosa-6-fosfato (G6P): una tercera reacción produce la forma reducida del nicotín-denín-dmucleótido jNADJ (NADH), el indicador de la reacción. En las reacciones acopladas, es muy importante que el paso limitante de la reacción sea la cantidad de ATP generada por acción de la CK. Un proolema potencial con las medidas de CK que utilizar esta reacción es que otras enzimas pueden generar ATP. La adenila!o cinasa, una enzima oue se encuentra en los glóbulos rojos de la sangre y en el higade, conviene el adenosin-aifosfato lADP) en ATP (Ecuación 15-11):
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los especímenes con actividad adenilato cinasa elevada presentarán niveles engañosamente altos de actividad CK.



hexokmasa _ Glucosa + ATP  G6P + ADP G6P + NAD-



Actividad enzimática



6-fosfogluconato + NADH



ALIA



Modelada (15-11) En los análisis de actividad enzimática. algunos métodos usan medidas de "punto linal", determinando la concentración de sustrato o producto en iempos específicos después de añadir la muestra. Los métodos de punto final normalmente se usan en métodos simples, como los instrumentos de medida de glucosa o las tiras reactivas para medir la glucosa o la esterasa leucocitaría en orina. Los métodos de punto final pueden dar lugar a resultados engañosamente bajos en situaciones en las que la actividad enzimática es muy afta. La mayoría de los análisis enzimáticos utilizan métodos cinéticos de medida, en los que se determina la tasa de cambio en la concentración de sustrato o producto. (En aras de la simplicidad, en el resto de esta sección sólo se describirán sistemas que delectan la aparición de producto; sin embargo, los mismos principios se pueden aplicar a situaciones en las que se monitoriza la tasa de desaparición de sustrato). Los métodos cinéticos son más precisos y permiten detectar más fácilmente los cambios en las condiciones de reacción y la muestras que requieren dilución. En una reacción cinética, la tasa de reacción se puede expresar como API Al, el cambio en la cantidad de producto por unidad de tiempo; dado que la Ul y el katal representan la cantidad de enzima que produce una determinada cantidad de producto en un período de tiempo dado, esta aproximación permite expresar directamente la actividad enzimática tanto en Uls como en katales, según se desee. La mayoría de los análisis enzimáticos utilizan la espectrofotometria para medir la cantidad de producto producido: sin embargo, podrían ser apropiados otros métodos dependiendo del producto que fuera necesario medir. Por ejemplo, la lipasa actúa en la emulsión de los lípidos; estos a menudo son turbios, de modo que se podría medir la tasa de desaparición de la turbidez para determinar la actividad lipasa. La glucosa oxidasa, ampliamente utilizada para medir la concentración de glucosa, utiliza oxigeno o un aceptor de oxígeno alternativo. La medida del cambio de potencial debida a la alteración de la carga del aceptor también puede usarse para determinar la tasa de reacción. La ureasa se utiliza frecuentemente para medir la concentración de urea: la ureasa descompone la urea en bicarbonato y amoniaco. El cambio en la conductancia de un espécimen debido a la aparición de iones en la muestra puede ser usado para determinar la tasa de reacción. (En aras de la simplicidad, en la explicación que sigue sólo se utilizará el término "absorbencia" cuando se discuta la medida de la actividad enzimática. aunque es sabido que la misma relación que se describe se aplica también a otros métodos de medida). Puesto que la concenlración de un producto se puede medir por su absorbencia, entonces ЛР/Al a AMAl La fórmula exacta para determinar la actividad enzimática partiendo de la medida de AAIA\ se da en la Ecuación 15-12; en la ecuación, e es el coeficiente molar de absorbencia para el compuesto y b es la longitud de onda de la luz que atraviesa la muestra. Si se conoce la absorbencia molar del producto, la ecuación se puede usar para determinar directamente la actividad enzimática. puesto que todos los demás factores forman parte de las condiciones de reacción. Por ejemplo, un indicador común en enzimología clínica es el NADH, que tiene su máximo de absorción a 340 nm, mientras que el NAD- no absorbe a esta longitud de onda. El coeficiente de absorbencia molar para NADH es 6.22 x 10 L«mol '»cm '. Si la absorbencia molar del producto no es conocida, se puede determinar representando . \A . ,t en el eje Y frente a la actividad de los calibradores enzimáticos conocidos en el eje X. !



Volumen total Volumen simple



(15-12) '



Tiempo Figura 15-5. La actividad enzimática se puede calcular a partir de un gráfico de absorbencia frente a tiempo cuando se monitoríza la reacción enzimática. Cuando se mezclan reactivos y suero puede haber un periodo inicial en el que tienen lugar la mezcla y las reacciones químicas iniciales que se denomina periodo de retraso. Después de esta fase la reacción tendrá lugar con una cinética de orden cero ( i y ¡ en este punto la tasa de aparición del producto (tal como se mide a partir de la pendiente de la recta. AMAX) es directamente proporcional a la actividad enzimática presente. A medida que avanza la reacción y se consume el susirato. la tasa de reacción cae por debajo de la V , y el gráfico deja de ser lineal. En este punto la reacción deja de ser de orden cero respecto a la concentración de sustrato; la tasa de la reacción depende ahora tanto de la cantidad de sustrato (que está disminuyendo) como de la cantidad de enzima presente, lo que hace difícil calcular la cantidad de enzima presente. (De Dufour DR; Enzyme kinetics. En Dufour DR [ed.]: Profesional Practice in Clinical Chemistry: A Companion Text. Washington. DC. American Association for Clinical Chemistry, 1999, p 8-1, con permiso). m¡



cero. Como se discutió anteriormente, cuando la concentración de sustrato es » / C . la reacción es de orden cero respecto al sustrato y tiene lugar a su V_ . En estas condiciones, la tasa de la reacción es directamente proporcional a la cantidad total de enzima presente. Con un sistema cinético de medida de la enzima, la tasa de reacción se determina midiendo el cambio en la concentración de producto por unidad de tiempo, como se ilustra en la Figura 15-5. La pendiente de la linea ( A A / A t ) en las regiones lineales del gráfico está directamente relacionada con la actividad de la enzima présenle. En una reacción enzimática existe normalmente una fase de retraso que sigue a la mezcla del espécimen con los reactivos, cuando ocurren las reacciones preliminares y la mezcla de la muestra. La absorbencia inicial de la muestra se debe a la absorbencia de los reactivos de la misma y se considera que es "cero" en términos de interpretación de la actividad enzimática. Una vez que comienza la reacción, ei gráfico sigue una línea recta durante un periodo de tiempo: en este punto la reacción es de orden cero y se puede determinar la actividad enzimática. A medida que avanza la reacción se va consumiendo el sustrato, de modo que la concenlración de sustrato disminuye acercándose a K,; en un punto determinado, por tanto, la reacción será de primer orden y dependerá tanto de la cantidad de sustrato (que no es constante) como de la actividad enzimática: en este punto, la tasa de reacción ya no es reflejo únicamente de la cantidad de enzima presente. Con los instrumentos modernos y automatizados no es necesario construir estos gráficos; el instrumento simplemente mide AMAX en varios momentos específicos durante el periodo en que normalmente la cinética es de orden cero y verifican que el cambio en ANA\ es el mismo a lo largo de todo el período de medida. Si ANAX disminuye durante el período de medida, el instrumento facilita un código de Imealidad indicando que se requiere una dilución del espécimen. a>



Otros factores que afectan a la actividad enzimática Temperatura Las tasas de las reacciones enzimáticas son extremadamente sensibles a los cambios de temperatura: para asegurar la precisión, la temperatura de la mezcla de reacción no debe desviarse más de ±0,1 -C de la temperatura especificada. En general, cada 10 C de aumento de temperatura, la actividad enzimática se duplica, aproximadamente, aunque esto varia ligeramente de una enzima a otra. El uso de temperaturas más altas produce tasas de reacJ



Para medir la actividad enzimática de una muestra es necesario diseñar un sistema de medida en el que la reacción ocurra siguiendo una anética de orden
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ción más elevadas, mejorando la sensibilidad, lo que constituye u n a ventaja cuando las actividades enzimáticas son bajas. Temperaturas más bajas aumentan el límite lineal del análisis, requiriendo diluciones menores. La elección de la temperatura con los instrumentos modernos viene dada por las capacidades del instrumento. Existe un límite para el aumento de temperatura; la mayoría de las enzimas se desnaturalizan y se vuelven inactivas cuando aumenta la temperatura. La CK. por ejemplo, comienza a deteriorarse a 37°C, y la amilasa se comienza a desnaturalizar a los 45 C. Algunas enzimas permanecen estables a temperaturas extremadamente altas; la Taq polimerasa usada en la reacción en cadena de la polimerasa es estable a 95-C. S



pH Las enzimas tienen un pH óptimo para su máxima actividad; normalmente se elige como pH de las condiciones de reacción aquel al que la e n z i m a muestra su actividad máxima. La selección del pH no siempre es crítica; algunas enzimas tienen un rango de pH óptimo amplio, de modo que pequeños cambios en el pH no producen cambios apreciables en su actividad. La fosfatasa alcalina, por ejemplo, presenta su actividad máxima a pH entre 9 y 10. En algunos casos, particularmente para enzimas con múltiples isoenzimas. la selección del pH representa un compromiso, ya que las diferentes isoenzimas pueden desarrollar su máxima actividad a diferentes pHs. En esa situación, se selecciona el pH de la reacción que permita la medida de todas las isoenzimas.



Concentraciones de sal y proteínas La fuerza iónica de las soluciones afecta a la actividad enzimàtica; si la fuerza iónica es demasiado elevada la actividad de la enzima desciende. La actividad de muchas enzimas también se ve aleclada por la concentración de proteínas. Cuando la actividad enzimàtica está por encima de los limites lineales del análisis, la dilución del plasma normalmente requiere "diluyentes enzimáticos' que contienen proteínas plasmáticas. El plasma humano normalmente contiene aproximadamente 70 g de proteínas por litro, pero la orina normal apenas contiene proteínas; el uso de proteínas como la albúmina aumenta la actividad de la amilasa urinaria y estandariza su medida. En las soluciones libres de enzimas, las enzimas pierden actividad rápidamente ya sea por desnaturalización o por adsorción por las paredes del contenedor.



Inhibidores e interferencias Normalmente, las enzimas se miden en muestras de suero. Generalmente el plasma heparmizado se considera una muestra equivalente al suero para la mayoría de los análisis habituales, pero este puede no ser el caso para las enzimas. La hepanna puede inhibir la actividad de algunas enzimas, principalmente amilasa y ALT (usando algunos métodos, aunque no todos). El citrato, utilizado en los tubos de recogida para las pruebas de coagulación y como conservante de los productos sanguíneos, se acompleja con los cationes divalentes; los especímenes que contienen citrato pueden producir resultados engañosamente bajos para enzimas como la CK y la fosfatasa alcalina. El ácido etilendiammtetracelico (EDTA) y el fluorido inhiben la actividad de muchas enzimas y no deberían ser usados nunca para especímenes destinados al análisis enzimàtico. Una excepción es la medida de la renina, en este caso el EDTA inhibe la acción de las enzimas que convierten la prorenina en la enzima activa renina y previene un aumento artefactual de la actividad de la reniña.



Técnicas de medida de enzimas basadas en anticuerpos Como se mencionó brevemente con anterioridad, los inmunoensayos se pueden utilizar para medir la masa de la proteina enzimàtica. Lo más habitual es que los inmunoensayos se utilicen para medir una isoenzima. simplificando su determinación. Generalmente los inmunoensayos se ven menos afectados por los factores que afectan a la actividad enzimàtica y suelen ser más precisos. No obstante, igual que ocurre con la actividad enzimàtica, la determinación de la masa de enzima puede variar dependiendo de los reactivos utilizados; los calibradores a menudo producen diferentes resultados para la actividad de masa entre diferentes métodos. Entre los ejemplos se encuentran la isoenzima MB de la CK, la isoenzima pancreática de la amilasa, las
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isoenzimas prostética y de hueso de la fosfatasa àcida y la isoenzima de hueso de la fosfatasa alcalina. Los anticuerpos también pueden utilizarse para inhibir selectivamente o para unirse a determinadas subunidades enzimáticas. Esta aproximación permite expresar las medidas total y de isoenzima en las mismas unidades. Por ejemplo, los anticuerpos para las subunidades CK-M inhiben a la mitad de la isoenzima CK-MC y a la totalidad de la isoenzima CK-MM. La medida de la actividad CK de la muestra después de la incubación con anticuerpo anti-M puede utilizarse para determinar la actividad de las subunidades no-M de la CK. Los anticuerpos también se pueden utilizar como anticuerpos "captores", para separar una isoenzima en particular de otras formas de la misma enzima para a continuación medir la actividad enzimàtica. Entre los ejemplos de tales análisis de captura se encuentran las pruebas para la isoenzima de hueso de la fosfatasa alcalina y las isoenzimas de hueso y próstata de la fosfatasa acida. Algunas enzimas circulan unidas a antiproteasas. como el anligeno especifico de próstata (PSA. de prostatespecific antigen) (véase Cap. 47) y la u.-antiquimiotripsma o tripsina y la « • antitripsma. Los anticuerpos pueden diferenciarse en su capacidad para medir formas libres y unidas. Algunas enzimas también están unidas a «,-macroglobulma igual que a PSA (Otto. 1998) y a fosfatasa acida (Brehme, 1999); la enzima unida a su antiproteasa normalmente no es enzimàticamente activa y no puede ser medida por la mayoria de los inmunoensayos, debido a que el sitio de unión está oculto y no puede ser reconocido por los anticuerpos. Por ultimo, al igual que ocurre con otros inmunoensayos, la medida de las enzimas por inmunoensayo puede sufrir interferencias debidas a sustancias que se unen a los anticuerpos de la reacción, como los anticuerpos helerofilos (Sosolik. 1997) y al factor reumatoide (Dasgupta. 1999).



ENZIMAS ESPECÍFICAS Varias enzimas son útiles en la monitorización y el reconocimiento clínicos de determinados procesos patológicos. Muchas de ellas se explican en otros capítulos de este libro. El análisis sobre las enzimas de la orina utilizadas en el reconocimiento de las enfermedades renales se encuentra en el Capitulo 9; las enzimas del metabolismo del hueso se presentan en el 10; las enzimas útiles para el reconocimiento de la enfermedad hepática se mencionan en el Capítulo 14; las enzimas pancreáticas se explican en el 23 y las deficiencias enzimáticas que producen anemia hemolítica se resumen en el Capitulo 26. Este capítulo se ocupa de aspectos generales acerca de las enzimas de utilidad clínica y trata específicamente los marcadores de daño muscular. Varias enzimas de las que se ocupan otros capítulos (amilasa. glucosa-6-loslato deshidrogenasa. Iipasa y piruvalo cinasa) no se analizan con más detalle en éste. El patrón de cambios enzimáticos a menudo puede ayudar a identificar la fuente de daño. En algunos casos, las isoenzimas son relativamente especificas de un único órgano; la identificación de la isoenzima que está elevada puede señalar cuál es el órgano dañado. Para las enzimas que no tienen isoenzimas específicas de tejido, la cantidad relativa en plasma de diferentes enzimas proporciona un indicio acerca del tipo de órgano dañado. Por ejemplo. LD. AST y ALT se encuentran en muchos órganos pero la cantidad relativa es diferente en cada uno (Tabla 15-3). Si los niveles de LD son notablemente elevados, mientras que los de AST y ALT sólo son ligeramente altos, esto podría sugerir daño en un órgano o tejido (como los glóbulos rojos, los glóbulos blancos o los tumoresi con una elevada proporción LD A S T S i . ooi el contrario, los niveles de AST y ALT son elevados pero la LD sólo aumenta ligeramente, esto sugiere daño hepático, que tiene un ratio LD AST bajo,



Fosfatasa acida (EC 3.1.2.3)



Bioquímica y fisiología La fosfatasa acida (ACP de acide phosphatase) es una enzima hidrolitica secretada por algunas células; cada una de las formas es codificada por un gen diferente. Hay vanas isoenzimas de ACP con especificidad por algún tejido. Las isoenzimas se pueden fraccionar en cinco bandas por electroforesis (Moss, 1986). La banda 5, que se encuentra principalmente en los osteoclastos, es además resistente a la inhibición por tartrato; una proteina idéntica se encuentra en los monocitos y las células de Kupffer, pero no está claro si
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Tabla 15-3 Cantidades relativas de enzimas en varios órganos (relativas a suero)* LD



AST'



ALT



Hígado



7.000



3.000



700



Riñon



4.500



1.200



500



C K



10 1.700



Cerebro Bazo



700



150



Corazón



8.000



500



600



5.000-8.000



Músculo esquelético



5.000



300



700



20 000-30.000



15



7



500



Músculo



liso



Glóbulos



rojos



300-600 0



' La c a n t i d a d relativa se calcula d i v i d i e n d o la a c t i v i d a d de la e n z i m a en el te|ido (en U l / k g de tejido) entre el límite superior de relerencía de la a c t i v i d a d de la e n z i m a en p l a s m a ( e n Ul/I). a s u m i e n d o q u e 1 I de p l a s m a = 1 k g . D a d o q u e los d a t o s p r o c e d e n de múltiples p u b l i c a c i o n e s , las c a n t i d a d e s relativas entre enzimas p u e d e n ser aproximadas, pero la c a n t i d a d relativa de c a d a e n z i m a en c a d a tejido es exacta. ' C a n t i d a d total en células; las c a n t i d a d e s variables representan a la isoenzima m i l o c o n d n a l . q u e sólo llega al p l a s m a en pequeñas c a n t i d a d e s i AST= A s p a n a t o transaminasa. ALT= Alanina aminotranslerasa: LD= Lactato I d e s h i d r o g e n a s a ; C K = Creatina cin a sa



eslas son inmunológicamente distintas de la forma producida por los osteoclastos. La banda 3, la forma más abundante en plasma de ACP. proviene de plaquetas, eritrocitos y monocilos. Las bandas 2 y 4 se originan en los granulocitos y la fuente más importante de la banda 1 es la próstata: la fosfatasa acida proslática es inhibida por tartrato. La ACP de los liposomas también se inhibe por tartrato. La actividad de la ACP prostética en suero normal es despreciable: prácticamente loda la ACP que se encuentra en individuos normales proviene de plaquetas y eritrocitos. La ACP prostática parece ser necesaria para catalizar la fosforilación y defosforilación de intermediarios en el metabolismo de los espermatozoides. La próstata y el semen contienen aproximadamente 10- U7I de ACP frente al nivel normal en suero de 1 U/I. Los únicos otros órganos con actividad significativa de ACP son testículos, ríñones y bazo; la actividad de la ACP en estos órganos es alrededor del 0 . 1 % de la que existe en tejido prostático. También se puede encontrar actividad de la ACP en macrófagos. granulocitos. médula ósea, osteoclastos. plaquetas y megacariocitos. Existe poca o ninguna actividad en linfocitos. linfoblastos. mieloblastos o eritroblastos.



Rangos de referencia y variación preanalítica Los valores de referencia dependen de la edad, el sexo y el estado hormonal (en mujeres). Los valores totales y resistentes a tartrato de la ACP son altos en niños, aumentando a lo largo de la primera década de vida para alcanzar un pico tres o cuatro veces superior a los niveles de adulto en la adolescencia, con cambios paralelos en la fosfatasa alcalina (Chen, 1979). En los últimos años de la adolescencia los niveles disminuyen hasta alcanzar los de adulto, que son constantes en ambos sexos hasta aproximadamente los 80 años. Los hombres y mujeres normales de hasta 55 años aproximadamente tienen los mismos valores de referencia para la ACP. En mujeres, los valores totales y resistentes a tartrato de ACP aumentan tras la menopausia (Schiele. 1988) y aumentan con el uso de acetato de depomedroxiprogesterona en mujeres premenopáusicas (Mukherjea. 1981). El examen rectal puede causar un aumento transitorio de los niveles de ACP prostática en hombre (Grenabo, 1984), aunque esto no se ha confirmado en todos los estudios. La actividad enzimática de la ACP es inestable al pH normal del plasma; los especímenes deben acidificarse para prevenir pérdidas de actividad de la ACP (Theodorsen. 1985). El efecto del pH en el espécimen no se observa de forma consistente en los inmunoensayos para ACP prostática; algunos estudios han recomendado el uso habitual de acidificación para todos los especímenes de ACP, pero no está claro que esto sea esencial (Panteghini, 1992). La vida media de la fosfatasa acida prostática es de una a tres horas aproximadamente (Wadstrom. 1985). La variación diaria de la fosfatasa acida es relativamente elevada: la variación media de la ísoenzima prostática es del 3 0 % (Maatman. 1993), aunque puede llegar a ser del 100% en pacientes con carcinoma prostático (Brenckman, 1981); la variación promedio de la Ísoenzima de hueso es de alrededor del 3 5 % (Panteghini, 1995).



Medida La fosfatasa acida total normalmente se mide a través de su capacidad para escindir los grupos fosfatos a pH ácido. Lo más habitual es utilizar el pnitrofenilfosfato como sustrato, dado que la aparición del producto coloreado p-nitrofenol es fácilmente medióle. Esta reacción también puede medirse antes y después de añadir tartrato (0.02 mol/I), que inhibe la Ísoenzima prostática. La fosfatasa acida de plaquetas también es inhibida por tartrato. pera no la de eritrocitos e isoenzimas de hueso. La timolflaleína monofosfato es sustrato que es escindido por la Ísoenzima prostática con preferencia sobre el timol: sin embargo, una actividad muy alta de otras isoenzimas puede producir una elevación de la fosfatasa acida por este método. Los niveles altos de bilirrubina pueden causar valores engañosamente bajos de actividad de la fosfatasa acida resistente a tartrato. pero no de la fosfatasa acida total (Alvarez. 1999). Las isoenzimas de ACP pueden separarse por electroforesis: sin embargo, generalmente hay poco interés por isoenzimas distintas de las de próstata y hueso. Se han desarrollado inmunoensayos tanto para las isoenzimas pros táticas como para las de hueso: a los primeros se puede acceder fácilmente. Se han desarrollado varios anticuerpos monoclonales contra la ísoenzima de hueso (Halleen. 1999): se ha desarrollado un inmunoensayo experimental utilizando uno de ellos (Nakasato. 1999). Aparentemente hay diferencias en la relación entre las medidas de masa y de actividad de diferentes poblaciones de pacientes que han de ser aclaradas antes de que esta prueba se pueda utilizar clínicamente.



Causas de resultados anormales La principal causa de niveles altos de ACP es la enfermedad prostética; con el desarrollo del PSA (véase Cap. 47) el uso de ACP ha pasado a ser menos popular en el cáncer de próstata. En los cánceres de próstata tempranos, la sensibilidad de la ACP es inferior a la del PSA (Burnetl. 1992). mientras que los niveles de ACP son elevados en un porcentaje significativo de pacientes con hiperplasia benigna de próstata (Salo, 1990) o infarto prostático. lo que hace que la ACP sea de escasa utilidad para la detección sistemática del cáncer de próstata (Kaplan, 1985). Casi todos lo pacientes con cáncer de próstata y niveles altos de ACP presentan extensión extracapsular o metástasis (Salo, 1990: Burnett, 1992). de modo que los niveles elevados de ACP pueden proporcionar información útil para estadificar a los pacientes. Después del tratamiento quirúrgico del cáncer de próstata, la ACP cae antes que el PSA (Price, 1991) y debería llegar a ser mdetectable tras la resección completa del tumor. Dado que el PSA es una proteína dependiente de andrógenos, la terapia de deprivación de andrógenos hace que disminuya la producción de PSA, pero no afecta a la ACP (Price, 1991; Narayan, 1995). lo que sugiere que la ACP puede ser útil para monitorizar a los pacientes tratados de esta forma. Ocasionalmente, los niveles elevados de ACP prostática pueden deberse a otras causas. La obstrucción del tracto urinario produce niveles elevados de ACP (Collier, 1986). Los tumores carcinoides, principalmente los de recto, pueden producir ACP prostática (Kimura, 1986). Se producen elevaciones transitorias después de la biopsia de próstata (Aus. 1992) y el masaje prostático (Wadstrom, 1984); las pruebas se deben hacer antes de que se lleve a cabo cualquiera de estos procedimientos. La ACP se ha utilizado durante muchos años en casos en que se sospecha una violación. El fluido recogido de la vagina por medio de un hisopo de algodón dará positivo para ACP si hay semen presente siempre que se utilice un fluido estabilizante con pH ácido (Ricci, 1982). Los valores máximos normalmente están presentes en las primeras 12 horas, permaneciendo elevados hasta cuatro días. Los osteoclastos degradan el hueso, y la forma tartrato-resistente de la ACP. la banda 5, aumenta sus niveles, a veces sorprendentemente, con la reabsorción activa del hueso mediada por los osteoclastos (Price, 1995). Niveles elevados de ACP tartrato-resistente se encuentran habitualmente en enfermedades metabólicas de hueso, pero son relativamente poco sensibles (Ballanli, 1997). La ACP tartrato-resistente también se encuentra en las células de Gaucher y en los leucocitos de pacientes con tricoleucemia; los individuos que sufren la enfermedad de Gaucher también pueden tener niveles elevados de fosfatasa acida total.
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Fosfatasa alcalina (EC 3.1.3.1) Bioquímica y fisiología Como la fosíatasa acida, la ALP representa a una familia de enzimas codificada por diferentes genes. Las formas de ALP más abundantes en plasma están codificadas por un único gen que se encuentra en el cromosoma 1 y produce la isoenzima no especifica (a veces denominada mespecífica) de tejido que se encuentra en riñon, hígado y hueso: estas lormas se diferencian en sus cadenas laterales de carbohidratos. Otros dos genes situados en el cromosoma 2 codifican la fosfatasa alcalina de origen placentario e intestinal: otro gen situado en el cromosoma 2 codifica la isoenzima denominada de células germinales o semejante a la placenlaria (placental-like). que liene algunas similitudes anligénicas y físicas con la isoenzima de placenta. En las células, la ALP se encuentra fundamentalmente unida a membranas celulares, donde parece estar implicada en la escisión de compuestos que contienen fosfato y pueden facilitar el movimiento de sustancias a través de las membranas celulares. Los hepatocitos producen ALP hepática: en ellos la enzima se encuentra unida a la superficie canalicular de las células. Los osteoblastos producen ALP de hueso, que parece estar implicada en la escisión del pirolosfato, un inhibidor de la mineralización ósea. Las células del epitelio intestinal producen ALP intestinal, que se libera al intestino después de la ingestión de comidas grasas. Parece haber diferentes mecanismos de liberación de ALP desde las célu las. lo que hace que existan distintas formas de ALP en plasma. Con el daño hepático, la síntesis de ALP aumenta, pero los ácidos biliares disuelven fragmentos de la membrana canalicular con enzimas unidas (incluyendo ALP, GGT, leucina aminopeptidasa y 5'-NT) (Moss, 1997). Mientras que en suero normal habitualmente se observa una única forma de ALP hepática, cuando existe daño hepatobiliar se pueden observar tanto el producto normal como la forma unida a membrana (de alto peso molecular) unidas a lipoproteínas (Wolf. 1994). La isoenzima intestinal de la fosfatasa alcalina se libera en grandes cantidades al fluido duodenal (Deng, 1992) y gran parte pasa al fluido linfático desde el tracto biliar después de una comida (Reynoso, 1971). S i n embargo, aparentemente gran parle de la isoenzima se une a los antígenos ABO de los glóbulos rojos sanguíneos (Bayer, 1980), de modo que sólo llegan al plasma pequeñas cantidades, salvo en el caso de individuos que poseen tanto el gen secretor como una gran cantidad de sustancia H (grupo 0 o B), en los que la fosfatasa alcalina puede aumentar hasta 30 Ul'l después de una comida (Domar. 1993). La ALP es también más alta en individuos de grupo 0 o B que en los de grupo A y AB (Agbedana. 1996) debido a diferencias en los niveles de ALP intestinal (Domar, 1993). Curiosamente, los niveles de la forma placentaria de ALP son también más bajos en mujeres embarazadas de los grupos A y AB (Ind, 1994). La vida media de las isoenzimas de ALP varía significativamente de unas a otras, de modo que es necesario conocer la isoenzima cuyos niveles están aumentados para evaluar la tasa de eliminación: intestino, minutos: hueso, un día: hígado, tres dias: placenta, siete días. La variación diaria de la ALP total oscila entre el 5% y el 10%. aunque la isoenzima de hueso presenta una variación diana del 20%.



Rangos de referencia y variación preanalítica Los rangos de referencia para la ALP dependen en gran medida de la edad y el sexo (Tabla 15-4). Durante la niñez, los niveles aumentan gradualmente
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a lo largo de la primera década de vida, alcanzando valores máximos entre tres y cuatro veces superiores a los niveles del adulto y siendo mayores en niños que en niñas. Los valores más altos en niños se deben a la isoenzima de hueso; otras isoenzimas son similares en niños. Después de un aumento en los primeros años de la adolescencia, los valores disminuyen gradualmente hasta niveles de adulto en los primeros años de la segunda década de vida y son parecidos en hombres y mujeres hasta los 50 años. Después de la menopausia, la isoenzima de hueso aumenta ligeramente en mujeres, causando un aumento en los limites de referencia después de los 50 Los limites de referencia son un 15% mayores en los hombres afroamericanos y un 10% mayores en las mujeres afroamericanas (Manolio, 1992). El embarazo hace que los niveles de ALP se multipliquen por dos o por tres, principalmente debido a la isoenzima placentaria (Valenzuela, 1987). Algunos otros factores también afectan a los niveles de ALP. Un alto índice de masa corporal está asociado a un aumento promedio del 10% de la ALP (Salvaggio. 1991). Los contraceptivos orales disminuyen la ALP un 20% como media (Dufour. 1998a: Schiele. 1998), mientras que los derivados de acido fibrico disminuyen la ALP total en un 25% y la isoenzima de hígado en un 4 0 % (Day. 1993). Los agentes antiepilépticos normalmente producen un aumento de la ALP total, principalmente debido a un aumento de la isoenzima hepática: en algunos casos, sin embargo, también puede aumentar la isoenzima de hueso (Nijhawan. 1990). El tabaquismo produce un aumento promedio del 10% en la ALP total, debido a la producción pulmonar de ALP semejante a la placentaria (Kallioniemí, 1987). Las transfusiones sanguíneas y las c o m n i c a ciones extracorporales hacen que disminuya la fosíatasa alcalina, a menudo produciendo niveles bajos (Kyd. 1998): esto puede deberse a la quelación de los cationes necesarios por el citrato. 1



Medida La actividad fosfatasa alcalina normalmente se mide utilizando p-nitrolenol fosfato como sustrato a pH alcalino. Se utilizan varios tampones para unir grupos fosfato; esto aumenta la actividad, ya que el fosfato inorgánico inhibe a la ALP. El zinc es un componente de la enzima y el magnesio y otros cationes activan la enzima. Los quelantes presentes en los lubos de recogida de las muestras (como EDTA. citrato y oxalalo) disminuyen de forma engañosa la actividad ALP; en el caso del EDTA, la actividad es a menudo demasiado baja para poder medirla. La actividad de la enzima aumenta ligeramente con el almacenamiento debido a la pérdida de inhibidores, pero los especímenes se mantienen relativamente estables a 4 ' C hasta una semana. Se han utilizado varios métodos para separar las isoenzimas de ALP. La inhibición por fenilalanina reduce la reactividad de las isoenzimas intestinal y de placenta, mientras que el levamisol inhibe las isoenzimas de hueso e higado: los ensayos de inhibición son poco reproducibles y no se suelen usar. El fraccionamiento por calor se ha utilizado durante muchos años para determinar la fuente de los niveles elevados de ALP total. La isoenzima más termoestable es la ALP de placenta (y células germinales), mientras que la isoenzima de hígado es moderadamente estable y la de hueso es la más lábil al calor. Para lograr resultados fiables es esencial el uso de estándares de composición conocida y un control cuidadoso tanto de la temperatura como del tiempo. Por todas estas razones, se ha utilizado durante años la separación eleclroforética. El acetato de celulosa estándar y la electroforesis en gel de agarosa no pueden resolver completamente las isoenzimas de hueso e higa-



Tabla 15-4 Niveles relativos de enzimas por sexo, relativas a las de adultos varones jóvenes (1,0)* Enzima Aspartate aminolranslerasa Alanma aminotransferasa Fosfatasa alcalina y-Glutamil transterasa



Edad/sexo Hombre Mujer Hombre Mujer Hombre Mujer Hombre Mujer



8



12



16



22



30



40



50



60



0,75 0,73 1.14 1.11 3,61 3.14 0.25 0,24



0.86 0 80 1 09 0.89 4 76 4,10 0.29 0.28



0,82 0,69 0.89 0.83 4.48 2.52 0.37 0.33



1,00 0,89 1,00 0,75 1.52 0,81 0.62 0,38



1,16 0.89 1,03 0.75 1.00 0.86 1,00 0,52



1.2C 1.01 1.11 0.75 1.00 0.76 1.07 0.68



1.21 0,77 1.06 0.72 0.95 1,00 1,16 0.9



1.11 0.96 0.83 083 0,95 1.38 0,99 1,09



• Resultados expresados como límites superiores de relerencia como una fracción de los limites superiores de referencia para adultos varones tovenes Datos de Siest G. Henry J. Schiele R. Young DS Interpretation of Clinical Laboratory Tests. Reference Values and Their Biological Variation Foster City CA Biomedical Publications. 1985
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do. lo que hace que estos métodos no sean apropiados para estudios distintos de los cualitativos. Dado que la diferencia entre estas isoenzimas reside en sus cadenas laterales de carbohidratos, el uso de neuroamidasa (para eliminar el ácido siálico) y lecitina de germen de trigo (para unirse a otras isoenzimas) mejora la separación de las formas de hueso e hígado, lo que permite su cuantificación. La electroforesis de alta resolución utilizando geies de poliacrilamida y el enfoque isoeléctrico son capaces de resolver múltiples bandas de fosfatasa alcalina. Existen ¡nmunoensayos comerciales disponibles para las isoenzimas de hueso y placentaria de ALP. Los ensayos de isoenzima de hueso normalmente presentan cierta reactividad cruzada con la isoenzima hepática, mientras que los ensayos de la isoenzima placentaria presentan una reactividad cruzada variable con las isoenzimas de células germinales.



teína claramente diferente de la AST citoplasmática. aunque es también un dímero formado por dos subunidades idénticas con un peso molecular total de aproximadamente 90 KDa. El P-5'-P actúa como cofactor necesario tanto de la AST como de la ALT. Se puede detectar una deficiencia de vitamina B si se produce un aumento de los niveles de estas enzimas cuando se lleva a cabo un tratamiento con B La AST y la ALT se catabolizan en el higado: ambas se encuentran en la bilis, que parece ser una ruta menor de eliminación. La vida media de la AST es de 17+5 horas, mientras que la de la ALT es de 47±10 horas (Price, 1979). La variación diaria de la AST está enlre el 5% y el 10%, mientras que la ALT varia entre un 10% y un 3 0 % : la mayor variación de la ALT se debe en parte a que esta muestra una variación diurna significativa, con resultados hasta un 45% más altos por la tarde que a primera hora de la mañana (Córdoba. 1999).



Causas de resultados anormales



Rangos de referencia y variación preanalítica



Las causas más comunes de niveles elevados de ALP son las enfermedades de hígado y hueso. Las causas relacionadas con el hígado de niveles elevados de ALP se explican con más detalle en el Capítulo 14; los trastornos que causan colestasis producen elevación de los niveles de ALP con mayor frecuencia que los trastornos hepatocelulares. Las causas del aumento de la ALP de hueso se tratan más a fondo en el Capitulo 10. La actividad osleoblástica aumentada de la enfermedad de Paget, el osteosarcoma, los tumores metastásicos de hueso y las enfermedades metabólicas de hueso son las causas más comunes de niveles elevados de isoenzima de hueso. Ocasionalmente, los pacientes pueden presentar un aumento de los niveles tanto de la isoenzima de hueso como de la de higado. especialmente en el carcinoma metastásico. En raras ocasiones se producen marcados aumentos transitorios de los niveles de fosfatasa alcalina, generalmente en niños y a menudo después de enfermedades triviales: estos aumentos pueden llegar a ser de varios miles de Ul/I y persistir durante semanas e incluso meses antes de remitir (Steinherz. 1984).



Los efectos de la edad y el sexo sobre los límites de referencia de la AST y la ALT se resumen en la Tabla 15-4. Hasta la edad de 15 años aproximadamente, los niveles de ALT son mayores que los de AST: después, los niveles de AST generalmente son mayores que los de ALT, aunque en algunos individuos el patrón vuelve a invertirse después de los 60 años. Los niveles de AST son un 15% mayores en hombres de ascendencia africana, aunque los niveles de ALT son similares en todas las razas y los de AST son similares en las mujeres de todas las razas (Manolio. 1992). Un índice elevado de masa corporal se asocia a un aumento de entre el 4 0 % y el 5 0 % de la media de AST y ALT (Pitón. 1998).



Aumentos en los niveles de fosfatasa alcalina intestinal son normales en pacientes con diabetes (Griffiths. 1992). fallo renal (Alpers, 1988) y cirrosis (Saheki, 1992); también se observan aumentos en aproximadamente el 8% de los pacientes hospitalizados (Griffiths, 1994). La diabetes también puede ocasionar un aumento de los niveles de la isoenzima de hueso en aproximadamente el 35% de los pacientes (Maxwel. 1986). Aumentos en las isoenzimas de placenta y las semejantes a la de placenta, como Regan y Nagao. son frecuentes en pacientes con tumores malignos. La mayor frecuencia se observa en tumores de células germinales, principalmente el seminoma (De Broe. 1988) y su análogo femenino, el disgerminoma (Nozawa, 1990); casi el 8 0 % de estos tumores presentan un aumento de la isoenzima semejante a la de placenta. Otros tumores que muy frecuentemente afectan a la isoenzima semejante a la de placenta incluyen el carcinoma seroso de ovario, los tumores de células germinales no seminomatosos, el carcinoma endometrial (Ind, 1994) y la leucemia (Patel, 1993). Como se mencionó anteriormente, se pueden encontrar transitoriamente niveles bajos de ALP después de las transfusiones sanguíneas o de una comunicación extracorporal. La hipofosfatasia, un trastorno hereditario raro del metabolismo óseo, produce niveles bajos continuados y graves (Whyte, 1996). También se pueden encontrar niveles bajos de ALP cuando existe deficiencia de zinc, ya que el zinc es un cofactor necesario para la actividad de la ALP.



Aminotransferasas (aspartato aminotransferase [EC 2.6.1.1] y alanina aminotransferasa [EC 2.6.1.2])



Bioquímica y fisiología La AST y la ALT están ampliamente distribuidas por el cuerpo. La actividad en un órgano de la AST por lo general es más alta que la de la ALT y ambas enzimas se encuentran en el citoplasma. Las cantidades relativas de cada enzima en los órganos importantes se resumen en la Tabla 15-3. La holoenzima de hígado de la AST es un dímero formado por dos subunidades idénticas con un peso molecular total de 93 KDa. A cada monómero se une al menos una molécula de piridoxal-5'-losfato (P-5-P). En todos los órganos se encuentra una isoenzima mitocondrial de la AST (ASTm): se trata de una pro-
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El ejercicio es el determinante más importante de los valores de AST y, en menor medida, de ALT en hombres. El ejercicio intenso, particularmente el entrenamiento de fuerza, causa un aumento de los niveles de AST de hasta tres veces y hasta un 5 0 % de aumento en los de ALT. El ejercicio a niveles normales está asociado a niveles de AST y ALT significativamente menores que los de los individuos inactivos (Dufour. 1998b). Los efectos del ejercicio son mínimos en las mujeres. El fallo renal produce disminución de los niveles de ALT y, en menor medida, de AST: los niveles de ALT están a menudo por debajo de los límites inferiores de referencia para individuos sanos. Esto parece deberse a la unión de P-5-P a proteínas de suero, disminuyendo engañosamente su actividad (Allman, 1992). La hemolisis aumenta tanto los niveles de AST como los de ALT debido a que la actividad de la enzima en los eritrocitos es mayor que en el suero normal; el efecto es mayor para AST que para ALT.



Medida Tanto la AST como la ALT normalmente se miden a través de reacciones acopladas, utilizando el NADH como el producto final de la reacción que se mide. Los reactivos que contienen NHj+ harán que los niveles de ALT y AST sean engañosamente elevados debido a la conversión de NADH en NAD por el ion amonio en el proceso de aminación reductiva de «-cetoglutarato y glutamato deshidrogenasa endógena. El método recomendado por la Federación Internacional de Química Clínica (FIQC) añade P-5 -P. pero no todas las pruebas comerciales contienen este reactivo debido a que aumenta la línea base de absorbencia. Además, los lampones de las diferentes pruebas pueden ser distintos, lo que da lugar a una estandarización deficiente. Esto es especialmente importante, ya que uno de los criterios más significativos en la determinación del tratamiento de la hepatitis C crónica es si el nivel de ALT es elevado. Los especímenes para AST y ALT son estables en sangre durante un máximo de 12 o 24 horas, pero aumentan gradualmente después de este tiempo debido a la liberación desde los glóbulos rojos. La AST es estable en suero a temperatura de refrigerador durante hasta tres semanas e indefinidamente si es congelada. La ALT muestra una estabilidad similar cuando es refrigerada, pero muestra descensos muy claros al ser congelada que dependen del tampón utilizado en el ensayo (Prasad, 1990).



Causas de resultados anormales La causa más importante de aumento de los niveles de AST y ALT es el daño en los hepatocitos. como se señaló en el Capítulo 14. Los niveles de AST y, en menor medida, de ALT son elevados cuando existe daño muscular, más adelante se tratará en este capitulo. El aumento de los niveles de AST también
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puede verse en pacientes con tumores malignos, aunque normalmente los niveles de ALT son menos susceptibles de ser elevados. En ocasiones raras, los infartos de riñon pueden causar niveles elevados de AST y ALT. Como ya se explicó, ios niveles de AST y particularmente los de ALT pueden ser engañosamente bajos en caso de fallo renal, lo que produce problemas en el reconocimiento del daño hepático en los individuos afectados (Guh, 1995).



Enzima convertidora de angiotensina (EC 3.4.15.1)



Bioquímica y fisiología La enzima convertidora de angiotensina (ACE. de angiotensin-converting enzyme), también conocida como cininasa II y peptidil dipeptidasa A. es la responsable de la conversión de la angiotensina I en angiotensina II; la ACE también funciona mactivando la bradicinina. la encefalina y las taquicininas. La ACE consiste en una única cadena polipeptidica con zinc en el centro activo. Si el zinc está acomplejado o unido a un agente quelante como el EDTA o es desplazado por un catión diferente, la ACE pierde su actividad. Aunque la ACE está presente en las células endoteliales de todo el cuerpo, la mayor actividad de ACE se encuentra en el pulmón. Se dispone de información acerca de la biología molecular de la ACE. asi como acerca de los receptores y los sitios de unión de esta enzima (Takemoto, 1998). Parece ser que existen diferentes formas de ACE: una forma sensible al frío se encuentra en el 8 0 % de los pacientes con síndrome de fatiga crónica y disfunción inmune, mientras que una forma de ACE insensible al frío se encuentra en el 8 7 % de los pacientes con sarcoidosis (Lieberman. 1993). De forma similar, la ACE del liquido cefalorraquídeo (LCR) muestra patrones de inhibición diferentes comparados con la ACE de suero, lo que sugiere que también es otra isoenzima (Schweisfurth. 1984).



Rangos de referencia y variación preanalitica La actividad de la ACE es más alta en niños que en adultos: durante la adolescencia, los valores son generalmente más altos en niños que en niñas (Beneteau-Burnat, 1990), descendiendo gradualmente hasta alcanzar los niveles de adulto alrededor de los 18 años. Los hombres y las mujeres tienen los mismos valores, aunque no todos los estudios muestran este patrón. Parece que la ACE es eliminada por el hígado: la vida media en plasma es más o menos de 48 horas. La variación diana promedio es menor del 10%. sin variación diurna (Thompson, 1986). Algunos otros factores afectan a los niveles de ACE. Los fumadores presentan actividades de ACE alrededor del 30% menores que las de no fumadores o exfumadores que han dejado de fumar durante al menos 10 años (Ninomiya. 1987). La hormona tiroidea estimula la síntesis de ACE. Los inhibidores de ACE tienen efectos variables sobre los niveles de ACE: mientras que la síntesis puede aumentar, también pueden mtedenr con la actividad enzimática de la ACE y dar lugar a niveles bajos, tanto en suero (Weisser. 1993) como en LCR (Geppetti, 1987); el grado de inhibición parece depender del método (Gorski, 1991). El reemplazamiento de los estrógenos después de la menopausia causa una disminución del 2 0 % de la actividad de ACE en suero (Proudler. 1995). Hay casos infrecuentes de familias que carecen del inhibidor endógeno de la actividad ACE y, en consecuencia, tienen niveles de ACE en suero marcadamente elevados iLuisetti. 1990)



Medida La ACE se mide normalmente a través de su capacidad para escindir péptidos sintéticos liberando ácido hipúrico u otras moléculas indicadoras. Se requiere una modificación de la prueba para las muestras de LCR debido a que en ellas la actividad de ACE es mucho más baja (Oksanen. 1985)



Causas de resultados anormales La razón más habitual para medir los niveles de ACE es el diagnóstico y monitorización de la sarcoidosis. En general, los niveles de ACE están directamente relacionados con el número de órganos afectados (Muthuswamy 1987) y con la actividad de los granulomas: los granulomas maduros tienden a producir menos ACE que los que se están desarrollando (Mimoñ. 1998). En la sarcoidosis hay una correlación similar entre la actividad de la enfermedad y los niveles de ACE (Gupta, 1992): a medida que la enfermedad progresa
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hacia fibrosis, los niveles de ACE decrecen. Es más probable que los niveles de ACE sean altos cuando existe implicación pulmonar que cuando la adenopatía es puramente hilar. La ACE también aumenta en otras enfermedades granulomatosas. aunque no tan frecuentemente como en la sarcoidosis: mientras los niveles de ACE son altos en la mayoria de los individuos con sarcoidosis, la frecuencia de aumento en otros trastornos granulomatoses es del 10% (Studdy. 1978). Por esta razón, la ACE normalmente no se considera prueba diagnóstica, aunque puede ser de ayuda en pacientes a los que no se puede realizar fácilmente una biopsia (Power. 1995) Los niveles de ACE a menudo son altos en otros trastornos, incluyendo la esclerosis múltiple (Constantinescu. 1997), la enfermedad de Addison (Falezza. 1985). el hipertiroidismo (Reiners. 1988), la diabetes mellitus jSchernthaner, 1984). la hepatitis alcohólica (Borowsky. 1982). la úlcera péptica (DOnofrio. 1984). el síndrome nefrótico (Huskic. 1996) y en varios casos en pacientes con infección bacteriana (Kerttula. 1986) y neumonía neumocística (Singer. 1989). Oíros trastornos pulmonares con niveles significativamente elevados de ACE son el enfisema, el asma, el carcinoma de células pequeñas y el carcinoma de células escamosas (Ucar. 1997). En el fallo renal ero meo. los niveles son altos sólo en pacientes sometidos a hemodiálisis y aumentan durante el curso de un procedimiento de diálisis (Docci. 1988); son bajos en individuos con fallo renal que no están sometidos a diálisis (Le Treut. 1983). En la infección por el virus de mmunodeficiencia humana (VIH), la frecuencia y el grado de aumento están correlacionados con el estadio de la enfermedad (Oullette. 1992) Los niveles bajos de ACE se observan en varios tumores malignos (Romer. 1980; Schweisfurth. 1985). en enfermedad crónica de hígado (Sakata. 1991). en anorexia nerviosa (Matsubayashi. 1988) y en hipotiroidismo (Reiners, 1988). Se ha criticado el uso de los niveles de ACE en LCR para el diagnóstico y la monitorización de la neurosarcoidosis (Dale. 19991. Algunas otras enfermedades pueden producir niveles altos de ACE en LCR. entre ellas la encefalitis viral, la esclerosis múltiple y la sífilis de sistema nervioso central (SNC) (Schweisfurth, 1987).



Colinesterasa (EC 3.1.1.7) y seudocolinesterasa (EC 3.1.1.8)



Bioquímica y fisiología Hay dos enzimas diferentes producidas por tejidos diferentes que son capaces de escindir la acetilcolma. uno de los neurotransmisores más importantes del cuerpo. La verdadera colinesterasa tiene como sustrato natural principal la acetilcolina y también es inhibida por ella; se encuentra una alta actividad en el SNC. los eritrocitos, el pulmón y el bazo. No se conoce la (unción normal de la enzima de suero, la seudocolinesterasa (también denominada acilcolma acilhidrolasai. pero es importante en la escisión de la succinilcolina. un relajante muscular utilizado en cirugía. La seudocolinesterasa es producida principalmente por el hígado, aunque también es sintetizada por otras células como las de miocardio y páncreas. Algunas variantes genéticas de la seudocolinesterasa presentan una afinidad reducida (mayor K„) por la acetilcolina así como por inhibidores competitivos como la dibucaina y el fluorido: a éstos, cuando se les compara con la forma usual (U). se les da el nombre de A (de atipicos). F (de resistentes a fluondo) y S (de silente). La vanante S en realidad representa a vanas mutaciones que pueden causar ausencia de actividad enzimática o ausencia de síntesis de seudocolinesterasa. La deficiencia se encuentra en heterocigosis en aproximadamente el 4% de la población, mientras que la deficiencia en homocigosis aleda a entre el 0,3% y el 0.5% de los individuos. Estas vanantes causan disminución (o. en el caso de la variante S. ausencia) de la actividad seudocolinesterasa cuando está presente en homocigosis o en formas heterocigotas mixtas (AA. AF, AS, FF. FS). Debido al amplio rango de valores normales, los heterocigolos normalmente no presentan niveles bajos de seudocolinesterasa. Otra forma de detectar estas variantes es medir el porcentaje de la actividad enzimática que permanece después de la incubación con dibucaina o tluorido (denominados número de dibucaina y número de lluondo. respectivamente). Estos números se calculan utilizando la fórmula de la Ecuación 15-13. Normalmente, los homocigotos o los heterocigotos compuestos de lormas anormales presentan muy poca inhibición y números alrededor de 15 o 20 para dibucaina. los hele-



292



S E C C I Ó N II



•



rocigotos alrededor de 60 o 70, mientras que los homocigotos para la forma U tienen números entre 80 y 90. Número de dibucaina (fluorido) = 100 x



(15-13)



Actividad enzimática con inhibidor Actividad enzimática sin inhibidor La eleclroforesis puede resolver un número variable de bandas de actividad seudocolinesterasa. pero parece que estas corresponden a diferentes combinaciones de subunidades y no tienen relación con el origen tisular.
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más útiles que los valores por sí mismos, lo que limita la utilidad diagnóstica de la seudocolinesterasa para monitorizar la nutrición o el daño hepático. El otro uso habitual de las medidas de seudoacetilcolinesterasa es el reconocimiento de la presencia de variantes genéticas. Los más habitual es que estas pruebas se lleven a cabo en miembros de las familias de individuos que sufren apnea prolongada después del uso de succinilcolina durante una anestesia. La prueba normalmente implica la determinación tanto del nivel de seudocolinesterasa total como la de los números de fluorido y dibucaina para reconocer las variantes homocigolas o heterocigotas compuestas que suponen para un individuo un factor de riesgo frente la exposición a inhibidores de la acetilcolinesterasa.



Rangos de referencia y variación preanalitica Los valores de seudocolinesterasa son bajos en lactantes y aumentan gradualmente hasta alcanzar los niveles de adulto alrededor de los cuatro meses (Karlsen, 1981). En hombres, los valores no cambian a partir de este momento y hasta la edad de 45 años; en mujeres disminuyen alrededor de un 1 0 % en la menarquía y aumentan un 15% después de la menopausia. Los valores en hombres son aproximadamente entre un 15% y un 2 0 % más altos que en mujeres hasta la edad de 45 años, momento en que se igualan con los valores de mujeres. Los contraceptivos orales causan una disminución de alrededor del 15% de la actividad seudocolinesterasa (Lepage, 1985). El rango de valores puede llegar a multiplicarse por cuatro en individuos normales. Un índice de masa corporal elevado se asocia a niveles elevados de seudocolinesterasa, mienlras que una baja ingesta de proteínas conduce a descenso de la seudocolinesterasa. La vida media de la seudocolinesterasa se ha estimado en enlre 2 y 10 días. La variación media diaria es de alrededor del 7% (Moses. 1986), mucho menor que la de la mayoría de las demás enzimas.



Medida La actividad de la seudoclinesterasa en plasma se mide normalmente utilizando butiriltiocolina como sustrato; la tiocolina liberada reacciona con el reactivo de Ellman (ácido ditiobisnitrobenzoico |DTNB]), liberando ácido 5mercapto-2-nitrobenzoico. que se mide fotométricamente. La enzima es estable durante semanas incluso a temperatura ambiente y no se ve afectada por la congelación o descongelación de los especímenes (Huizenga, 1985). Para medir los números de dibucaina o de fluorido, el suero se incuba con dibucaina (30 mmol'l) o fluorido (4 umol/l).



Causas de resultados anormales Las principales razones para medir la seudoolínesterasa son 1) monitorizar a los individuos expuestos a inhibidores de la colinesterasa. 2) como prueba de la función hepática o 3) para diagnosticar variantes genéticas. Los insecticidas organofosfatos son inhibidores irreversibles tanto de colinesterasa como de seudocolinesterasa, aunque normalmente la actividad de la seudocolinesterasa disminuye antes que la colinesterasa en eritrocitos cuando existe intoxicación (Arekul, 1981). Debido a las pequeñas variaciones individuales y a las grandes variaciones interindividuales en los valores de seudocolinesterasa, es recomendable obtener los valores de base para la seudocolinesterasa antes de exponer a los empleados a organofosfatos (Trundle, 1988). Es necesario un descenso del 40% por debajo de los valores de base antes de que se desarrollen los síntomas y normalmente los síntomas severos se producen cuando hay un descenso en los valores mayor del 80%; por tanto, los síntomas a menudo se presentan dentro del rango de referencia. Si no se dispone de valores de base a menudo son útiles las determinaciones en serie. En un estudio se observó que el 9 0 % de las intoxicaciones sintomáticas por organolosfatos estaban asociadas a valores de seudocolinesterasa que se encontraban dentro del rango de referencia, mientras que niveles elevados posteriores a la exposición confirmaban la toxicidad (Coye. 1987). A diferencia de otras enzimas de los hepatocitos. la producción de seudocolinesterasa por el hígado parece reflejar la función de síntesis más que el daño a los hepatocitos. Los niveles de seudocolinesterasa son bajos en la hepatitis aguda y en la cirrosis pero son normales en la hepatitis crónica. La seudocolinesterasa disminuye con la malnutrición. pero es normal o elevada en el síndrome nefrótico. Como ocurre al monitorizar la exposición a organofosfatos. los cambios en los valores comparados con los valores de base son



Creatina cinasa (EC 2.7.3.2)



Bioquímica y fisiología La CK está implicada en el almacenamiento de energía en los tejidos, principalmente en músculo. Durante los periodos de contracción muscular activa se utiliza ATP y la creatina fosfato es convertida por la CK en creatina y ATP para permitir que continúe la contracción; durante los períodos de descanso, el ATP es convertido en creatina fosfato por la CK para ser utilizada como reserva de energía. La CK necesita magnesio como cofactor y tiene grupos sulfidrilo reducidos en su sitio catalítico. La CK se encuentra sobre todo en forma de dímero de subunidades catalíticas, cada una con un peso molecular aproximado de 40 KDa; las dos subunidades se denominan M (de músculo) y C (de cerebro). Las tres isoenzimas resultantes son la Ck, (CC), la CK (MC) y la CK,(MM). En la mitocondria está presente otra lorma estructuralmente diferente de CK con un peso molecular de 64 kDa, aunque ésta rara vez se libera a la circulación; también pueden formar oligómeros denominados macro-CK , con pesos molecualres de hasta 250 kDa. 2



?



La CK se encuentra en pequeñas cantidades en todo el cuerpo, pero está presente en concentraciones altas sólo en músculo y cerebro, aunque la CK de cerebro prácticamente nunca cruza la barrera hemaloencefálica para alcanzar el plasma. La Tabla 15-5 resume las cantidades relativas de ¡soenzimas en varios tejidos corporales, mienlras que las cantidades relativas de la CK total se facilitan en la Tabla 15-3. En el músculo esquelético la CK-MC supone entre el 0% y el 1% de la CK total en las fibras de tipo 1 y entre el 2 y el 6% de la CK en las fibras de tipo 2. Durante la regeneración del músculo esquelético, se producen cantidades relativamente elevadas de CK-MC frente a la CK-MM. algo similar al patrón que se observa en el músculo fetal (Tzvetanova, 1971). En un corazón normal, entre el 15% y el 20%, como media, de la CK es CK-MC; su distribución no es uniforme, siendo el porcentaje de CK-MC en el lado derecho del corazón mayor que en el izquierdo (Marmor. 1980). Un estudio aislado, sin embargo, sugiere que la CK-MC no se encuentra en miocardio normal (Ingwall, 1985). La CK-CC es la isoenzima dominante de CK en cerebro y músculo liso. Una vez liberadas a la circulación, las subunidades de CK (en particular las subunidad CK-M) son escindidas rápidamente por la carboxipeptidasa N. que elimina el residuo de lisina y altera tanto la inmunorreactividad como la carga de la subunidad modificada (forma plasmática), que son diferentes a las de la forma de tejido. Esto produce tres isoformas de CK-MM y dos isoformas de CK-MC; sus cantidades relativas se pueden utilizar para determinar la duración del daño que ha provocado la liberación a la circulación ya sea la CK-MM



Tabla 15-5 Porcentaje de las isoenzimas de creatina cinasa ( C K ) en varios tejidos CK 1 (CC) CK 2 (MC) CK 3 (MM) 97-98
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o la CK-MC. La vida media de la isoforma de tejido después de la extracción es de una hora (George, 1984), aunque si la liberación se mantiene debido a la existencia de daño muscular la vida media aparente es aproximadamente de tres o cuatro horas.



I'roicinus de SIICIO



Rangos de referencia y variación preanalitica Los rangos de referencia para CK en suero se ven afectados por la cantidad de masa muscular, la edad, el sexo, la raza y la actividad muscular. En neonatos, la CK-MC supone a menudo entre el 5% y el 10% de la CK total, lo que refleja la elevada proporción de CK-MC en el músculo esquelético durante la vida fetal. Las diferencias en la CK total debidas a edad y sexo se resumen en la Tabla 15-4. Los valores de referencia en personas de ascendencia africana son aproximadamente un 3 0 % mayores que en las de ascendencia europea. El ejercicio es la variable que más influye sobre los niveles de CK. Existe una relación directa en hombres entre la intensidad del ejercicio y los niveles de CK (Dickerman, 1999). sobre todo con el ejercicio de fuerza (Dufour. 1998b). Paradójicamente, las personas que practican ejercicio aeróbico a niveles de intensidad normales presentan niveles de CK mas bajos que los que no practican ejercicio en absoluto. Los niveles de CK normalmente disminuyen con la inactividad grave; los niveles de CK son generalmente mucho más bajos en individuos hospitalizados que en el momento de su admisión. El ejercicio intenso de corta duración, como el de los deportes de contacto o las carreras de fondo, puede estar asociado a marcados aumentos (entre 10 y 100 veces) de la CK. Los niveles de CK aumentan con cualquier tipo de daño muscular, incluyendo las inyecciones intramusculares y los traumatismos romos (incluidos los que se producen durante la reanimación cardiopulmonar). Incluso el aumento del uso de los músculos respiratorios que se produce en los individuos con enfermedades pulmonares obstructivas puede ocasionar un aumento de los niveles de CK (Dufour. 1987b). Los niveles de CK aumentan ligeramente durante el embarazo, pero la isoenzima CK-CC puede suponer hasta el 10% de la CK total debido a su producción por la placenta. Las medicaciones asociadas a daño muscular, como los inhibidores de reductasa 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A (HMG-CoA), la azidotimidina (AZT) y los glucocorticoides, pueden aumentar los niveles de CK; no existe efecto directo de los medicamentos sobre la liberación de CK por los tejidos si no existe daño muscular. La CK-MC normalmente sólo está presente en cantidades mínimas en los individuos normales; la cantidad de CK-MC normalmente es menor de 5 ng mi según los inmunoensayos de masa y menor de 14 U/I según los métodos que miden la actividad enzimática. Los corredores de fondo a menudo presentan niveles elevados de CK-MC en plasma que reflejan la elevada proporción de CK-MC en su músculo esquelético (Appler. 1984). La presencia de macro-CK, puede causar ocasionalmente niveles elevados de CK total. Esta es una de las macroenzimas de tipo "autoanticuerpo" que se encuentran más frecuentemente, normalmente asociada con anticuerpos IgG para la isoenzima CK-CC. aunque también se pueden encontrar algunas veces otras combinaciones de anticuerpo e isoenzima. La macro-CK. está presente fundamentalmente en mujeres mayores pero también se observa habitualmente en personas infectadas por HIV y puede ser más frecuente en personas con enfermedades autoinmunes. No existen resultados significativos que indiquen su presencia, salvo como interferencia en las pruebas para CK, principalmente la CK-MC medida por algunos métodos (véase en el texto más adelante). La variación diaria de CK en los individuos con niveles básales de actividad está aproximadamente entre el 2 0 % y el 3 0 % ; esta variación es mucho menor que la que se observa entre individuos. La vida media de la isoenzima CKMM es de entre 20 y 24 horas, la de la CK-MC de entre 10 y 12 horas y la de la CK-CC de entre una y dos horas.



Medida La CK total normalmente se mide por medio de una reacción acoplada, como se ilustra en la Ecuación 15-10. La hemolisis puede causar un ligero aumento de los niveles de CK debido a la presencia de adenilato cinasa. como se muestra en la Ecuación 15-11. La CK no es estable cuando se mantiene a temperatura ambiente por unas horas. La actividad puede ser rege-



M a c r o C'K-2 Figura 15-6. Migración electroforética de las isoenzimas de CK. Para poder comparar se muestra en la parte superior la migración normal de las proteínas de suero. La isoenzima de migración más rápida (más anódica), denominada CK„ está compuesta por dos subunidades B. La CK^ o MC muestra una migración simi lar a la de las «-globulinas, mientras que la CK. (MM| migra más lentamente que las mmunoglobulinas. Ocasionalmente se pueden observar en suero una o dos isoenzimas 'anormales'. La macro-CK,. un complejo de una CK (normalmente CK-CC) y una inmunoglobulma (normalmente IgG) que migra como una banda ancha localizada entre CK y CK,. La macro-CK, está compuesta por múltiples copias de la CK mitocondnal y migra más hacia ei cátodo que CK ;



;



nerada en su mayor parte utilizando W-aceMcisteina, que regenera los grupos sulfidrilo del sitio catalítico. La CK es estable durante meses si se congela. Se han desarrollado varios métodos para medir las isoenzimas de la CK. Durante muchos años la electroforesis fue el método de elección, ya que permite determinar todas las isoenzimas de una vez. La precisión de las medidas electroforéticas normalmente no es muy alta y la electroforesis es difícil de automatizar; por estas razones actualmente no suele ser utilizada. La migración de varias isoenzimas de CK se muestra en la Figura 15-6. Los ensayos de inmunoinhibición para CK-MC utilizan anticuerpos para la subunidad CK-M y miden la actividad CK residual El método multiplica por dos la actividad residual para convertirla en la de CK-MC. asumiéndose que nc existen otras fuentes de actividad CK Estos ensayos producen niveles de C K - M B engañosamente elevados en especímenes hemolizados. con presencia de CK-CC y en personas con macro-CK, o CK.,. Ocasionalmente, los ensayos de inmunoinhibición generan niveles de CK-MC mayores que los de CK total, este resultado absurdo se debe a la presencia de elevadas cantidades de macro-CK, o de CK-CC lia actividad de la cual es multiplicada por dos en este método). El método más utilizado para medir la CK-MC es el inmunoensayo de masa, ya sea usando dos anticuerpos diferentes o usando el anticuerpo monoclonal "Conan", que es específico para la isoenzima CK-MC (Vaidya, 1986). Existen diferencias no muy grandes pero significativas entre inmunoensayos (Henderson, 1998), lo que hace difícil la comparación entre laboratorios de los limites de referencia y los valores ligeramente elevados cuando se utilizan diferentes métodos. A diferencia de lo que se comentó con relación a la actividad CK. las medidas de masa de la CK son estables incluso a temperatura de refrigeración y muestran sólo un ligero descenso cuando se mantiene durante días a temperatura ambiente (Buttery. 1992). La medida de las isoformas de CK se acomete normalmente por medio de la electroforesis de alta resolución. Debido a la baja actividad de las isoformas CK-MC, normalmente la precisión no es muy elevada con este método y es necesario un cuidadoso control de las condiciones del ensayo para conseguir resultados reproducibles; para este propósito existe un mslrumento de electroforesis automático y específico (Puleo, 1994). También se han utilizado inmunoensayos para cuantificar las isoformas de CK-MM (Bhayana. 1993).



Causas de resultados anormales La causa más importante de niveles elevados de CK es la existencia de daño cardíaco o en el músculo esquelético; esto se explicará con más detalle
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más adelante en este capitulo. La CK-MC es más elevada en las miopatías crónicas (Arenas, 1988) y en el fallo renal crónico (Medeiros, 1987); en ambas situaciones, los niveles de CK-MC normalmente no muestran un aumento seguido de una caída como en el infarto de miocardio, sino que permanecen relativamente estables durante dias. L o s músculos respiratorios contienen más CK-MC que la mayoría de los músculos; a menudo se observa un porcentaje elevado de CK-MC en los individuos que realizan un esfuerzo respiratorio importante debido a la exacerbación de enfermedades pulmonares (Dufour, 1987a). La CK-CC aumenta con el daño en el músculo liso como el que puede ocurrir en la isquemia intestinal. A menudo se encuentra CK-CC en pacientes con tumores malignos, especialmente cáncer de próstata, carcinoma pulmonar de células pequeñas y tumores intestinales malignos. La CK-CC puede aparecer 5transitonamente después de un paro cardíaco, lo que refleja probablemente la isquemia intestinal. La macro-CK normalmente está presente en personas con tumores malignos aunque no existen asociaciones específicas a ciertos tumores como ocurría con la CK-CC. En el infarto de miocardio se encuentra macro-CK en menos del 5% de los casos, pero está asociada a una prognosis desfavorable. 2



QUÍMICA CLÍNICA



Tabla 15-6



Frecuencia relativa y a u m e n t o de los niveles de •y-glutamil t r a n s f e r a s a (GGT) e n v a r i o s t r a s t o r n o s hepáticos



Trastorno



Número de pacientes



GGT a n o r m a l (%)
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Cáncer hepático primario Tumor metastásico de higado Cirrosis biliar primaria Hepatitis crónica Colestasis intrahepática Hepatitis alcohólica Obstrucción extrahepálica Cirrosis
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y-Glutamiltransferasa (EC 2.3.2.1)



Bioquímica y fisiología La GGT cataliza la transferencia del grupo y-glutamilo desde un péptido u otro compuesto a si m i s m a , a otros péptidos, a aminoácidos o al agua. La enzima generalmente está unida a la membrana plasmática de las células que muestran una gran capacidad de secreción o absorción, como los hepatocitos (en el lado canalicular), los túbulos renales proximales. las células epiteliales intestinales y las de próstata. No se detecta GGT en hueso ni en músculo esquelético o cardiaco. Por electroforesis se pueden identificar varias isoenzimas de GGT; parece ser que estas isoenzimas no son específicas de tejido (Nemesanszky, 1985). La liberación de GGT desde las células está relacionada principalmente con la liberación de fragmentos de membrana: riñon e intestino parecen contribuir poco a la GGT total, siendo el hígado la mayor luenle de actividad GGT.



Rangos de referencia y variación preanalitica La GGT muestra marcados cambios en sus valores de referencia que dependen de la edad y del sexo, como se resume en la Tabla 15-4. Además, los valores en los individuos de ascendencia africana aproximadamente doblan a los de individuos de ascendencia europea a todas las edades (Manolio. 1992). Incluso pequeños aumentos del índice de masa corporal hacen que los niveles de GGT aumenten un 25% como media; el aumento es del 5 0 % en los individuos cuyo índice de masa corporal es superior a 30 (Salvaggio, 1991). Los niveles de GGT disminuyen después de las comidas, pero aumentan con el tiempo después de la ingestión. Un consumo de tabaco moderado causa un aumento del 10% en los niveles de GGT, mientras que un consumo elevado produce un aumento del 20% en estos valores (Nilssen, 1990). El embarazo causa en el primer trimestre una disminución del 25% en los niveles de GGT (Combes. 1977). Existen algunos medicamentos que hacen que los niveles de GGT aumenten hasta cinco veces; entre ellos se encuentran el etanol. la fenitoina, los barbitúricos, la carbamacepina y el ácido valproico. Los anticonceptivos orales reducen los niveles de GGT una media del 20% (Combes, 1977).



de enfermedad hepática se resumen en la Tabla 15-6. Debido a la cantidad de factores preanaliticos que afectan a los niveles de GGT la especificidad de la prueba no es alta y el valor predictivo del valor de GGT para la enfermedad de higado es sólo del 3 2 % (Burrows. 1975). Aumentos importantes en los niveles de GGT normalmente indican la existencia de una enfermedad hepática. A menudo se usa la GGT para determinar la causa de los niveles elevados de ALP; un aumento de los niveles de GGT, sin embargo, puede deberse a otras causas y puede haber más de una causa de aumento de los niveles de ALP. Una reciente guía de pruebas de laboratorio para daño hepático advierte que no se debería usar la GGT para el cribado ni la evaluación inicial de pacientes con enfermedad hepática (Dufour, 2000). También se ha sugerido el uso de los niveles de GGT como prueba del abuso de alcohol; sin embargo, los niveles de GGT sólo son anormales en el 3 0 % al 5 0 % de los que consumen alcohol en cantidades excesivas (Goldberg. 1994). Es más probable que los niveles de GGT sean excesivos en bebedores habituales de alcohol que en bebedores compulsivos (Whitehead, 1978). Existe una cierta correlación entre el consumo de alcohol y los niveles de GGT, pero con un umbral de dos o tres copas al día como mínimo (Belfrage, 1977). Después de comenzar la abstinencia, los niveles de GGT pueden tardar meses en volver a los valores normales (Moussavian, 1985). Normalmente no se consideran otras causas de niveles elevados de GGT. En raras ocasiones los niveles de GGT aumentan en el carcinoma proslálico y la radioterapia en pacientes con tumores malignos ocasionalmente aumenta los niveles de GGT en plasma. Los niveles de GGT son mayores en el hipertiroidismo, aunque estos niveles están sólo alrededor de dos veces por encima de los límites de referencia (Konrady. 1985).



Lactato deshidrogenasa (EC 1.1.1.27)



Bioquímica y fisiología



Causas de resultados anormales



La lactato deshidrogenasa (que a menudo se abrevia como LD) es una enzima que contiene zinc y forma parte de la rula glucolitica; se encuentra en el citoplasma de todas las células y tejidos del cuerpo. La LD es un tetrámero formado por dos subunidades activas, C (de corazón) y M (de músculo) con un peso molecular de 134 kDa. Las combinaciones de subunidades producen 5 isoenzimas que van de LD, (CCCC) a LD (MMMM); las isoenzimas intermedias contienen distintas combinaciones de las subunidades C y M (LD,, CCCM: LD,, CCMM: LD . CMMM). Existen (ormas hereditarias de deficiencia tanto de la subunidad C (Joukyuu, 1989) como de la M (Kanno, 1980) de la LD que están asociadas a niveles bajos de LD en plasma y una única isoenzima en las electroforesis. Otra forma de LD compuesta de cuatro subunidades C se encuentra en los espermatozoides y el semen pero nunca se ha detectado en suero, ni siquiera en individuos con seminoma (Vogelzang. 1982). En ocasiones raras se puede ver en la electroforesis otra banda denominda "LD "; probablemente esta banda representa a la alcohol deshidrogenasa. que también puede metabolizar lactato (Kato, 1984).



La medida de la GGT está indicada principalmente para la detección del daño hepático; los aumentos relativos de los niveles de GGT en varios tipos



Los distintos tejidos se diferencian principalmente en su composición de isoenzimas y no en su contenido de LD (Tabla 15-3). A diferencia de otras



La GGT normalmente tiene una vida media de entre 7 y 10 dias; cuando existe una enfermedad hepática alcohólica, sin embargo, la vida media aumenta hasta 28 dias. La variación diaria es aproximadamente de entre el 10% y el 15%.



Medida La GGT normalmente se mide a través de la escisión de un cromógeno, como el o-carboxy o la p-nitroanilína, de una forma glutamato-modificada del compuesto.
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enzimas como la AST. la ALT y la CK. que muestran una importante variación de actividad entre tejidos, el rango de valores para la LD es solo de 1.5 veces entre aquellos que presentan los valores más altos (como el hígado) y los que presentan cantidades más pequeñas (como el riñon): la mayoría de los tejidos presentan ratios de LD entre plasma y suero entre 500 y 1000:1. La distribución tísular de las isoenzimas de LD se muestra en la Tabla 15-7. En plasma, la mayoría de la LD proviene de la degradación de eritrocitos y plaquetas, con contribuciones variables de otros órganos Aparentemente la LD es eliminada en la bilis, ya que la inyección de LD marcada radiactivamente da lugar a radiactividad en la vesícula biliar y el intestino delgado (Smith. 1988).



Rangos de referencia y variación preanalitica Los niveles de LD son mayores en recién nacidos y lactantes: los valores no cambian con la edad en adultos y no existen diferencias entre sexos. Las personas de más de 65 años tienden a presentar valores ligeramente más altos. El ejercicio causa, como mucho, ligeros aumentos de la LD total: incluso el ejercicio intenso causa tan sólo un aumento del 2 5 % en los valores medios (Tañada. 1993). La hemolisis, incluso si es muy leve, invalida los análisis de LD e isoenzimas de LD. El contacto con los coágulos aumenta los niveles de LD. y la agitación física de los especímenes, como la que se produce en la mayoría de sistemas de tubos neumáticos, tiende a producir una cierta hemolisis y un aumento de LD. La hemolisis afecta tanto a la LD total como al ratio LD./LD,. El ejercicio ejerce poco efecto sobre los niveles de LD o sus isoenzimas. El ejercicio extremo puede hacer que los niveles de LD. aumenten por encima de los de LD¿. La LD total aumenta transitoriamente después de una transfusión sanguínea pero retorna a su valor de base en 24 horas (Wiesen, 1998). La separación de los glóbulos rojos del suero no afecta a los valores de LD durante uno o dos días. Pocas drogas afectan directamente a la actividad LD, pero el factor estimulante de colonias de granulocitos-macrófagos (GM-CSF) parece aumentar los niveles de LD de forma paralela al aumento del recuento de glóbulos blancos (Sarris. 1995). La vida media de las isoenzimas de LD es muy variable, desde los aproximadamente cuatro a cuatro días y medio de la LD, a las cuatro a seis horas de la LD . La variación diana de la LD es sólo del 5% al 10%. S



Medida La actividad LD se puede medir utilizando tanto la reacción directa (lactato a piruvato) como la inversa (piruvato a lactato). como se muestra en la Ecuación 15-14. La gran mayoria de los laboratorios utilizan la reacción directa: la reacción inversa, usada sobre todo en el método de tiras reactivas para LD, produce actividades que tienen una buena correlación con las de la reacción directa pero que son aproximadamente tres veces mayores, lo que hace difícil la comparación de los resultados sin convertir los datos. Láclate + N A D ' + Lactato deshidrogenasa H- i > piruvato + NADH



(15-14)



La reacción inversa (piruvato a lactato) actualmente sólo es usada por una minoría de laboratorios a pesar de que la cinética de la reacción es más rápida, que el cofactor necesario (NADH) es menos costoso y que se requiere un menor volumen de espécimen. Las desventajas de la reacción de piruvato a lactato son la rápida pérdida de linealidad de la cinética de la reacción, el efecto de potentes inhibidores de la LD sobre algunas preparaciones de T a b l a 15-7 Porcentaje relativo de Isoenzimas de lactato deshidrogenase ( L D ) en varios tejidos
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NADH y las concentraciones subóptimas de piruvato que se pueden utilizar debido a la inhibición por sustrato de la actividad de la LD. La separación electrolorélica de las isoenzimas de LD se utiliza habitualmente cuando es necesaria la cuantilicación de diferentes isoenzimas: los geles de agarosa son los que se usan más frecuentemente. Para la cuantilicación se utiliza normalmente la reacción directa, que permite la detección del NADH fluorescente o de un colorante reducido de formazán en una etapa colorimétrica de revelado. El soporte electroforético y el agente de revelado afectan a los resultados y los rangos de referencia para los diferentes métodos no son los mismos. También se dispone de métodos de inhibición para LD, pero estos sólo permiten la cuantificación de esta isoenzima: a menudo los resultados se expresan como la proporción de LD. respecto a la LD total. El hidroxibulirato es escindido preferentemente por la isoenzima LD.. hasta principios de los años 70 se empleó la medida de la "hidroxibutirato deshidrogenasa" como prueba diagnóstica para el infarto de miocardio. La LD en suero es, de media, 30 Ul'l más alia que la LD en plasma debido a la liberación de LD por las plaquetas. Con una incubación prolongada de las plaquetas contenidas en plasma (separadas por centrifugación a menos de 1.200 g) la LD puede filtrarse desde las plaquetas dañadas, lo que también aumenta la LD en plasma (Hollaar. 1979). La LD no es estable cuando se almacena a 4 C debido a la labilidad de la L D en frió. Los especímenes pueden almacenarse hasta 24 horas a temperatura ambiente sin apenas cambios. Tres días de almacenamiento a temperatura ambiente disminuyen la LD total en aproximadamente un 20%, aumentan la LD, aparente en un 20% y disminuyen la L D aparente en un 18%. Si los especímenes se congelan, la L D disminuye de forma significativa y se desplaza el patrón de isoenzimas con un aumento artefactual de la LD, y una disminución de la LD,. El suero no debería congelarse para llevar a cabo pruebas de LD o de sus isoenzimas. :
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Causas de resultados anormales Las pruebas de LD son muy inespecíficas y los resultados anormales no son específicos del daño en ningún órgano en particular. Como sugieren los datos en la Tabla 15-3. las cantidades relativas de LD. AST y ALT (junto con las de CK) pueden proporcionar alguna información acerca del origen del aumento de la LD. Niveles de LD muy altos junto a niveles de AST, ALT y CK normales o con un mínimo aumento sugieren daño en células bioquímicamente simples como los glóbulos rojos o blancos y células de riñon, pulmón, nodulos linfáticos o tumores. Los aumentos tanto de CK como de LD. con aumentos mayores de AST y ALT. ocurren con daño en el músculo cardiaco o esquelético. Los aumentos en los niveles de LD no son frecuentes en las enfermedades de higado, generalmente sólo se producen transitoriamente cuando existe daño hepático tóxico o isquémico (Cassidy, 1994): en lates casos normalmente los niveles de AST y ALT aumentan más que los de LD. En muchas ocasiones, como en caso de choque o carcinoma melastásico. la LD aumenta debido al daño en múltiples órganos, de modo que se pueden observar patrones mixtos. Se observan marcados aumentos de los niveles de LD (más de 5 a 10 veces por encima de los normales) en anemia megalo blástica, anemia hemolítica, tumores malignos avanzados (particularmente linfoma y leucemia), sepsis y otras causas de choque y parada cardiorrespiratoria. La LD es a menudo moderadamente elevada en la neumonía por Pneumocistis carinii (Smith. 1988) mientras que a menudo es normal en todas las demás formas de neumonía (Rotenberg. 1988). A pesar de que la LD es altamente sensible (de modo que los valores normales hacen el diagnóstico improbable) (Quist. 1995), el valor predictivo de la LD no es adecuado para establecer el diagnóstico en un paciente de HIV (Grover, 1992). En los casos en los que la causa de los valores elevados de LD no se puede determinar por otros medios, las isoenzimas de LD pueden ser útiles para establecer la fuente de daño. En suero normal, las isoenzimas de LD en orden decreciente de actividad, son 2> 1> 3 > 4 > 5. En tumores de células germinales (particularmente seminoma y disgerminoma). los niveles de LD. aumentan y pueden servir como marcadores tumorales (Eider von Eyben. 1995). La anemia hemolítica, la anemia megaloblástica y las enfermedades renales corticales, como los infartos renales o el carcinoma de células renales, también producen un aumento de los niveles de LD. y. a menudo, una inversión del ratio LD,:LD; (a la que a menudo se hace referencia como flip" del
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orden de abundancia de LD. y LD ). patrón similar al que se observa en el miarlo de miocardio. En tumores de leucocitos (leucemia. Iinfoma. mieloma múltiple) la L D , y. a menudo, la LD. presentan generalmente valores altos, mientras que la cantidad relativa de LD. y LD disminuye (Copur. 1989: Ricerca, 1988; Pandit, 1990). Las entermedades pulmonares pueden producir un patrón similar. Los aumentos de los niveles de L D y. en ocasiones, de ID¡. se observan normalmente cuando existe daño en el músculo esquelético o daño hepático tóxico o isquémico. La presencia de L D se asocia a un mal pronóstico (Ketchum. 1984). Un patrón isomórfico, en el que los niveles de LD total aumentan pero las isoenzimas están presentes en proporciones normales, y un patrón íombsíone. en el que la cantidad relativa de todas las isoenzimas es aproximadamente igual, se observan normalmente en personas con daño tisular diluso, a menudo acompañado de choque e hipoxemia. Las isoenzimas LD han dejado prácticamente de usarse como marcadores de infarto de miocardio; los patrones que se observan en daño cardíaco y de músculo esquelético se tratan más adelante en este capítulo. 2



Q U Í M I C A CLÍNICA ción de nutrientes y la proliferación celular. La 5-NT es una metaloproteínay se cree que el zinc es parte integrante de la enzima. Está ampliamente distribuida por el cuerpo, predominantemente unida a membranas celulares (igual que la ALP; la GGT y la LAP). La 5-NT de plasma deriva principalmente del hígado. Existe una revisión detallada de la 5-NT (Sunderman. 1990).
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Leucina aminopeptidasa (ЕС 3.4.11.1) Bioquímica y fisiología La leucina aminopeptidasa (LAP) está presente prácticamente en todos los tejidos e hidroliza los aminoácidos del extremo ammo terminal de los péptidos. La actividad enzimática es mayor cuando la leucina es el aminoácido amino terminal. En suero normal la mayoría de la LAP parece proceder del hígado, donde es una enzima unida a la membrana canalicular similar a la GGT y la ALP. Las isoenzimas se pueden mostrar por medio de electroforesis en gel de almidón. La placenta produce una enzima distinta de LAP que parece ser importante para la hidrólisis de la oxitocina (Tsu|imoto. 1992) y la angiotensina II (Mizutam. 1993).



Rangos de referencia y variación preanalítica La 5'-NT normalmente presenta actividades bajas en niños, aumenta en la adolescencia y se estabiliza hastalos 40 años, edad en la que los niveles aumenten significativamente (Moses, 1986); los valores de relerencia son independientes de sexo y raza. Existe un ligero aumento de los niveles de 5 NT durante los trimestres segundo y tercero del embarazo (Bacq. 1996). Igual que ocurría con la ALP y la GGT. las drogas antiepiléplicas pueden aumentar a actividad 5-NT: los valores, s i n embargo, normalmente no llegan a doblar los limites de referencia y menos del 25% de los individuos tratados con estos agentes muestran niveles elevados de actividad 5-NT (Fortman. 19851.



Medida La 5-NT es dificil de medir debido a que otras fosfatasas. principalmente la ALP, son capaces de escindir el sustrato usado para medir la menor actividad 5-NT presente en la muestra. Las técnicas usadas normalmente utilizan grandes cantidades de otros sustratos de la 5-NT para "inhibir competitivamente" a la ALP (aunque en realidad son metabolizados por la ALP, estos sustratos Impiden que la ALP actúe sobre los nucleótidos). Aunque podría ser más fácil medir el fosfato generado, esto no puede hacerse debido a que la escisión de otros fosfatos por la ALP podría producir resultados incorrectos. Es necesario, por tanto, medir los nucleótidos liberados por acción de la 5-NT. La mayoría de los agentes quelantes. como el EDTA. inhiben la actividad enzimática, presumiblemente impidiendo el acceso al zinc.



Rangos de referencia y variación preanalifica Existen pocos datos acerca de la variación preanalítica de la LAP. Los valores aumentan durante el embarazo, sobre todo en el tercer trimestre, lo que es reflejo del aumento de los niveles de isoenzima placentaria. Los valores de LAP en niños y adultos son esencialmente los mismos.



Medida La actividad de la LAP suele medirse utilizando un sustrato sintético que contiene leucina y un cronógeno. o bien un compuesto capaz de generar una sustancia que pueda medirse fácilmente, como el amoniaco.



Causas de resultados anormales La razón más habitual para que se mida la LAP en suero es la determinación de la fuente de niveles elevados de foslatasa alcalina: los niveles de LAP aumentan cuando la isoenzima de hígado aumenta, pero no aumenta con las enfermedades óseas. La LAP parece ser tan sensible como la ALP o la 5-NT para detectar enfermedades hepáticas obstructivas y lesiones infiltrativas u ocupantes de espacio, pero no es igual de especifica y es menos sensible que la GGT: por esta razón, rara vez se usa para diagnosticar alecciones de hígado. La LAP presenta niveles elevados en la mayoría de los pacientes con lupus erilematoso sislémico (LES) (Inokuma. 1999) y los niveles están correlacionados con la actividad de la enfermedad. Hay cierto tumores malignos asociados a niveles elevados de LAP. incluso cuando no existen metástasis en el hígado, incluyendo los carcinomas de mama, endometrio y ovario y los tumores de células germinales de ovario y testículos (Gupta, 1989a. 1989b: Khanolkar. 1992). En la preeclampsia. la LAP placentaria aumenta después de la semana 33 pero los niveles disminuyen hasta igualarse a los de las mujeres embarazadas normales alrededor de la semana 39 (Mizutani, 1985).



5'-Nucleotidasa (ЕС 3.1.3.5) Bioquímica y fisiología La 5'-NT, también conocida como 5-ribonucleosido fosfohídrolasa o NTP, es una fosfatasa con un peso molecular de aproximadamente 70 kDa. Actúa únicamente sobre nucleótidos (como ATP y guanosina trifosfato [GTP]) y se cree que está implicada en la producción de adenosina extracelular, la absor-



Causas de resultados anormales Como ocurría con la GGT y la LAP, la 5'-NT normalmente se utiliza para determinar si los niveles elevados de ALP tienen origen hepático u óseo. Aunque los niveles elevados de 5'-NT habitualmente se deben a trastornos colestáticos, la hepatitis aguda produce un aumento de la síntesis de 5-NT por el hígado y una ligera elevación de la 5'-NT en plasma (Fukano. 1990). La 5NT presenta niveles altos en el carcinoma ovánco (Chatterjee, 1981) y en la artritis reumatoide. en la que los niveles están correlacionados con el grado de inflamación reflejado por la lasa de sedimentación entrocílica (Johnson. 1999).



CORAZÓN Y MÚSCULO ESQUELÉTICO Bioquímica de enzimas y proteínas El corazón y el músculo esquelético presentan altas concentraciones de enzimas y proteínas implicadas en la generación de energía y la contracción muscular. Como se resume en la Tabla 15-3. enzimas como la CK. la AST y la LD están presentes en concentraciones altas tanto en el músculo esquelético como en el cardíaco, aunque existen diferencias en sus cantidades relativas y (en el caso de CK y LD) en sus patrones de isoenzimas (Tablas 15-5 y 15-7). Por tanto, aunque la CK y, en menor grado, la LD son sensibles al daño muscular, sólo sus isoenzimas distinguen el daño cardiaco del de músculo esquelético. El músculo también contiene proteínas que se hallan sólo en cantidades mínimas en otros tejidos, como la miosina. la tropomiosma. la troponma y la mioglobma. Las dos últimas presentan características que las hacen atractivas como marcadores de daño muscular. Como ya se explicó, su capacidad de detectar daño tisular depende de varios factores: el gradiente de concentración del marcador entre plasma y suero, el tamaño relativo del mismo, su eliminación de la circulación y si ésta está unida o libre. La actividad CK, por ejemplo, es varias veces mayor en músculo esquelético que en el cardiaco; por tanto, la CK en plasma se ve mucho más afectada por el daño en el músculo esquelético que por un daño miocárdico de magnitud similar. La mioglobina es una proteina pequeña y aparece en el plasma varias horas antes que las enzimas más grandes. La troponina se halla predominantemente unida a libras musculares, de modo que se libera gradualmente y sus niveles permanecen altos
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durante varios días. En la Tabla 15-8 y la Figura 15-7 se ofrece un resumen de la evolución temporal de los marcadores cardíacos.



Mioglobina La mioglobina es una proteina que contiene un grupo hemo y que une oxigeno en el músculo cardiaco y esquelético: existe una única forma común a ambos tipos de músculo. El peso molecular de la mioglobina es de 18 KDa. 10 que le permite filtrarse desde las células poco después del daño muscular. En plasma, la mioglobina es eliminada principalmente por filtración renal y excreción: su vida media es aproximadamente de cuatro horas, pero es más larga si la lunción renal está deteriorada. En individuos normales los niveles de mioglobina están relacionados con la masa muscular y la actividad muscular, igual que ocurría con los patrones de CK. Los niveles plasmáticos son mayores en hombres que en mujeres y en los individuos de ascendencia africana comparada con los de ascendencia europea. Los niveles de mioglobina aumentan al aumentar la edad, lo que es un rellejo del descenso de la tasa de filtración glomerular. La variación diaria se encuentra aproximadamente entre el 10% y el 15% (Panleghini, 1997).



sus niveles en plasma disminuyen lentamente después del daño cardíaco. Una pequeña proporción de la troponina del miocardio está libre en el citoplasma; esta proporción es, como media, del 6% para la cTnT y ligeramente más baja (entre el 2 % y el 5%) para la cTnl. La tracción libre permite un filtrado temprano desde las células miocárdicas dañadas y su detección en un marco de tiempo similar al de la isoenzima CK-MC. Hay múltiples formas circulantes de troponina en plasma, incluyendo monómeros y complejos de diferentes subunidades (Giuliani. 1999). A diferencia de la mayoría de los demás marcadores cardíacos, las troponinas cardíacas T e I están virtualmente ausentes del suero normal. Es raro encontrar valores superiores a 0.1 ng ml en individuos normales, incluso utilizando ensayos de alta sensibilidad. Se han encontrado falsos positivos debi;



Troponina El término Troponina" hace referencia a una familia de compuestos que se unen a tropomiosina y gobiernan el acoplamiento excitación-contracción en el músculo. Hay tres subunidades de troponina que se nombran según su función: troponina T (subunidad de unión a tropomiosina). troponina I (subunidad inhibitoria) y troponina C (subunidad de unión a calcio). A diferencia de la mayoría de los demás marcadores, las formas de troponina que se encuentran en músculo cardiaco y esquelético son diferentes. Las formas que se encuentran en las libras de tipo 2 y el músculo cardiaco son idénticas para la troponina C. lo que descarta su uso como marcador diferencial. Las subunidades troponina T y troponina I difieren significativamente entre las formas de músculo cardíaco y esquelético, lo que ha permitido desarrollar inmunoensayos específicos para las isoformas cardíacas de cada una de ellas. La troponina cardíaca I (cTnl), con un peso molecular de 23 kDa, tiene una secuencia que se diferencia en un 4 0 % de las dos formas de músculo esquelético y una secuencia adicional de 31 aminoácidos que no está presente en el músculo esquelético. La troponina T. con un peso molecular de 42 kDa. también tiene dos formas de músculo esquelético y una de músculo cardiaco: sin embargo, la troponina T cardiaca (cTnT) se diferencia de la forma de músculo en solo 11 aminoácidos. Se encuentra una forma "cardiaca" de troponina T en el músculo esquelético fetal (Anderson. 1991) y de nuevo durante la regeneración del músculo en las miopatías crónicas (Bodor, 1997); sin embargo, esta forma no parece ser reconocida por los anticuerpos para la forma cardíaca que se utilizan en la actual generación de pruebas cTnT (Ricchiuli. 1998). Las formas cardíacas de troponina T e I se unen predominantemente a las fibras musculares y esta unión solo se deshace lentamente a lo largo de las primeras una o dos semanas posteriores a un infarto de miocardio. Por tanto, aunque cTnl y cTnT son moléculas pequeñas y son eliminadas rápidamente,
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Figura 15-7. Evolución temporal de la aparición en suero de niveles elevados de CK-MC. mioglobina y troponina. representados como múltiplos del limite superior de referencia, en un paciente con infarto de miocardio con onda Q. Los promedios de aumento de la CK-MC y la mioglobina son similares, mientras que el aumento relativo de la troponina es mucho mayor; esto se debe a los bajos niveles de troponina que se encuentran en suero, mientras que normalmente hay algo de CKMC y mioglobina en el mismo. En concentraciones absolutas, las cantidades de troponina y CK-MC (en ng
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do a que en especímenes coagulados de forma incompleta la fibrina interfiere la unión de los anticuerpos marcados (Wu, 1999) o a que el factor reumaMide interfiere con el método (Dasgupta. 1999): debido a ello las guías de marcadores cardíacos recomiendan a los fabricantes que sus ensayos permitan el uso de sangre heparinizada y que el plasma hepannizado sea el espécimen de elección para las pruebas de marcadores cardíacos (Wu. 1999). Aunque existen en la bibliografía varios trabajos que refieren resultados positivos para cTnT en músculo cardiaco, todos ellos utilizaron los ensayos de la primera generación, en los que los anticuerpos mostraban cierta reactividad cruzada con la TnT de músculo esquelético. La segunda generación de ensayos cTnT (Baum, 1997). asi como los ensayos cTnl, no muestran reactividad cruzada con las formas de músculo esquelético En pacientes con fallo renal crónico se producen ligeros aumentos de los niveles de cTnT y cTnl; la frecuencia es mayor para cTnT (75%) que para cTnl (20%) (Apple. 1997): los niveles parecen aumentar después de la diálisis ( O o i . 1998). Los mayores grados de aumento están asociados a un alto riesgo de acontecimientos cardiacos, en especial para cTnl (Apple. 1997). Dado que sólo existe un fabricante de ensayos para cTnT, los resultados entre laboratorios generalmente son concordantes. Por el contrario, en los ensayos para cTnl los distintos fabricantes utilizan diferentes anticuerpos con diferente grado de reconocimiento para las distintas formas de cTnl que se encuentran en la circulación: esto hace que exista una amplía variación entre métodos (Wu. 1998). La Association for Clinical Chemistry está llevando a cabo un esfuerzo de estandarización que se espera que reduzca la desviación entre métodos en un futuro próximo.



Patología cardíaca La isquemia cardíaca, el suministro insuficiente de oxígeno al corazón, normalmente es el resultado de un estrechamiento progresivo o repentino de las arterias coronarias por aterosclerosis o trombosis, respectivamente. En los estadios tempranos de la aterosclerosis normalmente no hay síntomas o evidencias clínicas o de laboratorio de daño cardiaco, ya que el flujo sanguíneo coronario se reduce gradualmente. Una vez que el diámetro de la arteria coronaria se reduce a menos de un 10% o 2 0 % de su tamaño original, a menudo aparece un dolor torácico (angina de pecho) cuando aumenta la demanda de oxigeno, particularmente durante el ejercicio (angina de esfuerzo). Se puede producir una reducción más rápida del flujo sanguíneo debido a la formación de un trombo o a la ruptura de una placa ateromatosa: en tales situaciones el dolor torácico suele aparecer en reposo (angina inestable). Las células musculares cardíacas son relativamente resistentes a la isquemia comparadas con otras células como las neuronas o las células epiteliales de los túbulos renales, en las que incluso la isquemia de corta duración puede producir muerte celular. En animales experimentales, el bloqueo completo del riego sanguíneo a un área de corazón no causa muerte celular (infarto de miocardioi hasta que transcurren al menos 20 o 30 minutos de isquemia; si el flujo sanguíneo se había restringido previamente (como puede ocurrir en la aterosclerosis de arterias coronarias), la muerte celular se retrasa hasta una hora. Cuando existe una oclusión completa de la arteria coronaria, normalmente existe un gradiente de isquemia con una privación de oxigeno más grave en las últimas zonas en recibir riego sanguíneo (las regiones subendocárdícas de la pared ventrícular). Las células cercanas al límite entre el miocardio isquémico y el miocardio perfundído normalmente pueden recibir algún aporte de oxigeno y. por tanto, pueden mantenerse viables durante varias horas. Cuanto más dure la isquemia, mayor será el porcentaje de células en riesgo que mueran; tres horas de isquemia aumentan la muerte celular hasta el 8 0 % de las células en riesgo, mientras que una isquemia de 6 horas ocasiona la muerte de prácticamente el 100% de las células en riesgo. Debido a ello, son necesarios el reconocimiento precoz de la isquemia persistente y la intervención para restablecer el riego sanguíneo, para minimizar la muerte celular. En las sociedades occidentales, la enfermedad isquémica del corazón es la principal causa de muerte. Se producen aproximadamente 8 millones de visitas a urgencias para evaluar síntomas de dolor torácico, la manifestación clínica más común de isquemia cardiaca: esto represencia casi el 9% de las visitas a urgencias. Otras manifestaciones clínicas de la isquemia cardíaca
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son la falta de aliento o la diaforesis: incluso puede que no se presenten síntomas: entre el 10% y el 30%. aproximadamente, de las personas que son diagnosticadas de infarto de miocardio niegan presentar un historial de dolor torácico. La evaluación de estos pacientes depende en gran medida del uso de pruebas de laboratorio y de electrocardiogramas (ECGl.



Infarto de miocardio El infarto agudo de miocardio, la causa de muerte más común en individuos de más de 40 años, está causado en la mayoría de los casos por una oclusión aguda de una artería coronaria por un trombo. Se distinguen clínicamente dos patrones principales de infarto que corresponden aproximadamente a cambios observables a nivel morfológico. Utilizando los resultados de ¡os ECGs. los infartos de miocardio se dividen normalmente en infartos con onda Q e infartos sin onda Q. basándose en la presencia o ausencia de ondas Q potencialmente palognómicas yo la elevación del segmento ST en el ECG. El infarto de miocardio con onda Q corresponde generalmente al infarto Iransmural. en el que el infarto afecta a todo el grosor de la pared ventrícular. En tales casos las arterias coronarias muestran prácticamente siempre evidencias de la presencia de un trombo oclusivo. El infarto sin onda Q. para el que no existen cambios diagnósticos en el ECG, corresponde generalmente al infarto subendocárdico. en el que el infarto sólo afecta a la porción interna del corazón. En estos casos no se suele encontrar un trombo oclusivo; los estudios angiográficos de estos pacientes, sin embargo, normalmente muestran evidencias de una oclusión parcial por un trombo La teoría más aceptada es la de que estos pacientes tienen un trombo que se lisa espontáneamente después de un cierto período de tiempo, lo que limita el alcance del infarto a las regiones más isquémicas (Schoen. 1999).



Angina inestable y síndromes coronarios agudos El término "angina inestable" se utiliza a menudo de forma impecisa para hacer referencia a un dolor torácico de nueva aparición, un dolor torácico de gravedad creciente durante un corto periodo de tiempo (angina ¡7i crescendo). un dolor torácico que se produce con intensidades cada vez menores de esfuerzo o un dolor torácico que se presenta súbitamente en reposo; en todos estos casos, a diferencia de lo que ocurre en el infarto de miocardio, el dolor torácico al final remite espontáneamente en 30 o 60 minutos. Estos patrones variables de dolor torácico presentan una cierta similitud con el infarto de miocardio sin onda O. en el que no están presentes cambios diagnósticos en el ECG y el dolor torácico normalmente remite espontáneamente Se ha utilizado el término "síndrome coronario agudo" para hacer referencia de forma colectiva a estas formas de presentación. Algunos individuos con "angina inestable" presentan un evento cardíaco importante, como infarto de miocardio, muerte súbita cardíaca o necesidad de intervención para restaurar el flujo sanguíneo en las arterias coronarias (revaluscarización quirúrgica o angioplastia) poco tiempo después de la presentación del dolor. Un subgrupo significativo de estos pacientes también muestra evidencias de un ligero aumento de los marcadores cardíacos, principalmente troponina y CK-MC. El diagnóstico de estos individuos ha sido controvertido; éste ha ido desde "infarto de miocardio" a "miniinfarto" o "daño miocárdico mínimo". Lo que ha quedado claro es que, sea cual sea el diagnóstico, los pacientes con síndrome coronario agudo que tienen marcadores cardiacos positivos tienen un pronóstico mucho peor que los que tienen marcadores negativos, con un mayor nesgo de infarto de miocardio con onda O y muerte cardíaca lOhman. 1996: Antman. 1996. Alexander. 2000).



Marcadores bioquímicos de daño cardíaco Los criterios comúnmente aceptados de diagnóstico del infarto de miocardio son los de la Organización Mundial de la Salud, que requiere la presencia de dos de las tres características siguientes: 1) dolor torácico (a menudo se sugiere que éste debe ser prolongado"); 2) nuevos cambios en el ECG (o presumiblemente nuevos sí no se disponde de ECG anteriores) y 3) aumento y disminución de las enzimas cardiacas. Como se explicó anteriormente, el dolor torácico no es específico del infarto de miocardio, se da también en otros síndromes coronarios agudos, como la angina inestable, y en enfermedades no cardiacas como el reflujo esofágico. Los ECG muestran cambios diagnósticos en menos del 50% de los infartos y en muchos infartos sin onda Q los cambios no existen o son transito-
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ríos. El diagnóstico del infarto de miocardio, por tanto, descansa a menudo básicamente en los niveles anormales de marcadores cardíacos. Es importante tener en cuenta que los marcadores cardiacos no son necesarios para determinar el tratamiento de los pacientes con infarto de miocardio con onda Q. Dado que el infarto con onda Q está asociado a oclusión trombótica persistente de una arteria coronaria, el tratamiento se dirige a restaurar el riego sanguíneo en el miocardio dañado lo más rápidamente posible. Como quedará claro en la discusión, en un alto porcentaje de los casos la mayoría de los marcadores cardiacos no son positivos hasta tres horas después de la oclusión de una arteria coronaria (cuando el 8 0 % de las células en riesgo han muerto); esperar a que los marcadores sean positivos retrasaría indebidamente el tratamiento. También es importante destacar que no se puede utilizar la medida de un único marcador cardiaco en el tiempo de presentación para descartar un infarto de miocardio. Sólo el 25% de los pacientes con infarto de miocardio presentan niveles anormales de CK o CK-MC en el espécimen inicial (Dufour, 1989). Esto ha llevado a recomendar que no se utilicen en las urgencias medidas de un único marcador para descartar un infarto (Lee. 1986). Posteriormente varios estudios han demostrado que los marcadores cardíacos en serie pueden ser muy útiles en la evaluación de pacientes que según su historial y el ECG inicial presentan una probabilidad baja de sufrir un infarto de miocardio; sin embargo, estos estudios recomiendan que las medidas en serie se realicen durante un mínimo de tres horas (si se usa mioglobina) o, más habitualmente. 8 ó 12 horas si se usan otros marcadores (Wu, 1999). No se debería usar una única medida para descartar el infarto en un paciente.



Enzimas Cuando existe isquemia miocárdica las enzimas cardiacas sólo se liberan si existe muerte celular (Ishikawa, 1997): las enzimas, por tanto, son marcadores de "infarto" de miocardio, pero no de isquemia. Otras causas de muerte celular también pueden producir liberación de enzimas; por ejemplo, la cirugía cardiaca y la miocarditis también causan muerte celular y pueden provocar la liberación de enzimas cardiacas. La isquemia reversible, sin embargo, no debería conducir a la liberación de enzimas. La evolución temporal de los cambios en los niveles de enzimas cardíacas se muestra en la Tabla 15-8. La AST y la LD apenas se usan en el diagnóstico del infarto de miocardio. La AST presenta una evolución temporal similar a la de la CK total, con valores máximos que se presentan aproximadamente 24 horas después del infarto, permaneciendo los niveles elevados entre 48 horas y 72 horas. La LD se utilizó durante un tiempo debido a la aparición tardía y a la larga vida medía de las isoenzimas cardiacas. LD, y LD . Los valores máximos de LD normalmente se alcanzan entre 36 horas y 48 horas después del infarto y la LD total y el ratio L D . l D j suelen permanecer anormales entre cuatro y siete dias. No obstante, la falta de especificidad de la AST, la LD y las isoenzimas de LD, junto con la sensibilidad de la LD al daño cardiaco mucho menor comparada con la de otros marcadores, han llevado a recomendar que no se utilicen estos marcadores en el diagnóstico del infarto de miocardio (Wu. 1999). 2
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proteicos



La mioglobina es el primer marcador que presenta un nivel anormal después de un infarto de miocardio. Como se explicó anteriormente, existen diferencias significativas entre individuos en los niveles de mioglobina (de modo que los valores de mioglobina crecientes son más específicos de daño cardíaco reciente que un valor alto aislado). Además, la mioglobina está presente tanto en músculo cardíaco como en músculo esquelético: incluso daños menores del músculo esquelético (una caída, una reanimación cardiopulmonar o una inyección intramuscular) pueden aumentar los niveles de mioglobina. La mioglobina presenta una sensibilidad razonable, entre el 9 5 % y el 100%, pero una especificidad de diagnóstico pobre para el infarto de miocardio. Un método alternativo es evaluar la proporción de mioglobina frente a otro marcador, como la isoenzima III de la anhídrasa carbónica (CA, de carbonic anhydrase), que se encuentra en músculo esquelético pero no en músculo cardíaco. La evolución temporal de la liberación de CA-lll es similar a la de la mioglobina. Si tanto los niveles de mioglobina como los de CA-lll aumentan, el responsable de la liberación de los marcadores es el músculo esquelético;
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si el nivel de mioglobina aumenta pero el de CA-lll no, existe daño cardíaco (Vaananen. 1990). Desgraciadamente, no existen ensayos comerciales para CA-lll y mioglobina. En muchos centros, la troponina reemplaza a la CK-MC como prueba de diagnóstico de elección para el infarto de miocardio, y recientes guias de marcadores de daño cardiaco recomiendan su uso como método de referencia para el diagnóstico del infarto de miocardio (Wu. 1999). Como se mencionó anteriormente, la troponina en plasma está virtualmente ausente en individuos normales; si se pueden eliminar interferencias metodológicas como el tactor reumatoíde, la formación de fibrina o los anticuerpos heterófilos, la troponina es virtualmente específica de daño cardíaco. A diferencia de lo que ocurre con CK-MC, no está claro que la troponina sólo sea liberada con la muerte celular. Se ha observado en un modelo experimental animal que la Iroponina cardíaca I aumenta con la isquemia miocárdica incluso cuando no existe evidencia morfológica ni ultraestructural de muerte celular (Feng. 1998). Esto sugiere que la troponina también puede ser un marcador de isquemia severa, lo que puede ser una ventaja para reconocer la existencia de riesgo en pacientes con síndrome coronario agudo. Numerosos estudios han mostrado que la troponina es más sensible que la CK-MC en pacientes con síndromes coronarios agudos y varios han mostrado que los pacientes troponina-positívos pero MC-negativos todavía presentan un riesgo elevado de sufrir acontecimientos cardíacos posteriores (Ohman. 1996; Animan, 1996). No está claro si estos pacientes realmente sufren un "infarto" o simplemente una isquemia severa ya que no hay ninguna evidencia morfológica que permita apoyar un diagnóstico concreto en ninguno de estos estudios. Por estas razones, mientras que parece claro que la troponina es un importante marcador cardíaco, no es necesariamente un marcador de "infarto de miocardio". Después de la aparición del daño, la tasa de aparición de troponina y su lasa de aumento son similares a las de CK-MC. La Iroponina cardiaca T alcanza el 100% de sensibilidad alrededor de las ocho horas después del infarto, mientras que el poolcitoplásmico, más pequeño, de troponina I retrasa el tiempo del 100% de positividad hasta las 12 horas. Los valores máximos de cada forma de troponina normalmente se alcanzan entre las 18 y las 24 horas y después los valores disminuyen gradualmente, primero de forma rápida hasta aproximadamente las 36 ó 48 horas y luego más lentamente, permaneciendo positivos una media de entre 7 y 10 dias, pero en ocasiones hasta 14 dias. Existen algunas evidencias de que los pacientes con infarto de miocardio que tienen cTnl o cTnT positivos en el momento del ingreso tienen un peor pronóstico (Ohman, 1996; Antman, 1996): no está claro si eslo representa un factor de pronóstico independiente o simplemente infartos más importantes o de presentación retrasada, que también suponen un mal pronóstico. En general, la cTnl y la cTnT se comportan de forma más o menos equivalente como factores de pronóstico: las guias recientes de marcadores cardiacos las consideran igualmente útiles en el diagnóstico del infarto de miocardio.



Nuevas pruebas para el daño miocárdico Se han sugerido algunos otros marcadores para evaluar pacientes con síndromes coronarios agudos. Debido a que la formación de trombos es determinante para la aparición de la angina torácica inestable y el infarto de miocardio, se están investigando los marcadores de activación del sistema de coagulación como la P-selectina (indicativa de la activación de las plaquetas), los monómeros de fibrina y las proteínas precursoras de los trombos Aunque es probable que estos factores no sean específicos, pueden detectar a las personas con enfermedad arterial coronaria inestable antes incluso de que se produzca el daño miocárdico. La isoenzima CC de la glucógeno fosforilasa se halla en el cerebro y en el miocardio: forma parte del retículo sarcoplásmico del músculo cardíaco. Cuando existe isquemia, la forma unida se disocia y se transforma en citosólica. desde donde aparentemente atraviesa las membranas dañadas. También presenta niveles por encima de lo normal en la angina inestable y posiblemente en algunos individuos con angina estable; es positiva antes que otros marcadores, lo que la hace potencialmente atractiva (Rabitzsch, 1995). La proteína de unión a ácidos grasos, con un peso molecular de 14,5 kDa, se encuentra tanto en músculo cardiaco como esquelético, pero en cantidades mayores en músculo cardiaco. Su evolución temporal es similar a la de la mioglobina (Van Nieuwenhoven, 1995).
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Situaciones especiales y daño cardíaco



Coexistencia con daño en el músculo esquelético En personas con daño muscular agudo o persistente (incluyendo el causado por la reanimación cardiopulmonar, la cardioversion eléctrica, la cirugía, etc.). los marcadores presentes tanto en músculo cardíaco como esquelético (como CK total. AST y mioglobina) aumentan sus niveles, lo que descarta su capacidad de reconocer el daño miocàrdico. La CK-MC se encuentra en cantidades mínimas en la mayoría de los músculos esqueléticos: su presencia, por tanto, no prueba la existencia de daño cardíaco. Además, en el músculo esquelético hay más formas de CK. lo que puede "diluir" la MC liberada en el daño cardíaco, haciendo que el porcentaje o índice relativo de CK-MC sea engañosamente bajo. Por todas estas razones, la troponina es la prueba diagnóstica de elección para el reconocimiento del daño cardiaco cuando se sabe o se sospecha que existe daño en el músculo esquelético
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miocàrdica



En infarto sin onda Q. la CK y la CK-MC normalmente aumentan más rápidamente y alcanzan su valor máximo antes que en los infartos con onda Q. como se ilustra en la Figura 15-8. La razón que se propone para explicar esto es que, puesto que el miocardio esta siendo perfundido. la enzima liberada por las células necróticas puede alcanzar directamente la circulación, mientras que en un infarto con onda Q la enzima debe difundir desde el tejido dañado al tejido pertundido normalmente antes de alcanzar la circulación y poder ser detectada. Esto ha despertado el interés por el uso de marcadores cardíacos para detectar el éxito de los agentes trombolíticos en lograr la reperfusión. En general, el éxito de la reperfusión produce un aumento más rápido de los niveles de CK y hace que el valor máximo se alcance antes, de forma similar a lo que ocurre en un infarto sin onda Q. Más aún. el resultado es diferente dependiendo del volumen de flujo de la arteria reperfundida: los marcadores cardiacos no presentan una gran capacidad para distinguir un flujo moderado de uno bueno después del procedimiento; el grado de reperfusión está relacionado con el éxito a largo plazo del procedimiento. Por último, es necesario esperar un liempo significativo para reconocer la reperfusión; las muestras se deben recoger 90 minutos después de suministrar el fár-
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Figura 15-8. Patrón temporal de liberación de marcadores en diferentes tipos de infarto. En el infarto de miocardio con onda Q, la evolución temporal de la CK-MC es igual que la que se muestra en la Figura 15-7. En infartos de miocardio sin onda 0. la presencia de vasos importantes en el área del infarto permite que el marcador se libere a la circulación más rápidamente: esto da lugar a un pico de CK-MC más temprano (generalmente entre 6 y 8 horas tras el infarto). El aumento de los niveles de CK-MC también es mayor (para infartos de la misma importancia) y la vuelta a los valores normales es más rápida que en el infarto con onda Q La cantidad total de CK-MC liberada (representada por el área que se encuentra bajo la curva de niveles e CK-MC frente a tiempo) es similar para el infartos con onda Q y sin onda Q de magnitud es similar, aunque los valores máximos son más altos en estos últimos Si los agentes trombolíticos tienen éxito en la apertura de las arterias coronarias relacionadas con el infarto en los individuos con infarto con onda 0, la evolución temporal de la CK-MC será similar a la de los infartos sin onda Q.
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maco, lo que limita la capacidad para salvar miocardio si es necesaria una intervención posterior (Christerson. 1997). A pesar de estas limitaciones, las guías recientes de marcadores cardíacos recomiendan medir los marcadores antes del tratamiento 90 minutos depués de suministrar los agentes trombolíticos (Wu, 1999).



Cirugía cardiaca El daño en el miocardio después de llevar a cabo revascularización quirúrgica cardiaca se produce prácticamente en el 100% de los casos. La magnitud del aumento de la CK-MC es generalmente mayor que la de troponina: se ha sugerido que la troponina puede ser mejor marcador para distinguir el infarto de miocardio del daño perioperatorio "normal".



Daño en el músculo esquelético El daño en el músculo esquelético puede proceder de varias fuentes. El traumatismo directo, como el que ocurre con el daño fisco (incluyendo el que se produce en los deportes de contacto), la cirugía, el ejercicio intenso y las inyecciones intramusculares son causas comunes de aumentos ligeros de los niveles de CK (hasta aproximadamente cinco o seis veces por encima de los límites de relerencia). Normalmente en estas situaciones la CK aumenta rápidamente y después cae deprisa, volviendo a los valores de base en aproximadamente 24 horas. Un trastorno clínico importante asociado al daño muscular agudo es el síndrome neuroleptico maligno, una complicación rara del tratamiento con fenoliazinas u otros agentes psicotrópicos. Los individuos afectados presentan normalmente rigidez muscular, fiebre y recuentos elevados de ieucocitos; se considera que la CK es una prueba diagnóstica de este trastorno. Para prevenir la muerte por este síndrome es necesario un reconocimiento rápido y un pronto tratamiento; las piedras angulares del tratamiento son la suspensión de la medicación y el uso del agente estabilizante muscular dantroleno (Pelonero, 1998). El daño muscular crónico causa una elevación más persistente de la CK. que puede ser leve o más importante. El reconocimiento del daño muscular leve y persistente está dificultado por los amplios rangos de valores normales y la amplia variación preanalítica que se observan en los valores de CK total. Generalmente, para diagnosticar el daño muscular en individuos asintomát¡cos es necesario que el aumento persista por encima de los límites de referencia para un grupo apropiado de comparación a pesar del cese de otros factores que se sabe que afectan a los niveles de CK. La causas habituales de daño muscular crónico incluyen la medicación (particularmente los inhibidores de la HMG-CoA reductasa y los glucocorticoides), las miopatías congénitas (como la distrofia muscular de Duchenne), los trastornos inflamatorios (polimiositis y dermatomiositis). el hipotiroidismo y el abuso del alcohol. En las miopatías crónicas aumentan a menudo los niveles de CK. lo que refleja su producción por el músculo en regeneración. Con el daño muscular agudo severo se puede desarrollar un cuadro clínico de rabdomiólisis. No existen criterios específicos para diferenciar la rabdomiólisis de daños musculares de menor grado; entre las características más importantes se encuentran los mayores niveles de CK total (se ha sugerido como nivel diagnóstico el de CK>20 veces por encima de los límites de referencia), el aumento y caída rápidos de los niveles de CK y la aparición de mioglobinuria. Muchos ensayos para mioglobina son relativamente insensibles y la mioglobina tiene una vida media corta: la CK. por tanto, es más fiable como prueba para el establecimiento del diagnóstico. Como forma que es del "síndrome de lisis celular", la rabdomiólisis se asocia a liberación de otros contenidos celulares como potasio, fosfato y nucleótidos que pueden transformarse en ácido úrico. La mioglobina es potencialemte tóxica para los ríñones, sobre todo si la persona además está deshidratada; esto puede conducir a desarrollar necrosis tubular aguda y la aparición de tonos pigmentados en los sedimentos de la orina. Si se desarrolla fallo renal, generalmente también están presentes hiperpotasiemia. hiperfosfatemia e hiperuricemia. No existe una relación directa entre el grado de aumento de los niveles de CK y la probabilidad de que se produzca un fallo renal (Gabow, 1982; Ward. 1988). Las causas más comunes de rabdomiólisis son el consumo de drogas (en especial etanol y cocaína), la infección viral, el ejercicio extremo, la heridas por aplastamiento, la isquemia de las extremidades inferiores y las miopatías inflamatorias.
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La mayoría de las hormonas del sistema endocrino se analizan en este capitulo, aunque las siguientes hormonas se comentan en otras partes de este libro: las hormonas del metabolismo del calcio: hormona paratiroidea y calcitonina (véase el Cap. 10), las hormonas que regulan el metabolismo de la glucosa, producidas por las células de los islotes pancreáticos: insulina, glucagón y somatoslatina (véase el Cap. 11), las hormonas producidas por células neoplásicas (véase el Cap. 47), la gonadotropina coriónica humana (véase el Cap. 22). y las hormonas del tracto gastrointestinal (véase el Cap. 23). Las cilocinas (véanse los Caps. 38 y 39) se consideran cada día más tanto como reguladoras y mediadoras de la secreción endocrina como factores humorales en si mismas.



HIPÓFISIS La hipófisis, localizada en la base del cráneo, se divide en un lóbulo anterior (o adenohipófisis) y un lóbulo posterior (o neurohipófisis) (Fig. 16-1). La adenohipófisis produce hormona de crecimiento (GH), prolactina (PRL), tirotropina (hormona estimulante del tiroides [TSH]). hormona folículo-estimulante (FSH), hormona luteinizante (LH), y pro-opiomelanocortina (POMO). En la hipófisis la POMO se escinde en hormona adrenocorticotropa (ACTH) y 3-lipotropma (BLPH) como muestra la Figura 16-2. En el cerebro la ACTH se escinde en «xhormona estimulante de los melanocitos (ot-MSH) y péptido similar a la corticotropina del lóbulo intermedio (CLIP). La región hipotalámica del cerebro produce hormonas que tienen un papel en el control de la síntesis y liberación de las hormonas de la adenohipófisis. La neurohipófisis libera vasopresina. también llamada hormona antidiurética (ADH), y oxitocma. que se sintetizan como
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precursores en los núcleos supraóptico y paraventricular del hipotálamo. La vasopresina y su proteína transportadora neurolisina II se empaquetan en granulos neurosecretores y se transportan a la neurohipófisis. Durante el transporte, el precursor se procesa para transformarse en vasopresina. La oxitocina, con su proteína transportadora neurofisina I. sufre un proceso similar. La insuficiencia adenohipofisaria incluye un amplio espectro de entidades que van desde la ausencia aislada de una hormona estimulante a la ausencia completa de todas las hormonas hipofisarias. La causa subyacente puede ser la incapacidad de las células hipofisarias para producir la hormona o una deficiencia de la hormona liberadora hipotalámica. El la insuficiencia adenohipofisaria puede derivarse de una deficiencia congènita, o de la ablación hipofisaria tras cirugía o radioterapia, tumores hipofisarios, tumores metastásicos. infartos o procesos infiltrativos granulomatosos. Algunas enfermedades hipotalámicas y tumores hipofisarios pueden originar una excesiva secreción de una o varias hormonas de la adenohipófisis. También puede darse una producción ectópica de alguna de estas hormonas.



Hormona de crecimiento Clásicamente, el diagnóstico de deficiencia de GH se establece utilizando mediciones de GH tras estímulos farmacológicos y el exceso de GH se confirma mediante el fracaso de la supresión de la GH sérica tras una sobrecarga oral de glucosa. La hormona de crecimiento ejerce múltiples acciones influyendo en el crecimiento directa e indirectamente, mediante la estimulación del factor de crecimiento similar a la insulina I (IGF-I) (también llamado somalomedina C): el IGF-I circula unido a complejos de mayor tamaño de proteína ligadora de IGF (IGF-BP). sobre todo a la proteina IGF BP-3, dependiente de
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Figura 16-1. Neuronas del hipotálamo que regulan la secreción de 1) las hormonas del lóbulo anterior de la hipófisis mediante hormonas hipotalámicas transportadas a través del plexo venoso portal hipotálamo-hipofisario. 2), Las hormonas del lóbulo posterior de la hipófisis, liberadas mediante potenciales de acción nerviosos, que discurren por axones cuyos terminales nerviosos están en el lóbulo posterior.
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GH (Rosen, 1999). El factor de crecimiento similar a la insulina y la IGF BP-3 están siendo cada vez más ulilizados para el diagnóstico y seguimiento de los pacientes con trastornos de la función de la GH. Existe una considerable heterogeneidad molecular en la GH circulante, que en parte es consecuencia de su unión a proteínas. Empleando inmunoensayos ordinarios, la GH sérica es indétectable durante la mayor parte del día en individuos sanos no sometidos a estrés. Además se producen normalmente picos discretos de secreción de GH. lo que hace difícil de interpretar un valor aislado de GH. La secreción de GH aumenta con el ejercicio, sobre todo en individuos en ayunas, y en relación a varios otros eventos, incluyendo el sueño (Tabla 16-1). Durante las dos primeras horas de sueño, se secreta una cantidad substancial de GH, alcanzando habitualmen-



Figura 16-2. Estructura de la pro-opiocortina y los péptidos derivados de ella. (MSH = hormona estimuladora de los melanocitos: B-LPH = lipotropina; CLIP = péptido del lóbulo intermedio similar a la corticotropina)
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te los valores máximos entre la primera y la segunda hora. A continuación la concentración de GH desciende rápidamente a niveles bajos. En ocasiones se produce un segundo e incluso un tercer pico de secreción durante las restantes horas de sueño. El pico de GH relacionado con el inicio del sueño puede adelantarse o retrasarse muchas horas cuando se retrasa el sueño, y en adultos mayores de 50 años la liberación de GH relacionada con el sueño puede incluso estar ausente. Para distinguir las anomalías de GH del patrón de secreción del individuo sano, se realiza una estimulación de la secreción de GH cuando se sospecha deficiencia de GH y una supresión cuando se sospecha exceso de GH. La toma de múltiples muestras de sangre a lo largo de determinados periodos de tiempo es importante para el diagnóstico de deficiencias neurosecretoras de la GH.
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Tabla 16-1 Causas de aumento de la hormona del crecimiento (GH) sérica Acromegalia Ayuno Diabetes mellitus mal controlada Ejercicio Enanismo de Laron E n f e r m e d a d hepática Estrés



Gigantismo Hipoglucemia Sueño I n g e s t a de proteínas Insuficiencia renal Malnutrición Recién n a c i d o



Disminuciones La causa más frecuente de deficiencia de GH en niños es la deficiencia idiopática de hormona de crecimiento, mientras que la de inicio en la edad adulta suele ser consecuencia de un adenoma hipofisario. No existe un método simple y reproducible para determinar las anomalías en el patrón de secreción de GH. En individuos sanos entre el 7 0 % y el 8 0 % de las mediciones de GH están por debajo de 1 ng/ml (


Aumentos Los pacientes en los que se sospecha un exceso de GH son evaluados midiendo niveles séricos de GH durante un test de tolerancia oral a la gluco-



Q U Í M I C A CLÍNICA sa (TTOG). En el adulto sano una sobrecarga de glucosa suprime la secreción de GH a menos de 1 ng/ml (1 g/l), pero se produce un aumento secundario de los niveles de GH unas horas después. En respuesta a la sobrecarga de glucosa, los pacientes acromegálicos pueden mostrar un aumento paradójico, una ausencia de respuesta o una disminución parcial (Ezzat, 1997). La mayoria de los pacientes con acromegalia activa no muestran supresión de la GH durante el TTOG; es decir, la GH no cae por debajo de 2 ng/ml (2 g/l). La toma de muestras aleatorias para GH no es adecuada para establecer el diagnóstico de acromegalia, porque la superposición de los resultados de GH entre personas sanas y pacientes con la enfermedad es considerable. Además, la GH puede aumentar en varias enfermedades, que incluyen enfermedades renales, cirrosis, malnutrición y pacientes sometidos a estrés físico o emocional. Aunque por lo general los adenomas de mayor tamaño se asocian con niveles superiores de GH, la correlación entre los niveles de GH y las manifestaciones de acromegalia es escasa tanto en pacientes tratados como en los no tratados. En la mayoria de los pacientes con acromegalia no tratada, la GH permanece por encima de los niveles básales a lo largo del día, oscilando entre 10 ng/ml y 100 ng/ml (10 g/l a 100 g/l). Los niveles de GH sérica superiores a 50 ng/ml - 100 ng/ml (>50 g/l-100 g/l) son verdaderamente excepcionales en personas no acromegálicas (Barkan, 1989). Ocasionalmente se produce acromegalia clínica con niveles de GH en el rango de 2 ng/ml a 5 ng/ml (2 g/l a 5 g/l), mientras que algunos acromegálicos presentan cifras superiores a 1.000 ng/ml (>1.000 g/l) (Baumann, 1987). Otras estrategias diagnósticas incluyen la administración de hormona liberadora de tirotropina (TRH), y la medición de IGF-1 e IGF BP3. Respecto a individuos sanos, los pacientes acromegálicos no tratados muestran un aumento de GH tras el estímulo con TRH, pero esta respuesta paradójica a TRH sucede también en otras afecciones, como enfermedades renales y hepáticas. Habitualmente, si los niveles de GH son menores de 5 mg/ml (


Prolactina La prolactina es una hormona de la adenohipófisis necesaria para iniciar y mantener la lactancia. La secreción de prolactina está bajo el control inhibidor del hipotálamo, siendo la dopamina el factor inhibidor más importante. La principal forma circulante de prolactina es un monómero, no glucosilado. Existen varias otras formas que incluyen la prolactina "big" ("grande"), que consiste en dímeros o trímeros glucosilados, y la prolactina "big. big" ("grande, grande") (macroprolactina), fisiológicamente menos activa, que se considera prolaclina unida a ¡nmunoglobulina (Yazigi, 1997; Conner, 1998). El intervalo de referencia para la prolactina sérica es de 1 ng/ml a 25 ng/ml (1 mg/l a 25 mg/l) para mujeres y de 1 ng/ml a 20 ng/ml (1 mg/l a 20 mg/l) para hombres. Muchos factores fisiológicos y patológicos aumentan los niveles de prolactina sérica, asi como una gran variedad de fármacos, como las fenotiacinas, los opiáceos, la metoclopramida y la metildopa (Tabla 16-2). Dado que múltiples estímulos fisiológicos elevan los niveles séricos de prolactina, se deben usar dos o tres muestras obtenidas en momentos diferentes para evaluar si
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un paciente tiene o no hiperprolactinemia. Para determinar la etiología de la hiperprolactinemia. las pruebas dinámicas no se consideran de utilidad clínica. La secreción de prolactina muestra una variación diurna, asi como un patrón de secreción pulsátil. Con el sueño los niveles de prolactina comienzan a elevarse a los 60 o 90 minutos, alcanzando su valor máximo cuatro o cinco horas después. Los cambios en el horario del período de sueño dan lugar a cambios en el patrón de secreción de la prolactina, indicando que no es un ritmo neural intrínseco. En el embarazo los niveles séricos maternos de prolactina aumentan progresivamente, descendiendo a los niveles básales alrededor de tres semanas después del parto en mujeres que no dan lactancia materna. En madres que amamantan a sus hijos los niveles básales de prolactina permanecen algo elevados y la lactancia puede desencadenar aumentos llamativos. En la clínica la deficiencia de prolactina es rara; se ve tras necrosis o infarto hipofisarios y en algunos pacientes con seudohipoparatiroidismo. En mujeres con deficiencia completa de prolactina, se han encontrado alteraciones menstruales y baja fertilidad (Kauppila, 1997). La disfunción gonadal con frecuencia se asocia a niveles elevados de prolactina tanto en hombres como en mujeres. Las manifestaciones clínicas en mujeres varían desde anomalías de la fase lútea hasta la amenorrea franca con o sin galactorrea. La hiperprolactinemia en los varones se asocia con hipoandrogenemia. disminución de libido e impotencia. Los adenomas hipofisarios son una causa frecuente de hiperprolactinemia. Cerca del 30% de ellos producen prolactina, pero los tumores no productores de prolactina también pueden producir elevaciones de la prolaclina sérica. Esto se produce por compresión del tallo hipofisario, lo que interfiere con la circulación de los factores inhibidores hipotalámicos. El síndrome de la silla turca vacia puede causar hiperprolactinemia por alteración en la circulación de los factores inhibidores desde el hipotálamo. Habitualmente el nivel de prolactina sérica se correlaciona con la probabilidad de que se encuentre un tumor hipofisario, excepto en pacientes con macroprolactinemia. Aunque los macroadenomas (>1 cm) habilualmente originan niveles de prolactina superiores a 100 ng/ml (>100 pg/l), el 15% a 2 0 % de los pacientes tienen niveles inferiores (Yazigi, 1997). Aunque los pacientes con macroprolactinemia tengan niveles altos de prolactina, el complejo prolactina-inmunoglobulina tiene baja bioactividad, por lo que los pacientes suelen permanecer asintomáticos. Pueden producirse síntomas, no obstante, si el complejo se disocia (Conner, 1998) Los adenomas secretores de prolactína se asocian a las neoplasias endocrinas múltiples (MEN) tipo 1. En el 2 0 % a 4 0 % de los pacientes con acromegalia activa, la secreción de prolactina está aumentada, bien por un tumor mixto o por interferencia con los mecanismos inhibidores de la prolactina. Otra causa importante de hiperprolactinemia es el hipotiroidismo primario, que puede originar marcados incrementos de la prolactina sérica. Tras el tratamiento sustitutivo los niveles de prolactina suelen situarse de nuevo dentro del intervalo de referencia. Raramente la hiperprolactinemia puede ser causada por producción ectópica de la hormona.



Hormonas de la neurohipófisis La oxitocina y la vasopresina son las principales hormonas de la neurohipólisis posterior. Cada una de ellas tiene distintas funciones fisiológicas, con



Tabla 16-2



Hiperprolactinemia



Causas



Ejemplos



Alteraciones intracraneales



E m b a r a z o , l a c t a n c i a , estrés, sueño, ejercicio, ingesta d e alimentos A c r o m e g a l i a , compresión d e l tallo hipolisano, s i n d r o m e de la silla turca v a c i a , e n f e r m e d a d e s hipotalámicas, p r o l a c t i n o m a s



Fisiológica



Otros



Insuficiencia renal crónica, cirrosis. producción ectópica, hipotiroidismo. idiopática. neurogénica, estimulación d e l pezón
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efectos parcialmente coincidentes en la estimulación de la contracción del músculo liso y en el mantenimiento de la homeostasis del agua. Ambas son pequeños oligopéptidos. cada una compuesta de nueve residuos aminoácidos, con una masa total de aproximadamente 1 kDa. Son transportadas a lo largo de los axones hasta las terminales nerviosas en la neuroipófisís. donde son almacenadas en granulos de secreción. Los potenciales de acción neurales conducidos desde el hipotálamo a través de estos tractos nerviosos hacen que las vesículas de almacenamiento de las terminales nerviosas de la adenohipófisis se degranulen y liberen oxitocina y vasopresina a la circulación. Se debe recordar que la neurohipófisis. a diferencia de la adenohipófisis. es poco más que un lugar de almacenamiento donde las hormonas se retienen hasta que se secretan. En consecuencia, la disrupción traumática del tallo infundibular o la destrucción o extirpación de la hipófisis posterior no conlleva necesariamente una pérdida completa de estas hormonas, que se producen en el hipotálamo.



Oxitocina La secreción de oxitocina es estimulada por el estiramiento del útero durante el parto y por la lactancia. Además, alguno de los estímulos que se sabe estimulan la liberación de vasopresina pueden causar también secreción de oxitocina. El principal efecto de la oxitocina es estimular la contracción del músculo liso. En mujeres en edad fértil, sus efectos se dirigen al útero durante el parto, y a las células mioepitehales de los conductos de la glándula mamaria para producir la eyección de la leche. La síntesis extrahipofisaria de oxitocina en el amnios, el corion y la decidua pueden también desempeñar un papel en la fisiologia normal del parto (Chibbar. 1993). En los hombres la oxitocina parece tener un papel en las funciones gonadales y sexuales (Argiolas, 1993; Nicholson, 1993). Los procesos patológicos asociados a exceso o deficiencia de oxitocina que necesiten su determinación en el laboratorio son raros. Puede ser una prueba útil en algunas pacientes embarazadas para predecir el comienzo prematuro del parto (Behrens, 1991). También se ha encontrado que los niveles de oxitocina aumentan tras una convulsión (Meierkord. 1994): esto puede resultar útil, junto con otras hormonas hipofisarias. como marcador de una convulsión no presenciada. Y por último, se han identificado tumores que producen oxitocina ectópica, como el carcinoma pulmonar de células en avena o el adenocarcinoma de páncreas (North, 1993). La oxitocina se secreta de forma pulsátil durante el parto y la lactancia. En condiciones básales, no obstante, no se produce secreción pulsátil (Challinor. 1994), por lo que una única muestra de sangre aleatoria es adecuada para medir niveles de oxitocina. En mujeres en edad fértil, los niveles plasmáticos de oxitocina no varían significativamente durante el ciclo menstrual, pero probablemente serán mayores y más variables durante el embarazo (Stock, 1991). Dado su limitado papel, la deficiencia de oxitocina probablemente no se reconoce como un síndrome clínico; en cualquier caso, su secreción puede ser estimulada utilizando la hipoglucemia inducida por insulina como prueba de provocación (Chioderà. 1992). La oxitocina tiene una vida media de sólo tres a cinco minutos en el plasma y está sujeta a una degradación rápida por la oxitocinasa. Por lo tanto, una vez tomadas las muestras de sangre para niveles de oxitocina, deben transportarse al laboratorio en hielo, y el suero debe ser separado y congelado hasta la realización del ensayo. El nivel normal de oxitocina sérica puede ser tan bajo como 1 ng/1. por lo que con frecuencia es índetectable sin procedimientos de extracción previos como la cromatografía de afinidad (Torok, 1994). Se puede cuantificar la oxitocina sérica mediante bioensayo o radioinmunoensayo (RIA).



Vasopresina La vasopresina se conoce también como ADH, y de acuerdo a estos dos nombres tiene dos funciones fisiológicas importantes. Tiene efectos vasopresores mediados por la contracción del músculo liso arterial, y tiene también efectos antidíuréticos mediados por la reabsorción renal de agua en los conductos colectores corticales. Además, estimula la reabsorción de sodio y cloruro en la porción ascendente gruesa del asa de Henle. La regulación de la secreción de ADH se controla mediante osmorreceptores situados en el sistema nervioso central (SNC) y barorreceptores de baja y alta presión situados
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en la aurícula derecha y los senos carotídeos, respectivamente. Junto con el factor natriurético atrial y el eje renina-angiotensina-aldosterona, mantienen la presión sanguínea, el volumen y la tonicidad. Por tanto, cuando evaluemos a un paciente con un trastorno de la homeostasis del agua, habrá que tener en cuenta eslos múltiples factores interactivos (véanse los Caps. 5 y 9). Bioquímicamente, la ADH es muy similar a la oxitocina. de la que se diferencia únicamente en dos aminoácidos. Uno de ellos es en la posición 8, donde la ADH tiene un residuo L-arginina, del que se deriva el nombre arginina-vasopresina (AVP). Este rasgo distingue la ADH humana de la ADH porcina, que tiene un residuo lisina en dicha posición, y también de la forma sintética, en la que ha sido sustituida por una D-arginina, que le confiere un menor efecto vasopresor. La desaminación hace a la D-AVP más resistente a la degradación metabólica. Esta forma sintética de la ADH, conocida como dDAVP, con mayor actividad antidiurética y menor actividad vasopresora que la ADH humana nativa, es útil en la clínica como agente terapéutico de larga duración. Los trastornos del metabolismo del agua debidos a excesos o deficiencias de ADH se manifiestan clásicamente como el síndrome de secreción inapropiada de ADH (SIADH) y la diabetes insípida, respectivamente. El diagnóstico diferencial de estas dos enfermedades mediante pruebas de laboratorio se resume en la Tabla 16-3. Los pacientes con SIADH se presentan con hiponatremia grave asociada a osmolalidad urinaria inapropiadamente elevada. Se produce generalmente como un síndrome paraneoplásico asociado a diferentes tumores malignos, especialmente cáncer de pulmón, aunque también puede darse en otras enfermedades pulmonares, infecciones o traumatismos del SNC. o secundariamente a otras alteraciones endocrinas (North, 1993). Algunos fármacos, como los alcaloides de la vinca, la ciclofosfamida, la carbamacepina. el clofibrato, los antidepresivos triciclicos y los inhibidores de la monoamina oxidasa (MAO), también pueden causar un exceso de secreción de ADH. Los estímulos fisiológicos conocidos que aumentan la secreción de ADH incluyen la náusea, el embarazo, la hipoglucemia, la hipertensión intracraneal, la ventilación mecánica y la hipoxia. En el SIADH los niveles séricos de ADH pueden encontrarse aumentados de forma variable, en general de forma no proporcional a la osmolalidad sérica. En el contexto clínico adecuado, el diagnóstico de SIADH puede hacerse con toda confianza basándose exclusivamente en las determinaciones de electrólitos en sangre y orina. La diabetes insípida (DI) es la situación contraria, en la que la disminución de ADH lleva a una excesiva pérdida de agua por el riñon, que origina un plasma hipertónico asociado a una orina diluida. La DI puede ser neurogénica, debida a una alteración de la secreción de ADH por la neurohipófisis, o nefrogénica, debida a la insensibilidad renal a su presencia. En ambas circunstancias la osmolalidad sérica aumenta, con osmolalidad urinaria inapropiadamente baja. Ambas lormas se pueden distinguir, no obstante, mediante la respuesta a vasopresina endógena o exógena. En la DI neurogénica, los niveles de ADH son bajos, y el riñon actúa rápidamente para conservar agua una vez que se administra ADH exógena. Por el contrario, la DI nefrogénica se asocia con niveles de ADH normales o elevados, y la administración de ADH adicional no tiene un efecto significativo sobre la reabsorción renal de agua. La DI nefrogénica puede ser congénita. debida generalmente a un defecto del receptor ligado a X, o adquirida, generalmente secundaria a fármacos (Holtzman. 1994). Los fármacos asociados a DI nefrogénica adquirida que se



Tabla 16-3



conocen son el litio, la demeclociclina y los anestésicos metoxifluranos. Otras causas de DI nefrogénica adquirida incluyen la hipercalcemia, la hipopotasiemiay la amiloidosis. La DI neurogénica puede derivarse de cualquier lesión que afecte al hipotálamo, incluyendo tumores primarios y metastásicos, traumatismos, accidente cerebrovascular o sarcoidosis. Los fármacos que pueden causar DI neurogénica mediante la supresión de la liberación de ADH son la fenitoina, la clorpromacina. el factor natriurético atrial, el alcohol y los agonistas rx-adrenérgicos. Se ha especulado que autoanticuerpos dirigidos contra las células del hipotálamo productoras de ADH pudieran ser responsables de algunos casos de DI neurogénica idiopática (De Bellis, 1994). Estos anticuerpos se detectan mediante ensayos de inmunofluorescencia indirecta. Otra afección frecuente en la que se han encontrado niveles bajos de ADH es la enuresis nocturna primaria en niños. Aunque estos pacientes tienen niveles de A D H sólo discretamente inferiores a los controles (2,9 ng/l frente a. 3,6 ng/l). los síntomas clínicos mejoran claramente tras el tratamiento con suplementos de vasopresina (Wille, 1994). Las determinaciones de los niveles de ADH no siempre son útiles para el diagnóstico de este trastorno, dado el solapamiento moderado en los valores limite entre niños normales y con enuresis. En cambio, la determinación de la gravedad especifica de la primera orina de la mañana es una prueba más fiable para identificar a los niños que se beneficiarán de los suplementos de vasopresina para el tratamiento de la enuresis nocturna. Los niños con enuresis tienen casi siempre una gravedad especifica de la orina inferior a 1,015, mientras que los que no mojan la cama son capaces de concentrar su orina matutina hasta una gravedad específica superior a 1,015 (Mevorach, 1995). Habitualmente no es necesario medir directamente los niveles de ADH porque el propio cuerpo del paciente puede ser utilizado como un sistema de bioensayo in vivo para probar la respuesta biológica a la ADH exógena y a estímulos osmóticos. Estas pruebas in vivo requieren la exclusión de otros posibles factores de confusión, para que de forma ideal se evalúe un único factor que afecte a la homeostasis del agua. Algunos de los factores de confusión que interfieren con la interpretación de estas pruebas son las enfermedades renales o urinarias intercurrentes, la insuficiencia suprarrenal, la diabetes mellitus, las enfermedades tiroideas y los diuréticos y otros fármacos que afecten a la secreción o a la función de la ADH. Es esencial una estrecha vigilancia del paciente durante la realización de la prueba e inmediatamente después, ya que estas pruebas pueden exacerbar la enfermedad que está siendo evaluada. En el SIADH la capacidad del paciente para suprimir la secreción de ADH se somete a prueba mediante una sobrecarga hídrica que induzca una situación de hipotonicidad. Esta prueba debe realizarse con precaución y en un entorno controlado: si un paciente con una hiponatremia moderada es expuesto a una sobrecarga de agua, puede desarrollar una hiponatremia grave. La prueba de sobrecarga hídrica para el SIADH se describe a continuación. Por el contrario, el paciente en que se sospecha una DI se somete a una restricción de la ingesta de agua para evaluar la capacidad de concentrar la orina mediante la secreción y la respuesta a ADH. Como en la prueba de sobrecarga hídrica. es esencial una cuidadosa monitorización para evitar una deshidratación grave del paciente con DI, con una diuresis persistente no controlada y al que se impide el acceso al agua. La prueba de la deshidratación para la DI también se describe a continuación. Para terminar, cuando se



Pruebas para el diagnóstico diferencial de los trastornos de la homeostasis del agua Basal



Enfermedad



Control normal SIADH DI neurogénica DI nefrogénica Polidipsia psicògena



Na* y Osm en suero



Na* y O s m en orina
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A D H sérica
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Osm en orina tras AVP



Sin cambios Sin cambios Aumenta Sin cambios Sin cambios



SIADH = Síndrome de secreción inapropiada de hormona anlidiurélica DI = diabetes insípida; Osm = osmolalidad ADH = hormona antidiurética. AVP arginina vasopresina; N - normal.
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pretende distinguir entre la DI neurogénica y nefrogénica se puede evaluar la capacidad del riñon de responder a la ADH administrando ADH exógena y midiendo el cambio en la osmolalidad urinaria. PRUEBA DE SOBRECARGA HÍDRICA PARA LA SIADH'



1. El Na- sérico inicial debe estar entre 125 mmol/'l y 150 mmol/l. 2. El paciente debe beber 20 mi de agua por kilogramo de peso corporal (máximo 1500 mi) en menos de 30 minutos. 3. Con el paciente acostado se determina la diuresis horaria durante las siguientes cinco horas. 4. Se miden el volumen y la osmolalidad en cada muestra por separado. 5. Interpretación: Normal: una eliminación superior al 6 5 % de la sobrecarga hídrica a las cuatro horas, o superior al 8 0 % a las cinco horas, siendo la osmolalidad urinaria mínima inferior a 100 mOsrrvkg. Cuando no se cumplen estos criterios en ausencia de fármacos u otras situaciones que alteren la diuresis, esto es indicativo de SIADH por exclusión. PRUEBAS DE DESHIDRATACION PARA DI



1. Inmediatamente antes de iniciar la prueba, se toman muestras básales de sangre y orina para medir la osmolalidad. 2. A tiempo cero se inicia la restricción de líquidos. 3. Se toman muestras de orina para medir volumen y osmolalidad cada hora durante 6 a 12 horas o hasta que la osmolalidad permanezca estable en tres horas consecutivas. 4. Se hace una extracción de sangre para confirmar que la osmolalidad sérica es mayor de 288 mmol/kg antes de proceder con el siguiente paso. 5. Se administran 5 unidades de AVP acuosa por via subcutánea 6. Una hora después del estímulo con AVP, se toma una muestra de orina para medir la osmolalidad. 7. Interpretación Normal: La osmolalidad urinaria linal antes del estímulo con AVP es superior a la sérica, y tras el estímulo con AVP es menos de un 10% superior a la máxima osmolalidad urinaria conseguida mediante restricción hídrica solamente. DI neurogénica: La orina se mantiene diluida aun con la deshidratacion, y se concentra tras la AVP exógena aumentando la osmolalidad más de un 10%. DI nefrogénica: La orina se mantiene diluida aun con la deshidratacion y no se concentra tras la AVP exógena. Polidipsia psicógena: La orina se va concentrando gradualmente a lo largo de 12 horas de restricción hídrica. y la osmolalidad urinaria aumenta menos de un 10% tras AVP exógena. La medición directa de la ADH en suero o en orina mediante inmunoensayo puede ser útil para confirmar el diagnóstico de exceso o deficiencia de ADH patológicos en presencia de una segunda enfermedad, conocida o sospechada, de la función renal o de la homeostasis de fluidos y electrólitos, o cuando el paciente no puede tolerar una prueba de estrés fisiológico. También puede resultar de utilidad en casos de deficiencia parcial de ADH o de insensibilidad renal parcial a la ADH. La medición directa de los niveles de ADH puede utilizarse para demostrar alteraciones de la regulación de la secreción de ADH por los osmorreceptores. En casos de DI congénita. los familiares que son portadores heterocigólicos de mutaciones en el gen de la ADH pueden ser identificados demostrando una disminución en los niveles de ADH, que puede ser la única manifestación subclínica de la deficiencia de ADH (Robertson, 1994). Dado que la secreción de ADH varía con los cambios de osmolalidad. volumen y presión sanguínea, estas variables deben determinarse simultáneamente a la extracción de sangre para medir niveles de ADH. Para descartar



' Los pacientes con msuliciencia renal o suprarrenal están excluidos.



SIADH el paciente no debería presentar hipovolemia ni hipematremia. porque ambas son potentes estímulos fisiológicos para la secreción de ADH Por el contrario, para descartar DI es conveniente restringir los líquidos unas horas antes de la extracción de sangre, para no suprimir la secreción endógena de ADH. También es importante determinar si cualquier fármaco que el paciente pudiera estar lomando tiene electos conocidos sobre la secreción de ADH. Se deben enviar, junto con la muestra para medir niveles de ADH, muestras simultáneas de sangre y orina para medir su osmolalidad. Los niveles de ADH se miden en el laboratorio clínico mediante RÍA. No obstante, los resultados de determinaciones de ADH por RÍA no han resultado tan fiables como los de otras hormonas debido a la presencia de sustancias en el plasma que interfieren con el ensayo y que pueden dificultar la medición de los niveles de ADH, que normalmente son muy bajos. Se ha desarrollado un procedimiento de extracción para concentrar el suero y eliminar las sustancias que interfieren, que aumenta la sensibilidad del RÍA para detectar ADH (Penny. 1992). El uso de un procedimiento de extracción previo al RÍA puede dar un limite infenor de sensibilidad tan bajo como 0,3 ng/l. Esto permite distinguir los niveles normales (- 1.9 ng/l a 2.5 ng/l) de la supresión fisiológica de la ADH tras la sobrecarga hídrica ( - 1 , 4 ng/l a 1.8 ng/l) (Gerbes. 1992). Y. lo que es más importante, se pueden diferenciar los niveles suprimidos de ADH y su verdadera ausencia patológica. Finalmente se debe subrayar de nuevo que bajo ninguna circunstancia se puede interpretar un ensayo de ADH sin el conocimiento simultáneo de la osmolalidad sérica del paciente, la osmolalidad urinaria, el estado del volumen intravascular, y la tensión arterial. La importancia de correlacionar estas variables fisiológicas con los resultados del inmunoensayo de ADH queda ilustrada mediante un caso de ADH notablemente aumentada en un paciente con hiponatremia leve. El estudio de esta discrepancia puso de manifiesto un tumor maligno que secretaba grandes cantidades de ADH con escasa actividad biológica junto con menores cantidades de ADH auténtica (Mizobuchi, 1994). Además, existe la posibilidad, al menos en muestras de orina, de que los inmunoensayos de ADH midan también metabolitos biológicamente inactivos de la ADH, originando resultados falsamente elevados (Claybaugh, 1993).



TIROIDES En individuos sanos, la tiroxina (TJ es la principal hormona tiroidea liberada por el tiroides, aunque también secreta L-3,5.3 triyodotironma (TJ (Fig. 16-3). Las hormonas tiroideas circulan unidas a proteínas plasmáticas. Cerca del 7 0 % de la T, está unida a la globulina ligadora de tiroxina [thyroxme-bindmg globulin. TBG), el 2 0 % a la transtiretina (llamada previamente prealbumina ligadora de tiroxina) y el 10% a albúmina, mientras que la mayor parle de la T, está unida a TBG. Un pequeño porcentaje de las hormonas tiroideas no se une a proteínas, representando aproximadamente el 0.03% de la T y el 0.3% de la T . Parte de la T deriva de la desyodación periférica, en la que el hígado y el riñon juegan un importante papel. Cerca del 3 5 % de la T se translorma en T por monodesyodación. y el 15% - 20% en ácido tetrayodotiroacético o se conjuga y se elimina por la orina o la bilis. La T, resultante sulre desyodación a 3,3 .5 -triyodotironina (T reversa [rTj]) como muestra la Figura 16-4. Tanto la T¡ como la rT, sufren una desyodación posterior que da lugar a 3,3 -diyodotironina. 4
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La tirotropina (TSH). una hormona glicoproteica sintetizada en la adenohipólisis. regula la biosíntesis y liberación de hormonas tiroideas a partir de la tiroglobulina. A su vez, la TSH es regulada desde el hipotálamo por la TRH. asi como por retroalimentación negativa de las hormonas tiroideas. Las enfermedades del tiroides pueden clasificarse desde el punto de vista funcional como hipertiroidismo, hipotiroidismo y eutiroidismo. Los signos y síntomas de hipertiroidismo incluyen intolerancia al calor, taquicardia, pérdida de peso, debilidad, labilidad emocional y temblor El síndrome clínico asociado a hipertiroidismo más Irecuente es la enfermedad de Graves, causada por anticuerpos circulantes contra el receptor de TSH. Otras enfermedades que conducen a hipertiroidismo son el bocio multinodular tóxico, el adenoma tóxico y. raramente, los tumores hipotisarios secretores de TSH y el carcinoma tiroideo.
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El hipoliroídismo produce ronquera, intolerancia al frío, piel seca y debilidad muscular. El coma mixedematoso es un estadio avanzado de deficiencia de hormona tiroidea caracterizado por estupor progresivo, hipotermia e hipoventilación. La incapacidad del propio tiroides para secretar una cantidad suficiente de hormona tiroidea se denomina hipotiroidismo primario y su causa más frecuente es la ablación de la glándula por una enfermedad o por cirugía. El hipotiroidismo secundario se produce cuando disminuye la secreción de TSH como resultado de una enfermedad hipofisaria. Una lesión hipotalámica también puede producir hipotiroidismo. Distintas enfermedades tiroideas suelen caracterizarse por el eutiroidismo, entre ellas el bocio, los tumores benignos como los adenomas foliculares, y los tumores malignos. Múltiples situaciones clínicas pueden dificultar la interpretación de las pruebas de función tiroidea. Entre ellas se incluyen los pacientes con fijación anormal de las hormonas tiroideas a las proteínas o aquellos que consumen fármacos que pueden afectar a los resultados de las pruebas de función tiroidea. No obs-
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tante, el problema más importante y más frecuente en las pruebas de función tiroidea es probablemente el de los individuos con distintas enfermedades que no afectan directamente a la glándula tiroides, conocido como enfermedad no tiroidea (nonthyroidal illness, NTI).



Hormona estimulante del tiroides Hoy en día la TSH es la prueba más importante para establecer disfunción tiroidea, tanto en pacientes hipotiroideos como hipertiroideos. Esto ha sido posible gracias a la mejoría en la sensibilidad de las mediciones de TSH a lo largo de los años. Los resultados de los ensayos sensibles de TSH dentro de los valores de referencia habitualmente excluyen la disfunción tiroidea. Los pacientes hipertiroideos tienen niveles suprimidos de TSH, a excepción de los escasos pacientes cuyo hipertiroidismo está causado por un tumor hipofisario productor de TSH u otras enfermedades raras como la resistencia hipofisaria a hormonas tiroideas. El hipertiroidismo subclínico se define por



Figura 16-4. Estructura de la T , la T y la T reversa (rT ). 4



3



3



3



CAPÍTULO 16



•



EVALUACIÓN DE LA FUNCIÓN ENDOCRINA



niveles bajos de TSH con niveles de T. y T dentro del intervalo de referencia. En la mayoría de los pacientes con hipotiroidismo la TSH sérica esta notablemente aumentada, pero puede haber resultados bajos en individuos con hipotiroidismo causado por enfermedades hipofisarias o hipotalámicas. El término hipotiroidismo subclínlco se usa para pacientes con TSH elevada pero con tiroxina y tiroxina libre dentro del rango de referencia. Una importante causa de resultados de TSH tanto elevados como disminuidos es la NTI. Los pacientes con NTI tienden a tener valores bajos de TSH durante la enfermedad aguda, pero con la resolución de la enfermedad subyacente la TSH aumenta hasta valores dentro del rango de referencia o superiores, para finalmente volver a la normalidad. La situación se complica porque los fármacos, como el glucagón o la dopamina, suprimen la TSH. Los ensayos sensibles de TSH son útiles para la evaluación del tratamiento con hormona tiroidea, lanto en terapia sustitutiva como a dosis supresoras para las enfermedades malignas del tiroides. a



Aunque la TSH es la mejor prueba considerada individualmente para la disfunción tiroidea, pueden verse resultados de TSH altos o bajos en individuos eutiroideos Para confirmar la presencia de disfunción tiroidea pueden emplearse las determinaciones de T libre con o sin T total junto con la TSH en pacientes en los que se sospeche hipotiroidismo o hipertiroidismo (Kaplan, 1999). Las mediciones de T y TSH séricas son apropiadas en pacientes con sospecha de hipertiroidismo. Además, hay aspectos de los ensayos que deben ser tenidos en cuenta. Los anticuerpos heterófilos pueden producir elevaciones espurias de la TSH y la sensibilidad del ensayo es determinante. Con el desarrollo de ensayos sensibles de TSH se ha encontrado que la sensibilidad analítica intraensayo basada en la imprecisión del cero del ensayo (sólo matriz) tiene escasa significación clínica. Al comunicar resultados de ensayos, la American Tyroid Associalion recomienda usar la sensibilidad funcional, definida como el punto en el que la precisión interensayo tiene un coeficiente de variación igual o menor que el 2 0 % (Spencer, 1996). Se dispone de ensayos con una sensibilidad funcional de 0,02 pUl/ml (0,02 mU/l), pero se han descrito diferencias en la sensibilidad funcional incluso cuando el mismo método de manufacturación ha sido empleado en diferentes laboratorios. 4
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altos de tiroxina que no se reflejan en las alteraciones correspondientes del estado clínico. En estas situaciones la tiroxina libre (no fijada) se correlaciona más estrechamente con el estado clinico del paciente. Típicamente la T. libre sérica (o el índice de tiroxina libre, free thyroxine índex ¡FTIj) está elevada en pacientes hipertiroideos y disminuida en el hipotiroidismo. Dadas sus ventajas en situaciones en que se alteran las proteínas de unión, la T libre se ha usado sola o combinada con la TSH para diagnosticar disfunción tiroidea. No obstante, con alteraciones importantes de las proteínas de unión, muchos métodos de medir tiroxina libre no reflejan adecuadamente el estado metabólico del paciente. Aunque los ensayos de T, libre generalmente dan buenos resultados con alteraciones leves en las proteínas de unión, los cambios significativos pueden originar resultados espurios en muchos métodos. La hipertiroxinemia disalbuminémica familiar, también llamada hipertiroxinemia asociada a la albúmina, está causada por una variante de albúmina que liga T. anormalmente. Estos pacientes tienen tiroxina sérica elevada y resultados de TSH en el rango de referencia, pero sus niveles de T, libre son elevados al usar algunos métodos. Dependiendo del ensayo especifico utilizado, también pueden encontrarse resultados espurios con anomalías en la T B G , la transfiretina (prealbúmma ligadora de T.). albúmina o en presencia de autoanticuerpos contra T. o T, (Langsleger. 1997). Se han descrito aumentos o disminuciones de la T, libre sérica sin cambios concomitantes en el estado metabólico en el embarazo, las enfermedades no tiroideas, y en pacientes tratados con determinados fármacos. Por ejemplo, la administración prolongada de feniloína o carbamacepina causa una disminución del 15% al 30 o tanto en la T. como en la T libre séricas. 4
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Triyodotironina La triyodotironina sérica (T,), medida mediante inmunoensayo, tiene habitualmente un intervalo de referencia entre 60 y 160 ng'dl (0.92 nmol/l a 2,46 nmol/l). La triyodotironina se lija mucho menos estrechamente a las proteínas séricas que la T : por lo tanto una proporción relativamente mayor de T q u e de T se encuentra en estado libre, capaz de difundirse. Se estima que aproximadamente el 0.3% de la T, permanece libre (no ligada a proteínas). Las mediciones de T sérica son Útiles para confirmar el diagnóstico de hipertiroidismo, especialmente en pacientes con nula o mínima elevación de la T, sérica o con manifestaciones clínicas ambiguas. En más del 9 0 % de los pacientes con hipertiroidismo aumentan los valores séricos tanto de T como de T , siendo habitualmente mayor el incremento de la T. sérica que el de la T., Los niveles séricos de T,, no obstante, pueden encontrarse en el rango de referencia o incluso por debajo en pacientes con hipertiroidismo y enfermedad no tiroidea coexistente. 4
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Tras la liberación de sus proteínas de unión, la tiroxina sérica (T., total) es medida mediante mmunoensayo. El intervalo de referencia está alrededor de 5,0 pg/dl a 12,5 pg/dl (71 nmol/l a 161 nmol/l) en adultos, con resultados ligeramente inferiores para determinados rangos de edad pediátricos. Aunque la TSH es la prueba más importante de función tiroidea, las mediciones de tiroxina se utilizan habitualmente junto a las de TSH y pueden ser importantes para interpretar el resultado de la T S H . La combinación de una T. baja y una TSH aumentada indica hipotiroidismo primario, mientras que la elevación de los valores de T y T, séricas con T S H disminuida es característica del hipertiroidismo. No obstante, se han descrito pacientes con hipertiroidismo con T sérica elevada pero con valores de T¡ sérica dentro del rango normal o bajos. Esta afección denominada tirotoxicosis por T , puede ocurrir en pacientes con hipertiroidismo inducido por yoduro y en pacientes hipertiroideos con NTI. La enfermedad no tiroidea grave se asocia a T. baja y T baja: se denomina síndrome de T y T. bajas y se asocia a mal pronóstico (Chopra. 1997). 4
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Los niveles elevados de T en individuos eutiroideos. lo que se denomina hipertiroxinemia eutiroidea, pueden deberse a una amplia variedad de causas que incluyen el aumento de TBG y otras anomalías de las proteínas ligadoras. Cuando lármacos u otras causas producen aumento de la unión a proteínas hay un aumento del nivel de T. sérica, y cuando disminuye la capacidad de unión, hay un descenso de la T. sérica. Estos efectos, no obstante, no se manifiestan a nivel fisiológico y. en estas situaciones, la T, libre se correlaciona mejor con el estado funcional del tiroides que la T< total sérica. 4
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El hipertiroidismo con niveles elevados de T-. sérica en presencia de valores de T, y T, libre dentro de sus respectivos rangos de referencia se denomina lirotoxicosis por T . Los pacientes con este síndrome constituyen un grupo heterogéneo sin signos o síntomas distintivos. Aunque la mayoría de ellos tienen enfermedad de Graves, la tirotoxicosis por T. puede darse en pacientes con otras causas de hipertiroidismo como el bocio nodular tóxico o el adenoma tóxico. Alrededor del 1% a 4° de los pacientes con hipertiroidismo tienen tirotoxicosis por T„ excepto en las regiones con deficiencia de yodo, en las que es más frecuente. También pueden darse niveles elevados de T.sérica y niveles de T dentro del rango habitual en pacientes con hipertiroidismo en la fase inicial del tratamiento con fármacos antitiroideos o durante la recaída tras el tratamiento. Se encuentran niveles elevados de T, en pacientes con TBG aumentada. 3
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Generalmente, los niveles séricos de T no son útiles en pacientes en los que se sospeche hipotiroidismo, porque están dentro del intervalo de referencia en el 15% - 3 0 % de los pacientes hipotiroideos. No obstante, los niveles de T. descienden en los pacientes con hipotiroidismo grave, es decir aquellos con niveles séricos de T inferiores a 2 pg/dl (32 nmol/l) (Bigos. 1978). Pueden encontrarse valores bajos de T sérica, junto con otras alteraciones en las pruebas de función tiroidea, en pacientes con una gran variedad de enfermedades no tiroideas. En pacientes con enfermedades agudas como un infarto de miocardio, el descenso en la T, sérica se produce rápidamente, disminuyendo a cerca del 5 0 % del valor de referencia en pocos días (Uliger, 1980). Las concentraciones séricas de T también son 4



Tiroxina libre La tiroxina libre se puede determinar mediante inmunoensayo o se puede calcular mediante el índice de tiroxina libre (a partir de la T, total y los lugares de unión de T no ocupados en las proteínas séricas). Debido a cambios en las proteínas ligadoras de tiroxina. pueden encontrarse niveles bajos o 4
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bajas en la sangre de cordón, pero aumentan rápidamente durante las primeras horas de vida. Los pacientes que reciben preparados que contienen T, como tiroides desecado o combinaciones de T y T, sintéticas, o los pacientes tratados con T , tendrán valores de T séricas imposibles de interpretar a menos que se conozca el momento en que la hormona ha sido administrada. La administración de T produce un aumento de las concentraciones de T, con un pico entre dos y cuatro horas después. En pacientes tratados con dosis diarias de T„, los niveles séricos de T no muestran un pico tras la ingestión del medicamento, y sólo se consiguen niveles estables de T, sérica derivada de la conversión periférica de la T. tras semanas de tratamiento. Múltiples agenles farmacológicos se asocian con disminución de la T y la T libre séricas, con J, y J¡ libre séricas dentro de la normalidad o elevadas. Aquí se incluyen los glucocorticoides, el propranolol a dosis altas, y la amiodarona. Habitualmente, estos pacientes tienen valores de TSH dentro del rango de referencia; no obstante la amiodarona puede inducir hipertiroidismo e hipotiroidismo.



Tabla 16-4 Algunas causas de alteración en la globulina ligadora de tiroxina (TGB) Disminuciones



Aumentos
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Triyodotironina reversa La T reversa (rT ), uno de los principales metabolitos de la tíroxina, se produce por 5-desyodación de la T,,. En muchas situaciones clínicas se ha visto que la T y la rT séricas varían de forma reciproca, pero la medición de rT ha encontrado escasa utilidad clínica. La rT sérica con frecuencia está elevada en pacientes con una NTI en los que la concentración sérica de T es baja. También está aumentada en recién nacidos sanos, en pacientes con hipertiroidismo, y en pacientes tratados con determinados fármacos como la amiodarona o el propranolol. 3
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Tiroglobulina La tiroglobulina está presente en el suero de la mayor parte de los individuos sanos en concentraciones de hasta 30 ng/ml (45 pmol/l). La determinación de tiroglobulina no se recomienda para la detección preoperatoria de tumores malignos del tiroides, pero es útil para monitorizar el curso de la enfermedad o la respuesta al tratamiento. Es útil en pacientes con carcinoma de tiroides bien diferenciado, pero no en pacientes con tumores indiferenciados o con carcinoma medular de tiroides. De todos modos, el valor clínico de la determinación de tiroglobulina sérica es limitado por una serie de problemas técnicos como la presencia de anticuerpos antitiroglobulina, presentes hasta en el 20% de los pacientes con carcinoma de tiroides (Spencer, 1999). La tiroglobulina se eleva en diversas enfermedades, como la enfermedad de Graves, las tiroiditis o el bocio nodular. Los pacientes con tirotoxicosis facticia tienen niveles indetectables de tiroglobulina, en contraste con los niveles elevados hallados en pacientes con otras enfermedades causantes de hipertiroidismo.



Globulina ligadora de tiroxina La TBG es el principal transportador de T, y T en el suero. La determinación de TBG puede resultar úlil en pacientes con niveles séricos de T y T. no concordantes con otros parámetros analíticos de la función tiroidea o no compatibles con los hallazgos clínicos. La globulina ligadora de tiroxina, que se mide mediante inmunoensayo, está en el rango entre 12 g/dl y 28 g/dl (150 nmol/l a 360 nmol/l) en individuos sanos. Las alteraciones hereditarias de la TBG comprenden su deficiencia parcial o completa, así como variantes de TBG con afinidad disminuida para la T, y la T y el exceso de TBG (Langstegar, 1997). Las alteraciones adquiridas son secundarias a fármacos y enfermedades (Tabla 16-4). 3
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Fármacos Clolibrato Estrógenos 5-Fluorouracilo Heroína Metadona Genética E n f e r m e d a d hepática Recién n a c i d o s Embarazo



Fármacos Andrúgenos Glucocorticoides Genética Deficiencia completa Deficiencia parcial Insuficiencia hepática Malnutrición Síndrome netrótico



cuerpos pertenecen a dos categorías generales: anticuerpos estimuladores y bloqueantes. En pacientes con enfermedad de Graves, los anticuerpos contra el receptor de TSH habitualmente actúan como agonistas, activando el monofosfato de adenosina cíclico (cAMP) y causando hipertiroidismo. También puede haber en la enfermedad de Graves anticuerpos bloqueantes que generalmente no producen síntomas, pero que en algunos casos pueden provocar hipotiroidismo. Las determinaciones de anticuerpos contra el receptor de T S H se han empleado para predecir la evolución en pacientes con enfermedad de Graves tratados con fármacos y como herramienta diagnóstica en casos difíciles en los que se plantea la enfermedad de Graves como una posibilidad. También se han empleado para predecir el riesgo de disfunción tiroidea en recién nacidos de madres con enfermedad de Graves; en estos pacientes los ensayos capaces de diferenciar anticuerpos bloqueantes y estimuladores son clínicamente importantes (Davies, 1998).



Programas de detección del hipotiroidismo neonatal La detección precoz y el tratamiento del hipotiroidismo en el periodo neonatal es fundamental para evitar el retraso mental severo que se asocia a la deficiencia de hormonas tiroideas. Para la detección se utilizan la determinación de T, o de TSH o una combinación de pruebas, medidas en sangre seca o en suero de cordón. La tasa de detección depende de la prueba utilizada y del momento de la toma de muestras. La determinación de T aislada conduce a una alta tasa de falsos positivos, que obligan a llamar a un gran número de recién nacidos para repetir las pruebas. Las causas de esos resultados falsos positivos incluyen los bajos niveles de T,, que se dan tanto en prematuros como en la deficiencia congénita de TBG. La detección precoz mediante T. únicamente puede pasar por alto a recién nacidos con insuficiencia tiroidea parcial o compensada. Alrededor del 15% de los recién nacidos con alteraciones tiroideas primarias tienen hipotiroidismo compensado, es decir, T, sérica dentro del intervalo de referencia y TSH elevada. Algunos programas de detección miden los niveles de T„, complementados con la determinación de TSH en el 3% a 6% de las muestras cuyos resultados de T, son más bajos. La TSH elevada es la prueba más sensible para el diagnóstico del hipotiroidismo congénito; no obstante, ocasionalmente se encuentran resultados falsamente positivos, por ejemplo en recién nacidos prematuros o con estrés importante. Además, al utilizar la TSH únicamente, los recién nacidos con hipotiroidismo congénito debido a enfermedades hipotalámicas o hipofisarias quedarán sin diagnosticar. También se ha recomendado que los recién nacidos con muy bajo peso al nacimiento se sometan a una detección adicional en la segunda y entre la cuarta y la sexta semanas para detectar el hipotiroidismo transitorio de inicio tardío (Frank, 1996). 4



Anticuerpos contra el receptor de la hormona estimulante del tiroides



Enfermedad extratiroidea



Para denominar a los autoanticuerpos contra el receptor de TSH se prefiere el término anticuerpos contra el receptor de TSH. Ante estos anticuerpos se conocían como inmunoglobulinas estimulantes del tiroides o estimulantes del tiroides de larga acción [long-acting thyroid stimulator, LATS). Los anti-



Una gran variedad de enfermedades que no afectan directamente al tiroides ni a la hipófisis pueden producir alteraciones en la pruebas de función tiroidea. Los niveles séricos de T descienden rápidamente tras el inicio de una enfermedad aguda como el infarto de miocardio y en pacientes crítica3
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mente enfermos se encuentran niveles bajos tanto de T, como de T.. Los resultados de la T, libre varían dependiendo de la gravedad de la enfermedad y del método de medición empleado. Inicialmente se produce una supresión de la TSH. seguida de un rebote coincidiendo con la recuperación. En algunos casos los resultados de TSH pueden aumentar hasta el límite superior del intervalo de referencia durante la fase de recuperación. La interpretación de los resultados se complica todavía más por el consumo de fármacos que interfieran con la prueba. En pacientes con hipertiroidismo y otra enfermedad leve concurrente, los resultados de las pruebas de función tiroidea están como es de esperar en el hipertiroidismo. La T sérica puede descender hasta encontrarse en el intervalo de referencia. En pacientes hipertiroideos con enfermedades concurrentes moderadamente severas, la T sérica puede descender hasta encontrarse en el intervalo de referencia o incluso por debajo. Pueden encontrarse niveles bajos de TSH en enfermedades no tiroideas con o sin hipertiroidismo: las determinaciones seriadas de TSH pueden ayudar a distinguir la enfermedad no tiroidea del hipertiroidismo. 5
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GLÁNDULA SUPRARRENAL Hormonas de la médula suprarrenal Las determinaciones de catecolaminas y sus metabolitos se utilizan para confirmar el diagnóstico de feocromocitoma, asi como para el diagnóstico y seguimiento de los pacientes con neuroblastoma. Las catecolaminas epinefrina y norepmefrina son liberadas de la médula suprarrenal en respuesta a varios estímulos fisiológicos. Pequeñas cantidades de catecolaminas se eliminan por la orina sin modificar, pero la mayor parte es metabolizada por la monoamino oxidasa y la catecol-o-metiltransferasa (COMT). Estas enzimas inactivan las catecolaminas circulantes, produciendo los principales metabolitos urinarios, ácido vanilmandélico (VMA), metanefrina y normetanefrina. También pueden aparecer en la orina otros metabolitos de las catecolaminas, como por ejemplo el ácido 3-metoxi-4 hidroxifenilacético (ácido homovanílico [HVA]), el producto final del metabolismo de la dopamina.



Feocromocitomas Los feocromocitomas son tumores productores de catecolaminas, benignos en alrededor del 9 0 % de los casos. Pueden formar parte de los síndromes MEN HA o B y pueden asociarse a síndromes neuroectodérmicos como la neurolibromatosis. Aunque los feocromocitomas constituyen la causa solamente de alrededor del 1% de los casos de hipertensión, es importante hacer un diagnóstico correcto dada la posibilidad de curación de esta enfermedad. La detección se realiza mediante pruebas urinarias, habitualmente metanefrinas junto con VMA o catecolaminas. La rigurosidad en la recogida de orina de 24 horas, la función renal del paciente y los tumores que secretan catecolaminas sólo influyen de forma intermitente en la fiabilidad de los resultados. En pacientes con feocromocitoma suele haber un incremento proporcionalmente mayor de metanefrina y de catecolaminas que de VMA. pero el VMA predomina en pacientes cuyos tumores tienen gran cantidad de monoamino oxidasa. Se ha comunicado algún caso de tumores productores de dopa o dopamina puros. En la mayoría de los casos el diagnóstico de feocromocitoma se realiza mediante las determinaciones de VMA, metanefrinas o catecolaminas en muestras de orina de 24 horas (Klee, 1999) Si el diagnóstico no está claro, se realiza entonces la determinación de catecolaminas plasmáticas. Con los métodos habituales usados actualmente no son necesarias las restricciones dietéticas, pero lo ideal es que la recogida de las muestras se realice cuando el paciente esté libre de fármacos, médicamente estable y no sometido a estrés. Los fármacos estimulantes, o que contienen catecolaminas o aquellos que interfieren con la prueba deben suspenderse, sí es posible, aproximadamente dos semanas antes de la recogida de muestras. La Tabla 16-5 enumera algunos fármacos de los que se ha descrito que interfieren con los resultados de catecolaminas. Las metanefrinas totales en orina (metanefrina más normetanefrina. medidas mediante cromatografía líquida de alta resolución {high-performance
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liquiú chromotography [HPLC]) se consideran la prueba urinaria de detección más sensible para el feocromocitoma. El rango de referencia de metanefrinas en adultos es inferior a 2 mg/24 h (metanefrina hasta 0.4 mg/2 h [2.0 mol/dl] y normetanefrina hasta 0.9 mg/2 h [4.91 mol/dl] Independientemente de sus patrones de tensión arterial, los pacientes con feocromocitoma tienden a tener valores de metanefrinas francamente aumentados, superiores a 1.000 mg/24 h (Oishi, 1988). Numerosos investigadores consideran que las metanefrinas en orina constituyen la prueba aislada más fiable en el feocromocitoma. porque los resultados falsos negativos pueden ser tan bajos como el 1% o 2% (Sheps, 1988). No obstante, se pueden encontrar valores elevados en pacientes sometidos a estrés importante como en sepsis, choque o tumores diseminados, y pequeños aumentos pueden deberse a interferencias con el ensayo. El rango de referencia para el VMA urinario en adultos es aproximadamente 7.0 mg/24 h (- 35,3 mol/dl). Aunque la determinación de VMA urinario se utiliza habitualmente para descartar el diagnóstico de feocormocitoma. se considera menos sensible pero más especifico que la determinación de metanefrinas urinarias. Un 10% a 30% o mas de los feocromocitomas presentan resultados de VMA falsamente negativos. Aunque el aumento de las metanefrinas y las catecolaminas urinarias suele ser mayor que el de VMA, el VMA urinario muestra un aumento proporcionalmente mayor en los pacientes con feocromocitoma cuyo tumor contiene grandes cantidades de monoamino oxidasa. El rango de referencia habitual para las catecolaminas urinarias es de hasta 100 g'24 h (hasta alrededor de 20 g/24 h [110 mol/dlj de epinefrina y hasta alrededor de 80 g/24 h [473 mol/dl] de norepínefrína). Las catecolaminas urinarias también se utilizan para el diagnóstico inicial del feocromocitoma. Como hemos dicho para el VMA y las metanedrinas, las catecolaminas o los lármacos estimulantes que las contengan interfieren con los resultados. Más del 95% de los pacientes con feocromocitoma tienen aumentadas la epinefrína. la norepínefrína o ambas en orina. El rango de referencia para las catecolaminas plasmáticas es de hasta unos 750 pg/ml (4.43 nmoLI) de norepinefrina y 110 pg/ml (0,61 nmol/1) de epinefrina (ambas en posición decúbito supino), Se deben extremar las precauciones en la loma de muestras, tanto en la preparación del paciente como en la manipulación de las muestras. Generalmente, las catecolaminas plasmáticas se usan solamente ante la sospecha de feocromocitoma en casos de diagnóstico difícil, y a menudo en combinación con clonidina. La prueba de supresión habitualmente se reserva para pacientes con elevaciones limite en las determinaciones urinarias, y consiste en la determinación de catecolaminas plasmáticas antes y después de la administración de clonidina. Esta prueba se desarrolló para eliminar la contribución del sistema nervioso simpático a los niveles plasmáticos de catecolaminas (Bravo, 1984). Los resultados de catecolaminas plasmáticas son difíciles de interpretar debido al gran número de causas fisiológicas y farmacológicas que elevan sus niveles. Parece haber una variación diurna en la secreción de catecolaminas, asi como un aumento con la edad. Los valores de catecolaminas plasmáticas



Tabla 16-5



Algunos fármacos que pueden alterar los niveles de catecolaminas y sus metabolitos



i Aumentos Benzodiacepinas Diuréticos en c a n t i d a d suficiente c o m o p a r a producir depleción de sodio C a t e c o l a m i n a s exógenas (gotas nasales, supresores del apetito) Simpaticomiméticos de acción indirecta ( a n f e t a m i n a s ) Metildopa Miscelánea (fumar cigarrillos o marihuana, ingesta de cafeína, elanol) Nitratos Fenotiacinas A n t i d e p r e s i v o s Iricíclicos Disminuciones Bromocriplina Clonidina Dexametasona I Inhibidores de la m o n o a m i n o oxidasa
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aumentan con los cambios de posición, al pasar de tumbado a la bipedestación, con el esfuerzo, con el estrés físico o emocional, y en pacientes que toman diferentes fármacos. También están elevadas en enfermedades agudas y crónicas, y se ven aumentos moderados en algunos pacientes que presumiblemente tienen hipertensión esencial. En pacientes con feocromocitoma las catecolaminas plasmáticas pueden no estar significativamente aumentadas, bien porque el tumor no esté secretando en el momento de la toma de muesfras. bien porque produzca principalmente metabolitos farmacológicamente inactivos. Los aumentos aislados de epinefrina plasmática pueden ser significativos, ya que son excepcionales los tumores que secretan solamente epinefrina.



Neuroblastoma El neuroblastoma es un tumor maligno, relativamente frecuente en la infancia, que se presenta habitualmente antes de los seis años de edad. Los síntomas se deben en primer lugar al efecto de masa producido por el tumor más que a la hipertensión, que a menudo es leve o inexistente. En el momento del diagnóstico cerca del 9 0 % de los pacientes tienen valores de HVA urinario elevados, mientras que casi el 75% tiene los niveles de VMA urinario aumentados (Tuchmann, 1987). En niños sanos, al menos hasta cerca de los 15 años, las metanefrinas y el VMA urinarios tienden a ser más elevados (por miligramo de creatinina) y más variables que en adultos. Las metanefrinas urinarias también pueden aumentar en los pacientes con neuroblastoma, pero no son un marcador sensible de tumor residual. El HVA urinario también aumenta en la disautonomía familiar (síndrome de Riley-Day) y en algunos pacientes con feocromocitoma.



Pruebas adicionales para el seguimiento Una vez diagnosticados mediante estudios bioquímicos, hay que localizar los feocromocitomas mediante lomografía computarizada (TC) o resonancia magnética (RM) ponderada en T2 de cara a la resección quirúrgica. Si no se encuentra el tumor, o si se sospechan metástasis, se puede hacer un rastreo gammagráfico con metayodobencilguanidina marcada con 1131 (MIBG), un análogo de catecolaminas que se acumula en el tejido simpático mediante mecanismos activos de recaptación. Tumores individuales de la glándula suprarrenal sospechosos de ser feocromocitomas y los feocromocitomas extramedulares también pueden ser diagnosticados ¡n vivo mediante muestreo venoso seleclivo guiado por lluoroscopia para determinar epinefrina y norepmefrina. Aunque esta prueba tiene en su contra su naturaleza lesiva, ha demostrado ser más sensible y más específica que la combinación de estudios radiológicos y de medicina nuclear para localizar satisfactoriamente feocromocitomas secretores y paragangliomas (Chew, 1994). El muestreo venoso selectivo se suele reservar para pacientes con sospecha de tener múltiples focos tumorales. Tras la resección exitosa del tumor, el pronóstico es por lo general excelente. Las metanefrinas urinarias se deberían medir varias semanas tras la cirugía para asegurar que la resección ha sido completa, y periódicamente desde entonces como un marcador precoz de recidiva (Werbel, 1995).



; Tabla 16-6
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; : ' — — — Efectos de las h o r m o n a s de la corteza suprarrenal



Hormona representativa



Hormonas de la corteza suprarrenal La corteza suprarrenal está compuesta por tres zonas distintas. La más superficial es la zona glomerulosa, la principal fuente del mineralcorticoide aldosterona, que favorece la reabsorción de sal y agua en el riñon para ayudar a mantener la tensión arterial y la tonicidad. Además, las moléculas precursoras 11-desoxicorticosterona (DOC) y 11-desoxicortisol tienen también actividad mineralcorticoide que, en exceso, es responsable de la hipertensión que aparece en alguno de los síndromes de hiperplasia suprarrenal congenita. La siguiente es la zona fascicular, donde se produce el glucocorticoide Cortisol. Los glucocorticoides son compuestos esteroideos de 21 carbonos con un grupo hidroxilo en el carbono 17, del que proviene el sinónimo 17-hidroxicorticosteroides. Estas hormonas son necesarias en momentos de estrés para mantener el nivel de glucosa y prevenir el choque. El Cortisol regula su propia secreción mediante un efecto de retroalimentaclón negativa en el eje hipolálamo-hipolisario, inhibiendo la liberación de ACTH en la hipófisis. Aunque el Cortisol es el glucocorticoide más importante, la corticosterona, una hormona de la via de los mineralcorticoides, también tiene actividad gluco-
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E f e c t o s biológicos



Cortisol ( c o m o g l u c o c o r t i c o i d e representativo)



A u m e n t o del c a t a b o l i s m o n i t r o g e n a d o proteico Gluconeogénesis A u m e n t o de la concentración de g l u c o s a en s a n g r e Disminución de la tolerancia a la g l u c o s a A u m e n t o d e l glucógeno hepático A u m e n t o de la glucogenólisis hepática Disminución de la captación y utilización periférica de g l u c o s a Disminución de la síntesis de mucopolisacándos ácido-sulfatados Síntesis y redistribución de la g r a s a Efectos s o b r e células o tejidos Antiinflamatorio (retraso de las reacciones inllamatorias) Disolución d e l t e j i d o linfático Lmfopenia Eosinopenia A u m e n t o de la eritropoyesis Alteración de la p e r m e a b i l i d a d celular, d i s m i n u y e n d o e s p e c i a l m e n t e la p e r m e a b i l i d a d de las m e m b r a n a s al a g u a A u m e n t o de la secreción gástrica (HCI y p e p s i n a )



Aldosterona ( c o m o mineralcorticoide representativo)



Regulación electrolítica Retención de s o d i o ( N a * ) Excreción d e p o t a s i o ( K ) Retención de a g u a y expansión d e l v o l u m e n extracelular A u m e n t o de la presión sanguínea -



Andrógenos ( c o m o h o r m o n a s sexuales representativas)



\



A n a b o l i s m o n i t r o g e n a d o proteico C r e c i m i e n t o y maduración: ósea y m u s c u l a r Vello c o r p o r a l (púbico y axilar) Seborrea /
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Sintesis y metabolismo de los esferoides suprarrenales
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Figura 16-5. Vías metabóhcas simplificadas de la síntesis y el metabolismo de las hormonas de la corteza suprarrenal.



corticoide. La más cercana a la médula es la zona reticular, donde se sintetizan las hormonas sexuales testoslerona y estradiol. Los androgenos son esteroides de 18 carbonos con un anillo A saturado, en contraste con los estrógenos, que son esteroides de 17 carbonos con un anillo A insaturado. La función de estas hormonas se resume en la Tabla 16-6.



Enfermedades congénitas por deficiencia de enzimas de la corteza suprarrenal Todas las hormonas de la corteza suprarrenal son derivados esteroideos sintetizados a partir del colesterol. como ilustra la Figura 16-5. Las enzimas que catalizan las reacciones sintéticas de estas vías son de cuatro tipos gene-



rales: hidroxilasas. deshidrogenasas, desmolasas e isomerasas. Dado que la mayoría de los errores congémtos del metabolismo que afectan a la síntesis de las hormonas esteroideas en la corteza suprarrenal consisten en deficiencias de hidroxilasas, estas constituyen el grupo de enzimas de mayor relevancia clínica. Se han descrito al menos ocho defectos metabólicos diferentes en la síntesis de cortisol y aldosterona. cada uno de ellos caracterizado por la deficiencia de una enzima suprarrenal especifica. La mayor parte de estas deficiencias enzimáficas se heredan como rasgos autosómicos recesivos, con distintos grados de penetrancia. Dependiendo de la gravedad y la localización en la vía metabolica del defecto enzimàtico, se producirá una deficiencia de glucocorticoides. mmeralcorticoides u hormonas sexuales, con manifestado-
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Alteraciones enzimátlcas congénltas de la suprarrenal: características clínicas y bioquímicas



Deficiencia enzimatica



Virilizacion



Insuficiencia suprarrenal (pérdida de sal)



Hipertensión



Desarrollo hormonal anómalo



21-Hidroxilasa



Presente



Presente en 


Ausente



Virilizacion en m u j e r e s



11-Hidroxilasa



Presente



Ausente



Presento



Virilizacion en mujeres



«-•ri la



3-ß-hidroxiesleroide deshidrogenasa 17-Hidroxilasa



Leve (en mujeres) Ausente



Presente



mayoría Ausente



Ausente



Presente



20.22-Desmolasa



Ausente



Presente



Ausente



Normal en mujeres o c o n virilizacion leve Ausencia de caracteres sexuales secundarios d e 1 7 - O H C S y d e 17-KS F a l t a d e masculinización



18-Hidroxilasa y 18-hidroxiesteroide deshidrogenasa



Ausente



Presente



Ausente



Normal



Hallazgos de laboratorio G r a n aumento del pregnanotriol y los 17-KS urinarios, a u m e n t o de l a 1 7 - O H P plasmática A u m e n t o del 11-desoxicorlisol sérico y d e l o s 1 7 - O H C S y 17-KS en orina Aumento de dehidroepiandroslerona na; a u m e n t o de 17-KS A u m e n t o de metabolitos de corticosterona y DOC: aumento Disminución d e t o d o s l o s esteroides suprarrenales en orina y en p l a s m a Aumento de metabolitos de corticosterona y I l-desoxicorticosterona; aumento de 17-OHCS en deficiencia de 18-deshidrogenasa



17-KS = 17-cetoesleroides; 17-OHP = 17-a-hidroxiprogosterona; 17-OHCS = 17-hidroxicorticosteroides; D O C • 11-desoxicoiticosteíona



nes clínicas de choque, pérdida de sal o desarrollo sexual anómalo, respectivamente. Otros hallazgos se deben al exceso de hormonas causado por desviación de los metabolitos acumulados hacia una vía de la síntesis de hormonas esteroideas cuando olra está bloqueada por una deliciencia enzimática. De esta manera, puede haber hipertensión por excesiva acumulación de mineralcorticoides. o virilizacion si los metabolitos se desvian hacia la síntesis de testosterona. Algunas veces, por ejemplo en las deficiencias parciales de las enzimas de la síntesis de Cortisol, la síntesis de hormona es casi la necesaria, siempre que la hipersecreción hipofisaria de ACTH sea capaz de estimular la hiperplasia suprarrenal hasta compensar la deficiencia. Las manifestaciones clínicas de varias deficiencias enzimáticas de la corteza suprarrenal y los hallazgos de laboratorio asociados se resumen en la Tabla 16-7. Cerca del 9 5 % de todos los casos de deficiencias congénitas de las enzimas de la corteza suprarrenal deben a un único defecto: la deficiencia de 21 hidroxilasa (21-OH). La detección precoz en recién nacidos utilizando sangre capilar del talón en discos de papel de filtro ha identificado esta enfermedad en aproximadamente 1 de cada 10.000 personas en América del Norte y Europa, y hasta en 1 de cada 300 esquimales Yupik en Alaska. La 21-OH está implicada en la via que transforma la 17-i/-hidroxiprogesterona (17-OHP) en 11-desoxicortisol, y la progesterona en 11-desoxicorticosterona. Este defecto desvia los metabolitos de la síntesis de Cortisol y aldoslerona hacia la síntesis de testosterona. Dependiendo del grado de deficiencia, el paciente puede permanecer asintomático excepto en momentos de estrés o puede debutar en el periodo neonalal con pérdida de sal severa, hipoglucemia y virilizacion en las niñas. La deficiencia de aldosterona y Cortisol se asocia a niveles aumentados de los precursores 17-OHP y pregnanotriol en orina y de 17-OHP en suero. La deficiencia parcial de 21-OH, como ocurre en los heterocigotos, puede confirmarse comparando los niveles séricos de 17-OHP antes y 60 minutos después de la administración de 0.25 mg de ACTH para estimular la síntesis hormonal. Sí existe una deficiencia parcial, los niveles de 17-OHP deberían aumentar. En cualquier caso, si se dispone de un probando, el estudio genético es superior a estas pruebas bioquímicas más antiguas para identificar a los heterocigotos (Honour,1993). El objetivo del tratamiento sustilutivo con glucocorticoides y mineralcorticoides en los pacientes con deficiencia de 21-OH es mantener los niveles de 17-OHP por debajo de 2 mg/l y los de ACTH por debajo de 100 ng/l. así como evitar el desvio hacia la síntesis de testosterona, lo que queda demostrado por un nivel normal de 13-4-androstendiona. El gen responsable de la deficiencia de 21-OH. CYP21. se ha identificado y usado para el diagnóstico prenatal mediante la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) y Southern-blot en muestras de vellosidades coriónicas (New, 1995; White. 1994a).



La segunda deficiencia enzimática corticosuprarrenal más frecuente es la deficiencia de 11-(3-hidroxilasa (11-OH). Este defecto bloquea la conversión final de 11-desoxicortisol en cortisol y de DOC en corticosterona. Como en la deficiencia de 21-OH, se produce un desvío por efecto de masa de precursores esteroideos hacia la síntesis de testosterona. con la consiguiente virilizacion. No obstante, la DOC tiene actividad mineralcorticoide. asi que su acumulación produce hipertensión por un mecanismo similar al del hiperaldosteronismo. En algunas circunstancias la deficiencia de 11-OH puede afectar solamente a la síntesis de cortisol. El diagnóstico prenatal se realiza midiendo los niveles de 11-desoxicortisol en la orina materna o en el liquido amniólico. Los niveles de DOC también están elevados en estos pacientes. Se han identificado mutaciones en los genes CYP11B 1 y 2 en pacientes con deficiencia de 11-OH (White, 1994b). La deficiencia de 20,22-desmolasa produce manifestaciones clínicas graves que afectan a las tres clases de hormonas corticosuprarrenales porque la vía de síntesis de esteroides queda bloqueada en su primer paso, la conversión de colesterol en pregnenolona. En el estudio patológico la suprarrenal muestra una importante acumulación de colesterol y otros lípidos. siendo ésta la principal característica que permite distinguirla de la hipoplasia suprarrenal congénila. Esta afección puede diagnosticarse por la ausencia de testosterona, cortisol y aldosterona, asi como por las manifestaciones clínicas que se derivan. La deficiencia de 3-IB-hidroxiesteroide deshidrogenasa, el segundo paso enzimálico de la vía, bloquea la síntesis de cortisol, aldosterona y andrógenos. El gen que codifica esta enzima se ha identificado, y se ha descrito una mutación puntual asociada con defecto de su actividad (Rheaume. 1994: Simard, 1993). La pregnenolona, la 17-OH-pregnenolona y la dehidroepiandrosterona en exceso se acumulan y se pueden detectar en o r i n a . Los varones afectos tienen virilizacion incompleta y las hembras tienen clitoromegaiia. junto con otras manifestaciones de insuficiencia suprarrenal. La deficiencia de 17-hidroxilasa bloquea la conversión de progesterona en derivados 17-hidroxi, por lo que los precursores se desvian desde la síntesis de testosterona y cortisol hacia la de aldosterona. Por ello, los pacientes desarrollan hipertensión y alcalosis hipopotasémica, junto con masculinización incompleta y niveles disminuidos de testosterona y cortisol. La deficiencia de 17-OH se diagnostica demostrado niveles elevados de DOC, junto c o n disminución de 17-cetoesteroides y 17-hidroxicorticosteroides en la orina de estos pacientes. El gen asociado con esta afección. CYP17. se ha localizado en el cromosoma 10 (Kater. 1994). La deficiencia aislada de enzimas del paso final de la vía de síntesis, catalizado por la 18-hidroxiesteroide deshidrogenasa e hidroxilasa para producir aldosterona, conduce a una pérdida de sal. Esta afección puede diagnosti-
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carse demostrando la presencia de metabolitos de la corticosterona y la 11desoxicorticosterona en la orina.



Cortisol



y glucocorticoides



La secreción de cortisol por parte de la corteza suprarrenal se produce en respuesta a tres factores identificables: la ACTH. el ritmo circadiano y el estrés. La ACTH y otros péptidos relacionados con la corticotropina componen una familia de péptidos simples sintetizados en una cadena única, formando parte de una prohormona mayor, cuya masa es de alrededor de 31 kDa (Figura 16-2). Esta prohormona ha sido denominada con varios nombres, como POMC, precursor de ACTH y endortinas o precursor de ACTH/BLPH. En la adenohipófisis el procesamiento predominante de la POMC da lugar a ACTH y B-LPH; la bB-LPH sufre una escisión proteolitica que da lugar a y-LPH y B-endorfina. La secuencia de la ACTH incluye la de a - M S H y la del péptido del lóbulo intermedio similar a la corticotropina (CLIP). La endorfina parece actuar sobre las neuronas cerebrales y comprende un sistema peptidérgico definido relacionado con la percepción del dolor. Aunque la B-endorfina se secreta en paralelo con la ACTH se desconoce su trascendencia. La ACTH está compuesta por 39 residuos aminoácidos, pero los aminoácidos 1 a 24 del extremo amino-terminal tienen loda la acción esteroidogénica. Ocasionalmente el procesamiento de la POMC es incompleto; esto da lugar a otras formas de ACTH. que suelen tener escasa actividad biológica. Estas formas pueden predominar en procesos malignos, como la producción ectópica por parte de carcinomas pulmonares primarios o metastásicos. y en algunos pacientes con síndrome de Nelson, un proceso caracterizado por la presencia de un tumor hipofisario e hiperpigmentación cutánea tras una suprarrenalectomia bilateral por hiperplasia suprarrenal. Los defectos en las enzimas de escisión de la POMC pueden ser causa de algunas formas raras de deficiencia de ACTH aislada (Nussey, 1993). La secreción hipofisaria de ACTH es estimulada por la hormona liberadora de corticotropina (corticolropin-releasing hoimone, CRH) sintetizada en el hipotálamo. La CRH se secreta siguiendo un patrón circadiano y en respuesta a estímulos fisiológicos c o m o el estrés y la hipoglucemia. Se utilizan formas sintéticas de CRH para evaluar la reserva de ACTH de la adenohipófisis, comparando los niveles plasmáticos de ACTH o cortisol antes y una hora después de la estimulación con CRH (Grodum, 1993). Esta prueba es útil para distinguir lesiones que afecten al hipotálamo, a la hipófisis o a la suprarrenal (Fukata, 1993). Si la lesión está en el hipotálamo, los niveles de ACTH aumentarán con un tiempo de retraso tras la administración de CRH. Si está en la hipólisis, no habrá respuesta significativa de la A C T H . Si hay una insuficiencia suprarrenal primaria, la administración de CRH producirá un incremento aún mayor de los niveles de ACTH ya previamente elevados. Mediante su acción directa sobre la hipólisis el cortisol inhibe directamente la ACTH y probablemente también la liberación de CRH. Cuando el cortisol plasmático se eleva, suprime la liberación de ACTH (y probablemente de CRH), lo que al final resulta en una disminución del cortisol. Por el contrario, cuando el cortisol sérico alcanza un nadir, la hipófisis responde aumentando la producción de ACTH, con la consiguiente estimulación de la formación de cortisol. Por este mecanismo la ACTH y el cortisol regulan sus concentraciones respectivas dentro de un rango muy estrecho, y un pequeño cambio en uno de ellos desencadena un cambio concomitante en el otro. Cuando la suprarrenal dañada o enferma no es capaz de responder a la ACTH. los niveles de cortisol son bajos y los de ACTH elevados. En los procesos que conllevan destrucción hipofisaria. no se forma ACTH y por lo tanto los niveles de cortisol son bajos. SI el e|e hipófisis-suprarrenal se interrumpe por la administración de altas dosis de glucocorticoides exógenos, éstos ejercerán un efecto inhibidor sobre el hipotálamo y la hipófisis, suprimiendo la secreción de ACTH. Si la supresión continúa durante semanas, la hipófisis quedará inhibida de manera persistente, y las suprarrenales en ausencia de ACTH se atrofiarán. El eje hipófisis-suprarrenal será entonces incapaz de secretar cortisol, incluso en situaciones de estrés. El segundo factor que determina los niveles plasmáticos de cortisol es el patrón diurno que. a su vez. es debido al patrón circadiano de liberación de ACTH. Se produce un marcado aumento de la secreción entre las 0400 y las 0800 horas, seguido por una disminución de ACTH durante el resto del día.
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En sujetos con un horario normal de sueño-vigilia, los menores niveles de ACTH se encuentran poco después de la medianoche (Fig. 16-6). Los cambios repentinos en los patrones de sueño-vigilia apenas influyen en este patrón diurno, pero los cambios permanentes en los hábitos de sueño producen un cambio gradual en los patrones diurnos de secreción Además de esta periodicidad circadiana existe un ritmo ultradiano de 5 a 10 picos de secreción. Aunque el cortisol normalmente sigue a la ACTH, no se puede asumir que la concentración sérica de cortisol sea siempre un reflejo directo de los niveles de ACTH. Un pico ocasional de ACTH puede no conducir a un aumento del cortisol por su carácter episódico y por el retraso de la secreción de cortisol. además de la diferencia en sus vidas medias (la de la ACTH es -5 minutos, la del cortisol - 6 5 minutos). El tercer factor importante que influye en la secreción de cortisol es el estrés. Los estímulos como el estrés quirúrgico, los pirógenos, la hipoglucemia y las hemorragias son capaces de ocasionar un incremento agudo de la secreción de ACTH y cortisol. La respuesta al estrés puede estar ausente o atenuada en pacientes que han recibido dosis altas de esleroides durante un tiempo. El inicio de cualquier respuesta al estrés requiere también un sistema nervioso intacto. Por ejemplo, un traumatismo desencadena una liberación aguda de ACTH y cortisol; no obstante, en pacientes con sección de la médula espinal, el mismo traumatismo aplicado en una extremidad no desencadenará ninguna respuesta de ACTH o cortisol Hay evidencia de que la respuesta del cortisol al estrés está mediada por aferencias excitadoras e inhibidoras que se integran en el hipotálamo y modulan la secreción de CRH. La mayoría de las alteraciones en la secreción del cortisol se pueden clasificar en base a los resultados de tres pruebas: la ACTH, el cortisol plasmático y el cortisol libre urinario (Snow, 1992). MEDIDAS DE L A B O R A T O R I O DE LA A C T H



La ACTH fue la primera hormona peptidica que se midió con RÍA; no obstante, no se ha difundido su uso en medicina clínica. Aunque la determinación de ACTH por RÍA tiene utilidad diagnóstica, las limitaciones técnicas y prácticas, asi como su coste, han limitado su uso. Entre ellas, la inestabilidad de la ACTH en el plasma es probablemente la principal. La ACTH parece ser rápidamente desactivada por enzimas proteoliticas en el plasma, e incluso la adición de aprotinina (Trasylol), un inhibidor de la proteólisis, liene un efecto escaso sobre su preservación. En Gran Bretaña se ha usado /V-etilmaleimida (NEM). un inhibidor de las SH-peptidasas, de la que se ha publicado que inhibe la degradación de la ACTH plasmática durante un máximo de 72 horas.



Figura 16-6. Periodicidad circadiana de los niveles plasmáticos de cortisol y ACTH en un periodo de 24 horas, determinada mediante muestras tomadas cada media hora. La ACTH y el cortisol son minimos sobre las 4 A M . y aumentan hasta el nivel máximo al despertar. Las lineas continuas indican ACTH: las lineas intermitentes indican cortisol. (Modificado de Krieger DT, et al: J Clin Endocrmol MetaD 1971: 32:266. con permiso. Copyright de The Endocnne Society.)
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Aunque ninguno de los métodos actuales detiene por completo la destrucción de la ACTH, almacenar las muestras a 4 C reduce de manera importante su degradación enzimática. No se debe permitir que la muestra entre en contacto con vidrio durante la extracción, el almacenamiento o el ensayo, porque la ACTH queda adsorbida al vidrio (Reinazartz. 1993). El momento de la extracción es importante, dada la variación circadiana de la ACTH. Si el plasma no puede ser analizado inmediatamente, se debe almacenar por debajo de 20 C Otros problemas asociados con la determinación de ACTH son el daño que se produce en la incubación durante la realización del ensayo, la escasa sensibilidad, y la escasa precisión del ensayo a bajas concentraciones. Las concentraciones de ACTH plasmáticas en individuos sanos están habitualmente por debajo de 50 ng/1. mientras que en condiciones de estrés pueden llegar a cerca de 500 ng/1. Los niveles de ACTH son útiles para diferenciar la insuficiencia suprarrenal primaria de la secundaria. En la insuficiencia suprarrenal primaria se encuentran niveles bajos de cortisol junto con niveles de ACTH aumentados. En la insuficiencia suprarrenal secundaria a la disminución de producción hipofisaria de ACTH, tanto la ACTH como el cortisol deben estar bajos. Aunque en el pasado se han utilizado pruebas de estimulación con infusión de cosintropina o ACTH, un único valor de ACTH distingue entre la insuficiencia suprarrenal pnmana y secundaria. En la enfermedad primaria los niveles de ACTH suelen ser superiores a 200 ng/1, mientras que en el fracaso hipofisario las concentraciones de ACTH suelen ser inferiores a 50 ng/l. La capacidad de los niveles de ACTH para discriminar entre individuos sanos o con insuficiencia suprarrenal es mayor si las muestras se toman entre las 0800 y las 1000 horas. Las determinaciones de ACTH pueden ser de gran valor en el diagnóstico diferencial de los pacientes con síndrome de Cushing. Los pacientes con tumores ectópicos secretores de ACTH tienen de forma característica la ACTH plasmática elevada (habitualmente >200 ng/1) y un cortisol sérico elevado. En ocasiones se trata de tumores ocultos y. dadas las dificultades diagnósticas, la determinación de ACTH en muestras obtenidas por muestreo venoso selectivo puede ser útil para localizar la lesión. En pacientes con aumento de los niveles circulantes de glucocorticoides debido a adenomas o carcinomas suprarrenales la secreción de ACTH está inhibida; por lo tanto, los niveles circulantes de ACTH son bajos o indetectables. En pacientes con hiperplasia suprarrenal de origen hipofisario, la ACTH plasmática puede estar en el limite superior del intervalo de referencia o por encima de este a las 0900 horas, pero no muestra la esperable disminución tras la medianoche. Debe subrayarse que la ACTH discrimina mejor entre individuos sanos y aquellos en los que se sospecha un síndrome de Cushing cuando las muestras de sangre se toman entre las 2100 y las 2400 horas (medianoche). El ensayo de ACTH también resulta útil para determinar si el cortisol está correctamente sustituido en los síndromes de hiperplasia suprarrenal congénita. Cuando el tratamiento sustitutivo es óptimo, los niveles de ACTH son similares a los de una población de referencia. Los niveles de ACTH se pueden medir por RÍA o por IRMA (Tabarin, 1992). Se han desarrollado métodos no isotópicos, tal como los mmunoensayos de quimioluminiscencia (Raff. 1994). Todos estos inmunoensayos tienen especificidad para epitopos del extremo aminoterminal. biológicamente activo, de la cadena polipeptídica de la ACTH. DETERMINACIONES DE CORTISOL SÉRICO



Cerca del 9 0 % del cortisol circuíanle está unido a proteínas séricas, mientras el resto está libre. Se estima que entre el 10% y el 2 0 % se une de forma laxa a la albúmina . y que el resto se une a la glicoproteína transcodina (globulina ligadora de cortisol), una (/.,-globulina. Se cree que sólo el cortisol libre es activo, y que la fracción unida a proteínas es inerte, sirviendo probablemente como reservorio de cortisol libre. La unión a proteínas también puede proteger al cortisol de la desactivación hepática o de la filtración renal. Uno de los métodos iniciales para determinar el cortisol sérico y uno de los más sencillos fue un ensayo fluorimétrico. Con este método el cortisol se extraía del suero con diclorometano, se acidificaba en una mezcla de ácido y alcohol y se medía la fluorescencia. La corticosterona es la principal sustancia que interfiere con este ensayo, contribuyendo en aproximadamente 40 ug/l, mientras que otros corlicoides suprarrenales como la dihídroepiandroslerona. la lestosterona y el 11-desoxicortisol contribuyen en aproximadamente 20 ug/l. La espironolactona. las tetraciclinas y los anticonceptivos tam-



Q U Í M I C A CLÍNICA bién dan lugar a niveles de cortisol falsamente elevados con la técnica del ensayo fluorimétrico. También puede medirse el cortisol mediante unión competitiva a proteínas {competitive protein binding. CPB), pero esta técnica carece de especificidad. Los ensayos CBP utilizan la proteína ligadora de cortisol transcodina que se da de forma natural en varias especies. La especificidad del método depende de las características de unión de la transcortina. La cortisona y el 11-desoxicortisol compiten por igual por la unión a estas proteínas ligadoras. La progesterona, presente en grandes cantidades durante el embarazo, también compite con el cortisol por la unión a la transcortina. El método CBP tiene la gran ventaja de que el 11-desoxicortisol puede ser extraído con tetracloruro de carbono y medido a continuación en el ensayo. La técnica CBP da unos resultados alrededor de un 2 5 % inferiores a los obtenidos con la reacción de Porter-Silber y de un 25% a un 5 0 % inferiores a los obtenidos mediante el procedimiento fluorimétrico. Un método más específico para la estimación del cortisol es el imunoensayo. Entre las ventajas del inmunoensayo se incluyen el pequeño volumen de muestra necesario y su rápida realización. Cuando se emplea el RÍA. el cortisol debe ser previamente liberado de sus proteínas ligadoras endógenas mediante agentes bloqueantes como el ácido 8-anilino-1 -naftaleno sulfónico (ANS). Algunos de los anticuerpos usados muestran un alto grado de reactividad cruzada con otros esteroides como el 11 -desoxicortisol, la desoxicorticosterona y esteroides sintéticos como la dexametasona. Aunque esta reactividad cruzada no supone un problema en condiciones básales, puede llevar a resultados falsamente elevados tras maniobras estimuladoras o supresoras como la metirapona o ia supresión con dexametasona. Al deteriorarse la función renal se acumulan en la sangre varios esteroides y sus glucurónidos. Estos conjugados, dada su estructura, pueden presentar reactividad cruzada con algunos anticuerpos contra el cortisol. originando una interferencia que puede llegar a ser de la misma magnitud que la propia concentración de cortisol. En la hiperplasia suprarrenal congénita se encuentran altas concentraciones de precursores del cortisol en el suero debido a un defecto enzimático. Al reaccionar estos precursores con los anticuerpos del ensayo, se encuentran elevaciones espurias de las concentraciones de cortisol; el grado de interferencia varía según el ensayo utilizado y no puede predecirse fácilmente. También se han desarrollado métodos de inmunoensayo no isotópicos para la determinación de cortisol. que emplean trazadores organometálicos, polarización de fluorescencia y técnicas de inmunoensayo enzimático (Bacarese-Hamilton. 1992; Lentjes. 1993: Philomin, 1994). El principal inconveniente de los ensayos de cortisol continúa siendo la falta de especificidad; no obstante, la especificidad del inmunoensayo es superior a la de los métodos fluorimétricos o de CPB. Los ensayos con HPLC parecen ofrecer la máxima especificidad. La mayoría de los sistemas de HPLC para la determinación de cortisol utilizan la cromatografía líquida de fase reversa con detección ultravioleta (Volin, 1992). Este método es sensible y al mismo tiempo se escapa de muchas de las fuentes de interferencias encontradas en los inmunoensayos (Samaan, 1993) Otra ventaja de esta técnica es su facilidad para automatizarla y la capacidad para realizar simultáneamente determinaciones de otros esteroides, por ejemplo en la hiperplasia suprarrenal congénita o tras la prueba de la metirapona. Los valores de referencia para el cortisol sérico están en el rango de 50 mg/l a 250 ug/l entre las 08.00 y las 10.00 horas, cayendo a alrededor de 20 mg/l a 120 pg/l hacia las 20.00 horas. Esta gran variación diurna y circadiana hace que los valores absolutos de cortisol se consideren clínicamente menos liables que la mayoría de determinaciones de laboratorio. Los ensayos de cortisol sérico son útiles principalmente para evaluar la respuesta a la estimulación suprarrenal o a las pruebas de supresión. DETERMINACIÓN DE GLUCOCORTICOIDES EN ORINA



Uno de los primeros procedimientos para estimar los glucocorticoides en la orina fue el método descrito por Porter (1950). Cuando se añaden fenilhidracina y ácido sulfúrico a la orina, los esteroides que contienen 21 carbonos y tienen una cadena lateral dihidroxiacetona característica producen un color con un pico de absorción a 410 nm (cromógenos de Porter-Silber). Los progresos metodológicos, como la extracción con vanos disolventes orgánicos, la purificación de extractos de orina mediante cromatografía y la corrección para un amplio intervalo (correcciones de Alien) han aumentado la precisión
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EVALUACIÓN DE LA FUNCIÓN ENDOCRINA



de esta determinación. Dado que la mayoria de los glucocorticoides se eliminan en la orina en forma de conjugados, se realiza u n a hidrólisis con una glucuronidase antes de la medición. Los glucocorticoides medidos incluyen el 11 desoxicortisol, el Cortisol y la cortisona (un metabolito del Cortisol), asi como otros metabolitos del Cortisol y la cortisona, en los que el anillo A del esteroide está saturado (tetrahidroderivados). Aunque este método se ha utilizado para estimar los 17-hidroxicorticoides (17-OHCS) urinarios, en algunos estados patológicos no mide todos los 17-OHCS excretados. Por ejemplo, los compuestos como el pregnanotriol (un metabolito de la 17-OH progesterona) y algunos compuestos 20-OH pueden estar extremadamente elevados sin que la técnica los detecte. Muchos fármacos, como la reserpina, la clorpromacina, el meprobamato y la espironolaclona interfieren con la medición de l o s cromógenos de Porter-Silber. En pacientes tratados con carbamacepma se han descrito 17-OHCS elevados, hoy sustituidos por el Cortisol libre urinario (ver a continuación); esto se debe a la formación de un metabolito que reacciona con los reactivos del ensayo. En recién nacidos con hiperplasia suprarrenal congenita, esta determinación es relativamente poco fiable, debido a las interferencias producidas por algunos esferoides y sus metabolitos que habitualmente no están presentes en la orina, pero que estos pacientes excretan en grandes cantidades. El intervalo de referencia para los 17-OHCS urinarios es de 5 mg/24 h a 15 mg/24 h en varones adultos y de 5 mg/24 h a 13 mg/24 h en mujeres adultas. En el hipopituitarismo y en la insuficiencia suprarrenal los valores de 17-OHCS pueden estar bajos o dentro del intervalo de referencia, aunque pueden estar elevados en la hiperfunción adrenocortical. Se obtiene una información diagnóstica más definitiva utilizando estas determinaciones en combinación con la supresión con dexametasona. El método de Porter-Silber no se usa habitualmente para estimar los glucocorticoides séricos por su falta de especificidad, porque requiere un gran volumen de suero y por la necesidad de una extracción previa. Las determinaciones de 17-OHCS muestran una sensibilidad y especificidad de 73% y 9 4 % respectivamente para distinguir pacientes con síndrome de Cushing de individuos sanos (Mengden. 1992) Esto contrasta con la determinación de Cortisol libre urinario, que tiene una sensibilidad diagnostica del 100% y una especificidad del 9 8 % para esos mismos grupos de pacientes (Rudd. 1985). DETERMINACIÓN DE CORTISOL LIBRE URINARIO Solamente el 1% de la secreción suprarrenal total aparece en la orina como Cortisol, pero esta fracción proporciona una gran ayuda e n el diagnóstico de las enfermedades suprarrenales. En el riñon, el filtrado glomerular del Cortisol libre se sigue de una reabsorción tubular pasiva, sin que exista un valor máximo de reabsorción demostrable. La orina recogida durante 24 horas es la mejor muestra a analizar, porque proporciona un perfil integrado de la secreción total de Cortisol. La fiabilidad de esta prueba aun puede mejorarse si se remite la orina recogida durante dos o tres días, ya que se sabe que hay variaciones de un día a otro en la excreción de Cortisol. Con niveles séricos de Cortisol de alrededor de 200 pg/1 a 250 ug/l (el limite superior del intervalo de referencia a las 08.00 horas), la capacidad de unión de la transcortina se satura; esto lleva a un aumento muy rápido y desproporcionado de la fracción libre en comparación con el Cortisol sérico total. Por ejemplo, cuando el Cortisol aumenta al doble, de 200 pg/l a 400 pg/1, el Cortisol libre sérico se multiplica p o r cinco. A estos niveles el aclaramiento renal de Cortisol libre es directamente proporcional a la concentración sérica de Cortisol libre, lo que lleva a un marcado aumento del aclaramiento de Cortisol. Por tanto, cuando se utiliza el Cortisol libre urinano en lugar del Cortisol sénco. es más lácil discriminar pacientes con hiperfunción suprarrenal de una población de referencia. Los niveles de Cortisol libre urinario no se ven afectados por alteraciones del metabolismo hepático del Cortisol. Aunque la producción total de Cortisol y de 17-OHCS urinarios esté aumentada, el Cortisol sérico y el Cortisol libre urinario se mantienen dentro del intervalo de referencia. El Cortisol sérico aumenta en el embarazo y con el tratamiento con estrógenos como resultado d e l aumento de la concentración sérica de transcortina. Este aumento no se ve reflejado en los metabolitos urinarios del Cortisol, pero el Cortisol libre urinario sí puede aumentar. Dado que el aclaramiento renal de Cortisol necesita de una (unción renal normal, no sorprende que los pacientes con enfermedad renal puedan tener valores en orina disminuidos. Las situaciones en que se
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encuentran valores falsamente elevados incluyen el ayuno, la aplicación de corticoïdes tópicos y quizás la sobrecarga hídnca. Las técnicas empleadas para medir el cortisol libre urinario incluyen CPB. RÍA y HPLC. considerada por muchos como el método de referencia. La especificidad de la técnica CPB se ve limitada por la especificidad de la transcortina utilizada como proteína ligadora. Igualmente, la medición del cortisol libre urinario mediante RÍA depende del anticuerpo utilizado. Los intervalos de referencia para el cortisol libre urinario medido con RÍA o con CPB son de 20 mg/24 h a 90 mg/24 h. Cuando se utiliza RÍA el intervalo de referencia varia dependiendo del sexo (los hombres tienen intervalos de referencia superiores a las mujeres), de la utilización de procedimientos extractivos y del kit empleado (Lamb, 1994) Para aumentar su especificidad, el RÍA se realiza tras cromatografía o extracción de las muestras de orina. Sin una cromatografía que punfique los esferoides urinarios, los métodos de CPB y de RÍA sobrestiman la cantidad de cortisol presente. Por ejemplo, cuando el HPLC retira compuestos que pueden producir interferencias antigénicas antes de la cuantificación con RÍA, el intervalo de referencia pasa a ser de 10 mg/24 h a 42 mg/24 h. La determinación de cortisol libre urinario mediante métodos de CPB o RÍA puede proporcionar un buen reflejo de la función adrenocortical. siempre que no haya grandes alteraciones metabólicas y que el intervalo de referencia se establezca cuidadosamente para cada método. El método más especifico para la determinación del cortisol libre urinario es la HPLC. cuyo intervalo de referencia es menor que el del RÍA. Un valor bajo de cortisol libre urinario es sugestivo de hipofunción suprarrenal, como en la enfermedad de Addison. pero los valores se superponen ampliamente con los valores normales. La principal utilidad de las determinaciones de cortisol libre urinario son los estados de hiperfunción suprarrenal, como el síndrome de Cushing, en el que los pacientes tienen valores de cortisol libre urinario superiores al intervalo de referencia. HIPERCORTISOLISMO: SÍNDROME DE CUSHING El síndrome de Cushing es un conjunto de alteraciones clínicas y metabólicas caracterizadas por hiperfunción corticosuprarrenal. Se asocia a un exceso de producción de glucocorticoides o de glucocorticoides y andrógenos. Los pacientes con formas graves del síndrome y enfermedad más Honda se reconocen fácilmente. En individuos con menor gravedad, los síntomas y signos presentes pueden ser vagos y no reconocerse fácilmente como consecuencias del hipercortisolismo. Aunque muchos pacientes con tumores ectópicos productores de ACTH tienen valores elevados de ACTH y glucocorticoides, el fallecimiento del paciente puede ocurrir antes de que aparezcan los signos clínicos del síndrome dado el rápido crecimiento de estos tumores. Los hallazgos de laboratorio en el síndrome de Cushing son 1) producción e x c e s i v a y persistente de cortisol, que se puede medir como cortisol sérico, cortisol libre urinario o 17-OHCS: 2) pérdida del ritmo circadiano habitual de ACTH y cortisol; 3) pérdida de la supresión de la síntesis de cortisol tras la administración del glucocorticoide sintético dexametasona: e 4) hiperglucemia. Entre los hallazgos clínicos que sugieren síndrome de Cushing, los más comunes son la obesidad central, la hipertensión y el hirsutismo. La enfermedad de Cushing o el síndrome de Cushing de origen hipofisario, la causa más frecuente de exceso de glucocorticoides, se debe a un tumor hipofisario secretor de ACTH. Si la hipófisis es la fuente del exceso de ACTH, puede demostrarse directamente mediante muestreo venoso selectivo de los senos petrosos inferiores, un procedimiento traumático con un coste y una frecuencia de complicaciones relativamente elevados. La concentración de ACTH en la sangre del seno petroso debe ser al menos el doble respecto a la sangre periférica para asegurar una sensibilidad y una especificidad diagnósticas del 100% (Orth, 1995). La enfermedad de Cushing debe distinguirse del síndrome de Cushing secundario a un tumor ectópico productor de CRH, que indirectamente produce una hipersecreción hipofisana de ACTH, y de los tumores eclópicos que secretan ACTH en exceso. En pacientes con tumores hipofisarios o ectópicos que secreten ACTH, los niveles de CRH mediante inmunoensayos están suprimidos; sin embargo, en el síndrome de CRH ectópica. están elevados. La administración de CRH exógena a pacientes con un adenoma hipofisario productor de ACTH producirá un aumento de ACTH que no se puede suprimir completamente con dosis altas de dexametasona. Por el contrario, en el sin-
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drome de CRH ectópica puro, el aumento de ACTH inducido por CRH exógena si puede suprimirse con dosis altas de dexametasona. El síndrome de Cushmg suprarrenal es una alteración primaria caracterizada por un exceso de producción autónoma de cortisol. en la que el eje hipotálamo-hipotisario está suprimido. El Cushmg suprarrenal (adenoma o carcinoma) es responsable de menos del 20% de los casos, mientras que el Cushing hipofisario representa alrededor del 6 8 % y la producción ectópica de ACTH fuera del eje hipófisis-suprarrenal alrededor del 12% (Orth, 1995). Es importante alcanzar un diagnóstico específico, ya que la modalidad terapéutica y el pronóstico dependen de la localización de la causa subyacente. Concentraciones séricas de cortisol superiores a 300 ug/1 a las 0800 horas y superiores a 150 mg/l a las 1600 horas permiten seleccionar a los pacientes que precisan ulteriores pruebas diagnósticas. El síndrome de Cushing puede ser confirmado entonces mediante pruebas de supresión o de provocación. Las pruebas de supresión suelen consistir en la administración oral de dexametasona, un esteroide con una potencia glucocorticoide al menos 25 veces superior a la del cortisol. Se administra en pequeñas dosis para suprimir la ACTH, pero provoca mínimas interferencias con las determinaciones de glucocorticoides con cualquiera de los métodos habitualmente utilizados. Las pruebas de supresión se dividen en dos grupos: 1) aquellas en las que solamente se mide el cortisol sérico, y 2) aquellas en que se recoge la orina de 24 horas antes y después de las dosis de dexametasona. Dadas las dificultades para conseguir una recogida completa de la orina de 24 horas y para la administración de la dexametasona con un horario fijo, las pruebas que requieren recogida de orina se reservan habitualmente para los pacientes hospitalizados. La respuesta se las determinaciones séricas y u r i n a r i a s a la supresión con dexametasona de muestra en las Tablas 16-8 y 16-9. Una sencilla prueba de detección es la prueba de supresión nocturna con dexametasona. El paciente toma un miligramo de dexametasona a las 23.00 horas, y a las 08.00 horas de la mañana siguiente se mide el nivel sérico de cortisol. En individuos sanos el cortisol es inferior a 50 mg/l, mientras en pacientes con síndrome de Cushing rara vez se suprime por debajo de 100 mg/l. Otras causas de ausencia de supresión del cortisol incluyen la enfermedad psiquiátrica, el alcoholismo y el estrés. La fenitoína aumenta el metabolismo de la dexametasona. por lo que el cortisol puede no suprimirse completamente, originando resultados falsos positivos en la prueba de supresión con dexametasona. Algunos fármacos como los estrógenos, que aumentan la transcortina sérica, la proteína ligadora de cortisol, también pueden producir niveles elevados de cortisol. Por todo ello y posiblemente por otros factores, alrededor del 1% de los individuos sanos, el 13% de los obesos y el 25% de los pacientes hospitalizados o con enfermedades crónicas presentan



Tabla 16-8



Q U Í M I C A CIÍNICA resultados falsos positivos en la prueba de supresión nocturna con dexametasona. Por otro lado, los resultados falsos negativos se producen en menos del 2% de los pacientes. La dexametasona en dosis bajas se utiliza para diferenciar a los individuos sanos de los que tienen síndrome de Cushing. Se deben obtener al menos dos muestras básales de orina de 24 horas para medir 17-OHCS (intervalo de referencia de 3 mg/24 h a 11 mg/24 h). Durante dos días se administran 0,5 mg de dexametasona cada seis horas y se analiza la respuesta de los 17OHCS urinarios o preferiblemente del cortisol libre urinario. En el segundo día de administración de dexametasona, un grupo de referencia suprime los 17OHCS por debajo de 3 mg/24 h y el cortisol libre urinario por debajo de 20 pg/24 h, mientras que los pacientes con síndrome de Cushing no alcanzan ese grado de supresión. No obstante, se han descrito algunos pacientes con síndrome de Cushing cuya respuesta está dentro del rango de referencia. La prueba de supresión con dosis altas de dexametasona (2 mg administrados por via oral cada seis horas durante dos días) se usa para diferenciar a los pacientes con hiperplasia suprarrenal de otras formas de hipercortisolismo. En la población normal y en los que tienen hiperplasia suprarrenal los niveles de 17-OHCS serán inferiores al 5 0 % del valor inicial y el cortisol libre urinario inferior al 2 0 % del basal. No obstante, en ocasiones se produce una respuesta paradójica de no supresión en pacientes con hiperplasia suprarrenal La mayoría de los pacientes con adenomas y c a r c i n o m a s suprarrenales o con síndromes de ACTH ectópica no muestran supresión. Los pacientes con carcinoma suprarrenal suelen tener valores de 17-cetoesteroides por encima de 20 mg/24 h y signos de virilización, a diferencia de los pacientes con adenomas suprarrenales. Los tumores hipofisarios y ectópicos pueden ser localizados a continuación mediante procedimientos radiográficos. Aunque los 17-OHCS pueden estar elevados en la obesidad, el cortisol libre urinario y el cortisol sérico están dentro del intervalo de normalidad y se suprimen tras la dexametasona nocturna. Esta respuesta y la variación circadiana habitual del cortisol plasmático hacen posible distinguir a los individuos obesos de los pacientes con síndrome de Cushing. El diagnóstico de síndrome de Cushmg puede establecerse tras las pruebas de supresión con dexametasona midiendo el cortisol tanto en suero como en orina. Durante el segundo día de la prueba de supresión, se consideran como no suprimidos valores de cortisol a las 1600 horas superiores a 50 ug/l tras dosis bajas de dexametasona y superiores a 100 pg/l tras dosis altas de dexametasona. En aquellos pacientes cuyo cortisol sérico no se suprime, un valor basal de dehidroepiandrosterona a las 0800 horas inferior a 0,4 mg/i es indicativo de adenoma suprarrenal. Los hallazgos de laboratorio en pacientes con hipercortisolismo se resumen en las Tablas 16-8 y 16-9.



Respuesta de los corticosteroides séricos a los procedimientos diagnósticos diseñados para demostrar la presencia o ausencia de autonomía funcional suprarrenal C o n c e n t r a c i o n e s séricas d e c o r t i s o l



Afección



Basal (08.00 h o r a s )



Variación circadiana



Respuesta a las 08.00 h o r a s tras dexametasona (1 mg a las 23.00 horas)



Respuesta a pitresina acuosa (10 u n i d a d e s IM)



Respuesta a cosintropina



ACTH plasmática a las 08.00 h o r a s



Normal



10-25 Mg/dl (276-690 nmol/l)



A M. m a y o r quePM






> 15 p g / d l (414 nmol/l) sobre el basal



Doble del nivel basal



2 0 - 100 p g / m l (4.4-22 pmol/l)



Hiperplasia suprarrenal



Normal o aumentado



Ausente



>6 pg/dl ( 166 nmol/l)



Aumentado



Aumentado



Normal o aumentada



Adenoma suprarrenal



Normal o aumentado



Ausente



>6 pg/dl ( 1 6 6 nmol/l)



Ausente



Sin respuesta o normal



Carcinoma suprarrenal



Aumentado



Ausente



> 6 p g / d l ( 1 6 6 mol/1)



Tumor hipofisario



Aumentado



Ausente



>6 pg/dl (166 nmol/l)



Ausente



Sin respuesta o respuesta escasa Muy aumentada



Sindrome de A C T H ectópica



Aumentado



Ausente



>6 pg/dl (166 nmol/l)



Ausente



Habitualmente sin respuesta



Ausente
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Sin r e s p u e s t a



Disminuida Disminuida



Muy aumentada
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Respuesta de los corticosteroides urinarios a los procedimientos diagnósticos diseñados para demostrar la presencia o ausencia de autonomía funcional suprarrenal 17-HIDROXICORTICOSTEROIDES URINARIOS Supresión con dexametasona



AFECCIÓN



Basal



2 mg



8 mg



E s t i m u l a c i ó n c o n ACTH



17-CETOESTEROIDES URINARIOS (BASALES)



Normal



3-10 mg/24 h (8.3-27,6 pmol/dia)






< 5 0 % del valor inicial



A u m e n t o de d o s a tres veces sobre el nivel basal



Muier: 5-15 m g / 2 4 h (13.8-41,4 pmol/dia) Hombre: 8-20 mg/24 h (22,1-55,2 pmol/dia)



Hiperplasia suprarrenal



Aumentados



N o supresión



< 5 0 % del valor inicial, o c a s i o n a l m e n t e r e s p u e s t a paradójica"



Hiperrespuesta



Normales o aumentados



A d e n o m a suprarrenal



Aumentados



N o supresión



N o supresión



Sin respuesta o respuesta normal



Disminuidos o normales



Carcinoma suprarrenal



Muy aumentados



N o supresión



N o supresión



Sin respuesta (raras excepciones)



Muy aumentados



(raras e x c e p c i o n e s ) Tumor hipofisario



Muy aumentados



N o supresión



N o supresión



Sm r e s p u e s t a o respuesta escasa



Aumentados



Sindrome de A C T H ectópica



Muy aumentados



N o supresión



Habilualmenle n o supresión



H a b i t u a l m e n t e sin respuesta



Aumentados



ACTH = hormona adrenocorticotropa Modilicado de Krieger DT: Diagnosis and management con permiso.



oí



Cushing s



Syndrome.



28"



La vasopresina, que libera ACTH probablemente porque su estructura es similar a la de la CRH, ha sido de utilidad en el diagnóstico de enfermedad suprarrenal e hipofisaria. Una respuesta normal tras la administración intramuscular de 10 unidades de vasopresina es que se doble el nivel de ACTH y que el cortisol sérico aumente 150 pg/l sobre el nivel basal. En pacientes con carcinoma o adenoma suprarrenal, o con un tumor hipofisario, los altos niveles circulantes de cortisol, secretado autónomamente por la lesión, suprimen el eje hipotálamo-hipofisario: por tanto no habrá respuesta a la vasopresina. Otra herramienta para la localización de la lesión responsable del síndrome de Cushing es la respuesta del cortisol a las pruebas de estimulación. Aquellos pacientes cuyo síndrome de Cushing se debe a hiperplasia suprarrenal presentan una respuesta aumentada del cortisol sérico a la vasopresina y a la cosintropma. un análogo sintético de la ACTH. Los pacientes con otras formas del síndrome tienen una respuesta escasa o nula a estos estímulos. Se puede mejorar la precisión de la prueba de supresión con dexametasona en el diagnóstico del síndrome de Cushing gracias a dos modificaciones. Cuando la dosis de dexametasona se administra en relación con el peso corporal (p. ej.. 5 mg/Kg/6 h para la dosis baja) y la excreción urinaria de 17OHCS se expresa en miligramos por gramo de creatinina. la discriminación entre el síndrome de Cushing y la población normal mejora. Los niveles plasmáticos de ACTH están suprimidos en pacientes con tumores suprarrenales, y se elevan por encima de 200 ng/l en la mayoría de los pacientes con producción ectópica de ACTH. Cerca de la mitad de los pacientes con síndrome de Cushing hipofisario tienen niveles normales de ACTH a pesar de la presencia de hipercortisolismo. HlPERCORTISOLISMO Y PRUEBA DE SUPRESIÓN CON DEXAMETASONA EN LA DEPRESIÓN



En algunos pacientes con trastornos afectivos primarios se ha demostrado un hiperactivación del eje hipotálamo-hipofisario similar a la que se encuentra en el síndrome de Cushing. Este fenómeno se ha denominado en ocasiones seudo-Cushing. ya que comparte con el síndrome de Cushing los niveles elevados de cortisol que no siguen un ritmo circadiano (Murphy, 1991). La supresión de este eje tras dexametasona se ha usado como un indicador bioquímico de depresión endógena. Un protocolo habitual para la prueba de supresión con dexametasona en la depresión es el siguiente: el paciente recibe 1 mg de dexametasona a las 23.00 horas, y el cortisol sérico se mide a las 16.00 y a las 23.00 horas del día siguiente. Aproximadamente el 50°° de los pacientes con depresión pre-



Postgraduale AssemDiy ol Ihe Endocnne Society Syllabus, Bethesda. MD, 1976.



sentan un escape precoz, anormal, de la supresión (p. ej.. niveles séricos de cortisol >50 pg/l con CPB a las 16.00 o a las 23.00 horas). Si. por razones prácticas, la obtención de muestras se limita a la de las 16.00 horas, se pierde alrededor de un 20% de la sensibilidad de la prueba. Los pacientes deprimidos que no suprimen la secreción de cortisol en respuesta a la dexametasona también presentan una alteración en la respuesta de la ACTH a la CRH exógena (Thalen 1993). Muchos fármacos interfieren con la interpretación de esta prueba, entre ellos la metildopa, el meprobamato, la espironolactona, la reserpina y la ciproheptadina. Otros fármacos, como el fenobarbital y la fenitoína, interfieren porque aceleran el metabolismo de la dexametasona. Las enfermedades, como la insuficiencia cardíaca, la diabetes mellitus mal controlada, la enfermedad pulmonar, la fiebre y la anorexia también interfieren con los resultados de la prueba. Un pequeño número de pacientes con enfermedades psiquiátricas como la demencia, la esquizofrenia, los trastornos de la personalidad y los trastornos bipolares pueden mostrar también ausencia de supresión. HlPOCORTISOLISMO: ENFERMEDAD DE ADDISON E HIPOPITUITARISMO



La insuficiencia adrenocortical primaria (enfermedad de Addison) se debe en la mayor parte de los casos a un proceso autommune y con menor frecuencia a la tuberculosis o a causas yatrogénicas (Davenport, 1991) Cuando el hipocortisolismo se debe a una lesión hipofisaria, se denomina insuficiencia suprarrenal secundaria. Los pacientes con insuficiencia suprarrenal primaria tienen deficiencia tanto de glucocorticoides como de mineralcorticoides, a diferencia de los individuos con insuficiencia suprarrenal secundaria que solamente tienen deficiencia de glucocorticoides Dado que los pacientes con deficiencia de mineralcorticoides tienen una actividad de renina plasmática superior a la de aquellos con deficiencia aislada de glucocorticoides, las determinaciones de renina pueden ser de utilidad en el diagnóstico. Aunque la mayoría de los pacientes con hipocortisolismo tienen niveles bajos de cortisol sérico, un valor normal no excluye el diagnóstico si proviene de una muestra tomada en un momento de estrés. Al contrario, podría apoyar el diagnóstico, ya que un valor dentro del intervalo de referencia reflejará un aumento subóptimo de cortisol en respuesta a niveles muy altos de ACTH inducidos por el estrés. La existencia de insuficiencia suprarrenal tanto primaria como secundaria puede demostrarse por el fracaso de la suprarrenal para responder a una serie de procedimientos estimuladores. El procedimiento más cómodo para estudiar al paciente en el que se sospecha hipocortisolismo es la inyección de un análogo de ACTH disponible en el mercado, la cosinlropina. Este péptido



322



SECCIÓN II



•



es el extremo aminotermmal biológicamente activo de la molécula de ACTH y contiene los aminoácidos del 1 al 24. Las muestras de suero para la determinación de cortisol se extraen basalmente así como a los 30 y 60 minutos de la inyección de cosintropína. Una respuesta normal es que se doble el valor de cortisol sérico, pero también se han aplicado criterios más estrictos como un valor basal de 50 pg/l, con un aumento de al menos 70 pg/l a los 30 minutos y 110 pg/l a los 60 minutos, o que el valor a los 30 minutos supere los 180 pg/l. La evidencia indica que la prueba de la cosintropina refleja con precisión la función integrada del hipotálamo, la hipófisis y las suprarrenales. El diagnóstico de insuficiencia hipofisaria o suprarrenal, o de ambas, se establece mediante la prueba de tolerancia a la insulina {insulin tolerance test, ITT). Esta prueba es tan precisa como la de la cosintropina para el diagnóstico de hipocortisolismo. Otra prueba de estimulación se realiza mediante la infusión de ACTH o sus análogos durante dos a cinco días, midiendo la respuesta de 17-hidroxiesteroides o codisol libre urinario. Los pacientes con insuficiencia suprarrenal tanto primaria como secundaria pueden presentar niveles bajos de cortisol sérico y no responder a la cosintropina. Por tanto, para establecer el diagnóstico de insuficiencia suprarrenal primaria o secundaria de forma incontestable es preciso exponer a la suprarrenal de forma prolongada a la acción de la ACTH. Una infusión intravenosa de ACTH o sus análogos durante dos días parece ser la forma más ventajosa de hacerlo. Con este procedimiento, se considera una respuesta normal que los 17-hidroxicorticoides aumenten entre tres y c i n c o veces respecto al nivel basal, mientras los pacientes con insuficiencia suprarrenal primaria presentan niveles básales extremadamente bajos, que no muestran ese grado de estimulación. Los pacientes con insuficiencia suprarrenal secundaria (hipopituitarismo) o aquellos que reciben dosis supresoras de esteroides durante períodos prolongados suelen presentar una respuesta de los 17-hidroxicorticosteroides urinarios inadecuada o ausente el primer día de la prueba, con un pequeño aumento en el segundo día hasta cerca de 10 mg/24 h. Hay que decir que la prueba de infusión de ACTH puede realizarse en pacientes que presenten signos de insuficiencia suprarrenal aguda, una urgencia médica. Si se sospecha este diagnóstico, se deben medir el cortisol y la ACTH básales y realizar la prueba de estimulación durante dos días, administrando dexametasona al paciente como tuente inmediata de glucocorticoides. La metirapona se ha utilizado para evaluar la reserva hipofisaria de ACTH. Para realizar esta prueba se administra metirapona en dosis divididas a lo largo de dos días y se mide la excreción urinaria de glucocorticoides. Dado que la metirapona es un inhibidor de la enzima 11-hidroxilasa, bloquea la formación de cortisol a partir de 11 -desoxicortisol. produciendo una caída en los niveles de cortisol y un aumento en los de ACTH. Si continúa la administración de metirapona durante un tiempo, se supera el bloqueo y los glucocorticoides vuelven a aumentar. Los pacientes con disminución de la reserva hipofisaria, como los que padecen tumores hipofisarios. son incapaces de aumentar la secreción de ACTH para mantener los niveles de cortisol. Estos pacientes pueden sufrir una insuficiencia suprarrenal aguda durante la prueba si no se les administran glucocorticoides exógenos. En contraste con la rápida evaluación de la reserva hipofisaria que permiten las pruebas de tolerancia a la insulina o de cosintropina, esta prueba de provocación requiere tres días para su realización. Por ello, y por los importantes efectos adversos que puede originar, la prueba de metirapona ha caído en desuso. No obstante, la metirapona se continúa utilizando como procedimiento nocturno, administrando una dosis única de 30 mg/kg de peso corporal en el momento de acostarse. A la mañana siguiente se miden el 11-desoxicortisol y la ACTH plasmáticos. En población normal, el 11-desoxicortisol aumenta por encima de 70 pg/l y la ACTH por encima de 100 ng/l, siendo la respuesta mucho menor en los pacientes con insuficiencia suprarrenal secundaria. La prueba nocturna de metirapona puede ser superior a la de supresión con dosis altas de dexametasona en el diagnóstico diferencial del síndrome de Cushing. Para evaluar la capacidad de la hipófisis para secretar ACTH, la prueba nocturna de metirapona es comparable a la prueba de estimulación con CRH (Riddick, 1994). La mayoría de los pacientes gravemente enfermos en las unidades de cuidados intensivos tienen niveles séricos de cortisol elevados. Como ocurre en los pacientes con síndrome de Cushing. el hipercortisolismo de los pacientes con choque séptico no se suprime con dexametasona (Perot, 1993). Los



Q U Í M I C A CLÍNICA enfermos críticos con niveles de cortisol interiores a 130 pg/l tienen un pronóstico especialmente infausto. El uso de esteroides en el tratamiento de numerosos procesos malignos e inmunológicos es una causa frecuente de insuficiencia suprarrenal yatrogénica. El grado de supresión de la suprarrenal depende de la dosis específica de glucocortlcoide. la duración, la frecuencia y la vía de administración. Para evaluar la función suprarrenal en un paciente en el que se están retirando los esteroides exógenos, se debe omitir la dosis matutina de glucocorticoide y determinar el cortisol a las 08.00 horas. Si está por encima de 100 pg/l, se pueden suspender los suplementos de esteroides. Dado que la corteza suprarrenal se recupera de la supresión por los esteroides más tarde que la hipófisis, también se puede demostrar la recuperación completa de la suprarrenal mediante un adecuado incremento del cortisol tras la infusión de cosintropina durante 08.00 horas.



EJE RENINA-ALDOSTERONA La hipertensión es uno de los grandes males de la sociedad moderna y afecta al menos al 15% o 2 0 % de los adultos en los países industrializados. Al menos 20 millones de personas en Estados Unidos tienen hipertensión, y entre el 9 0 % y el 9 8 % de ellos se clasifican como hipertensión esencial. La mortalidad y morbilidad derivadas de las complicaciones miocárdicas. cerebrovasculares y renales hacen necesario el tratamiento de este trastorno. La investigación de la etiología de la hipertensión ha revelado la importancia del sistema renina-angiotensina-aldosterona, no sólo en el origen y la persistencia de la hipertensión, sino también como guia en su tratamiento. El papel del eje renina-aldosterona es mantener la presión sanguínea dentro de límites normales detectando el estado del volumen plasmático y ajustándolo. La renina es una enzima proteolítica formada y almacenada en las células yuxtaglomerulares del riñon y liberada a la linfa y a la sangre venosa renal. Existen varias isoenzimas de renina. Su liberación se regula por cAMP. La prorrenina, el precursor de la renina, entra en la circulación sin regulación alguna, pero puede regular el tono vascular localmente. La renina actúa sobre el substrato de reniña o angiotensinógeno, una u~-globulina sintetizada en el hígado, para dar lugar al decapéptido angiotensina I. La angiotensina I se convierte en la circulación en un octapéptido. la angiotensina II, gracias a la acción de un sistema enzimático de conversión que se encuentra principalmente en el pulmón. Se cree que la angiotensina II es el péptido responsable de los efectos fisiológicos en los tejidos diana. La evidencia indica que el octapéptido es posteriormente fragmentado a un heptapéptido. la angiotensina III. o bien que parte de la angiotensina I y pasa directamente a la angiotensina III sin convertirse antes en angiotensina II. Aunque todavía se especula sobre la función de la angiotensina III, parece que modula la secreción de aldosterona. Las angiotensinas activas son rápidamente degradadas por aminopeptidasas (angiotensinasas) tanto en la circulación como en los tejidos. Estas relaciones se muestran en la Figura 16-7. La renina se sintetiza en una forma mayor (prorrenina o "big" renina) y pasa a la forma activa en la célula yuxtaglomerular. Se ha asociado la prorrenina circulante con algunos tumores renales, y se ha visto que aumenta en paralelo con la renina en pacientes sometidos a determinadas maniobras diagnósticas y terapéuticas. Baxter (1995) da una descripción más completa de la fisiología y la síntesis de la renina. La renina, a través de su producto la angiotensina II, estimula directamente la síntesis y secreción de aldosterona en la zona glomerulosa de la suprarrenal. La liberación de reniña depende de cambios en el volumen plasmático efectivo que, a su vez, depende de la reabsorción tubular del sodio sérico en el riñon. Una disminución del volumen plasmático y del sodio sérico estimula la secreción de renina, con la consiguiente liberación de aldosterona, que produce retención de sodio con aumento del volumen plasmático, aumento de la presión arterial y pérdida de potasio. Por el contrario, un aumento del volumen de sangre efectivo o una elevación aguda de la presión arterial producen un descenso de renina, de angiotensina II y de aldosterona y, como consecuencia, una pérdida de sodio. La pérdida de potasio estimula la secreción de aldosterona y suprime la liberación de renina, mientras que un potasio elevado tiene el efecto contrario. Algunos estudios han demostrado que la ACTH
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Los tumores secretores de renina son un hallazgo excepcional y no son fáciles de diagnosticar. Pueden ser benignos o malignos, renales o extrarrenales. La localización más frecuente es el aparato yuxtagiomerular. El caso típico es el de un paciente joven con niveles muy elevados de renina plasmática, hiperaldosteronismo e hipopotasemia. en ausencia de lesiones renovasculares (Corvol, 1994). La hipertensión maligna se asocia a valores elevados de actividad de renina plasmática y aldosterona. Cuando estos pacientes reciben inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina como el captopril, la actividad de renina habitualmente desciende hasta el rango de referencia. Esto se denomina prueba del captopril Una prueba positiva debe seguirse de estudios angiográficos y cateterismo venoso selectivo. En la enfermedad renal unilateral están elevadas tanto la renina como la aldosterona plasmáticas. La aplicación clínica más aceptada de los ensayos de renina son precisamente estos pacientes. La asimetría en los niveles de renina durante el cateterismo de las venas renales proporciona uno de los mejores parámetros para predecir la respuesta de la tensión arterial tras la cirugía correctora. Se ha establecido que cuando la relación entre la renina plasmática entre el lado afectado y el lado sano es superior a 1,5:1 la cirugía puede condicionar una mejoría. La supresión de la liberación de renina en el lado no afectado, asi como unos niveles de reniña cercanos a los obtenidos en muestras de sangre de la vena cava inferior, también predicen el probable éxito de una cirugía curativa. No obstante, cerca del 4 0 % de estos pacientes tienen una actividad de renina plasmática en sangre periférica dentro del rango de referencia (Streeten. 1979). Por tanto, la renina periférica no es un buen predictor de la respuesta al tratamiento quirúrgico. Se puede encontrar secreción de renina en tumores pulmonares, hamartomas hepáticos y otros procesos poco frecuentes (Anderson, 1989).



estimula la secreción de aldosterona. Más tarde se descubrió que el potasio y el sistema renina-angiotensina son más importantes en el control de la producción de aldosterona. La excepción la constituye el hiperaldosteronismo remediable con glucocorticoides (Dluhy, 1994). Reniña e hipertensión (Kiee. 1999). Los trabajos de Laragh (1972, 1993) mostraron que la hipertensión esencial puede clasificarse basándose en los niveles de renina, altos, bajos o normales, y que la selección de los fármacos puede hacerse basándose en esta clasificación Alrededor del 15% de los pacientes con hipertensión esencial tienen hipertensión con renina alta. El exceso de renina, que puede ser secundario a patología del riñon o de su aporte vascular, lleva a un aumento de la producción de aldosterona y, por tanto, a que se produzca retención de sodio y excesiva eliminación de potasio. Los pacientes con este trastorno presentan hipervolemia. vasoconstricción intensa, y son más propensos a la isquemia. La renina ha demostrado ser un factor de riesgo independiente para el infarto de miocardio. Incluso cuando la tensión se controla con antihipertensivos, si estos no corrigen los niveles de renina el pronóstico sigue siendo peor que el de personas con niveles más bajos de renina (Alderman, 1991). El aumento de aldosterona (hiperaldosteronismo secundario) puede contribuir significativamente a los síntomas y a la evolución de la hipertensión de renina alta. Algunas de las causas de hipertensión con renina alta se exponen en la Tabla 16-10.



Tabla 16-10 Algunas causas de hipertensión asociada a niveles elevados de renina plasmática Tumor secretor de renina Síndrome de C u s h i n g Hipertensión maligna acelerada Yalrogénica Hipertensión renovascular A g e n l e s q u e p r o d u c e n depleción Lesiones arteriales m a y o r e s de volumen Lesiones segmentarias A g e n l e s vasodilatadores Insuficiencia renal crónica Glucocorticoides Fase terminal Estrógenos Rechazo del trasplante



Cuando se agrava la hipertensión, la renina suele estar claramente aumentada: no obstante, en la insuficiencia renal crónica se puede esperar practicamente cualquier valor de renina. Un escaso número de pacientes hipertensos en diálisis presentan hipertensión acelerada de difícil tratamiento. En estos pacientes en que la diálisis no controla la hipertensión, la nefrectomia puede reducir los niveles de renina plasmática tan aumentados. En pacientes sometidos a trasplante renal y con rechazo, un renina plasmática elevada puede indicar isquemia renal. Se ha encontrado hipertensión sistémica en pacientes con síndrome de Cushing. En algunos de ellos la renina plasmática y el substrato de reniña están aumentados (Krakoff, 1975). En otros pacientes con síndrome de Cushing e hipopotasiemia se ha visto que la secreción de un mineralcorticoide secundario como la DOC o la corticosterona es responsable de la hipertensión. Una renina plasmática suprimida en un paciente con síndrome de Cushing hace presuponer que existe un mmeralcorticoide en exceso. Otras causas de hipertensión con renina alta incluyen el tratamiento con diuréticos, vasodilatadores o antihipertensivos. También se ha visto que algunos tratamientos hormonales como los glucocorticoides o los anticonceptivos orales que contienen estrógenos aumentan la actividad del sustrato de renina. Aunque la renina plasmática, la aldosterona y la excreción urinaria de sodio pueden ser normales en hasta el 60% de los pacientes hipertensos. hay evidencia acumulada que demuestra que la reniña y la angiotensina tienen un papel importante en la hipertensión con renina normal. La respuesta de muchos pacientes hipertensos con renina normal a los inhibidores de la enzima convertidora o a los antagonistas de la angiotensina II (saralasina) demuestra la implicación de la renina y la angiotensina II en el mantenimienlo de la hipertensión en estos pacientes. Además, Ames (1965) demostró que una vez que se eleva la presión arterial mediante una perfusión de angiotensina. ésta se puede mantener con solamente un quinto de la dosis original. Se ha descrito que la hipertensión esencial con renina baja, en la que hay expansión del volumen plasmático y del liquido extracelular. se caracteriza por un exceso de secreción de aldosterona y responde al tratamiento diurético. Al menos el 25% de los pacientes con hipertensión esencial tienen la renina baja. La mayor parte de los investigadores consideran este estado como poco respondedor, con lo que quieren reflejar su falla de respuesta a la bipedestación, la restricción de sodio, los diuréticos, los vasodilatadores o a la combinación de vanos de ellos en comparación con el individuo sano. El péptido natriurético atrial puede estar elevado en estos pacientes, junto con una respuesta exagerada de la aldosterona a la renina (Sergev. 1990). Se ha visto que la supresión de la reniña aumenta con la edad y es más frecuente en mujeres y en individuos mayores de raza negra.
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La Tabla 16-11 presenta una lista de síndromes asociados a niveles bajos de renina. Estos se han dividido en un subgrupo de origen suprarrenal (primarios) y otro subgrupo de origen no suprarrenal o secundario. El hiperaldosteronismo primario es poco frecuente comparado con la hipertensión relacionada con la renina. Se caracteriza por 1) hipertensión sistólica y diastóhca producida por la excesiva secreción de aldosterona por un adenoma o una hiperplasia suprarrenal, 2) una renina baja y una relación aldosterona/renina alta (>50), 3) depleción de potasio, y 4) retención de sodio. El 4 0 % de los pacientes tienen proleinuria. Se han utilizado distintas pruebas potenciales para detectar el hiperaldosteromsmo primario y para distinguir ios adenomas unilaterales productores de aldosterona de otras causas de hiperaldosteronismo primario. Una dieta baja en sal (


Tabla 16-11 Algunas causas de hipertensión asociada con niveles bajos de renina plasmática Exceso "primario" de mmeralcorticoides Aldosteronismo primario Aldosteronismo seudoprimario (idiopático) Aldosteronismo que se suprime con glucocorticoides Exceso de 1 t-desoxicorticosterona Exceso de 18-hidroxi-11-desoxicorticosterona Carcinoma suprarrenal (exceso de mineralcorhcoides) Exceso "secundario" de mineralcorticoides Ingesta de regaliz Excesiva ingesta de sodio no supervisada Síndrome de renina baja y aldosterona baja 1. Hipertensión esencial de larga evolución 2 Diabetes mellitus



Q U Í M I C A CLÍNICA de sodio y el sindrome de renina baja con aldosterona baja, que se ve principalmente en pacientes con diabetes mellitus y enlermedad renal. El hiperaldosteronismo secundario es consecuencia de enfermedades extrasuprarrenales, en las que ambas glándulas suprarrenales son estimuladas. Típicamente estos pacientes no presentan hipertensión arterial. El síndrome nefrótico. la cirrosis y la insuficiencia cardiaca son causas frecuentes. En todas estas enfermedades tanto la renina como la aldosterona están elevadas. La respuesta del sistema renina-aldosterona durante el embarazo es especialmente compleja: parece haber un aumento de reniña, sustrato de renina, angiotensina II y aldosterona. El gen responsable de la renina está en el cromosoma 1. Los estuerzos de investigación para relacionar este gen con la hipertensión están en sus primeras fases y todavía tienen que dar sus frutos (Lezin, 1993). Las variantes del gen del angiotensinógeno pueden estar relacionadas con la hipertensión en algunos pacientes (Jeunemaitre, 1992). No obstante, hay evidencias que sugieren que la hipertensión no depende de ninguna variante conocida y que podría estar en una región cercana al gen del angiotensinógeno (Caullield. 1994). Las familias con hiperaldosteronismo remediable con glucocorticoides presentan un patrón de herencia mendeliana bien documentado (Kurtz. 1993: Lifton. 1992).



Determinaciones de aldosterona Dado que la concentración plasmática de aldosterona es baja (1.000 veces inferior a la del cortisol). ha sido difícil de medir. El desarrollo ha hecho posible medir aldosterona directamente en el plasma tras extracción selectiva con disolvente para separar la aldosterona de las proteínas plasmáticas Una determinación aislada de aldosterona sin cuidar la preparación del paciente tiene en cualquier caso una utilidad clínica escasa. Incluso cuando se controlan la hora de extracción, la postura y el sodio y el potasio de la dieta, es difícil discriminar con certeza entre el hiperaldosteronismo primario y otras formas de hipertensión mediante la determinación de aldosterona plasmática. Existen ensayos directos de aldosterona sin cromatografía que emplean \" . En una población de relerencia las concentraciones de aldosterona plasmática están en el orden de 10 ng'dl (278 pmol/'l) y las de aldosterona urinaria habitualmente entre 6 pg/24 h y 25 pg/24 h (16,6 mol/24 h y 69,4 nmol/24 h). ¿i



Determinaciones de renina Existen diferencias importantes entre los distintos métodos actualmente utilizados para la determinación de renina. Hay dos tipos fundamentales: los que miden actividad de reniña plasmática y los que miden su concentración. En el pasado se utilizaban bioensayos de actividad precursora del angiotensinógeno, pero hoy en día se usa habitualmente radioinmunoensayo de angiotensina I generada. Una muestra de plasma que contenga renina se deja reaccionar con su sustrato; entonces, tras un periodo de tiempo establecido, se da por terminada la reacción y se mide la angiotensina I o la II generada. Dada la labilidad de la angiotensina. la sangre debe extraerse a un tubo con ácido etilenodiameletraacético (EDTA), que inactiva enzimas (como las angiotensinasas): el plasma debería separarse de las células sin demora y congelarse hasta el análisis. Además de quelantes (por ejemplo EDTA). se han utilizado ácido e inhibidores enzimáticos específicos. Para la estimación de lo que hoy en día se conoce como actividad de renina plasmática (PRA), el substrato endógeno no se elimina. Por lo tanto, la tasa de generación de angiotensina I está influida tanto por la concentración de renina endógena como de su substrato. Este tipo de ensayo es el más utilizado para estimar la renina. La comparación de resultados entre laboratorios es imposible por diferencias en el procedimiento como variaciones en el pH, en la fuerza iónica, la duración del ensayo, el inhibidor de angiotensinasas, la ausencia de una preparación específica de referencia y las condiciones de obtención de la muestra. Además, la literatura sobre los ensayos de renina es confusa en lo referente a las unidades de medida utilizadas, e incluso cuando se ha intentado expresar las distintas unidades arbitrarias en los mismos términos (nanogramos de angiotensina liberados por mililitro por hora) existen amplias variaciones en los valores de actividad de renina plasmática encontrados en población normal.
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Cuando se mide la concentración de renina en lugar de la PRA. se elimina el efecto del sustrato. Para conseguir esto la muestra debe someterse a varios tratamientos; por eiemplo, el plasma debe incubarse a pH bajo, desnaturalizando el substrato. Se añade entonces substrato bovino de alta actividad, y en esas condiciones de exceso de substrato la generación de angiotensina I aumenta linealmente con el aumento en la concentración de renina. En estas condiciones, la generación de angiotensina I es independiente del substrato y proporcional a la concentración de renina (cinética de orden cero). Se ha establecido un estándar internacional de referencia para este método de forma que la PRA, que se expresa en unidades Goldblat por decilitro (GU/dL). pueda compararse entre diferentes laboratorios. Los ensayos de PRA y los de concentración plasmática de renina proporcionan una información similar excepto en unas situaciones clínicas concretas. Con la administración de anticonceptivos orales la concentración de renina plasmática se mantiene dentro del rango normal, mientras que la PRA aumenta debido al aumento de substrato. Se sabe que otros procedimientos como congelar, descongelar y acidificar convierten la prorrenina en renina y por lo tanto aumentan los valores en los ensayos de concentración de renina. La medición directa del substrato de reniña, la angiotensina I o la angiotensina II no se emplea habitualmente en la práctica climca por los laboriosos pasos de extracción y concentración, así como por la dificultad para impedir la lormación y degradación de estos compuestos por proteasas y otras enzimas involucradas en el sistema de la renina. Dado que la liberación de renina está controlada por numerosas variables fisiológicas y farmacológicas, es extremadamente importante conocer las condiciones en que se tomó la muestra. Factores como la bipedestación. la administración de diuréticos o una dieta baja en sodio son potentes estímulos para la liberación de renina y deberían estar bajo control antes de medir la renina. La renina también parece ser muy lábil, por lo que las variables del procesamiento de la muestra deben controlarse al máximo. La sangre debe extraerse en tubos en hielo con agentes quelantes que inactiven enzimas (angiotensinasas) y debe centrifugarse en frío, y el plasma debe congelarse para evitar pérdidas sustanciales debidas a la actividad angiotensmasa; con esta técnica la muestra es estable durante varios meses si se mantiene a -20"C. La renina plasmática se ha interpretado en relación a la excreción simultánea de sodio en orina de 24 horas tras varios días con una ingesta estable de sodio y sin diuréticos. Con una función renal normal, la excreción de sodio depende del volumen exlracelular y se relaciona inversamente con la concentración plasmática de renina (Fig. 16-8). En este nomograma pueden distinguirse grupos de renina plasmática alta, normal o baja. Ya que la realización del perfil de sodio y renina de 24 horas es engorrosa, se han utilizado vanos estímulos para la liberación de reniña. Uno de los más sencillos es el procedimiento descrito por Kaplan (1976); se determina la PRA en el sujeto en ayunas tras 30 minutos en bipedestación y tras la inyección de 40 mg de furosemlda intravenosa. Esta prueba no requiere hospitalización ni una dieta especial ni bipedestación prolongada. En dicho estudio, una población de referencia con individuos de raza negra y blanca presentó valores de PRA superiores a 1,0 no/ml/h y 0,5 ng/ml/h. respectivamente, mientras que pacientes hipertensos con renina baja no obtuvieron la misma respuesta. Aunque los distintos métodos para establecer categorías de renina no siempre clasifican igual a los mismos pacientes, esta prueba tiene una buena correlación con otros procedimientos y se emplea para identificar pacientes hipertensos con renina baja.



Actividad de la enzima convertidora de angiotensina La determinación de la actividad de la enzima convertidora de angiotensina, aunque tiene escaso valor en el diagnóstico y tratamiento de la hipertensión, ha demostrado su utilidad en otras circunstancias. Se ven valores elevados de actividad de esta enzima en pacientes con sarcoidosis activa. No obstante, en pacientes con otras enfermedades granulomatosas o con sarcoidosis inactiva la actividad enzimática está dentro del intervalo de referencia. La utilidad diagnóstica de esta determinación, no obstante, ha disminuido al descubrirse valores séricos elevados en muchas otras enfermedades. Por ejemplo, en numerosas enfermedades hepáticas, como la hepatitis crónica persistente, la hepatitis crónica, el hígado graso y la ictericia obstructiva.
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Figura 16-8. Actividad de la renina plasmática er función de la excreción unnana de sodio en 24 horas. La hipertensión con reniña normal está representada oor al área sombreada (Modificado de Bumner HR y cois.: N Engl J Med 1972:286:441. con permiso.)



Otras enfermedades, como el distrés respiratorio neonatal, la silicosis, la asbestosis. el hipertiroidismo, la retmopatía diabética, la enfermedad de Gaucher o la lepra pueden aumentar la actividad enzimàtica del suero. Para más información sobre métodos de medición, véase Rohrbach (1982).



GONADOTROPINAS Y HORMONAS SEXUALES (Demers, 1999)



Hormona luteinizante y hormona folículo-estimulante El hipotálamo secreta la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH). una única hormona peptidica que controla la secreción de las gonadotropinas. LH y FSH. desde la adenohipófisis. La GnRH, un decapéptido. libera tanto LH como FSH desde una misma población de células hipofisarias. El nombre inicial, más anliguo, de la GnRH fue el de hormona liberadora de hormona luteinizante (LRH). Tanto la LH como la FSH tienen una estructura glucopeptidica a la que se unen cadenas laterales de carbohidratos. Estructuralmente la LH y la FSH están relacionadas con otras hormonas glucoproteicas, la tirotropina (TSH) y la gonadotropina coriónica humana (hCG). Estas hormonas están compuestas por dos subunidades diferentes, unidas por enlaces no covalentes, biológicamente inactivas, designadas como o y (i. Estas subunidades u y 6 pueden separarse y después recombmarse para dar lugar a una hormona activa. La subunidad a es casi idéntica en todas las hormonas glucoproteicas, mientras la unidad 13 es diferente en cada una y es, por tanto, la que confiere la especificidad hormonal. La estimulación con GnRH produce liberación de subunidades u libres, LH, FSH y TSH (Samuels. 1990). La LH y la FSH son liberadas por la hipófisis y transportadas en la sangre hasta sus lugares de acción, el testículo y el ovario. En la lactancia los niveles séricos de ambas gonadotropinas son bajos y relativamente constantes. En niños de ambos sexos los niveles séricos de FSH son superiores a los de LH, asi como su respuesta a la GnRH. Durante la pubertad aumentan ambas gonadotropinas: la FSH alcanza una lase de meseta a la mitad del desarrollo puberal. mientras la LH alcanza su máximo al final de la pubertad. Al inicio de la pubertad se produce un mayor incremento en la concentración sérica de LH siguiendo un patrón pulsátil durante
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el sueño. En general, estos episodios se inician nada más comenzar el sueño no-REM (rapio eye movement. movimiento ocular rápido) y terminan con el sueño REM. Al avanzar la pubertad comienzan a producirse picos de secreción también durante el día y. al completarse el desarrollo puberal. los patrones durante el sueño y la vigilia son equivalentes. En los varones la secreción de LH y. en menor medida, la de FSH es episódica, con entre 9 y 14 picos de secreción de LH cada 24 horas, con un incremento del 200% al 300% sobre el nivel medio. La FSH también se secreta de manera pulsátil, pero sus oscilaciones son de menor magnitud, variando solamente el 2 5 % de la media. La razón principal para estas diferencias en la amplitud de los picos es que la vida media de la FSH es varias veces superior a la de la LH (Catt, 1991). En las mujeres todos los ciclos menstruales ovulatorios siguen un patrón de LH y FSH similar al que se representa en la Figura 16-9. El ciclo menstrual femenino se divide en una fase folicular y una fase luteinica, separadas por un pico de gonadotropinas hipofisarias en la mitad del ciclo. Se produce un único pico en la concentración de LH. alto y estrecho, aproximadamente a la mitad del ciclo, cerca de la ovulación. El pico de concentración de FSH se produce coincidiendo con el de LH. pero es de menor magnitud y duración. Los niveles de ambas gonadotropinas suelen ser mayores durante el



Q U Í M I C A CLÍNICA período preovulatorio que durante la fase luteinica. Sin embargo, a medida que transcurre la fase folicular disminuye la concentración de FSH. Los niveles de FSH suelen ser mayores en la fase folicular que en la luteinica. Tras el pico de LH y FSH que se produce a la mitad del ciclo, hay una caída en las concentraciones de ambas hormonas a niveles inferiores y más irregulares con picos ocasionales de LH no acompañados de FSH La naturaleza pulsátil de la LH asociada al sueño, y por tanto la de la GnRH parece ser necesaria para conseguir ciclos normales. Su alteración o ausencia puede contribuir a la falta de menstruaciones que sufren algunas mujeres atletas (Loucks, 1989). En la menopausia y tras ella, las gonadotropinas siguen siendo secretadas en lorma episódica. No obstante, los niveles de FSH son superiores a los que se ven durante el ciclo menstrual: esto probablemente se deba a la ausencia de producción de ¡nhibina en las células de la granulosa, responsable del efecto de retroalimentacion negativa sobre la FSH (Buckler. 1991). Es más, la administración de estrógenos a estas mujeres no afecta a la FSH debido a la pérdida de la producción de inhibma. Los niveles seríeos de LH tras la menopausia pueden ser similares o discretamente superiores a los del ciclo menstrual; esto puede reflejar la persistencia del patrón episódico de liberación de LH. asi como el efecto supresor del estradiol, secretado desde la suprarrenal.
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Niveles básales de hormonas en enfermedades del eje hipotalámico-hipofisarlo-gonadal en hombres



Diagnóstico Hipotálamo e hipófisis (síndromes hipogonadolrópícos) Hipopituilansmo Síndrome de K a l l m a n n Deficiencia aislada de gonadotropinas Retraso puberal s i m p l e Gónada (síndromes hipergonadotrópicos) Fracaso testicular primario Anorquia Criptorquidia Azoospermia y oligospermia Varicocele Sindrome d e Klinefelter Sindrome de feminización testicular c o m p i o t a Pubertad precoz Idiopatica o lesión d e l sistema nervioso central Tumores suprarrenales o hiperplasia suprarrenal c o n g e n i t a
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* Normal se représenla como N, los aumenlos y disminuciones mediante flechas Modificado de Marshall JC: Clin Endocrinol Metab 1975; 4:545, con permiso Copyright de The Endocrine Society.



En los hombres, hacia la sexta década, se produce un aumento gradual de LH y FSH. aunque con grandes variaciones individuales. La testosterona ejerce un efecto de retroalimentación negativa sobre las gonadotropinas a nivel hipotalámico e hipofisario. Además, la testosterona se aromatiza dando lugar a estradiol, que también inhibe la secreción a los mismos niveles. La FSH y la LH pueden medirse mediante bioensayo o inmunoensayo. Debido a las multiples isoformas glicadas diferentes, los bioensayos fueron preferibles a la determinación de hormona reconocida inmunológicamente. Dependiendo del momento del ciclo menstrual, distintas cantidades de carbohidratos se incorporaban a la hormona y cada isoforma tenia una vida media distinta. Además, las hormonas glucoproteicas son estructuralmente similares y la reactividad cruzada de los anticuerpos puede ser un problema. Por lo tanto se utilizaba la relación entre las mediciones biológicas e inmunológicas. Hoy en día estos problemas se han superado ya que el nuevo ensayo tipo sandwich tiene una buena correlación con los bioensayos (Santen, 1995). El patrón pulsátil de liberación de gonadotropina lleva a la incertidumbre de si una muestra aislada representará el pico o el nadir de la secreción. La LH puede variar hasta el 6 0 % alrededor de la media diaria a lo largo del dia, y la FSH el 20%. Por estas razones, algunos clínicos han propuesto la extracción de al menos seis muestras de LH en suero a lo largo de un período de seis horas. Las muestras pueden analizarse por separado o mezclarse previamente. No obstante, en aquellos pacientes cuyas gonadotropinas están elevadas, por ejemplo en la anorquia o el fallo testicular o la posmenopausia, una única muestra puede bastar. Algunos clínicos han propuesto la determinación de gonadotropinas en muestras secuenciales de orina como alternativa a mezclar las muestras de suero o cuando se encuentran resultados limite. Los valores de referencia para la LH sérica son de hasta 12 mUI/ml (12 UI'L) en niños, hasta 15 mUI/ml (15 Ul/I) en hombres, y entre 30 mUI/ml y 200 mUI/ml (30 Ul/I a 200 Ul/I) en mujeres posmenopáusicas. En mujeres en edad fértil, los valores de LH se mantienen por debajo de 10 mUI/ml (10 Ul/I) excepto durante el pico en la mitad del ciclo, cuando pueden alcanzar las 80 mUI/mL (80 Ul/I). Los valores de referencia para FSH son de hasta 12 mUI/ml (12 Ul/I) en niños, hasta 15 mUI/ml (15 Ul/I) en hombres, y hasta 200 mUI/ml (200 Ul/I) en mujeres posmenopáusicas. Las mujeres en edad fértil tienen valores de FSH de hasta 10 mUI/ml (10 Ul/I), excepto durante el pico en la mitad del ciclo, cuando se ven valores de hasta 20 mUI/ml (20 Ul/I). En pacientes con fallo ovárico, como ocurre en la menopausia, se encuentran valores elevados de FSH (>40 mUI/ml [40 Ul/I]) y LH. siendo la FSH superior casi siempre. Los valores absolutos de LH y FSH pueden ser de ayuda en el diagnóstico del síndrome de ovario poliquístico, en el que se encuentran niveles elevados de LH (>35 mUI/ml [35 Ul/I]) y niveles de FSH normales o dis-



minuidos (


Pruebas dinámicas Existen tres pruebas que pueden usarse para evaluar la parte hipotálamohipofisaria del eje. Una de las más usadas es la prueba del clomifeno. El clomifeno, un antiestrógeno. se utiliza como agente diagnóstico y terapéutico. Bloquea la recaptación de estrógenos en el hipotálamo. con lo que anula el efecto de retroalimentación normal en el sistema hipotálamo-hipofisario. En las mujeres esto se traduce en la secreción de grandes cantidades de LH y FSH y en la regulación al alza de los receptores de FSH y LH. El aumento de FSH, a su vez, induce crecimiento folicular e inicia un ciclo ovulatorio. Un eje hipotálamo-hipólisis-ovario funcionante es esencial para que el tratamiento con clomifeno sea efectivo. Por lo tanto el clomifeno está indicado en mujeres que no ovulan pero con evidencia de función folicular y producción adecuada de estrógenos (que menstrúan tras la administración de progesterona). Las pacientes en las que se sospeche ovario poliquístico pueden necesitar progesterona junto con el clomifeno para conseguir un medio adecuado. El citrato de clomifeno habitualmente se administra en dosis de 50 mg a 100 mg al día durante 5 a 10 días. El tratamiento suele comenzarse con la dosis y la duración menores y, si la paciente no ovula Iras dos o tres ciclos,
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se incrementan la dosis o la duración de la terapia. Para fijar el inicio del tratamiento se puede tomar el quinto día de sangrado menstrual inducido mediante administración de progesterona. Una población de referencia (con una adecuada reserva hipofisaria de gonadolropinas) muestra un aumento de LH del 100°b sobre el valor basal y un aumento de FSH del 5 0 % sobre el valor basal el último día de una prueba de clomileno de siete días (Santen, 1995). El clomifeno estimula la producción de estrógenos en los ovarios que. a su vez, ejercen un efecto de retroalimentación negativa sobre la hipófisis. Una prueba anormal es aquella en que se producen insuficientes estrógenos, que resultan incapaces de suprimir la subida normal de FSH. La FSH se mide los días 3 y 10 tras la administración del fármaco (Scott, 1995). Se puede usar GnRH para evaluar la capacidad de las gonadotropas para liberar LH y FSH. Consigue una mayor estimulación de la hipófisis que el clomifeno. La administración intravenosa de GnRH en individuos sanos desencadena un rápido aumento de LH sérica, con un nivel máximo a los 30 minutos. A continuación, disminuye gradualmente a lo largo de pocas horas. También se produce una respuesta similar de FSH, pero no tan marcada y con mayor variabilidad entre individuos. No obstante, si las gonadotropas no se han mantenido con GnRH endógena, la respuesta será limilada. La tercera prueba disponible es la estimulación constante con hCG durante cinco días. Al final de la prueba, los niveles de testosterona deben aumentar al doble del nivel basal (Wang, 1992).



Estrógenos Los estrógenos son responsables de las características secundarias temeninas. Son esteroides con un anillo A de tres dobles enlaces insaturados. Aunque se han identificado más de 30 estrógenos, en la práctica clínica se miden solamente tres: el estradiol (E ), la estrona (E,) y el estriol (E ) -. El estriol es el metabolito del estradiol. Su determinación se utiliza para evaluar la unidad fetoplacentaria y se comenta en el Capítulo 22. La estructura de los tres estrógenos habituales y sus interrelaciones se muestran allí. Se puede encontrar información detallada sobre estas hormonas publicada por Carr (1992). 2
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Los ovarios, los testículos y las glándulas suprarrenales tienen capacidad para sintetizar estrógenos a partir de los andrógenos androstendiona y testosterona. Durante la lase folicular del ciclo menstrual, la secreción ovárica representa solamente un tercio de la producción total de estrógenos. El ovario secreta casi todo el estradiol, mientras la mayor parte de la estrona procede de la conversión periférica de androstendiona y del metabolismo del estradiol. En mujeres postmenopáusicas sanas, los ovarios se atrofian, con lo que prácticamente toda la producción estrogénica deriva de la conversión penférica de la androstendiona sintetizada en la suprarrenal. Aunque el estradiol es el estrógeno más abundante en mujeres premenopáusicas. la estrona es el de mayor concentración en postmenopáusicas. En los hombres, alrededor de un tercio del estradiol total se produce en los testículos, que también producen una pequeña cantidad de estrona. El resto procede de la conversión periférica de la testosterona y la estrona. Por tanto, los testículos son responsables indirectos de la mayor parte de la producción de estrógenos. Un gran número de órganos, como la piel, la grasa, los hematíes, el útero y el hígado tienen enzimas que metabolizan estrógenos, pero el higado desempeña el papel principal. El estradiol y la estrona son conjugados en el hígado y se excretan como sulfates y glucuronatos. El sulfato de estrona y otros conjugados de estrógenos se excretan en la bilis y son hidrolizados a continuación en el intestino y reabsorbidos a la circulación periférica. El patrón metabólico o la tasa de metabolismo de los estrógenos aparentemente no varia en distintos estados de enfermedad. El estradiol, el estriol y la estrona se unen a la globulina ligadora de hormonas sexuales {sex hormone-binding globulin, SHBG). la misma proteina transportadora que se une a la testosterona. En el suero el estradiol se encuentra principalmente en forma conjugada, 6 0 % unido a albUmma, 38% a SHBG y 2% a 3% en forma libre (Rosner.1991). Por el contrario, la mayor parte de la estrona está presente como sulfato de estrona. Las mediciones de las concentraciones de estrógenos en sangre y en orina son mucho menos útiles que las de LH y FSH al evaluar trastornos del ciclo



Q U Í M I C A CLÍNICA menstrual o de la fertilidad. Esto es debido a que el efecto de los estrógenos sobre los caracteres sexuales secundarios femeninos, la mucosa cervical (frotis de Pap) y el sangrado uterino tras la deprivación de progestágenos son mejores indicadores. Algunos clínicos utilizan los niveles de estrógenos para confirmar la menopausia; otros consideran suficiente la evaluación clínica y posiblemente los altos niveles de FSH y LH. La FSH también ha demostrado ser un mejor predictor de la reserva ovárica que los estrógenos (Scott. 1995). La progesterona tiene mayor utilidad para apreciar la ovulación que los estrógenos. Las determinaciones de estrógenos continúan siendo de utilidad para diagnosticar los estados hiperestrogénicos. Como reseña histórica, los estrógenos urinarios se median cuando los inmunoensayos no tenían suficiente sensibilidad y especificidad. Los estrógenos están presentes en la orina en forma de coniugados hidrosolubles de glucuronato y sulfato; estos grupos deben ser hidrolizados antes de extraer los estrógenos con disolventes orgánicos. Tras la extracción, el método más usado para estimar los estrógenos urinarios totales es el de Brown (1968). La reacción final depende de la capacidad del grupo fenólico de los estrógenos para reaccionar con el reaclante de Kober (una mezcla de fenol y ácido sulfúrico) que da lugar a un color rosa. Para estimar los estrógenos séricos totales, el método de Brown resulta demasiado insensible en la mayor parte de las ocasiones y se suele utilizar un inmunoensayo de estradiol. Al igual que cuando se miden otras hormonas esteroideas mediante radioinmunoensayo. el estradiol se suele cuantilicar tras extracción y purificación con cromatografía. Se han desarrollado ensayos no isotópicos que no requieren extracción previa. Los anticuerpos preparados con proteína conjugada con estradiol en las posiciones C-3 o 17 pueden mostrar una reactividad cruzada de hasta el 2 0 % al 50% con otros estrógenos. mientras los anticuerpos producidos empleando la conjugación en la posición C-6 son más específicos. Cuando se han comparado las determinaciones de estradiol sérico con los estrógenos urinarios totales, el estradiol sérico refleja de forma más precisa la función ovárica que la excreción urinaria total de estrógenos Cuando la secreción ovárica de estradiol es elevada, la correlación entre los niveles séricos y urinarios es buena, pero cuando disminuye la secreción ovárica la correlación empeora. Cuando las determinaciones de estrógenos urinarios se comparan con el estradiol sérico para monitorizar la ovulación, los picos y nadires de los valores urinarios se retrasan uno o dos días respecto a los correspondientes perfiles séricos (Roger, 1980). El estradiol es el más potente de los estrógenos y está presente en concentraciones inferiores a 50 pg/ml (18.4 pmol/l) en el periodo preovulatorio. Las concentraciones aumentan durante la segunda mitad de la fase folicular y alcanzan un pico de 150 pg/ml a 500 pg'ml (550 pmol'l a 1 836 pmol/l) el día anterior al día en que se produce el pico de LH. El pico de LH de la mitad del ciclo puede estar relacionado con estos niveles crecientes de estrógenos si están presentes el tiempo suficiente. Tras el pico de LH. el estradiol sérico sufre un marcado descenso, casi hasta alcanzar los niveles preovulatorios y a continuación aumenta ligeramente hasta 100 pg/ml o 200 pg/ml (367 pmol/l a 734 pmol/l) durante la lase luteínica (Fig. 16-10). Durante la menopausia las concentraciones de estradiol caen uniformemente hasta aproximadamente el 15% de los niveles premenopáusicos, y la estrona, producida principalmente por aromatización periférica de la androsterona suprarrenal, pasa a ser el estrógeno predominante. La concentración de estrona en la lase folicular tardía está en el rango entre 150 pg/ml y 200 pg/ml (550 pmol/l y 730 pmol'l). mientras los niveles de las mujeres posmenopáusicas son de alrededor de 35 pg/ml (130 pmol/l). En niños prepuberales los valores de relerencia para el estradiol con RÍA son de hasta 20 pg/ml (73,4 pmol/l); en los hombres suelen estar entre 10 pg/ml y 80 pg/ml (36,7 pmol/l y 293,7 pmol/l). Ocasionalmente los pacientes con tumores de las células de Leydig del testículo presentan caracteres sexuales secundarios femeninos; en estos pacientes los niveles de estrógenos séricos están aumentados. Para más información acerca de las elevaciones de los niveles de estrógenos producidas por estos tumores, véase Pérez (1980). Los tumores que con mayor frecuencia producen signos de exceso de estrógenos en las mujeres son los de las células de la granulosa-teca. Para determinar si existe hipogonadismo. habitualmente se interpretan las determinaciones de estrógenos junto con las de gonadotropinas (véase anteriormente, en el epígrafe Hormona luleinizante y hormona foliculo-estimulante).
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Figura 16-10. Cambios en la progeslerona y el 17-Fj-estradiol durante el transcurso del ciclo menstrual



Progesterona En mujeres con menstruaciones, la progesterona se secreta principalmente en el cuerpo lúteo del ovario; es parcialmente responsable de los cambios cíclicos que sufre el endometrio, necesarios para la implantación y el crecimiento del embrión. Los niveles de progesterona son bajos antes del pico de gonadotropmas de la mitad del ciclo. Poco después de este pico comienza a subir rápidamente, alcanzando los niveles máximos a la mitad de la fase lútea. A continuación caen progresivamente, llegando a niveles de progeslerona apenas detectables antes de la menstruación (Fig. 16-10). Aunque la progesterona en grandes cantidades ejerce un efecto de retroalimenlación negativa sobre la secreción de gonadotropinas, no es el componente principal del sistema de retroalimentación negativa de los esteroides ováricos. Las pequeñas cantidades de progesterona en hombres y en mujeres que no menslrúan derivan principalmente de la conversión extraglandular de la pregnenolona y el sulfato de pregnenolona suprarrenales en progesterona, y de la secreción suprarrenal de progesterona. En el suero, aproximadamente el 18% de la progesterona está unida a la globulina ligadora de cortisol y el 79% a la albúmina, quedando el resto en forma libre (no ligada). La producción de progeslerona en el cuerpo lúteo puede evaluarse indirectamente mediante la medición de la temperatura corporal basal. Durante la



fase luteínica se produce un incremento en la temperatura de alrededor de 0.5 C, que dura unos 10 o 12 días (la porción hipertérmica de la fase luteínica), paralelo al aumento de la concentración de progesterona. Para información sobre la medición de progesterona durante el embarazo, véase el Capitulo 22. Se puede evaluar la función del cuerpo lúteo midiendo la concentración sérica de progesterona. En los días 21 y 22 del ciclo menstrual, una progesterona elevada indica ovulación. Aunque se han usado radioinmunoensayos convencionales con extracción de la progesterona con disolventes orgánicos, los abordajes más recientes, que emplean inmunoensayos no isotópicos, desplazan la progesterona de sus lugares de unión mediante danazol o ANS. liberando la progesterona para el ensayo sin extracción. Con métodos de radioinmunoensayo se encuentran concentraciones séricas de progesterona durante la fase preovulatoria inferiores a 1 ng/ml (3.2 nmol/l). Coincidiendo con el pico de LH. los niveles de progeslerona sérica comienzan a aumentar, y aproximadamente de cuatro a seis días más tarde alcanzan un pico de entre 10 ng/ml y 20 ng/ml (31.8 nmol/l a 63.6 nmol/l). Tras permanecer más o menos estable durante cerca de una semana, las concentraciones de progesterona caen rápidamente hasta alrededor de 1 ng/ml (3,2 nmol/l) poco antes del inicio de la menstruación. Una concentración sérica de progesterona en la mitad de la fase luteínica de 5 ng/ml (15.9 nmol/l) o superior es un indicador satisfactorio de ovulación. En los



330



SECCIÓN II



•



hombres los niveles de progesterona son habitualmente inferiores a 1 ng/ml (3,2 nmol/l): dichos niveles son bastante constantes y ligeramente inferiores a los de las mujeres en la fase folicular del ciclo menstrual. En niños las concentraciones de progesterona son de alrededor de 0,3 ng/ml a 0.4 ng/ml (10,5 nmol/l a 12,8 nmol/l) hasta la segunda mitad de la pubertad, cuando aumentan cerca del 50%. Se ha evaluado la función luteínica midiendo la progesterona en una muestra de suero extraída a la mitad de la fase luteínica: un valor de 10 ng/ml (31,8 nmol/l) discrimina entre una función luteínica adecuada o inadecuada (Jordán, 1994). No obstante, dada la superposición de niveles de progesterona en individuos con función lútea normal y anormal, esta discriminación se ha cuestionado y todavía se hace necesaria la biopsia endometrial en la mitad de los casos (Kusuhara. 1992). Kusuhara también recomendó que se tomaran muestras de sangre durante las fases precoz, media y tardía de la fase luteínica para aumentar la detección de defectos de la función luteínica. En un gran estudio con 753 mujeres infértiles, Aisaka (1992) encontró, usando pruebas de estimulación, que la principal causa subyacente a una progesterona baja era la hiperprolactinemia, seguida por el síndrome de LH alta, en el que la relación LH/FSH es superior a 1. Pueden demostrarse defectos de la fase luteínica en numerosas pacientes, incluyendo las que presentan abortos de repetición, mujeres infértiles (March, 1995) y las que reciben clomifeno. Puede evaluarse la capacidad del cuerpo lúteo para secretar esteroides mediante la administración de hCG. Se administra una dosis diaria de 3 mg de dexametasona durante seis días, comenzando el tercer día de la porción hipertérmica de la fase lútea. En los días primero, tercero y quinto además se administran 5000 unidades de hCG por vía intramuscular. Los esteroides séricos y urinarios se miden antes y tras hCG; pueden usarse la progesterona o el estradiol séricos, los estrógenos urinarios o el pregnanodiol urinario. La respuesta normal es que el valor del último (sexto) dia de administración de dexametasona sea el doble del nivel basal (Franchimont, 1974). La progesterona puede monitorizarse indirectamente midiendo su metabolito pregnanodiol en la orina. Este ensayo tiene únicamente un interés histórico ya que actualmente se puede medir la progesterona directamente. El pregnanodiol urinario, que está conjugado como glucurónido casi en su totalidad, es hidrolizado y medido mediante colorimelria o cromatografía de gases, o medido directamente mediante radioinmunoensayo usando un anticuerpo altamente específico para el conjugado. Se han encontrado valores elevados de progesterona sérica o de pregnanodiol urinario en los raros pacientes con tumores feminizantes de las células intersticiales (de Leydig) del testículo (véase previamente en el epígrafe Estrógenos).



Andrógenos TestOSterona (Demers, 1999) Los testículos tienen dos funciones principales: 1) la espermatogénesis, o producción de células germinales; y 2) la esteroidogénesis, la síntesis y posterior secreción de hormonas androgénicas. En los hombres la LH se une a los receptores de las células de Leydig del testículo, favoreciendo la conversión del colesterol en testosterona (Fig. 16-5). Una vez que la testosterona se ha formado en la célula de Leydig, los capilares y las venas la conducen a la periferia, o bien atraviesa las células mioides del testículo para entrar en los túbulos seminíferos, donde participa en la espermatogénesis. La FSH es responsable de la activación de los túbulos seminíferos, que lleva a la producción de esperma (véase el Cap. 20) y a la conversión de la testosterona en estradiol. La testosterona que difunde desde las células de Leydig hasta los túbulos seminíferos se encuentra unida a proteínas ligadoras y está presente en concentraciones 20 veces superiores a las de la circulación periférica. En los túbulos seminíferos la testosterona estimula los espermatocitos primarios para que se transformen en espermatocitos secundarios y finalmente en espermatocitos jóvenes. La secreción testicular es responsable del 9 5 % de la testosterona circulante en los varones. Además de testosterona, los testículos secretan dihidrotestosterona, progesterona, 17-hidroxiprogesterona y androstendiona. En las mujeres la mayor parte de la testosterona sanguínea deriva del metabolismo de la androstendiona. El ovario y la glándula suprarrenal secretan directamente pequeñas cantidades de testosterona.



Q U Í M I C A CLÍNICA Cerca del 6 0 % de la testosterona circulante están unida estrechamente a la SHBG. una B-globulina sintetizada en el hígado, que también se une. aunque con menor afinidad, al estradiol y a otros esteroides que contengan un grupo 17-R-hidroxi. Se ha postulado que la testosterona libre es la que ejerce la retroalimentación sobre la LH a nivel hipofisario e hipotalámico, y que los metabolitos de la testosterona probablemente tengan un electo similar. Casi el 4 0 % de la testosterona está unida de forma laxa a la albúmina, y aproximadamente el 2% está en forma libre (no ligada). Un estudio ha indicado que no sólo la testosterona libre, sino también la fracción unida a albúmina, es capaz de atravesar la barrera hematoencefálica. Las hormonas y los fármacos que influyen en la unión de la testosterona son importantes porque modifican la testosterona libre (cuando hay un descenso en la SHBG se produce un aumento de la concentración de hormona libre, y un aumento en la proteina ligadora lleva a un descenso en la concentración de hormona libre). El exceso de hormonas tiroideas y hormona de crecimiento disminuye la concentración de SHBG y la concentración de andrógenos, mientras los estrógenos y el hipotiroidismo aumentan la SHBG. Los antiepilépticos aumentan la SHBG y disminuyen los niveles de testosterona libre (Dana-Haeri. 1982). La testosterona es metabolizada por la enzima 5r/-reductasa a otro andrógeno biológicamente activo, la dihidrotestosterona. Otros metabolitos de la testosterona incluyen la androsterona, la etiocolanolona y sus sulfatos y glucurónidos, así como el estradiol. En los hombres el 7 0 % de la dihidrotestosterona sérica deriva de la testosterona, pero en las mujeres la mayor parte proviene de la androstendiona. Los andrógenos tienen múltiples efectos en tejidos sexuales y no sexuales. La testosterona es el andrógeno dominante en el cerebro, la hipófisis, el riñon y el testículo, mientras la dihidrotestosterona es el andrógeno principal en la piel, la próstata, las vesículas seminales y el epidídimo. Los andrógenos producen un aumento de la masa corporal total, siendo algunos tejidos, como el músculo, el hueso, el riñon y la laringe, relativamente más sensibles a sus efectos. Los andrógenos también tienen un efecto específico sobre el crecimiento del vello. Bajo su influencia el vello de determinadas localizaciones se sustituye por pelo terminal, más largo, áspero y oscuro. La cantidad de andrógeno necesaria para el cambio depende de la raza, el sexo y la edad del individuo, así como de la localización del folículo piloso. Existe un patrón circadiano de secreción de testosterona. con los niveles máximos en el momento del despertar, pero este patrón desaparece con el envejecimiento. Durante periodos de estrés, por ejemplo por enfermedad, los valores séricos de testosterona disminuyen, pero el mecanismo de este descenso se desconoce. Aunque algunos esludios han demostrado un descenso de la testosterona sérica en los hombres relacionada con la edad, probablemente en individuos sanos no haya ningún descenso significativo con la edad. El crecimiento excesivo del vello corporal se denomina hirsutismo, y es un indicador biológico visible de secreción inadecuada de testosterona o de su precursor androstendiona. Etiológicamente, las dos categorías de hirsutismo -hirsutismo dependiente de andrógenos e hirsutismo no dependiente de andrógenos- pueden diferenciarse por la distribución corporal del vello. El hirsutismo dependiente de andrógenos se limita a la mejilla, el labio superior, el tórax y otras áreas sensibles a los andrógenos: el hirsutismo no dependiente de andrógenos, sin embargo, además de a estas áreas afecta a la frente, el abdomen, los brazos y las piernas. Algunas causas de hirsutismo no dependiente de andrógenos son la acromegalia, la irritación crónica de la piel y los anabolizantes. Las causas de hirsutismo dependiente de andrógenos se exponen en la Tabla 16-13. La enfermedad de ovario poliquistico es la más común. En estas pacientes la testosterona libre suele estar elevada; otras determinaciones menos fiables son la testosterona y dihidrotestosterona séricas, la androstendiona sérica, el sulfato de dehidroepiandrosterona (DHEAS) y los 17-cetoesteroides urinarios No obstante, por definición, la paciente con hirsutismo presenta un síntoma de hiperandrogenismo. También puede suceder que los niveles séricos de testosterona sean normales pero que su efecto en el folículo piloso esté aumentado debido a una excesiva actividad de la 5
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C a u s a s d e l h i r s u t i s m o d e p e n d i e n t e d e andrógenos



Causas ováricas Ncopiasicas T u m o r e s d e células d e S e r t o l i - L e y d i g ( a r r e n o b l a s t o m a ) T u m o r e s d e células d e l a g r a n u l o s a y e l e s l r o m a Gonadoblastoma T u m o r d e células l i p o i d e s N o neoplásicas Enfermedad por ovario poliquistico Hipertecosis H i r s u t i s m o idiopàtico



Alteraciones



suprarrenales



Neoplásicas Carcinoma suprarrenal A d e n o m a suprarrenal virilizante N o neoplásicas H i p e r p l a s i a s u p r a r r e n a l congènita Deficiencia de 21-hidroxilasa Deficiencia de 11-hidroxilasa Enfermedad de Cushmg Fármacos Andrógenos ( d a n a z o l f l u o x i m e s t e r o n a | H a l o t e s l i n | ) Derivados de la 19-nortestosterona



pacientes. De forma típica esta rara causa de hirsutismo se caracteriza por niveles básales elevados de testosterona (>200 ng.'dl) y DHEAS (>700 pg/dl). Generalmente la supresión con dexamelasona no normaliza la DHEAS ni los 17-celoesteroides urinarios en el carcinoma (Derksen, 1994). Se han usado pruebas dinámicas de supresión con dexametasona en el diagnóstico y en el tratamiento, pero con resultados conflictivos. Abraham publicó una serie (1981). Lo mismo puede decirse de la estimulación con ACTH, a excepción de la detección del defecto de 21-hidroxilasa. No obstante. Siegel (1990) encontró en una pequeña serie que la estimulación con ACTH era más útil que los niveles básales de hormonas para determinar la etiología del hirsutismo. por ejemplo la hiperplasia suprarrenal congénita de presentación tardía. Sugerían que esta prueba detectaba más fácilmente los defectos sutiles en la esteroidogénesis. Entre la mayor parte de nuestros endocrinólogos los anliandrógenos son el pilar del tratamiento independientemente de la causa, siempre que sea benigna. Por lo tanto, el objetivo principal es descartar la presencia de un tumor y tratar a continuación con antiandrógenos. El tumor se descarta mediante la determinación de los niveles séricos de testosterona total y DHEAS. La determinación de los niveles de prolactina ayudará a descartar un adenoma hipofisario sí la paciente refiere disfunción menstrual. La testosterona total puede medirse directamente con RÍA usando agentes que desplazan a la hormona de su unión a proteínas, con principios similares a los del ensayo de progesterona. Como alternativa se puede emplear un paso previo de extracción para purificar la muestra antes de la medición. Aunque este procedimiento lleva más tiempo, es mucho menos sensible a la SHBG y otras interferencias. Los anticuerpos reactivos usados para medir testosterona están sujetos a una gran reactividad cruzada con la dihidrotestosterona. Esto no representa un problema cuando se desea evaluar los andrógenos. Es mas, la testosterona esta presente en concentraciones mucho mayores que sus melabolítos. El danazol, un andrógeno sintético utilizado para el tratamiento de la endometriosis, también presenta reactividad cruzada con algunos anticuerpos usados para estimar la testosterona, lo que eleva sus valores (Sharp, 1981). En ensayos sin reactividad cruzada, pueden verse valores bajos porque el danazol desplaza a la testosterona unida a SHBG. Otros esteroides sintéticos que desplazan a la testosterona de la SHBG son la melíltestosterona. la fluoximesterona y el norgestrel. El intervalo de referencia para niños prepuberales es de menos de 1,0 ng/ml (3,5
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nmol/l) en niños y de menos de 0,4 ng/ml (1,4 nmol/l) en niñas. En adultos, los valores de referencia son de menos de 3.0 ng/ml (10.4 nmol/l) en hombres y de menos de 0.8 ng/ml (2.8 nmol/l) en mujeres. Valores bajos en varones sugieren hipogonadismo. como ocurre en el síndrome de Klinefelter; hacen necesaria una evaluación más completa con determinaciones de gonadotropinas para localizar el origen del hipogonadismo. En las mujeres, valores de testosterona superiores a 1,6 ng/ml (5,5 nmol/l) suelen ponerse de manifiesto como virilización. Aunque las mujeres virilizadas con tumores suprarrenales y ováricos productores de andrógenos suelen tener niveles séricos de testosterona superiores a 2.5 ng/ml (8,7 nmol/l), se han descrito algunas pacientes con concentraciones inferiores (Muechler, 1978). En el diagnóstico diferencial de los valores elevados hay que tomaren consideración las interferencias con el ensayo (Young, 1990). El ensayo directo puede comprobarse con un método que emplee un paso previo de extracción. como otro inmunoensayo, HPLC o cromatografía de gasesespectroscopia de masas (GC-MS). Algunas personas prefieren las determinaciones de testosterona libre en suero porque se correlacionan mejor con la actividad biológica que la testosterona total. No obstante, como afirmábamos antes, la evaluación clínica mostrará hiperandrogenismo. La testosterona en saliva se propuso como muestra alternativa (Osredkar. 1989), por la facilidad para su obtención y porque en teoría representaría una determinación fisiológica de testosterona libre de proteínas. Este método no se ha usado mucho, debido a problemas como por ejemplo valores de testosterona en saliva superiores a los de testosterona libre en suero (Ruutiainen. 1987). Se han empleado mucho metodos indirectos, en los que la testosterona libre se estima como el producto de la concentración de testosterona total y la fracción de testosterona libre en el suero, pero la mayoría de estos métodos tienen una o más deficiencias. Los métodos de los que más se ha publicado son la diálisis de equilibrio y la ultrafiltración. Un rango típico de concentraciones de testosterona libre en individuos sanos según Molí (1981) es de 1,5 pg/ml a 11.4 pg/ml (5,2 pmol/l a 39,5 pmol/l) en m o e r e s en edad fértil y de 56 pg/ml a 240 pg/ml (204 pmol/l a 832 pmol/l) en hombres. La determinación de testosterona biodisponible ha sustituido en algunas instituciones a los ensayos de testosterona libre y total (P.J. Howanitz. comunicación personal. 1995).



17-Cetoesteroides Los 17-cetoesteroides (17-KS) son un grupo de compuestos esteroideos con una celona en la posición C-17 del núcleo esteroide. Esta clase se considera esencialmente la misma que los 17-hidroxicorticosteroides. con la excepción de una pequeña fracción de compuestos C21-metil y C20-ceto medidos por la reacción de Porter-Silber. Históricamente supusieron un gran ahorro de tiempo respecto a los bioensayos de corticoides suprarrenales. No obstante, junto con los 17-hidroxicorlicoides, deben abandonarse. El desarrollo de inmunoensayos específicos para cortisol, testosterona, dehidroepiandrosterona y otros son marcadores más específicos y sensibles (Rudd, 1985). En las mujeres, las glándulas suprarrenales secretan la mayor parte de estos compuestos, mientras en los hombres las glándulas suprarrenales son responsables solamente de dos tercios y el tesliculo del resto. La determinación de 17-KS fue importante por sus propiedades androgénicas. La principal contribución a los 17-KS es la del sulfato de dehidroepiandrosterona (DHEA-sulfato) que puede medirse directamente mediante inmunoensayo. Por tanto hoy en día se utiliza el sulfato de DHEA como sustituto de los 17-KS (Howanitz, 1995). Los 17-KS no miden específicamente los andrógenos. y dejan de lado los más importantes. Por ejemplo, los andrógenos androsterona y dehidroepiandrosterona son medidos como 17-KS. pero la etiocolanolona, que también es medida, carece de electos androgénicos. La estructura de estos compuestos se muestra arriba. Los andrógenos más potentes, la testosterona y la dihídrotestosterona, no son medidos como 17-KS, Compuestos como los estrógenos resultan medióles en teoría, pero no en la práctica ya que se eliminan durante el procedimiento de extracción. La medición de 17-KS necesita una oxidación selectiva y una reducción de los esteroides. La mayor parte de los 17-KS se excretan como sulfatos o conjugados con glucurómdos. Antes de la extracción, los conjugados se lisan con acido y se hacen reaccionar con m-dmitrobenceno y un álcali alcohólico para
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dar lugar a un color rojo púrpura que absorbe la luz con un máximo en 520 nm (reacción de Zimmermann). Cuando el grupo ceto está en otro carbono, por ejemplo el grupo 3-ceto de la progesterona, se produce un color menos intenso con un máximo de absorción dilerente en la reacción de Zimmermann. La interferencia de otros cromógenos hizo que se desarrollaran métodos que mejoraban la especilicidad. Se han usado extracciones para eliminar los cromógenos que interfieren, o una fórmula matemática relacionada c o n las diferentes longitudes de onda cercanas al pico de absorción (corrección de Allen) que minimiza el problema. Aun así, múltiples fármacos aumentan o disminuyen de forma espuria los valores de 17-KS, como la carbamacepina, la cefalotina y el ácido tiaprofénico (Nahoul, 1979). Los valores elevados de 17-KS en orina se asocian a algunos tumores suprarrenales, testiculares y ováricos, el síndrome de Cushing, algunos síndromes de hiperplasia suprarrenal congenita (véase previamente, en el epígrafe Enfermedades congénitas por deficiencia de enzimas de la corteza suprarrenal) y el embarazo. No obstante, la detección de precocidad sexual debida a tumores de células de Leydig y de hiperplasia suprarrenal congenita no es buena. Se produce una disminución de 17-KS tras la suprarrenalectomía o la castración, en la enfermedad de Addison, el síndrome nefrótico y el hipotiroidismo.
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Farmacocinética



La loxicología es el estudio de las sustancias exógenas que se introducen en el cuerpo. Todos los métodos de análisis explicados en el resto del libro tratan de determinar la presencia y los niveles de sustancias naturales implicadas en las funciones corporales normales. En este capítulo se analizan los efectos biológicos y los métodos de delección de compuestos químicos exógenos, que tienen una profunda influencia sobre las funciones corporales, a menudo nociva, aunque también pueden producir un beneficio terapéutico. Le evolución de los últimos años ha dividido la toxicología en cuatro áreas. Las dos primeras son la detección de las drogas y la determinación de los niveles de fármacos administrados a los pacientes. También se ha descubierto que ciertos compuestos ambientales mutagénicos y cancerígenos, como el benzopireno y el acetilaminofluoreno. causan mutaciones en secuencias criticas del ADN humano, lo que lleva al desarrollo de cánceres. En la revolución de la biología molecular que se está produciendo, este campo se ha expandido hacia la detección de ciertos marcadores como secuencias de ADN anormales, la presencia de proteínas mutadas o la presencia de carcinógenos unidos a ADN. Por último, los individuos están expuestos a una variedad de toxinas como el monóxido de carbono, la cianida, los metales, etc. cuya detección es vital para que los médicos sean capaces de revertir sus efectos fisiológicos adver-



sos. En este capítulo se trata cada una de estas áreas de la toxicologia. poniendo especial énfasis en la detección de drogas y toxinas en los fluidos corporales.



TÉCNICAS BÁSICAS PARA LA DETECCIÓN DE DROGAS Y FÁRMACOS EN SUERO Y ORINA Las técnicas utilizadas para la detección de la presencia y/o los niveles de determinadas drogas o fármacos (usaremos la palabra "drogas" en todo este apartado para referirnos a ambas sustancias) son de dos tipos principales: inmunoquimicas y cromatográficas.



Métodos inmunoquímicos Actualmente la mayoría de las pruebas de drogas se llevan a cabo utilizando el denominado inmunoensayo homogéneo. El término homogéneo hace referencia al hecho de que estos ensayos se llevan a cabo en un solo paso (es decir, sólo se utiliza un anticuerpo en el proceso). Esta tecnología ha revolucionado la toxicologia, ya que permite llevar a cabo de forma rápida un
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Figura 17-1. Métodos homogéneos para la delección cualitativa o cuantitativa de los niveles de drogas en los Huidos corporales. A. En la técnica inmunología mediada por enzima (EMIT) se utiliza como marcador un compleio droga-enzima. Cuando se une al anticuerpo antidroga, se bloquea el sitio activo de la enzima (unida a droga). En consecuencia, cuando se añade sustrato no se produce reacción, como se muestra en la Parte 1. Sin embargo si. como ocurre en suero, hay droga libre presente, algunos (o la mayoria) de los complejos enzima-droga se separan de los anticuerpos antidroga. Ahora los sitios activos de los complejos enzima-droga liberados están libres y el sustrato sigue la reacción, como se indica en la Parle 2. B En el método de polarización de la lluorescencia (FPIA). la aproximación general es la misma que en A salvo en que en este método la droga está unida a un marcador fluorescente. Cuando el complejo droga-marcador se une al anticuerpo antidroga, su fluorescencia se polariza en un componente paralelo y uno perpendicular. Cuando es desplazado por la droga libre, como la que se encuentra en suero u orina, el complejo droga-marcador es desplazado del anticuerpo antidroga, lo que da lugar a una disminución de la polarización de la fluorescencia.



análisis de los constituyentes de sangre y orina. La técnica se muestra esquemáticamente en la Figura 17-1 A. Aquí se muestran ejemplos de dos tipos de ensayos. En el primero, la técnica inmunológica mediada por enzima o inmunoensayo por multiplicación de enzimas (EMIT), la droga se une covalentemente a una enzima como la fosfatasa alcalina. Cuando el complejo drogaenzima se incuba con un anticuerpo (generalmente monoclonal) contra la droga, la actividad de la enzima disminuye significativamente como resultado del bloqueo del sitio activo de la enzima por el anticuerpo. Cuando, como en



la Figura 17-1 A, la droga exógena (tal como se encuentra en suero) se añade al complejo inmune, esta droga exógena compite con el complejo droga-enzima por el anticuerpo. La liberación del complejo droga-enzima hace que aumente la actividad enzimática. Concentraciones crecientes de droga en suero dan lugar a un aumento de la actividad enzimática observada. En esta metodología ha sido pionera la corporación Syva (Palo Alto, CA); la técnica se ha aplicado para el control tanto de fármacos como de drogas. El inmunoensayo de polarización de la fluorescencia (FPIA) es el segundo tipo de ensayo
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homogéneo y se muestra en la Figura 17-1B. Este método es especialmente sencillo y elegante. En vez de unirse a la enzima, como en la Figura 17-1 A. la droga se une covalentemenle a una molécula fluorescente. Si la molécula fluorescente se excita con luz polarizada y es estacionaria (es decir, no rota en solución), emitirá luz fluorescente como un fluoróforo. Sin embargo, si el fluoróforo rota cuando está libre en la disolución, perderá la polarización. No obstante, si el fluoróforo está unido a una macromolécula, por ejemplo a un anticuerpo, la polarización es resistente, ya que al estar unido a un anticuerpo que no rota, permanece relativamente estacionario. En estos ensayos, la droga unida al marcador se incuba con el anticuerpo. Por supuesto, la polarización de la fluorescencia de la droga marcada es elevada, puesto que el marcador fluorescente está relativamente inmovilizado unido al anticuerpo contra él. Al añadir droga exógena. como la que se encuentra en suero, a la mezcla de reacción se da lugar al desplazamiento de algunas de las moléculas de droga marcadas, como se muestra en la Figura 17-1B Estas moléculas desplazadas pueden ahora rotar libremente en solución. Esto da lugar a una disminución de la polarización de la fluorescencia. Esta disminución está directamente relacionada con la concentración de la droga en suero. Este ensayo puede detectar niveles de drogas del orden nanomolar y es muy sensible y específico. Tanto los laboratorios Abbot (Chicago. IL). con los analizadores TDX y AXSYM. como los laboratorios Roche Diagnostic (Nutkey. NJ), con los analizadores COBAS y INTEGRA, son pioneros en esta técnica, más efectiva, de control de una amplia variedad de drogas y fármacos.



Unión de drogas a anticuerpos En los dos métodos homogéneos que acabamos de explicar previamente existe una relación no lineal entre la concentración de droga en suero y la respuesta del sistema, es decir, el color que resulta de la reacción enzimática (Fig. 17-1 A) o la disminución de la polarización de la fluorescencia (Fig. 171B). Esta no linealidad de la respuesta se debe al fenómeno de unión (es decir, la droga ha de unirse al anticuerpo para ser detectada). Este fenómeno se puede expresar por el siguiente equilibrio: D+D'-Ac^D-Ac + D'



(17-1)



donde D es la concentración de droga en suero. D' es el "marcador'de la droga (es decir, la droga unida a la enzima o a la molécula fluorescenle) y Ac es el anticuerpo. La concentración de D' libre es igual a D - Ac, puesto que ambos son equimolares. La concentración de D - Ac está, a su vez. relacionada con ü. cuanto más Desté presente, más D - A c s e formará. Sin embargo, dado que la concentración de Ac es fija en un experimento determinado, a concentraciones suficientemente altas de D, lodo el Ac estará saturado, de modo que cuando las concentraciones de D son muy altas no se puede formar más D - Ac. La relación entre D y D- Ac viene dada por la expresión de Langmuir: r=(D-Ac)/(Ac,) = nkDI(kD+\)



(17-2)



donde {Ac.) es la concentración total de anticuerpo, k es la constante de equilibrio para la formación del complejo D- Ac, n es el número de sitios de unión por molécula de anticuerpo y D está definido más arriba. La Ecuación 17-2 es muy similar a la ecuación de Michaelis-Menten que se discutió en el Capítulo 15, excepto en que aquí no hay paso catalítico. Esta ecuación muestra que la concentración de D-Ac es no lineal en D excepto cuando * D « 1 . Cuando kD»] se alcanza la saturación. Esta ecuación puede linealizarse de la forma usada por un gráfico de Scatchard, es decir: r/D=nk-kr



(17-3)



donde se representa r/D frente a r. Dados los resultados de un grupo de experimentos, se puede trazar la linea de mejor ajuste según el método de mínimos cuadrados y determinar los valores de n y k. Una vez que se conocen los valores de n y k. se puede calcular directamente el valor de D para cualquier valor de r a partir de la Ecuación 17-3. Los dos problemas que pueden surgir al usar la Ecuación 17-3 provienen de que los anticuerpos a menudo no son homogéneos, de modo que el gráfico de Scatchard no es lineal, y de un posible bloqueo de los sitios libres de los anticuerpos por moléculas de droga en inmunoensayos de fase sólida. El primer problema fue resuelto por Rodbard (1971). aplicando el análisis men-
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cionado anteriormente a un equilibrio de unión múltiple. Este es el análisis que realizan normalmente los microprocesadores que analizan las curvas de calibración en los inmunoensayos. El segundo problema se ha abordado utilizando diferentes aproximaciones teóricas (Pincus, 1981). La Ecuación 17-3 ilustra el principio básico de cómo los resultados de los inmunoensayos para drogas en suero se transforman en concentraciones de drogas en suero.



Técnicas cromatográficas Los procedimientos cromatográficos se han aplicado principalmente a la detección cualitativa de drogas y toxinas en menor medida a la determinación de los niveles de fármacos. Los tres métodos más importantes son la cromatografía de capa fina (TLC, de Ihin-layer chromatography), la cromatografía en fase líquida de alta resolución (HPLC, de high-pedormance liquid chromatography) y la cromatografía de gases-espectroscopia de masas (GC-MS. de gas chromatography-mass spectroscopy). Aunque la GC-MS se considera el método de referencia para la detección y cuantificación de drogas volátiles y venenos, se están desarrollando nuevas técnicas analíticas como la electroforesis capilar (CE. de capillary electrophoresis) y la cromatografía liquidaespectroscopia de masas (LC-MS. de liquid chromatography-mass spectroscopy). Estas técnicas se explicarán por separado.



Cromatografía de capa fina Utilizando este método se pueden separar muchos compuestos según sus afinidades relativas por una fase polar estacionaria sólida (normalmente un silicato hidratado) y una fase móvil líquida no polar (como un 10% de melanol en cloroformo). Dependiendo de estas afinidades, los diferentes compuestos serán adsorbidos por el silicato hidratado en diferentes posiciones a medida que el disolvente no polar migra a lo largo del silicato hidratado estacionario. El principio se ilustra en la Figura 17-2. Para un sistema disolvente determinado, el ratio de la distancia recorrida por el compuesto frente a la distancia recorrida por el frente de disolvente es constante para cada compuesto y puede usarse para identificar al compuesto en una mezcla. Este ratio se denomina d. Esta técnica es de capital importancia para la identificación de drogas de abuso, que pueden separarse unas de otras por medio de la TLC. Ahora se dispone de kits para utilizar este método facilitados por Toxi-lab (Irvine. CA) que facilitan al usuario tiras de silicato, disolventes de extracción y soluciones de revelado.



Procedimientos de Toxi-lab Los procedimientos utilizados para procesar especímenes por medio de esta técnica resumen las características esenciales de la identificación de drogas. Primero, el mejor espécimen para la detección de drogas es la orina, ya que se pueden recoger grandes cantidades de este Huido corporal de forma no traumática. Una vez que se ha recogido el espécimen, se somete a procedimientos de extracción. En estos procedimientos se separan las drogas acidas de las básicas. Casi todas las drogas ilícitas son drogas básicas, concretamente derivados de las aminas. Entre las drogas "acidas" importantes se encuentran casi exclusivamente los barbitúricos. Las drogas básicas se cargan en solución acuosa debido al equilibrio que se expresa en la Ecuación 17-4 A. R - N H i- H- £ R - NH ?



(17-4A)



3



RNH - + OH JZ RNH + H 0 3



?



?



(17-48)



en la que RNR, representa a una amina primaria (las aminas secundarias y terciarias exhiben el mismo equilibrio). La forma "ion-amonio" (a la derecha de la Ecuación 17-4A) es soluble en agua pero no en disolventes orgánicos no polares. Sin embargo, la base con el grupo ammo libre (lado izquierdo de la Ecuación 17-4A) es soluble en disolventes orgánicos no polares. Los procedimientos de extracción para aislar las drogas básicas están dirigidos al tratamiento de la orina con bases de modo que cantidades significativas de drogas básicas queden en forma no cargada (base con grupo ammo libre, Ecuación 17-4B). Esta forma puede entonces ser extraída en una fase orgánica no polar y ser aplicada a la tira de silicato. Para las drogas acidas se lleva a cabo el procedimiento inverso (es decir, son tratadas con ácidos y extraídas con disolventes no polares). En la práctica se añade a la mezcla orgánica de
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Frente del disolvente en la tira de silicato



Puntos de migración; se muestran c o m o d i s t r i b u ciones gaussianas de las muestras A y B El estuche que recubre y asegura que la presión del vapor se mantenga constante



Tanqueta de d i s o l v e n t e



Figura 17-2. Ilustración del principio de la cromatografía de capa fina (TLC). Dos solutos, A y B, se aplican a la tira polar de silicato. A es más polar que B y, por tanto, tiene más afinidad por la fase estacionaria polar que por la fase móvil no polar (normalmente metanol en cloroformo). Más aun, esta afinidad relativa de A es mayor que la afinidad de B por la fase polar. En la tira, por tanto. A queda más cerca del punto de aplicación y B migra más.



Puntos de aplicación de la muestra



extracción un pequeño disco de papel y a continuación se evapora el disolvente, de modo que todas las drogas básicas se adsorban en el disco de papel. El disco se aplica entonces a un extremo de la tira de silicato y la tira se coloca en el disolvente no polar para la migración. Se utiliza una tira distinta para cada extracción, la tira A se usa para las drogas básicas y la B para las drogas acidas. La principal utilidad de la tira B es la detección de barbitúricos. como se analizará más adelante.



Identificación de drogas específicas Después de la separación de las drogas es necesario identificarlas. Este objetivo se logra sometiendo las drogas a reacciones colorimétricas estándar para cada compuesto. En este procedimiento, para drogas básicas, simplemente se sumerge la tira sucesivamente en tres disolventes diferentes, lo que produce como resultado patrones característicos de color para cada droga. La tira también se ilumina con luz ultravioleta (UV), lo que excita la fluorescencia determinados compuestos. Para las drogas acidas extraídas en la tira B se utilizan procedimientos similares. Como se muestra en la Figura 17-3A, que procede del libro de patrones de referencia de Toxi-lab. cada droga se puede identificar no sólo por su rf. sino también por su color y sus cambios de color característicos con cada reactivo. Estos patrones son reforzados por las características de fluorescencia. Como ejemplo, véase en la Figura 17-3A que la morfina, el principal metabolito de la heroína, tiene una rf típica de 0,14 y un característico color rojo en el primer disolvente que desaparece en el segundo disolvente, el agua (esto último no se muestra). Se trata de un compuesto no fluorescente. Si una o más de estas características no coinciden con el patrón, existirían grandes dudas a la hora de identificar este punto como morfina. Si se reúnen todos los criterios aumentan la sensibilidad y la especificidad del método.



Fiabilidad del método Dado que la identificación de cada droga se basa en cambios de color cualitativos y/o en la presencia de fluorescencia, la sensibilidad del método está limitada por la capacidad de detectar estos cambios a simple vista. En la práctica, el nivel de detección es del orden de 1 ug/ml de compuesto en la tira. La principal utilidad del método cromatográfico es confirmatoria (es decir, la confirmación del resultado positivo de un inmunoensayo). A menudo se utilizan los dos métodos sobre un mismo espécimen. El principal problema de estos métodos es que los procedimientos de extracción en ocasiones no son eficientes, de modo que el disco adsorbe can-



tidades insuficientes de droga. Además, los procedimientos de extracción y evaporación consumen bastante tiempo, requiriéndose aproximadamente media hora para el proceso completo. Otro problema es que la cocaína produce varios metabolitos polares (p. ej., la eegonina) que apenas mígran, quedando muy cerca del origen, de modo que a veces es difícil detectar la presencia de esta droga debido a que se ha transformado íntegramente en sus metabolitos antes de la excreción. También puede existir alguna dificultad para distinguir entre varios opiáceos, como entre la morfina y otros opiáceos, dado que los valores de rfde estas drogas pueden estar muy cerca unos de otros (véase Fig. 17-3A). No obstante, el personal experimentado puede distinguirlos en la mayoría de los casos. Además, los cambios de color y los valores de rf de algunos fármacos pueden ser similares a los de algunas drogas ilícitas. Un caso es el de ciertas antihistaminas. que en la tira A son muy similares a las anfetaminas.



Cromatografía en fase líquida de alta resolución La cromatografía de capa fina permite la detección cualitativa directa de drogas de forma panorámica. La HPLC permite la detección cuantitativa de drogas y una separación más fina de las mismas. En la HPLC. la fase estacionaria, que puede ser bien polar (ácido silícico) o bien no polar (como en las columnas C-18), está compuesta en una cromatografía en fase invertida de partículas ultrafinas y uniformes que aumentan enormemente su área de adsorción. Esta fase estacionaria se sitúa en una columna. La resistencia al flujo de esta columna es alta, de modo que se requieren presiones elevadas para desarrollar tasas de flujo constante razonables. En el instrumento de HPLC de Waters (Millipore Corporation, Medlord, MA) se ejerce una presión constante en la columna usando dos bombas que operan de forma que, mientras una se retira, la otra empuja (es decir, operan 180° fuera de fase). La elución de la columna se monitoriza a través de varios detectores que van desde detectores multilongitud de onda UV a electrodos detectores de potencial redox. La práctica habitual al llevar a cabo una HPLC cuantitativa es usar un control interno, es decir, un compuesto similar en estructura a la(s) droga(s) de interés, que se añade al espécimen a analizar en una concentración conocida. Sabiendo la cantidad de este marcador o control interno que se añade a la columna y la cantidad que se recupera en la elución se puede calcular el porcentaje de recuperación de la columna para este compuesto y. por extrapolación, para todas las drogas de interés cuyas concentraciones se están cuantificando. Por tanto, esta técnica se puede ajustar para las pérdidas debidas a la columna (además de para las pérdidas debidas a los procedimientos
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de extracción). La HPLC se ha utilizado habitualmente para la cuantificación de fármacos específicos, pero se ha descubierto que también es útil para la detección de cocaína y heroína en orina. La sensibilidad del método se encuentra en el rango de nanomolar a micromolar. Unos de las utilidades más importantes de la HPLC es la separación y cuantificación de los antidepresivos tricíclicos y sus metabolitos. Estos se encuentran entre los fármacos más frecuentemente prescritos y también se usan, en exceso, como drogas en intentos de suicidio. A menudo es necesario determinar, no sólo los niveles del antidepresivo tricíclico, sino también los de sus metabolitos activos e inactivos, de los que se hablará más adelante. La Figura 17-4 muestra una separación típica en una columna de silicato. La protriptilina, un compuesto tricíclico inactivo, es el control interno. Queda claro que la separación de los metabolitos y los compuestos de los que proceden es muy fina. Esta separación es completamente reproducible. Una variación reciente de la cromatografía de capa fina que incluye las ventajas de la HPLC es la electroforesis capilar (CE) (Tagliaro, 1998; Shihabi, 1993). En este método un tubo capilar, relleno de silicato, de entre 10 y 100 pm de diámetro y entre 100 y 1000 mm de longitud se utiliza como soporte sólido en un aparato de electroforesis. En este caso, la fuerza conductora de la separación es el voltaje (del orden de 25 kV) en vez de la presión, como en el caso de la HPLC. Las separaciones son muy finas debido a la enorme superficie. El sistema es muy versátil y puede utilizarse para separar proteínas séricas y moléculas pequeñas. La CE posee un espectro analítico muy amplio (incluyendo biopolímeros, pesticidas, compuestos aromáticos, drogas, iones inorgánicos, etc.) debido a su gran versatilidad en términos de modos de separación. Las diferencias en la selectividad del análisis se basan en diferencias en los principios fisicoquímicos de la separación, sin que existan cambios en los elementos instrumentales, una clara ventaja de esta técnica. La electroforesis capilar en
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zona, la cromatografía capilar electrocinética micelar (MECK), la isotacoforesis capilar, el enfoque isoeléctrico capilar, la electrocromatografía capilar y la electroforesis capilar en gel son diferentes métodos de separación utilizados en las separaciones por CE. Por ejemplo, añadiendo detergente al tampón, como en la MECK, se formarán micelas. Un compuesto neutro (como un pesticida) formará micelas que lo aislen del detergente y el complejo se separará dependiendo de la movilidad/carga de la micela. Debido fundamentalmente a la necesaria desproteinización de la muestras, la técnica aún no ha alcanzado un uso tan extendido en toxicología clínica como los inmunoensayos discutidos anteriormente, pero se uliliza habitualmente en los estudios toxicológicos forenses.



Cromatografía de gases-espectroscopia de masas El campo de las pruebas de drogas se ha convertido en una de las áreas de los laboratorios clínicos que se desarrollan más rápidamente, debido al uso tan extendido (y siempre creciente) de estas drogas entre amplios segmentos de la población activa. En vista de la necesidad creciente de exámenes habituales de búsqueda de drogas, se ha hecho necesario disponer de técnicas de referencia para confirmar los resultados obtenidos por métodos de búsqueda como el EMIT y la TLC. La GC-MS ha demostrado ser ese método de referencia debido a su gran sensibilidad y a su fiabilidad. Esta metodologia, como su nombre indica, incluye dos técnicas: la cromatografía de gases y la espectroscopia de masas. En la primera, los compuestos se calientan directamente para que pasen a estado gaseoso o se derivan para hacerlos más lábiles y facilitar su paso al estado gaseoso por calentamiento. Entonces pasan por una columna que contiene la fase estacionaria, que a menudo es un líquido, generalmente un hidrocarburo o un derivado del aceite de silicona, que
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Figura 17-3. Mueslra de los patrones típicos de separación de las drogas más importantes (y de algunos fármacos) en una cromatografía de capa fina de Toxi-Iab. A. Separación tipica de las drogas básicas en la tira A y cambios característicos de color. 8, Separación de las drogas más acidas en la tira B con sus cambios característicos de color. (La ilustración continúa en la página siguiente)
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Figura 17-3. Continuación. El uso más importante de la tira B es identificar la presencia de barbitúricos.



baña un soporte sólido de la columna y ofrece una amplia superficie de absorción. La separación se basa, esencialmente igual que en la TLC, en la capacidad de cada compuesto de ser adsorbido por la fase estacionaria, lo que depende en parte de la solubilidad relativa de los compuestos en la



Amitriptilina



Imipramina Nortriptilina Desipramina Protriptilina (control interno)
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12,0 (min)



Figura 17-4. Esquema de una separación típica de los antidepresivos triciclicos mayores en cromatografía en fase liquida de alta resolución (HPLC). Se puede llevar a cabo una separación completa en 12 minutos. La concentración de cada fármaco es del orden de 100 ug/ml.



fase gaseosa frente a la fase líquida. Normalmente, los compuestos que eluyen de la columna se pueden detectar por medio de técnicas convencionales, tal y como se han descrito previamente, salvo que. una vez que los compuestos se encuentran en la fase gaseosa en la que son calentados, se puede aprovechar otra característica del sistema: la capacidad de los compuestos que son calentados a altas temperaturas de perder o ganar electrones. A altas temperaturas, los electrones de alta energía de un compuesto (es decir, los de menor potencial de ionización) se pueden excitar, de modo que la molécula pierde los electrones y adquiere carga eléctrica. Este proceso puede facilitarse por medio de técnicas como el bombardeo de electrones en cámaras especialmente diseñadas que crean directamente moléculas ionizadas. La mayoría de estas moléculas ionizadas son cationes simples. En general, diferentes moléculas ionizadas tienen diferentes tamaños y diferentes pesos moleculares. Estas moléculas ionizadas se descomponen en fragmentos característicos cuyos ratios respecto a otros y cuyas posiciones de migración relativa frente a las de otros compuestos también son constantes. Las moléculas ionizadas pasan entonces a través de un campo eléctrico generado por cuatro varillas sometidas a corrientes rápidamente alternantes, el denominado detector cuadripolar. Dependiendo de cómo se module el campo, sólo ciertas moléculas ionizadas, con ratios masa/carga específicos, podrán pasar a través del campo hasta el detector. Por tanto, las moléculas ionizadas se pueden separar según su peso molecular o, más exactamente, según su ratio masa/carga. El diseño general de la GC-MS se muestra en la Figura 17-5. La presencia de una molécula ionizada en la placa es detectada por un sistema detector multiplicador de carga. La técnica de la GC-MS se ha refinado enormemente. Cada molécula ionizada creada en la fase gaseosa puede sufrir cambios posteriores, como reacciones de eliminación de fragmentos y de reordenación para rendir pequeños fragmentos que, a su vez, se ionizan y tienen patrones de descomposición característicos. Se han determinado los
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Figura 17-5. Cuadro esquemático de los componentes del instrumental de la cromatografía de gases-espectroscopia de masas (GC-MS). A la izquierda de la figura se encuentra el sistema de cromatografía de gases, en la que un compuesto volatilizado se mueve a través de una columna lormada por anillos recubiertos por un líquido transportado por un gas inerte. Los compuestos C, B y A se separan en esta columna y son mantenidos en la fase gaseosa por el horno que rodea la columna Los compuestos separados entran entonces en el espectrómetro de masas del lado derecho de la figura, donde se someten a un bombardeo de electrones, dando lugar a especies moleculares ionizadas. Estas especies ionizadas son entonces aceleradas en un campo y pasan a través de un campo eléctrico cuadripolar. Sólo los iones que se encuentran dentro de un estrecho rango de ratios masa carga (ratios rrve) pasan a través del campo (adecuadamente modulado), y llegan al detector. Las corrientes eléctricas resultantes son digitalizadas y almacenadas en un ordenador que analiza los datos (véase Davis. 1989).



patrones de miles de compuestos, y la posición de la molécula ionizada original y de los Iragmentos de descomposición producen una huella (fingerpnnt) única para cada compuesto. Estos patrones se almacenan en un ordenador, de modo que cuando se obtiene el patrón de un compuesto o grupo de compuestos desconocido, este patrón se compara con los almacenados para identificar el(los) compuesto(s) de interés. Esta metodología ha obtenido un



gran éxito en la detección de cocaína y sus metabolitos. incluso en cantidades muy bajas, en los Huidos corporales. En la Figura 17-6 se muestra un patrón tipico de cocaína. Puesto que una Única especie molecular ionizada puede producir corrientes significativas en el detector, es posible delectar niveles muy bajos de drogas, lo que ha hecho de esta técnica el método de referencia y la mejor prueba confirmatoria disponible en este momento.



Figura 17-6. Fragmentograma de la cocaína obtenido utilizando cromatografía de gases-espectroscopia de masas (GC-MS). El espécimen es la orina. La figura muestra los picos característicos de los metabolitos de la cocaína (Cortesía del Dr Chip Walls, Onandaga County. NY, Medical Examiners Office).
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Cromatografía liquida-espectroscopia de masas (Maurer. 1998; Niessen, 1995) Como se explicó anteriormente, la GC-MS es el método de referencia para la identificación de compuestos volátiles. Los compuestos no volátiles, sin embargo, pueden identificarse utilizando la LC-MS. Sin embargo, a diferencia de lo que ocurre en la GC-MS, el acoplamiento de LC y MS requiere elementos más sofisticados de acoplamiento entre los componentes de ambas. El elemento de acoplamiento debe volatilizar los compuestos no volátiles que se han separado en la LC, eliminar el disolvente liquido de la LC y corregir la incompatibilidad de tasas de flujo entre LC y MS. Recientemente, dos métodos de acoplamiento, el electrospray (ES) y la ionización química a presión atmosférica (APCI, de atmospheric pressure chemical ionization), se han convertido en los métodos de referencia para la LC-MS. Ambos métodos se utilizan con aparatos de ionización a presión atmosférica que facilitan la eliminación de la fase móvil. Se diferencian principalmente en el rango de compuestos que pueden analizar y en la forma de vaporizar la fase disolvente. Los compuestos ionizables de alto peso molecular y/o alta polaridad pueden analizarse con ES, mientras que el APCI se usa para compuestos de polaridad moderada y menor peso molecular. La LC-MS puede utilizarse para confirmar resultados positivos de pruebas de búsqueda de varios compuestos y se ha utilizado para la confirmación de pruebas de detección de drogas y de agentes venenosos en intoxicaciones crónicas o agudas, de identificación y cuantificación de fármacos, así como de estudios farmacocinéticos y de metabolismo de fármacos. Aunque la LC-MS tiene limitaciones significativas cuando se la compara con la GC-MS, ha sido una potente técnica en la toxicología analítica y un método complementario de la GC-MS.



Detección sistemática de drogas ilícitas En la mayoría de los estados de Estados Unidos se han reconocido dos niveles en las pruebas de drogas: las pruebas de urgencias y las pruebas forenses. Las primeras son pruebas de búsqueda rápidas, principalmente EMIT (o FPIA) y TLC. El proposito de este tipo de pruebas de búsqueda es detectar la presencia de una o varias drogas en la orina del paciente. Raramente se usan para este propósito procedimientos cromatográficos más sofisticados como HPLC y GC-MS. Por otro lado, las pruebas forenses requieren no sólo pruebas de búsqueda, sino también un método confirmatorio independiente, que casi siempre es GC-MS y menos frecuentemente H P L C Es importante tener en cuenta que la ley considera válido cualquier método confirmatorio siempre que se trate de un método completamente diferente del primero. Por tanto, la TLC puede confirmar el EMIT, mientras que el FPIA no puede confirmarlo, ya que tanto EMIT como FPIA son métodos inmunoquímicos. Otro importante avance legal que se ha producido en las pruebas forenses es la denominada cadena de custodia (Poklis. 1996: Decrece, 1989). Este procedimiento se utiliza en la recogida de orina del individuo del que procede el espécimen. Debería comenzar por la observación de la recogida de la orina por una tercera persona. A continuación, esta persona u otro individuo específicamente designado, normalmente un oficial de policía (en el caso de detenidos o sospechosos) o algún otro oficial designado, acompaña al mensajero que transporta el espécimen del individuo al laboratorio. Este individuo es un testigo (y debe firmar un documento legal a este efecto) de la prueba llevada a cabo con la muestra específica de orina recogida. Puede haber más de un individuo que actúe como testigo en la cadena de custodia.



DROGAS Aspectos generales de su mecanismo de acción Las drogas más importantes se muestran en la Figura 17-7. Como se puede ver en la figura, todas estas drogas, con la excepción de los barbitúricos, son compuestos que contienen grupos amino. así como anillos de benceno. La relación estérica del grupo amino con el anillo aromático de benceno es bastante similar en todos los compuestos, especialmente en cocaína, opiáceos y metadona. Como cabía esperar, estos compuestos pueden presentar reacciones cruzadas con las dianas de otros compuestos.



Q U Í M I C A CLÍNICA El principal mecanismo fisiológico de acción de estos compuestos no se conoce, pero a lo largo de las últimas décadas se han adquindo algunos conocimientos rudimentarios acerca de las principales dianas de estas drogas. Muchas de estas drogas actúan directamente sobre los sistemas de neurotransmisores dopaminérgicos, especialmente el sistema límbico (al que algunas veces se denomina cerebro olfativo). Se trata de un área primitiva del cerebro asociada con la búsqueda de placer. En la Figura 17-8 se muestran los posibles efectos sobre este sistema de algunas de las drogas mas importantes. Parece ser que las anfetaminas. estrechamente relacionadas estructuralmente con la dopamina y las catecolaminas, pueden actuar direclamente como neurotransmisores en sinapsis críticas y también pueden causar la liberación de dopamina por las vesículas del lado axonal de la sinapsis. La cocaína también parece estimular la liberación de dopamina por este sistema, lo que puede ser responsable en parte del sentimiento placentero que provoca en muchos individuos (Hurd. 1988). Los anlidepresivos tricíclicos también estimulan las rutas dopaminérgicas pero en vez de provocar la liberación de los neurotransmisores, bloquean la recuperación de la dopamina por las vesículas del lado axonal de la sinapsis. Es muy interesante que, paradójicamente, los anlidepresivos tricíclicos como la imipramina (Tofranil) se hayan utilizado con éxito para tratar los efectos de la cocacína. Los tranquilizantes mayores, como el halopendol (Haldol) y la clorpromazina parecen bloquear la unión de la dopamina a los receptores dendriticos de la sinapsis, bloqueando de esta forma los efectos estimulantes de la misma. Asociada a muchas neuronas dopaminérgicas se encuentran neuronas inhibitorias que utilizan el ácido Y-aminobutirico (GABA) como neurotransmisor. Parece ser que en estas neuronas existen muchos receptores de benzodiacepinas, que causan la liberación de GABA en las sinapsis del sistema, reduciendo los efectos dopaminérgicos de las rutas estimulantes del sistema límbico. De esta forma se pueden explicar algunos de los efectos tranquilizantes del diacepam (Valium) y otras benzodiacepinas. Varios receptores opiáceos clasificados principalmente como receptores u. y y e , están ampliamente distribuidos por el cerebro. Los receptores u parecen ser muy específicos de morfina y heroína, que producen un estado analgésico generalizado. Por el momento no parece haber una relación directa entre estos receptores y las rutas dopaminérgicas. Es interesante el hecho de que el péptido opiáceo producido de forma natural metencefalina, cuya secuencia de aminoácidos es Tyr-Gly-GlyPhe-Met, presente una reacción cruzada significativa con los receptores u, aunque sus dianas primarias sean los receptores e. Se ha demostrado que el Valium puede estar estructuralmente relacionado con la encefalina. que a su vez puede estar relacionada estructuralmente con la morfina (Pmcus. 1987: Murphy, 1992). Es posible, por tanto, que estos compuestos tengan el mismo efecto, al menos indirectamente, sobre las rulas dopaminérgicas.



Cocaína La cocaína deriva de la planta de coca y ha disfrutado de una gran popularidad como aditivo de ciertos alimentos. A principios del siglo XX se utilizó en la Coca-Cola pero, debido a sus efectos adictivos. esta práctica se suspendió, La cocaína es un derivado del alcaloide ecgonina (el metil-éster de la benzoilecgonina), como se muestra en la Figura 17-7. Desafortunadamente, la cocaína se está volviendo a utilizar de un modo particularmente perverso en nuestros días. En EE.UU. se ha producido prácticamente una epidemia de abuso de cocaina y adicción a la misma. Se estima que hay al menos 5 millones de adictos conocidos en en el país, y se ha informado de la existencia de 30 millones de consumidores de esta droga (Hollande, 1998; DeCresce. 1989). Los accidentes producidos por el abuso de cocaína son una importante causa de muerte en EE.UU. Estos accidentes son de dos tipos; toxicidad directa de la droga (Johanson, 1989) y crímenes relacionados con su adquisición ilícita. La vía normal de administración de la cocaína es la nasal (es decir, la inhalación, denominada "esnifado"), de modo que la droga pasa a través de las membranas nasales. La forma prevalenle de cocaína usada actualmente, denominada crack, es la forma de base libre, que pasa rápidamente a través de las membranas nasales, razón por la cual es muy potente (es decir, para una dosis determinada, la totalidad o la mayor parte de la droga entra directamente en el torrente sanguíneo). Su vida media es de una o dos horas y tanto el compuesto inicial como sus metabolitos suelen ser eliminados del cuerpo en dos días.
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I . Opiáceos



Figura 17-7. Estructura química de las drogas más importantes. Se ha observado que todos los opiáceos son compuestos básicos, concretamente aminas tercianas, y contienen anillos de benceno. Nótese que, en la sene de barbitúricos. el ácido barbitúrico puede ser considerado un producto de la condensación de la urea y el ácido malónico. (Estructuras reproducidas de Budavari S.. O'Neil MJ. Smith A y cois.: [eds]: The Merck Index. 12 ed. Whithouse Station, NJ, Merck & Co., Inc. 1996, con permiso). s



¡La ilustración continúa en la página siguiente)



La cocaína se utiliza médicamente como anestesia local en la cirugía nasofaríngea. Sin embargo, en dosis altas induce un estado de euforia y también puede inducir estados alucinatorios. Puede además promover el comportamiento violento. Muchos de estos efectos se pueden explicar por la acción dopaminérgica de la cocaína. Un estudio (Azmitia, 1990) sugiere que la cocaína induce una mayor entrada de ion calcio en las neuronas dopaminérgicas. El aumento del calcio intracelular activa las fosfolipasas, que posiblemente actúan como segundos mensajeros, provocando finalmente la liberación de dopamina en las sinapsis. La acción prolongada de las fosfolipasas, sin embargo, termina por causar muerte celular. En el estudio mencionado



anteriomente, de hecho, se encontró que la cocaína era un neurotóxico. También tiene un efecto citotóxico general a través de la formación del radical libre N-óxido producido en el metabolismo de este compuesto en el hígado. Parece, por tanto, que con el tiempo la cocaína induce pérdida de neuronas. Algunos estudios (Lange, 1989) indican además que un uso prolongado de la cocaína produce cardiotoxicidad. es decir, la cocaina causa una constneción de las arterias coronarias que puede, a su vez, inducir isquemia miocárdica y, en ocasiones, un infarto. No se conoce la patogénesis de la enfermedad de las arterias coronarias inducida por cocaina. Un aspecto muy inquietante del
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4. Estimulantes de las ratas dopaminérgicas



Figura 17-8. Ilustración de los posibles mecanismos de acción de las drogas sobre algunas rutas dopaminérgicas. A. Transmisión neuronal normal. Un impulso nervioso es conducido a lo largo del axón hasta los botones terminales del linal del nervio. Las vesículas, representadas por los círculos grandes, liberan sus contenidos de neurotransmisor, en este caso dopamina, representado por los circuios negros pequeños. Las moléculas de dopamma atraviesan el espacio sináptico y se unen a los receptores dendríticos. iniciando los potenciales de acción en las dendritas. Nótese que las flechas indican que la dopamina es tanto liberada como recogida por las vesículas 8. En presencia de cocaína y anfetaminas se produce un aumento de la liberación de neurotransmisor por las vesículas, lo que aumenta la lasa de excitación de las dendritas C. Los antidepresivos Incidióos bloquean la recuperación del neurotransmisor (flecha con una x). lo que hace que "se rédete" más dopamina hacia los receptores dendríticos. aumentando la excitación. D Algunos neuroléplicos actúan boqueando los receptores dendríticos potsmapticos para la dopamina, lo que causa una disminución de la excitación
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abuso de cocaína es que ésta atraviesa fácilmente la placenta y también penetra fácilmente en las glándulas mamarias, de modo que pasa rápidamente de madres a hijos. A menudo, en los hospitales, las madres reciben la droga de sus suministradores y amamantan a sus bebes recién nacidos, que de este modo continúan recibiendo la droga. En recién nacidos la cocaína causa retraso mental, retrasos en el desarrollo y una fuerte dependencia de la droga. También se pueden producir malformaciones intrauterinas. La cocaína no ha sido considerada clásicamente una droga adictiva, ya que no causa una verdadera dependencia física como la que sufren normalmente los consumidores de barbitúricos y opiáceos. Sin embargo, el estado de euforia producido por la droga es extraordinariamente atractivo, de modo que el comportamiento de búsqueda de droga de los consumidores de cocaína y opiáceos es muy similar. Clínicamente, los pacientes con sobredosis de cocaína pueden tornarse violentos e irracionales, requiriendo sedación. Es interesante el hecho de que muchos nuevos consumidores de esta droga se encuentran en un estado hiperexcitable y sufren palpitaciones, por lo que consumen grandes cantidades de Valium para calmarse. En consecuencia, no es infrecuente encontrar cocaína y Valium en la orina de los adictos a la cocaína. Ocasionalmente, los pacientes con sobredosis alcanzarán un estado embotado o comatoso. El tratamiento de estos pacientes es normalmente de apoyo. Como se hizo notar en la sección anterior, se ha descubierto que los antidepresivos, incluyendo los triciclicos y la fluoxetina (Prozac), inhiben la acción de la cocaína. Por tanto, a menudo se inicia un tratamiento con estas drogas.



Metabolismo La vida media de la cocaína, como se indicó anteriormente, es aproximadamente de una o dos horas. Es metabolizada para dar lugar a compuestos más polares que son significativamente menos potentes que el compuesto del que derivan. Estos metabolitos tienen vidas medias más largas y, con técnicas como la GC-MS, pueden ser detectados hasta 48 horas después de la administración de la droga. Los métodos de inmunoensayo pueden detectar drogas aproximadamente entre 24 y 36 horas después de la administración. Con la epidemia de crack, es posible detectar el compuesto inicial mediante TLC varias horas después de la administración, debido a las altas dosis de sustancia presentes.



Opiáceos (morfina, codeína, heroína) La estructura de estas drogas se muestra en la Figura 17-7; son bastante similares unas a otras. La morfina se utiliza como un potente analgésico; actúa uniéndose a los receptores u en el sistema nervioso central (SNC) y se ha convertido en un tratamiento muy importante del fallo cardiaco congestivo agudo, ya que disminuye el retorno venoso al corazón (es decir, es un poderoso reductor precarga al producir un aumento de la reserva visceral de sangre). La codeína se utiliza como analgésico suave y antitusivo. La heroína induce un estado placentero y eufórico y es altamente adictiva tanto física como psicológicamente. El abandono de esta droga es extremadamente difícil y produce una miríada de síntomas como hipotermia, palpitaciones, sudores fríos, pesadillas y otros similares. Esta clase de compuestos exhibe ciertos efectos paradójicos bastante importantes sobre el sistema nervioso parasimpático. Estas drogas ejercen un efecto procolinérgico en los ojos y los vasos sanguíneos periféricos (es decir, causan constricción de las pupilas y vasodilatación periférica). Por el contrario, en el intestino disminuyen la motilidad gastrointestinal (Gl) (es decir, ejercen efectos anticolinérgicos en el tracto Gl). Este hecho permite un rápido diagnóstico del consumo de heroína, o de opiáceos en general, en pacientes ingresados en urgencias en estado embotado o comatoso. Estos pacientes normalmente presentan una grave miosis (constricción de las pupilas). Aunque este síntoma no es útil para el diagnóstico agudo, los pacientes normalmente presentan estreñimiento. La administración de heroína se produce por vía intravenosa. Los adictos son fácilmente reconocibles por la presencia de marcas de agujas en sus brazos y manos y por una trombosis generalizada en sus venas periféricas. La vida media de la heroína administrada por via intravenosa es de alrededor de tres minutos y los efectos de la droga duran aproximadamente tres horas. Sus metabolitos más importantes son la N-acetilmorfina y la morfina. La vida medía de la morfina es aproximadamente de tres horas. Las sobredosis de



345



heroína son extremadamente peligrosas y pueden causar letargo, coma, dificultades respiratorias y arritmias cardíacas. Una de las medidas terapéuticas más frecuentes para las sobredosis de heroína es el tratamiento intravenoso con naloxona (Narcan). un potente antagonista competitivo de la acción de la heroína. La estructura de la naloxona se muestra en la Figura 17-7. La adicción a la heroína, como problema crónico, se trata farmacológicamente con un agonista parcial de la heroína, la metadona.



Metadona Este interesante compuesto, cuya estructura se muestra en la Figura 17-7, es una droga no bicíclica que compite con la morfina por la unión a los receptores p del cerebro. Sin embargo, aunque puede llegar a ser adictiva, los efectos adjetivos son menores que los de concentraciones equivalentes de heroína. Por tanto, la administración de metadona a los adictos a la heroína les permite experimentar los efectos de la heroína de una manera controlada. Disminuyendo gradualmente la dosis de metadona se reduce la dependencia física; parece que un nivel de metadona en suero mayor de 100 ng/ml es adecuado para el mantenimiento de la metadona (Bell, 1988). Sin embargo, debería tenerse en cuenta que también puede desarrollarse adicción a la metadona. En los laboratorios de toxicologia, la petición más común de pruebas de metadona proviene de las clínicas de metadona que quieren determinar si un paciente está consumiendo metadona o si ha recaído en el consumo de heroína. Como se puede observar en la Figura 17-3, es fácil distinguir la metadona de los opiáceos. Las técnicas EMIT y FPIA pueden detectar de formar similar cada una de estas drogas con alta especificidad.



Anfetaminas Estos compuestos, como se puede observar en la Figura 17-7, muestran un extraño parecido a aminas adrenérgicas como la epinefrina y la norepinefrina y puede esperarse que ejerzan efectos simpaticomiméticos. También se parecen a la dopamina, de modo que también cabe esperar que tengan algún efecto sobre las rutas dopaminérgicas. Se considera que los efectos más importantes de las anfetaminas derivan de su efecto sobre estas últimas. De hecho, las anfetaminas producen euforia y una mayor alerta mental, que puede atribuirse a sus efectos sobre estas rutas. Este grupo de drogas, sin embargo, también ejerce un importante efecto estimulante sobre los receptores y 13 del sistema cardiovascular y el riñon que causa importantes efectos adrenérgicos como frecuencia cardiaca elevada, aumento de la presión arterial, palpitaciones, broncodilatación, ansiedad, palidez y temblores. Algunos estudios indican que las anfelaminas también son inhibidores competitivos de la enzima monoamina oxidasa, que inactiva los neurotransmisores adrenérgicos eliminando oxidativamente sus grupos amino. El bloqueo de esta enzima prolonga los efectos de la epinefrina y la norepinefrina, con las correspondientes secuelas neurológicas y cardiovasculares.



Síntomas



clínicos



La acción farmacológica de las anfetaminas incluye la estimulación respiratoria y del SNC y la actividad simpaticomimética (p. ej.. la broncodilatación, la respuesta presora y la midriasis). También se puede producir pérdida de peso como resultado de su efecto anoréxico. Puede ocurrir que la estimulación y excitabilidad psíquicas conduzcan a un aumento temporal de la actividad física y mental y también se puede producir nerviosismo.



Toxicidad aguda Las manifestaciones iniciales de la sobredosis pueden ser de naturaleza cardiovascular; los síntomas pueden incluir rubefacción o palidez, taquipnea, palpitaciones, temblores, pulso inestable, alteraciones de la tensión (hipertensión o hipotensión), arritmias cardiacas, bloqueo cardíaco, colapso circulatorio y angina. Pueden producirse alteraciones mentales como delirio, confusión, ilusiones, desorientación y alucinaciones. También síndromes psicóticos agudos caracterizados por vividas alucinaciones auditivas y visuales, nerviosismo, tendencias homicidas o suicidas, pánico, ideas paranoides, pérdida de las asociaciones de ideas, agresividad y cambios afectivos. Un síntoma potencial y frecuente de intoxicación aguda es la hiperpirexia; también se ha asociado la
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sobredosis aguda de anfetaminas con rabdomiólisís. Normalmente, la causa de la muerte es el colapso cardiovascular.



fuertemente la droga neuroleptica y antipsicótica haloperidol (Haldol), un descubrimiento que puede implicar a los receptores o en algunos de los signos clínicos de psicosis grave en pacientes que sufren sobredosis de PCP



Consumo crónico



Debido a la variedad de sus acciones, las manifestaciones clínicas agudas van desde la depresión a la euforia y pueden incluir catatonía, violencia, rabia y alucinaciones visuales y auditivas. El abuso de esta droga también puede producir vómitos, hiperventilación. taquicardia, escalofríos, ataques, coma e incluso la muerte. La mayoria de los fallecimientos se deben a los efectos hipertensivos de la droga, especialmente en las grandes arterias cerebrales (Bayorh. 1984). Como se puede inferir del espectro de posibles síntomas, es imposible el diagnóstico basado en las observaciones clínicas. Solo pueden ser diagnósticos los resultados de pruebas de delección de drogas. El tratamiento del abuso de PCP es de apoyo, manteniendo al paciente asilado en una habitación oscura y tranquila. La acidificación de la orina aumenta la tasa de excreción de PCP. Como se puede esperar de lo que se sabe sobre el receptor a. el tratamiento con Haldol produce sedación de los pacientes violentos y con alucinaciones.



Se puede desarrollar tolerancia en pocas semanas y probablemente se puede adquirir dependencia física o psíquica con el consumo prolongado. Los síntomas de consumo crónico incluyen inestabilidad emocional, somnolencia, perdida de apetito, deterioro ocupacional. deterioro mental y aislamiento social. Pueden aparecer traumatismos y úlceras de lengua y labios como resultado de tics, como masticar o apretar las mandíbulas continuamente. Con el consumo prolongado de dosis elevadas puede aparecer un síndrome con las características de la esquizofrenia paranoide. La anemia aplástica y la pancitopenia fatal son complicaciones raras.



Tratamiento No existe un antídoto específico para la sobredosis de anfetaminas y el tratamiento de la sobredosis es sintomático, con ejecución inmediata de medidas generales de apoyo fisiológico. Para los síntomas cardiovasculares el propranolol (Inderal), discutido posteriormente entre los fármacos, puede ser utilizado como antidoto.



Detección Tanto los procedimientos de Toxi-lab (Irvme. CA) como los de EMIT-PFIA (Palo Alto. CA) son electivos para la detección de estas drogas. En la tira A de Toxi-lab las anfetaminas se pueden confundir ocasionalmente con antihistaminas como la difenhidramina.



Benzodiacepinas Enlre este grupo de drogas, que se muestran en la Figura 17-7, el Valium es la más conocida: tienen un uso terapéutico y reciben el sobrenombre de tranquilizantes menores. Su mecanismo de actuación parece ser la inducción de la secreción de GABA, un neurotransmisor que inhibe la conducción en las neuronas dopaminérgicas. Normalmente se usa como fármaco para producir efectos calmantes en dosis entre 2.5 mg y 10 mg y para producir efectos de relajación muscular en dosis mayores; el Valium se usa en dosis elevadas por los drogadiclos para compensar los efectos excitantes de otras drogas o como medio para inducir eslados tranquilos. Algunos drogadictos utilizan las benzodiacepinas para potenciar los efectos de la heroína (Fraser. 1998) Algunos drogadictos se han convertido en adictos al Valium al usarlo en dosis elevadas varias veces al día. Una sobredosis aguda de benzodiacepinas puede producir somnolencia, confusión, ataques y coma. En raras ocasiones se pueden producir hipotensión, depresión respiratoria y paro cardíaco. Se puede producir dependencia física y psicológica crónica. La interrupción súbita de la administración puede producir ansiedad, sudoración. irritabilidad, alucinaciones, diarrea y ataques. El tratamiento es de apoyo. La disminución gradual de las dosis de benzodiacepinas elimina la dependencia física. La vida media del Valium es de entre 20 y 70 horas, pero la vida media de uno de sus metabolitos activos es de 50 a 100 horas.



Fenciclidina (PCP) Este interesante compuesto triciclico. que se muestra en la Figura 17-7, ejerce numerosos efectos sobre varias rutas nerviosas diferentes. Usada casi exclusivamente como droga, se encuentra en las calles con el nombre de polvo de ángel o pelo de ángel. Curiosamente, el uso de esta droga parece ser periódico. Los efectos fisiológicos de la PCP parecen ser analgésicos y anestésicos y. paradójicamente, estimulantes. Se ha descubierto que esta droga interacciona con receptores neuronales colinérgicos, adrenérgicos, secretores de GABA. serotoninérgicos y opiáceos. Por tanto, se pueden observar en el mismo paciente una serie de síntomas extraños y aparentemente paradójicos. Se ha visto que la droga se une a regiones especificas de los canales internos de cloruro de las neuronas y aparentemente afecta profundamente al transporte de cloruro. También se ha observado que se une fuertemente a una nueva clase de receptores, los receptores c. que se han aislado recientemente (Schuster, 1994). A estos receptores también se une



Barbitúricos: hipnoticosedantes Existe una variedad casi sorprendente de estas drogas sedantes mayores. Sin embargo, todas son derivados del ácido barbitúrico. que puede ser considerado el producto de condensación de la urea y el ácido malónico, como se muestra en la Figura 17-7. Dependiendo de los sustituyentes del grupo - C H , de la parte correspondiente al ácido malónico, la droga puede ser de acción larga, como el fenobarbital, con un anillo de benceno y un grupo etilo como sustituyentes de este carbono: de acción coda, como el pentobarbital, con un grupo neopentilo y un grupo etilo en esta posición: o de acción ultracorta, como es el caso del tiopental. El barbitúrico de acción larga fenobarbital es un fármaco que, a diferencia de las drogas de acción corta y ultracorta, se usa como anticonvulsivo, como se explicará más adelante al hablar de los fármacos. Todos los barbitúricos son liposolubles y. por tanto, pasan fácilmente a través de la barrera hematoencefálica. Todos parecen estabilizar membranas, de modo que hacen más difícil la despolarización de la membrana. Por razones desconocidas los barbitúricos de acción corta y ullracorta parecen inhibir selectivamente el sistema de activación reticular, implicado en el aumento de potencial: de ahí sus electos sedantes e hipnóticos. Los barbitúricos de acción ultracorta difunden rápidamente fuera del SNC, lo que explica su acción rápida. El fenobarbital. sin embargo, reduce selectivamente la excitabilidad de las neuronas de excitación rápida y es. por tanto, un anticonvulsive muy eficaz. Puede ser algo más que una coincidencia el hecho de que el fenobarbital y el anticonvulsivo igualmente eficaz fenitoina (Dilantin) sean muy semejantes estrucluralmente y puedan ejercer efectos similares sobre las neuronas de excitación rápida. El mecanismo de acción del Dilantin se tratará más adelante. Clínicamente, pequeñas dosis de barbitúricos de acción corta y ultracorta producen sedación, adormecimiento y sueño. También pueden afectar al juicio. En dosis mayores se produce anestesia. En dosis muy altas estas drogas pueden producir estupor, coma y muerte. Las manifestaciones tóxicas de estas drogas son depresión, respiración Cheyne-Stokes, cianosis, hipotermia, hipotensión, taquicardia, arreflexia y constricción de las pupilas. El tratamiento de la sobredosis es de apoyo e incluye el tratamiento estándar para los shocks. El carbono activado es un adsorbente químico efectivo de los barbitúricos cuando se administra en los 30 minutos siguientes a la ingestión de la droga. El diagnóstico del abuso de barbitúricos de acción corta y ultracorta se lleva a cabo por medio de inmunoensayos y procedimientos de búsqueda por medio de TLC. Se ha observado que la HPLC puede ser útil en este campo, pero no es el método estándar. Los barbitúricos son ácidos débiles, los protones N-H son algo ácidos, de modo que se extraen como tales y se aplican a la tira B de los kits de Toxi-lab (Irvme, CA). Su presencia se detecta fácilmente a través de la TLC de Toxi-lab, como se muestra en la Figura 17-3B. Los inmunoensayos para estas drogas también son excelentes, siendo el único inconveniente que niveles altos de fenobarbital en orina presentan reacción cruzada con los anticuerpos contra los barbitúricos de acción corta. Es importante, por tanto, confirmar por TLC los resultados positivos de los inmunoensayos para barbitúricos hipnoticosedantes.
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TOXICOLOGÍA Y MONITORIZACIÓN DE FÁRMACOS



Dextropropoxifeno (Darvon) Este analgésico tiene propiedades larmacológicas muy similares a las de opiáceos como la morfina. Puede tomarse oralmente, de modo que se pueden inducir los efectos sedantes y placenteros inducidos por los opiáceos sin necesidad de recurrir a la inyección intravenosa precisada por la heroína. Una causa importante de muertes relacionadas con las drogas es la sobredosis de dextropropoxifeno. ya sea solo o acompañado de depresivos de SNC como barbitúricos o alcohol. Los síntomas tóxicos son muy similares a los que se observan en sobredosis de opiáceos (a saber, depresión respiratoria, arritmias cardiacas, ataques, edema pulmonar y coma). También se puede presentar diabetes nefrogénica insípida. El tratamiento de la sobredosis de propoxileno es principalmente de apoyo. La administración de naloxona (Narcan) revierte el efecto tóxico de la droga.



Metacualona (Quaalude) La metacualona es una quinazolina 2,3-disustituida que tiene propiedades hipnoticosedantes. El compuesto también posee propiedades anticonvulsivas, antiespasmódicas. anestésicas locales, antitusivas y levemente antihistamínicas. La administración oral conduce a una rápida y completa absorción de la droga, de la que aproximadamente un 8 0 % se une a proteínas plasmáticas. Las concentraciones plasmáticas máximas se alcanzan aproximadamente en dos o tres horas y casi toda la droga parece ser metabolizada por el sistema enzimático hepático microsomal citocromo P-450, excretándose sólo un pequeño porcentaje (


Marihuana (cannabis) Esta es una de las drogas alucinógenas más antiguas y de uso más extendido. La marihuana es una mezcla de fragmentos corlados y secados de la planta de cáñamo Cannabis saliva. El término hachís hace referencia a un producto más potente producido por la extracción de la resina de la planta. Se considera que el principal agente psicoactivo de la marihuana es el 6-9-tetrahidrocannabinol (THC). un compuesto Nposoluble que penetra fácilmente en el cerebro y puede actuar produciendo cambios en las membranas celulares. La marihuana puede introducirse bien a través de los pulmones, fumándola, o bien a través del tracto gastrointestinal por ingestión oral. Una vez que el THC peneIra en el cuerpo es rápidamente almacenado en la grasa corporal y tiene una vida media aproximada de una semana. La biotransformación es compleja y generalizada, y menos del 1% de la dosis se excreta sin transformar. Alrededor de un tercio se excreta en la orina, pnncipalmente como 6-9-carboxiTHC y 11hidroxi-fv-9-THC. Estos metabolitos pueden detectarse en la orina entre una y cuatro semanas después de la última ingestión, dependiendo tanto de la dosis como de la frecuencia de la ingestión. La marihuana no parece causar dependencia fisiológica, pero parece que se desarrollan tolerancia y dependencia psicológica (Reynolds, 1993). Los dos efectos fisiológicos más importantes de la marihuana son el enrojecimiento del tejido conjuntivo y la aceleración del pulso. También se pueden producir debilidad muscular y deterioro de la coordinación motora Los efectos preponderantes que se observan en la intoxicación por cannabis son cambios psíquicos y en la percepción. Van desde la euforia, la relajación, la pasividad y la percepción alterada del tiempo que se observan con dosis bajas a reacciones adversas como paranoia, ilusiones y desorientación que se pueden observar con dosis altas en individuos psicológicamente s u s -
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ceptibles. La dosis, la vía de administración, la estructura psicológica del individuo y el ambiente son determinantes importantes de la reacción de cada individuo a la intoxicación por cannabis. Por tanto, las dosis altas en un individuo no preparado o que no sea consciente de lo que está consumiendo pueden producir experiencias perturbadoras. Más frecuentemente, los consumidores habituales hablan de euforia moderada, exaltación y alteración de los sentidos, introspección con alteración del énfasis o la importancia de las ideas y potenciación de las experiencias subjetivas. El consumo habitual de dosis altas puede producir trastornos broncopulmonares y. aunque la seguridad relativa del uso crónico es controvertida, en ocasiones raras se producen reacciones de pánico agudas, delirio y psicosis (Bryson, 1989; Reynolds, 1993). Pocos consumidores buscan tratamiento y cuando esto ocurre en un paciente preocupado, la actuación médica generalmente es un tratamiento farmacológico. Sin embargo, después de un episodio agudo puede ser necesaria la evaluación psicológica en individuos con trastornos psiquiátricos subyacentes. La marihuana se consume en raras ocasiones por inyección intravenosa de un concentrado hervido de la m i s m a . Esta vía de administración puede producir toxicidad muítisistémica grave. La smtomatología puede incluir fallo renal agudo, gastroenteritis, hepatitis, a n e m i a y tromobocitopenia.



Dietilamida del ácido lisérgico (LSD) El LSD es una indolalquilamina sintética y un alucinógeno. Es uno de los compuestos farmacológicos conocidos más potentes, produciendo efectos a dosis tan bajas como 20 pg, y es igualmente efectivo por inyección que por administración oral. Se cree que el LSD afecta a múltiples sitios del S N C y puede actuar sobre los receptores presinapticos de serotonina. disminuyendo la actividad de la serotonina a través de la inhibición de su liberación. Este proceso, a su vez, puede producir un estado de hipersensibilidad del SNC. Están afectados tanto el sistema nervioso simpático como el parasimpático. Sin embargo, el efecto simpático parece ser mas importante y los síntomas iniciales incluyen hipertensión, taquicardia, midriasis y piloerección. La dosis habitual de LSD es de 1 pg/Kg a 2 pg/Kg: el LSD produce una experiencia que empieza en la primera hora después de la ingestión, normalmente alcanza su climax en la segunda o tercera hora y generalmente dura entre 8 y 12 horas. Su metabolización se produce en el hígado, donde la excreción se da principalmente en la bilis. El LSD es la droga ilícita más consumida entre las de su clase y s u s consumidores creen que proporciona nuevas lormas de ver la realidad y nuevas ideas acerca de cómo resolver los problemas. Los efectos psíquicos son normalmente intensos y varían dependiendo de la personalidad, las expectativas y las circunstancias del consumidor. El LSD actúa sobre los cinco sentidos, pero los efectos visuales son más intensos. Las anormalidades de la percepción más comunes son los cambios en el sentido del tiempo, las ilusiones visuales organizadas o alucinaciones, la visión borrosa u "ondulante" y las sinestesias. El humor puede volverse muy inestable y se puede producir una disolución o desprendimiento del ego. Los niveles de toxicidad del LSD son bajos y las muertes se deben generalmente a traumas secundarios a los errores de juicio de los consumidores. Las reacciones de pánico ("malos viajes") son las reacciones adversas más comunes. Éstas pueden producirse en cualquier usuario y no pueden predecirse ni evitarse de forma fiable. Los individuos al borde de la psicosis o la depresión corren el riesgo de precipitar el suicidio o un episodio psicótico prolongado al usar LSD También se producen llashbacks, que no son bien entendidos, días o meses después de la ingestión. Se producen cuando el consumidor experimenta recurrencias de experiencias alucinógenas previas en ausencia de consumo de la droga. Las reacciones agudas de pánico se pueden tratar infundiendo confianza al paciente frecuentemente y por medio de un ambiente tranquilo y calmado; también puede ser efectivo el diacepam. Sin embargo, salvo para tratar complicaciones especificas, el LSD no tiene un programa especifico de tratamiento.



MONITORIZACIÓN DE FÁRMACOS Se ha llegado a la conclusión de que es critico determinar frecuentemente los niveles de muchos de los fármacos que se administran a los pacientes, debido tanto a los posibles efectos secundarios tóxicos de muchos de estos
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medicamentos como a que los pacientes no tomen las dosis prescritas y pueda dar lugar a que los niveles de fármaco sean subterapéuticos. También es importante para el médico al inicio del tratamiento con la droga asegurarse de que los niveles del fármaco en suero han alcanzado un nivel terapéutico estable. Es importante, por tanto, comprender los principios en los que se basa la farmacoterapia (es decir, la farmacocmética). En esta sección se presentan algunos de los principios básicos de la farmacocinética y, después, los efectos fisiológicos de clases específicas de medicamentos. Se explican aquellos cuyos niveles específicos son seguidos más frecuentemente por los médicos y para los que se hacen pruebas más a menudo en los laboratorios clínicos. Debería advertirse que prácticamente todos los fármacos se buscan en especímenes de suero, no orina, generalmente por medio de técnicas de inmunoensayo como el FPIA.



Q U Í M I C A CLÍNICA heces. Independientemente de su forma de excreción, muchos, aunque no todoas, tienen una vida media que es más o menos independiente de sus concentraciones. La vida media de un fármaco es el tiempo necesario para que se excrete la mitad de éste que estaba micialmente presente en suero. La razón de que la vida media de un fármaco sea independiente de su concentración es que muchos se excretan siguiendo la denominada cinética de primer orden. Este proceso se puede resumir como sigue: k D->E



donde D es la concentración de fármaco y E es la forma excretada de la droga. La constante, k. es la constante para la lasa de desaparición de D. La vida media, denominada t , e s t á relacionada con la constante, a través de la siguiente relación:



FarmaCOCinética (Gerson, 1987a, 1987b) La Figura 17-9 resume las dos formas de administrar una droga terapéutica a un paciente: discontinuamente o continuamente. El primer método es el más común. La mayoría de los pacientes son tratados con medicaciones que se toman oralmente a intervalos fijos. Por ejemplo, para conseguir efectos antiinflamatonos. se toman dos pastillas de aspirina de 350 mg cada una cada cuatro a seis horas. En este caso, la aspirina se toma a intervalos discretos; una cierta dosis se excreta antes de que se administre la siguiente dosis. Algunas veces se le administra al paciente por vía intravenosa un medicamento como la hdocaína (Xylocaine) en la unidad de cuidados intensivos (UCI) para tratar arritimias cardiacas o junio con la heparina para prevenir efectos tromboemboliticos. En este caso se está administrando una cantidad constante de fármaco al tiempo que va siendo metabolizado. Cuando se administra un medicamento de forma continua, a la larga se alcanza una concentración estable del mismo una vez que la cantidad administrada por unidad de tiempo iguala a la cantidad de fármaco eliminado en la misma unidad de tiempo. También se alcanza una concentración de medicamento estable cuando éste se administra de forma discontinua. Sin embargo, la dosificación repetida (dosis iguales espaciadas igualmente) produce valores máximos y concentraciones básales en suero que tienden a variar en torno a un valor estable o una concentración media. Tanto para la dosificación continua como para la discontinua, el nivel final de fármaco es determinado por el conflicto entre la cantidad de fármaco administrada y la cantidad excretada. Todos los medicamentos son finalmente excretados. Pueden ser excretados en la orina sin sufrir ningún cambio o excretados en la orina como metabolitos del compuesto inicial. Estas conversiones metabólicas tienen lugar en el hígado. Ocasionalmente, algunos medicamentos alcanzan la circulación enterohepática y son excretados en las



(17-5)



!,,= 0,693 / k



(17-6)



Como se observa en esta ecuación, I , e s una constante y no depende de la concentración de fármaco. Por tanto, la vida media del medicamento determina el tiempo que tarda en alcanzar la concentración estable o promedio. El objeto de toda terapia con fármacos es alcanzar en suero el nivel constante de este medicamento que sea terapéutico. Si se conoce la vida media de un fármaco, es posible calcular la dosis proporcional de este que debería suministrarse y el intervalo de tiempo entre dosis para que se alcance este nivel. Como se puede observar en la Figura 17-9, al comenzar la administración del mediacamento existen grandes fluctuaciones en los niveles de fármaco hasta que, después de un cierto periodo de tiempo, las fluctuaciones convergen en torno a un valor constante. En general, para dosis discontinuas, el nivel de fármaco se puede expresar como una suma de senes geométricas: D=(D lrxf-D /r) 0



(r-1)



0



(17-7)



donde D„ es el nivel estable de droga deseado; r es la fracción de droga que permanece después del intervalo de tiempo constante entre dosis y n es el número de la dosis (es decir, la segunda dosis, tercera dosis, etc.). Si se decide que el intervalo de tiempo entre dosis sea t.,,„ r= 1/2. Si se decide que el intervalo de tiempo sea el necesario para que queden 3/4 del medicamento, r= 3/4. (Este tiempo se puede calcular directamente a partir de t,, como 1/2 t , ) . Después de 4 dosis a tiempos determinados, si, por ejemplo, r - 1/2, el primer término del numerado de la Ecuación 17-7 es pequeño y, en la práctica: ?



D=(D /1/2)/(1/2)=0 0



0



(17-8)



es decir, después de cuatro o más vidas medias el nivel se acerca al nivel constante. Para administraciones continuas (Fig. 17-96), en el caso más sencillo, en el que la distribución del medicamento es instantánea, se puede demostrar que el nivel del mismo en cualquier momento viene dado por la siguiente expresión: 2



D =[*,/*,] x ( 1 - e - * )



(17-9)



donde D es la concentración de fármaco, k. es la constante de la tasa de administración, k¡ es la constante de la tasa de excreción del medicamento, que sigue una cinética de primer orden, y / es el tiempo. Puesto que, como se mostró en la Ecuación 17-6, k,= 0,693 / 1 , ¡ después de cuatro vidas medias, cuando f e 41, j , 2



2



D = [/c,/^]x(1 - e - " )



Tiempo Figura 17-9. ilustración de la evolución temporal de los niveles de drogas como función del tiempo de administración- A. Método discontinuo. Se administra una dosis constante unavez cada vida media de la droga. Después de cuatro vidas meoias se alcanza un nivel aproximadamente igual al del nivel constante. B, Método continua (administración intravenosa): La convergencia en el limite con el nivel constante se alcanza en A.



(17-10)



donde, en efecto, D está cercana a kjk,. Por tanto, para administraciones continuas y asumiendo que no se suministra una dosis de carga, el ralio de k, (la cantidad de fármaco administrado por unidad de tiempo) frente a k, (la constante para la desaparición de primer orden del fármaco) es el nivel estable de fármaco en sangre deseado (es decir, aquel para el que la cantidad de droga suministrada es igual a la cantidad de fármaco liberada en la misma unidad de tiempo). De lo expuesto se desprenden dos puntos principales. El primer lugar, es una buena regla general esperar cuatro vidas medias o más para alcanzar el nivel estable de medicamento. En segundo lugar, los resultados de un análisis de los niveles de fármaco durante el período de tiempo en el que aun no se ha alcanzado el nivel estable del mismo deben ser interpretados con suma
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precaución, una regla que a menudo se olvida en la práctica clínica. Obsérvese en la Figura 17-9 que si los análisis se llevan a cabo en el periodo de tiempo anterior a que se alcancen los niveles estables (antes de que transcurran cuatro vidas medias o más), se obtienen resultados bástanle erráticos debido a las fluctuaciones en las concentraciones de droga en el caso discontinuo y los valores en aumento pero persistentemente bajos para el caso continuo. Las consideraciones de los párralos anteriores son la base para llevar a cabo terapias electivas con fármacos sin efectos secundarios senos, en las que siempre es necesario permanecer dentro de los rangos terapéuticos, que no son tóxicos para el paciente. Además, se deben evitar los niveles no terapéuticos. En el estado estable, se puede utilizar un ajuste apropiado de la dosis de lármaco y el intervalo de tiempo entre dosis para alcanzar una concentración de medicamento en suero que se encuentre dentro del rango terapéutico. Esto se debe a que la concentración estable de fármaco no cambia mientras no cambie la cantidad total de droga recibida por el paciente en un tiempo determinado (generalmente 24 horas). La monilorización de los niveles máximos y los niveles de mantenimiento pueden utilizarse para determinar si el nivel de droga en suero es terapéutico, no terapéutico o tóxico. Por ejemplo, a un paciente que recibe 400 mg de droga cada 8 horas y que muestra valores máximos tóxicos se le puede cambiar el tratamiento a 300 mg de medicamento cada 6 horas (la dosis total de 1.200 mg cada 24 horas permanece constante) para reducir los valores máximos tóxicos del mismo sin cambiar el estado estable o la concentración media de fármaco.



Volumen de distribución Cuando se están administrando fármacos, es de vilal importancia saber si la droga se almacena en grasa u otro tejido o si está presente en suero. Dado que la dosis de droga administrada se conoce y la concentración de droga en suero se puede determinar, se puede calcular el volumen total de fluido corporal en el que está disuelto el medicamento a través de la siguiente relación: D=D /V„,oV =D /D 0



a



(17-11)



0



donde D es la concentración de droga en suero, D , es la cantidad de droga administrada y Vd es el volumen en el que se debe disolver D. para dar la concentración D. A este volumen V„ se le denomina volumen de distribución. Si toda la droga se encuentra en suero, el V. es el volumen de sangre, que se determina por medio de tablas de conversión que relacionan el peso corporal con el volumen de sangre. Si. por el contrario, parte de la droga se almacena en tejidos corporales, la cantidad presente en suero es menor, de forma que el denominador de la ecuación 17-11 ( V = DJD) se reduce y V„ será mayor que el volumen de sangre esperado, lo que indica que parte del fármaco se almacena en el tejido Si se produce este resullado significa que el medicamento se está liberando continuamente desde los centros de almacenamiento (es decir, los tejidos), lo que puede hacer que aumenten de forma anómala los niveles de droga en suero, potencialmente hasta niveles tóxicos. Por tanto, antes de administrar cualquier medicamento se debería conocer el volumen de distribución.
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a valores de vida media más bajos, de modo que puede ser necesario aumentar la dosis. Un ejemplo de droga que induce a las enzimas microsomales es el fenobarbital. Este medicamento induce su propio metabolismo (de modo que sus niveles de concentración no siguen una cinética de primer orden). En los casos en los que los niveles de fármaco metabolizatía por el higado son mayores que el valor terapéutico más alio, se deben inducir reducciones en los niveles, administrando bajos niveles de lenobarbital para inducir el sistema microsomal. Este resumen de los principios generales de administración de fármacos debería ser Útil en la interpretación clínica de los valores y permitir una mejor comprensión del análisis que sigue acerca de los fármacos específicos, los medidos o determinados en el laboratorio más frecuentemente. Las Tablas 17-1 a 17-7 resumen los datos farmacológicos más importantes para los fármacos medidos habitualmente.



Cardiotrópicos Estos medicamentos se encuentran entre las que se usan más frecuentemente para tratar el fallo cardiaco congestivo y las arritmias cardíacas. Los glucósidos cardiotómcos (derivados de Digitalis purpurea) ejercen acciones cardiovasculares complejas y se usan en el tratamiento del fallo cardiaco congestivo, la fibnlación auricular y el aleteo auricular (para ralentizar la respuesta ventricular). Su efecto inotrópico positivo directo puede aumentar el gasto cardíaco en el fallo cardíaco, mientras que la prolongación del tiempo de conducción nodal auriculoventricular (AV) y del período funcional refractario es importante en la terapia antiarrítmica, Los glucósidos cardiotónicos actúan a través de la inhibición de la ATPasa de sodio-potasio y la inactivación de la bomba de sodio de la membrana miocárdica. Estos efectos, a su vez. disminuyen la concentración intracelular de potasio y aumentan la concentración intracelular de sodio, y van acompañados de un aumento del influjo celular de ion calcio y un aumento de su liberación en el sistema T del miocardio. Se cree que estos cambios en la concentración iónica son los responsables del efecto inotrópico positivo y de los efectos electrofisiológicos, asi como tóxicos, observados en estos fármacos.



t
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Metabolismo en el hígado Muchos fármacos son convertidos en sus metabolitos, algunos farmacológicamente activos y otros inactivos. Muchas de estas transformaciones ocurren en el sistema extramitocondrial, microsomal, presente en los hepatocitos. El sistema metabólico es principalmente oxidativo y usa una serie de enzimas oxidativas que. a su vez, utilizan un sistema citocromo especial: el sistema citocromo P-450 (Hardman, 1996). Este sistema citocromo. extremadamente importante, está implicado fundamentalmente en la predisposición de ciertos individuos a desarrollar cáncer debido a la metabolización de ciertos compuestos ambientales, como el benzopireno, en carcinógenos (véase el texto). La excreción de muchos fármacos depende de la integridad del hígado y del sistema P-450. En pacientes con fallo hepático debido a congestión pasiva, hepatitis, cirrosis y similares, la vida media de la lármaco aumenta, lo que hace necesario disminuir la dosis. Por el contrario, algunaos medicamentos inducen la síntesis celular de enzimas microsomales que lleva



La digoxina (Tabla 17-1) es de acción rápida (el efecto comienza en la hora o dos horas siguientes a la administración por vía oral) y tiene una vida media relativamente corta (35 a 40 horas). La mayoría de los pacientes excretan sin cambios entre el 5 0 % y el 75% de la dosis, aproximadamente. El rango general de niveles terapéuticos en suero va desde 0.5 ng/mi a 2,0 ng/ml. Se encuentran concentraciones altas de droga en músculo esquelético y cardiaco así como en higado, cerebro y ríñones. La digitoxina, por el contrario, tiene una vida media más larga (cuatro a seis días) con una instauración de la acción relativamente más lenta (entre una y cuatro horas cuando se administra oralmente, con efecto máximo a las ocho horas): el 9 0 % al 100°O de la dosis se absorbe, el 95% aproximadamente unido a proteina plasmática. El rango general de niveles terapéuticos va de 9 ng/ml a 25 ng/ml. La droga es metabolizada fundamentalmente en el higado (90%), siendo la digoxina el metabolito activo. Los efectos secundarios tóxicos de los glucósidos cardiotónicos incluyen molestias gástricas, náuseas, vómitos y arritmias atriales y ventriculares. Es crucial que los niveles de digoxinas (o digitoxina) sean monitorizados atentamente y de forma precisa al comenzar a administrar el fármaco al paciente. Como se mencionó anteriormente, los niveles terapéuticos para la digoxina están entre 0,5 ng/ml y 2 ng/ml (es decir, el rango es estrecho). Los niveles tóxicos son los que exceden los 3 ng/ml, de modo que la diferencia entre las dosis terapéuticas y las tóxicas es pequeña. Esta diferencia hace necesario un ensayo cuidadoso de digoxina. La toxicidad de la digoxina se trata a menudo con Digibmd (Glaxo Wellcome. Research Triangle Park. NC). que consiste en fragmentos de unión a antígeno (fab) derivados de oveja. Este antidoto puede interfenr con la determinación de los niveles de digoxina en suero (Valdes, 1998). Existen algunos ensayos que determinan únicamente los niveles de digoxina "libre", es decir, la digoxina no unida a fab de Digibmd, que inactivan la digoxina. Para otros ensayos, que determinan la digoxina total (es decir, la digoxina libre mas la unida a fab) se recomienda el empleo de un suero ullrafiltrado para determ i n a r los niveles de digoxina libre o activa. Se ha recomendado como aller-
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Digoxina



Propósito Dosis general para adultos Biodisponibilidad normal



Tratamiento d e l fallo c a r d i a c o c o n g e s t i v o y la fibrilación auricular O r a l : 0,75-1.5 mg p a r a digitalización, 0.125-0.5 m g / d i a para m a n t e n i m i e n t o ! - 6 0 % - 8 5 % p o r tableta o elixir 9 0 % - 1 0 0 % para cápsulas rellenas d e liquido



Vida m e d i a



- 3 5 - 4 0 horas; no obstante, la vida media se prolonga en pacientes c o n función renal d i s m i n u i d a



R a n g o lerapóutico g e n e r a l Nivel tóxico g e n e r a l Transporte Metabolismo



0,5-2 n g / m l > 2 n g / m l . pero a l g o variable ~20%-25% unido a proteínas de plasma G e n e r a l m e n t e sólo se m e t a b o l i z a n pequeñas c a n t i d a d e s (hígado, luz del intestino grueso) - 5 0 % - 7 5 % inalterada e n l a orina ~ 7 dias e n p a c i e n t e s n o digitalizados



Eliminación Estado estacionario M e c a n i s m o de acción Efectos tóxicos



c o n función renal n o r m a l C a u s a la liberación de ion C a ' ' en el sistema T del m i o c a r d i o Molestias gástricas, náuseas, vómilos. arritmias auriculares y ventrículares ( p u l s o irregular)



nativa que, puesto que el Digibind causa resultados erróneos y su vida media es de 15 a 20 horas, los niveles de digoxina se determinen entre dos y cuatro días después de la última dosis de Digibind. La procainamida (Pronestyl) (Tabla 17-2) es un fármaco antiarritmico útil en el tratamiento de las arritmias supraventriculares o ventrículares. Su acción se basa en la prolongación del período refractario en el atrio y la disminución de la excitabilidad miocàrdica. La biodisponiobilidad de la procainamida está entre el 75% y el 95%. Aproximadamente el 15% está unido a proteína plasmática y aproximadamente el 5 0 % es excretado por los ríñones. La vida media es de unas 3,5 horas, con un rango general de nivel terapéutico en suero de 4 ng/ml a 8 ng/ml. La W-acetilación para producir el metabolito activo más importante, la W-acetilprocainamida, es la ruta metabòlica más importante de biotransformación. Los efectos secundarios tóxicos incluyen un síndrome reversible parecido al lupus en el que se observan niveles elevados de anticuerpos antinucleares (ANA), urticaria, erupción, agranulocitosis y síndrome nefrótico. Este sindrome similar al lupus puede ser iniciado por el metabolismo leucocitario de la procainamida para producir un metabolito químicamente reactivo que se podría unir covalentemente a proteínas de membrana de monocitos/macrófagos y estimular la producción de autoanticuerpos. Además, el grupo amino terciario del metabolito de procainamida unido a membrana, podría mimetizar una porción de una histona y dar lugar a la producción de anticuerpos antinucleares antihistonas (Uetrecht, 1988). La quinidina se utiliza para tratar las arritmias supraventriculares y ventrículares y las taquiarritmias. Sus dos utilidades principales son la prevención de la taquicardia ventricular o las contracciones ventrículares prematuras frecuentes y el mantenimiento del ritmo sinusal después de la conversión del aleteo o la fibrilación auricular. Actúa a través de una disminución de las contracciones miocárdicas debida, en parte, a su capacidad de bloquear los canales de sodio y de prolongar el período refractario efectivo del potencial de acción (Valdes, 1998). La biodisponibilidad de la quinidina es de entre el 90% y el 100%. con aproximadamente el 8 5 % de la droga unida a proteínas plasmáticas. Entre el 6 0 % y el 8 5 % de la quinidina se metaboliza en el hígado a través de reacciones de hidroxilación, con algunos metabolitos activos. La excreción urinaria es de aproximadamente el 20%. La vida media de la quinidina es de 5 a 12 horas y el rango terapéutico general está entre 2.3 pg/ml y 5 pg/ml. Los niveles máximos en suero se alcanzan en una a tres horas. Los efectos secundarios tóxi-



Q U Í M I C A CLÍNICA cos de la quinidina incluyen cinconismo (vértigo, tinitus. dolor de cabeza, perturbaciones de la visión y desorientación), fiebre, hepatitis y discrasia sanguínea. Pueden producirse arritmias ventrículares, bloqueo AV y fibrilación ventricular que conduzcan a un síncope o una muerte súbita. La tidocaina (Xylocaine) puede utilizarse como antiarritmico y como anestésico local. Su principal uso como antiarritmico se produce en el control y la prevención de las arritmias ventrículares después de un infarto agudo de miocardio. Actúa disminuyendo la tasa de despolarización ventricular diastólica. Para tratar las arritmias ventrículares en adultos se inyecta en vena una dosis de 50 mg a 100 mg a los dos o tres minutos. Se puede continuar administrando dosis de 25 mg a 50 mg en intervalos de cinco a diez minutos hasta un máximo de 300 mg en un período de una hora. Después de ello se puede continuar la administración a una tasa de 1,4 mg/min a 3,5 mg/min para un hombre de 70 kg. En niños se pueden administrar entre 0,5 mg y 1 mg cada cinco minutos con un máximo de tres dosis. La lidocaína no se une frecuentemente a proteínas ni se almacena en tejidos corporales; tiene una vida media de aproximadamente dos horas y su rango terapéutico en sangre de entre 1,2 pg/ml y 5,5 pg/ml. Generalmente se tarda entre cinco y ocho horas en alcanzar los niveles máximos. El noventa por ciento de la dosis de lidocaína se metaboliza en el hígado vía W-dealquilación. La excreción urinaria es del 10%. Los efectos secundarios tóxicos incluyen convulsiones, coma y depresión respiratoria (efectos sobre el SNC), así como bradicardia e hipotensión. El propanotol se usa en el tratamiento de la angina de pecho, la hipertensión, la enfermedad arterial coronaria sintomática, particularmente después de un infarto agudo de miocardio, y las arritmias. Las dosis orales van desde 40 mg a 320 mg diarios, en adultos, para su acción antiarrítmica, hasta 480 mg diarios para el control de la hipertensión. El propanotol actúa como bloqueante no selectivo (3-adrenérgico, oponiéndose a los efectos de la epinefrina sobre el corazón, sobre las arterias y arteriolas del músculo esquelético y sobre los bronquios. El bloqueo de los receptores cardíacos (B.) aumenta el tiempo de conducción AV y reduce la frecuencia cardíaca, la contractilidad y el rendimiento miocárdicos y la automaticidad cardiaca. Se reducen también la presión sanguínea medida tanto en posición supina como de pie. La biodisponibilidad del propanotol es aproximadamente del 30%. La vida media del propanolol es de tres horas, con un rango terapéutico en suero de 50 ng/ml a 100 ng/ml. alcanzándose los niveles máximos en suero aproximadamente en seis horas. Aproximadamente el 9 3 % está unido a proteínas. El propanolol se metaboliza en el hígado, excretándose el 0,5% inalterado en la orina. Los efectos tóxicos incluyen bradicardia, insuficiencia arterial (de tipo Raynaud). hipotensión, bloqueo AV, náuseas, vómitos, faringitis, broncoespasmos y púrpura trombocitopénica trombótica. En ocasiones raras se produce supresión medular.



Tabla 17-2



Procainamida



Propósito Dosis general para adultos Biodisponibilidad normal Vida m e d i a R a n g o terapéutico g e n e r a l Nivel tóxico g e n e r a l Transporte Metabolismo



Eliminación Estado estacionario M e c a n i s m o de acción



Electos tóxicos



Tratamiento de las arritmias s u p r a v e n t r i c u l a r e s y ventrículares Oral: 4g/dia. en dosis divididas, para terapia d e mantenimiento 75%-95% - 3 . 5 horas en p a c i e n t e s c o n función renal normal 4-10 p g / m l >12 pg/ml - 1 5 % u n i d o a proteínas de p l a s m a Hepático: /V-acetilprocainamida (activa). c o n t1/2 ~7 horas en pacientes con lunción renal n o r m a l - 5 0 % - 6 0 % inalterada en la orina 12 horas c o m o mínimo Prolongación del período relractario auricular y disminución de la e x c i t a b i l i d a d miocárdica Síndrome reversible similar al l u p u s eritematoso, pulso irregular. hipotensión, erupción, agranulocitosis



CAPÍTULO 17 Tabla 17-3
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T O X I C O I O G Í A Y MONITORIZACIÓN DE FÁRMACOS



Fenobarbital



Proposito



Tratamiento de los a t a q u e s tónicosclónicos g e n e r a l i z a d o s , los a t a q u e s parciales simples, la a n s i e d a d y el insomnio



Dosis general en adultos



Oral: 100-200 m g / d i a p a r a el control de los a t a q u e s : 3 0 - 1 2 0 m g / d i a para la a n s i e d a d ; 100-320 m g / d i a p a r a la inducción d e l sueño



Biodisponibihdad normal Vida m e d i a Rango terapéutico general Nivel tóxico g e n e r a l



-90%-100% - 5 - 6 dias en adultos. - 3 - 4 d i a s en niños 15-30 ug/ml para el control de la epilepsia > 4 0 g g / m l , a u n q u e s e p u e d e desarrollar tolerancia



Transporte Metabolismo



- 4 0 % - 6 0 % unido a proteínas plasmáticas - 7 5 % hepático: p - h i d r o x i l e n o b a r b i t a l , inactivo - 2 5 % inalterado e n l a orina - 1 4 - 2 1 días Estabiliza las m e m b r a n a s dañadas y a u m e n t a el u m b r a l de despoiarización de las m e m b r a n a s neuronales S o m n o l e n c i a , depresión depresión respiratoria, coma, sedación, hipotensión. La depresión respiratoria p u e d e ser c a u s a d a por u n a administración intravenosa rápida



Eliminación Estado estacionario M e c a n i s m o de acción



Efectos tóxicos



Anticonvulsivos Los anticonvulsivos se utilizan en el tratamiento de trastornos convulsivos, especialmente las convulsiones tonicoclónicas generalizadas, las ausencias típicas, los ataques psicomotores y otros trastornos convulsivos especializados como el tic doloroso (neuralgia del trigémino). El fenobarbital (Tabla 17-3), un barbitúrico de acción larga, se utiliza en el tratamiento de los ataques tónicos-clónicos generalizados y los ataques simples parciales con síntomas motores o somatosensores, así como en el tratamiento de la ansiedad y el insomnio. No se utiliza en el tratamiento de los ataques de ausencia (es decir, pequeño mal), que pueden ser exacerbados por el fenobarbital, ni en los ataques parciales complejos, que no responden bien El fenobarbital también se utiliza para tratar los síndromes de abstinencia de los bebés nacidos de madres adictas a los opiáceos o los barbitúricos. Debido a que el fenobarbital estimula el metabolismo de la bilirrubma a través de la inducción enzimática, se ha utilizado para tratar casos de hiperbilirrubinemia congénita (ictericia familiar no hemolítica no obstructiva). Además de inducir a las enzimas hepáticas microsomales, se cree que los barbitúricos estabilizan las membranas dañadas y aumentan el umbral de despolarización de las membranas neuronales. La dosis oral de fenobarbital para la ansiedad en adultos es de 30 mg a 120 mg diarios en dosis divididas; para la inducción del sueño en adultos se administran normalmente de 100 mg a 320 mg diarios. Para el control de los ataques se usan generalmente dosis divididas de 100 mg/dia a 200 mg/día en adultos y de 30 mg'día a 100 mg/dia en niños. El fenobarbital tiene una vida media larga, de cuatro a seis dias. Las dosis orales se absorben casi completamente (90% a 100% de biodisponibilidad) y la concentración óptima en suero para el control de los ataques es generalmente de 15 pg/ml a 40 pg/ml; entre el 40% y el 60% se metaboliza en el hígado, mientras que entre el 10% y el 4 0 % se puede eliminar inalterado en la orina. Aproximadamente entre el 4 0 % y el 60% se encuentra unido a proteínas plasmáticas y el principal lugar de almacenamiento es el cerebro. Se alcanza un estado estacionario entre los 14 y los 21 días. Los efectos secundarios tóxicos incluyen nistagmo. ataxia, estupor, depresión respiratoria, coma e hipotensión. Los barbitúricos están contraindicados en pacientes con porfiria intermitente aguda (es decir, deficiencia parcial de la porfobilinógeno desaminasa, ya que los barbitúricos estimulan la síntesis de acido S-aminole-
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vulinico sintetasa y, por tanto, la síntesis de los intermediarios del grupo hemo en el hígado). La fenitoína (Dilantin) se usa para tratar ataques tómco-clonicos generalizados, parciales simples y parciales compleíos (Tabla 17-4). No es efectivo en el tratamiento de los ataques mioclónicos. de ausencia (pequeño mal) y atónicos. Normalmente se administra por vía intravenosa junto con diazepam intravenoso para detener el estado epiléptico. Hay que destacar que el Dilantin aparentemente no tiene electo sobre las neuronas en reposo o las neuronas de activación normal. Es. por tanto, específico de los foci epileptogenicos del SNC (Yaari, 1986) En interesante el hecho de que la carbamacepina (Tegrelol) ejerza efectos similares, como se explicará mas adelante. Los datos sobre los m e c a n i s m o s de acción de esta droga sugieren que el Dilantin bloquea los canales de entrada de sodio y calcio en las neuronas del SNC repetidamente despolarizadas, asi como en las neuronas parcialmente despolarizadas. Reduciendo la entrada de sodio y calcio en estas células, reduce su excitabilidad y prolonga su periodo refractario (Yaan, 1986). De hecho, el Dilantin parece inhibir selectivamente a los canales de despolarización rápida en sus estados refractarios, prolongando de esta forma sus períodos refractarios (Bazil, 1998). Este descubrimiento contribuye a explicar su capacidad para bloquear únicamente las neuronas que se activan rápida y repetidamente. Aunque la dosis media diana de mantenimiento en adultos es de 300 mg a 400 mg, la dosis debe personalizarse según la respuesta del paciente y las concentraciones de droga en suero. La concentración terapéutica en suero es normalmente de 10 pg/ml a 20 pg/ml, alcanzándose el estado estacionario en cinco a diez días (véase la meseta en la Figura 17-9). La vida media en suero es generalmente de 24 horas, pero depende de la dosis. Su excreción, por tanto, no es un proceso de primer orden. La fenitoína se almacena en el cerebro, se metaboliza en el hígado (95%) y aproximadamente entre el 9 0 % y el 9 5 % está unido a proteínas plasmáticas. Tanto la aspirina como la (enilbutazona pueden desplazar a la fenitoína de la albúmina de suero y aumentar significativamente la concentración de fenitoína en suero. Debido a que la fenitoína. como el fenobarbital, es una inductora de enzimas relativamente potente, puede hacer que se metabolicen más rápidamente ciertos antibióticos, los anticoagulantes orales, la quinidina y los contraceptivos orales, reduciendo asi su eficacia. Puesto que la relación entre concentraciones en suero y dosis diana no es lineal, aumentos pequeños en la dosis pueden hacer que aumente mucho la concentración terapéutica en suero. Los síntomas de toxicidad generalmente aparecen con concentraciones en suero mayores de 20 ug'ml. Los efectos



Tabla 17-4 Propósito



Fenitoína ( D i l a n t i n )



Tratamiento de los ataques tónicos-clónicos generalizados, los a t a q u e s parciales simples y los ataques parciales complejos Oral: dosis d e mantenimiento 3 0 0 - 4 0 0 mg/día Biodispombilidad normal Variable 3 0 % - 9 5 % Vida m e d i a 24 ± 12 lloras y d e p e n d i e n t e de dosis Rango terapéutico general 10-20 p g / m l Nivel tóxico g e n e r a l >20 pg/ml Transporte ~ 9 0 % - 9 5 % unida a proteínas plasmáticas Hepático: 5-(p-hidroxifenil)-5-fenildantoina. Metabolismo inactivo Eliminación - 5 % inalterado e n l a orina - 7 - 8 dias Estado estacionario M e c a n i s m o d e acción Parece bloquear la entrada de iones sodio y c a l c i o en las neuronas de despolarización r e p e t i d a d e l S N C Efectos tóxicos N i s t a g m o . ataxia, diplopia. somnolencia, c o m a , la administración intravenosa rápida p u e d e producir c o l a p s o c a r d i o v a s c u l a r y/o depresión d e l S N C
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secundarios tóxicos incluyen nistagmo. ataxia, estupor y coma. Se pueden producir arritmias debido a la administración rápida por vía intravenosa. La losfofentoína es una nueva formulación parenteral hidrosoluble del Dilantin que se transforma rápidamente (vida media de 8 minutos a 15 minutos) in vivo en Dilantin. La vida media es independiente de la concentración en plasma, lo que hace que sus propiedades farmacodinámicas. farmacocinéticas y clínicas sean idénticas a las del Dilantin. Esta prodroga ofrece al paciente una mayor flexibilidad y tolerancia que las del Dilantin y está indicada en el tratamiento de los ataques parciales y generalizados en adultos en los que está indicada la administración intravenosa (Basil. 1998). La primidona (Mysolina) se utiliza para tratar ataques tónicos-clónicos generalizados, parciales simples y parciales complejos. Su estructura química está estrechamente relacionada con la estructura básica de los barbitúricos y se metaboliza en el hígado dando lugar a dos metabolitos activos: fenobarbital y feniletilmalonamida (PEMA). El mecanismo de actuación de esta droga no se conoce totalmente, pero puede que aumente el umbral de despolarización de membranas en el SNC. Las dosis orales oscilan entre 250 mg diarios y 2 g'día en dosis divididas. La absorción es rápida y completa (100%). con concentraciones terapéuticas en suero normales de entre 5 pg/ml y 21 pg/ml. Se alcanza un estado estacionario en entre cuatro y siete días y su vida media es de aproximadamente 12 horas. La unión a proteínas plasmáticas es relativamente baja (20%), permaneciendo la mayor parte de la droga libre en suero y almacenándose poca droga en los tejidos corporales. La sedación es un efecto secundario toxico habitual. También se han observado mareos, ataxia y erupciones cutáneas. La primidona. como el fenobarbital, está contraindicada en pacientes con porfiria intermitente aguda. La etosuximida (Zarontin) es la droga de elección para los ataques de ausencia (pequeño mal) acompañados por ataques de otro tipo. Se prefiere al ácido valproico (véase el texlo). al menos inicialmenle, debido a que la hepatotoxicídad es un efecto secundario raro pero peligroso del ácido valproico. La etosuximida puede deprimir el córtex motor y reducir la frecuencia de excitación neuronal. pero no se sabe demasiado acerca de su sitio molecular de actuación La dosis oral en adultos generalmente es de 500 mg a 1.000 mg diarios. La absorción es bastante rápida y completa (100%) alcanzándose concentraciones máximas en suero en entre una y cuatro horas. Se alcanza un estado estacionario en ocho a diez dias. Las concentraciones terapéuticas en suero se encuentran normalmente entre 40 pg/ml y 100 pg/ml. pero pueden llegar a ser de hasta entre 170 pg/ml y 190 pg/ml en niños. La vida media en suero es generalmente de 60 horas en adultos y 30 horas en niños. La etosuximida generalmente está libre en suero y no se une a proteínas. Se metaboliza principalmente en el hígado ( 6 0 % a 90%) a desmetilmetasuximida. Entre los efectos secundarios tóxicos más comunes se encuentran las molestias gatrointestinales, como náuseas, vómitos y dolores gástricos. Otros efectos incluyen somnolencia y ataxia. Se han hallado efectos secundarios raros pero serios, como el lupus eritematoso sistémico (LES), la anemia aplásica y la pancitopenia. La carbamacepma (Tegretol) (Tabla 17-5) es un fármaco antiepiléplico primario y se utiliza en el tratamiento de los ataques clónicos-tónicos generalizados y los ataques parciales simples y complejos, asi como en combinaciones de estos tipos de ataques. Los ataques de ausencia (pequeño mal), mioclónicos y atónicos pueden ser exacerbados por este medicamento. Este fármaco también se usa para tratar el tic doloroso (neuralgia trigeminal) y la neuralgia glosofaríngea siendo, de hecho, la droga de elección en el tratamiento de estas neuralgias. La carbamacepma es un compuesto triciclico (concretamente, immostilbeno) y está relacionado químicamente con la imipramina, un antidepresivo triciclico. Se cree que la base de la acción antineurálgica de este fármaco es la reducción de la transmisión neurálgica excitatona en el núcleo trigeminal. Su acción antiepiléptica es bastante similar a la del Dilantin. es decir, disminuye la entrada de sodio y calcio en las neuronas hiperexcitables (Yaari, 1986; Bazil, 1998). Las dosis orales de carbamacepma se absorben completamente y las dosis de mantenimiento normales en adultos son de 0.8 g/día a 1.2 g/dia. El noventa y ocho por ciento se biotransforma en el hígado en dos metabolitos activos: una forma 10,11 -epóxida y una forma 10.11 -dihidróxida de carbamacepina. La



Q U Í M I C A CLINICA Tabla 17-5



Carbamacepina (Tegretol)



Proposito



Tratamiento de a t a q u e s tónicos-clónicos generalizados, ataques parciales simples, a t a q u e s parciales compleíos; neuralgia trigeminal y neuralgia glosofaríngea



Dosis general para adultos



Oral d o s i s de mantenimiento 0.8-1.2 g/día para el conlrol de los alaques, 0.2-1.2 g/dia p a r a la neuralgia



B i o d i s p o n i b i l i d a d normal



-70 %



Vida m e d i a



Inicialmente - 3 5 horas. - 8 - 2 0 horas después de 3-4 s e m a n a s de administración



Rango terapéutico general 4-12 pg/ml Nivel l o x i c o g e n e r a l



> 1 2 pg/ml



Transporte



- 6 0 - 7 0 % u n i d a a proteínas plasmáticas



Metabolismo



Hepática; epoxido-10,11 de carbamacepina, activo; c a r b a m a c e p i n a - 1 0 11-transdihidrodiol (inactivo)



Eliminación



- 1 % - 2 % inalterado e n l a orina



Estado estacionario



- 3 - 7 dias Disminuye la entrada de iones sodio y calcio e n neuronas d e e d despolarización repelida del SNC. reduce la transmisión smaplica excitatona en el núcleo espinal trigeminal



Efectos tóxicos



S o m n o l e n c i a , ataxia, vértigos, náuseas vómilos. movimientos involuntarios, refleíos anormales, p u l s o irregular



concentración terapéutica normal en suero es de 4 pg/ml a 12 pg'ml, alcanzándose un estado estacionario en tres o cuatro dias. La vida media en suero del Tegretol es de 8 a 20 horas (después de tres o cuatro semanas de administración) y entre el 6 0 % y el 7 0 % está unido a proteina plasmática. Las reacciones secundarias tóxicas más comunes observadas con este fármaco son somnolencia, ataxia, mareos, náusea y vómitos y atolondramiento. Pueden producirse reacciones hematológicas raras que pueden ser muy serias; incluyen anemia aplásica. trombocitopenia y agranulocitosis. El ácido valproico (Depakene) se usa normalmente en el tratamiento de los ataques tónicos-clónicos generalizados, los ataques de ausencia, los ataques mioclónicos y los ataques atónicos. No es efectivo en el tratamiento de los espasmos infantiles. Aunque no se conoce totalmente su mecanismo de acción, se cree que el ácido valproico estimula la acción del sistema inhibitorio mediado por GABA. Además, su acción es similar a la del Dilantin y la carbamacepina en la prolongación del periodo refractario de los canales de sodio (Hardman, 1996). La absorción del ácido valproico es rápida y completa. La dosis media diaria de mantenimiento es de 15 mg/kg a 30 mg/kg cuando se utiliza solo y de 30 mg/kg a 45 mg/kg en combinación con otras drogas antiepilépticas. La concentración terapéutica normal en suero está entre 50 pg/ml y 100 pg/ml y se alcanza un estado estacionario en entre uno y cuatro días. La mayoría de la droga (90% a 100%) se metaboliza en el hígado y un alto porcentaje (90%) está unido a proteínas plasmáticas. La vida media en suero es de 8 a 15 horas. Se ha demostrado que el ácido valproico produce efectos teratogémcos en animales experimentales que incluyen anormalidades del desarrollo y defectos esqueléticos. Por tanto, el ácido valproico se debería usar con precaución en mujeres embarazadas. Los efectos secundarios tóxicos incluyen sedación, molestias gástricas, reacciones hematológicas, ataxia, somnolencia y coma. En raras ocasiones se ha producido una hepatotoxicídad mortal y se ha informado de pancreatitis grave o mortales



CAPÍIUIO 17



Nuevos



•



T O X I C O I O G Í A Y MONITORIZACIÓN DE FÁRMACOS



anticonvulsivos



El topiramato, la lamoirigina (Lamictal), la gabapentina (Neurontin) y el felbamalo son cuatro agentes anticonvulsivos cuyo uso se ha aprobado recientemente en Estados Unidos y se están utilizando en pacientes cuya respuesta a los anticonvulsivos tradicionales es subóptima. El topiramato y la lamotrigina se utilizan como tratamiento accesorio para los ataques parciales en adultos. El topiramato tiene una vida media de aproximadamente 21 horas, estando aproximadamente el 15% del fármaco unido a proteínas. La lamotrigina tiene una vida media variable que depende de si el medicamento se usa como monoterapia o como inductor. Aproximadamente el 5 5 % de la lamotrigina está unido a proteínas. La gabapentina también se utiliza como tratamiento accesorio para ataques parciales y tiene una vida media de cinco a siete horas, con menos del 3 o del fármaco unido a proteínas. No se han determinado los niveles terapéuticos y las concentraciones tóxicas para estos fármacos. Los electos secundarios habituales del topiramato incluyen fatiga, ralentización psicomotora, somnolencia y dificultad para concentrarse y hablar. Los efectos secundarios más comunes de la lamotrigina son ataxia, depresión del SNC, pensamiento anormal, náuseas, nerviosismo, salpullido y somnolencia. Entre los efectos secundarios más comunes de la gabapentina se encuentran la ataxia, los mareos, la fatiga y la somnolencia. Un importante efecto tóxico que se ha observado en la lamotrigina es el síndrome de Stevens-Johnson (Warner. 1998; Brodtkorb. 1998). Se ha mostrado que el felbamato produce efectos secundarios raros pero graves en algunos pacientes, concretamente anemia aplásica y fallo hepático. Por tanto, el fármaco sólo se puede utilizar en pacientes en los que han fallado otros tratamientos y en los que los beneficios clínicos potenciales compensan los riesgos clínicos potenciales (Bazil, 1998: Brodtkorb. 1998) o



Antiasmáticos El asma es una forma de enfermedad pulmonar obstructiva crónica (EPOC) que tiene varias causas, algunas de naturaleza alergenica. Actualmente están disponibles muchas modalidades terapéuticas diferentes para tratar esta enfermedad, desde los antihistamínicos hasta los inhibidores de la fosfodiesterasa como la teolilina. Al bloquear la fosfodieslerasa, la teofilina induce niveles elevados de adenosina monosfosfato cíclica (3'-5'-cAMP) que provoca la relajación del músculo liso de los arcos bronquiales (permitiendo la broncodilatación) y de los vasos sanguíneos pulmonares. Otros agentes agonistas del receptor B también inducen la broncodilatación: es el caso del albuterol (Proventil, Ventolín) y la terbutalina (Brethine) Se ha descubierto que los esteroides liposolubles, especialmente en forma de aerosol, si se evitan los electos sistémicos adversos, se encuentran entre los agentes más efectivos contra el asma. Estos agentes incluyen la blecometasona. la flunisolida y la triamcinolona. Aunque aún es un antiasmático prescrito frecuentemente, la teofilina está siendo reemplazada por otros anliasmáticos como los esteroides y los inhaladores bronquiales (3-adrenérgicos, usados principalmente para ataques asmáticos agudos y subagudos en adultos. Estos últimos agentes tienen menos efectos secundarios tóxicos (Pesce, 1998). Además, agentes antiinflamatorios orales como los inhibidores de leucotrienos zileuton y zafirlukast parecen ser efectivos contra el asma debido a que interrumpen las rutas leucotrieno/ácido araquidonico implicadas en la inflamación y la reactividad bronquial. Sin embargo, sólo se llevan a cabo pruebas de laboratorio para niveles terapéuticos de antiasmáticos para la teolilina. debido principalmente a que su rango terapéutico es estrecho y tiene efectos secundarios potenciales serios, como se explica a continuación.



través de la estimulación medular. Se ha descubierto que la cafeína es más efectiva para este propósito debido a su menor toxicidad (Pesce. 1998). En el tratamiento del asma la dosis se calcula dependiendo del peso corporal, la ruta de administración y la edad del paciente. Debido a que el Índice terapéutico (es decir, la proximidad entre los niveles tóxicos y terapéuticos) de la teofilina es bajo, es esencial una cuidadosa determinación de las dosis. Se requiere una atenta monitorización de la respuesta del paciente y de los niveles de teofilina en suero, ya que la tasa de metabolización de la teolilina es diferente para cada paciente. Los niveles de teofilina se pueden estimar a partir de muestras de sangre extraídas de forma apropiada una hora después de la administración intravenosa, una o dos horas después de la administración oral o. generalmente, entre tres y ocho horas después de la administración de liberación retardada. Los niveles terapéuticos en suero son de entre 10 pg'ml y 20 pg/ml y la vida media promedio es de aproximadamente 8.7 horas en adultos no fumadores (5,5 horas en adultos fumadores). Sin embargo, la vida media puede variar ampliamente entre individuos, lo que de nuevo señala la necesidad de una estrecha supervisión de los pacientes y una apropiada monitorización de las concentraciones en suero para cada paciente. Aproximadamente el 60% del fármaco está unido a proteínas y alrededor del 9 0 % se metaboliza en el higado. siendo la cafeína uno de los metabolitos inactivos que se producen. La teofilina atraviesa la placenta y puede ser teratogénica en mujeres embarazadas. Otros efectos secundarios frecuentes incluyen taquicardias, arritmias, ataques y sangrado gastrointestinal.



Antiinflamatorios En esta sección se analizan algunos de los fármacos antlmflamatonos no esleroideos. Aunque muchos fármacos de esta categoría, como el naproxeno (Naprosyn) y el ibuprofeno (Motrin) se usan habitualmente y son frecuentemente prescritos, sólo dos de ellos (el Tylenol y la aspirina) se monilorizan de forma generalizada en suero. Por lanío, estos dos fármacos serán los que se traten aquí.



Tabla 17-6



Teofilina



Propósito



Tratamiento y prevención d e l a s m a m o d e r a d a a severa



Dosis general para adultos



D e p e n d e del p e s o corporal, la via de administración, y la e d a d y condición del paciente



Biodisponibilidad normal



Varia d e p e n d i e n d o de la forma siendo - 1 0 0 % para líquidos orales y tabletas no recubiertas



Vida m e d i a



Varía: - 8 - 9 horas en adultos no fumadores 5-6 horas en adultos f u m a d o r e s y 3-4 horas en niños, pero p u e d e variar m u c h o



2



La teolilina (Tabla 17-6) se usa como broncodilatador para el tratamiento del asma severa o moderada, tanto para la prevención de los ataques como para el tratamiento de la exacerbación de los síntomas. La teolilina también eierce acciones adicionales que incluyen vasodilatación. diuresis, efectos cardíacos inotrópícos positivos y estimulación de la contracción del diafragma. Debido a este último efecto estimulante, la teofilina también puede suponer ciertos beneficios para algunos pacientes con enfisema. La teofilina también ha sido efectiva en el tratamiento de la apnea primaria de los bebés prematuros, en la que la ausencia de esfuerzo respiratorio dura más de 20 segundos en los recién nacidos. Se cree que el fármaco ejerce este último efecto a
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R a n g o terapéutico g e n e r a l



10-20 u g / m l



Nivel tóxico general



> 2 0 pg/ml



Transporte



- 6 0 % unida a proteínas plasmáticas



Metabolismo



Hepático: cafeína: ácido 1,3-dimetilúnco. ácido 1-metilúrico; 3-metilxantma



Eliminación



- 1 0 % inalterado en la orina



Estado estacionario



- 5 v i d a s m e d i a s , - 9 0 % del estado estacionario se alcanza en tres vidas medias



M e c a n i s m o d e acción



Aumenta el c A M P inlracelular inhibiendo la loslodiesterasa. lo que hace que se relaje el músculo liso de los arcos bronquiales y los vasos sanguíneos p u l m o n a r e s



Efectos tóxicos



Hipotensión, sincope, taquicardia, arritmias, ataques, s a n g r a d o gastrointestinal
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SECCIÓN II



•



El acetaminoteno (Tylenol) se usa como analgésico y antipirético para tratar la fiebre, el dolor de cabeza y las mialgias y artalgias leves a moderadas. Sin embargo, el acetaminofeno no posee una actividad antiinflamatoria potente y no actúa satisfactoriamente sobre dolencias inflamatorias (p. ej., reuma). Aunque el acetaminofeno es tan efectivo como la aspirina en sus actividades analgésica y antipirética, se prefiere sobre la aspirina en pacientes con trastornos de coagulación o hemorrágicos en niños que requieren únicamente antipiréticos o analgésicos, debido a que no se ha demostrado su asociación con el síndrome de Reye en niños. Más aún, la sobredosis accidental en niños puede ser menos tóxica que la de aspirina, dado que la hepatotoxicidad rara vez está asociada a la sobredosis de acetaminofeno en menores de seis años. Las dosis orales de acetaminofeno se absorben rápida y completamente en el tracto Gl. Generalmente a adultos y niños mayores de 12 años se les prescriben entre 325 mg y 650 mg a intervalos de cuatro horas, con un máximo de 4 g diarios. La vida media en plasma es de aproximadamente dos horas, con valores máximos en plasma de 5 mg/ml a 20 mg/ml que se alcanzan entre los 30 y los 60 minutos. El porcentaje de unión a proteínas plasmáticas no es significativo con dosis terapéuticas (-20%). Los metabolitos más importantes del acetaminofeno producidos por el hígado son conjugados del glucurónido y el sulfato, siendo metabolitos menores los derivados de acetilado e hidroxilado. Se cree que este último metabolito produce hepatotoxicidad en las sobredosis. El mecanismo de actuación del acetaminofeno parece estar relacionado con la inhibición central de la prostaglandina ciclooxigenasa. Sus efectos sobre la prostaglandina sintetasa periférica parecen ser menores y su acción periférica parece estar relacionada fundamentalmente con el bloqueo de la generación de impulsos dolorosos. La inhibición de la prostaglandina sintetasa en el hipotálamo es probablemente la responsable de su acción antipirética. Las dosis tóxicas de acetaminofeno se producen con niveles agudos de ingestión de 140 mg/kg (White, 1998). La manifestaciones agudas de las dosis tóxicas generalmente se producen entre dos y tres horas después de la ingestión e incluyen náuseas, vómitos y dolor abdominal. Un signo característico de la toxicidad es la cianosis de la piel, las mucosas y las uñas debida a metahemoglobinemia. Sin embargo, este síntoma es más frecuente en el envenenamiento con fenatecina. En el envenenamiento grave se puede producir estimulación del SNC seguida de depresión del SNC. con colapso vascular, choque y ataques totales. El coma normalmente precede a la muerte. También puede producirse necrosis hepática, no siendo observable el máximo daño hepático hasta entre dos y cuatro días después de la ingesta de droga. El abuso crónico de acetaminofeno puede producir toxicidad crónica y muerte. La anemia, el daño renal y las molestias gastrointestinales se asocian normalmente a la toxicidad crónica. El ácido acetilsalicilico (aspirina) es un compuesto antiinflamatorio no esteroideo que se usa como analgésico, antipirético y, en mayores dosis, como agente antiinflamatorio. En dosis menores muestra actividad anticoagulante. Puede ser efectivo en el tratamiento de la fiebre, la neuralgia, el dolor de cabeza, la mialgia y la atralgia y en el de algunas enfermedades reumáticas. El mecanismo de acción de la aspirina es similar al del acetaminofeno, ya que la aspirina también inhibe a la prostaglandina sintetasa. A diferencia del acetaminofeno, sin embargo, inhibe la prostaglandina sintetasa tanto central como periféricamente y es esta última actividad la que parece producir su efecto antiinflamatorio. Las dosis orales de aspirina usadas normalmente en la analgesia y antipiresis de adultos oscilan entre los 500 mg cuando es necesaria y un máximo de 4 g/día. Se utilizan dosis elevadas (3,5 g/día a 5,5 g/día) para el tratamiento de la artritis reumatoide y la osteoartritis en adultos y para la artritis juvenil (hasta 3,5 g/día) en niños. El intestino delgado es el principal punto de absorción de la aspirina y la absorción normalmente se produce rápidamente después de la administración oral, estableciéndose los niveles máximos en plasma en una o dos horas. Antes de entrar en la circulación del sistema, la aspirina se hidroliza rápidamente en ácido acético y ácido salicílico. La hidrólisis es llevada a cabo en parte por la esterasa de plasma y en parte por el hígado. Tanto la aspirina como el ácido salicílico entran en el SNC.



Q U Í M I C A CLÍNICA Aproximadamente entre el 7 0 % y el 9 0 % del ácido salicílico en plasma está unido a proteínas. La vida media en suero depende de la dosis y aumenta con ella: desde aproximadamente tres horas con 500 mg hasta aproximadamente 15 horas con 4 g. El ácido salicílico no sólo se elimina por metabolización, sino también por excreción urinara y a medida que aumenta la vida media disminuye la tasa de excreción urinaria. Esto puede producir efectos tóxicos si no se aumenta apropiadamente el intervalo entre dosis. No obstante, la tasa de eliminación puede variar ampliamente dependiendo del paciente, siendo necesaria la individualización de la dosis para grandes cantidades de droga El tinitus, la audición amortiguada y la sensación de lleno en los oídos son los signos más comunes de toxicidad crónica por aspirina. En bebés, niños pequeños y pacientes con pérdida de oído preexistente no se presentan los síntomas óticos y el síntoma más frecuente de sobredosis es la hiperventilación. La sobredosis de aspirina puede causar acidosis metabólica. Debido a que el salicilato estimula los centros respiratorios centrales, la sobredosis puede producir un aumento de la tasa respiratoria que conduciría a una alcalosis respiratoria. La intoxicación aguda por aspirina es una causa común de envenenamiento mortal con fármacos en niños. Las dosis tóxicas producen perturbaciones ácido-básicas, estimulación directa de la respiración en el SNC, hiperpirexia e hipoglucemia, sangrado gastrointestinal y náuseas y vómitos. Se pueden desarrollar fallo renal agudo, disfunción del SNC con estupor y coma y edema pulmonar. La Figura 17-10 resume los niveles tóxicos de aspirina en niños en función del tiempo después de la ingesta de la dosis tóxica.



Inmunosupresores Los fármacos de este tipo se utilizan en el tratamiento de enfermedades autoinmunes y para reducir la inflamación; entre ellos se encuentran la prednisona, un esferoide y la ciclofosfamida (Cytoxan), una droga citotóxica. Los fármacos utilizados para la inmunosupresión en el trasplante de órganos (de riñon, corazón, hígado, pulmón, páncreas, intestino delgado y médula ósea) son esenciales para la supervivencia al trasplante. Dos importantes obstáculos que aún complican el éxito del trasplante de órganos son el fallo del mismo debido al rechazo crónico y la toxicidad del órgano debida a la inmunosupresión crónica. Una droga inmunosupresora para la que actualmente existe una gran demanda de monitorización es la ciclosporina A (CsA). Además, se están desarrollando nuevos fármacos inmunosupresores destinados al trasplante de órganos entre los que se encuentran el tacrolimus (FK-506), el sirolimus/rapamicina (RAP), el mofetil micofenolato (MMF), la mizorbina (MZ), el 15-deoxispergualina (DOS) y la leflunomida (LFM). Estas drogas parecen interrumpir selectivamente diferentes pasos de la cascada de activación de las células T. El MMF, la MZ y la LFM parecen actuar a través de la inhibición de la síntesis de novo de nucleótidos, mientras que el mecanismo de acción de CsA, FK506 y RAP implica la unión a inmunofilina. Esta unión crea un complejo activo inmunofilina-droga que inhibe a la calcineurina (una fosfatasa dependiente de calcio: para CsA y FK-506) o que interfiere con la señal de recepción del factor del crecimiento (RAP) (Isoniemi, 1997). Esto parece impedir la activación especifica de un factor de transcripción de las células T necesario para la expresión del gen de la citocinas, lo que finalmente inhibe la síntesis de atocinas (p. ej.. interleucina-2 [IL-2]) y la transducción de la señal. El DOS parece inhibir la función monocito/macrófago interfiriendo la interacción entre las células presentadoras de antígenos y los receptores de células T (Braun, 1998). La ciclosporina es un polipéptido cíclico que contiene 11 aminoácidos, cinco de los cuales están metilados. y se cree que inhibe selectivamente la función ayudante de las células T aumentando las poblaciones de células T supresoras. Este último mecanismo parece ser importante en el mantenimiento de un estado resistente a los alotrasplantes, ya que estas células parecen tener un papel en la regulación negativa de la activación de las células T ayudantes. La inhibición de la producción de IL-2 por las células T ayudantes parece ser crítica en el efecto inmunosupresor de la ciclosporina (Kahan, 1989: Hess. 1988). La máxima supresión con ciclosporina se produce durante las 24 primeras horas de estimulación del antígeno por el alotrasplante. La ciclosporina, por tanto, debe administrarse en la fase temprana de la respuesta inmune para la supresión óptima de la función de las células T y para aumentar las probabilidades de éxito del trasplante (McEvoy, 1999).
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L a s seis horas necesa-



•
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l l o r a s d e s d o l a ingestión (sólo d o s i s únicas»



rias para absorber la p r i n c i p a l porción t i c la dosis



Figura 17-10. Niveles de toxicidad por aspirina en niños en función del tiempo. (Horwanitz, 1984, modificado de Done AK: Reproducido en Pedriatrics 1960: 26:800, con permiso).



La ciclosporina está indicada en la prevención del rechazo de riñon, corazón e higado en trasplantes alogénicos y es el medicamento de elección para el mantenimiento de los alotrasplantes de riñon, higado. corazón y corazónpulmón La ciclosporina también se puede utilizar en el tratamiento de la enfermedad aguda del injerto contra el hospedador que se produce después del trasplante de médula ósea, de los estados activos de la artritis reumatoide severa y de la soriasis de placa recalcitrante. También se puede emplear en el tratamiento de otras enfermedades autoinmunes y el trasplante de otros órganos. Debido a que la ciclosporina se absorbe de forma variable en el tracto Gl, la dosis óptima se debe determinar cuidadosamente para cada paciente y se deben monitorizar los niveles sanguíneos frecuentemente. Se ha observado en ocasiones que. mientras que los niveles en suero de la droga original son bajos, los metabolitos. algunos de los cuales son activos, mantienen un nivel terapéutico de la droga. Por tanto, es necesario determinar los niveles de metabolitos en pacientes con niveles aparentemente bajos de la droga original. Las concentraciones máximas en sangre se alcanzan aproximadamente 3,5 horas después de la administración. Se absorbe entre el 2 0 % y el 4 0 % de la dosis de ciclosporina y la droga se metaboliza a en un único paso por el higado. El citocromo P-450 IIIA3 humano, que pertenece a la familia génica P-450 III, parece ser la principal enzima responsable del metabolismo de la ciclosporina. Dado que existen varias drogas que pueden bien inducir o bien ser metabolizadas por esta ¡soenzima del citocromo P-450. la coadministración de estas drogas puede ser responsable de alteraciones en los niveles de ciclosporina que pueden complicar la terapia con ciclosporina (Kronbach,



1988). Se cree que niveles de mantenimiento en sangre o concentraciones plasmáticas a las 24 horas de 250 ng/ml a 800 ng/ml o 50 ng/ml a 300 ng/ml respectivamente (determinados por inmunoensayo) minimizan el rechazo de los trasplantes y los efectos tóxicos. Los efectos adversos de la ciclosporina se pueden producir en todos los sistemas de órganos del cuerpo. Los niveles de mantenimiento en suero (determinados por radioinmunoensayo [RÍA]) mayores de 500 ng/ml están asociados a nefrotoxicidad inducida por ciclosporina, que es la reacción tóxica que se observa más frecuentemente en los tratamientos con ciclosporina. La nefrotoxicidad inducida por ciclosporina va acompañada de hiperpotasiemia e hiperuncemia, hipertensión e hiperplasia gingival. Otros efectos tóxicos incluyen efectos neurológicos (temblores, ataques, dolor de cabeza, parestesia, rubor y confusión), efectos dermatológicos (hirsutismo, hipertricosis y salpullido), hepatotoxicidad, efectos Gl (diarrea, náusea, vómitos, anorexia e incomodidades abdominales), complicaciones infecciosas, efectos hematológicos (leucopenia, anemia, trombocitopenia) y reacciones de sensibilidad que incluyen anafilaxia (Philip, 1998). Es importante lener en cuenta que existe un mayor riesgo de estados mmunosuprimidos y de ocurrencia de linfoma, especialmente linfoma del SNC, también puede estar asociada a inmunosupresión por ciclosporina. Se ha descubierto muy recientemente que la ciclosporina induce un aumento de la mvasividad independiente del sistema inmune de las células de adenocarcinoma en cultivo, aparentemente activando el factor de transformación del crecimiento ñ (TGFb) (Hojo, 1999). Este comportamiento puede ser bloqueado por los anticuerpos monoclonales contra TGF-B.
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Están disponibles preparaciones tanto orales como intravenosas de la ciclosporina. La absorción interpaciente e intrapaciente de la preparación oral es variable y puede ser afectada por muchos factores. Generalmente se recomienda que se utilice la sangre entera para momtorizar el nivel de droga y que se use un ensayo con alta especificidad para la droga inalterada (frente a metabolitos). Por tanto, la dosis óptima se debe determinar cuidadosamente para cada paciente de forma individual y se deberían monitorizar frecuentemente las concentraciones de ciclosporina en sangre, informando de los fluidos biológicos (sangre entera frente a plasma frente a suero) y el método de análisis (inmunoensayo frente a HPLC) utilizados. Cualquiera de los inmunoensayos disponibles en este momento (RÍA. FPIA. EMIT) es aceptable para la monitonzación habitual, aunque es importante que se trabaje con unos laboratorios y métodos de forma constante (McEvoy. 1999). Una nueva presentación de ciclosporina (Neoral), que es una microemulsión miscible en agua, aumenta la solubilidad de la ciclosporina en el intestino delgado (Miller, 1998). Esta preparación ha mostrado una farmacocinética superior, con una mayor biodisponibilidad y una seguridad equivalente, no mostrando un aumento aparente de la toxicidad. Parece ser que ofrece ventajas sobre las soluciones orales de CsA, al disminuir la variabilidad de los niveles sanguíneos intra e interpacientes. La ciclosporina intravenosa se reserva para los pacientes incapaces de tolerar la administración oral debido a un nesgo pequeño pero definitivo de anafilaxia (0.1 "o). No se ha informado de la ocurrencia de anafilaxia después de la administración de ciclosporina en solución oral. El Tacrolimus (FK-506) es un macrólido de lactona con un mecanismo de acción similar al de la ciclosporina y más potente que la CsA en su efecto inhibitorio (McEvoy. 1999). Actualmente se utiliza en cirugía de trasplantes para prevenir el rechazo de órganos. Igual que ocurre con la CsA, concentraciones elevadas en sangre parecen aumentar el riesgo relativo de toxicidad y se recomienda la monitorización terapéutica del fármaco. Se usa el mismo anticuerpo monoclonal en los dos métodos de monitorización disponibles. Uno de los métodos es el del inmunoensayo enzimático de micropartículas y el otro es el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA). La sangre entera es el espécimen de elección. El potencial tóxico parece ser similar a los electos tóxicos de la CsA. Los más comunes incluyen nefrotoxicidad, neurotoxicidad en forma de temblores y dolor de cabeza, efectos gastrointestinales como diarrea y náuseas, hipertensión, alteraciones en el metabolismo de la glucosa'diabeles de nueva aparición, hiperpotasiemia y complicaciones infecciosas. No obstante, a diferencia de la CsA, no se producen hiperplasia gingival e hirsutismo. La anafilaxia se puede producir con la administración intravenosa y se recomienda la terapia oral siempre que sea posible. El FK506 parece ajustarse mejor al uso en combinación con otros agentes inmunodepresores nuevos. El strolimus (rapamicina. RAP) es un antibiótico similar al FK-506 e ínteracciona con las mismas proteínas de unión mtracelular. Sin embargo, no inhibe a la calcineurma. aunque parece inhibir a una cinasa implicada en la fosforilación ribosomal, lo que inhibe la progresión del ciclo celular de la fase G. a la fase de síntesis de ADN. Esta es una diferencia con CsA y FK506. que inhiben el paso de la fase G„ a la fase G. del ciclo celular. No obstante, el alcance total de la actividad de RAP no se conoce aún. La preparación intravenosa es la única forma de uso disponible actualmente. Los efectos secundarios más importantes incluyen síntomas Gl (anormalidades en los niveles de lipidos) y trombocitopenia. Sin embargo, no parece ser nefrotóxico. El mofetil micofelonato es un derivado del ácido micofenólico. un antibiótico de hongos, que altera la biosintesis de novo de las purinas. inhibiendo a la mosina monofosfato deshidrogenasa; parece inhibir específicamente las reacciones de glicosilación requeridas para la activación de los leucocitos humanos. El uso de esta droga parece disminuir la tasa de rechazo de alotrasplante renal pero no se han demostrado diferencias definitivas en los pacientes y en la supervivencia al rechazo (Isoniemi, 1998). Puede utilizarse en pacientes que no toleran bien la CsA o el FK-506. Los efectos secundarios más importantes incluyen síntomas Gl como diarrea y náuseas y mielosupresión. No se han demostrado ni nefrotoxicidad ni neuroloxicidad. La mizorbina (MZ). un nucleósido de imidazol, también inhibe a la inosina monofosfato deshidrogenasa, alterando la síntesis de novo de purinas. La MZ se utiliza en Japón y está siendo probada clínicamente. Nc parece causar



Q U Í M I C A CLÍNICA hepatotoxicidad ni supresión de la médula ósea, aunque se ha descrito enterotoxicidad con disfunción renal. La 15-deoxysperguatina es el análogo sintético del antibiótico espergualina. Aunque su mecanismo de acción no se conoce completamente, tiene un potente efecto antimonocítico y parece interferir con la expresión del antigeno MHC, así como con el procesamiento de los antigenos y la presentación por los monocitos/macrófagos. También pueden estar presentes efectos antilinfocíticos. Sólo está disponible para la administración intravenosa. Los efectos secundarios más importantes son la supresión de la médula osea y los síntomas Gl. La leflunomida (LFM) es un derivado del isoxazole que inhibe la proliferación de los linfocitos: se cree que esto se debe a su efecto sobre la biosintesis de novo de las pirimídinas y/o su efecto sobre la ruta de transducción de la señal de IL-2. Actualmente se usa en el tratamiento de la artritis reumatoide y, en animales, prolonga la supervivencia a los alotrasplantes No se ha demostrado que la LFM cause nefrotoxicidad o mielosupresión en humanos.



Fármacos utilizados en el tratamiento de los pacientes maníacodepresivos: litio y antidepresivos tricíclicos Tanto el litio como los antidepresivos tricíclicos se usan en el tratam ento de los trastornos psiquiátricos afectivos.



Litio El litio es un catión monovalente que forma parte del grupo de los metales alcalinos y esta disponible comercialmente en forma de sales de citrato y carbonato. Se considera que las sales de litio son agentes antimaníacos y se utilizan en la profilaxis y el tratamiento del trastorno bipolar (psicosis maniacodepresiva). Además, algunos investigadores consideran que el litio es el medicamento de elección para la prevención de la cefalea crónica en brotes y también puede ser efectivo en formas episódicas o periódicas de cefalea en brotes. Las dosis orales iniciales de litio para la manía aguda oscilan entre 0.6 g y 1.8 g diarios (como máximo 2.4 g) para conseguir niveles terapéuticos en suero de 0.75 meq/l a 1,5 meq/l. Una vez que el ataque remite, la dosis se reduce rápidamente hasta llegar a concentraciones en suero de 0,4 m e q l a 1 meq/l. Las dosis en adulto para dolores de cabeza en brotes generalmente oscilan entre 0,6 g y 1,2 g diarios en dosis divididas. En general, los niveles en suero y la respuesta de los pacientes se utilizan para individualizar la dosis y deben ser monitorizados cuidadosamente. La absorción completa del litio se produce entre seis y ocho horas después de la administración oral. La vida media en plasma varia desde 17 a 36 horas y la instauración de la acción es lenta (cinco a diez días) La eliminación se produce casi totalmente en los ríñones y aproximadamente el 80°° del litio filtrado se reabsorbe. El litio no está unido a proteínas y se distribuye por toda el agua corporal, mostrando una distribución tisular retrasada y variada. Los síntomas de intoxicación aguda, por tanto, pueden no presentar una buena correlación con los niveles en suero, ya que la distribución de la droga por los diferentes órganos puede ser lenta y/o variada. El mecanismo exacto de acción del litio es desconocido, pero el litio, como catión monovalente, compite con otros cationes monovalentes y divalentes (como sodio, potasio, calcio y magnesio) por los canales iónicos de las membranas celulares y por los sitios de unión de proteínas como receptores de membrana, proteinas/peptidos transportadores de moléculas y enzimas críticas para la síntesis, almacenamiento, liberación y recuperación de neurotransmisores centrales. El litio también tiene un marcado efecto inhibidor sobre la síntesis de los fosfatidilinositoles. que son segundos mensajeros implicados en la neurotransmisión y en la síntesis de cAMP. también implicado en la neurotransmisión. La toxicidad puede ser aguda, causada por una única dosis tóxica, o crónica, como resultado de dosificaciones altas y/o prolongadas o de cambios en la farmacocinética del litio. Las pérdidas de agua (como resultado de la fiebre, una menor ingesta o trastornos gastrointestinales anormales como diarrea, vómitos, diuresis o pielonefritis) son el factor más importante subyacente a la intoxicación crónica.
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Figura 17-11. Estructura de los antidepresivos tricíclicos utilizados más frecuentemente



La gravedad de la intoxicación no está relacionada claramente con los niveles de litio en suero. No obstante, se puede intentar predecir de forma imprecisa la seriedad de la intoxicación a partir de los niveles de litio en suero obtenidos 12 horas después de la última dosis: intoxicación ligera a moderada con 1,5 meq/l a 2,5 meq/l, intoxicación severa con 2,5 meq/l a 3.5 meq/l e intoxicación potencialmente letal con niveles mayores de 3,5 meq/l. La gravedad de la intoxicación con litio también depende del tiempo de permanencia de las concentraciones tóxicas en suero.



vado, se recomienda habitualmente para eliminar el tnciclico del tracto Gl. Los ataques generalmente se tratan con diazepam intravenoso. Para sobredosis de amitriptilina (Fig. 17-11). el uso de inhibidores de la colinesterasa como la neostigmina ha probado ser efectivo en la reversión de los síntomas anticolinérgicos.



Los síntomas de intoxicación leve a moderada más comunes incluyen nauseas, malestar, diarrea y temblor fino de manos. Además pueden aparecer sed, polidipsia y poliuria, así como somnolencia, debilidad muscular, ataxia y habla farfullante. Entre los síntomas de intoxicación moderada a severa se encuentran la hiperreflexia tendinosa profunda, los movimientos coreiformes. las náuseas y vómitos persistentes, las fasciculaciones, los ataques generalizados y los movimientos clónicos de todos los miembros. Estos síntomas pueden progresar rápidamente a ataques generalizados, oliguria, fallo circulatorio y muerte cuando los niveles son mayores de 3,5 meq/l.



tranquilizantes mayores



Antidepresivos



tricíclicos



La estructura de estos compuestos se muestra en la Figura 17-11. Su mecanismo de acción -bloqueo de la recuperación de los neurotransmisores adrenérgicos y dopammérgicos- se trata en el apartado de "Drogas" (véase Fig. 17-8). La acción de estos neurotransmisores excitatonos se prolonga permitiendo que se mantengan unidos a sus receptores. Además de estimular las rutas dopaminérgicas, los tricíclicos. especialmenle la amitriptilina, ejercen efectos anlicolinérgicos. Los efectos farmacológicos secundarios de los antidepresivos tricíclicos reflejan sus acciones anticolinérgicas. Éstos incluyen sequedad de la boca, estreñimiento, visión borrosa, hipertermia. íleo adinámico, retención urinaria y retraso de la micción. Otros electos sobre el SNC son somnolencia, debilidad, fatiga y letargo, los más comunes, asi como lagitación, inquietud, insomio y confusión. También pueden producirse ataques y coma. Se pueden presentar además síntomas extrapiramidales que incluyen temblor fino persistente, rigidez, distonía y opistotonos. Es importante tener en cuenta que los antidepresivos tricíclicos se usan a menudo en intentos de suicidio por individuos depresivos cuya depresión está siendo Iratada con estos fármacos Los síntomas más importantes de la sobredosis de antidepresivos tricíclicos son síntomas anticolinérgicos: pupilas dilatadas y piel seca. La dilatación de las pupilas es un indicio extremadamente importante en los pacientes embotados o comatosos. Toxicidad. La sobredosis produce síntomas que son principalmente extensiones de las reacciones adversas comunes de la estimulación excesiva del SNC y la actividad anticolinérgica. Entre éstos se encuentran los ataques, el coma, la hipotensión, la depresión respiratoria, la arrellexia, el choque y las paradas cardiorrespiralorias. También se pueden producir agitación, contusión, hipertensión y síndrome parkinsoniano, asi como alucinaciones y delirios. Entre las manifestaciones ocasionales están la ataxia, el fallo renal, la disartria y los vómitos. Tratamiento. Generalmente el tratamiento incluye cuidados sintomáticos y de apoyo. El lavado gástrico, acompañado por instilaciones de carbón acti-



Antipsicóticos. neurolépticos o



Estos fármacos se utilizan principalmente en el tratamiento de la esquizofrenia aguda y tienen como resultado la supresión del estado de agitación. Hay dos clases principales de este tipo fármacos: las fenotiazinas, cuyo ejemplo típico es la clorpromicina. y las butirofenonas, cuyo ejemplo típico es el haloperidol (Haldol). Ambos tipos parecen bloquear los receptores postsinaplicos (dendríticos) de dopamina y serotonina en las rutas excitatorias que utilizan estos neurotransmisores (véase Fig. 17-8) Se sabe que el Haldol también se une con alta afinidad a los receptores a del SNC y que esta acción puede estimular las rutas inhibitorias que modulan la actividad de las rutas dopaminérgicas. Ha sido difícil momtonzar los niveles de estos fármacos en suero debido al el gran número de metabohtos de cada una de ellos que resultan de su metabohzación en el hígado. La clorpromacina. por ejemplo, tiene aproximadamente 150 metabolitos. La eficacia terapéutica de la mayoría de estos metabolitos se desconoce. Es, por tanto, bastante difícil establecer los rangos normales de niveles en suero para estas drogas. Entre los métodos de análisis se encuentran el FPIA y la HPLC. En el FPIA no está claro cuál de los metabolitos, si es que alguno de ellos lo hace, reacciona con el anticuerpo. Para la clorpromacina. el rango terapéutico estimado es amplio, entre 50 ng'ml y 300 ng'ml. La vida media de la droga es de 16 a 30 horas y su biodisponibilidad está entre el 25 % y el 35%. Las dosis normales de clorpromacina se encuentran entre 200 mg/día y 600 mg/dia en dosis divididas. Otras drogas de la serie fenotiacma son la tioridacina y la flufenacina (Prolixina). Los principales efectos secundarios tóxicos de estos neurolépticos son la discinesia tardía y los efectos parkinsonianos (es decir, los efectos sistémicos extrapiramidales sobre el SNC). También se sabe que se producen hipotensión ortostática. colestasis y. en raras ocasiones, anemia aplásica. como efectos secundarios tóxicos. Se ha informado de que ocasionalmente se produce dermatitis de contacto con las fenofiacinas. Tiene gran importancia el subgrupo de pacientes que han sido tratados con estos medicamentos y desarrollan discinesia tardía. En la mayoría de estos pacientes las alteraciones motoras son irreversibles. Se han introducido varios fármacos antipsicóticos nuevos que no producen discinesia tardía. Entre ellos se encuentran la rispendona (Risperdal) y la olanzapina (Zyprexa). Ambos prometen ser agentes antipsicóticos efectivos con efectos secundarios mínimos.



Antineoplásicos: metotrexato y busulfán El metotrexato, un antimetabolito que consiste en una mezcla con no menos del 8 5 % de ácido 4-amino-10-metilfólico y compuestos relacionados, es un antagonista del ácido fólico (véase Tabla 17-7). Inhibe a la enzima dihidrofolato reductasa. Como resultado, se bloquea la síntesis de ácido tetrahi-
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Metotrexato Nivel en suero



Afección



Dosis normal



Sonasis



IM o IV: 7,5-50 m g / s e m Oral 7,5-30 m g / s e m IM: 5-25 m g / s e m Oral: 7,5-15 m g / s e m IM o IV 25 mg/m-'. 1-2 x / s e m O r a l : 2,5-5 mg/día Dosis alia IV: 1,5 g/m- c o n rescate c a d a tres s e m a n a s (hay diferentes regímenes disponibles)



Artritis reumatoides refractarias E n f e r m e d a d e s neoplásicas m a l i g n a s "






Aproximadamente 5 x I C M



' Se recomienda la rnonitonzaoón de los parámetros de base de los pacientes (hemoglobina; recuento de glóbulos blancos: volumen corpuscular medio; recuento de plaquetas; urinalisis: nitrógeno de urea en sangre, niveles de creatinina, transaminasa y loslatasa alcalina en suero). ' Con terapias de dosis altas se siguen los niveles de metotrexato y se aiustan las dosis de leucovorma hasta que los niveles de melotrexato en suero son menores de 5 x 10-8 M (véase Grem, 1995)



drofólico, necesario para la formación de N-5,10-tetrahidrofolato. un intermediario en la transferencia de un grupo metilo al deoxiuridilato para formar timidilato, necesario para la síntesis de ADN. También se ha sugerido que el metotrexato puede causar un aumento de los niveles intracelulares de ATP. que bloquea la reducción de los ribonucleótidos, lo que también bloquea la síntesis de ADN. El metotrexato también parece inhibir a la ligasa de polinucleótidos implicada en la síntesis y reparación del A D N . El metotrexato es además un importante agente inmunosupresor y se utiliza en el tratamiento de la soriasis, la artritis reumatoide y algunas enfermedades del colágeno vascular. Dependiendo de la enfermedad específica a tratar varían las dosis y los niveles terpéuticos del medicamento. En la Tabla 177 se facilitan las dosis y los niveles terapéuticos para varias enfermedades diferentes. Los niveles en suero se determinan por FPIA. La cinética de los niveles del estado estacionario de esta droga es bifásica: una fase rápida en la que t es de dos o tres horas y una fase lenta en la que t. es de ocho a diez horas. La excreción de la droga también es bifásica: el 9 2 % se excreta en 24 horas y el resto a lo largo de un periodo de días. Aproximadamente el 50% de la droga en sangre se encuentra unida a proteínas séricas.



maco es estrecho. Niveles elevados en plasma aumentan la probabilidad de desarrollar una enfermedad hepática venoclusiva (VOD), una complicación potencialmente mortal. Por tanto, en la actualidad se lleva a cabo habitualmente la monitorización terapéutica de los niveles de busulfán, por medio de HPLC o GC-MS, con medida de los intervalos entre dosis para este medicamento, en los centros de trasplante de médula. Esto disminuye la incidencia de la VOD en los pacientes cuyos niveles iniciales en suero de busulfán son demasiado altos y permite aumentar la dosis en los pacientes con niveles iniciales de busulfán demasiado bajos, optimizándose de esta forma los niveles terapéuticos para cada paciente.
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Entre los efectos tóxicos del metotrexato se encuentran efectos hematológicos (leucopenia y trombocilopenia). efectos gatrointestinales (ulceración, glositis, estomatitis, náuseas y vómitos), lesiones hepáticas como la cirrosis, lesiones pulmonares como la fibrosis pulmonar, efectos dermatológicos como la urticaria y la vasculitis y efectos sobre el SNC debidos al metotrexato intratecal que incluyen aracnoiditis, leucoencefalopatía y aumento de la presión del líquido cefalorraquíedo (LCR). Ocasionalmente es necesario administrar dosis altas de metotrexato a individuos con tumores que no responden a dosis normales de este fármaco. En estos casos, el medicamento leucovorina (factor citrovorum) se administra entre 18 y 36 horas después de la dosis inicial de metotrexato, al tiempo que se monitorizan los niveles de metotrexato. La leucovorina es N-5-formiltetrahidrofolato, que es el producto de la dihidrofolato reductasa. De este modo el compuesto supera el bloqueo causado por el metotrexato. El fundamento de este régimen es que las dosis altas de metotrexato matan las células tumorales de proliferación rápida, mientras que muchas células normales que no se dividen tan a menudo son "rescatadas" por la leucovorina. En este tipo de régimen de medicamentos es especialmente importante monitorizar cuidadosamente los niveles de metotrexato en suero. Además, se debería administrar rápidamente leucovorina a los pacientes que reciben dosis bajas de metotrexato cuando se sospecha de la existencia de una sobredosis del mismo (Roenigk, 1988). Durante este tiempo se deberían monitorizar los niveles del mismo en suero (Macdonald, 1995). El busutfán es un agente alquilante usado para tratar varias leucemias y linfomas antes del trasplante de médula. Es citotóxico para las células de médula y se usa en combinación con ciclofosfamida, que es citóxica para los linfocitos maduros que pueden estar implicados en la reacción de rechazo inverso (injerto contra hospedador) (Slattery, 1998). El índice terapéutico del fár-



En esta sección, se explican los agentes que causan daño crónico o agudo al paciente. Este daño puede ser directo, como ocurre con venenos como la cianida y el monóxido de carbono, o indirecto, como con carcinógenos que inducen mutaciones en genes que codifican proteínas críticas para el control del ciclo celular.



Carcinógenos ambientales A lo largo de la pasada década, la atención se ha centrado en los efectos de los agentes químicos ambientales, carcinógenos, que predisponen a los individuos expuestos a ellos al desarrollo de tumores en los distintos tejidos en los que estos agentes se acumulan. Muchos de los individuos que están expuestos a estos agentes trabajan en industrias en las que se producen. Se sabe que el benzopireno, un compuesto aromático producido por los cigarrillos y también por los escapes de los motores, es un potente carcinógeno y está implicado en el origen del cáncer de pulmón. Los nitritos, utilizados como conservantes de las carnes rojas, se han asociado al cáncer de colon. Se ha implicado a la aflatoxina, producida por el hongo Aspergillus, en el origen del carcinoma hepatocelular. Los hidrocarburos aromáticos como el benceno y las radiaciones ionizantes se han implicado en el origen de las leucemias agudas. El cloruro de vinilo y el colorante utilizado antiguamente thorotrash se han relacionado con el angiosarcoma. Los colorantes de bencidina, la B-naftilamina. el dimetilbenzantraceno y oíros compuestos aromáticos se han relacionado con múltiples tumores malignos de humanos. La exposición al asbestos está fuertemente implicada como carcinógeno en el cáncer de pulmón y el mesotelioma. En estudios animales, los bifenilos policlorados (PCB), producidos en los fuegos, y la dioxina están implicados en el origen de varios cánceres. Varios carcinógenos, como el benzopireno, son inactivos en su forma nativa pero se transforman en carcinógenos a través de reacciones oxidativas catalizadas por sistemas dependientes de citocromo P-450. Así, para ser un carcinógeno activo, el benzopireno debe convertirse en benzopireno
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rjíol epóxido. Puesto que sólo determinadas Isotermas del citocromo P-450 reaccionan con determinados carcinógenos, sólo los individuos que portan los genes que codifican esas formas son susceptibles (véase, p. ej., Caraco. 1998). Actualmente se está dedicando un esfuerzo importante a los individuos con fenotipos de riesgo. Se está prestando mucho interés a los trabajadores en cuyas ocupaciones están presentes cantidades significativas de carcinógenos. Las fundiciones de acero, los astilleros, las fábricas de plásticos y otras plantas industriales pueden producir estos carcinógenos en cantidades significativas. En algunas de estas industrias las frecuencias de ciertos cánceres son superiores a las de la población normal (Brandt-Rauf. 1998). Por tanto, en estas poblaciones expuestas es deseable la determinación de los niveles de exposición a ciertos carcinógenos conocidos. Se cree que los carcinógenos se unen a ADN, conduciendo en último término a mutaciones en el código genético que a menudo tienen como resultado la síntesis de proteínas muladas implicadas en el control del ciclo celular (Brandt-Rauf, 1998). Estas proteínas se denominan proteínas codificadas por oncogenes u oncoproteinas. La mutagénesis y las oncoproteínas se tratan en el Capítulo 64. En las poblaciones con un historial de exposición a carcinógenos, se han desarrollado ensayos para detectar la presencia tanto de estos carcinógenos como de sus aductos de ADN. Para la detección de la mayoria de los carcinógenos sin modificar, el método de elección es actualmente la GC-MS. Para ciertos compuestos carcinógenos como los PCB se utiliza el método de captura de electrones. Los compuestos halogenados como los PCB se separan en una columna de GC utilizando un gas ionizado como transportador. Los compuestos halogenados "capturan" los electrones conducidos a través del gas transportador y de esta forma son delectados por las corrientes reducidas. A menudo, la presencia de carcinógenos en sangre u orina es difícil de detectar directamente. Los carcinógenos, no obstante, pueden estar unidos a proteínas o a ADN en el interior de las células. Estos aductos se pueden detectar por medio de Weslern blot, como se describe en el Capitulo 59, que aprovecha la existencia de anticuerpos monoclonales para aductos carcmógeno-ADN (Sanlella, 1987; Perera, 1988). Esta técnica es sensible a cantidades del orden de nanogramos de aducto del ácido nucleico, que puede ser convenientemente recogido de los linfocilos periféricos. También es muy útil para la detección de oncoproteínas en los fluidos corporales de pacientes que han estado expuestos a estos carcinógenos (DeVivo, 1994), como se describe en el Capítulo 64.



Cianida Los aniones de cianida se unen rápidamente al hierre en su estado férrico o tnvalente. Debido a que la cianida forma un complejo ciano-férrico relativamente estable, es capaz de inactivar a las enzimas que contienen hierro y que oscilan entre los estados ferroso y férrico en reacciones de oxidación-reducción. La cianida produce hipoxia lisular y celular, principalmente revirtiendo la unión a citocromo A. e inhibiendo su reoxidación. Esto inhibe al sistema trans-



portador de electrones e impide la respiración celular y la formación de ATP (fosfato de alta energía) Este bloqueo impide la utilización del oxígeno y del metabolismo aeróbico. produciendo una severa acidosis metabólica (láctica). Aunque la cianida se une preferentemente a la forma férrica del hierro, también se puede unir al hierro ferroso de la hemoglobina, produciendo cianohemoglobma. que no puede transportar oxigeno. La cianida también forma complejos con oirás enzimas que contienen hierro, pero sus efectos tóxicos agudos son atribuibles a la inhibición del transporte de electrones y a muerte celular, principalmente en el SNC. Los principales síntomas de sobredosis de cianida son la taquipnea (inicialmente) seguida de depresión respiratoria y cianosis, hipotensión, convulsiones y coma. La muerte puede ocurrir en cuestión de minutos, ya que la cianida es una toxina de acción rápida. El diagnóstico puede ser difícil y se necesita un alto índice de sospecha para hacer el diagnóstico correcto. Entre los indicios se encuentran el olor a almendras amargas, la presencia de un estado mental alterado y de taquipnea en ausencia de cianosis y una acidosis metabólica sin explicación (con un desequilibrio aniónico elevado). La terapia por medio de antídotos está basada en una estrategia de dos pasos. En primer lugar, para separar los iones CN- del citocromo A , la hemoglobina es translormada en metahemoglobina (estado F e " ) utilizando oxidantes específicos (nitrito de amilo o de sodio). El primero se suministra antes, ya que puede ser inhalado. La metahemoglobina compile directamente con el ferricitocromo A, para formar un complejo melahemoglobina-CN-, Este complejo cianometahemoglobina es relativamente no tóxico. En un segundo paso, se administra por vía intravenosa tiosulfato de sodio Este reactivo reacciona con la cianometahemoglobina para formar liocianato, que no es nocivo y se excreta en la orina. El primer paso es necesario únicamente para eliminar el CN- de la cadena respiratoria. Aproximadamente entre el 25% y el 40% de la hemoglobina total del paciente se translorma en metahemoglobina en este primer paso; esta metahemoglobina es rápidamente reconvertida en oxihemoglobma por las enzimas de los glóbulos rojos. Los antídotos implicados en cada paso se venden actualmente como un paquete de antídotos de la cianida por Eli Lilly and Company (Indianápolis. IN). :|



Monóxido de carbono La intoxicación por monoxido de carbono (CO) produce hipoxia en los tejidos como resultado de la disminución del transporte de oxigeno. El monóxido de carbono afecta al transporte de oxígeno al unirse a la hemoglobina para formar un complejo reversible, la carboxihemoglobina. También produce toxicidad al disminuir o inhibir la saturación de la oxihemoglobma. desplazando la curva de disociación de la oxihemoglobina hacia la derecha, y al unirse a otras proteínas que contienen grupos hemo como la mioglobina y el citocromo A-,. La unión a citocromo A, inhibe la respiración celular y el transporte de electrones, mientras que la unión a hemoglobina disminuye la reserva de oxígeno disponible para el músculo cardíaco y esquelético, siendo el músculo cardíaco el más afectado.



Tabla 17-8 Influencia de la ingestión aguda de etanol sobre los niveles de etanol y el comportamiento Whiski (mi)



Concentración en sangre



Influencia



3 0 mi - 60 mi



10-50 m g / d l ( 2 , 2 - 1 0 , 9 m m o / l )



De ninguna a euforia m o d e r a d a



9 0 m i - 120 m i



50-100 m g / d l (10.9-21.7 m m o / l ) o mayor



Influencia leve s o b r e la visión estereoscópica y la adaptación a la o s c u r i d a d



100 m g / d l ( 2 1 , 7 m m o / l )



Intoxicación l e g a l



120 m i - 180 m i



100-150 m g / d l (21,7-32,6 mmo/l)



E u f o r i a ; desaparición de la inhibición; t i e m p o de reacción más l a r g o



180 m i - 2 1 0 m i



150-200 m g / d l (32,6-43,4 mmo/l)



E n v e n e n a m i e n t o m o d e r a d a m e n t e g r a v e ; t i e m p o d e reacción m u y l a r g o ; pérdida de la inhibición y ligeras a l t e r a c i o n e s d e l equilibrio y la coordinación



240 mi - 270 mi



200-250 m g / di (43,4-54,3 mmo/l)



G r a d o de e n v e n e n a m i e n t o grave: alteraciones del equilibrio y la coordinación: retardo e n t o s p r o c e s o s d e p e n s a m i e n t o y enturbiamiento d e l a c o n c i e n c i a



300 mi - 450 mi



250-400 m g / d l (54,3-86,8 mmol/l)



C o m a p r o f u n d o , p u e d e ser m o r t a l
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Debido a que el cerebro y el corazón son los más susceptibles al envenenamiento con monóxido de carbono, la intoxicación por monóxido de carbono se manifiesta normalmente a través de síntomas respiratorios, neurológicos y cardiacos, siendo la disnea el síntoma principal. Otros síntomas son dolor de cabeza, perturbaciones visuales, taquicardia, síncope, taquipnea. coma, convulsiones y la muerte. La sintomatologia está relacionada de alguna manera con las concentraciones de carboxihemoglobina en sangre. No obstante, el diagnóstico es difícil, puesto que no se producen síntomas patognómicos excepto un color rojo cereza en la cara que es un importante indicio del envenenamiento agudo por СО. El envenenamiento con СО debería ser considerado en el diagnóstico diferencial del estado encefalopático agudo bajo las circunstancias apropiadas. Para el diagnóstico definitivo se utiliza un cooxímetro, que mide la concentración de carboxihemoglobina en sangre. Este instrumento es un espectrofotómetro específico que mide la hemoglobina total y el porcentaje de carboxihemoglobina. oxihemoglobína y metahemoglobma por medio de un análisis simultáneo a cuatro longitudes de onda. Este análisis preciso y rápido es necesario para establecer el diagnóstico y debería realizarse con la mínima demora después de la exposición а СО. El tratamiento se lleva a cabo princi palmente con oxigeno 100% y con tratamiento de apoyo adicional cuando es necesario.



Alcoholes y glicoles El etanol (Tabla 17-8) es probablemente la droga más común y frecuentemente es responsable de la presentación de pacientes con su estado mental alterado en los hospitales y las salas de urgencias. El etanol se absorbe rápidamente en el tracto gastrointestinal, tiene un volumen de distribución aproximadamente igual al del agua corporal total y se difunde libremente en los tejidos corporales. Es metabolizado predominantemente por la alcohol deshidrogenase hepática para producir acetaldehido y ácido acético y posteriormente, a través del ciclo de Krebs, dióxido de carbono y agua. La dosis lelal es generalmente de 300 mi a 400 mi de etanol puro (600 mi a 800 mi de whisky de 100 grados) consumidos en menos de una hora. Las concentraciones máximas en plasma se alcanzan normalmente en la hora siguiente a la ingestión. La Tabla 17-8 resume los electos de dilerentes niveles de etanol en suero sobre las funciones corporales humanas. El etanol actúa como hipnoticosedante y deprime irregularmente el SNC, en orden descendente del córlex a la médula. La intoxicación aguda se puede manifestar en forma de inhibición disminuida, descoordmación, visión borrosa, habla ininteligible, estupor, coma, ataques y muerte. La mayoría de las intoxicaciones mortales se producen con concentraciones en sangre mayores de 400 mg/dl. Las muestras de sangre capilar y arterial son las que reflejan con mayor exactitud las concentraciones de etanol en el cerebro. Las concentraciones de etanol en suero se determinan normalmente por métodos enzimáticos. cromatografía de gases o técnicas de oxidación electroquímica. En los ensayos más precisos para etanol. el suero se incuba con alcohol deshidrogenase, que oxida el etanol a acetaldehido. y el NAD se convierte en NADH. Asi. la simple monitorización de la absorbencia del suero incubado a 340 nm proporciona una determinación directa del alcohol presente. El envenenamiento agudo generalmente se trata con terapia de apoyo, lavado de estómago con agua o hemodiálisis si está indicada (>500 mg/dl). Los síntomas de intoxicación crónica, como la manía alcohólica aguda, pueden ser tratados con diazepam. Se puede utilizar temtoina en pacientes con un historial de ataques. El envenenamiento con melanol (alcohol de madera) se produce en pacientes que ingieren licores mediados o anticongelantes que contienen metanol. Se absorbe rápidamente en el tracto gastrointestinal y su tasa de metabolización y excreción es aproximadamente del 2 0 % de la del etanol. Se cree que el rango tóxico se encuentra entre los 60 mi y los 250 mi, aunque tan solo 15 mi pueden causar la muerte, La alcohol deshidrogenasa metaboliza el metanol a formaldehido y ácido tórmico. que es el responsable de la toxicidad ocular (sensación de disminución de la luz o franca ceguera), y la acidosis metabólica con desequilibrio aniónico. que son los principales síntomas de intoxicación Otros síntomas son náuseas, vómitos, dolores de cabeza, ataques y coma. Se utiliza GC-MS para medir los niveles de melanol en sangre, considerándose tóxicos los valores mayores de 50 mg/dl. Además, la osmo-



Q U Í M I C A CLÍNICA lalidad de los niveles en suero aumenta hasta niveles mayores de 300 mOsm. Debería considerarse el envenenamiento con metanol (o etilenglicol) en pacientes con indisposición aguda e hiperosmolaridad. acidosis metabólica y aumento del desequilibrio amiónico. El etilenglicol (1,2-etanodiol) se utiliza en los radiadores de los automóviles como anticongelante. Su vida media es de alrededor de tres horas y su metabolización produce tres compuestos tóxicos principales: el glicoaldehido, el ácido glicólico y el ácido glioxílico. La oxidación del etilénglicol a glicoaldehido es catalizada por la alcohol deshidrogenasa hepática. Se forman en menores cantidades tanto ácido oxálico como ácido fórmico. El ácido oxálico es un compuesto altamente tóxico en si mismo, que puede precipitarse rápidamente en forma de cristales de oxalato de calcio en varios tejidos y en la orina. La formación de estos cristales en la orina, aunque no siempre se observa, es un importante indicio para el diagnóstico del envenenamiento con etilénglicol. El metabolito que se acumula en concentraciones mayores en la sangre es el ácido glicólico y su concentración en sangre y orina parece estar directamente relacionada con la sintomatologia y la mortalidad. Es el contribuyente más importante al elevado desequilibrio aniónico que se observa en la acidosis metabólica. La dosis mortal de etilénglicol se encuentra en torno a los 100 g y la anuria y la necrosis son los principales sintomas de envenenamiento agudo. Otros síntomas son náuseas y vómitos, mioclomía. ataques, convulsiones, depresión de los reflejos y coma. El diagnóstico definitivo de la intoxicación por etilénglicol se puede hacer a través de la medida del etilénglicol y el ácido glicólico en suero por HPLC. El tratamiento de la toxicidad tanto del etilénglicol como del melanol es similar y se basa en la sintomatologia y los niveles en suero. El soporte principal del tratamiento es la terapia con etanol, ya que el etanol compite tanto con el melanol como con el etilénglicol por la alcohol deshidrogenasa. Si esta enzima está saturada por el etanol, disminuye el metabolismo del metanol y el etilénglicol. sus productos tóxicos no se acumulan en los tejidos y los compuestos originales se pueden excretar inalterados en la onna. Además del etanol, en los pacientes acidóticos generalmente se lleva a cabo una terapia con bases intravenosas (bicarbonato) para corregir la acidosis metabólica. La diálisis, tanto la hemodiálisis como la diálisis peritoneal, también se utiliza, tanto para eliminar el compuesto original como sus correspondienles metabolitos tóxicos. El isopropil alcohol tiene una vida media de aproximadamente tres horas y un volumen de distribución similar al del etanol. Es absorbido rápidamente en el tracto Gl y su tasa de metabolización es aproximadamente del 50°c de a del etanol El metabolismo del isopropanol lo lleva a cabo principalmente la alcohol deshidrogenasa y produce acetona, dióxido de carbono y agua. La dosis mortal de ingestión es de 250 mi. Tanto el isopropil alcohol como su principal metabolito, la acetona, son depresores del SNC. La depresión del SNC es el principal síntoma de intoxicación aguda por isopropanol. Además, produce una irritación Gl significativa que se puede manileslar en forma de náuseas y vómitos, incluyendo hematemesis y melena, dolor abdominal y gastritis. Otros sintomas son confusión, coma, hipertensión, fallo respiratorio y muerte. La intoxicación con isopropanol es difícil de diagnosticar. Los indicios para el diagnóstico incluyen acetonuria, acetonemia e hiperosmolaridad sin glicosuria, hiperglucemia o acidosis. Generalmente se considera que la cromatografía de gases es la mejor técnica para determinar las concentraciones de isopropanol en sangre. El tratamiento incluye cuidados de soporte, carbón activado con lavado de estómago y hemodiálisis en el envenenamiento grave.



Arsénico El arsénico se utiliza en venenos para hormigas, raticidas, herbicidas, insecticidas, pinturas, preservantes de la madera, cerámicas, la producción de varias aleaciones de metales, alimentos de ganado y como agente bronceador y en medicinas. Los arsénicos inorgánicos, incluyendo el arsenato de sodio y los arsenitos de plomo o cobre, los arsénicos orgánicos, como el carbarsono y la triparsamida. y el gas arsina son las principales formas lexicológicas del arsénico. El envenenamiento con gas de arsina normalmente se produce en un escenario industrial, donde su producción se debe a la acción de un ácido o del agua sobre metales que contienen arsénico.
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T O X I C O L O G Í A Y MONITORIZACIÓN DE FÁRMACOS



El arsénico se absorbe rápidamente en el tracto Gl y los pulmones, siendo más lenta la absorción a través de la piel. Venticuatro horas después de la ingestión, el arsénico se encuentra distribuido por todos los tejidos corporales. La pnncipal ruta de excreción es la renal. El arsénico puede atravesar la placenta. La principal consecuencia del envenenamiento con arsénico es el envenenamiento sistémico, presumiblemente a través de su interacción irreversible con múltiples enzimas poseedoras de grupos sulfidrilo, lo que a su vez conduce a la alteración de muchas rutas melabólicas, El gas de arsina es la forma más peligrosa de arsénico; puede unirse irreversiblemente a los grupos sulfidrilo de la hemoglobina causando hemolisis intravascular, hemoglobinemia y como consecuencia fallo renal agudo, asi como nefrotoxicidad directa. La dosis mortal aguda de trióxido de arsénico es de aproximadamente 120 mg, mientras que menos de 30 partes por millón (ppm) de gas arsénico pueden producir envenenamiento. Los arsénicos orgánicos liberan arsénico lentamente y las dosis mortales son de aproximadamente 0,1 g/kg a 0,5 g/kg. La toxicidad aguda normalmente se manifiesta en la primera hora después de la ingestión y generalmente refleja una implicación multiorgánica. La sintomatologia gastrointestinal es la forma más común de presentación, con ardor y sequedad de la boca y la garganta, dificultad para tragar, vómitos y diarrea acuosa o sanguinolenta que contiene fragmentos de revestimiento intestinal o mucus. Puede haber olor a ajo en el aliento y un gusto metálico en la boca del paciente. Se pueden desarrollar cianosis, hipotensión, taquicardia y arritmias ventriculares. Normalmente la neuropatía se produce bastante tiempo después de la ingestión (generalmente entre una y dos semanas) o se hace más intensa a lo largo de este período de tiempo. Se pueden producir depleción severa de volumen y necrosis tubular renal aguda, sobreviniendo la muerte como resultado de un fallo circulatorio. Los síntomas de envenenamiento con gas de arsina se suelen manifestar aproximadamente entre 2 y 24 horas después de la exposición y pueden incluir inicialmente náuseas, vómitos, dolor de cabeza, anorexia y parestesias. También son comunes la hematemesis y el dolor abdominal, pudiéndose producir además fallo renal agudo, daño cardíaco, anemia y hemolisis o edema pulmonar. El diagnóstico de la intoxicación crónica es normalmente difícil y debería considerarse en pacientes con una combinación de síntomas Gl. neuropatía y perturbaciones cutáneas, cardiovasculares y renales. El análisis de orina, cabellos y uñas utilizando espectroscopia de emisión de iones es importante para el diagnóstico del envenenamiento crónico por arsénico. El tratamiento del envenenamiento agudo incluye la eliminación del arsénico residual por lavado de estómago o emesis y el tratamiento con dimercarpol o Brilish antilewisite (BAL), que se combina con el arsénico a través de sus grupos sulfidrilo para producir complejos cíclicos hídrosolubles. Sin embargo, la toxicidad inherente a este compuesto limita su utilidad terapéutica. Están disponibles derivados menos tóxicos del BAL. como el 2,3-ditioeritritol, que es menos tóxico en cultivos celulares y a la vez muestra mayor eficacia que el BAL en el rescate de las células envenenadas del cultivo (Boyd, 1989). En el envenenamiento grave se puede utilizar la hemodiálisis para eliminar los complejos arsémco-dimercaprol.
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oral o la inhalación. El resultado puede ser la inflamación severa de la boca, asi como otros síntomas Gl. El riñon es también un sitio de preferencia para la acumulación de compuestos inorgánicos de mercurio y en el pueden sobrevenir daño tubular y glomerular renal. Tanto el mercurio elemental como los compuestos inorgánicos de mercurio se excretan fundamentalmente en la orina. A diferencia del mercurio elemental y del mercurio inorgánico, los compuestos orgánicos de mercurio, que contienen grupos alquilo, arilo y aleoxialquilo, son contaminantes ambientales. Estos compuestos contienen al menos un enlace covalente mercurio-carbono. Tanto los compuestos de mercurio alcoxialquilados como los adiados sufren escisiones metabólicas y biotransformaciones que producen mercurio inorgánico, que es el que actúa lexicológicamente y provoca manifestaciones de intoxicación como las que se han mencionado anteriormente al hablar de los compuestos inorgánicos de mercurio. Por el contrario, los enlaces carbono-mercurio de las formas mediadas y etiladas son extremadamente estables y producen mayor toxicidad que las formas ariladas y alcoxialquiladas. Las formas alquiladas son más liposolubles. atraviesan fácilmente las membranas biológicas y generalmente se absorben más fácilmente por el cuerpo al ser ingeridas. Sus principales efectos químicos se producen sobre el SNC y muestran una vida media biológica de entre 70 y 90 días. Puesto que la bilis es la principal ruta de excreción, el metil-mercurio puede ser reabsorbido por la sangre a través del sistema enterohepático. lo que es responsable en parte de su larga vida media. El principal mecanismo de acción del envenenamiento con mercurio tiene lugar a través de su enlace con los grupos sulfidrilo de las proteínas que produce disfunción, inactivación y desnaturalización generalizadas e mespecificas de las enzimas. El mercurio, dependiendo de la forma en que se encuentre, puede causar toxicidad multisistémica o lesiones locales en la piel y las mucosas. Tanto el mercurio orgánico como el elemental pueden actuar sobre el SNC, mientras que la sintomatologia Gl se produce principalmente con las sales inorgánicas. El mercurio elemental también puede producir reacciones pulmonares graves. En general, la toxicidad aguda por formas elementales, inorgánicas o la mayoría de las formas orgánicas, puede diagnosticarse a partir de los niveles en orina a las 24 horas. Los niveles en sangre pueden aumentar rápidamente después de la exposición aguda, pero disminuyen rápidamente y pueden no reflejar la carga corporal total. En contraste, puesto que debido a su corta cadena alquilada, los compuestos mercúricos orgánicos son excretados principalmente en la bilis, los niveles en sangre son los mejores indicadores de los niveles tísulares y de una exposición aguda significativa. Los análisis de cabellos pueden ayudar a identificar la exposición crónica a mercurio. El tratamiento incluye lavado gástrico o emesis para eliminar el veneno ingerido, asi como el uso de dimercaprol y succimero. Sin embargo, el dimercaprol está contraindicado en el envenenamiento con mercurio mediado y alquilado debido a que se ha observado que aumenta la concentración de estos compuestos en el cerebro (Bryson. 1989). En estos casos el tratamiento es sintomático, aunque se están evaluando clínicamente nuevos agentes.



Hierro Mercurio Los compuestos de mercurio existen en cuatro formas con diferente potencial toxicológico: elemental o metálico (Hg''), mercuroso (Hg-). mercúrico (Hg/ ) y álcali de mercurio (es decir, organomercurios). El mercurio elemental no se absorbe bien en el tracto Gl si se preserva la integridad de la mucosa y no muestra efectos tóxicos a no ser que se convierta en la forma divalente. Esto puede ocurrir lentamente por oxidación-reducción con agua e ion cloruro si existe un sitio Gl de estasis de mercurio, pero esto es poco frecuente. Se produce un envenenamiento significativo con mercurio elemental cuando es inhalado o absorbido a través de la piel. Puede atravesar la barrera hemaloencelálica y acumularse en el SNC. donde la oxidación produce ion mercúrico; por tanto, se producen principalmente intoxicaciones pulmonares y del SNC. 1



De las dos sales inorgánicas de mercurio, las sales mercurosas (Hg-) son poco solubles y. por tanto, se absorben mal. Las sales mercúricas (Hg ). sin embargo, se disuelven fácilmente y se absorben rápidamente tras la ingestión



El envenenamiento agudo por hierro es común en niños pequeños y generalmente es el resultado de la ingestión de productos que contienen hierro. Aunque los iones férricos de la comida normalmente son reducidos al estado ferroso y absorbidos en el estómago, el intestino grueso y el intestino delgado pueden absorber rápidamente cantidades tóxicas (>30 mg/kg) de hierro elemental. Un vez absorbido por el cuerpo, la eliminación del hierro es difícil. Se cree que dosis altas de hierro causan daño agudo en las células de las mucosas: la absorción significativa de hierro se produce una vez que se ha sobrepasado la capacidad de la transferrina. El hierro en suero no unido a proteínas causa toxicidad por daño en las células hepáticas, choque y producción de acidosis láctica. Los vómitos parecen ser una manifestación temprana de la intoxicación con hierro, junto con gastroenteritis severa, melena, dolor abdominal y hematemesis. Esto ocurre en las seis horas posteriores a la ingestión. En las siguientes diez horas puede parecer que el paciente mejora. Esto es engañoso, ya que pueden producirse manifestaciones de toxicidad sistémica (cianosis, convulsiones, choque, coagulopatia renal y fallo hepático) que condu-
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cen a la muerte. Tanto los pacientes que desarrollan sintomatología sistémica severa como aquellos que no lo hacen pueden desarrollar complicaciones tardías, incluyendo obstrucciones o estrechamientos Gl. El diagnóstico definitivo se lleva a cabo con medidas de la concentración de hierro en suero y de la capacidad total de unión de hierro (TIBC) de la transferrina. Además del tratamiento de apoyo, se utilizan la emesis o el lavado gástrico para prevenir la absorción de hierro. La terapia de quelación con deferoxamina también se utiliza si la intoxicación aguda es grave.



Plomo Tanto los compuestos de plomo orgánicos como los inorgánicos pueden ser altamente tóxicos, produciéndose sus efectos más senos sobre los sistemas nervioso central y periférico. La absorción puede producirse tanto por inhalación como por ingestión. Se cree que se producen acumulación de plomo y toxicidad si se absorben más de 0.5 mg de plomo al día, considerándose que la absorción de 0.5 g de plomo es una dosis mortal. Sin embargo, la toxicidad aguda no es habitual y se observa generalmente en pacientes que han estado expuestos a dosis elevadas de polvo de plomo. El envenenamiento con plomo se observa en niños de grandes ciudades que consumen plomo en forma de pintura. Las manifestaciones agudas son fundamentalmente síntomas del SNC (encefalopatía, convulsiones, estupor) y síntomas Gl como cólicos. Es más común la intoxicación crónica con acumulación de plomo en sangre, tejidos blandos y huesos. El compartimento corporal de plomo mas importante es el hueso, que contiene aproximadamente el 96° o de la carga total del cuerpo. La vida media del plomo en hueso es de 32 años y el hueso puede actuar como reservorio para la intoxicación endógena. La toxicidad crónica se puede manifestar a través de un amplio rango de efectos sistémicos que incluyen malestar general, pérdida de peso, anorexia y estreñimiento; la encefalopatía por plomo que cursa con malestar y apatía, somnolencia, estupor y ataques: la neuropatía perilérica cursa con flacidez de las muñecas o de los pies y nefrosis por plomo con albuminuria, hematuría y piuría y anemia (hipocrónica microcitica o normocítica) con punteado basófilo. siendo a menudo la observación de este último un indicio muy importante. Además, informes recientes sugieren que los cambios patológicos inducidos por plomo pueden producirse incluso con niveles bajos de exposición a plomo. Needleman y Gatsonis (1990) revisaron 24 estudios recientes de niños expuestos a plomo con el fin de proporcionar pruebas estadísticas de que dosis bajas de plomo pueden inducir un déficit intelectual en niños. Schwartz y colaboradores (1990) examinaron la anemia inducida por plomo en niños de uno a cinco años de edad utilizando un estudio epidemiológico transeccional. Encontraron que existe relación entre la edad, los niveles de plomo en sangre y el hematocrito. de modo que niños más pequeños presentaban un riesgo de anemia mayor que el de niños sólo unos años mayores. Por tanto parece que el plomo puede producir efectos nocivos, especialmente en niños, a niveles bajos de exposición. Generalmente los niveles de plomo en suero mayores o ¡guales que 10 pg/dl indican una excesiva absorción de plomo en niños, mientras que concentraciones mayores de 25 pg/dl indican que se debe considerar el tratamiento por quelación en los niños. Los CDC [Centers íor Disease Control and Prevention) recomiendan estudios de control universales en niños a partir de los seis meses de edad (Klaasen, 1996). Los compuestos orgánicos de plomo como el tetraetilplomo y el letrametilplomo son liposolubies y. como los organomercúricos comentados previamente, ejercen sus efectos tóxicos más importantes sobre el SNC. Puede producirse una encelopatía poco tiempo después de la instauración de la intoxicación, esta encefalopatía no se correlaciona bien con las concentraciones de plomo en sangre. Los reflejos tendinosos hiperactivos profundos, temblor de intención, cnspación anormal de la mandíbula y anormalidades de la postura y la marcha son las manifestaciones neurológicas de la intoxicación con organoplomos que se observan habitualmente. Parece ser que el plomo interacciona con los grupos tiol. carboxílico y fosfato para formar complejos estables con enzimas y proteínas (Bryson, 1989). Este fenómeno se conoce particularmente bien en el caso de la síntesis del grupo hemo. en la que el plomo bloquea la acción de la ó-aminoevulimco (ALA) sintetasa, la 6-ALA deshidratasa (ALAD), la coproporfirinógeno sintetasa y la lerroquelalasa. produciendo anemia. Estas alteraciones de la síntesis del grupo hemo permiten llevar a cabo pruebas objetivas de exposición a



Q U Í M I C A CLÍNICA plomo inorgánico. En el envenenamiento con plomo inorgánico se pueden encontrar cantidades elevadas de ALA en orina, baja actividad de ALAD en glóbulos rojos, cantidades elevadas de protoporfirina libre en eritrocitos y cantidades elevadas de zinc-protoporfirina. El ensayo para la zmc-protoporfirina es un método fluorimétrico particularmente sencillo que se utiliza habitualmente y constituye un test excelente. La prueba más sensible para el envenenamiento con organoplomos es la delección de una disminución de la actividad de la ALAD en orina, ya que los cambios en la actividad de otras enzimas y en los niveles de los productos de la síntesis del grupo hemo no son consistentes. Aunque las concentraciones de plomo en sangre entera son indicadores fiables de una exposición a plomo reciente, la corta vida media del plomo circulante en sangre hace que los cálculos de la carga corporal total sean poco fiables. No obstante, el uso de fluorescencia de rayos X in vivo en los huesos permite determinar la carga acumulativa de plomo (Kosnetl. 1994). El tratamiento del envenenamiento incluye terapia de apoyo, asi como la eliminación de los compuestos solubles de plomo por medio de lavado de estómago. Se utilizan habitualmente soluciones diluidas de sulfato de magnesio o de sulfato sódico. Además, se pueden utilizar si es necesario agentes quelantes como el dimercaprol, el edetato disódico de calcio y succimero. Determinación del p l o m o en s u e r o . Los niveles de plomo en suero pueden determinarse directamente tanto por medio de la espectroscopia de absorción atómica como por medio de un nuevo método, más accesible, denominado voltametria de redisolución anódica. En este último método, se construye una célula voltaica en la que el ánodo consiste en una varilla de grafito recubierta de mercurio. Cuando se aplica a este ánodo un potencial negativo, los metales catiónicos, como el plomo, se depositan en su forma metálica sobre el ánodo. A continuación se interrumpe la corriente. Puesto que existe un exceso de eleclrones, la corriente fluirá hacia el cátodo. Los metales depositados en el ánodo se oxidarán entonces de nuevo a sus respectivas formas iónicas (se redisolverán). Los metales con menor potencial de oxidación se redisolverán antes. Los metales se redisolveran ordenadamente según su potencial de oxidación, dado como potencial de media onda, que es constante para cada metal. La corriente total asociada a la redisolución de cada metal es proporcional a la concentración del mismo.



Organofosfatos y carbamatos Los organofosfatos son esteres del ácido fosfórico o el ácido tiofosfórico, mientras que los carbamatos son derivados sintéticos del ácido carbámico. Aunque se trata de dos tipos diferentes de compuestos, ambos interfieren la neurotransmisión y se usan habitualmente como plaguicidas en la agricultura. Ambos compuestos inhiben a la enzima acetilcolinesterasa (AChE). que normalmente hidroliza al neurotransmisor acetilcolina (ACh) después de que éste ha desencadenado un potencial de acción y ha sido liberado por su receptor. Ambos compuestos producen la inhibición reaccionando con el sitio activo de la AChE. En el caso de los organofosfatos esto ocurre a través de una fosforilación que produce un enlace ester fosfato relativamente estable y en el caso de los carbamatos a través de una carbamoilación que forma un enlace ester carbamato más lábil y, por tanto, más fácilmente reversible. Ambos compuestos pueden provocar de esta forma una acumulación de ACh en las sinapsis neuronales y las uniones mioneurales que produce toxicidad. La ACh es un importante neurotransmisor tanto en el sistema nervioso periférico como en el central. Se encuentra en varios tipos de sinapsis del SNC, en las sinapsis ganglionares entre las fibras simpáticas y parasimpáticas pre y posganglionares. en las uniones entre las fibras parasimpáticas posganglionares y los órganos efectores y en las uniones entre las neuronas somáticas motoras y las células de músculo esquelético. Entre los síntomas de envenenamiento con organofosfatos se encuentran, por tanto, manifestaciones parasimpáticas como salivación, lagrimeo, uresis y defecación (SLUD): constricción pupilar; bradicardia y broncoconstricción, que puede predominar en el envenenamiento en dosis bajas. En la intoxicación severa pueden predominar las manifestaciones autonómicas ganglionares y las manifestaciones somáticas motoras (como debilidad muscular, sacudidas, arreflexia, taquicardia e hipertensión) y manifestaciones del SNC (como confusión, habla farfullante, ataxia, convulsiones y depresión de los centros respiratorio y/o cardiovascular). La muerte sobreviene normalmente como resultado del fallo respi-



CAPÍTULO



17



•



TOXICOLOGÍA



ratono debido a depresión central, broncoespasmo, secreciones bronquiales excesivas y parálisis de los músculos respiratorios. Hay que hacer notar que la morbilidad y la mortalidad debidas al envenenamiento con carbamate son menos severas, puesto que los carbamates no penetran en el SNC de forma lan efectiva como los organofosfatos y, por tanto, sus efectos colinérgicos son mínimos. Además, la mayor labilidad del enlace ester carbamate permite la reactivación espontánea de la AChE. Esto, a su vez, hace que disminuya la pendiente de la curva de toxicidad dosis-respuesta en comparación con la curva de organofosfatos, de modo que es menos probable que pequeños aumentos de la dosis de carbamato produzcan aumentos graves de toxicidad. Además del envenenamiento agudo, los organofosfatos pueden producir un síndrome intermedio que ocurre entre uno y cuatro días después del envenenamiento y/o una neurotoxicidad retrasada que generalmente se origina entre dos y cinco semanas después de la exposición aguda. El síndrome mencionado en primer lugar se desarrolla después de la crisis colinérgica aguda y parece que implica parálisis de los nervios craneales, debilidad de los miembros superiores y parálisis respiratoria que hace que el paciente requiera ventilación asistida (Senanayake, 1987). Por el contrario, la neurotoxicidad retrasada, que no se observa con los organofosfatos, parece deberse a una inhibición neurotóxica de la esterasa y normalmente produce una polineuropatía sensorimotora distal y simétrica de las extremidades (Davies, 1987; Tafuri, 1987). El diagnóstico del envenenamiento con organostosfatos se basa en el historial de exposición en el período inmediatamente anterior a la instauración de la enfermedad, los síntomas de estimulación parasimpática difusa y la confirmación en el laboratorio de la exposición a través de la medida de la actividad acetilcolinesterasa en los eritrocitos y la actividad seudocolinesterasa en plasma. Mientras que la AChE se encuentra fundamentalmente en el tejido nervioso y los eritrocitos, la seudocolinesterasa se encuentra en plasma. Esta
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última enzima es mucho más inespecífica en su acción que la AChE y, además de hidrolizar ACh, puede hidrolizar muchos otros esteres naturales o sintéticos. Ambas actividades pueden descender y ser medidas en el laboratorio. Sin embargo, sólo la inhibición de la AChE se considera específica de envenenamiento con organofosfatos, ya que existen varias afecciones que pueden producir un descenso de los niveles en plasma de la pseudocolinesterasa (Tafuri, 1987). Así, esta última medida es más sensible pero menos específica del envenenamiento con organofosfatos que la medida de los niveles de colinesterasa en eritrocitos. Generalmente, niveles del 30% al 50% de los normales indican exposición y las manifestaciones tóxicas se producen cuando la inhibición es mayor del 50%; sin embargo, los síntomas pueden no aparecer hasta niveles del 2 0 % de los normales o incluso menores. En la actualidad, las pruebas de laboratorio permiten confirmar el envenenamiento más que diagnosticarlo. Debido a que es improbable que se disponga de los valores de base de colinesterasa previos a la exposición, las determinaciones secuenciales posteriores a la exposición parecen ser la mejor manera de confirmar el envenenamiento con organofosfatos (Coye, 1987). El tratamiento del envenenamiento agudo incluye soporte respiratorio si es necesario, descontaminación del paciente y lavado gástrico o emesis. En presencia de síntomas se puede administrar atropina para aminorar la excesiva estimulación parasimpática a través del bloqueo competitivo de la acción de la ACh sobre los receptores muscarínicos. También se administra pralidoxima como antidoto específico del envenenamiento con organofosfatos. Si se administra la pralidoxima entre las 24 y las 48 horas posteriores a la exposición, puede reactivar la colinesterasa fosforilada eliminado el grupo fosfato unido covalentemente al sitio activo de la enzima. No obstante, este período de tiempo es variable y la utilización de pralidoxima puede estar indicada después de las 48 horas (Aaron, 1998; Howland. 1998). Normalmente el envenenamiento crónico se trata evitando la exposición hasta que los valores de colinesterasa vuelven a la normalidad.
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Se puede obtener una gran cantidad de información a través del examen de la orina. Un examen cuidadoso permite la detección de afecciones intrínsecas del sistema urinario, tanto funcionales (fisiológicas) como estructurales (anatómicas). También se pueden monitorizar la progresión o regresión de varios tipos de lesiones con molestias mínimas para el paciente. Además, se pueden detectar dolencias sistémicas, como anormalidades endocrinas o metabólicas, a través de la detección de cantidades anormales de metabolitos específicos de la dolencia excretados en la orina. Los análisis de orina continuarán desempeñando un papel esencial en la medicina clínica. El propósito de este capítulo es describir la información que puede ser proporcionada por las pruebas de orina más comunes. Actualmente se llevan a cabo tres tipos principales de análisis de orina. Se trata de 1) el análisis de orina con tiras reactivas, que normalmente se lleva a cabo en laboratorios de búsqueda, consultas médicas y en las visitas médicas a los hogares de los pacientes; 2) el análisis de orina básico (habitual), en el que además de utilizarse tiras reactivas se lleva a cabo un análisis microscópico de los sedimentos de la orina y 3) el examen citopatológico especializado de los sedimentos de la orina. Estos exámenes utilizan varias disciplinas de laboratorio, principalmente la química y la microscopía. Además de estos procedimientos diagnósticos de primera línea, nuevas tecnologías como la inmunocitoquimica, el diagnóstico molecular, la ploidía de ADN y el análisis de ciclo celular evolucionan constantemente para proporcionar información diagnóstica y pronostica adicional. Los estudios microbiológicos de la orina, cruciales para el diagnóstico de la presencia de patógenos infecciosos en el tracto urinario, se analizan en otra parte de este texto. Es importante recordar que cada una de estas modalidades tiene una determinada utilidad clínica y la Tabla 18-1 enumera los beneficios de los análisis de orina ordenados habitualmente. El análisis de orina por medio de liras reactivas proporciona información acerca de múltiples propiedades fisico-químicas de la orina. Utilizado principalmente en la búsqueda de enfermedades, requiere una formación menos sofisticada del personal y los resultados se pueden obtener en pocos minutos. Se ha observado que en ciertas situaciones, sobre todo cuando se eva-



BIBLIOGRAFÍA



401



lúa a pacientes que presentan síntomas que requieren un análisis de orina para la detección de sangre o infección en la orina, las tiras reactivas pueden ser sustituidas por un análisis de orina habitual completo que incluya el análisis microscópico de la orina, normalmente reservado a los pacientes en los que existen discordancias entre la presentación clínica y los resultados de las tiras reactivas (Jou. 1998). El análisis de orina habitual consta de dos componentes principales: 1) las determinaciones físico-químicas (apariencia, peso especifico y medidas con tiras reactivas) y 2) examen microscópico en campo claro o por contraste de fases de los sedimentos de la orina para encontrar evidencias de hematuria, piuria. cilindruria (cilindros) y cnstaluna Este examen consume más tiempo y precisa la participación de un experto en microscopía para una interpretación rigurosa; no obstante, en la actualidad se dispone de instrumentación que automatiza los análisis habituales parcial o completamente. El examen citopatológico de los sedimentos de la orina también requiere una formación especializada y es el soporte principal del diagnóstico y el seguimiento de las neoplasias del tracto urinario, asi como de ciertos estados no neoplásicos, en particular el rechazo al trasplante de riñon. Presentaremos en detalle los componentes pertinentes del análisis de orina habitual. Se revisan brevemente varias metodologías que incluyen la preparación de la muestra, las reacciones con tiras reactivas, las pruebas de confirmación y los métodos microscópicos. Se pone mayor énfasis en la correlación clinicopatológica con los resultados de las pruebas obtenidos en el laboratorio



FORMACIÓN DE LA ORINA En un adulto normal, cada minuto atraviesan los riñones aproximadamente 1.200 mi de sangre, lo que supone aproximadamente el 25% del rendimiento cardíaco. Los glomérulos (normalmente más de un millón por riñon) reciben sangre de las arteriolas aferentes y un ultrafiltrado del plasma pasa a través de cada glomérulo y llega al espacio de Bowman. Desde aquí el filtrado pasa a través de los túbulos y los conductos colectores, donde pueden
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SECCIÓN III



T a b l a 18-1



•



O R I N A Y OTROS FLUIDOS CORPORALES



Utilidad de las pruebas de orina de laboratorio más habituales U t i l i d a d clínica



Tipo de prueba Química d e l a o r i n a ( l i r a s reactivas)



Análisis d e o r i n a húmedo ( h a b i t u a l )



Microbiología d e l a o r i n a Citología d e l a o r i n a (convencional) Análisis d e o r i n a citodiagnóstico



Citometría d e i m a g e n y análisis d e A D N Citometría d e f l u j o



Objetivo



Búsqueda



Glucosuria Proteinuria Hematuria Leucocituria Infección Diabetes Proteinuria Hematuria Leucocituria Infecciones Cilindruria Cristaluria Infecciones Cáncer Inflamación Infecciones virales Trastornos glomerulares y tubulares renales Trastornos TUI No bacterianos



Diagnóstico



Monitorización



Pronóstico



+++



+/-



+



+



++++



++



++



+



++ +



+++•+ ++



++ +



+



+



++++



+++



++



Infecciones Litiasis Cáncer u r o t e l i a l



++



+++



+++



Cáncer u r o t e l i a l



+



+++



++



TUI= Tracto urinario inferior De S c h u m a n n G B , S c h u m a n n JL. M a r c u s s e n N: Cytoóiagnostic Urinalysis ol Renal and Lower Uilnary Tracl Disorders N e w York. I g a k u - S h o m M e d i c a l Publishers. 1995. c o n p e r m i s o



. tener lugar la reabsorción o secreción de varias sustancias y la concentración de la orina. Al final, los aproximadamente 1801 de liquido filtrado por los glomerulus en 24 horas se reducen a 1 I o 2 I, dependiendo del estado de hidratación. La orina formada en los ríñones pasa a través de los conductos colectores a la pelvis renal y de aqui a los uréteres, la vejiga y la uretra para ser posteriormente evacuada. Los ríñones toman parte en muchas funciones reguladoras. A través de la filtración glomerular y la secreción tubular se eliminan del cuerpo numerosos productos de desecho, incluyendo productos nitrogenados del catabolismo de proteínas y ácidos y bases tanto orgánicos como inorgánicos. El estado de los fluidos, los electrólitos (incluyendo sodio, potasio, calcio y magnesio) y el estado ácido-base se regulan por homeostasis. Además, los ríñones participan en la regulación hormonal produciendo erítropoyetina y renina y activando a la vitamina D. Cualquier alteración de estas funciones por enfermedades renales o sistémicas se puede reflejar en la orina en forma de alteraciones químicas o citológicas.



COMPONENTES DEL ANÁLISIS DE ORINA BASICO (HABITUAL)



constar el nombre completo del paciente y la lecha y la hora de recogida. La institución puede requerir información adicional, pero estos tres datos constituyen el etiquetado mínimo indispensable. La primera orina evacuada en la mañana, que es la más concentrada, es la mejor para el análisis habitual. En ocasiones se reciben especímenes cateterizados o de orina de recogida suprapúbica. Si se envía un único espécimen para múltiples análisis se debería realizar en primer lugar el análisis bacteriológico, suponiendo que la orina haya sido recogida adecuadamente. En pacientes pediátricos y en personas con fallo renal agudo puede que sólo se disponga de un pequeño volumen de orina para el procesamiento; en tales casos se deberían llevar a cabo en primer lugar las medidas más pertinentes para el diagnóstico. Para las medidas cuantitativas, la recogida de orina cronometrada (12 ó 24 horas) se prefiere a los especímenes aleatorios.



Examen macroscópico/físico Apariencia En esta sección se describen algunos de los cambios más importantes en la apariencia macroscópica de la orina. En la Tabla 18-2 se recoge una lista detallada. COLOR



El análisis de orina básico (habitual) consta de cuatro partes: evaluación del espécimen, examen macroscópico/fisico, análisis químico y examen de los sedimentos.



Evaluación del espécimen Antes de proceder a ningún examen se debe evaluar la orina en términos de aceptabilidad. Entre las consideraciones a tener en cuenta se encuentran el etiquetado adecuado, el que el espécimen sea el apropiado para el análisis requerido, la conservación apropiada, la ausencia de signos visibles de contaminación y que los posibles retrasos en el transporte puedan haber causado un deterioro significativo del espécimen. Cada laboratorio debería contar con guias escritas y de obligado cumplimiento para la aceptación o rechazo de los especímenes. En un espécimen adecuadamente etiquetado deben



El color amarillo de la orina se debe en gran parte al pigmento urocromo, cuya excreción generalmente es proporcional a la tasa metabólica. Aumenta durante la fiebre, la tirotoxicosis y el ayuno. También contribuyen a la coloración de la orina pequeñas cantidades de urobilinas y la uroeritrina (pigmento rosa). Los individuos normales pueden producir orina tanto amarilla pálida como amarilla oscura y estas diferencias son indicadores aproximativos de la hidratación y la concentración de la orina. La orina pálida, normalmente de bajo peso especifico, se excreta después de una elevada ingesta de fluidos, mientras que la orina oscura se observa cuando se racionan los fluidos. Nótese que se puede encontrar orina pálida de alto peso específico en la diabetes mellitus. Para saber más sobre los cambios de color en la orina de niños, véase Cone (1968). La Tabla 18-3 enumera los cambios de color en la orina asociados a drogas de uso habitual.



CAPÍTULO 18



•



E X A M E N BÁSICO DE LA ORINA



Orina roja. El color anormal más frecuente es el rojo o marrón rojizo. Cuando se observa en mujeres se debería considerar la contaminación con flujo menstrual. La hematuria (presencia de glóbulos rojos [RBC]), la hemoglobinuria y la mioglobinuria pueden producir coloración rosa, roja o marrónrojiza. Estas tres alteraciones se detectan fácilmente por medio de tiras reactivas; sm embargo, es necesario un análisis más detallado para la diferenciación absoluta (véase más adelante bajo el epígrafe "Sangre, hemoglobina, hemosiderina y mioglobma en orina") En las porfirias. la coloración de la orina es variable. Normalmente es roja en la porfiria congenita eritropoyética y en la porfiria cutánea tardía, mientras que en la porfirinuria por plomo el color de la orina generalmente es normal. En la porfiria aguda intermitente hepática la orina es normal, pero se oscurece si se deja reposar. La orina roja también puede estar asociada al uso de drogas o de tinciones en las pruebas diagnósticas; por ejemplo, la fenolsulfonftaleína, que se usa en ocasiones para medir la función renal, tiñe de rojo la orina alcalina. Los pacientes con hemoglobina inestable pueden producir orina de un color marrón rojizo que no da positivo para hemoglobina o bilirrubma. El pigmento probablemente es un dipirrol o la bililuscina. Una orina roja
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i n o c u a se asocia a la ingestión de azúcares de remolacha que se observa en personas genéticamente susceptibles. Orina marrón amarillenta o marrón verdosa. La orina marrón amarillenta o marrón verdosa generalmente está asociada a pigmentos biliares, principalmente bilirrubina. Si se agita el espécimen de orina se puede observar una espuma amarilla que distingue a la orina con bilirrubina de la orina concentrada normal, cuya espuma es blanca. En la ictericia obstructiva grave la orina puede ser verde oscura. Orina roja anaranjada o marrón anaranjada. El urobilmógeno excretado es incoloro, pero en presencia de luz y a pH bajo se convierte en urobihna. que es amarilla oscura o naranja. La urobilina no tiñe la espuma al agitar, de modo que la orina con urobilina se puede confundir con la concentrada normal; las tiras reactivas serían confirmatorias en esta situación. Orina marrón oscura o negra. Una orina acida que contenga hemoglobina se oscurecerá al dejarla en reposo debido a la formación de metahemoglobina. La orina de color "Coca-cola" se puede observar en la rabdomiólisis



Tabla 18-2 Apariencia y color de la orina Apariencia Incolora Turbia



.echosa



Amarilla Anaranjada



Amarilla verdosa Marrón a m a r i l l e n t a Roja



R o j a púrpura Marrón r o j i z a



Marrón o s c u r a



Azul verdosa



Causas Orina muy diluida Fosfatos, carbonatos U r a t o s . a c i d o úrico Leucocitos Glóbulos r o j o s Bacterias, levaduras Espermatozoides F l u i d o prostático Mucma. fragmentos mucosos Cálculos Grumos, pus. tejidos Coniaminación f e c a l C o n t r a s t e radiográfico M u c h o s neutrófilos (piuría) Grasa Lipiduria, opalescente e n éter Quiluria lechosa Parafina e m u l s i o n a d a Acriflavina Orina concentrada E x c e s o de urobilina Bilirrubina Bilirrubina-biliverdina Bilirrubina-biliverdina Hemoglobina Eritrocitos Mioglobma Porfirina F u s c m a , tinción d e a n i l i n a Azúcares d e r e m o l a c h a Contaminación m e n s t r u a l Porfinnas Eritrocitos H e m o g l o b i n a libre Metahemoglobina Mioglobina Bililuscina (dipirrol) Metahemoglobina Ácido h o m o g e n t i s i c o Melanina Indican I n f e c c i o n e s p o r Pseudomonas Clorofila



Comentarios P o l i u r i a , d i a b e t e s insípida S o l u b l e s e n ácido acético d i l u i d o S e d i s u e l v e n a 6 0 " C y e n m e d i o básico I n s o l u b l e s e n ácido acético d i l u i d o S e l i s a n e n ácido acético d i l u i d o I n s o l u b l e s o n ácido acético d i l u i d o I n s o l u b l e s e n ácido acético d i l u i d o P u e d e n ser floculemos Fosfatos, oxalalos Fístula r e c l o v e s i c a l En orina acida I n s o l u b l e s e n ácido acético d i l u i d o N e f r o s i s , daño p o r a p l a s t a m i e n t o , s o l u b l e Obstrucción linfática, s o l u b l e e n éter Cremas vaginales Fluorescencia verde Deshidratación. f i e b r e Sin e s p u m a amarilla Espuma Espuma Espuma Positivo Positivo Positivo



amarilla si hay suficiente bilirrubina amarilla marrón " c e r v e z a " o a m a r i l l a 1 > tira r e a c t i v a p a r a s a n g r e J



Puede ser incolora Comidas, caramelos A m a r i l l o a l c a l i n o , genético Grumos, mucus P u e d e ser incolora



p H ácido Daño m u s c u l a r Resultado de hemoglobina inestable S a n g r e . p H ácido D e j a n d o reposar, alcalina; alcaptonuria Deíando r e p o s a r , r a r a Infecciones del intestino d e l g a d o Desodorantes bucales
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O R I N A Y OTROS FLUIDOS CORPORALES —



•



- X



T a b l a 1 8 - 3 Cambios en el color de la orina debido a los fármacos más comunes* Color



Fármaco A l c o h o l , etílico A z u l d e m e t i l e n o ( u s a d o p a r a delinear fístulas) Carmín índigo (función r e n a l , c i t o s c o p i a ) C l o r z o x a z o n a (Paraflex) (relajante m u s c u l a r ) E t o x a c e n o ( S e r e n i u m ) (analgésico urinario) F e n a z o p i r i d i n a ( P y r i d i u m ) (analgésico urinario), ácido también c o n s u l f o n a m i d a s (Azo Gantrisin, e t c . ) Fenindíona ( H e d u l i n ) ( a n t i c o a g u l a n t e ) ( i m p o r t a n t e para distinguir de la h e m a t u r i a ) Fenol, e n v e n e n a m i e n t o Fenolftaleína ( p u r g a n t e ) F e n o l s u l l o n f t a l e i n a (también s u l f o b r o m o f t a l e i n a ) F l u o r e s c e i n a sódica (IV) Furazolidona (Fluroxona) (Tricofuron) (nilrofurano a n t i b a c t e r i a n o y a n t i p r o t o z o o a r i o ) Sorbitol d e hierro (Jectofer) ( p o s i b l e m e n t e otros c o m p u e s t o s d e hierro f o r m a n sulfuras d e hierro e n l a o r i n a ) Laxantes d e a n t r a q u i n o n a ( s e n a , cascara sagrada) L e v o d o p a (i - d o p a ) (por Parkinson) M e p a c r i n a ( A t a b r i n e ) (antímalárico) ( l o m b r i c e s intestinales, Giardia) Mesilato de d e l e r o x a m m a (Desleral) (quela hierro) M e t i l d o p a ( A l d o m e t ) (antihipertensivo)



M e t o c a r b a m o l ( R o b a x i n ) (relajante m u s c u l a r ) M e t r o n i d a z o l a (Flagil) ( p a r a infección p o r Trichomonas. amebiasis, Giardia) Nitrofurantoina (Furadantin) (antibacteriano) Riboflavina (multivitaminas) Rifampicina ( R i f a d i n . R i m a c t a n e ) (terapia de la tuberculosis) Sulfasalacina (Azulfidina) ( p a r a colitis u l c e r o s a s )



Pálida, d i u r e s i s A z u l , azul v e r d o s a Azul Roja N a r a n j a , roja N a r a n j a rojizo. p H



Naranja, alcalina; el color d e s a p a r e c e p o r acidificación Marrón; se o x i d a a quinonas (verde) R o j o púrpura, p H alcalino R o s a rojizo, pH alcalino Amarilla Marrón Marrón en r e p o s o



Rojiza, a l c a l i n a ; marrón amarillenta, a c i d a Roja y l u e g o marrón, alcalina Amarillo Roja Oscuro; si hay agentes oxidantes presentes. roja o marrón Marrón v e r d o s o S e o s c u r e c e entre rojiza y marrón Marrón a m a r i l l e n t o A m a r i l l o brillante N a r a n j a rojizo brillante Amarillo anaranjado. pH alcalino



'Otros fármacos usados habilualmenle producen cambios de color en ocasiones o habitualmenle: amitriptilina (Elavil), azul verdoso; fenotiazinas, roio; triamtereno (Dyrenium). azul pálido (lluorescencia azul en la orina acida). Se puede encontrar una | lista detallada en Young y cois.: Clin Chem. 1 9 7 5 : 2 1 : 3 7 9 ) .



(Keverline, 1998) y en algunos pacientes que toman L-dopa. Causas menos frecuentes de orina marrón oscura son el ácido homogentísico (alcaptonuria) y la melanina. La orina que contiene ácido homogentísico se oscurece muy rápidamente cuando es alcalina.



dificación. Igualmente, el crecimiento bacteriano puede causar una opalescencia uniforme que no es eliminada por acidificación o filtración; se ha sugerido que una medida turbidimétrica por medio de un turbidímetro de doble haz puede ser útil para la detección de la presencia de infecciones urinarias (Livsey, 1995). La turbidez también puede deberse a RBCs, células epiteliales, espermatozoides o fluido prostético. El fluido prostético normalmente contiene algunos leucocitos u otros elementos. Entre las etiologías de la orina turbia se encuentran el mucus procedente del tracto urinario inferior o el tracto genital, coágulos de sangre, perdidas menstruales u otro tipo de material particulado como fragmentos de tejido, pequeños cálculos, grumos de pus y material fecal. El material fecal en la orina puede aparecer cuando existe una conexión fistulosa entre el colon o el recto y la vejiga. La contaminación con polvos o con antisépticos que se puedan volver opacos al entrar en contacto con el agua (fenoles) también puede causar turbidez en la orina. Q u i l u r i a . Es una alteración rara en la que la orina contiene linfa. Está asociada a la obstrucción del flujo linfático y la rotura de los vasos linfáticos en la pelvis renal, los uréteres, la vejiga o la uretra. Aunque la infección por el parásito Wuchereria bancrofti (filariasis) es la etiología predominante (Cortvriend, 1998), la linfadenomegalia abdominal y los tumores también están asociados a la quiluria. Incluso con filariasis, esta afección es rara. La apariencia de la orina varía según la cantidad de linfa presente, yendo desde clara a opalescente o lechosa. Se pueden formar coágulos y, si hay suficiente linfa presente, la orina puede formar una película con los quilomicrones en la parte superior y la fibrina y las células en la inferior. Este material lipídico puede extraerse de la orina usando un volumen igual de éter o cloroformo. Los fosfatos de la orina, por el contrario, no serán eliminados por este método. La seudoquiluria se produce con el uso de cremas vaginales con parafina usadas para el tratamiento de las infecciones por Candida. Lipiduria. La mayoría de las veces los glóbulos de grasa aparecen en la orina debido al síndrome nefrótico; se trata de grasas neutras (triglicéridos) y colesterol. La lipiduria también puede presentarse en pacientes con un trauma esquelético sostenido debido a fracturas de los huesos largos o de la pelvis. Presumiblemente, la fuente de lipidos es la médula grasa expuesta. Hay que tener en cuenta que además de estos lipidos endógenos pueden flotar en la superficie de la orina contaminantes oleosos como la parafina. Puede ser necesario el examen microscópico de polarización de la orina para clasificar los materiales lipidíeos como gotas positivas a la tinción con aceite rojo o esteres del colesterol.



Olor La orina normalmente tiene un olor leve y aromático de origen indeterminado. Los especímenes con crecimiento bacteriano importante se pueden reconocer por un fétido olor a amoníaco. También la ingestión de espárragos o el timol producen olores característicos de la orina. Los olores característicos de la orina asociados a trastornos de los aminoácidos son los siguientes: Acidemia isovalérica y acidemia glutárica Enfermedad de la orina de jarabe de arce Mala absorción de la metionína Fenilcetonuria Trimetilaminuria Tirosinemia



Pies sudorosos Jarabe de arce Repollo Ratones Pescado podrido Rancio



CLARIDAD (CARÁCTER) La orina normalmente es clara y la presencia de partículas en un espécimen no centrifugado requiere ser investigada. El diagnóstico diferencial para la orina turbia es muy amplio e incluye muchas entidades no patológicas. La turbidez puede deberse simplemente a la precipitación de cristales de sales no patológicas a los que se denomina amorfos. En la orina alcalina pueden precipitar fosfatos, urato de amonio y carbonatos; todos se redisuelven cuando se añade ácido acético. El ácido úrico y los uratos producen una turbidez blanca, rosa o naranja y se redisuelven al calentar a 6 0 C . S



La turbidez de la orina puede atribuirse a la presencia de varios elementos celulares. Los leucocitos pueden causar una turbidez blanquecina similar a la de los fosfatos, pero en este caso la turbidez permanece después de la aci-



La falta de olor en la orina de los pacientes con fallo renal agudo sugiere necrosis tubular aguda (y no fallo prerrenal).



Volumen de orina En condiciones normales, el principal determinante del volumen de orina es la ingesta de agua. Un adulto produce como media entre 600 mi y 2.000 mi de orina al día, contribuyendo la orina nocturna, generalmente, con no más de 400 mi. La variación diurna normal puede invertirse en el embarazo. Los niños pueden excretar tres o cuatro veces más orina por kilogramo de peso corporal que los adultos. La medida de producción de orina a intervalos de tiempo determinados puede ser muy valiosa para el diagnóstico clínico.



CAPITULO 18



•



371



EXAMEN BÁSICO DE LA ORINA



AUMENTO DEL VOLUMEN DE ORINA Una producción de más de 2.000 mi de orina en 24 horas se denomina poliuria; la nocturia es la excreción de más de 500 mi de orina en una noche con un peso específico menor de 1.018. En general, volúmenes de orina altos tienden a estar asociados a bajos pesos específicos. Una ingesta excesiva de agua (polidipsia) causará poliuria, al igual que el consumo de ciertas drogas con efecto diurético como la cafeína, el alcohol, las tiacidas y otros diuréticos. Las soluciones intravenosas pueden aumentar la producción de orina. Una ingesta elevada de sal y las dietas ricas en proteínas también requieren más agua para la excreción. Los estados patológicos que tienen como resultado un exceso de pérdida de fluido renal/excreción de orina pueden dividirse en tres grupos: Regulación h o r m o n a l de la h o m e o s t a s i s d e l v o l u m e n d e f e c t i v a . La diabetes insípida puede deberse bien a la deficiencia (central o pituitaria) o bien a la ausencia de respuesta renal (nefrogénica) a la hormona antidiurética. En cualquiera de las situaciones existen una sed y una ingesta de agua excesivas junto a unas marcadas poliuria y nocturia. Se pueden producir hasta 151 de orina al día. Absorción renal d e f e c t i v a de s a l e s / a g u a . Puede deberse a la administración de agentes diuréticos o a anormalidades en los túbulos renales, lo que da lugar a una pérdida de sodio o a un mecanismo de contracorriente alterado. En el fallo renal crónico progresivo disminuye el funcionamiento del tejido renal y la capacidad de concentrar la orina se pierde gradualmente. Para excretar la carga renal diaria de agua y solutos es necesario un aumento del volumen de orina por nefrona residual y la orina pasa a ser isosmótica con el ultrafiltrado de plasma. D i u r e s i s osmótica. En la diabetes mellitus con hiperglucemia existe una excesiva excreción de glucosa, lo que causa diuresis. DISMINUCIÓN DEL VOLUMEN DE ORINA La oliguria es la excreción de menos de 500 mi de orina cada 24 horas y la anuria es la supresión casi completa de la formación de orina. La privación de agua causa una disminución del volumen de orina incluso antes de que aparezcan los signos de deshidratación. La oliguria puede aparecer muy abruptamente, como ocurre en el fallo renal agudo, o en la enfermedad renal progresiva. En cualquier caso, se puede producir retención de los productos nitrogenados de desecho (azoemia; véase Cap. 9). Las causas de fallo renal agudo se clasifican normalmente de la siguiente forma. P r e r r e n a l . La pérdida de volumen intravascular puede deberse a una hemorragia o a la deshidratación asociada a diarreas o vómitos prologados, sudoración excesiva o quemaduras severas. La denominada "formación de un tercer espacio" consiste en el desplazamiento de los fluidos intravasculares a espacios extracelulares. También afecciones como el fallo congestivo del corazón, las sepsis, la anafilaxia o la oclusión embólica de la arteria renal pueden causar una disminución del flujo renal sanguíneo. P o s r e n a l . La hidronefrosis bilateral, que resulta de una obstrucción importante o prolongada del tracto urinario puede estar asociada a un marcado descenso del flujo de orina de incluso a anuria. Esto puede producirse con la hiperplasia o el carcinoma prostéticos. La obstrucción bilateral uretral debida a piedras, coágulos y fragmentos de tejidos, así como la obstrucción uretral debida a constricción de las válvulas son otras formas de obstrucción. La anuria asociada a la terapia con sulfonamidas y a la deshidratación se debe a la obstrucción causada por la precipitación de cristales en los túbulos renales cuando el pH urinario es ácido. E n f e r m e d a d renal p a r e n q u i m a t o s a . Esta enfermedad sólo se debería considerar cuando se han descartado otras causas de oliguria pre y posrrenal. La lista de afecciones es extensa e incluye varios trastornos vasculares, la glomerulonefritls aguda, la nefritis intersticial y la necrosis tubular aguda (NTA). Una causa habitual de NTA es la isquemia renal debida bien a un fallo cardíaco o bien a hipotensión. Numerosos agentes nefrotóxicos pueden producir NTA, entre ellos varios antibióticos, el mercurio, el tetracloruro de carbono y el glicerol. Otras etiologías incluyen la hemoglobinuria y la mioglobi-



nuria, asociadas a hemolisis y daño muscular, respectivamente, así como a cantidades excesivas de proteínas intratubulares o a cristales. El fallo renal crónico, una pérdida progresiva e irreversible de la función renal, es el resultado de varías afecciones. Entre ellas se encuentran la nefrosclerosis hipertensiva y asociada a diabetes, la glomerulonefritis crónica, la enfermedad renal poliquistica y otros trastornos urológicos. El peso específico de la orina es bajo y pueden observarse proteinuria. cilindros y células renales. La pielonefritis o nefritis intersticial causa fundamentalmente disfunción tubular con poliuria en la fase temprana, pero posteriormente sobrevienen la oliguria y el fallo renal crónico.



Peso específico y osmolalidad El volumen de orina excretada y la concentración de solutos son vanados por el riñon para mantener la homeostasis de los líquidos corporales y los electrólitos. Las medidas del peso específico y la osmolalidad reflejan el grado relativo de concentración o dilución del espécimen de orina. Esto a su vez permite la evaluación de la capacidad de concentración y dilución de los riñones. Se ha observado que ambos Índices, asi como el color de la orina, son indicadores fiables del estado de hidratación (Armstrong, 1998). El peso específico de un espécimen indica la proporción relativa de compuestos sólidos disueltos en el volumen total de espécimen; en otras palabras, refleja la densidad del espécimen. Por otra parte, la osmolalidad indica el número de partículas de soluto por unidad de solución. Las partículas más grandes, como las proteínas y los azúcares, tienden a elevar más el peso específico que los electrolitos, más pequeños. En circunstancias críticas se prefiere la medida de la osmolalidad en orina (y plasma) a la medida del peso específico. PESO ESPECÍFICO La urea (20%), el cloruro de sodio (25%), los sulfatos y los fosfatos son los principales contribuyentes al peso especifico de la orina normal. Los adultos normales cuya ingesta de Huidos es adecuada producen una orina con un peso especifico entre 1,016 y 1,022 a lo largo de un período de 24 horas; no obstante, los riñones normales son capaces de producir una orina con un peso específico de entre 1,033 y 1,035. Si un espécimen de orina al azar tiene un peso específico de entre 1,023 o mayor, se puede considerar que la capacidad concentradora es normal. El peso específico mínimo después de una carga de agua estándar debería ser menor de 1,003. La orina de bajo peso especifico se denomina hipostenúrica, siendo su peso específico menor de 1,007. En la diabetes insípida, la pérdida de la habilidad concentradora (tal como se ha descrito anteriormente) hace que se produzcan grandes cantidades de orina de peso específico que puede llegar a ser de tan solo 1,001 (el peso específico del agua es 1,000). La excreción prolongada de orina de bajo peso especifico también se puede observar en varias anormalidades renales como la pielonefritis y la glomerulonefritis. Se puede observar un peso específico alto después de una excesiva pérdida de agua/deshidrataclón, una insuficiencia adrenal, una enfermedad hepática o un fallo congestivo del corazón. Cuando existe poca o ninguna variabilidad entre varios especímenes de un paciente y el peso específico es estable alrededor de 1,010, el paciente recibe la denominación de isostenúrico. Esta observación es indicativa de un daño renal grave en el que existe alteración tanto de la capacidad de concentración como de la de dilución. Métodos. Se disponen de varios métodos para medir el peso específico: las tiras reactivas, los refractómetros, los urinómetros y el método de caída de gota. Tiras reactivas. Es un método indirecto de medida del peso específico. En el área reactiva están presentes tres ingredientes principales: polielectrolitos, indicador y tampón. Esta metodología se basa en el cambio de pK, de los electrolitos pretratados dependiendo de la concentración iónica de la orina. Cuando la concentración iónica es alta disminuye el pK y también lo hace el pH. La sustancia indicadora cambia entonces de color dependiendo de la concentración iónica y este cambio se traslada a valores de peso específico. Las cantidades elevadas de glucosa, las proteínas y el contraste radiográfico, que tienden a aumentar las lecturas de peso específico obtenidas por los refractómetros y urómetros que se describen a continuación, no afectan a este método. a
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Refractómetro. Este método es también indirecto. El índice de refracción de una solución está relacionado con el contenido de sólidos disueltos presente en la m i s m a . Este índice es el ratio de la velocidad de la luz e n el aire respecto a la velocidad de la luz en la solución. La variación de este ratio es directamente proporcional a la proporción de partículas en solución y, por tanto, al peso específico. El refractómetro clínico es un instrumento que requiere sólo unas gotas de orina (a diferencia de los 15 mi necesarios para el unnómetro). Aunque el refractómetro mide el índice de refracción de una solución, la escala utilizada sólo es válida para la orina y no puede usarse para indicar el peso específico de las soluciones de sal o azúcar. Esto debería tenerse en cuenta cuando se usan soluciones salinas para calibrar. Se requieren gráficos o tablas especiales para convertir los números del índice relativo de refracción en concentraciones de solutos en soluciones acuosas en caso de que esto sea necesario {American OpticaL Catalog Number 10403). La lectura del peso específico del refractómetro generalmente es ligeramente menor que la lectura del mismo espécimen llevada a cabo por el unnómetro; la diferencia es aproximadamente de 0,002. Procedimiento. Se dispone de un modelo portátil de temperatura compensada. Este instrumento está compensado para temperaturas entre 6 0 F y 100° F. Le dañan temperaturas superiores a 150 °F y la inmersión del ocular o el anillo de enfoque en agua. La lectura para el agua destilada deberia ser cero; la lectura cero se puede reajustar si es necesario rompiendo el sello del tornillo de presión, girándolo con un destornillador pequeño y volviendo a sellar. Se debe comprobar la calibración diariamente. Como comprobación adicional se puede ajustar con una solución de sulfato de cobre para monitorizar un nivel de peso especifico alto. e



Para determinar el peso especifico de la orina se deben limpiar las superficies de la tapa y el prisma con una gota de agua destilada y un paño húmedo y dejar secar. A continuación se cierra la tapa. Se mantiene el aparato horizontal y se vierte una gota de orina sobre el orificio de la tapa de modo que ésta fluye por la superficie del prisma por capilaridad. Se apunta el instrumento hacia una fuente de luz en el ángulo que proporciona el máximo contraste. Se gira el ocular hasta que la escala está enfocada. Se lee directamente en la escala de peso especifico la línea que divide entre el contraste claro y el oscuro. Se debería repetir el procedimiento entero con una segunda gota de orina de la misma muestra. Unnómetro. Se trata de un hidrómetro adaptado a la medida directa del peso especifico de la orina a temperatura ambiente. Se debería chequear cada día midiendo el peso específico del agua destilada. Si el urinómetro no da una lectura de 1,000, se debe aplicar la corrección apropiada a todas las lecturas que se tomen con el mismo. Se puede realizar una comprobación más rigurosa del urinómetro con soluciones de peso específico conocido. Puesto que la temperatura afecta al peso específico, se debería permitir que las muestras de orina alcancen la temperatura ambiente antes de hacer la lectura, o aplicar una corrección de 0,001 por cada 3°C por encima o por debajo de la temperatura de calibración indicada en el urinómetro. También se deben aplicar correcciones cuando están presentes proteínas o glucosa; se resta 0,003 por cada 1g/dl de proteína y 0,004 por cada ig/dl de glucosa, Procedimiento. La cubeta del unnómetro se llena de orina hasta tres cuartos de su capacidad (el volumen mínimo requerido es de 15 mi aproximadamente). La muestra se inserta en el urinómetro con un movimiento de rotación para asegurar que flota libremente. (Cuando se lleva a cabo la lectura del urinómetro es necesario asegurarse de no tocar los lados o el fondo del cilindro. Se deben evitar las burbujas en la superficie, que oscurecen el menisco.) Se lee el fondo del menisco. Método de caída de gota. Se trata de un método directo de medida del peso especifico. Es más exacto que el refractómetro y más preciso que el urinómetro. Este método utiliza una columna especialmente diseñada rellena de un aceite inmiscible con el agua. Se introduce una gota de orina en la columna, y cuando la gota cae se encuentra con dos haces de luz; cuando rompe el primer haz comienza a contar un cronómetro y cuando rompe el segundo haz para. El tiempo de caída se mide electrónicamente y se expresa como peso especifico (Free, 1996).



OSMOLALIDAD Una adulto normal con una ingesta de fluidos normal producirá una orina de entre 500 mOsm/kg y 850 mOsm/kg de agua aproximadamente. Un riñon normal es capaz de producir orina con un rango de osmolalidad de entre 800 y 1.400 mOsm/kg de agua en condiciones de deshidratación y con una osmolaridad mínima de entre 40 mOsm/kg y 80 mOsm/kg de agua en condiciones de diuresis. Después de un período de deshidratación, la osmolalidad de la orina debería ser entre tres y cuatro veces la del plasma (p. ej., con una osmolalidad de plasma de 285 mOsm/kg de agua, la osmolalidad de la orina deberia ser al menos de 855 mOsm/kg de agua). Métodos. El método de disminución del punto de congelación es el que se emplea habitualmente. Una solución que contiene 1 osmol o 1.000 mOsm/kg de agua disminuye el punto de congelación 1,86 °C por debajo del punto de congelación del agua. El método se descnbe en el Capitulo 3.



Análisis químicos Las tiras reactivas son el método principal de examen químico de la orina. Aunque son de uso sencillo, representan múltiples reacciones químicas complejas y que se actualizan continuamente La Tabla 18-4 enumera las recomendaciones de almacenamiento y de uso de las tiras reactivas. Debería tenerse en cuenta que los métodos utilizados por las tiras reactivas cambian periódicamente, varían la sensibilidad y las reacciones de cambio de color y se añaden nuevas medidas. Los fabricantes facilitan tablas de las sustancias que normalmente interfieren los análisis, que deberían ser consultadas. Se pueden producir interferencias con el ácido ascórbico y otras drogas que producen coloración de la orina como fenazopiridina (Pyridium) y otros componentes nitrogenados como el azul de metileno. Información más detallada sobre la interferencia de drogas se encuentra en Young (1990). Las medidas químicas más habituales en las tiras reactivas se analizaran en primer lugar, dejando los parámetros químicos que se miden menos frecuentemente para después. Un análisis sobre la aplicación química de cada



Tabla 18-4 Recomendaciones para las tiras reactivas | Almacenamiento ¡ Proteger de la h u m e d a d y calor e x c e s i v o A l m a c e n a r e n l u g a r frío y s e c o , p e r o n o e n e l r e f r i g e r a d o r C o m p r o b a r e n c a d a u s o q u e n o s e p r o d u c e decoloración l a decoloración p u e d e i n d i c a r pérdida d e r e a c t i v i d a d N o u s a r t i r a s decoloradas o tabletas Mantener el paquete perfectamente cerrado C o m p r o b a r l a s r e c o m e n d a c i o n e s d e l f a b r i c a n t e e n c a d a n u e v o lote por sí existieran c a m b i o s en el procedimiento Prueba H a c e r l a p r u e b a d e o r i n a t a n p r o n t o c o m o s e a p o s i b l e después d e la recepción S a c a r únicamente l a s t i r a s q u e s e v a n a u t i l i z a r y v o l v e r a c e r r a r perfectamente C o m p r o b a r q u e l a m u e s t r a d e o r i n a está b i e n m e z c l a d a y n o centrifugada La muestras de orina d e b e n eslar a temperatura ambiente antes de la prueba N o t o c a r c o n l o s d e d o s e l área d e p r u e b a N o u s a r l a s t i r a s r e a c t i v a s e n p r e s e n c i a d e ácidos volátiles o h u m o s alcalinos S u m e r g i r l a t i r a r e a c t i v a e n l a o r i n a b r e v e m e n t e , n o más d e u n segundo S e c a r e l e x c e s o d e o r i n a : recorrer e l b o r d e d e l a tira c o n p a p e l absorbente No permitir q u e se m e z c l e n los reactivos N o d e j a r q u e l a tira e n t r e e n c o n t a c t o d i r e c t o c o n l a m e s a d e t r a b a j o Seguir exactamente el tiempo r e c o m e n d a d o para c a d a prueba química M a n t e n e r la tira r e a c t i v a c e r c a de la c a r t a de c o l o r e s y llevar a c a b o l a l e c t u r a c o n b u e n a iluminación C o n o c e r las f u e n t e s d e error, s e n s i b i l i d a d y e s p e c i f i c i d a d d e c a d a p r u e b a s o b r e la lira reactiva jAtención! R e l a c i o n a r l a h i s t o r i a d e l p a c i e n t e y las p r u e b a s individuales, entonces continuar
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E X A M E N BÁSICO DE LA ORINA



analito precede a la descripción sobre las tiras reactivas y otras metodologías. Se incluyen los métodos de confirmación cuando éstos existen y son necesarios.



pH de la orina Los ríñones y los pulmones normalmente trabajan juntos para mantener un equilibrio ácido-base. Los pulmones excretan dióxido de carbono, mientras que la contribución renal es la de reclamar y generar bicarbonato y secretar iones amonios. El túbulo renal proximal es responsable del volumen de reabsorción/generación de bicarbonato y el túbulo distal se ocupa de las funciones restantes. Las células tubulares intercambian iones hidrógeno por iones sodio en el filtrado glomerular. La actividad metabólica corporal produce ácidos no volátiles, principalmente sulfúrico, fosfórico y clorhídrico, pero también pequeñas cantidades de ácidos pirúvico, láctico y cítrico y cuerpos cetónicos. Todos ellos son excretados por los glomérulos en forma de sales (sódicas, potásicas, calcicas y amónicas) y, junto con el amoníaco producido por los túbulos proximales. pueden entonces continuar atrapando iones hidrógeno secretados para su eliminación en la orina (véase Cap. 9).
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En la alcalosis metabólica. se produce una orina alcalina con mayores niveles de bicarbonato urinario y disminuye la producción de amoníaco. El riñon puede producir orina con un pH tan alto como 7.8. En la alcalosis respiratoria se produce una orina alcalina que está asociada a un aumento de la excreción de bicarbonato. MÉTODOS Tiras r e a c t i v a s . Los indicadores rojo de metilo y azul de bromotimol tienen un rango de colores que va del naranja al verde y el azul a medida que aumenta el pH, lo que permite estimar los valores de pH en el rango de 5 a 9 con una desviación de menos de medio punto. Se debería leer inmendiatamente, pero el tiempo no es crítico. Se debería tener cuidado de no humedecer excesivamente las tiras en el punto en el que el lampón ácido del parche de proteínas difunde en el parche de pH haciendo que se vuelva naranja. La medida del pH de la orina se debe realizar siempre con especímenes recién excretados. Si se requieren medidas precisas se debería llenar el recipiente para minimizar el espacio muerto y cerrarlo herméticamente. El recipiente se debería mantener en frío, preferiblemente en hielo, pero no congelado. En reposo el pH tiende a aumentar debido a la pérdida de dióxido de carbono y a que el crecimiento bacteriano produce amoniaco a partir de la urea.



PH NORMAL El adulto medio con una dieta normal excreta aproximadamente entre 50 mEq y 100 mEq de iones hidrógeno en 24 horas para producir una orina de un pH aproximado de 6. En individuos sanos, el pH de la orina puede variar entre 4,6 y 8. ORINA ACIDA La orina acida se puede producir debido a una dieta rica en proteínas cárnicas o con algunas frutas como los arándanos. Durante la leve acidosis respiratoria del sueño, se puede formar una orina más acida. También se utiliza una acidificación terapéutica de la orina por medio de varios agentes farmacológicos, como el cloruro de amonio, la metionina y el mandelato de metenamina, en el tratamiento de algunos cálculos. Entre estos se encontrarían las piedras de fosfato y carbonato calcico que tienden a desarrollarse en las orinas alcalinas. En las perturbaciones ácido-base, el pH de la orina refleja los intentos de compensación por parte de los riñones. Los pacientes con acidosis metabólica o respiratoria deberían producir una orina acida con aumento de la acidez titulable y de la concentración de ion amonio. En la cetoacidosis diabética se excretan grandes cantidaes de iones hidrógeno, en gran parte en forma de ion amonio. Cuando se produce depleción de potasio como la que ocurre en la alcalosis hipopotasémica de vómito prolongado o en el hipercorticismo, o se usan diuréticos de forma prolongada, puede producirse una aciduria paradójica con orina ligeramente acida en presencia de una alcalosis metabólica. ORINA ALCALINA Se puede inducir la producción de orina alcalina por medio de una dieta rica en ciertas frutas y verduras, especialmente cítricos. La orina tiende a ser menos acida después de las comidas. Durante largo tiempo se creyó que esto se debia a una compensación urinaria de la secreción gástrica de ácidos; sin embargo, estudios recientes no apoyan esta teoría (Johnson, 1995). Se pueden utilizar bicarbonato sódico, citrato potásico y acetazolamida para inducir la orina alcalina en el tratamiento de algunos cálculos, en particular los formados por ácido úrico, cistina u oxalato de calcio. Estos agentes también pueden usarse en algunas infecciones del tracto urinario (los antibióticos neomicina, kanamicina y estreptomicina son más activos en orina alcalina), en la terapia con sulfonamidas y en el tratamiento del envenenamiento con salicilatos. La capacidad de intercambiar ion hidrógeno por cationes y la formación de amoniaco disminuyen cuando está dañada la función tubular. En la acidosis renal tubular clásica, la filtración glomerular es normal pero la capacidad tubular distal para formar amoníaco e Intercambiar iones hidrógeno por cationes es defectiva. El resultado es una acidosis sistémica. La orina es relativamente alcalina y el pH no puede bajar de 6 o 6,5, ni siquiera suministrando sustancias de carga acida. Además, la acidez titulable y la concentración de amonio disminuyen (Singh, 1995). En la acidosis renal tubular proximal se produce pérdida de bicarbonato. Esto también puede ocurrir en el síndrome de Fanconi,



Peachímetro. Aunque la estimación del pH obtenida mediante tiras reactivas normalmente es suficiente, en algunos pacientes con alteraciones del balance ácido-base se debe medir con precisión el pH urinario con un peachímetro con un electrodo. Puesto que el peachímetro tiende a descalibrarse, se debe calibrar con tres lampones de pH conocido inmediatamente antes de su uso. Después de la estandarización, el electrodo se lava con agua deslilada, se limpia y se seca con papel. El electrodo se sumerge en la muestra de orina y el aparato facilita el pH de la orina a la temperatura de medida. A c i d e z t i t u l a b l e de la o r i n a . El pH de la orina depende en gran medida de la cantidad de fosfato mono y dibásico presente. La acidez titulable se mide titulando una alícuota de orina de 24 horas (mantenida en hielo) con NaOH 0,1 N con pH 7,4 como punto final. La medida se puede utilizar conjuntamente con la determinación del amoníaco urinario en pacientes con acidosis crónica de origen desconocido. La acidez titulable normal se encuentra en el rango de 200 mi a 500 mi de NaOH 0,1 N (o 6 mi de NaOH 0,1 N por kg de peso corporal) o de 20 a 40 mEq/24 horas. Este procedimiento se puede encontrar en ediciones previas de este libro (Henry, 1996).



Proteínas en la orina Normalmente se excretan diariamente en la orina hasta 150 mg de proteínas, encontrándose el promedio de concentración de proteínas en la orina entre 2 mg/dl y 10 mg/dl dependiendo del volumen de orina. Anderson ha demostrado que existen más de 200 proteínas urinarias, derivadas tanto del plasma como del tracto urinario (Anderson, 1979). Alrededor de un tercio es albúmina y entre las restantes proteínas plasmáticas se encuentran pequeñas globulinas, incluyendo las «, (3 y y-globulinas. Las proteínas plasmáticas con peso molecular menor de 50.000 o 60.000 pasan a través de la membrana basal glomerular y normalmente son reabsorbidas por las células tubulares proximales. La albúmina, cuyo peso molecular es de 69.000, aparentemente se filtra, pero sólo en pequeñas cantidades. La proteína de unión a retinol, la IVmicroglobulina, las cadenas ligeras de las ¡nmunoglobulinas y la lisozima se excretan en pequeñas cantidades. La glucoproteína Tamm-Horsfall (uromucoídes), secretada por las células tubulares distales y la células del asa de Henle ascendente, supone aproximadamente un tercio de la pérdida total normal de proteínas. La inmunoglobulina A (IgA) de las secreciones del tracto urinario, las enzimas y proteínas de las células tubulares epiteliales, otras células descamadas y los leucocitos también contribuyen a las proteínas urinarias. La detección de una cantidad anormal de proteínas en la orina es un importante indicador de la enfermedad renal, ya que las proteínas tienen una tasa máxima de reabsorción tubular (Tm) baja; el aumento de la filtración de proteínas satura rápidamente el mecanismo de reabsorción. Los métodos de análisis se utilizan habitualmente para diferenciar la excreción normal de la anormal y, por fanlo, no deberían detectar menos de entre 8 mg/dl y 10 mg/dl, aproximadamente, en adultos normales con una tasa normal de llujo de orina.
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El método de las tiras reactivas es sensible a albúmina; los métodos de precipitación acida detectan todas las proteínas y, por tanto, indican la presencia de globulinas además de la de albúmina. Debería tenerse en cuenta que un espécimen de orina muy diluido puede producir un valor de proteínas engañosamente bajo. Puesto que un resultado positivo para proteínas es importante, se debería confirmar con un segundo método y con especímenes repetidos. Dependiendo de la historia y del examen, las medidas confirmatorias de las proteínas elevadas se deberían acompañar de una evaluación de la función renal, un examen de los sedimentos de la orina y un cultivo de orina. La proteinuria funcional normalmente es menor de 0,5 g/día y se puede observar en varias situaciones en las que la deshidratación contribuye a los niveles elevados de proteínas medidos en orina. Con el ejercicio intenso aparece en la orina una mezcla de proteínas de alto y bajo peso molecular y se pueden observar muchos cilindros, tanto hialinos como granulosos. La proteinuria funcional también puede ir acompañada de fallo cardíaco congestivo, falta de protección frente al frío y fiebre. En cualquier caso, la proteinuria se resuelve en dos o tres días con un tratamiento adecuado o reposo. La proteinuria transitoria intermitente se puede observar ocasionalmente en pacientes con historial y examen físico normales y función renal por lo demás normal. Excepto por la proteinuria ocasional, los análisis de orina son también normales. Generalmente se hace un seguimiento de estos pacientes controlando cada seis meses la hipertensión u otras anormalidades y el pronóstico en general es bueno. También se puede producir una proteinuria transitoria durante el embarazo, pero cualquier proteinuria durante el embarazo es un hallazgo importante que debe ser investigado. La proteinuria persistente de 1 g/día o 2 g/día en una persona asintomática, o la que va acompañada de hematuria, tienen peor pronóstico que la proteinuria intermitente (transitoria) o la postural. PROTEINURIA POSTURAL La proteinura postural (ortostatica) ocurre en entre el 3 y el 5% de los adultos jóvenes aparentemente sanos. En esta situación se observa proteinuria durante el día pero no por la noche, cuando se adopta una posición yacente. Se puede desarrollar una proteinuria persistente en algunos de estos sujetos sanos en una fecha posterior y en algunos casos las biopsias renales han mostrado anormalidades en los glomerulus (Robinson, 1961). Aparentemente, la proteinuria está relacionada con una posición lordótica exagerada y puede ser el resultado de una congestión renal o de isquemia. La excreción diaria total de proteína rara vez supera 1 g y, en la mayoría de los casos, no se desarrolla ningún otro signo de enfermedad renal. Para evaluar la posibilidad de una proteinuria postural, se insta al paciente a vaciar su vejiga por la noche antes de irse a la cama. Inmediatamente después de levantarse por la mañana, el paciente orina y guarda este espécimen. Después de dos horas de estar en pie o andando, el paciente orina de nuevo y guarda el espécimen. Se miden las proteínas en los dos especímenes de orina, y si el primero es negativo y el segundo es positivo, el paciente puede presentar una proteinuria postural. Se debería examinar al paciente frecuentemente para reevaluar esta afección. PROTEINURIA EN LOS MAYORES La incidencia de una proteinuria significativa encontrada en los análisis de orina de la población mayor es sustancialmente más elevada que la que se encuentra en pacientes menores de 60 años. Se ha estimado que la población mayor en general presenta una incidencia de glomerulonefritis tres o cuatro veces mayor, y aproximadamente un cuarto de los afectados presentan una enfermedad de cambio mínimo que puede responder a la terapia con esteroides. Los tumores malignos ocultos en esta población también pueden dar lugar a glomerulonefritis membranosa, con la proteinuria resultante (Threatte, 1986). CUANTIFICACION DE LA PROTEINURIA La información más útil para el diagnóstico de las enfermedades renales y para el seguimiento de la respuesta al tratamiento se obtiene del análisis cuantitativo de la cantidad de proteínas excretada en un período de 24 horas. Debería tenerse en cuenta que la precisión de las medidas de cualquier deter-



minación cuantitativa de la orina depende de una recogida de la orina adecuada y completa. Los resultados erróneos se deben a menudo a problemas en la recogida. Puede ser necesaria la repetición de las medidas para decidir si la proteinuria es intermitente o persistente. Proteinuria severa (>4 g/día). La pérdida severa de proteínas se observa típicamente en el síndrome nefrótico Habitualmente acompañan a este trastorno un nivel bajo de albúmina en suero, un edema generalizado y un aumento de los lípidos en suero (colesterol. Iriglicéridos y fosfátidos). Las lipoproteinas de baja densidad y de muy baja densidad son altas en suero mientras que las lipoproteinas de alta densidad, que son moléculas más pequeñas, se han observado en la orina (de Mendoza, 1976). Se ha sugerido que la pérdida de la lipoproteína lipasa en la orina contribuye al aumento de los niveles de lípidos en suero. La y-globulina también se pierde en la o r i n a , lo que puede contribuir a la susceptibilidad a infecciones bacterianas que se halla frecuentemente en pacientes nefróticos. Cuando se pierden lípidos en la orina, se encuentran en los sedimentos muchos cilindros granulosos, cilindros grasos y células del epitelio tubular renal llenas de lípidos (cuerpos grasos ovales). Se pueden observar gotas de esteres del colesterol por polarización. El síndrome nefrótico está asociado principalmente al daño/disfunción glomerular debido a 1) enfermedades renales primarias, incluyendo la enfermedad idiopática y 2) a enfermedades sistémicas con implicación renal. Entre las causas transitorias o mecánicas se encuentran el fallo cardiaco congestivo severo, la pericarditis constrictiva y la trombosis de las venas renales. Esta última puede ser consecuencia del síndrome nefrótico, debido a pérdida en la orina de los factores anticoagulantes y aumento del fibrinógeno en suero. En niños, una causa común de síndrome nefrótico es la enfermedad de cambio mínimo (también conocida como lesión nil), un trastorno glomerular que responde a los esteroides. Las glomerulonefritis aguda, de progresión rápida y crónica causan proteinuria severa y pueden ir acompañadas de eritrocitos urinarios o cilindros eritrocítícos. La diabetes mellitus y el lupus eritematoso son enfermedades sistémicas que frecuentemente causan daño glomerular y proteinuria severa. Los sedimentos en la orina pueden ser observados al microscopio y en ellos se pueden distinguir todo tipo de células y cilindros en el lupus nefrítico o en una reacción de hipersensibilidad. La malaria, la hipertensión maligna, la toxemia del embarazo, los metales pesados (oro, mercurio), los fármacos (penicilamina), las neoplasias en general, la amiloidosis. la anemia falciforme, el rechazo al trasplante renal y, en raras ocasiones, el síndrome antifosfolipídico primario (Levy, 1998) son otras causas de proteinuria grave. Proteinuria moderada (1,0 g/día a 4,0 g/día). Se puede encontrar proteinuria moderada en la gran mayoría de las enfermedades renales, incluyendo las mencionadas anteriormente y la nefrosclerosis, el mieloma múltiple y las nefropatias tóxicas. También se incluyen las alteraciones degenerativas, malignas e inflamatorias del tracto urinario inferior, incluyendo las alteraciones irritativas como la presencia de cálculos. Proteinuria mínima (
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Patrón glomerular. La enlermedad glomerular causa proteinuria que puede ser severa (>3 o 4 g/día). Una pérdida o reducción de la carga negativa constante de la membrana glomerular basal permite a la albúmina permear hacia el espacio de Bowman en grandes cantidades, mayores de las que pueden ser reabsorbidas por las células tubulares proximales. Cuando se pierde la albúmina en orina, se pierden también otras proteínas de tamaño o carga similar (p. ej., la antitrombina, la transferrina, la prealbúmina, la glucoproteína acida a, y la (/,-antitripsina). Debido a que la función tubular puede continuar siendo normal, muchas proteínas pequeñas de plasma son reabsorbidas en gran medida. Las proteínas grandes, por el contrario, no se observan en la orina mientras el glomérulo sigue siendo selectivo (p. ej.. la u-macroglobulina y la lipoproteína (3). A medida que aparecen las proteínas de mayor tamaño, la protemuna es menos selectiva, lo que indica un mayor daño glomerular (p. ej.. en la nelropatia membranosa y la glomerulonefritis proliferativa). Patrón tubular. Está asociado con la pérdida de una pequeña cantidad de proteínas urinarias que de otra forma se reabsorberían en su mayor parte. Se trata normalmente de proteínas de bajo peso molecular (p. ej., u.-microglobulina, B-globulinas como la B,-microglobulina. cadenas ligeras de las inmunoglobulinas y lisozíma). normalmente sin una predilección clara por las moléculas del tamaño de la albúmina. Se ha medido mediante inmunoensayo que la excreción de G^-microglobulina en orina en cantidades de microgramos como indicador del daño tubular; su excreción normal es del orden de 100 mg/día aproximadamente. Se encuentra un patrón tubular de proteinuria con las enlermedades renales tubulares tales como el síndrome de Fanconi, la cistínosis, la enlermedad de Wilson y la pielonefritis y en el rechazo del trasplante renal. El grado de proteinuria normalmente es menor que el que se observa en las enfermedades glomerulars y se encuentra alrededor de 1 /día o 2 g/día. La proteinuria tubular puede no ser detectada por las tiras reactivas debido a la ausencia de albúmina o la presencia cantidades muy pequeñas, pero se puede detectar por el método de precipitación acida. Proteinuria de sobrecarga. La proteinuria de sobrecarga se debe al rebosamiento de los niveles excesivos de una proteina a la circulación y puede observarse con pérdida de hemoglobina, mioglobina o inmunoglobulinas en la orina. En principio estas proteínas no están asociadas a enfermedades g l o m e r u l a r s o tubulares, pero ellas mismas pueden causar daño renal. La mioglobina puede producir necrosis tubular aguda (véase en el apartado "Mioglobina"). La hemoglobina en pequeñas cantidades no se cree que sea tóxica a no ser que exista hipovolemia. Proteinuria de Bence Jones. La proteinuria de Bence Jones está asociada al mieloma múltiple, macroglobulinemia y linfomas malignos. Se ha estimado la incidencia de proteinuria en el mieloma múltiple entre el 5 0 % y el 80%; sin embargo, su manifestación depende en gran medida de la técnica usada. La proteina de Bence Jones puede perderse si sólo se realiza una prueba de tiras reactivas. La electroforesis y la electroforesis de inmunofíjación (IFE) son los mejores métodos de identificación y cuantificación. La excreción de proteina de Bence Jones en grandes cantidades, algunas veces varios gramos en 24 horas, hace que las células tubulares se deterioren debido a los altos niveles de proteina reabsorbida. Se pueden formar inclusiones en las células y las células descamadas pueden formar cilindros en el lumen tubular. También se forman cilindros de inmunoglobulinas y mezclas de proteínas Tamm-Horsfall. En el fallo renal se reabsorben menos proteínas y aparecen en la orina más proteínas Bence Jones y de otro tipo. El riñon dañado recibe en ocasiones el nombre de riñon de mieloma y puede desarrollarse un síndrome nefrótico. Microalbuminuria. La microalbuminuria es la presencia de albúmina en la orina por encima del nivel normal pero por debajo del rango detectable por los métodos habituales de tiras de inmersión en orina. Varios autores han sugerido que estos valores bajos de albúmina en orina, que oscilan entre 20 mg/l y 200 mg/l (o aproximadamente 20 ug/min a 200 ug/mm) son indicadores de un daño glomerular temprano y posiblemente reversible (Mogensen. 1984; Viberti. 1982). En los pacientes diabéticos, la microalbuminuria está asociada a un aumento de la mortalidad cardiovascular de entre cuatro y seis veces y es un factor independiente de riesgo para la mortalidad renal
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P r u e b a s p a r a la detección d e la p r o t e i n u r i a



Constituyentes de la orina o condición



Tiras reactivas



Precipitación acida



Orina fuertemente alcalinizada Melabolilos de drogas Medio con radiocontraste Turbidez Grupos amonio cuaternarios o clorhexidma



Puede causar FP Ningún electo Ningún efecto Ningún efecto Puede causar FP



Puede causar FN Puedo causar FP Puede causar FP Puede causar FP Ningún efecto



FP= Falso posilivo FN= Falso negativo



(Zelmanovitz, 1998: Bakris, hipertensos (Gerber. 1998). ellas sistemas de pruebas molécula colorante por medio



1996). Es también más prevalente en sujetos Se han introducido varias metodologías, entre inmunológicas y pruebas químicas de unión a de tiras; ambos se explican a continuación.



MÉTODOS



Hay varios métodos de detección y métodos cuantitativos disponibles para el análisis de proteínas en la orina: dado que un resultado positivo en una prueba de detección puede tener implicaciones muy senas, es importante tener la capacidad de confirmar este resultado con un segundo método diferente. Entre los métodos habituales de detección se encuentran las pruebas cualitativas y semicuantitativas con tiras reactivas colorimétricas y las pruebas de precipitación (véase la Tabla 18-5). Con las tiras reactivas, sólo se obtienen resultados precisos cuando aumenta la albúmina. Debido a la falta de sensibilidad de las tiras reactivas para globulinas, puede ser necesano utilizar un método de predpitación acida para la detección. Esto dependerá de la población de pacientes y de las enfermedades que se pretenda detectar. Las tiras reactivas presentan la ventaja de que evitan los falsos positivos por medio de reacciones de yoduros orgánicos, como los que se usan como contraste para los rayos X y las tolbutamidas u otras sustancias. La mayoría de los otros métodos cualilativos de detección se basan en la precipitación de proteínas (p. ej., con calor y ácido acético, con ácido nítrico y con ácidos sullosalicílico [SSAj y tricloroacetico). Estos métodos precipitan tanto a las globulinas como a la albúmina. En la práctica, los resultados negativos de las pruebas de orina con tiras reactivas y los positivos con la metodología SSA en especímenes de orina son atribulóles a contrasle de rayos X, a penicilinas y. en ocasiones raras, a un aumento aislado de globulinas. Los ácidos sullosalicílico y tricloroacetico se utilizan para precipitar proteínas en frió y se utilizan como métodos de delección adecuados. La sensibilidad puede llegar a ser de 0,25 mg/dl, dependiendo de la técnica ulilizada. T i r a s r e a c t i v a s . Este método aprovecha el error proteico de los indicadores de pH. Puesto que las proteinas están cargadas a pH fisiológico, su pres e n c i a se hará evidente en los cambios de pH. La tira reactiva esta impregnada con azul de tetrabromofenol tamponado a un pH 3 o con tetraclorofenoltetrabromosulfoftaleina. En ausencia de proteinas la tira es amarilla; entre 30 y 60 segundos después de la aplicación de la orina aparecen sombras variables de verde dependiendo del tipo y concentración de proteinas presentes. Los resultados pueden leerse en un sistema "plus" como negativos, trazas y entre 1+ y 4+. La mayoría de los métodos pueden detectar entre 5 mg y 20 mg de albúmina por decilitro. Como se afirmó anteriormente, las tiras reactivas tienden a ser más sensibles para la albúmina que para las globulinas, la proteína Bence Jones o las mucoproteinas. Se pueden observar resultados "traza" con una excreción fisiológica normal de proteínas en especímenes de orina concentrados procedentes de individuos sanos. Los niveles altos de sales disminuyen los resultados. Excepcionalmente, muestras de orina alcalinas y/o altamente tamponadas pueden dar resultados positivos en ausencia de una proteinuria significativa (p. e j . , en pacientes con medicación alcalina o con contaminación bacteriana). Se pueden producir lalsos positivos con compuestos cuaternarios de amonio, aminoamidas de suavizantes de tejidos, clorhexidina y con lixiviación excesiva del tampón acido de la lira reactiva debido a un humedecimiento excesivo. La turbidez de la orina, el medio radiográfico y la mayoría de las drogas y sus metabolitos no afectan a este método.
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Método d e l ácido sulfosalicílico. C u a l i t a t i v o . Este método depende de la formación de un precipitado para la determinación de la presencia de proteínas. Procedimiento. Los especímenes se debería centrifugar y usar solamente el sobrenadante. A un volumen de aproximadamente 3 mi de orina en un tubo de ensayo se le añade una alícuota de una cantidad equivalente de SSA 3%. Se invierte para mezclar. Se deja reposar exactamente 10 minutos. Se invierte de nuevo dos veces. Usando la luz normal de la habitación (no una lámpara) se observa el grado de turbidez y/o precipitación y se gradúan los resultados según las siguientes descripciones: Negativo: no hay turbidez (~5 mg/dl o menos) Trazas: turbidez perceptible (-20 mg/dl) 1+: turbidez evidente, pero sin granulación discreta (-50 mg/dl) 2+: turbidez con granulación, pero no floculación (-200 mg/dl) 3+: turbidez con granulación y floculación (-500 mg/dl) 4+: grumos de proteínas precipitadas o precipitado sólido (-1,0 g/dl o más)



éstos incluyen diferentes concentraciones de ácidos y diferentes tiempos y variaciones en los estándares de proteínas. M i c r o a l b u m i b u r i a . Métodos de determinación. Cantidades muy pequeñas de proteínas, como albúmina y 62-microglobulina, se miden por métodos inmunológicos que utilizan anticuerpos para estas proteínas, por métodos nefelométricos o por radioinmunoensayo. La prueba con la tira Micral II (Boehringer Manheim, Indianápolis, IN) es un sistema mmunológico de prueba que proporciona una determinación semicuantitativa fiable casi inmediata de concentraciones bajas de albúmina en orina (Kutter. 1998). La oxitetraciclina puede interferir con este método, haciendo que las lecturas sean altas. No existe interferencia con el pH. Un método nuevo, el método Clinitek de microalbúmina (Bayer Diagnostícs. Tarrytown, NY) es un método muy sensible de unión a cromóforo. También tiene la ventaja de que adjunta una prueba adicional para medir simultáneamente la concentración de creatinina. Este método no es absolutamente específico de albúmina, ya que el cromóforo también reacciona con la mucoproteína Tamm-Horsfall.



Este método detectará aproximadamente entre 5 mg/dl y 10 mg/dl. Por este método pueden ser detectadas albúmina, globulinas, glucoproteínas y proteínas de Bence Jones. Niveles altos de detergente pueden disminuir los resultados. Cuando hay contraste radiográfico presente, el precipitado de SSA aumenta en reposo y se observan unos cristales típicos en el examen microscópico del precipitado. En esta situación se debería hacer la prueba con otro espécimen de orina del paciente. Sin embargo, los efeclos del medio radiográfico pueden persistir hasta tres días. Se puede sustituir este método por una prueba de tiras reactivas o se puede usar el método de calor y ácido acético. En el método del ácido acético, el medio de contraste radiográfico se eliminará con el calor y las proteínas aumentarán.



Métodos de determinación de la p r o t e i n u r i a B e n c e J o n e s . El mejor método para la determinación de la proteína Bence Jones en orina es la electroforesis de proteína. Los procedimientos tradicionales de electroforesis emplean la tinción negro-amida en orina concentrada 200 veces. Los nuevos métodos, que se llevan a cabo con orina menos concentrada e incluyen una tinción con un nuevo azul de Comassie brillante son comparablemente sensibles y específicos (Wong. 1997). La presencia de globulina de Bence Jones o de producción clonal de inmunoglobulinas está indicada por un único pico muy claro en la región de las globulinas de la electroforesis de proteínas. La globulina Bence Jones representa a las cadenas ligeras K O A. de las inmunoglobulinas.



Determinación c u a n t i t a t i v a de proteínas y métodos c o n f i r m a t o r i o s . Las medidas cuantitativas de proteínas en orina son normalmente adaptaciones de uno de los métodos de precipitación o son de naturaleza colorimétrica. El SSA y el ácido tricloroacético (TCA) se usan habitualmente como precipitantes; la turbidez resultante puede medirse por medio de un fotómetro o un netelómetro. Si se lleva a cabo una interpretación visual se puede utilizar un set de estándares comerciales en gel que corresponden a 10, 20, 30. 40, 50, 75 y 100 mg/dl, expresándose los resultados en mg/dl. a diferencia de lo que se proudce en el método "plus" de las pruebas de precipitación. La turbidez producida por la albúmina con SSA es 2.4 veces mayor de la producida con globulina; los polipéptidos, glucoproteínas y proteína Bence Jones también precipitan por este método. Como nota histórica, el reactivo de Exton contiene ácido sulfosalicílico. sulfato sódico y un indicador, el azul de bromofenol. El TCA, por el contrario, hará que la precipitación de y-globulinas cause mayor turbidez que la de la albúmina; no obstante, la diferencia no es muy marcada.



La proteína Bence Jones precipita a temperaturas entre 40-C y 60°C y se redisuelve cerca de los 100°C. Otros métodos se basan en la precipitación en frío con sales, sulfato amónico o ácidos. En presencia de una proteinuria Bence Jones significativa, la mayoría de los métodos producen resultados positivos. Cuando sólo está presente una pequeña cantidad de proteína Bence Jones o cuando están presentas otras globulinas, los resultados pueden ser dudosos. Se observan falsos positivos cuando precipitan otras globulinas con ácido acético en el método de precipitación por calor. Se puede producir un falso negativo si la proteína Bence Jones está demasiado concentrada y no se redisuelve al hervir.



Se dispone de medidas más precisas, adecuadas cuando se dispone de cantidades más pequeñas de proteínas: en estos métodos se disuelve un precipitado de TCA en hidróxido de sodio y se mide por medio de una reacción biurética. El método cuantitativo TCA- biurético es tedioso pero proporciona una buena resolución. Se usa un blanco para la corrección de color. Para una comparación de los métodos de turbidez con SSA, véase Lizana (1977). Hay varios métodos colorimétricos disponibles para cuantificar las proteínas en orina. Entre ellos se encuentran los métodos de turbidez con azul de Comassie, Ponceau S y cloruro de bencetonio (McElderry, 1982). El rojo de pirogalol-molibdato también reacciona con proteínas para formar un complejo púrpura azulado que absorbe a 600 nm. Los métodos del rojo de pirogalolmolibdato (Dade, Dimensión) y el cloruro de bencetonio (Dupont, ACÁ) se han automatizado. Los métodos utilizados para cuantilicar proteínas urinarias no son satisfactorios. Los miembros del Colllege of American Pathologists que se encargan de evaluar la precisión de las pruebas, deben ser conscientes de que los valores medios facilitados por distintos métodos son muy dilerentes, pudiendo llegar a doblarse de uno a otro. El método SSA es el que produce valores más elevados. La precisión es pobre, siendo el método turbidimétrico con SSA el que presenta peor coeficiente de variación. El método TCA-biurético y los métodos turbidimétricos con azul de Comassie y TCA se parecen más entre sí en los valores de sus medidas y suelen tener aproximadamente la mitad del coeficiente de variación en comparación con el método SSA. Los problemas provienen de los métodos no estandarizados. En los métodos turbidimétricos.



Glucosa y otros azúcares en la orina Se pueden encontrar varios azúcares en la orina en ciertas circunstancias, tanto patológicas como fisiológicas. Entre ellos se encuentran la glucosa, la fructosa, la galactosa, la lactosa, la maltosa, las pentosas y la sacarosa. La glucosa es la más común con diferencia y se explicará a continuación. GLUCOSA La presencia de cantidades detectables de glucosa en orina se denomina glucosuria y esta alteración está presente siempre que los niveles de glucosa en sangre superan la capacidad de reabsorción de los túbulos renales. La glucosa puede aparecer en orina con diferentes niveles de glucosa en sangre y no siempre es concomitante a la hiperglucemia. El flujo de sangre glomerular, la tasa de reabsorción tubular y el flujo de orina también influyen en su aparición. Cuando existe hiperglucemia, no obstante, la glucosuria normalmente aparece cuando el nivel de glucosa en sangre es mayor de 180 mg/dl a 200 mg/dl. La glucosuria se puede encontrar en situaciones muy diferentes que se describen a continuación. D i a b e t e s m e l l i t u s . Aunque la hiperglucemia por si sola no es necesariamente indicativa de diabetes mellitus. la aparición de glucosa en la orina hace necesaria una investigación más detallada. Cuando existe glucosuria, ésta normalmente va acompañada de poliuria y sed. La utilización inadecuada de los carbohidratos por estos pacientes da lugar a niveles elevados de cetonas en sangre y orina debido al aumento del metabolismo de grasas. La ventaja de las pruebas de orina sobre las de sangre para los diabéticos es que éstas son indoloras y poco costosas. Las medidas de glucosa en orina son más útiles para los diabéticos bien controlados que no tienen que ajustar frecuentemente sus agentes insulin-hipoglucémicos. En la diabetes depen-
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diente de insulina, una medida negativa de glucosa puede responder a un amplio rango de niveles de glucosa en suero: esto se atribuye a la gran variación en el umbral renal para glucosa en los pacientes diabéticos. Las medidas en orina, por tanto, pueden inducir a error, y se prefiere la monitorización en casa de la glucosa en sangre. La monitorización de la glucosuria en pacientes diabéticos no está exenta de problemas. Las tiras reactivas pueden ser difíciles de interpretar cuando los niveles de glucosa se encuentran entre 1 g/dl ( 1 % ) y 2 g/'dl (2%) y pueden ser más eficaces las pruebas de reducción de cobre o las nuevas tiras reactivas, más sensibles. Con el método de tabletas Clinitest, los pacientes diabéticos pueden estimar niveles de sustancias reductoras en la orina del orden de 10 g/dl usando una gota de espécimen en vez de entre dos y cinco gotas. En algunas clínicas se considera que la medida de la glucosa en la orina de 24 horas es útil para la monitorización de los pacientes. Esta medida representa un periodo de tiempo definido más largo y, junto con los niveles sanguíneos de hemoglobina glicada, contribuye a un tratamiento regular general a largo plazo de la enfermedad. Varios estudios han considerado la utilidad de los métodos de química húmeda en las pruebas de orina para glucosuria como método de detección de la diabetes y los resultados han sido variados. Bullimore (1997) centró su atención en pacientes mayores de 50 años en el texto del sonsultorio de medicina general y encontró que este método era práctico y efectivo, mientras que Friderichsen (1997) llegó a la conclusión opuesta. Él sugiere que si las pruebas de detección de la diabetes se llevan a cabo en la práctica general, se deberían utilizar medidas de glucosa en sangre para los pacientes de grupos de nesgo seleccionados. Los análisis habituales de tiras de glucosa pueden identificar a las embarazadas con mayor riesgo de sufrir diabetes gestacional (Gribble, 1995). Otras causas de glucosuria. Se observa glucosuria con hiperglucemia concomitante en varios trastornos endocrinos (véase Tabla 11-1). Entre ellos se encuentran trastornos pituitarios y adrenales como la acromegalia, el síndrome de Cushing, el hiperadrenocorticismo, los tumores pancreáticos de las células funcionales a o B, el hipertiroidismo y el feocromocitoma. Las enfermedades pancreáticas con pérdida de funcionalidad de los islotes de Langerhans, por ejemplo carcinoma, pancreatitis y librosis quística, también están asociadas a glucosuria. Se han reconocido muchas otras causas de glucosuria con hiperglucemia. Entre ellas se encuentran trastornos del sistema nervioso central (SNC). incluyendo tumores o hemorragias cerebrales, enfermedad hipotalámica y asfixia. Los trastornos del metabolismo asociados a quemaduras, infección, fracturas, infarto de miocardio y uremia, asi como enfermedades hepáticas y de almacenamiento del glucógeno, obesidad y alimentación después del ayuno pueden estar asociados a glucosuria al igual que ciertos medicamentos (p. ej., liacidas, corticosteroides y hormona adrenocorticotrópica [ACTHj y pildoras anticonceptivas). Durante el embarazo se produce un aumento de la tasa de filtración glomerular y no se puede reabsorber toda la glucosa filtrada. En esta situación puede aparecer glucosuria con niveles de glucosa en sangre relativamente bajos. La glucosuria persistente o en grado mayor que el de cantidades mínimas deberían ser investigados. En algunas pacientes la diabetes sólo se presenta durante el embarazo. La tolerancia a glucosa también puede disminuir con la edad, especialmente cuando la ingesta de carbohidratos de los pacientes es pobre, pero esto no va necesariamente acompañado de glucosuria. La glucosuria sin hiperglucemia normalmente está asociada a una disfunción renal tubular. La glucosuria renal hereditaria es poco común y está asociada a una reabsorción reducida de la glucosa. En las enfermedades de transporte tubular renal, la glucosuria puede estar acompañada de alteraciones en la reabsorción de agua, aminoácidos, bicarbonato, fosfatos y sodio, patrón que se observa en el síndrome de Fanconi. La galactosemia, la cistinosis, el envenenamiento con plomo y el mieloma son otros ejemplos de alteraciones asociadas a la disfuncion tubular renal y a una posible glucosuria. OTROS AZUCARES EN LA ORINA Normalmente se excretan en la orina pequeñas cantidades de disacáridos (aproximadamente 50 mg en 24 horas). Cuando existen enfermedades intestinales, como esprúe severo o enteritis aguda, el nivel puede aumentar a 250
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mg o más. Fructosa, galactosa, lactosa, mallosa y L-xilulosa se encuentran en la orina de pacientes con trastornos metabólicos hereditarios (Scriver, 1989). Si se sospecha de la existencia de un trastorno hereditario se puede identificar el azúcar por medio de una cromatografía de capa fina. Las pruebas cualitativas de confirmación generalmente no son satisfactorias para azúcares. Fructosa. La fructosa aparece en orina asociada a deficiencias hereditarias de enzimas que causan fructosuria esencial benigna y una sena intolerancia a la fructosa asociadas a vómitos severos y enfermedades hepáticas y renales. También se puede observar fructusuria en pacientes con alimentación parenteral que incluye fructosa. La fructosa urinaria también se puede utilizar como marcador de la ingesta de sacarosa en estudios de intervención dietética (Luceri. 1996). Galactosa. Se encuentra galactosa en la orina en trastornos genéticos del metabolismo de la galactosa asociados a deficiencias de la galactosa 1-fosfato uridil transferasa o galactocinasa. En estas enfermedades, la galactosa derivada de la lactosa de la dieta no se transforma en glucosa y una detección temprana seguida de una restricción dietética puede controlar la enfermedad. Lactosa. La lactosa puede aparecer en la orina al final del embarazo normal o durante la lactancia. Cuando existe intolerancia a lactosa, se acumulan altos niveles de azúcares en el intestino y la lactosa se excreta inalterada en la orina. Pentosas. La pentosuria puede aparecer después de la ingestión de grandes cantidades de fruta, lo que ocasiona la excreción de L-xilulosa y L-arabinosa en cantidades de hasta 0,1 g/día. También se puede observar en ciertas terapias con fármacos o en la pentosuria esencial benigna. Sacarosa. La sacarosa puede aparecer en la orina después de la ingestión de cantidades muy grandes de sacarosa. La deficiencia de sacarosa esta asociada a enfermedades intestinales como el esprúe de la misma forma que la deficiencia de lactosa. La intolerancia a sacarosa es un trastorno hereditario asociado a deficiencias de la sacarasa y la u-dextrinasa (isomaltasa). Los síntomas son similares a los que se observan en la deficiencia de lactasa y se producen en las primeras semanas de vida, cuando se ingiere comida azucarada. Se puede desarrollar tolerancia, pero puede tener que evitarse la sacarosa de forma permanente. Una sacarosuna ficticia puede crear una orina de elevado peso especifico con resultados negativos para las pruebas de glucosa oxidasa y reducción de cobre. MÉTODOS Tiras reactivas. Este método se basa en un método especifico de glucosa oxidasa y peroxidasa, una reacción enzimática secuencial doble; las tiras reactivas difieren únicamente en el cromógeno utilizado. El método es específico para glucosa. No reacciona con lactosa, galactosa, fructosa o metabolitos reductores de drogas. Las tiras reactivas se pueden utilizar para obtener resultados semicuantitativos y los resultados se pueden expresar como gramos por decilitro aproximados. La combinación de tiras reactivas para glucosa y cetonas no solo detecta la cetonuna. sino que también ayuda a detectar la supresión por cetonas de la reacción de la glucosa que se observa en algunas tiras reactivas. Los falsos positivos puede ser causados por la presencia de agentes limpiadores fuertemente oxidantes en el contenedor de la orina. El peso específico bajo puede elevar engañosamente los resultados. El fluoruro de sodio usado como conservante da lugar a falsos negativos, que también pueden ser causados por el alto peso específico y, ocasionalmente, por el ácido ascórbico. Las enzimas glucoliticas de células y bacterias pueden reducir los niveles de glucosa de la orina en reposo; es esencial que se refrigere o se realice la prueba inmediatamente. Química
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Entre los cromógenos utilizados en algunas pruebas habituales de tiras reactivas se encuentran los siguientes: Clinislix; cromógeno: o-toluidina. Su color cambia de rosa a púrpura. Esta formulación delecta niveles de glucosa de 100 mg/dl y es más sensible a sustancias interferentes como el ácido ascórbico que los que se citan a continuación. Multistix; cromógeno: yoduro de potasio. El color cambia de azul a marrón en 30 segundos. Chemstrip; cromógeno: un aminopropil carbazol. El color cambia de amarillo a marrón anaranjado en 60 segundos. P r u e b a s de reducción d e l c o b r e . Como prueba de detección, el método de la glucosa oxidasa no detectará niveles elevados de galactosa u otros azúcares en la orina. Por tanto, es importante la utilización de una prueba de reducción del cobre, especialmente en pacientes pedriáticos. Este método detecta cantidades suficientes de cualquier sustancia reductora en la orina, incluidos los azúcares reductores como lactosa, fructosa, galactosa, maltosa y pentosas. En los casos en los que el método del cobre arroja resultados positivos y el método de la glucosa oxidasa resultados negativos se descarta la glucosuria, pero antes de investigar otros azúcares se deberían consultar los hallazgos clínicos y el historial de consumo de drogas. Aunque el método de reducción del cobre detecta azúcares reductores distintos a la glucosa, el rendimiento para estos azúcares es extremadamente bajo. Los neonatos normales pueden excretar durante los 10 a 14 primeros días de vida orina que produce un resultado positivo debido a glucosa, galactosa, fructosa y lactosa. Las mujeres normales también pueden dar resultados positivos debido a la presencia de lactosa durante el embarazo y tras del parto. De los métodos de reducción de cobre usados para propósitos de detección, el método cualitativo de Benedict es más sensible a sustancias reductoras en orina que el método de tableta reactiva de reducción del cobre (Clinitest). Muchas sustancias de la orina, metabolitos o metabolitos relacionados con drogas influencian los métodos de azúcares urinarios (Tabla 18-6). Las sustancias fuertemente reductoras como el ácido ascórbico o los ácidos genístico y homogenístico pueden inhibir el método enzimático, mientras que



: , : —— Tabla 18-6 Reacciones para llevar a cabo pruebas de glucosuria



contribuyen a que la prueba de reducción del cobre obtenga resultados positivos. El método de tabletas no resulta tan afectado como el de Benedict. Dosis muy elevadas de ácido ascórbico no afectan el método de dos gotas de reducción del cobre. Las drogas producirán un resultado positivo o colores inusuales con Clinítest, especialmente las cefalosporinas y el medio radográfico. Aunque dosis altas de ácido ascóbico no afectan al método de dos gotas para azúcares de Clinitest (es decir, no producen falsos positivos), pueden retrasar la aparición del color en el método de la glucosa oxidasa. Química. Cada tableta de Clinitest incorpora sullato de cobre, hidróxido sódico, carbonato sódico y ácido cítrico. El sulfato de cobre reacciona con las sustancias reductoras de la orina, convirtiendo el sulfato cúprico en óxido cuproso. La base es la reducción de cobre de Benedict, 2
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El calor es producido por la reacción del hidróxido sódico con agua y ácido cítrico. Procedimiento. Las tabletas reactivas de Clinitest detectan 250 mg de sustancias reductoras por decilitro de orina. Se puede usar tanto un método Clinitest de dos gotas como uno de cinco gotas y están disponibles las cartas de color correspondientes (Belmonte, 1967). El método de dos gotas se de sarrolló en respuesta al fenómeno que puede producirse si están presentes en la orina más de 2 mg/dl de azúcar. Cuando se produce este fenómeno, la solución que resulta de añadir la tableta de Clinitest atraviesa todo el rango de colores y vuelve al marrón verdoso oscuro. El color final no es similar a ninguno de los que aparecen en la carta de colores; no obstante, es más parecido a los colores que indican un resultado significativamente ba]o. Es importante observar la reacción completa y seguir observando los 15 segundos siguientes a que deje de hervir la solución en el interior del tubo para evitar
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Prueba de tableta de reducción de cobre



Constituyente



Tira reactiva de oxidación de glucosa



Glucosa O t r o s azúcares Fructosa s Galactosa Lactosa Maltosa Pentosas Sacarosa , Cetonas (grandes cantidades) Creatina 1 Ácido úrico J Ácido homogenlísico ( a l c a p t o n u r i a )



Positivo



Positivo



Sin e f e c t o



Positivo



Sin efecto Puede reducir el color Sin efecto



Sin e f e c t o Sin e f e c t o P u e d e causar falsos positivos



Sin efecto



Positivo



P u e d e retrasar el color Sin efecto Falso negativo Sin efecto Sin efecto El color naranja p u e d e afectar al resultado Puede disminuir la lectura Sin efecto



Trazas P o s i t i v o , c o l o r marrón



Fármacos* A c i d o ascórbico ( g r a n d e s c a n t i d a d e s ) Cefalosporinas (Keflina), etc L-Dopa (mucho) Glucurónico d e á c i d o nalidíxico Probenecida Piridium Salicilato ( m u c h o ) C o n t r a s t e d e r a y o s X (diatrízoatos) Contaminantes Peróxido d e hidrógeno H i p o c l o r i t o (lejía) Fluoruro de sodio



Falso positivo Falso positivo Falso negativo



Sin efecto Positivo Positivo Sin efecto Color negro P u e d e inhibir u n a p r u e b a positiva Sin e f e c t o



• Otros fármacos i m p l i c a r l o s en la reducción de c o b r e s o n : amioácidos. coronamide. d o r a l , c l o r o f o r m o , c l o r a n l e r n c o l , f o r m a l d e h i d o . ácido hipurico, isomazida. nacid a s , oxitetraciclina. ácido p-aminosalicilico, penicilina, fenoles, e s t r e p t o m i c i n a , fenotiacma y sulfamidas Datos t o m a d o s de C a r a w a y (1962). Wirth (1965) y Young ( 1 9 7 5 ) i
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que pase inadvertida la reversión a un color diferente y se registre un resultado engañosamente bajo. Método de cinco gotas. Poner cinco gotas de orina en un tubo de ensayo y añadir 10 gotas de agua. Añadir una tableta de Clinitest dejándola caer en el tubo sin tocarla, ya que contiene bases fuertes. Observar mientras hierve, pero sin agitar ni tocar la parte inferior del tubo (está caliente). Esperar 15 minutos después de que deje de hervir, agitar el tubo suavemente y comparar inmediatamente el color de la solución con los colores de la escala. Los resultados corresponden aproximadamente a las siguientes concentraciones: negativo: 0,25 g/dl: 0.5 g/dl; 0,75 g/dl: 1.0 g/dl: 2,0 g/dl; más. Es importante observar atentamente la solución mientras hierve. Si la solución pasa del naranja a un marrón verdoso oscuro es que están presentes más de 2 g'dl de azúcar y se debe registrar una concentración mayor de 2 g/dl sin recurrir a la escala de colores. Las muestras de orina que presentan este fenómeno se deberían volver a probar por medio del método de dos gotas. Método de dos gotas. Poner dos gotas de orina en un tubo de ensayo y añadir 10 gotas de agua. Añadir una tableta de Clinitest. Observar mientras hierve, pero sin agitar. Esperar 15 segundos después de que deje de hervir, agitar suavemente el tubo y comparar el color de la solución con el color de la escala de colores proporcionada para el método de dos gotas. El fenómeno observado en el método cinco gotas también se puede producir en el de dos gotas con concentraciones mayores de azúcar, superiores a 5 g/dl. Los resultados son los siguientes: 1 g/dl, 2 g/dl, 3 g/dl, 5 g/dl y más de 5 g/dl. Los resultados bajos deberían someterse a una prueba por el método de cinco gotas. Precauciones. Se deben observar las precauciones que se indican en la documentación que se facilita con las tabletas Clinitest. La botella se debe mantener bien cerrada en todo momento para prevenir la absorción de humedad y protegida de las fuentes directas de calor y luz en un lugar frío y seco. Las tabletas normalmente tienen un color blanco con puntos azules. Si no se almacenan adecuadamente, absorberán humedad o se deteriorarán por el calor, volviéndose azules oscuras o marrones. En estas condiciones no proporcionarán resultados fiables. También están disponibles envueltas individualmente en papel de aluminio para prevenir esta absorción de humedad. Aunque más caro, este empaquetamiento es útil cuando se lleva a cabo un número limitado de medidas. O t r a s p r u e b a s p a r a azúcares. Como se mencionó anteriormente, el método de reducción del cobre detecta la mayoria de los azúcares distintos de la glucosa que pueden estar presentes en la orina excepto la sacarosa, que no es un azúcar reductor. Sin embargo, no distingue entre estos azucares, lo que hace necesarias pruebas más complicadas. Las pruebas confirmatorias adicionales se revisan a continuación. Fructosa. La fructosa se identifica por cromatogralia de capa fina. También es útil una medida cualitativa, la prueba de resorcinol. La fructosa también reduce el reactivo de Benedict a temperaturas bajas. Galactosa Para identificar la galactosa en orina se usa la cromatografía de capa fina. No obstante, cuando se sospecha la existencia de una enfermedad, ésta normalmente se identifica por un ensayo enzimático de eritrocitos. Lactosa. La lactosa se identifica por cromatografía de capa fina o una prueba cualitativa de lactosa que se describe a continuación. Procedimienlo. Añadir 3 g de acetato de plomo a 15 mi de orina situados en un tubo de ensayo. Agitar y filtrar. Hervir el liltrado, añadir 2 mi de NH.OH concentrado y hervir. La lactosa dará lugar a la formación de una solución rojo ladrillo y a continuación de un precipitado rojo con un sobrenadante claro. Rentosas. Concentraciones de L-xilulosa de entre 250 mg/dl y 300 mg/dl reducen el reactivo cualitativo de Benedict a 50 C (en baño) en 10 minutos o a temperatura ambiente en varias horas. Normalmente las pentosas se identifican por cromatografía de capa fina. 9



Sacarosa. La sacarosa fermenta las levaduras y puede separarse por cromatografía, pero necesita ser teñida con una sustancia que no dependa de propiedades reductoras.



Cetonas en la orina Siempre que hay un defecto en el metabolismo o la absorción de los carbohidratos o una cantidad inadecuada de carbohidratos en la dieta, el cuerpo
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lo compensa metabolizando mayores cantidades de ácidos grasos. Cuando este aumento es grande empiezan a aparecer en la sangre cuerpos cetómcos. productos del metabolismo incompleto de los lipidos, que son excretados en la orina. En la cetonuria, los tres cuerpos cetónicos presentes en la orina son el ácido acetoacético (diacético) (20%), la acetona ( 2 % ) y el 3-hidroxibutirato (aproximadamente el 78%). La acetona procede de la transformación no reversible del ácido acetoacético; el ácido B-hidroxibutírico (3-hidroxibutirato) procede de la transformación reversible del ácido cetoacético. -C0 Acido acetoacético



Ácido acetoacético
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+ 2H * -2H



3-hidroxibutirato



Dependiendo del método utilizado, los cuerpos cetónicos totales (como la acetona) pueden llegar a oscilar entre 17 y 42 mg'dl. Según Kilander (1962). hasta 2 mg de ácido acetoacético por decilitro se encuentran dentro de la normalidad. La celonemia y la cetonuria se observan habilualmente en la diabetes mellitus incontrolada, así como en muchas otras alteraciones que se explican a continuación. CETONURIA DIABÉTICA La cetonuria implica la presencia de cetoacidosis (cetosis) y puede constituir un aviso de un coma inminente. Pueden estar presentes hasta 50 mg de ácido acético por decilitro sin que existan evidencias químicas de cetosis. Los pacientes diabéticos de tipo 1 son más susceptibles de sufrir episodios de cetosis, a menudo asociados con infecciones, estrés u otros problemas en el tratamiento. Mientras que en la cetoacidosis diabética existen grandes cantidades de cetonas y glucosa en la orina, no se encuentra cetonuria en el coma hiperosmolar hiperglucémico que se produce en ocasiones en los diabéticos de tipo 2. CETONURIA NO DIABÉTICA En bebés y niños, la cetonuria normalmente se produce en varias situaciones, como enfermedades febriles e intoxicaciones acompañadas de vómitos y diarreas. Se debería sospechar la presencia de enfermedades metabólicas hereditarias cuando existe una cetosis neonatal persistente severa. También se puede presentar cetonuria en la hipermesis del embarazo, en la cachexia y después de la anestesia. En estos casos es problable que la cetonuria esté asociada a un aumento del catabolismo en los tejidos (especialmente el adiposo) en presencia de una ingesta de alimentos limitada. Durante el embarazo una paciente normal puede presentar un nivel de glucosa en ayunas bajo y una cetonuria leve. Ocasionalmente se observa cetonuria después de la exposición al frío o del ejercicio severo o en las dietas de adelgazamiento bajas en carbohidratos. ACIDOSIS LÁCTICA La acidosis láctica puede coexistir con muchas alteraciones entre las que se encuentran el choque, la diabetes mellitus. el fallo renal, las enfermedades hepáticas y las infecciones y producirse en respuesta a cieñas drogas, especialmente fenformina y en envenenamientos con salicilato. Los niveles de acetoacetato y de 3-hidroxibutirato pueden aumentar mucho, aunque normalmente el butirato es alto y el acetoacetato bajo. En estas circunstancias la cetonuria puede no ser detectada por la prueba normal de nitroprüstco. MÉTODOS Puesto que tanto acetona como ácido acetoacético y 3-hidroxibutirato están presentes en la orina con cetonuria, los métodos indicadores de la presencia de cualquiera de estos tres cuerpos cetónicos generalmente son satisfactorios para detectar esta alteración. Las pruebas de tiras y las tabletas de nilroprúsido basadas en el método Ftothera usadas normalmente detectan el ácido acetoacético y la acetona. Distintos métodos miden el acido acetoacético sólo o tanto la acetona como el ácido acetoacético. El cloruro férrico
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(prueba de Gerhardl) detecta al ácido acetoacético. Estos métodos no miden el 3-hidroxibutirato, el cuerpo cetónico predominante. En orina y plasma, las tiras reactivas reaccionan con 10 mg de ácido acetoacético por decilitro y son menos sensibles a la acetona Los niveles en sangre de cuerpos cetónicos pueden estimarse en la tira de cetonas a pie de cama. Esto es especialmente útil en la determinación de la severidad de la cetosis en el tratamiento de la acidosis diabética. Cuando se está siguiendo a un paciente por medio de la determinación cualitativa de la acetona y el ácido acetoacético, resultados repetidos de aumentos marcados de los niveles no reflejarían el cambio que realmente está teniendo lugar. En tal caso, pueden obtenerse resultados semicuantitativos con las tiras reactivas o con la prueba de tableta de Rothera. miediendo varias diluciones de cada espécimen. Pueden presentarse problemas con los falsos negativos debido a reactivos inestables y a las cetonas lábiles. La acción bacteriana puede ocasionar la pérdida del ácido acetoacético, que puede ocurrir tanto in vivo como in vitro. La acetona se pierde a temperatura ambiente, pero no si se mantiene en un contenedor cerrado en un refrigerador. Las muestras refrigeradas se deberían dejar llegar a temperatura ambiente para la prueba. Los conservantes no impiden la caída de las cetonas. Si los resultados son inesperados, se deberían usar reactivos frescos comprobando de nuevo los controles positivo y negativo. T i r a s r e a c t i v a s . Este método se basa en la reacción el nitroprusiato (nitroferricianuro de sodio) para las cetonas. Están disponibles diferentes formulaciones. Las tiras reactivas sin álcali reaccionan con ácido acetoacético y no con acetona. Con resultados altos (3+), la orina puede diluirse y volverse a medir, facilitándose un resultado "moderado" y el factor de dilución. Las tiras reactivas Chemstnp contienen mtroferricianuro de sodio y glicina que reaccionan con ácido acetoacético y acetona en medio alcalino, formándose un pigmento violeta. Un cambio de color del beige al violeta, que se lee a los 60 segundos, indica un resultado positivo. El método detecta alrededor de 10 mg/dl de ácido acetoacético y 70 mg/dl de acetona y la sensibilidad y la reacción de la tira reactiva son similares a las de la tableta (Acetest) que se describe a continuación. Multistix contiene lampones y nítroferricianuro de sodio que reacciona con el acido acetoacético. produciendo un color granate rosáceo en 15 segundos. El área reactiva detecta entre 5 mg y 10 mg de ácido acetoacético por decilitro de orina. No reacciona con acetona. Las tiras reactivas presentan sólo una correlación moderadamente buena con el acetoacetato en plasma y pobre con las cetonas totales en sangre. La reacciones coloreadas (falsos positivos) tienen lugar después del uso de ftaleínas (cromóforos BSP o PSP) o en presencia de cantidades extremadamente grandes de fenilcetonas y del conservante 8-hidroxiquinoleina y metabolitos de L-dopa. La acetilcisteína (aerosol) produce un fuerte color rojo. Los fármacos antihipertensivos metildopa y captopril producen resultados positivos. Los falsos negativos se producen debido a la pérdida de reactividad de los reactivos. Tabletas de n i t r o p r u s i a t o . Un método de tableta puede ser útil si la orina tiene un color de interferencia. Estas tabletas son muy sensibles a la humedad y se deterioran si no se almacenan adecuadamente. La tableta Acetest contiene nitroprusiato sódico, glicina y un Lampón fuertemente alcalino. Puede usarse para las pruebas de sangre entera, plasma, suero y o r i n a . El Acetest detecta entre 5 mg y 10 mg de ácido acetoacético por decilitro de orina y entre 20 mg y 25 mg de acetona por decilitro de orina. Como ocurre con las tiras reactivas, no reacciona con el 3-hidroxibutirato. Produce resultados positivos con el L-dopa y grandes cantidades de fenilcetona y con los cromóforos BSP y PSP, que reaccionan con el álcali de las tabletas. Procedimiento. Colocar la tableta sobre una superficie limpia, preferentemente un trozo de papel blanco. Situar una gota de orina, suero, plasma o sangre entera sobre la tableta. Para las medidas de orina, comparar el color de la tableta con una carta de colores a los 30 segundos. Para las medidas de suero o plasma se compara el color de la tableta con los colores de la carta a los dos minutos. Para las medidas de sangre entera, eliminar la sangre coagulada de la tableta y comparar el color con los de la carta de colores 10 minutos después de la aplicación del espécimen.



Si están presentes acetona o ácido acetoacético la tableta mostrará un color entre el lavanda y el púrpura. Expresar los resultados como negativos, pequeños, moderados o altos. Si los resultados son alios, se puede hacer una dilución. Expresar estos análisis de la siguiente forma: no diluida "alto": dilución 1:2 "alto": 1:4 "moderado", etc. Otras pruebas para cetonas. La prueba Gerhardt de cloruro férrico se ha usado durante muchos años para medir el ácido acetoacético. Sin embargo, los métodos de cloruro férrico no son muy específicos y la sensibilidad es baja, alrededor de entre 25 mg/dl y 50 mg/dl. El cloruro férrico produce resultados positivos con salicilato y L-dopa. La prueba por el método de Rolhera de nitroprusiato en tubo es sensible a ácido acetoacético, entre 1 mg/dl y 5 mg/dl aproximadamente, y a acetona, con una sensibilidad de entre 10 mg/dl y 25 mg/dl.



Sangre, hemoglobina, hemosiderina y mioglobina en orina La presencia en orina de un número de glóbulos rojos anormal se conoce como hematuria, mientras que el término hemoglobinuria se refiere a la presencia de hemoglobina libre en solución en la orina. La hematuria es relativamente común, la hemoglobinuria es poco común y la mioglobinuria es rara. HEMATURIA Aunque la hemaluria microscópica asintomática puede ser delectada por medio de una prueba de tiras reactivas hasta en el 16% de las poblaciones estudiadas (Rockall, 1997), muchas enfermedades serias del tracto unnano liberan glóbulos roios a la orina. Una investigación retrospectiva de la hematuria microscópica por medio de biopsia renal descubrió vanas anormalidades histopatológicas, incluyendo la nefropatia membranosa, la nefropatía de IgA. la glomerulonefritis mesangioproliferativa no IgA, la glomeruloesclerosis focal y las anormalidades glomerulares leves. Más del 15% de los pacientes de este estudio mostraban histologías normales (McGregor, 1998), La hematuria puede producirse con enfermedades (neoplásicas o no neoplásicas) o traumatismos (incluyendo los cálculos) que afectan a cualquier punto de los ríñones o del tracto urinario, asi como con trastornos hemorrágicos y de la coagulación y con el uso de anticoagulantes y otros fármacos como la ciclofosfamida. Se ha informado de un caso raro de arteritis de células gigantes que se presentó con fiebre y hematuna (Govil, 1998). También se puede observar hematuria en personas sanas que hacen excesivo ejercicio (corredores de maratón) en los que el sangrado procede de la mucosa de la vejiga. Debido a la importancia diagnóstica de pequeñas cantidades de hematuna y debido a la tendencia de los eritrocitos a Usarse en la orina, es útil adjuntar una prueba de detección de la hemoglobina al examen microscópico de los sedimentos. De hecho, algunos estudios sugieren que las técnicas reactivas para la detección de la hemoglobina pueden ser más sensibles que el examen microscópico de la orina para la delección de la hemaluria (Ooi, 1998). Sin embargo, un problema común del método es la inhibición de la tira reactiva de hemoglobina por sustancias interferentes, normalmente ácido ascórbico, y este problema enfatiza la necesidad de un examen microscópico de rutina para la detección de la hematuria. Una prueba positiva para hemoglobina con sedimentos urinarios normales sugiere que se debería examinar una muestra fresca de orina para buscar eritrocitos, puesto que un pH alcalino o una orina de peso especifico menor de 1,010 pueden causar la lisis de los eritrocitos. HEMOGLOBINURIA Cualquier causa de hemolisis es potencialmente capaz de causar hemoglobinuria, pero la presencia de hemoglobinuria indica una hemolisis intravascular significativa, por oposición a la hemolisis extravascular. La hemoglobina se une a la haptoglobma de plasma y la hemoglobina libre atraviesa los glomerulus en forma de dímeros «13 (Pm 32.000) una vez que se satura la capacidad de unión. Una cierta cantidad de hemoglobina es reabsorbida por las células tubulares proximales y el resto de la hemoglobina se excreta. La hemoglobinuria puede seguir a un esfuerzo severo en el que se produce un traumatismo directo de pequeños vasos sanguíneos y a muchas otras causas de lisis aguda de eritrocitos que se resumen en la Tabla 18-7. El plasma
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Algunas causas de hemolisis y hemoglobinuria



Traumatismo en los eritrocitos



Organismos



Deliciencias hereditarias de los eritrocitos



E n f e r m e d a d e s d e h e m o g l o b i n a inestable Mediación i n m u n o (véanse C a p s . 26 y 31)



Sujetos n o r m a l e s



Válvulas protésicas c a r d i a c a s ( e s p e c i a l m e n t e aórticas) Reparación c o n p a r c h e d e l ostium primum q u e c a u s a t u r b u l e n c i a s Q u e m a d u r a s masivas Ejercicio intenso Marcha Traumatismo g r a v e del músculo u otros le|idos vasculares Malaria Bartonella Toxina de Clostridium welchii P i c a d u r a de la araña r e c l u s a marrón G l u c o s a - 6 - l o s l a l o d e s h i d r o g e n a s a en las siguientes situaciones exposición a d r o g a s o x i d a n t e s (acetamlida. sulfametoxazol. mtrofurantoina). antimaláricas ( p r i m a q u m a , etc.). judias b l a n c a s (Vicia taba) en g r u p o s susceptibles, c o n a c i d o s i s diabética y c o n i n f e c c i o n e s C o n exposición a d r o g a s o x i d a n t e s Síndrome u r e r n i c o hemolítico Púrpura trombótica trombocitopénica Transfusiones d e sangre incompatible A n t i c u e r p o s calientes ( a u t o i n m u n e s . transitorios tras u n a infección i n d u c i d o s por drogas) A n t i c u e r p o s frios i g M viral anti-i. m i c o p l a s m a anti-l i g G : paroxismal, Donath Landstemer anti-P Sensibilidad de las m e m b r a n a s , m e d i a d a por c o m p l e m e n t o (hemoglobinuria paroxistica n o c t u r n a ) Fármacos A c t u a n d o c o m o h a p t e n o s (penicilinas) C o m p l e j o inmune (quinidina, fenacetina) ot-MetlIdopa Hemolisis oxidativa d e b i d a a fármacos, exposición a g r a n d e s dosis de naftaleno (mothballs), a l g u n a s sulfonamidas. sulfonas, nitrofurantoina



toma un color rosa cuando los niveles son de aproximadamente 50 mg/dl de hemoglobina, y con hemolisis marcada los niveles plasmáticos pueden llegar a 1 g/dl. El nivel de hemoglobina en plasma es elevado más frecuentemente en las anemias hemolíticas adquiridas severas que en las anemias hemolíticas hereditarias. No obstante, se dan niveles moderadamente elevados en la anemia de células falciformes y en las talasemias homocigóticas. Nótese que las hemoglobinas inestables pueden causar una orina teñida de marrón: se cree que esto se debe al dipirrol o la bilifuscina y no hay reacción con la tira reactiva para el grupo hemo. Una comparación de los resultados esperados en plasma y orina con hemolisis moderada y severa se muestra en la Tabla 18-8.



tiras reactivas para la hemoglobina es a menudo negativo: sin embargo, se puede encontrar hemosiderina en forma de granulos marrones amarillentos libres, en células epiteliales y, ocasionalmente, en cilindros (Lámina 18-1), La hemosiderina también aparece en los sedimentos de la orina en enfermedades con siderosis verdadera del parénquima renal (hemocromatosis), Debido a la presencia intermitente de hemosiderinuria, se pueden cuantificar los niveles urinarios de hierro para establecer la presencia de hemolisis mtravascular crónica. La excreción urinaria normal de hierro es de alrededor de 0.1 mg/dia y aumenta con la hemocromatosis y de forma asociada a eritrocitos traumatizados por las válvulas cardiacas protésicas Los niveles de hierro urinario son normales en la anemia perniciosa y la esferocitosis hereditana.



HEMOSIDERINA EN ORINA La hemoglobina libre es filtrada rápidamente por los glomérulos y posteriormente puede ser absorbida por las células tubulares proximales. donde puede ser catabolizada y producir ferritma y hemosiderina. La hemosiderina estará presente hasta dos o Ires días después del episodio hemolítico agudo que causó la hemoglobinuria. En este momento, el resultado de la prueba de



Tabla 18-8



Resultados obtenidos en orina y plasma con hemolisis intravascular



Prueba Orina Bilirrubina ( c o n j u g a d a ) Urobilinógeno Hemoglobina Hemosiderina Plasma Bilirrubina ( c o n j u g a d a ) Haptoglobina Hemoglobina



Hemolisis moderada



Hemolisis marcada



Ausente Normal o e l e v a d a Ausente Ausente



Ausente Elevada Presente Presente (tarde)



Elevada Baja Elevada



Elevada Ausente Elevada ( m a r c a d a ) •



MlOGLOBINURIA



Cuando existe destrucción aguda de las libras musculares (rabdomiólisis) como ocurre en los traumatismos, se libera mioglobina que es rápidamente eliminada de la sangre y excretada en la orina en forma de pigmento marrón rojizo. La mioglobina libre, un monómero con un peso molecular de 17.000, se excreta rápidamente, mientras que el complejo hemoglobina-haptoglobina se elimina más lentamente. Se ha observado mioglobinuria después de varios tipos de ejercicio intenso, como las maratones o el kárate. Oirás situaciones menos comunes asociadas a mioglobinuria sostenida o recurrente son la dermatomiositis (Rose. 1996). los defectos de la fosfofruclocinasa y la adenosina monofosfato desaminasa musculares (Bruno, 1998) y la deficiencia de la proteína trifuncional mitocondrial (Miyajima. 1997). El diagnóstico de la rabdomiólisis y la mioglobinuria normalmente se hace a partir del historial y otros resultados de laboratorio, como se explica a continuación. Normalmente el paciente presenta debilidad muscular o calambres y evacúa una orina marrón rojiza un día o dos después del esfuerzo. La prueba de orina con tiras reactivas para hemoglobina es marcadamente positiva y están presentes proteínas y algunas células. El suero es claro y presenta niveles muy elevados de creatina cinasa (CK) y aldolasa y niveles normales de haptoglobina. Puede aumentar la creatmma en suero. La orina normalmente se aclara en dos o tres días y los niveles de CK en suero disminuyen. Las
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medidas en suero y ei histonal pueden ayudar a distinguir la mioglobinuría de la hemoglobinuria. La distinción entre hematuria, hemoglobinuria y mioglobinuria basada en el examen de la orina puede ser dificil. En los tres casos la orina puede ser entre roja oscura y marrón y se pueden observar algunos eritrocitos en el sedimento (en grado mucho mayor en la hematuria). La prueba de tiras reactivas para sangre es también positiva en los tres casos. Si se examina el suero, a menudo será rosa con la hemoglobinemia pero de un color normal en la mioglobinemia, debido a la rápida eliminación de este pigmento. Véase la Tabla 18-9 para la comparación de hemoglobinuria, mioglobinuria y hematuria.



das a proteínas en la orina y esto contribuye a la dificultad para separarlas por precipitación con sales o electroforesis de acetato. La precipitación con sales por el método de Blondheim (1958) se describe a continuación. Pruebas cualitativas para mioglobina 1. Usar un espécimen de orina fresco. Observar el color. Habitualmente. con mioglobinuria la orina es roja cuando está fresca y se vuelve marrón en reposo, pero puede haber algo de mioglobina sin cambio de color. La mioglobina es menos estable a pH ácido. Neutralizar y refngerar el espécimen pendiente de prueba. 2. Mezclar 1 mi de orina y 3 mi de ácido sullosalicílico 3% para ensayar la presencia de proteínas. Si el pigmento precipita, se trata de proteínas. Filtrar. Si el filtrado es de color normal, no hay pigmentos no proteicos anormales presentes. (Nota: Las pruebas de calor y de ácido acético no precipitan mioglobina y hemoglobina).



MÉTODOS Tiras reactivas para compuestos hemo (hemoglobina y mioglobina). Este método se basa en la liberación en la tira reactiva de oxígeno a partir de un peróxido debido a la actividad peroxidasa del grupo hemo en la hemoglobina libre, los eritrocitos usados o la mioglobina. Los eritrocitos intactos se lisan en la tira, haciendo que la hemoglobina reaccione. Por tanto, se debe utilizar una orina bien agitada, ya que los eritrocitos intactos se pueden perder si sólo se utiliza el sobrenadante. El área reactiva se impregna con una mezcla tamponada de un peróxido orgánico y el cromógeno tetrametilbencidina. hemo Actividad peroxidasa El grupo hemo cataliza la oxidación de la tetrametilbencidina para producir un color verde. La tira se lee 60 segundos después de la aplicación de la muestra. Multistix y Chemstnp detectan entre 0.05 mg y 0.3 mg de hemoglobina por decilitro de orina. Nótese que 0,3 mg de hemoglobina por decilitro equivalen a la hemoglobina de 10 eritrocitos usados por microlitro. Los eritrocitos normales contienen aproximadamente 30 pg de hemoglobina por célula. La sensibilidad se reduce en especímenes de orina de alto peso específico en los que puede no producirse la lisis de eritrocitos, asi como cuando los niveles de proteínas son altos. El ácido ascórbico en grandes concentraciones puede producir un falso negativo al igual que la formalina cuando se usa como conservante de la orina. La presencia de nitrito en grandes cantidades puede retrasar la reacción. Los contaminantes oxidantes como los hipocloritos (lejía) pueden producir falsos positivos. La peroxidasa microbiana, asociada a infecciones del tracto urinario, potencialmente puede causar un falso positivo. Otras pruebas para hemoglobina y mioglobina. Generalmente las pruebas cualitativas para separar la mioglobina y la hemoglobina han sido insatisfactorias y ambas alteraciones pueden estar presentes después de heridas por aplastamiento. La hemoglobina y la mioglobina pueden estar uni-



3. Añadir a 5 mi de orina en un tubo de ensayo 2.8 g de sulfato amónico. Disolver mezclando. La orina ahora está saturada al 80% con sulfato amónico. Esto es óptimo para la precipitación de la hemoglobina. Filtrar o centrifugar. Si el sobrenadante muestra un color normal, el pigmento precipitado es hemoglobina. El líquido sobrenadante coloreado es una presunta evidencia de mioglobina. Las pruebas inmunoquímicas con antisuero para mioglobina humana requieren una mioglobina humana estándar procedente de músculo u orina con mioglobina, así como un antisuero que no presente reacción cruzada con hemoglobina. El antígeno mioglobina no es muy estable, pero estas pruebas son específicas y se prefieren. Están disponibles los métodos de punto final y de tasa nefelométrica y se están investigando métodos espectroscópicos. Además, la eleclroforesis capilar ha demostrado tener éxito en la separación de la hemoglobina urinaria de la mioglobina, basándose en su diferente movilidad electroforética (Shihabi. 1995). Detección de hemosiderina en orina. La reacción con azul de Prusia se usa para mostrar el hierro de la hemosiderina (Lámina 18-2). Un método seco de frotis y el procediemitno húmedo alternativo se describen a continuación. Procedimiento seco. Cuando se tiñe con el reactivo azul de Prusia, la hemosiderina aparece en forma de granulos azules, de entre 1 pm y 3 pm, aislados o en grupos, en células epiteliales tubulares, como un sedimento amorfo o como granulos azules en los cilindros. También es apropiada una tinción de hierro para la detección de siderocitos en sangre o médula ósea. La orina se recoge en un contenedor de cristal libre de hierro, a lo largo de la noche. Dejar reposar durante dos horas. Decantar tres cuartos de la misma y centrifugar el resto. Hacer un frotis del precipitado y dejar secar al aire. (Nota: todos los cristales, portaobjetos, cubreobjetos, etc. deberían estar libres de hierro. El agua debería estar desmineralizada.) Reactivos. Se hace azul de Prusia fresco. Tinción azul de Prusia: Añadir HCI concentrado a una alícuota de solución de ferrocianuro potásico (20% en agua desmmeralizada) hasta que se forma



Tabla 18-9 Diferenciación entre hematuria, hemoglobinuria y mioglobinuria Afección



Resultados en plasma



Hematuria



Color normal



Hemoglobinuria



Color: rosa (pronto) Haptoglobina bajo



Mioglobinuria



Color: n o r m a l H a p l o g l o b i n a : normal Creatina c i n a s a : a u m e n t o m a r c a d o Aldolasa: a u m e n t o



Resultados en orina Color normal, turbio, rosa, rojo, marrón Eritrocitos m u c h o s Renal: cilindros enlrociticos Proteínas a u m e n t o m a r c a d o Tracto urinario inferior: sin cilindros Proteínas: p r e s e n t e s o a u s e n t e s Color rosa. rojo, marrón Eritrocitos o c a s i o n a l Cilindros pigmentarios: ocasional Proteínas présenles o a u s e n t e s Hemosiderina: larde Color: rojo, marrón Eritrocitos: ocasional Cilindros denaoa marrones ocasional Proteína: presente o a u s e n t e
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Observaciones en orina y heces en la Icteria Normal



Obstrucción del flujo biliar



Bilirrubina urinaria Urobilinógeno urinario



Ausente Presente



Color fecal



Oscuro



Elevada, orina o s c u r a N e o p l a s m a bajo o ausente; piedras: variable Pálido: intermitente c o n p i e d r a s en el c o n d u c t o biliar común; persistente c o n n e o p l a s m a en el c o n d u c t o o el páncreas



Observación



un precipitado blanco que permanece estable en agitación. Filtrar con papel de filtro número 5. Contratinción de trabajo: Diluir 1 mi de safranina (0.5 g en 100 mi de agua destilada) hasta 50 mi con tampón fosfato (pH entre 6,4 y 4,7). Procedimiento 1. Fijar el frotis en metil alcohol durante 10 minutos. 2. Lavar con agua libre de hierro (desmineralizada) y dejar secar al aire. 3. Teñir con el reactivo azul de Prusia durante 30 minutos. 4. Lavar suavemente durante al menos cuatro minutos con agua libre de hierro y secar al aire. 5. Contrateñir con safranina durante entre 1 y 4 minutos. 6. Lavar con agua libre de hierro. Se seca al aire. 7. Montar el cubreobjetos. Procedimiento húmedo 1. Centrifugar un espécimen completo, bien matutino o bien recogido al azar, durante cinco minutos, y conservar el sedimento. Examinar al microscopio varias gotas de sedimento, buscando granulos gruesos marrones amarillentos, especialmente en el interior de células epiteliales renales o cilindros. 2. Si se observan estos granulos, resuspender el resto del sedimento en una mezcla fresca de 5 mi de solución 2% de ferrocianuro potásico y 5 mi de ácido clorhídrico (HCI) 1% y permitir que repose 10 minutos. 3. Centrifugar, descartar el sobrenadante. Examinar el sedimento al microscopio. En esta preparación los granulos gruesos de hemosiderina aparecen azules en células, cilindros y material amorfo. Si los granulos no se tiñen se r e e x a m i n a después de 30 minutos (en ocasiones la reacción se retrasa). Bilirrubina en orina La bilirrubina es un producto de degradación de la hemoglobina que se forma en las células del retículo endotelial de bazo, hígado y médula ósea. Inicialmente se transporta en la sangre unida a albúmina; esta es la bilirrubina no coniugada (o bilirrubina indirecta), que es insoluble en agua y. por tanto, es incapaz de atravesar la barrera glomerular del riñon. La bilirrubina no conjugada se transporta al hígado, donde se conjuga con ácido glucurónico para formar el glucurónido de bilirrubina. Esta forma conjugada de bilirrubina (bilirrubina directa) es soluble en agua y puede atravesar los glomérulos del riñon hasta la orina. La bilirrubina conjugada normalmente se excreta al duodeno en la bilis y la orina normal de un adulto contiene sólo 0,02 mg de bilirrubina por decilitro. Esta pequeña cantidad no es detectada por los métodos de prueba habituales. La excreción de bilirrubina es estimulada por la alcalosis. La bilirrubina conjugada en la orina generalmente indica que existe un exceso de bilirrubina conjugada en el torrente sanguíneo. Esto puede ocurrir cuando existe bien 1) una obstrucción del flujo de salida de la bilis desde el hígado o bien 2) cuando existe una enfermedad hepatocelular con la incapacidad resultante de los hepatocitos para excretar bilirrubina conjugada en la bilis. Por ejemplo, la bilirrubinuria puede presentarse cuando la presión intracanalicular aumenta como consecuencia de la inflamación periportal, la fibrosis o la inflamación de los hepatocitos. Las piedras en el conducto biliar común o el carcinoma de la cabeza del páncreas son posibles fuentes de obstrucción biliar exlrahepática conducente a bilirrubinuria. La bilirrubinuria se observa a menudo en la hepatitis viral aguda o en la colestasis inducida por



Hemolisis, anemia hemolitica Ausente Elevado Oscuro



Daño hepático, hepatitis, colestasis Elevada t e m p r a n a m e n t e Disminuido t e m p r a n a m e n t e e l e v a d o más adelante Pálido al p r i n c i p i o y o s c u r o más tarde en la hepatitis; pálido en la colestasis



drogas antes de la aparición de ictericia y normalmente acompaña a la ictericia de la hepatitis alcohólica. En personas expuestas a drogas o toxinas potencialmente hepatotóxicas, una prueba de bilirrubinuria puede ser una indicación temprana de colestasis o daño hepático. En hiperbilirrubmemias congénilas. aparece bilirrubina en la orina de los tipos Dubin-Johnson y Rotor y no está presente en la enfermedad de Gilbert o la enfermedad de CriglerNajjar. La bilirrubinuria está asociada a una orina entre marrón amarillento y marrón verdoso que puede tener una espuma amarilla, bilirrubina (conjugada) elevada en suero y heces de color pálido. Estas heces acóhcas se denominan así debido a la ausencia del pigmento derivado de la bilirrubina Una prueba positiva para la bilirrubina urinaria junto a una prueba negativa para urobilinógeno es indicativa de una obstrucción biliar intra o exlrahepática. Esta prueba tiene un gran valor en la diagnosis diferencial de la ictericia, puesto que la bilirrubinuria no se encuentra en la ictericia hemolitica La Tabla 18-10 resume los resultados urinarios y fecales típicos en la ictericia de varias etiologías. MÉTODOS T i r a s r e a c t i v a s . La prueba se basa en el acoplamiento de la reacción de la bilirrubina con una sal de diazonio en medio ácido. Cuando se usa este método, la orina normal no contiene bilirrubina detectable. Las pruebas específicas se diferencian en la sal de diazonio utilizada. Multistix usa como sal diazo la 2,4-dicloroanilina diazitizada, con un cambio de color de crema a tostado en 20 segundos. Este sistema detecta 0.8 mg por decilitro de orina; no obstante, el cambio de color puede ser difícil de leer. Chemstrip utiliza tetralluoroborato 2.6-diclorobencenodiazonio y el color cambia de rosa a violeta en entre 30 y 60 segundos. Esta prueba detecta 0.5 mg por decilitro de orina. La orina debe ser fresca, ya que el glucurónido de bilirrubina se hidroliza rápidamente en la orina a bilirrubina libre, que es menos reactiva La oxidación de la bilirrubina en especímenes que se han mantenido demasiado tiempo, especialmente cuando han estado expuestos a la luz, producirán falsos negativos. Las grandes cantidades de ácido ascórbico y nitritos también pueden disminuir los resultados de las pruebas de bilirrubina. Los metabolitos de drogas como la fenazopiridina (Pyridium) producen un color rojizo al pH bajo de la tira y enmascaran los resultados. La rifampicina y las cantidades elevadas de metabolitos de clorpromacina pueden causar falsos positivos, mientras que los salicilatos no interfieren. El urobilinógeno no afecta a los resultados. P r u e b a s de confirmación p a r a b i l i r r u b i n a . La prueba por el método diazo (en forma de tableta o tira reactiva), en la que la bilirrubina se acopla al sulfonalo p-nilrobenceno diazonio p-tolueno para tomar un color azul o púrpura, se utiliza habitualmente. La prueba con la tira es mucho menos reactiva para la bilirrubina libre que la de tableta, de modo que las diferencias en los resultados se hacen mayores a medida que envejece la orina Otra prueba emplea como reactivo el cloruro férrico para oxidar la bilirrubina a biliverdina, que es verde. El método diazo de tableta se describe a continuación. Método diazo de tableta. Las tabletas contienen p-nitrobenceno diazonio p-tolueno, asi como ácido sulfosalicílico y bicarbonato sódico. Estas últimas sustancias proporcionan un medio ácido para la reacción y una mezcla efervescente que asegura la disolución de una porción de la tableta cuando se añade agua. (El kit Icotest. que incluye servilletas de asbestos-celulosa y tabletas reactivas, está disponible a través de Bayer Corporation, Tarrytown. NY.)
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Nota: Las tabletas reactivas son higroscópicas y deberían protegerse de la humedad. Las tabletas se envasan en una botella marrón, ya que la exposición prolongada a la luz directa da lugar a la descomposición del compuesto diazonio estabilizado. La exposición a temperaturas mayores de 100 "F durantes semanas también puede producir un deterioro de las tabletas. Una coloración marrón indica deterioro y cada vez que se abre una botella se deberían comprobar las tabletas por medio de controles positivos y negativos. Procedimiento 1. Poner 10 gotas del espécimen sobre la servilleta de asbestos-celulosa proporcionada con el kit. Si hay bilirrubina presente, ésta será absorbida por la superficie de la servilleta. 2. Situar la tableta reactiva sobre el área húmeda de la servilleta. 3. Añadir una gota de agua a la tableta. Esperar cinco segundos; a continuación, añadir una segunda gota, de modo que el agua salga de la tableta y llegue a la servilleta. Si hay bilirrubina presente se producirá un acoplamiento de la bilirrubina al sulfonato p-nitrobenceno diazonio ptolueno de la tableta que se reflejará en la aparición de un color entre azul y púrpura en menos de 30 segundos. Se debe mover la tableta para revelar el color púrpura. Un color rosa o rojo es negativo. El test diazo reacciona positivamente con la bilirrubina en cantidades tan bajas como entre 0,05 mg y 0.1 mg por decilitro. No se produce reacción púrpura con urobilins u otros pigmentos, aunque niveles altos de urobilina o indicano producen un color rojo. Los compuestos azo (p. e j . el Pyridium) producen un color atipico. La rifampina también puede interferir. Los metabolitos de clorpamicina en grandes cantidades producen un color púrpura y los metabolitos de los fármacos antiinflamatorios ácido mefenámico y ácido flufenámico producen falsos positivos. Método de lavado de tableta. Cuando se sospecha de la existencia de reacciones positivas falsas (p. ej„ con clorpromazina), el contaminante se puede diluir con agua en la servilleta. Procedimiento. Se preparan servilletas duplicadas con 10 gotas de orina en cada una. Se añaden 10 gotas de agua a una de las servilletas. Se sitúa una tableta reactiva en cada servilleta y se añaden dos gotas de agua a cada tableta. La bilirrubina, si está presente, es absorbida por las fibras de la servilleta y aparecerá por igual en ambas servilletas; una sustancia que interfiera la reacción producirá un color claro o ausencia de color en la servilleta con agua extra.



Urobilinógeno en orina La bilirrubina conjugada del hígado llegan con el tiempo al duodeno acomplejado con colesterol. sales biliares y fosfolípidos de la bilis. La bilirrubina conjugada no se absorbe en el intestino delgado, sino que pasa al colon, donde las bacterias residentes hidrolizan el conjugado. Entonces la bilirrubina libre se reduce a urobilinógeno, mesobilirrubinógeno y estercobilinógeno. Hasta el 5 0 % del urobilinógeno es reabsorbido en la circulación portal y reexcretado, no conjugado, en la orina. La gran mayoría del urobilinógeno restante se excreta en las heces en forma de urobilinas o estercobilinas coloreadas, que se forman después de una eliminación de hidrógeno postenor. Una pequeña cantidad se excreta en la orina. El urobilinógeno representa a un grupo de compuestos tetrapirrólicos estrechamente relacionados y, debido a que en realidad se mide una mezcla de sustancias, frecuentemente se utiliza el término "unidades" en vez del término más preciso "mg por decilitro". Ambos son más o menos equivalentes. El valor normal de urobilinógeno en la sangre es de 0.5 mg a 2,5 mg o unidades / 24 horas. Estas sustancias son incoloras y lábiles, a diferencia de las urobilinas, los productos de oxidación del urobilinógeno que confieren el color amarillo a la orina normal. Los niveles de urobilinógeno aumentan en la orina alcalina; el nivel disminuye en la orina acida. Cuando el higado no es capaz de eliminar eficazmente el urobilinógeno absorbido en la circulación portal, se dirige al riñon una cantidad de urobilinógeno superior a la normal, que es excretada en la orina. Esto puede producirse cuando hay daño hepatocelular debido a hepatitis vírica, fármacos o sustancias tóxicas, y también en algunos casos de cirrosis. Si existe insuficiencia cardíaca congestiva, la congestión hepática impide una manipulación



eficaz del urobilinógeno, y se altera la reexcreción en la bilis. En presencia de una infección, como colangitis asociada a obstrucción, se excreta en orina grandes cantidades de urobilinógeno, junto con bilirrubina. En contraste, un exceso de urobilinógeno en la orina junto a la ausencia de bilirrubina normalmente está asociado a hemolisis. Esto puede observarse después de una lisis aguda de eritrocitos, así como con la destrucción de precursores de los eritrocitos en la médula ósea en las anemias megalobláslicas. También se produce un aumento del urobilinógeno acompañando a hemorragias en los tejidos y la correspondiente formación de un exceso de bilirrubina. Estos pacientes ictéricos tienen heces de color oscuro debido a que el exceso de urobilinógeno también se excreta en las heces. El urobilinógeno urinario puede aumentar con la fiebre, asociado a la deshidratación y la concentración de la orina. La ausencia persistente de urobilinógeno asociado se produce con la obstrucción completa del flujo de la bilis hacia los intestinos y va acompañada de heces pálidas. Los antibióticos de amplio espectro, que eliminan la flora intestinal normal, pueden impedir que la bilirrubina se transforme en urobilinógeno y, por tanto, reducir su excreción en heces y orina. El pigmento marrón mesobililuscina es un dipirrol que normalmente contribuye al color de heces y orina. No reacciona con las pruebas para sangre o bilirrubina. Aunque no deriva de la bilirrubina como el urobilinógeno, probablemente es un producto derivado de la síntesis del grupo hemo. Su exceso produce un color marrón oscuro en la orina que se puede observar en la I5talasemia homocigótica o siempre que se formen cuerpos de Heinz en los eritrocitos (p. ej.. con las hemoglobinas inestables). MÉTODOS Tiras r e a c t i v a s . La prueba se puede basar bien en la reacción del aldehido de Ehrlich o bien en la formación de un pigmento azo rojo a partir de un compuesto diazonio. Multistix utiliza el primer método; su área de prueba se impregna con una solución tamponada acida y p-dimetilaminobenzaldehído. que produce un color marrón rojizo con el urobilinógeno. El color varía del amarillo claro a las sombras de marrón rojizo y los valores entre 0,2 mg y 1 mg por decilitro se consideran normales. Esta metodología no es específica de urobilinógeno y detecta sustancias que se sabe que reaccionan con el reactivo de Ehrlich entre las que se encuentran el porfobilinógeno, los metabolitos del ácido paminosalicílico, las sulfonamidas, la procaína, el ácido 5-hidroxindolacético. el indol y la metildopa (Aldomet). No es un método fiable para la detección de porfobilinógeno. El área reactiva del Chemstrip para urobilinógeno está impregnada con 4-metoxibenceno-diazonio-tetrafluoroborato, que se acopla al urobilinógeno en medio ácido para formar un pigmento azo rojo. Los resultados se leen en entre 10 y 30 segundos y la prueba puede detectar aproximadamente 0,4 mg/dl. Esta prueba es específica del urobilinógeno, a diferencia de los métodos basados en el reactivo de Ehrlich. Para la prueba, es mejor utilizar una muestra de orina excretada recientemente, dado que el urobilinógeno es bastante lábil y puede llegar a formar urobilina en la orina acida. A ambas tiras reactivas les afectan los metabolitos de fármacos como la fenazopiridina (Pyridium), que tiñe la orina de rojo anaranjado en medio ácido, y otros compuestos como el azo-Gantrisin. Estos compuestos pueden enmascarar la reacción con urobilinógeno o producir falsos positivos. La bilirrubina y la sangre normalmente no afectan a la prueba, pero la bilirrubina puede producir en ocasiones un color verde. O t r a s p r u e b a s de urobilinógeno y porfobilinógeno. Las pruebas cualitativas para urobilinógeno y porfobilinógeno pueden llevarse a cabo cuando las pruebas de tiras reactivas indican la presencia en la orina de más de 1 mg/dl de sustancias reactivas a Ehrlich (véase más tarde en el apartado de porfirinas para más información sobre esta modalidad de pruebas). Las pruebas cuantitativas para urobilinógeno en orina se llevan a cabo en raras ocasiones. Consúltese Henry (1979) para un método cuantitativo para urobilinógeno de dos horas y Davidsohn (1974) o Schwartz (1944) para una cuantificación de 24 horas. Para propósitos cuantitativos comparativos en el mismo paciente se utiliza un método de dos horas en el que la orina se recoge entre las 2 y las 4 de la tarde, después de la comida. Este periodo después de las comidas coincide con la elevación de la excreción de urobilinó-
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geno a medida que el pH de la orina se vuelve más neutro. Se pueden probar otros métodos de dos horas para la comparación.



Pruebas indirectas para infecciones del tracto urinario No es extraño que infecciones significativas del tracto urinario estén presentes en pacientes que no experimentan la sintomatologia típica. Dado que, si no son tratadas, estas infecciones pueden causar un daño renal severo, muchos médicos encuentran prudente ordenar pruebas de bacteriuria en individuos de alto riesgo. Esto podría incluir a pacientes mayores, mujeres embarazadas y diabéticos y a aquellos con una historia previa de infecciones del tracto urinario. Las dos modalidades de pruebas utilizadas más frecuentemente para la identificación indirecta de la bacteriuria y la leucocituria son la tira reactiva de nitrito y la esterasa leucocitaria respectivamente. Una tira inmunocromatográfica para la medida de la lactoferrina urinaria también puede ser útil para el diagnóstico rápido de las infecciones del tracto urinario (Arao. 1999). Los análisis de orina microscópicos sirven como prueba confirmatoria rápida para la presencia de leucocitos y bacterias, manteniéndose el cultivo bacteriológico como estándar para la detección de bacteriuria.



NITRITOS



Muchas bacterias que son patógenos del tracto urinario son capaces de reducir el nitrato a nitrito y. por tanto, generarán una prueba de nitritos en orina positiva cuando están presentes en un número significativo (>10 /ml a 10*/mi en la orina de la vejiga). Entre los organismos comunes se encuentran especies como Escherichia culi, Klebsiella. Enterobacter. Proteus. Staphylococcus y Pseudomonas; Enterococcus es incapaz de reducir el nitrato a nitrito. Si la prueba de nitrito es positiva se debería considerar un cultivo, suponiendo que el espécimen haya sido convenientemente recogido y almacenado antes de la prueba. Un espécimen de micción media de la primera orina de la mañana es el más adecuado. Según Kunin (1975), las pruebas de nitrito repetidas (tres pruebas) autoaplicadas en un pequeño grupo de pacientes, reveló, en conjunto, un 7 0 % de resultados positivos cuando se los comparó con los cultivos. Cuando sólo estaba presente E. coli. la bacteriuria detectada por una prueba de nitritos positiva en cualquiera de estos tres especímenes matutinos mostraba un 93% de coincidencia con los resultados de los cultivos. No existia un número significativo de falsos positivos en las pruebas de nitritos en este gran grupo de estudio. Otros autores han publicado resultados más decepcionantes con métodos de tiras reactivas de nitrito para la detección de infecciones del tracto urinario, particularmente en pacientes hospitalizados (Zaman. 1998). 1



Métodos. La prueba consiste en la transformación de nitrato en nitrito debido a la acción bacteriana en la orina. Debido a que normalmente se requiere la incubación en la vejiga a lo largo de la noche (como minimo durante cuatro horas) para que la población de bacterias responsable de la infección transforme el nitrato en nitrito, lo mejor es utilizar un espécimen de primera hora de la mañana. Un resultado positivo indica que se debe llevar a cabo un cultivo, a no ser que el espécimen haya sido almacenado inapropiadamente después de la recogida, permitiendo el crecimiento de bacterias contaminantes. Tiras reactivas. El área de prueba para nitrito de Multistix está impregnada de ácido p-arsanílico, que forma una sal de diazonio cuando reacciona con el nitrito presente en la orina, y este compuesto es entonces capaz de acoplarse a la benzoquinona para formar un pigmento azo rosa. Este método detecta 0,075 mg de nitrito por decilitro de solución y se lee a los 40 segundos. El Chemslnp contiene una benzoquinolina y una sulfanilamida, que con el nitrito produce un pigmento azo rosa a los 30 segundos y es capaz de detectar 0,05 mg de nitrito por decilitro. Nólese que los puntos o el borde de la tira rosas se interpretan como negativos. Los lalsos positivos normalmente ocurren con especímenes defectuosamente recogidos o almacenados debido a contaminaciones y proliferación bacteriana posterior a la recogida. Los falsos positivos también se pueden producir debido a medicaciones que tiñen la orina de rojo o que se vuelven rojas en medio ácido (p. ej„ fenazopiridina). Los falsos negativos para nitritos pueden deberse a ácido ascórbico. urobilinógeno o pH bajo (
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to del día y los de pacientes con sondas no muestran una buena correlación entre el resultado de la prueba de nitrito y una bacteriuria significativa, probablemente debido al tiempo necesario para la reducción química del nitrito en la orina de la vejiga. También pueden producirse algunos lalsos negativos debido a algunos organismos reductores de nitrato que (orman compuestos distintos del nitrito, como el amoniaco, los óxidos nítrico y nitrosos, la hidroxilamina y el nitrógeno y que. por tanto, producirán un resultado negativo en la prueba del nitrito. La falta de nitrato en la dieta también puede producir falsos negativos incluso cuando está presente un número significativo de organismos. ESTERASA LEUCOCITARIA



Los extractos de granulos humanos neutrofílicos azurofilicos (primarios) contienen hasta 10 proteínas que muestran actividad esterolitica y esta capacidad esterasa se utiliza normalmente como marcador de estas células. Debido a que los neutrófilos y otras células son lábiles en la orina, la actividad de la esterasa leucocitaria puede ser un indicativo de la presencia de remanentes de células que no son visibles microscópicamente. La presencia de un número significativo de neutrófilos en la orina sugiere la existencia de una infección del tracto urinario: sin embargo, la dificultad surge al tratar de determinar los puntos de corte adecuados entre los números de células normales y anormales. Debido a que los recuentos cuantitativos son muy bajos, la precisión es pobre. Los resultados positivos de esterasa leucocitaria están correlacionados con números "significativos" de neutrófilos. ya estén intactos o usados, y con el uso de un recuento de cámara de aproximadamente 10 neutrófilos/pl de onna fresca como punto de corte, el número de falsos negativos y falsos positivos es bajo. Asimismo, el uso de un sedimento concentrado de orina (10:1) y una preparación citocentrifugada teñida, una prueba de lira reactiva negativa está asociada a menos de 100 neutrófilos en un campo de alto aumento (hpf, de high power field) (450 x). La prueba de esterasa leucocitaria también puede ser útil en la investigación de una posible uretritis en los pacientes masculinos y tiene un alto valor predictivo negativo en este tipo de diagnóstico (Bowden ,1998). Métodos Tiras reactivas. La prueba tiene un principio similar al de la reacción de naftol cloroacetato que se utiliza para la detección de la esterasa de granulocitos en hematología. Las esterasas neutrofílicas catalizan la hidrólisis de esteres para producir sus respectivos alcoholes y ácidos. Por ejemplo, Multistix utiliza el éster 3-hidroxi-5- fenilpirrol-N-tosil-L- alanina como sustrato que reacciona en presencia de la esterasa de leucocitos para formar alcohol pirrólico. El alcohol reacciona entonces con la sal de diazonio para producir un color púrpura. La intensidad del color producido es proporcional a la cantidad de enzima presente, que está relacionada con el numero de neutrófilos presentes. La células procedentes del Irado urinario (por ejemplo del urotelio) y los eritrocitos no contribuyen al nivel de esterasa. El peso especifico alto de la orina, las proteínas y la glucosa pueden hacer que disminuyan los resultados de la prueba, al igual que la presencia de ácido bórico y de ciertos antibióticos como tetraciclina. cefalexma y cefalotonina. Cantidades muy elevadas de ácido ascórbico pueden inhibir la reacción. La contaminación de la orina con fluido vaginal puede producir resultados positivos, pudiéndose observar un gran número de células epiteliales de descamación y bacterias. También las Tnchomonas y los eosinófilos pueden representar fuentes celulares alternativas de esterasas que producen falsos positivos. Los agentes oxidantes y la formalina pueden producir colores falsos positivos y la nitrofurantoina y otros pigmentos fuertes pueden afectar a la interpretación del color.



Miscelánea de pruebas químicas de detección ÁCIDO ASCÓRBICO



Ocasionalmente se pueden encontrar grandes cantidades de ácido ascórbico en la orina de individuos que toman dosis terapéuticas de vitamina C y oíros preparados que contienen ácido ascórbico. Debido a sus propiedades reductoras. el ácido ascórbico puede inhibir varias reacciones de las tiras



386



SECCIÓN Ili



•



O R I N A Y OTROS FLUIDOS CORPORALES



reactivas (p. ej., para glucosa, sangre, bilirrubina, nitrito y esterasa leucocitaria). Las tiras reactivas de varios (abricantes se diferencian en su susceptibilidad a esta sustancia; se deberían investigar los resultados sospechosos. Por ejemplo, cuando el examen microscópico de los sedimentos de la orina muestra más de dos eritrocitos por campo de alto aumento pero no se detecta el grupo hemo por el método de las tiras reactivas, puede ser útil comprobar la presencia de ácido ascórbico. Las pruebas de orina para ácido ascórbico también se han utilizado como indicación de una terapia adecuada de ácido ascórbico. Con la dieta occidental normal se excretan diariamente entre 2 mg/dl y 10 mg/dl. mientras que después de la ingestión de grandes cantidades de ácido ascórbico, los niveles en orina pueden llegar a alcanzar los 200 mg/dl. El oxalato y el sulfato son los metabolitos del ácido ascórbico y con la ingestión de grandes cantidades (1 g o más al día) se pueden formar piedras de oxalato en personas susceptibles. Métodos. Muchos fabricantes han desarrollado métodos de tiras reactivas para la detección de ácido ascórbico. como se discute a continuación. La medida por cromatografía de gases-espectrometría de masas es un método cuantitativo más preciso (Deutsch, 1997). Tiras reactivas. El área de prueba para el ácido ascórbico de las tiras reactivas C-Stix está impregnada con fosfomolibdatos tamponados en un medio ácido. Los fosfomolibdatos son reducidos por el ácido ascórbico a azul de molibdeno y esta prueba detecta 5 mg/dl de ácido ascórbico en orina después de 10 segundos. El ácido gentísico y el L-dopa pueden causar falsos positivos. Las tiras reactivas Stix no son tan sensibles como las C-Stix; pueden detectar aproximadamente 25 mg/dl de ácido ascórbico en 60 segundos. El reactivo en Stix es el verde de metileno, que se reduce a su forma incolora con ácido ascórbico. El rojo neutro proporciona un color de fondo y el color del conjunto cambia de azul a púrpura con niveles de 150 mg/dl. El mismo método de prueba se incorpora en las tiras reactivas múltiples Multistix. Grandes cantidades de bilirrubina y un pH mayor de 7,5 interfieren con el color. No se observan falsos positivos con uratos, salicilatos, ácido gentísico o creatinina. ÁCIDO 5-HIDROXINDOLACETICO La serotonina (5-hidroxitriptamina) es producida por las células argentafines del intestino a partir del triptófano y es transportada por la sangre y las plaquetas. Los tumores carcinoides (argentafinoma) pueden producir cantidades excesivas de serotonina, especialmente si son metastásicos. Los síntomas característicos incluyen trastornos intestinales y vasomotores y broncoconstricción; también pueden presentarse edema, enfermedad valvular del lado derecho del corazón y síntomas neurológicos. Aunque la serotonina en la orina puede ser analizada directamente por métodos de cromatografía en fase líquida de alto aumento (Panholzer, 1999). los métodos de detección que detectan el metabolito de serotonina ácido 5-hidroxindolacético en la orina se usan más frecuentemente. El método cuantitativo es más sensible, ya que elimina los cetoácidos y el ácido indolacético. que interfieren la reacción. La excreción normal de ácido 5-hidroxindolacético en 24 horas se encuentra entre 1 mg y 5 m g . P r u e b a de detección. Un espécimen de orina al azar suele ser suficiente para propósitos de detección; si se lleva a cabo una recogida de orina de 24 horas, debería acidificarse con HCI. El ácido bórico también se puede utilizar como conservante. Los pacientes deberían ser informados de que no deben consumir ningún fármaco en las 72 horas previas al prueba; las fenotiazinas, los medicamentos acetanílidas y la mefesina. un relajante muscular, pueden interferir con esta prueba. La prueba se basa en la aparición de un color púrpura específico de los 5hidroxindoles con el ácido nitroso y el 1 -nitroso-2-naftol. Se usa el dicloruro de etileno para eliminar los cromógenos interferentes. Para el procedimiento, véase Henry (1984). MELANINA Los melanocitos normales transforman la tírosina en dihidroxifenilalanina (DOPA), después en dopaquinona y posteriormente, por medio de pasos oxidativos, en melanina. La enzima tirosinasa es necesaria para el primer paso de la transformación y se encuentra en orgánulos específicos de los melano-



citos denominados melanosomas. Su formación aumenta con la hormona estimulante de los melanocitos. Los melanosomas con pigmento normalmente son transferidos de los melanocitos a la piel y las células de las membranas mucosas. Se encuentran melanosomas más grandes de lo normal en algunas células cancerosas (p. ej., en el nevus o el melanoma). Cuando el melanoma maligno metastatiza, se produce un aumento de la excreción urinaria de los metabolitos de melanina, aunque no es corriente encontrar en estos pacientes una orina teñida de oscuro, incluso cuando el espécimen se mantiene a temperatura ambiente durante 24 horas. Entre estos melanógenos urinarios se encuentran Índoles, catecoles y catecolaminas. El DOPA no aparece en grandes cantidades en la orina de los pacientes melanóticos. No existe una prueba especifica simple para la melanuria. Las pruebas de detección de melanina deberían llevarse a cabo con especímenes frescos de orina e incluir pruebas basadas en las reacciones de color no especificas que se producen con el cloruro férrico, el reactivo aldehido de Ehrlich y el nitroferricianuro. Los procedimientos de las pruebas de cloruro férrico y nitroferricianuro para melanina se pueden encontrar en Henry (1984). Un método de cromatografía en columna de intercambio de cationes permite la detección de metabolitos en la orina. Otra aproximación es la medida de los niveles de DOPA-oxidasa en orina. Los niveles de enzima son altos en los pacientes con melanoma y marcadamente elevados en los pacientes con metástasis de hígado. En raras ocasiones, las células que contienen este pigmento se observan en los sedimentos de la orina cuando existe melanuria con admisión de pigmento por las células tubulares renales y cuando existe un melanoma metastático en la vejiga. Se puede usar una tinción con ion ferroso para teñir la melanina de las células de un color azul oscuro. PORFIRINAS Las porfirias son un grupo de enfermedades que se deben a defectos en la síntesis del grupo hemo. Se trata de deficiencias enzimáticas hereditarias en las que normalmente el sustrato de la enzima se secreta en exceso en la orina y/o las heces. Durante el ataque agudo de porfina se excretan niveles elevados de porfobilinógeno, pero entre ataques los niveles pueden ser altos o normales. Los patrones de excreción de distintas porfirinas varían en las distintas enfermedades y, junto con los signos, ayudan a establecer el diagnóstico. Las porfirinas se excretan en la mayoría de las porfirias y en el envenenamiento con plomo. Además, el metabolismo de las porfirinas puede ser anormal en pacientes con virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) establecido, especialmente cuando existe una infección concomitante con el virus de la hepatitis C (O'Connor, 1996). Una explicación más detallada con correlaciones patológicas clínicas se presenta en el Capitulo 10. La fotosensibilidad de la piel y las lesiones cutáneas acompañan frecuentemente a los niveles altos de porfirinas. La única enfermedad sin lesiones cutáneas es la porfiria intermitente aguda. En pacientes que presentan enfermedad neurológica y dolor abdominal agudo - e l grupo hepático- existe un aumento de la producción y excreción de ácido 6-aminolevulínico (ALA) y porfobilinógeno durante el ataque porfírico agudo. Es probable que esto se deba al aumento de actividad de la ALA-sintetasa y al aumento de producción de precursores resultante. Las exacerbaciones de las enfermedades hepáticas son precipitadas por drogas que se sabe que inducen la actividad enzimática del hígado (p. ej., los barbitúricos y ciertos esteroides). Métodos. Se busca porfobilinógeno en los especímenes de orina de pacientes que se sospecha que sufren un ataque agudo de porfiria. Se usa la prueba de Watson-Schwartz para distinguir las causas de un resultado positivo de la prueba con el reactivo de Ehrlich y para proporcionar una indicación de las cantidades elevadas de urobilinógeno o de la presencia de porfobilinógeno. Un resultado positivo para porfobilinógeno en la prueba de WatsonSchwarz puede ser confirmado por la prueba de Hoesch, ya que la primera puede producir falsos positivos para porfobilinógeno como resultado de fármacos como la metildopa. Cuando se pide específicamente una prueba cualitativa de porfobilinógeno o se está siguiendo a un paciente porfírico, se puede usar el método de Hoesch, más sencillo, en vez de el de WatsonSchwarz.
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E X A M E N BÁSICO DE LA ORINA



Los especímenes de urobilinógeno o porfobilinógeno deben ser frescos. Si la prueba se retrasa, se debería ajustar el pH a 7 y el espécimen debería almacenarse en un refrigerador, donde es estable durante cerca de una semana. La orina se puede oscurecer si el paciente tiene porfiria, especialmente si se deja a temperatura ambiente. Prueba de Watson-Schwarz. La reacción con el aldehido de Ehrlich y la prueba de Watson-Schwartz se basan en las diferencias de solubilidad entre el urobilinógeno y el porfobilinógeno. El urobilinógeno se puede extraer con cloroformo o butanol, mientras que el porfobilinógeno permanecerá en la fase acuosa. Procedimiento



1. Se añaden 2,5 mi de reactivo de Ehrlich a 2,5 mi de orina fresca y se mezcla. 2. Se añaden 5 mi de acetato sódico saturado y se mezcla. Se comprueba con papel de pH para confirmar que la solución está en el rango de pH entre 4 y 5. Se ajusta el pH si es necesario. 3. Se añaden 5 mi de cloroformo; se tapa y se agita vigorosamente durante un minuto. Se permite que se separen las fases. 4. Se examina la fase superior (acuosa). Si no se observa color se considera que el resultado de la prueba es negativo y se para. 5. Si se observa color, se separa la fase superior (acuosa) y se añaden 5 mi de butanol. Se tapa y se agita vigorosamente durante un minuto. Se permite que las fases se separen. 6. Un color entre rosa y rojo rosado en la capa acuosa inferior indica un resultado positivo y sugiere que la concentración de porfobilinógeno está varias veces por encima de lo normal. El color en la capa superior de butanol indica un aumento de concentración del urobilinógeno (Fig. 18-1). Prueba de Hoesch. La prueba de Hoesch se basa en la reacción inversa a la de Ehrlich (es decir, en el mantenimiento de una solución acida añadien-



387



do un volumen relativamente elevado de reactivo a un volumen relativamente pequeño de orina), que elimina el problema de la reactividad del urobilinógeno. La sensibilidad es similar a la de la prueba de Watson-Schwartz, pero la reacción es para porfobilinógeno. Esta prueba detecta aproximadamente entre 20 mg/l y 100 mg/l de porfobilinógeno, y urobilinógeno en cantidades de hasta a 200 mg/l no producen resultados positivos (color rojo). La urea puede producir un color amarillo. El pigmento urinario uroseína, relacionado con el ácido indolacético, produce un resultado positivo del test de Hoesch (en respuesta a HCI fuerte) y el color rosa puede confundirse con un resultado positivo para porfobilinógeno. Algunos de los problemas que ocasionan falsos positivos se pueden excluir probando el espécimen con HCI concentrado (6mol/l) a la vez que se lleva a cabo separadamente la prueba de Hoesch. La orina de un paciente con un ataque de porfiria agudo puede tener un color rojo oscuro, haciendo necesaria una dilución 1:10 con agua previa a la prueba. La prueba de Watson-Schwartz detecta cantidades mayores de 6 mg/l y el test de Hoesch cantidades mayores de 11 mg/l de porfobilinógeno. La prueba de Watson-Schwartz es más sensible que la de Hoesch para porfobilinógeno y puede producir resultados positivos entre los ataques de la porfiria intermitente aguda. Dosis elevadas de metildopa (Aldomet) producen resultados positivos como lo hacen los Indoles en algunos pacientes con ileus inteslinal y el fármaco fenazopiridina (Pyridium), que se vuelve naranja con HCI, Es necesaria una prueba cuantitativa para porfobilinógeno si los resultados de la prueba de Watson-Schwartz o la de Hoesch son cuestionables; esta situación se puede producir debido a la inestabilidad del porfobilinógeno. Se han descrito pruebas alternativas de detección de porfobilinógeno. Entre ellas se encuentran el método cromatogrático de capilaridad electrocinética micelar (Luo, 1996), así como un kit semicuantilativo en el que la orina es pretratada con una resina de intercambio iónico y el color del aducto Ehrfich-porfobilinógeno se compara con un conjunto de estándares (Deacon, 1998). La uroporfirina y la coproporfirina se pueden delectar por fluorescencia. Se puede observar una fluorescencia roja anaranjada si se coloca un espécimen positivo cerca de una fuente de luz ultravioleta. P r o c e d i m i e n t o de detección de p o r f i r i n a p o r f l u o r e s c e n c i a . En este método se acidifica la orina y la porfirina extraída se expone a la luz ultravioleta. 1. Se ponen 5 mi de orina en un tubo de centrifuga de cristal con tapa. Se añaden 3 mi de una mezcla de una parte de acético glacial y cuatro partes de acetato de etilo. 2. Se agita y se permite la separación. La centrifugación acelera la separación. 3. Usando una lámpara de Wood se observa la fluorescencia de la capa superior. Se inspecciona el tubo en una habitación oscura con luz ultravioleta reflejada. Un color entre lavanda y violeta indica la presencia de porfirinas; una fluorescencia entre rosa y roja indica niveles mayores de porfirinas. El color azul pálido no rosado es negativo. La orina normal puede fluorescer en azul.



Figura 18-1. Prueba de Warson-Schwarz. Interpretación del método de detección en orina de urobilinógeno y porfobilinógeno.



Para aumentar la sensibilidad del método se eliminan los metabolitos de drogas que interfieren con la reacción. Se transfiere la capa superior a un tubo de cristal y se acidifica con 0.5 mi de HCI 3MI (25 mi de HCI concenlrado diluido en 10 mi de agua). Se agita. Las porfirinas se extraen en la capa acuosa y producen una fluorescencia naranja rojiza. Un método de detección alternativo utiliza una columna de resina de intercambio aniónico. Las porfirinas son adsorbidas, eluidas y expuestas a luz fluorescente. Este método elimina las sustancias interferentes y su principio es similar al del método cuantitativo para porfirinas totales y para coproporfirina y uroporfirina. Las pruebas de detección junto con los signos indican si se deberían hacer pruebas cuantitativas. Las últimas normalmente se llevan a cabo en laboratorios de investigación de referencia. Los especímenes de orina para porfobilinógeno cuantitativo deberían mantenerse a un pH aproximadamente neutro (entre 6 y 7) y protegidos de la luz. Los especímenes congelados son bastante estables, aunque el ALA es más estable si la orina es acida. Si se quieren buscar en la orina ambas sustancias, se prefiere un pH cercano al neutro y se congela la alícuota de orina.
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O R I N A Y OTROS HUIDOS CORPORALES



Estas sustancias se cuantifican por elución en diferentes columnas y reacción con el reactivo de Ehrlich. Se ha descrito un método cromatográfico de capilaridad electrocinética micelar que permite la separación de ALA y porfobilinógeno (Luo. 1996). Los especímenes de orina para cuantilicar las porfirinas se recogen en un recipiente oscuro que contiene 5 g de carbonato de sodio para un espécimen de 24 horas, con el fin de que la concentración final sea de un 0 . 1 % de carbonato de sodio o para producir una orina de pH neutro. La coproporfirina y la uroporfirina se pueden separar por cromatografía de capa fina o por extracción, fluorometría y cuantificación por medio de columnas de intercambio iónico. Otros métodos son el test de columna de Bio-Ftad (porfirina), la espectrofotometría (Zuijderhoudt, 1998), la electroforesis capilar (Chiang, 1997), la espectrometría de masas por bombardeo de átomos acelerados (Luo, 1997) y la espectrometría de masas por tiempo de vuelo con desorción/ionización (Jones, 1995). Las porfirinas fecales pueden ser estimadas cualitativamente, o cuantificadas, por medio de extracción y luz ultravioleta. En algunas podidas, los eritrocitos pueden mostrar fluorescencia cuando se examina al microscopio un frotis de sangre sin teñir. Los eritrocitos nucleados de médula ósea dan mayor fluorescencia.



EXAMEN DE LOS SEDIMENTOS DE LA ORINA El examen microscópico de la orina junto con el método de análisis químico de tiras permite la detección de enfermedades renales y del tracto urinario. Por medio del microscopio se pueden detectar los elementos celulares y no celulares de la orina que no sufren reacciones químicas características. La microscopía también sirve como prueba confirmatoria en algunas circunstancias (p. ej.. eritrocitos, leucocitos y bacterias). Para llevar a cabo una evaluación microscópica de la orina de lorma eficaz, se debe ser capaz de reconocer muchas entidades morfológicas (por ejemplo, organismos, células hematopoyeticas y epiteliales, cristales y cilindros). Ademas, los microscopistas deben ser conscientes de la relevancia clínica de los hallazgos en la orina, así como de las anormalidades químicas habituales asociadas a las interpretaciones microscópicas. Se deberían investigar las discrepancias antes de entregar un informe. Los sedimentos de orina centrifugados deberían contener todos los materiales insolubles (a los que normalmente se denomina elementos formados) que se acumulan en la orina después de la filtración glomerular y durante el paso del fluido por los túbulos renales y el tracto urinario inferior. Los elementos celulares proceden de dos fuentes: 1) células descamadas/exfoliadas espontáneamente del revestimiento epitelial del riñon y el tracto urinario inferior y 2) células de origen hematógeno (leucocitos y eritrocitos). Se pueden observar cilindros celulares y no celulares; se forman en los túbulos renales y los conductos colectores. También pueden estar presentes cristales de significación clinicopatológica variada. Los organismos (bacterias, hongos, células con inclusiones virales y parásitos) y las células neoplásicas son elementos normalmente extraños a la orina y, cuando son detectados, requieren una investigación más extensa. Los valores "normales" de referencia de los elementos formados varían de un laboratorio a otro debido a 1) las variaciones de concentración de los especímenes de orina al azar y 2) los diferentes métodos utilizados para concentrar el sedimento por centrifugación. No existe un procedimiento estándar especifico. Cada uno de los laboratorios ha establecido sus propios valores de referencia, a menudo de acuerdo con nefrólogos y nefropatólogos.



Métodos de examen de los sedimentos de la orina En general, los especímenes de orina recogidos al azar son satisfactorios para la evaluación microscópica; sin embargo, se recomienda que el examen tenga lugar cuando la muestra está fresca, especialmente si no se le ha añadido ningún conservante. Las células y cilindros comienzan a usarse a las dos horas de la recogida. La refrigeración (entre 2 "C y 8 °C) ayuda a prevenir la lisis de las entidades patológicas: no obstante, esto puede aumentar la precipitación de vanos amorfos y materiales cristalinos. Se recomienda la recogi-



da de orina media en mujeres para evitar la contaminación con elementos vaginales.



Microscopio de campo claro Aunque la microscopía de campo claro se puede llevar a cabo hasta cierto punto en preparaciones de orina sin teñir, la identificación de leucocitos, histiocitos, células epiteliales y cilindros celulares puede ser difícil. La luz suave es más electiva para distinguir las estructuras más translúcidas de la orina como los cilindros hialinos, los cristales y los filamentos mucosos. Normalmente se usa un cristal violeta de safranma para ayudar a distinguir en la orina los elementos formados. REACTIVOS DE TINCIÓN SUPRAVITAL Solución I:



Cristal violeta Alcohol etílico (95%) Oxalato de amonio



3,0 g 20,0 mi 0.8 g



Solución II:



Safranma O Alcohol etílico (95%) Agua destilada



1.0 g 40.0 mi 400.0 mi



Se mezclan tres partes de la solución I y 97 partes de la solución II y se filtran. La mezcla debería aclararse filtrando cada dos semanas y descartarse después de tres meses. Por separado, las soluciones I y II se pueden mantener indefinidamente a temperatura ambiente. Existen varios reactivos de tinción disponibles comercialmente. También se puede usar una solución al 2% de azul de metileno y azul de toluidina como una tinción supravital simple y rápida. P r o c e d i m i e n t o . Se añaden una o dos gotas de tinción a 1 mi aproximadamente de sedimento de orina concentrado. Se mezcla con una pipeta, se pone una gota de esta solución en el portaobjetos y se cubre con el cubreobjetos.



Microscopio de contraste de fases El microscopio de contraste de fases facilita la detección de los sedimentos formados del sedimento urinario más translúcidos, principalmente los cilindros que pueden escapar a la detección utilizando la microscopía de campo claro ordinaria. La microscopía de contraste de fases presenta la ventaja de perfilar las lineas exteriores incluso de los elementos formados más transparentes, lo que facilita la detección (véanse las Láminas 18-13 A y B). El tiempo de detección es menor y el rendimiento aumenta. Muchos microscopios se han diseñado para permitir al operador llevar a cabo tanto exámenes de campo claro como de contraste de fases, según los objetivos y los condensadores que utilicen.



Microscopio de luz polarizada Se utiliza para distinguir las fibras y cristales del material celular y los cilindros. Las gotas lipidicas y los esferocristales que contienen colesterol son esteres anisotrópicos a la luz polarizada, aparecen brillantes sobre un fondo oscuro y forman cruces de Malta con polandad cruzada. La evidencia visible de anisotropia depende de la orientación del cristal en el campo: no todos serán visibles. Si se inserta una lámina de relardo roja, las gotas de colesterol mostrarán unos cuadrantes amarillos y azules típicos sobre fondo rojo. Los granulos de almidón tendrán una apariencia similar cuando se polarizan, pero son mucho mayores. Los cristales, pelos y fibras de ropa también brillan, pero no muestran cruces de Malta. Los ácidos grasos y trighcéridos no forman esferocristales líquidos y no muestran anisotropia, pero los glicoesfingolipidos de la enfermedad de Fabry son birrefrmgentes y pueden verse en los sedimentos urinarios.



Recuentos



cuantitativos



El hemocitómetro se usa en muchos laboratorios para cuantificar los elementos del sedimento urinario. Las células y cilindros no diluidos en la orina se cuentan y se expresan como número de células por microlitro. Los valores normales para neutrófilos varían entre 5 pl y 30 pl según dilerentes técnicos: los limites supenores para eritrocitos varían entre 3 pl y 20 pl y los cilindros
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E X A M E N BÁSICO DE LA ORINA



son solo 1 ul o 2 ul. Kesson (1978) proporcionó evidencias de que los recuentos de los sedimentos centrifugados de la orina son más fiables en la predicción de anormalidades funcionales renales que el método convencional, que cuenta las células por campo de alto aumento. La recuperación de células puede variar dependiendo de la velocidad de centrifugación, el peso especifico y el pH.



Componentes microscópicos de los sedimentos de la orina Células ERITROCITOS Bajo alto aumento, los eritrocitos sin teñir (RBC) aparecen como discos bicóncavos pálidos cuyo tamaño puede variar ligeramente pero que normalmente tienen 7 pm de diámetro. Si no se examina un espécimen fresco, los eritrocitos pueden aparecer como discos pálidos e incoloros debido a que la hemoglobina se puede disolver. Pueden arrugarse en orina hipertónica y aparecer como células pequeñas y rugosas con bordes arrugados. En orina diluida las células se pueden hinchar y usarse rápidamente, liberando la hemoglobina y quedando sólo las membranas celulares vacias, que reciben el nombre de "células fantasma". En ocasiones, los eritrocitos pueden confundirse con gotas de aceite o células de levadura. Las gotas de aceite, sin embargo, muestran una variación de tamaño mayor y son altamente refráctiles y las células de levadura normalmente muestran gemación. Si su identificación es difícil, se pueden hacer dos preparaciones y añadir unas gotas de ácido acético a una de ellas. Los eritrocitos se lisan en la preparación acidificada. Los eritrocitos se encuentran en la orina normal en pequeño número (0 a 2 células /hpf); el que haya más de 3 células'hpf se considera anormal. La presencia de un numero elevado de eritrocitos en la orina puede ser indicativa de varias alteraciones del tracto urinario y sistémicas. Entre ellas se encuentran: 1) enfermedades renales: glomerulonefritis. lupus nefrítico, nefritis intersticial asociada a reacciones a drogas, cálculos, tumores, infecciones agudas, tuberculosis, infartos, trombosis venosa renal, traumatismos (incluyendo biopsia renal), hidronefrosis, riñon poliquístico y, ocasionalmente, necrosis tubular aguda y nefrosclerosis maligna; 2) enfermedades del tracto urinario inferior: infecciones crónicas y agudas, cálculos, tumores, estrechamientos y cistitis hemorrágica después del tratamiento con ciclosfamida; 3) enfermedad extrarrenal: apendicitis aguda, salpingitis, diverticulitis, episodios febriles agudos, malaria, endocarditis bacteriana subaguda, panarteritis nodular, hipertensión maligna, discrasias sanguíneas, escorbuto y tumores de colon, recto y pelvis; 4) reacciones tóxicas a fármacos, como las sulfonamidas, los salicilatos y la metenamina y a la terapia anticoagulanle: y 5) causas fisiológicas, incluyendo el ejercicio. Cuando se encuentra en orina un número elevado de eritrocitos junto con cilindros eritrociticos. se puede asumir que la hemorragia tiene un origen renal. E r i t r o c i t o s dismórficos. Numerosos esludios se concentran en la morfología vanable de los eritrocitos urinarios para intentar localizar el origen de la hematuria. Los glóbulos rojos con protrusiones celulares o fragmentación se denominan dismórficos (Lámina 18-3) y algunos autores han sugerido que su presencia en las muestras de orina es un importante indicio de hemorragia glomerular (Fracchia, 1995). Otros autores consideran que la morfología dismórfica no es fiable para predecir una hematuria renal primaria (Favaro, 1997; Ward, 1998). La denominada "célula G 1 " . que tiene forma de donuts con una o más vejigas membranosas, puede ser más especifica que la células dismérficas para diagnosticar la hematuria glomerular (Dinda, 1997). Otro estudio describe la tinción inmunocitoquímica de los entrocitos unnarios con proteina TammHorsfall en la hematuria renal, lo que parece ser más fiable que la morfología celular en términos de separación de las fuentes de eritrocitos renales de las no renales (Fukuzaki, 1996). Las personas sanas también pueden presentar una mezcla de eritrocitos distorsionados y no distorsionados en la orina. LEUCOCITOS Neutrófilos. Los leucocitos polimortonucleolares (neutrófilos) constituyen el tipo de leucocito que predomina en la orina. A alto aumento estas células aparecen como esferas granulosas de aproximadamente 12 pm de diámetro



con núcleos multilobulados. Los segmentos nucleares pueden aparecer a veces como núcleos pequeños, redondos y discretos. Cuando ha comenzado la degeneración celular se puede perder el detalle nuclear; los neutrófilos son entonces difíciles de distinguir de las células tubulares epiteliales renales. El ácido acético diluido puede incrementar el detalle nuclear de modo que la definición todavía sea posible (Lámina 18-4). No obstante, si continúa la degeneración los segmentos nucleares acaban fusionándose, haciendo la distinción de neutrófilos y células mononucleadas imposible. La tinción supravital también puede ayudar a enfatizar el detalle nuclear. Con cnstal violelasafranina los núcleos neutrofílicos loman un color púrpura rojizo y los granulos citoplasmáticos un color violeta. La reacción histoquimica peroxidasa también es útil para distinguir a los neutrófilos de las células tubulares. En orina diluida o hipotónica. los neutrófilos se hinchan y sus granulos citoplásmicos exhiben un movimiento browniano. Debido a la relractilidad de los granulos móviles, los neutrófilos en esta situación se conocen como "células brillantes". Estas células no se tiñen bien con tinciones supravitales y muestran una pérdida de la segmentación nuclear. La lira reactiva de esterasa leucocitaria es muy valiosa para la identilicación de la piuría en los especímenes de orina hipolónica. Además, los leucocitos se lisan rápidamente en orina hipotónica o alcalina. Aproximadamente el 50°b se pierde tras dos o fres horas a temperatura ambiente. Es necesario un examen rápido de los sedimentos urinarios después de la recogida. Piuría. Normalmente se observan menos de 5 leucocitos'hpf en la orina normal, aunque no es infrecuente que las mujeres presenten cantidades algo mayores. La presencia de un elevado número de leucocitos (principalmente neutrófilos) en la orina se denomina piuría e indica la presencia de infección o inflamación en el tracto urinario. Cuando va acompañada de cilindros leucocitanos o cilindros mixtos de leucocitos y células epiteliales, se considera que el aumento de leucocitos tiene un origen renal. La infección, ya sea bacteriana o no bacteriana, se puede centrar en el parénquima renal (pielonefntis) o localizarse como cistitis, prostatitis, uretritis o balanitis. En mujeres, el síndrome uretral agudo (síndrome disuria-piuria) está asociado a recuentos de neutrófilos mayores de 8 pl en especímenes limpios de orina; sin embargo, los recuentos de colonias bacterianas son menores de lo esperado. Chlamydia trachomatis, así como estafilococos y coliformes. son los agentes causantes. Los recuentos de neutrófilos urinarios mayores de 30 células/hpf sugieren infección aguda y cultivos estériles repetidos en esta situación pueden ser indicativos de una tuberculosis o una nefritis. Una piuria importante puede reflejar la ruptura de un absceso renal o del tracto urinario. Debería tenerse en cuenta que los recuentos normales de leucocitos en la orina no constituyen un indicador tan fiable de infección del tracto urinano como la detección de bacteriuria por tinción Gram o por cultivo de un espécimen fresco de orina media. Se puede encontrar un aumento de los leucocitos en una variedad de otras enfermedades del tracto urinario, entre ellas glomerulonefritis, lupus eritematoso sistémico (LES) y nefritis intersticial. Los cálculos a cualquier nivel pueden dar lugar a un número elevado de leucocitos urinarios debido a infección ascendente inducida por estasis o a la respuesta inflamatoria mucosal localizada. Los tumores de vejiga, así como varios procesos inflamatorios localizados agudos o crónicos, también pueden hacer que aumenten los leucocitos en la orina. Los leucocitos en la orina también pueden estar transitoriamente elevados durante la liebre o después del ejercicio intenso. Eosinófilos. Estas células normalmente no se observan en la onna y el hallazgo de más de un t ° de eosinófilos entre la población de leucocitos se considera significativa (Lámina 18-5). Es necesaria la evaluación de orina concentrada teñida para evaluar adecuadamente la presencia de eosinófilos en la orina. Normalmente se usa una preparación citocentrifugada con tinción de Wright, Diff-Quik o Papanicolau y la tinción con secreción de Hansel (azul de metileno y eosina-Y en metanol, Libe Labs, Florissant, MO) también ha demostrado ser una tinción excelente para el reconocimiento de la eosinofiluria. Apropiadamente teñidos, se pueden observar eosinófilos bilobulados en los pacientes con enfermedad tubulointestinal asociada a hipersensibilidad a drogas como la penicilina y sus análogos. El patrón celular en la nefritis intersticial alérgica normalmente también incluye muchos eritrocitos y algunas células epiteliales tubulares del riñon. La eosinofiluna también se observa en otros 0
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trastornos agudos del tracto genitourinario, observándose recuentos bajos en infecciones del tracto urinario y rechazo a trasplantes. Linfocitos y leucocitos mononucleados. Normalmente están presentes pequeños linfocitos en la orina y, junto con los histiocitos, se diferencian más fácilmente en frotis teñidos. Cuando las células mononucleadas (histiocitos, linfocitos y células plasmáticas) constituyen un 3 0 % o más del recuento diferencial, indican la existencia de una infección crónica. En la orina se pueden encontrar muchos pequeños linfocitos durante el rechazo al transplante renal. Las células plasmáticas y los linfocitos atípicos deberían tenerse en cuenta cuando están presentes y obligar a una investigación más detallada. CÉLULAS EPITELIALES Células epiteliales escamosas. Estas células son las células epiteliales que se observan más frecuentemente en la orina normal, y por tanto las menos significativas. El tercio distal de la uretra está revestido de células epiteliales escamosas y. en la orina, el aspecto de estas células es largo y plano, con abundante citoplasma y núcleos redondos y centrales (Lámina 18-6). A menudo los márgenes están doblados; cuando se tiñen con violeta cristalsafranina. los núcleos son púrpura y los citoplasmas entre rosa y violeta Muchas de las células escamosas presentes en la orina femenina pueden derivar de la vagina o la vulva. Células epiteliales de transición (uroteliales). Las células de transición revisten el tracto urinario desde la pelvis renal al tercio inferior de la uretra. Eslas células son más pequeñas que las escamosas, su tamaño oscila entre 40 um y 200 pm. Son redondas o con forma de pera, con un núcleo redondo y central. Ocasionalmente se pueden observar formas binucleadas. Cuando se tiñen, las células de transición tienen núcleos azules oscuros con cantidades variables de citoplasma azul pálido (Lámina 18-7). Otra característica importante para la apropiada identificación de las células de transición es un borde característico "endo-ecto citoplásmico". En la orina normal están presentes algunas células epiteliales, lo que refleja la descamación normal; como las células escamosas, rara vez tienen una significación patológica. La excepción es la presencia de grandes coágulos o láminas de células de transición en ausencia de instrumentación (es decir, cateterización). Esta situación hace necesario un examen citológico con tinción Papanicolau para evaluar un posible carcinoma de células de transición. Células del epitelio tubular renal. Este es el tipo de células epiteliales observadas en la orina más significativo, ya que un número elevado es indicativo de daño tubular (Láminas 18-8 y 18-9). En la orina normal se puede encontrar un pequeño número de células tubulares que reflejan el recambio normal de células viejas. Pueden estar presentes en número algo mayor en la orina de recién nacidos normales. La tinción Papanicolau ha mostrado ser especialmente útil en la distinción de las células tubulares renales de otras células mononucleadas que se encuentran en la orina. Las células epiteliales renales de los túbulos proximal y distal son células aisladas grandes (14 pm a 60 pm) y oblongas con un citoplasma característico granular y eosinófilo. Los núcleos pueden ser múltiples pero son pequeños, con una cromatina densa y pocos nucléolos. Recuentos elevados de células epiteliales renales de los túbulos proximal y distal se observan en casos de necrosis tubular aguda y toxicidad producida por ciertas drogas o por metales pesados. Las células epiteliales de los conductos colectores miden entre 12 pm y 20 pm y se identifican por su forma característica cúbica o poligonal y su núcleo grande y generalmente algo excéntrico. Entre las propiedades citoplásmicas se encuentra un borde basofilico endo-ecto citoplasmático que se observa habitualmente en las células epiteliales de transición. Números elevados de células epiteliales de los conductos colectores se encuentran en el rechazo al trasplante renal, la necrosis tubular aguda (fase diurética) y otras enfermedades isquémicas del riñon. También se pueden encontrar en número elevado en la nefrosclerosis maligna, asi como en casos de glomerulonefritis aguda acompañada de daño tubular. La ingestión de algunas drogas y fármacos puede causar una descamación tubular significativa. Las células tubulares de los conductos colectores se encuentran habitualmente en la orina después de la intoxicación con salicilalo.



Se han descrito fragmentos de epitelio renal cuyo origen es el conducto colector. Tres o más células renales del conducto colector constituyen un fragmento epitelial renal e indican una forma más grave de daño tubular renal con rotura de la membrana basal. Los fragmentos epiteliales renales son indicativos de necrosis isquémica y normalmente se encuentran acompañando grados variados de daño tubular renal y cilindros patológicos. Las células tubulares contorneadas proximal y distal no se encuentran en forma de fragmentos. La identificación apropiada de los fragmentos de epitelio renal es esencial, no sólo para el diagnóstico de una forma más severa de daño tubular renal, sino también para evitar un diagnóstico falso positivo de un carcinoma de células de transición de grado bajo. Lipidos en las células epiteliales renales. Los cuerpos ovales grasos son células tubulares que han absorbido hpoproteinas con colesterol y tnglicéridos que se han filtrado desde glomérulos nefróticos (Lámina 18-10). Los cuerpos ovales grasos, por tanto, representan una forma de lipiduria. Los lipidos también aparecen en la orina como gotas lipidicas libres o como material ingerido en el interior de los histiocitos. La presencia de cualquiera de estas formas lipidicas acompañada de una proteinuria marcada es característica del síndrome nefrótico. Es necesaria la identificación positiva de lipidos antes de informar de una lipiduria. Cuando las gotas libres o incorporadas contienen grandes cantidades de colesterol. forman cruces de Malta bajo la luz polarizada (Láminas 1811 y 18-12). Cuando contienen grandes cantidades de triglicéndos, las tinciones lipidicas (aceite rojo o Sudan III) son necesarias para una identificación positiva. Pigmentos en las células epiteliales renales. Con hemogiobmuria y mioglobinuria, el pigmento hemo es absorbido por las células y convertido en hemosiderina. Las células cargadas de hemo se descaman y aparecen en los sedimentos de la orina. Los granulos citoplasmáticos aparecen con un color marrón rojizo y se tiñen con la tinción para hierro azul de Prusia. Estas células también pueden incorporarse a cilindros (Laminas 18-1 y 18-2). Los granulos de melanina son absorbidos por las células tubulares en casos raros de melanuria. Cuando hay metáslasis de melanoma en la vejiga también se encuentran células pigmentadas descamadas. El pigmento bilirrubina tiñe todos los elementos de los sedimentos, incluyendo las células epiteliales tubulares renales y los cilindros. Nótese que la urobilina no tiñe las células epiteliales y los cilindros.



Cilindros Los cilindros son los únicos elementos formados de la orina cuyo único lugar de origen es el riñon. La proteina Tamm-Horsfall es la glucoproleinasecretada por la parte gruesa del asa de Henle ascendente (y posiblemente por el túbulo distal) y constituye aproximadamente un tercio de las proteínas urinarias de los individuos normales. La opinión generalizada es que la proteína Tamm-Horsfall forma la matriz de todos los cilindros. La proteína forma un entramado de fibrillas que potencialmente puede atrapar cualquier elemento presente en el filtrado tubular incluyendo células y fragmentos de células o material granular. Los cilindros pueden tener apariencia, tamaño, forma y estabilidad bastante variables. Es posible que esta variabilidad sea uno de los factores determinantes de la baja precisión en la identificación de cilindros de algunos laboratorios (Yoo, 1995; Rasoulpour, 1996). La anchura de un cilindro depende del tamaño del túbulo en el que se formó. Los cilindros grandes se observan en túbulos dilatados o en conductos colectores con estasis. Los cilindros finos se encuentran en túbulos comprimidos por tejido intersticial inflamado o por desintegración. Los cilindros pueden ser cortos y rectos o largos y con curvas. Esta última variedad aparece cuando hay diuresis después de la estasis urinaria. Los cilindros normalmente tienen dos lados paralelos y bordes romos, pero al envejecer pueden empezar a desintegrarse y mostrar adelgazamientos e irregularidades. Las fibrillas se pueden separar, dando lugar a una apariencia raída. Se pueden observar colas y extremos afilados; a estas formas en desintegración se las denomina cilindroides. En las personas normales se observan muy pocos cilindros en el sedimento urinario. En las enfermedades renales aparecen en gran número y con muchas formas. Números elevados de cilindros indican que la enfermedad renal está extendida y hay muchas nefronas implicadas. También se pueden
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Clasificación de cilindro»



Matriz Hialinos: tamaño variable Córeos: a menudo anchos Inclusiones Granulos: proteínas, restos de células Glóbulos grasos: triglicéndos. esteres del colesterol Granulos de hemosidenna Cristales: poco comunes Granulos de melanina: raros Pigmentos Hemoglobina, mioglobina, bilirrubina, fármacos Células Eritrocitos y resto de glóbulos rojos Leucocitos neutrófilos, lintocitos, monocitos e histiocitos Células tubulares epiteliales renales Mezcla de células eritrocitos, neutrófilos y células tubulares renales Bacterias



observar recuentos altos de cilindros acompañados de proteinuria en personas sanas después de ejercicio intenso. La formación de cilindros aumenta con la disminución del pH, el aumento de la concentración iónica y cuando existe estasis u obstrucción de las nefronas por células o desechos celulares. También aumenta cuando penetran en los túbulos cantidades de proteínas plasmáticas mayores de lo normal. Normalmente la proteína en exceso es la albúmina, pero globulinas como la inmunoglobulina de Bence Jones causan formación de cilindros, al igual que la hemoglobina y la mioglobina. Probablemente las proteínas plasmáticas reaccionan o se combinan con la proteina Tamm-Horsfall para formar cilindros menos translúcidos y cilindros granulares. Los cilindros se pueden clasificar dependiendo de su matriz, sus inclusiones, sus pigmentos y las células presentes, como se muestra en la Tabla 18-11. A continuación se facilita una explicación detallada que incluye la significación clínica. MATRIZ DE LOS CILINDROS Cilindros hialinos. Son los cilindros que se observan más frecuentemente y están formados casi completamente por proteína Tamm-Horsfall; se consideran normales entre cero y dos cilindros hialinos por campo de bajo aumento (Ipf, de low power líela). Los cilindros hialinos son translúcidos al microscopio de campo claro y rosas con tinción supravital y se visualizan más fácilmente con un microscopio de contraste de fases (Láminas 18-13A y 18-13B). Se observan números elevados en las enfermedades renales y, de forma transitoria, con el ejercicio, la exposición al calor, la deshidratación. la fiebre, el fallo cardíaco congestivo y la terapia diurética. Cilindros céreos. Cuando existen enfermedades renales crónicas, algunos cilindros se hacen más densos en apariencia y se conocen como céreos. Se diferencian de los cilindros hialinos en que se visualizan fácilmente debido a su elevado índice de refracción. Con el microscopio de campo claro, los cilindros céreos tienen una apariencia suave homogénea, con márgenes limpios, extremos romos y grietas o circunvoluciones frecuentes a lo largo de los márgenes laterales, lo que indica su grado de fragilidad (Lámina 18-14). Los cilindros céreos se observan normalmente asociados a inflamación tubular y degeneración. Son más frecuentes en pacientes con fallo renal crónico. También aparecen en el rechazo crónico y agudo a los alotransplantes. Algunos investigadores creen que los cilindros céreos tempranos reflejan la fase final de la disolución de los granulos finos o los cilindros granulares (Lámina 18-15). Debido al tiempo requerido por los granulos para usarse, la presencia de cilindros céreos implica obstrucción localizada de las netronas y oliguria. Cuando los cilindros céreos son desacostumbradamente anchos se les conoce como cilindros de falto renal. La presencia de cilindros implica una atrofia tubular avanzada y/o dilatación, lo que a su vez
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refleja una enfermedad renal en estado terminal y una estasis extrema del flujo urinario. CILINDROS CELULARES Cilindros eritrocitarios (de glóbulos rojos). El hallazgo de estos cilindros en la orina es bastante significativo debido a que son indicadores de hemorragia en el interior de la nefrona. El daño glomerular permite a los eritrocitos escapar al interior de los túbulos y si existe una proteinuria concomitante y las condiciones son óptimas para la formación de cilindros, se forman cilindros de glóbulos rojos en la nefrona distal. En la orina, estos cilindros se ven amarillos bajo los objetivos de bajo aumento. Un prerrequisilo para la identificación de los cilindros eritrocitarios es que los bordes de los glóbulos rojos estén bien definidos, al menos en parte del cilindro (Lámina 18-6). La cantidad de material matricial que puede ser visible va de una delicada matriz hialina escasa a prominente, con sólo uno o dos glóbulos rojos visibles. Estos cilindros se visualizan mejor con un microscopio de contraste de fases o con tinción supravital, en cuyo caso los eritrocitos son incoloros o de color lavanda en una matriz color rosa. Con la estasis prolongada, los cilindros de glóbulos rojos pueden degenerar y aparecer en la orina como cilindros de hemoglobina (sangre) granulares de un color marrón rojizo. Los trastornos patológicos en los que los cilindros eritrocitarios aparecen en el sedimento incluyen muchas glomerulonefritis agudas, las nefropatia IgA, el lupus nefrítico, la endocarditis bacteriana subaguda y el infarto renal. En raras ocasiones, la enfermedad tubulointersticial puede permitir la entrada Iranstubular de eritrocitos y su subsiguiente incorporación a los cilindros. Esto puede producirse en la pielonefrilis severa. Además, se ha encontrado que la aparición de cilindros eritrociticos y leucootarios coincide con las recaídas renales en los pacientes con LES (Herbert, 1995). Cilindros leucocitarios (de glóbulos blancos). Los cilindros de glóbulos blancos son retráctiles, exhiben granulos y frecuentemente son visibles núcleos multilobulados (Lámina 18-17) a menos que haya comenzado la desintegración La microscopía de contraste de lases puede ayudar a distinguir la segmentación nuclear. Las tinciones supravitales también mejoran su visualización Los leucocitos normalmente pasan al lumen tubular desde los intersticios y los cilindros leucocitarios (Lámina 18-18) reflejan la mayoria de las veces enfermedad tubulointersticial con exudados neutrofilicos e inflamación intersticial. La enfermedad más común en esta categoría es la pielonefritis. Los cilindros leucocitarios también pueden estar presentes en la enfermedad glomerular, debido al efecto quimiotáctico del complemento. También se observan en la nefritis intersticial, el lupus nefrítico e incluso en el sindrome nefrótico. Cilindros de células epiteliales tubulares renales. Los cilindros de células epiteliales tubulares renales pueden ser bastante difíciles de distinguir de los cilindros leucocitarios. especialmente en tinciones no teñidas observadas al microscopio de campo claro. La tinción supravital, la microscopía de contraste de fases y la tinción Papanicolau (Láminas 18-18 y 18-19) ayudan a distinguir ambos tipos de cilindros. La característica distintiva más fiable de las células tubulares renales es su núcleo redondo y discreto. Las células epiteliales tubulares renales se pueden ver en la orina en la necrosis tubular aguda, en enlermedades víricas (p. ej., con citomegalovirus) y tras la exposición a algunas drogas. El envenenamiento severo con metales pesados y la intoxicación con etilenglicol y salicilato pueden hacer que aparezcan en la orina células y cilindros tubulares. En las unidades de Irasplante, estas células y cilindros constituyen uno de los criterios más fiables para la detección del rechazo a los alotrasplantes tras el tercer dia tras la operación. Cilindros celulares mixtos. No es infrecuente que se presenten dos tipos distintos de células en el mismo cilindro. A este tipo de cilindros se les denomina mixtos y ejemplos de los mismos son el leucocitario/renal. eritrocitario/leucocitario y eosinófilo/renal (Lámina 18-20). Cuando no se pueden establecer claramente los tipos celulares, el cilindro resultante se conoce como cilindro celular (Lámina 18-21). Algunas interferencias acerca del tipo celular pueden proceder de la población dominante de células libres del sedimento circundante.
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CILINDROS C O N INCLUSIONES



C i l i n d r o s g r a n u l o s o s . Los cilindros granulosos son bastante comunes y pueden aparecer tanto en condiciones patológicas como en condiciones no patológicas (Lámina 18-22). Los granulos pueden ser pequeños o grandes y pueden tormarse a partir de agregados de proteínas de plasma que pasan a los túbulos desde los glomerulus dañados o desde los restos celulares de leucocitos, eritrocitos y células tubulares dañadas. Precipitados finos de sales y lisosomas también pueden ser componentes granulares. Entre los agregados de proteínas se encuentran el fibrinógeno, los complejos inmunes y las globulinas. Con la estasis prolongada, los granulos grandes de los cilindros pueden hacerse menores y no distinguir tipos de cilindros granulares no parece aportar ninguna ventaja. Los cilindros granulosos aparecen en enfermedades glomerulares y tubulares, pero también son un síntoma de enfermedad tubulointersticial y de rechazo al alotrasplante renal. Pueden acompañar a la pielonefritis, las infecciones virales y el envenenamiento crónico con plomo. Aparecen cilindros de granulos gruesos, junto a hematuria, en casos de necrosis papilar renal. Es posible que algunos granulos finos representen precipitados de fosfato de calcio en el hiperparatiroidismo. Los cilindros granulosos también se pueden observar después de períodos de estrés extremo o de ejercicio intenso. C i l i n d r o s g r a s o s . El material lipídico se incorpora a la matriz del cilindro desde las células tubulares renales cargadas de lípidos. Se observan habitualmente cuando existe proteinuria severa y son un síntoma del síndrome nelrótico (Láminas 18-23 y 18-24). C i l i n d r o s c r i s t a l i n o s . Ocasionalmente se observan cilindros que contienen uratos. oxalato de calcio y sulfonamidas (sulfametoxazol). En los verdaderos cilindros cristalinos es visible una matriz: los cristales pueden polarizar la luz. Estos cilindros indican la existencia de una deposición de cristales en el túbulo o el conducto colector. La hematuria, probablemente relacionada con el daño tubular, acompaña habitualmente a los cilindros cristalinos. Es importante no confundir estos cilindros con coágulos o cristales que se forman a temperatura ambiente o en el refrigerador. CILINDROS PIGMENTADOS



C i l i n d r o s de h e m o g l o b i n a ( s a n g r e ) . Los cilindros de hemoglobina normalmente muestran un color entre amarillo y rojo, aunque a veces el color es bastante pálido (Lámina 18-25). La mayoría de las veces los cilindros de hemoglobina, también conocidos como cilindros de sangre, se observan con cilindros eritrocitarios y enfermedad glomerular. Menos frecuenlemnte, se observan en las hemorragias tubulares y raramente en la hemoglobinuria. C i l i n d r o s de h e m o s i d e r i n a . Los granulos de hemosiderina en los cilindros derivan de las células renales tubulares cargadas de pigmentos. C i l i n d r o s de m i o g l o b i n a . Estos cilindros son de color marrón rojizo y aparecen cuando se produce mioglobinuria después de un daño muscular agudo. Pueden estar asociados a un fallo renal agudo. C i l i n d r o s de b i l i r r u b i n a y o t r o s fármacos. La bilirrubina se observa en la orina cuando hay ictericia obstructiva y tiñe los cilindros de un color ocre oscuro. Drogas como la fenazopiridina (Pyridium) producen un color entre amarillo brillante y naranja en la orina acida y tiñen los cilindros y las células. CILINDROS ANCHOS



Los cilindros anchos se definen como aquellos cuyo diámetro es de entre dos y seis veces el de los cilindros normales. Son indicativos de dilatación tubular y/o estasis en el conducto colector distal. Todos los tipos de cilindros pueden presentar formas anchas: se observan típicamente en individuos con fallo renal crónico. Conllevan un mal prognóstico. MISCELÁNEA DE O T R O S CILINDROS Y E S T R U C T U R A S CILINDROIDES



Las bacterias pueden quedar embebidas en las matrices de los cilindros y con tinción supravital se ven de color púrpura oscuro con una matriz rosa pálido. Los jirones mucosos se confunden habitualmente con los cilindros. Son, sin embargo, más grandes, largos, con forma de cinta y bordes poco defini-



dos y extremos en punta o astillados, a diferencia de los cilindros, que tienden a tener bordes bien definidos y extremos romos. SEDIMENTOS TELESCÓPICOS (EMPOTRADOS)



Este término se usa para describir la ocurrencia simultánea de elementos de glomerulonefritis y de elementos del síndrome nefrótico en el mismo espécimen de orina. Un sedimento telescópico podría incluir, por tanto, glóbulos rojos, cilindros de glóbulos rojos, cilindros celulares, cilindros céreos anchos, gotas lipídicas, cuerpos grasos ovales y cilindros grasos. Este tipo de sedimento se puede encontrar en la enfermedad vascular de colágeno (especialmente en el lupus nefrítico) y en la miocarditis bacteriana subaguda.



Cristales Los cristales se forman debido a la precipitación de sales urinarias cuando las alteraciones de múltiples factores afectan a su solubilidad. Entre estos factores están los cambios de pH, la temperatura y la concentración. Los precipitados pueden aparecer en la orina tanto en forma de cristales verdaderos como en forma de material amorfo. La mayor parte de la formación de cristales tiene lugar en los especímenes refrigerados o en los que se dejan a temperatura ambiente durante varias horas. In vivo, el aumento de la concentración de solutos es normalmente el responsable de la formación de cristales. Aunque la mayoría de los cristales en la orina tienen una significación clínica limitada, la identificación apropiada es esencial para no dejar pasar los relativamente pocos cristales asociados a condiciones patológicas. El conocimiento del pH de la orina es una valiosa ayuda en la identificación de crislales. ya que es el pH el que determina qué compuestos químicos precipitan. Muchos de los cristales comúnmente observados tienen morfologías características; no obstante, existe variabilidad, lo que a veces conduce a confusiones entre estructuras cristalinas patológicas y no patológicas. Para separar los cristales anormales de las formas "engañosas" más comunes, se presenta un sumario de la morfología de los cristales (Tabla 18-12). CRISTALES ENCONTRADOS EN ORINA ACIDA NORMAL



U r a t o s a m o r f o s ( c a l c i c o s , magnésicos, sódicos y potásicos). Los uratos amorfos precipitan en reposo en la orina concentrada de pH ligeramente ácido. Cuando están presentes cantidades elevadas, el sedimento de orina muestra un color entre naranja rosado y marrón rojizo al examen macroscópico; a esta apariencia se la denomina "polvo de ladrillos". Microscópicamente este material amorfo aparece como pequeños granulos de color marrón amarillento que pueden formar coágulos y adherirse a fibras y jirones mucosos. Los uratos amorfos se convierten en cristales de ácido úrico al acidificarse con ácido acético y se disuelven con calor (60°C) y con álcalis. U r a t o s c r i s t a l i n o s (sódicos, potásicos y amónicos). Estos biuratos y uratos ácidos forman pequeñas esferas marrones (Lámina 18-26) o agujas incoloras en orina ligeramente acida. Las esferas pueden agruparse en pares o tríos. Como los uratos amorfos, estas formas cristalinas revierten lentamente a láminas de ácido úrico al acidificar con ácido acético. Ácido úrico c r i s t a l i n o . Los cristales de ácido úrico se producen a pH bajo (entre 5 y 5,5) y aparecen con una variedad de formas entre las que se encuentran láminas finas de cuatro lados, prismas, formas ovales con extremos apuntados (forma de limón), cuñas, rosetas y láminas irregulares (Láminas 18-27 y 18-28). La mayoría son coloreados, normalmente amarillos o marrón rojizo. En raras ocasiones son incoloras y hexagonales (Lámina 1829). A diferencia de la cistina, muestran birrefringencia a la luz polarizada (Lámina 18-30). Números elevados de cristales de ácido úrico y uratos pueden reflejar un aumento del recambio de nucleoproteínas, especialmente durante la quimioterapia de leucemias o linfoma. Cantidades elevadas se pueden observar en el síndrome de Lesch-Nyhan y pueden proporcionar una evidencia circunstancial de la naturaleza de las pequeñas piedras alojadas en los uréteres, especialmente cuando son radiotransparentes y aparecen junto a niveles altos de ácido úrico. También pueden anunciar la nefropatía úrica gotosa. O x a l a t o c a l c i c o . Los dihidratos pueden aparecer a pH 6 o en orina neutra. Su forma típica es la de un octaedro pequeño e incoloro con aspecto de sobre (Lámina 18-31). También pueden aparecer las formas de mancuerna
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Tabla 18-12 Características de los sedimentos urinarios amorfos y cristalinos pH de la orina Sustancia



Descripción



Ampicilina



Poco común: en dosis altas, incolora; p r i s m a s grandes q u e forman grupos o haces Marrón rojizo: a g u j a s a m o r f a s , láminas romboidales o c u b o s : p u e d e colorear los c r i s t a l e s de ácido úrico Raro; incoloro, láminas p l a n a s c o n m u e s c a s en las e s q u i n a s ; acompaña a los cilindros g r a s o s y los c u e r p o s g r a s o s o v a l e s Incoloro: pequeños g r a n u l o s en parejas. cuartetos; esferas; raramente a g u j a s Dihidrato: común; incoloro; pequeño o c t a e d r o retráctil M o n o h i d r a t o : p o c o común; rectángulo ovoide y mancuerna Incolora; láminas h e x a g o n a l e s , a m e n u d o l a m i n a d a s ; d e s t r u i d a s rápidamente por b a c t e r i a s ; p u e d e n c o n f u n d i r s e c o n ácido úrico, p e r o la cistina es soluble en ácido clorhídrico d i l u i d o Pequeño; b i c o n v e x o , "piedra de afilar", visto c o n h e m o g l o b u l i n a Marrón d o r a d o ; g r a n u l o s en coágulos, en células, en cilindros Raro, incoloro, a g u j a s , láminas r o m b o i d a l e s y p r i s m a s de cuatro lados; distinguir de los fosfatos Rara; azul; amorfos o cristales pequeños; tiñe a otros c r i s t a l e s



Bilirrubina



Colesterol



Carbonato calcico Oxalato c a l c i c o



Cistina



Hematma Hemosidenna Ácido hipúrico



Indigolma



Fosfatos Amorfos d e fosfato (magnesio, calcio) Fosfato hidrógeno d e calcio Trifosfato (amonio, m a g n e s i o )



M e d i o radiográfico (meglumina ditrizoato)



Suifonamidas Acetilsulfadiazina Acetilsulfo-metoxazol Sulfadiazina Tirosina



Uratos Amorfos (calcicos. magnésicos, sódicos, potásicos)



Urato monosódico ratos (sódicos, potásicos, amónicos) Biurato amónico



Ácido úrico



Xantina I = ligero



Ácido



Alcalino



Características de solubilidad y comentarios



+ +



+



+



Soluble en álcalis, ácido, acetona y cloroformo +



-



M u y soluble en cloroformo, éter y alcohol caliente



+



+



Soluble en ácido acético c o n efervescencia Soluble en HCI diluido



+



+



Soluble en álcali (especialmente a m o n i a c o ) y HCI diluido: insoluole en a g u a hirviendo. ácido acético, a l c o h o l , éter; reacción c o n nitroprusiato-cianuro



+



-



+



+



+



+



+



Soluble en a g u a caliente y álcalis: m s o l u b l e en ácido acético



+



+



+



M u y soluble en cloroformo; soluble en éter; insoluole en acetona



+



+



+



i



+



+



Insoluble en calor; soluble en ácido acético; H C I diluido L i g e r a m e n t e soluble en ácido acético diluido soluble en H C I diluido Soluble en ácido acético diluido



Incoloros, finos, p r e c i p i t a d o granular M e n o s común; incoloro; forma de estrella p r i s m a s largos y d e l g a d o s , a g u j a s ; forman rosetas F o r m a común: incolora; p r i s m a s de entre tres y seis lados, " t a p a s de ataúd". M e n o s frecuente: p l a n o , l o r m a de hoja de helécho, láminas, e s c a m a s Intravenoso: incoloro, láminas r o m b o i d a l e s finas, a l g u n a s c o n m u e s c a s , p a r e c i d a s a las láminas de colesterol; cristales a l a r g a d o s Retrógrado: incoloro, cristales largos y en p u n t a



Neutro



I



Azul c o n azul de Prusia



Soluble en N a O H 10%; insoluble en éter y cloroformo; p e s o específico alto en orina; polariza c o n colores de interferencia



+



H a c e s c o n uniones excéntricas Marrón; esferas d e n s a s o irregularmente d i v i d i d a s Marrón, glóbulos d e n s o s Rara; incolora o amarilla, a p a r e c e n e g r a al enfocar: a g u j a s s e d o s a s (mas en h a c e s o rosetas



+



C o m u n e s : incoloros a marrón amarillento; amorfos. p r e c i p i t a d o granular



+



+



-



S o l u b l e en álcalis diluidos: solubles a 60-C o menos; se convierten en cristales de ácido úrico c o n C H I c o n c e n t r a d o o ácido acético



Incoloro: a g u j a s o p r e c i p i t a d o amorfo M a r r o n e s ; pequeños, esféricos: los g r u p o s se p a r e c e n a los biuratos Cumún en orina "vieja", amarillo o s c u r o a marrón esferas o "estranios" (esferas c o n e s p i n a s )



+ I



+



-



Soluble a 60 C: se convierte en ácido úrico c o n acético glacial



+



+



+



-



Soluble a 6 0 C c o n ácido acético; s o l u b l e en álcali fuerte; se c o n v i e r t e en ácido úrico c o n clorhídrico c o n c e n t r a d o o ácido acético Soluble en álcalis: insoluble en alcohol y ácidos, polariza c o n colores de interferencia S o l u b l e en álcalis: soluble c o n calor; insoluble en ácido acético



Común; amarillo o amarillo rojizo; g r a n v a r i e d a d de formas: romboide, láminas de cuatro lados, rosetas f o r m a de limón, r a r a m e n t e hexágonos incoloros Rara; incolora; láminas pequeñas y rómbicas



-



+



+



Soluble e n a c e t o n a S o l u b l e en álcalis, ácido mineral diluido, relativamente soluble al calor: insoluble en alcohol, éter



:
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(Dumbbell) y ovoides (Lámina 18-32). Las formas más grandes se producen con el oxalalo monohidralo. Los cristales de oxalato son msolubles en ácido acético. Los cristales de oxalato de calcio en número elevado pueden reflejar una enfermedad renal crónica severa o toxicidad por etilenglicol o metoxiflurano. La oxaluria ha cobrado preeminencia debido a que refleja un aumento en la absorción de oxalatos de la dieta después de enfermedades y resección del intestino delgado, especialmente para la enfermedad de Crohn. La oxaluria también puede presentarse en personas genéticamente susceptibles después de dosis elevadas de acido ascórbico. CRISTALES ENCONTRADOS EN ORINA ALCALINA NORMAL F o s f a t o s a m o r f o s ( c a l c i c o s y magnésicos). Como los uratos amorfos, los fosfatos amoríos presentan una apariencia granular al microscopio: a diferencia de los primeros, macroscópicamente tienden a ser incoloros y producen un precipitado blanco fino o con forma de encaje. A menudo se pueden ver coágulos o masas al microscopio de campo claro (Lámina 18-13). Pueden precipitar cantidades grandes de este material debido a una permanencia prolongada a temperatura ambiente o en el refrigerador. Los fosfatos monohidrógeno de calcio y magnesio son los menos solubles en orina alcalina, aunque los fosfatos dihidrógeno pueden ser solubles a pH similar. Los fosfatos, en general, se disuelven en ácidos como el clorhídrico diluido y el nítrico y su solubilidad en ácido acético es vanable. No se disuelven en soluciones de hidróxido sódico diluido o alcohol. F o s f a t o s c r i s t a l i n o s . Los cristales de trifosfato (fosfatos de amonio y magnesio) se encuentran entre los fosfatos urinarios más fácilmente identificables, aunque normalmente muestran variación en tamaño. Son incoloros, con forma de prisma de tres o seis lados y extremos oblicuos a los que se denomina tapas de ataúd (Lámina 18-34). Puede formar láminas incoloras (Lámina 18-35). El fosfato magnésico forma romboides incoloros, algunos con muescas en los extremos o esquinas. Rara vez se reconocen. Los cristales de fosfato hidrógeno dicálcico. por otra parte, se pueden observar en orina normal o ligeramente acida y son prismas largos, de tres lados y con extremos en punta. Pueden formar grupos o rosetas. En general, los cristales de fosfato tienen poca o ninguna significación clinica. A menudo se observan en orina infectada de pH alcalino C a r b o n a t o c a l c i c o . Estos cristales poco comunes son pequeños e incoloros, con forma de pesa o esférica. Pueden formar parejas cuartetos o grupos. Se distinguen de otros cristales o amorfos en que producen dióxido de carbono en presencia de ácido acético. B i u r a t o amónico. Al igual que los típicos cristales de uratos, los cristales de biurato amónico tienen un color marrón amarillento y se observan como esferas con estrías radiales o concéntricas con proyecciones irregulares o espinas (Lámina 18-36). Se les denomina "estramonios": también se pueden observar en orina neutra y, en ocasiones, ligeramente acida. Se disuelven con calor a 60"C y con ácido acético, reapareciendo como típicos cristales de urato a los 20 minutos. CRISTALES QUE SE ENCUENTRAN EN ORINA ANORMAL C i s t i n a . Los cristales de cistina son láminas hexagonales incoloras y retráctiles (Lámina 18-37) que aparecen en la orina acida. Pueden ser solubles en agua a pH menor de 2 o mayor de 8 y se pueden confundir con las formas hexagonales del ácido úrico (Lámina 18-29). Mientras que los cristales de ácido úrico polarizan la luz (Lámina 18-30), los cristales finos de cistina no lo hacen, aunque las formas gruesas laminadas pueden polarizar. Además, tanto los cristales de cistina como los de ácido úrico son solubles en agua de amoniaco, pero los de cistina también se disuelven en ácido clorhídrico diluido y los de ácido úrico no.



refrigeración. Pueden ser incoloras o amarillas, viéndose negras cuando se enfoca el microscopio (Lámina 18-38). Son solubles en álcalis (amoníaco e hidróxido potásico) y en ácido clorhídrico diluido: no son solubles en alcohol o éter. Estos cristales son bastante infrecuentes. Son menos solubles que los de leucina y, por tanto, precipitan más a menudo en orina (véase más adelante bajo Tirosinuria). Los cristales de tirosina y leucina se observan ocasionalmente en la orina de pacientes con enfermedad hepática aguda (véase más adelante el apartado Búsqueda en la orina de enfermedades melabólicas hereditarias). L e u c i n a . Estos cristales también son raros. Aparecen como esferas amarillas de aspecto oleoso con estrías radíales y concéntricas (Lámina 18-39). Son solubles tanto en ácidos como en álcalis. Los cristales de leucina y tirosina pueden presentarse juntos; la leucina puede precipitar con cristales de tirosina si se añade alcohol a la orina. C r i s t a l e s de s u l f o n a m i d a ( s u l f a d i a c i n a ) . Estos cristales se pueden observar en la orina de pH ácido y pueden tener varias morfologías dependiendo de la forma de droga implicada. Se pueden observar como haces de trigo de color marrón amarillento con uniones centrales, haces estriados con uniones excéntricas (Lámina 18-40), rosetas, puntas de flecha, pétalos, agujas y formas redondeadas con estriaciones radiales. Ocasionalmente son incoloras. La prueba confirmatoria se lleva a cabo por medio de la reacción diazo. También se han descrito una cromatografía líquida de alta resolución y métodos colonmétricos (Simo-Alfonso, 1995; Mount, 1996). Desde la aparición de las sulfonamidas solubles, no se encuentran frecuentemente en la orina cristales sulla, especialmente cuando se examina la orina a 37"C. Anteriormente, estos cristales se podían observar en la orina de pacientes sometidos a terapia con sulfonamidas hidratados inadecuadamente. Esto podía ser causado por un daño tubular renal si se formaran cristales en el interior de las nefronas. Actualmente se observa sulfometoxazol (Bactrim. Septra) con cierta regularidad A m p i c i l i n a ( d o s i s altas). La ampicilina puede cristalizar en la orina cuando se suministra en dosis altas. Los cristales aparecen en la orina de pH ácido como estructuras incoloras largas y finas (Lámina 18-41). Pueden formar haces grandes tras la refrigeración. M e d i o radiográfico ( m e g l u m i n a d i a t r i z o a t o ) . Aparecen cristales urinarios después de los exámenes urinarios en que se utilizan contrastes de meglumina diatrizoato). Se pueden encontrar en la orina de pH ácido poco tiempo después de los estudios radiográlicos intravenosos (particularmente si el paciente no ha sido bien hidratado), observándose como láminas romboides delgadas, claras, incoloras y con muescas o como rectángulos más largos y delgados. Se polarizan fácilmente, mostrando colores de interferencia (Láminas 18-42 y 18-43). También se pueden ver tras realizar cistografías retrógadas como agujas largas e incoloras que forman grupos después de la refrigeración. La presencia de cristales radiográficos podría estar correlacionada con un peso específico alto (>1,040). O t r o s fármacos. Debe recordarse que hay que comprobar si el paciente sigue alguna terapia con fármacos cuando se encuentran en la orina cristales inusuales. Se sabe que muchos medicamentos causan cristaluria cuando se administran en dosis altas o Iras una sobredosis. Entre los ejemplos se encuentran la terapia con dosis altas de 6-mercaptopunna. la sobredosis de primidona y la dihidroxiadenina procedente de una transfusión sanguínea masiva. CÉLULAS ANORMALES Y OTROS ELEMENTOS FORMADOS



Los cristales de cistina se encuentran entre los más importantes que se pueden identificar en los sedimentos urinarios. Se encuentran en pacientes con cistinuria y pueden estar asociados a cálculos de cistina. La prueba confirmatoria se lleva a cabo por medio de la reacción cianuro-prusiato (véase más adelante el apartado Cistinuria)



Células t u m o r a l e s . Las células tumorales malignas exfoliadas de la pelvis renal, los uréteres, la pared de la vejiga y la uretra se identifican mejor mediante técnicas citológicas. También se han observado en la orina células de mielomas. tanto con como sin implicación renal aparente. Para un análisis detallado de los tipos de enfermedades y las morfologías citológicas se recomiendan al lector referencias sobre citologías urinarias estándar (Bibbo. 1997).



T i r o s i n a . En la orina acida, la tirosina forma finas agujas sedosas que pueden unirse para formar haces o coágulos, especialmente después de la



Células c o n i n c l u s i o n e s víricas. Las células epiteliales que contienen cuerpos de inclusión se pueden encontrar en los sedimentos urinarios de
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varias intecciones virales que afectan al tracto urinario. Se han observado células sincitiales gigantes que contienen inclusiones intranucleares eosinófilas durante las infecciones herpéticas. En niños o en pacientes inmunosuprimidos con infección por citomegalovirus, las células afectadas aumentan su tamaño y contienen inclusiones intranucleares basófilas y/o cuerpos citoplásmicos. Las células infectadas por el poliomavirus contienen inclusiones intranucleares densas, basofilicas y homogéneas que a menudo llenan completamente el núcleo. Las técnicas citológicas son mucho más sensibles para detectar los efectos virales citopáticos descritos anteriormente.



cantes de los catéteres pueden confundirse con células, especialmente glóbulos rojos. El material lipídico de las cremas vaginales también forma gotas en la orina y puede formar grandes agregados amorfos.



Plaquetas. Se han observado en orina. Se han observado hasta 30.000 pl por medio de microscopía de contraste de fases, confirmándose por microscopia electrónica, en la orina de pacientes con síndrome hemolítico-urémico.



1. Verter entre 10 mi y 15 mi de un espécimen de orina bien mezclado en un tubo de centrifuga desechable. Llevar a cabo el examen físico y las evaluaciones por medio de tiras reactivas. Centrifugar a 450 g durante cinco minutos. 2. Recuperar y guardar cuidadosamente el sobrenadante. El volumen final utilizado para resuspender el sedimento puede variar dependiendo del sistema estandarizado utilizado, pero debería ser constante dentro de cada laboratorio. Usar una pipeta desechable, un tubo especifico o un sistema de pipetas para concentrar el sedimento.



Bacterias. Encontrar bacterias en la orina puede ser o no significativo dependiendo del método de recogida de la orina y de lo pronto que tenga lugar el examen después de la recogida. La identificación de bacterias con coloración de Gram de un espécimen de orina no centrifugado bajo el objetivo de inmersión sugiere que están presentes más de 100.000 organismos/ml (es decir, bacteriuria significativa). Más frecuentemente se observan bacterias con forma de bastón, ya que los organismos entéricos son los agentes causantes de la mayoría de las infecciones del tracto urinario (Lámina 18-44). También se observan habitualmente leucocitos en el sedimento. Se pueden observar en el sedimento de la orina bacilos acidólilos. pero puesto que la flora uretral puede contener organismos acidófilos no patogénicos, la presencia de tuberculosis en la orina debe ser sustentada por medio de cultivos y/o de la metodología de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR). H o n g o s . Las levaduras (principalmente las especies de Candida) pueden ser agentes causantes de infecciones del tracto urinario (p. ej., en la diabetes mellitus), pero las levaduras también son agentes contaminantes de la piel, el tracto genital femenino y el aire. Al examen microscópico pueden ser confundidas con eritrocitos: la presencia de gemación puede ayudar a identificarlas como células de levadura (Lámina 18-45). Ocasionalmente se encuentran seudohilas de Candida (Lámina 18-46). Parásitos. Se pueden observar en la orina parásitos o huevos de parásitos como resultado de una contaminación fecal o vaginal. Cuando se observan se debería llevar a cabo un nuevo examen utilizando un espécimen fresco de orina. Aunque Trichomonas vaginalis puede estar presente en la orina como resultado de una contaminación vaginal, puede producirse una contaminación uretral o vesical y cuando se sospecha se deberian buscar inmediatamente protozoos en una preparación húmeda del sedimento. La movilidad de los organismos ayuda a la adecuada identificación. En pacientes con esquistosomiasis debida a Schistosoma haematobium, los huevos del parásitos son vertidos directamente a la orina acompañados de eritrocitos de la vejiga urinaria. Raramente se observan amebas en la orina; éstas pueden alcanzar la orina desde la vejiga o los ganglios linfáticos o, más probablemente, proceder de una contaminación fecal de la uretra. La patogénica Entamoeba histolytica va normalmente acompañada de eritrocitos y leucocitos. CONTAMINANTES Y ARTEFACTOS Se pueden encontrar fibras musculares parcialmente digeridas o células vegetales cuando existe contaminación fecal (Lámina 18-47). Ocasionalmente están presentes espermatozoides y granos de polen que contaminan los especímenes estacionalmente (Lámina 18-48). Se pueden observar fibras procedentes de muy diversas fuentes, incluyendo algodón, pelo, fibras de madera de varillas aplacadoras o fibras sintéticas de pañales dese c h a r e s . A diferencia de los cilindros, estas fibras se polarizan vivamente. Los granulos de almidón procedentes de los guantes quirúrgicos son los contaminantes más comunes de la orina y otros fluidos corporales. Microscópicamente aparecen brillantes y ligeramente estriados, con un borde Irregular y una depresión central. Con filtros de polarización cruzada, los granulos de almidón exhiben un patrón típico de cruces de Malta y, debido a su gran tamaño (varias veces mayor que el de los eritrocitos), no es probable que sean confundidos con gotas de colesterol. Las gotas de aceite de los lubri-



MÉTODOS DE ANÁLISIS DE ORINA Procedimiento básico (habitual) de análisis de orina



3. Resuspender suavemente el sedimento en el sobrenadante restante y añadir una gota de tinción supravital si se desea. Usando una pipeta adecuada, cargar la cámara de examen de un portaobjetos estandarizado. Permitir que la orina repose durante 30 segundos a 60 segundos. 4. Examinar con objetivos de alto y bajo aumento. Se requiere luz suave para detectar entidades sedimentarias con bajo índice de refracción. El enfoque fino variará continuamente durante el examen. Progresar sistemáticamente a lo largo de toda la cámara de examen, teniendo cuidado de examinar los bordes en busca de cilindros. 5. Contar el nUmero de cilindros en, al menos, 10 Ipf. promediar y registrar el número de cilindros por Ipf. Se puede utilizar un intervalo razonable (p, ej„ 0 a 2. 2 a 5, 5 a 10). Utilizar la alta resolución para identificar el tipo de cilindros. No pasan cilindros inadvertidos si se utiliza microscopía de contraste de fases (Láminas 18-13 A y B). 6. Identificar y contar eritrocitos, leucocitos y células epiteliales renales utilizando el objetivo de alto aumento. Contar al menos 10 hpf. promediar y expresar como células/hpf. Se puede registrar un intervalo razonable. 7. Comentar: a. Si las células escamosas o de transición están presentes en alto número o como fragmentos (células de transición) b. Bacterias, levaduras y microorganismos. La bacteriuria detectable a bajo aumento debería registrarse al menos como 2+. c. Cristales (cuantificados a bajo aumento). La presencia de crisfales anormales debería confirmarse químicamente y correlacionando con el historial del paciente d. Grandes cantidades de mucus. 8. Los autores recomiendan confirmar los siguientes resultados mediante examen citopatológico o técnicas químicas específicas (cristales): a. Más de dos células epiteliales/hpl b. Cilindros patológicos c. Células mononucleadas atípicas, en especial las células uroteliales d. Fragmentos de tejido e. Cristales patológicos Revisar el examen completo, incluyendo los datos físicos, químicos y microscópicos, y correlacionar con la información clínica disponible. Las discrepancias se deberian resolver antes de entregar el informe. Los valores normales del procedimiento son: 0 a 10 RBCs /hpf, 0 a 10 WBCs/hpf, 0 a 2 cilindros hialinos/hpf. Los resultados variarán dependiendo del sistema estandarizado utilizado. El análisis de orina habitual es útil como herramienta diagnóstica en la investigación y seguimiento de varios trastornos del sistema urinario. La Tabla 18-13 resume los resultados típicos macroscópicos, con tiras reactivas y microscópicos de las entidades encontradas más frecuentemente.



Examen citopatológico de la orina La orina orinada o cateterizada, los lavados de vejiga y los lavados o cepillados de uretra o pelvis renal son especímenes adecuados para la evaluación
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Tabla 18-13 Varias enfermedades urinarias sistémicas y anormalidades correspondientes en análisis de orina Enfermedades



Análisis de orina macroscópico



Glomerulonelnlis a g u d a



Hemaluna gruesa Turbidez Proteinuria



Glomerulonelritis crónica



Hematuria Proteinuria



Pielonelritis a g u d a



Turbidez Olor ocasional Proteinuria o c a s i o n a l



Pielonefritis crónica



Proteinuria o c a s i o n a l



Síndrome nelrOlico



Proteinuria Gotas lipidicas



Necrosis tubular a g u d a



Hematuria Proteinuria ocasional



Cistitis



Hematuria



S i n d r o m e disuria-piuría



Ligera turbidez



Rechazo a g u d o al alotrasplanie renal (nefrosis inferior)



Hematuria Proteinuria o c a s i o n a l



Neoplasia del tracto urinario



Hemaluna



Infección viral



Hematuria Proteinuria ocasional



Análisis de orina microscópico Cilindros eritrocilicos y sanguíneos Cilindros epiteliales Cilindros hialinos y granulares C i l i n d r o s céreos Neutrófilos Eritrocitos Cilindros granulares y céreos Cilindros sanguíneos o c a s i o n a l e s Eritrocitos Leucocitos Cilindros epiteliales Gotas lipidicas N u m e r o s o s neutrófilos ( m u c h o s en coágulos) Pocos linfocilos e histiocitos Cilindros leucocitarios Cilindros epiteliales Células epiteliales renales Eritrocitos Cilindros granulares y céreos Bacterias Leucocitos Cilindros céreos a n c h o s Cilindros granulares y epiteliales Cilindros leucocitarios ocasionales Bacterias Eritrocitos Cilindros lipidicos y céreos Cilindros celulares y granulares C u e r p o s g r a s o s o v a l e s y/o células renales v a c u o l a d a s aisladas o c o m o g r u p o s celulares Células epiteliales renales necróticas o degeneradas Neutrófilos y eritrocitos Cilindros granulares y epiteliales C i l i n d r o s céreos Cilindros a n c h o s Fragmentos de tejido epitelial Numerosos leucocitos Eritrocitos Células epiteliales de transición aisladas o como fragmentos Histiocilos y células g i g a n t e s Bacterias A u s e n c i a d e cilindros Numerosos leucocitos, bacterias Eritrocitos Sin cilindros Células epiteliales renales Linfocitos y células plasmáticas Neutrófilos Cilindros epiteliales renales Fragmentos epiteliales renales C i l i n d r o s g r a n u l a r e s , sanguíneos y céreos Células m o n o n u c l e a d a s a l i p i c a s c o n núcleos grandes, irregulares e hipercromaticos. q u e algunas v e c e s contienen nucléolos prominentes y aparecen aisladas o c o m o fragmentos de tejido Neutrófilos Eritrocitos Células epiteliales de transición Células m o n o n u c l e a d a s g r a n d e s o células muiti n u c l e a d a s con prominentes inclusiones intranucleares y/o citoplásmicas Neutrófilos Linfocitos y células plasmáticas Eritrocitos
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histopatológica. Los obtenidos por medio de técnicas más traumáticas (lavados o cepillados) tienden a ser mucho más celulares y a contener más grupos de células y células superficiales de transición que los especímenes orinados. Es importante para todos estos especímenes la fijación inmediata, que puede llevarse a cabo añadiendo un volumen equivalente de alcohol 50%. Si el espécimen va a ser procesado por medio de la técnica de mezcla de Saccomano se debe añadir un 2% de polietilenglicol (Carbowax). Se han descrito muchos métodos diferentes para la recuperación de las células. Entre ellos se encuentran la citocentrifugación, las técnicas de mezcla de Saccomano y la filtración de las preparaciones. El lector debe dirigirse a textos más detallados de citopatología para encontrar detalles más específicos de estos procedimientos (incluyendo la tinción Papanicolau). así como los distintos rasgos morfológicos de las células normales, reactivas y neoplasmas que se pueden encontrar en estos especímenes . El análisis de orina citodiagnóslico es una técnica que combina los atributos del análisis de orina básico con una evaluación citológica rápida de los elementos formados de la orina. Se puede usar para identificar y cuantificar los cambios en los sedimentos urinarios en las enfermedades renales parenquimatosas. Los cilindros celulares, las células mononucleadas (por ejemplo las células plasmáticas, los linfocitos y los histiocitos), los fragmentos de tejidos y las células neoplásicas se pueden observar claramente con este método. Una descripción detallada de este procedimiento se puede encontrar en ediciones anteriores de este libro (Henry, 1996).



Análisis de orina automatizado Se han desarrollado varios instrumentos que automatizan total o parcialmente el análisis de orina habitual. Además de aumentar el ritmo de trabajo, la automatización puede estandarizar algunos aspectos del análisis de orina manual. La mayoría de estos instrumentos pueden conectarse a sistemas de mlormación de laboratorio, facilitando la elaboración de informes y la recuperación de los dalos. Hay muchos instrumentos disponibles para automatizar tanto el análisis macroscópico/químico como la parle microscópica del análisis de orina habitual. Por ejemplo, los analizadores completamente automatizados de tiras reactivas de orina de muchos fabricantes están equipados para pipetear de forma automática o para humedecer la tira, así como para llevar a cabo medidas fotométricas de los campos reactivos de las tiras. La evaluación de los sedimentos urinarios se ha automatizado a través del uso de instrumentación de citometría de flujo. Estos analizadores normalmente liñen el ADN y las membranas de los elementos formados de la orina nativa, atraviesan la muestra como un flujo laminar por medio de un rayo láser y miden la dispersión de la luz, la fluorescencia y la impedancia. Esta tecnología puede ser útil para disminuir el número de especímenes de orina necesarios para la microscopía de rutina (Fenili, 1998). Las estaciones de trabajo de análisis de orina IRIS combinan varios subsistemas automatizados para llevar a cabo un análisis de orina completo. El peso especifico se mide por medio de un medidor de masa, las químicas urinarias son medidas por un espectrofotómetro de refleclancia estándar y el análisis microscópico es facilitado por un sistema microscópico inteligente automalizado. No se utiliza centrifugación y la manipulación del espécimen es mínima. Una pantalla de video táctil elimina la entrada a través del teclado. En el análisis, el espécimen de orina se vierte en el puerto de entrada del instrumento, sobre una tira reactiva química de orina. La tira reactiva se sitúa entonces en la plataforma lectora del fotómetro de rellectancia. Las tiras urinarias son automáticamente fechadas, leídas y cotejadas por el ordenador interno. Una porción del espécimen es desviada al oscilador armónico medidor de masa para la determinación del peso específico y pasa a una cámara de flujo laminar donde se detectan los elementos formados y una videocámara acoplada a un microscopio y una lámpara estroboscópica permiten la toma de imágenes. Las imágenes de células, cilindros, cristales, levaduras y bacterias encontrados en el sedimento se clasilican por tamaños y se presentan al operador en la pantalla táctil para su identificación. Puesto que el volumen de la cámara de flujo laminar es conocido, las imágenes se pueden contar y relacionar con el volumen de orina con una precisión mayor de la que se puede obtener con un espécimen centrifugado, un portaobjetos y un cubreobjetos. El ordenador consolida entonces el informe para su impresión o transmisión al sistema de información del laboratorio (SIL).



TÉCNICAS ESPECIALES DE ENSAYO Y MONITORIZACIÓN Cálculos urinarios La nefrolitiasis es una alteración común que afecta a cerca de 5 de cada 1.000 personas. Es un trastorno heterogéneo en el que las piedras se forman debido a una amplia variedad de alteraciones metabólicas o ambientales. Aunque la mayoría de los estudios se han centrado en los componentes no orgánicos, se ha observado que muchas piedras están asociadas a una matriz orgánica que contiene lipidos y proteínas, lo que sugiere la implicación de membranas celulares en la nucleación de los cristales (Khan. 1996). Un estudio demostró que los antisueros contra estas proteínas de la matriz de las piedras presentaban reactividad cruzada con las proteínas aisladas de diferentes piedras, independientemente de su composición mineral (Siddiqui, 1998). Se ha encontrado que muchos pacientes con piedras muestran también un aumento de los niveles de mterleucina 6 (IL-6), lo que puede ser útil en el futuro como marcador potencial de esta enfermedad (Rhee, 1998). Las piedras superiores (renales) son más comunes en los países occidentales industrializados, mientras que las piedras en la vejiga son poco comunes. El paso de las piedras a lo largo del uréter produce cólico renal, que se caracteriza por un dolor severo en el flanco que irradia hacia la ingle. Frecuentemente, el paso de la piedra va acompañado de hematuria. Si las piedras obstruyen la pelvis del riñon o el uréter, puede producirse hidronefrosis. y la infección es una consecuencia habitual. La recurrence es frecuente, pero la formación de piedras se puede reducir en gran medida con la identificación de las piedras y los factores de riesgo asociados a ellas. A menudo se encuentra en las piedras oxalate calcico o una mezcla de oxalato y fosfato calcico (-80%). La mezcla de fosfato calcico, fosfato magnésico y amónico y ácido úricos son los siguientes constituyentes más comunes (3% a 10% cada uno), seguidos de las piedras de cistina ( 1 % a 2%). El carbonato detectado frecuentemente en los análisis químicos probablemente resulta de la adsorción del dióxido de carbono por los cristales de fosfato calcico. Los hombres están afectados más a menudo por piedras de calcio que las mujeres y los niños no se ven afectados a menudo por piedras de calcio. El oxalato calcico precipita a pH ácido o neutro y el fosfato calcico -hidroxiapatita C a , (PO) ( O H ) - forma cálculos al pH urinario normal de 6,0 a 6,5. El ácido úrico, que no es muy soluble, cristaliza a pH bajo (5,3) y forma piedras. Los fosfatos amónico y magnésico (estruvita) forman piedras a pH alcalino, al que el nivel de amonio es elevado. Éstas tienden a formarse en la pelvis renal, pero aparentemente no están unidas a las papilas como las piedras de calcio. Pueden, no obstante, desarrollarse sobre un núcleo preexistente cuando hay infección por organismos como Proteus, que producen alcalinización de la orina. Las piedras de estruvita pueden crecer, formando cilindros en la pelvis renal y mostrando cuernos de ciervo. Se pueden formar piedras mixtas cuando los cristales (o piedras) de calcio o ácido úrico causan obstrucción seguida de infección y el subsiguiente depósito de sales de amonio. c



t



2



Hipercalciuria y piedras de calcio La homeostasis del calcio es mantenida por la hormona paratiroidea (PTH) y el 1,25-dihidroxicolecalciferol [1,25 (OH),D). Ambos afectan a la reabsorción de calcio por los osteoclastos. La PTH provoca una disminución de la reabsorción de fósforo y un aumento de la reabsorción de calcio por las células tubulares renales. También ocasiona un aumento de la síntesis de 1,25 (OH) D. que actúa sobre la mucosa del intestino delgado haciendo que aumente la absorción de calcio y fosforo. Los niveles bajos de calcio ionizado en suero hacen que aumente la secreción de PTH y los niveles bajos de fósforo en suero estimulan la síntesis de 1.25 (OH) D. Alrededor del 40% de los pacientes con piedras de calcio sufren de hipercalciuria. que se define como una excreción urinaria diaria de un exceso de calcio de alrededor de 0,1 mmol/kg (Houillier, 1998). El aumento de calcio en la orina puede deberse a un aumento de la absorción intestinal de calcio, a la falta de una apropiada reabsorción renal de calcio, a la resorción o pérdida de calcio del hueso o a una combinación de estos factores. En pocos casos de hipercalciuria se puede identificar una enfermedad subyacente. En la mayoría de los casos, sin embargo, se trata de hipercalciuria primaria o idiopática (HI). Aunque el mecanismo exacto de la hipercalciuria en este trastorno toda2
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vía es desconocido, probablemente incluye una combinación de (actores, incluyendo los enumerados anleriormente. Se han propuesto tres hipótesis para responder de la patofisiología de la HI. Se trata de la existencia de posibles defectos en el contenido de ácidos grasos de las membranas celulares, el aumento de expresión de la vitamina D o de los receptores de calcio de la 25-dihidroxivitamiona D, a-hidrolasa o de una enfermedad de los monocilos (Bataille, 1998). La excesiva pérdida de calcio en la orina y la posibilidad de formación de piedras pueden ser secundarios a algunas otras alteraciones. Por ejemplo, puede producirse hipercalciuria cuando existe una excesiva absorción de calcio en el intestino. Esto puede ocurrir cuando existe una excesiva pérdida de fósforo en el riñon y los niveles de fósforo en suero son bajos y cuando se produce un aumento de los niveles de 1,25 (OH)-D con niveles normales de fósforo en suero. El aumento de la reabsorción de hueso puede ocurrir con la inmovilización del esqueleto, una enfermedad de hueso de progresión rápida, la tirotoxicosis y la enfermedad de Cushing, y produce hipercalciuria. Se puede perder calcio del hueso debido a tumores osteoliticos. así como en presencia de una enfermedad renal como la acidosis tubular renal distal o el riñon esponjoso medular. La sarcodiosis, el exceso de vitamina D y la furosemida también pueden causar hipercalciuria renal. Entre el 5% y el 1 0 % de las piedras de calcio están asociadas a hiperparatiroidismo primario. En este trastorno, el aumento del recambio mineral en el hueso y la hipercalcemia son causas importantes de hipercalciuria. Los pacientes afectados a menudo presentan síntomas de piedras que pueden ser depósitos de fosfato calcico en el tejido renal, la córnea y otros órganos. La hipercalciuria dietética es una causa infrecuente de piedras de calcio; está asociada a una gran ingesta de calcio, del orden de 3 g/dia a 4 g/día. junto a una ingesta elevada de proteínas. La ingesta normal recomendada para un adulto es de aproximadamente 800 mg/día. Como se mencionó anteriormente, las piedras de oxalato calcico son las más comunes. Pueden formarse con exceso de oxalato y ácido úrico en la orina, proporcionando el último en ocasiones un nido para la formación de piedras. Los agregados de oxalato calcico recién formados tienen un diámetro aproximado de entre 20 um y 25 pm, mucho menor que el de la salida de los conductos colectores. La adherencia a la superficie epitelial aparentemente permite a las piedras seguir creciendo en vez de ser excretadas. La formación de las piedras de fosfato calcico es favorecida por una orina menos acida, como se observa en la acidosis tubular renal, con infección y en personas que consumen cantidades elevadas de álcalis. Estas piedras también se observan en el hiperparatiroidismo primario, aunque la orina esté en el rango de pH normal. En un paciente expuesto a calor y deshidratación. esto puede contribuir al aumento de los niveles urinarios de solutos, seguido de cristalización y formación de piedras.



Hiperoxaluría La mayoría de las piedras de calcio (70% a 80%) contienen oxalato. Parte del oxalato de la orina tiene un origen dietético y procede de bebidas (te, cacao, calé, cola), verduras (judías, ruibarbo, espinacas), nueces, bayas y cítricos. El oxalato también deriva del ácido ascórbico. El sistema gastrointestinal desempeña un papel importante en la homeostasis del oxalato. La absorción de oxalato aumenta cuando disminuye la ingesta de calcio y magnesio. Los trastornos del intestino delgado como la enfermedad de Crohn, la resección del íleo y la revascularización quirúrgica intestinal pueden causar una absorción intestinal excesiva de oxalato con la subsiguiente excreción en la orina. La malabsorción con esteanorrea produce la pérdida de calcio como esteatita y la malabsorción con aumento de las sales biliares que permanecen en el intestino se cree que promueve la absorción de oxalato en el colon. Además, la ausencia de Oxalobacter formigenes en el tracto intestinal de pacientes con fibrosis quistica parece conducir a un aumento de la absorción de oxalato, aumentando de esta forma el riesgo de hiperoxaluria (Sidhu,1998). Oirás causas de hiperoxaluria incluyen la deficiencia de piridoxina y la hiperoxaluria primaria. La última es una enfermedad autosómica recesiva rara con deficiencia de la oxoglutarato carboligasa. Se produce oxalosis sistémica y fallo renal en adultos jóvenes. Se han ensayado el trasplante renal y las dosis altas de piridoxina o nicotinamida para el tratamiento de estos pacientes.



Hiperuricuria La excreción excesiva de ácido úrico puede deberse a una ingesta excesiva de purinas en la dieta (hígado, judias secas, algunos pescados, carne) o a varias enfermedades. La producción endógena de ácido úrico aumenta en la gota, las enfermedades de almacenamiento del glucógeno, el síndrome Lesch-Nyhan, muchas leucemias y tumores tratados con necrosis celular asociada. La quimioterapia y la radioterapia pueden conducir a un aumento del colapso de las células tumorales (formas nucleótido/purina de ácido úrico) que pueden causar fallo renal agudo secundario a la obslrucción tubular y uretral por masas de cristales de ácido úrico. En la gota, alrededor del 2 0 % de los pacientes forman piedras, la mayoría de las cuales son de ácido úrico puro o de una mezcla de ácido úrico y calcio. El calor, la deshidratación y la orina inusualmente acida contribuyen a la formación de piedras. La nefropatia gotosa se produce con depósitos de urato sódico en la médula incluso cuando no hay piedras presentes y las masas de cristales pueden obstruir los conductos terminales colectores del riñon. Los fármcos uricosúricos causan problemas potenciales con la producción masiva de ácido úrico en los primeros tres o cuatro días de tratamiento. Normalmente, alrededor de un tercio del ácido úrico que se forma es degradado por bacterias en el colon. La ausencia de bacterias o diverticulos intestinales puede causar un aumento de la absorción de ácido úrico en el intestino. Puesto que los pacientes con ileostomía pierden grandes cantidades de fluido alcalino en el intestino, excretan orina acida concentrada y es probable que produzcan piedras de ácido úrico. La excreción promedio de ácido úrico en adultos es de entre 500 mg/día y 600 mg/día. La concentración de solutos, así como el pH, parecen ser importantes para la solubilidad del ácido úrico y los uratos. El ácido úrico, un ácido débil, forma ácido úrico libre insoluble e indisociado y un urato (que es más soluble cuando están presentes sodio y potasio) a pH 5.5, La cantidad de ácido úrico libre presente en la orina disminuye a medida que aumenta el pH y a pH 7 el ácido úrico es más soluble como urato. Con altas concentraciones de sales el urato es menos soluble. Si el volumen de orina es pequeño, la solubilidad del ácido úrico a pH ácido será superada. Mientras que cantidades elevadas de cristales de ácido úrico se observan regularmente en los sedimentos urinarios, la formación de piedras de ácido úrico no es habitual. Los cristales de ácido úrico forman un sedimento que puede obstruir la nefrona sin formar una piedra. Por otra parte, se encuentran cristales de ácido úrico y urato sódico como núcleos de las piedras de calcio. La mayoría de las personas normales con un pH de 6 tienen una orina saturada con ácido úrico pero no forman piedras. Aparentemente se requiere una mayor acidez o deshidratación para dar lugar a la formación de piedras.



Piedras de cistina Las piedras de cistina se forman en pacientes con un trastorno hereditario del transporte de aminoácidos (véase más adelante el apartado Cistmuria). Debido a ello se excretan en la orina en grandes cantidades cistina, ornitina, lisina y arginina. De todos ellos, sólo la cistina forma cristales y piedras. La cistina no es soluble hasta que el pH de la orina es 7,4 y las piedras se forman en un amplio rango de pH urinario normal. Los portadores heterocigotos de la enfermedad tienen cantidades elevadas de cistina en la orina pero no forman piedras; los homocigotos son formadores de piedras. Es necesaria una medida cuantitativa de la cistina en orina de 24 horas para detectar a los formadores potenciales de piedras y se debería hacer siempre que se encuentren cristales de cistinas en especímenes recogidos al azar.



Cálculos raros Se han descrito cálculos que contienen sulfonamidas y se ha informado de cálculos de sílice en pacientes que han ingerido gel de sílice durante un largo período de tiempo. El triamtereno (Dyazide, Dyrenium), un diurético relativamente insoluble. puede contribuir a la formación de piedras, Puede formar piedras de 1 mm o 2 mm de color mostaza que producen una fluorescencia azul brillante cuando se disuelven en butanol y cuando se exponen a la luz ultravioleta. Se han descrito piedras raras de adenina en niños con una deficiencia enzimática hereditaria e hiperuricemia. La piedras de xanlina son poco comunes y pueden estar asociadas a un trastorno genético con ausencia de xantina oxidasa.
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Pruebas de laboratorio para investigar la formación de piedras Exámenes de orina 1. Análisis de orina habitual, prueba cualitativa para cistina y cultivo de orina. Siempre se encuentra hematuria cuando hay piedras presentes, incluso si son asintomáticas. La proteinuria normalmente no es una característica de la enfermedad calculosa, pero con daño tubular renal puede haber un aumento de la excreción de proteínas plasmáticas de bajo peso molecular como la R -m¡croglobulina y algunas albúminas. Normalmente no se encuentran cilindros eritrocíticos y otros cilindros son poco frecuentes. Los leucocitos aumentan cuando está presente una infección y las tiras reactivas de nitritos y esterasa leucocitaria pueden ser elevadas. Se pueden encontrar múltiples grupos de células de transición no malignas en la orina de pacientes con enfermedad calculosa que pueden ayudar al diagnóstico de cálculos no sospechados. 2



2. Espécimen de orina de 24 horas: eliminación de sodio, calcio, fósforo, ácido úrico, oxalato y creatina. Se ha observado que los valores de supersaluración de las muestras de orina de 24 horas reflejan fielmente la composición de las piedras (Asplin, 1998). Algunos autores sugieren que las muestras puntuales de orina son suficientes para la evaluación metabólica de los formadores de piedras aunque, debido a la variación diaria, se deberían oblener tres muestras para evitar la significación dudosa de un resultado simple (Strohmaier, 1997). 3. La determinación del pH de la orina en un espécimen fresco es importante para determinar la clase de cristales que es probable que precipiten; p. ej., el ácido úrico a pH bajo (5 a 5.5) y el triple fosfato con orina alcalina.



Química de suero Las pruebas incluyen las de calcio, fósforo, ácido úrico y electrólitos.



Análisis de piedras Los cálculos pueden ser de distintos tamaños y normalmente se describen como arena, grava y piedras. Las características físicas de los distintos cálculos rara vez serán suficientes para su identificación pero merece la pena llamar la atención sobre algunos puntos. Las piedras de ácido úrico y uratos normalmente tienen un color entre amarillo y marrón rojizo y son moderadamente duras. Las piedras de fosfato generalmente son pálidas y friables. Las piedras de oxalato calcico son muy duras, a menudo tienen un color oscuro y normalmente presentan una superficie rugosa. Las piedras de cistina son de color marrón amarillento y algo grasas. Hay varios métodos disponibles para el análisis de cálculos, como la cristalografía óptica, la difracción de rayos X y la espectroscopia infrarroja. También se usan el análisis con haces de electrones y la espectroscopia de masas. Un método simple para el análisis de cálculos renales es el presentado por Farrington (1980). Se ha descrito un método cuantitativo para cinco u ocho sustancias medidas habitualmente que usa los métodos de química clínica disponibles: calcio, fósforo, magnesio, amonio y ácido úrico. Cistina, oxalato y carbonato son detectados por medios cualitativos e interpretados con los resultados cuantitativos para caracterizar las piedras. La mayoría de los laboratorios envían especímenes del cálculo a laboratorios más especializados para su análisis químico. MÉTODO PARA EL EXAMEN MACROSCÓPICO DE CÁLCULOS 1. Lavar la(s) piedra(s) para eleminar la sangre, mucus, solución conservante, etc. Poner las piedras en un vaso de precipitado, cubrir con varias capas de gasa sujetas firmemente con gomas y lavar con agua corriente fría. Secar, eliminar las gasas cuidadosamente y colocar las piedras en un vaso de precipitado seco en el horno. Lavar las piedras pequeñas con agua de una botella (no con agua corriente). 2. Anotar las dimensiones de la piedra. 3. Describir brevemente el color y la textura de la superficie exterior de la piedra. La piedra puede ser fotografiada para almacenar la información. 4. Cortar, serrar o romper la piedra para examinar el interior. Observar si hay algún cuerpo extraño que pueda haber actuado como núcleo para
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su formación. Describir el color y la textura del interior y de las capas si están presentes. 5. Reducir las piedras pequeñas a un polvo fino pulverizando con un mortero. 6. Si es posible, cuando hay una piedra muy grande puede ser recomendable llevar a cabo análisis separados de las capas que parecen tener constituyentes diferentes. Debido a que los cálculos más pequeños están formados por oxalato calcico, la mejor manera de analizarlos es poner todo el polvo disponible en un tubo de ensayo. (Si la piedra es muy pequeña, puede ponerse directamente en el tubo de ensayo y machacarse con una espátula.) Los reactivos utilizados para la determinación química de las piedras raras se pueden encontrar en la edición anterior de este libro (Henry, 1996). Es importante disponer de material positivo conocido para comprobar los reactivos.



Examen radiológico A veces se encuentran piedras asintomáticas. La mayoría de las piedras son radiopacas, excepto las de ácido úrico puro y las de xantina, poco frecuentes: las piedras de cistina son opacas debido a su contenido en sulfuras.



Búsqueda en la orina de enfermedades metabólicas hereditarias La orina se ha utilizado durante muchos años para buscar enfermedades metabólicas, especialmente aquellas que resultan de una predisposición genética. En muchas de estas enfermedades se excreta en la orina ya sea un metabolito anormal o una cantidad mayor de lo normal de un metabolito normal. Puesto que estas alteraciones son poco comunes, sus síntomas a menudo no son específicos y algunas se pueden tratar si se confirma un diagnóstico temprano, la sangre y la orina se deberían analizar utilizando técnicas altamente selectivas y sensibles. Se han descrito numerosos errores congénitos del metabolismo y esta sección describe sólo algunas de las enfermedades más comunes.



Aminoacidurias La excreción de uno o más aminoácidos en la orina puede deberse al bloqueo de una ruta metabólica importante (por acumulación) o a una deficiencia de la función tubular renal (de tipo renal). La fenilcetonuria es un ejemplo de enfermedad metabólica por acumulación en la que el sustrato de la enzima y otros metabolitos de la ruta se acumulan, haciendo que aumenten los niveles de Huidos corporales y que aumente la excreción de sustrato en la orina. A diferencia de las enfermedades por acumulación, en las aminoacidurias de tipo renal no aparecen niveles altos del aminoácido en la sangre debido que el defecto primario se halla en el mecanismo de reabsorción tubular renal. Un ejemplo de aminoaciduria de transporte renal es la cistinuria. F e n i l c e t o n u r i a . La fenilcetonuria es un trastorno hereditario autosómico recesivo en el que está ausente la enzima fenilalanina hidroxilasa. Ambos sexos son afectados igualmente, con una incidencia de aproximadamente 1 en 11,000. La heterogeneidad alélica puede ser bastante extensa, particularmente en Estados Unidos (Guldberg, 1996). El retraso mental es la observación clínica más importante y la restricción en la dieta de fenilalanina ha demostrado ser eficaz para estos pacientes. Debido a que en este trastorno no se convierten en tirosina, la fenilalanina y otros metabolitos se acumulan en cantidades anormales. Los niveles en plasma de fenilalanina y fenilpirúvico son elevados: los niveles urinarios de ácido fenilpirúvico (los más altos), ácido fenilacético y fenilalanina son elevados. El ácido indolacético urinario y otros índoles que proceden del metabolismo alterado del triptófano y el indican (un indol) también aumentan. La excreción de ácido 5-hidroxindolacético disminuye de forma paralela al bajo nivel de 5-hidroxitriptamina en suero. La orina y el sudor de estos pacientes tienen un olor característico mohoso o "a ratones" por el ácido fenilacético. Métodos. Las tiras reactivas Phenistix contienen sulfato férrico amónico, sulfato magnésico y ácido ciclohexilsulfámico. A los 30 segundos de la inmersión en la orina el color del área de prueba se compara con la carta de color.
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Un resultado positivo de la prueba es un color gris o gris verdoso. La prueba detecla de 5 mg/dl a 10 mg/dl. Los salicilatos y los metabolitos derivados de fenotiazina pueden producir un color entre rosa y púrpura. Se ha observado que la cromatogralia liquida de alta resolución (HPLC) de intercambio iónico es adecuada para llevar a cabo una prueba confirmatoria cuantitativa de los especímenes anormales (Reilly, 1998). Alcaptonuria. Normalmente, la fenilalanina y la tirosina se metabolizan a ácido homogentísico (ácido dihidroxifemlacético) que a continuación es oxidado a ácido maleilacetoacético. En la alcaptonuria, la enzima ácido homogentisico oxidasa (HAO. de homogentisic acid oxidase) es deficiente y el ácido homogentísico se excreta en la orina en grandes cantidades. Es característico que la orina se vuelva marrón oscuro en reposo o a pH alcalino. Los pacientes con alcaptonuria desarrollan una pigmentación entre azul oscura y negra de los cartílagos y el tejido conectivo y frecuentemente la enfermedad no es diagnosticada hasta que se ha desarrollado la artritis. Métodos. Entre los métodos de delección se encuentran las pruebas del cloruro férrico y el nitrato de plata. Se observa un color transitorio azul oscuro cuando se añaden dos gotas de solución de cloruro férrico al 10% a aproximadamente 2 mi de orina que contiene ácido homogentísico. En la prueba de nitrato de plata se añaden 4 mi de nitrato del plata al 3% a 0.5 mi de orina, se mezclan y luego se añaden vanas gotas de NH.OH al 10%. El ácido homogentísico hará que aparezca un color negro. Entre los métodos confirmatorios se encuentran la cromatografía en papel o de capa fina y la electroforesis capilar. Estos métodos deberían distinguir el ácido homogentísico del ácido gentísico, un melabolito de la aspirina. Tirosinuria. La tirosinemia con tirosinuria se produce cuando existe un metabolismo anormal de la tirosina derivada de la dieta o de la fenilalanina. Esto puede ser parte de un trastorno generalizado de los aminoácidos asociado a una enfermedad hepática o puede representar uno de los varios trastomos genéticos que afectan al metabolismo de la tirosina. Los cristales de tirosina pueden aparecer en la orina como cristales finos y sedosos aislados o agregados formando haces. Son enlre marrones y negros, precipitan a pH ácido y son solubles en álcalis. Pueden aparecer pequeñas cantidades de tirosina en la orina de individuos normales. La hipertirosinemia transitoria puede aparecer en los bebés de bajo peso al nacer o en los prematuros como una alteración benigna. Normalmente, estos bebés son asmtomáticos y no hay enfermedades hepáticas o renales presentes. En ocasiones, los niveles elevados de tirosina pueden ir acompañados de un aumento transitorio de los niveles de fenilalanina. La tirosina y los ácidos fenólicos. p-hidroxifeniláctico y p-hidroxifenilpirúvico, se excretan en cantidades mayores de lo normal en la orina. La naturaleza del defecto enzimático no ha sido bien caracterizada y los niveles de tirosina de estos pacientes normalmente vuelven a la normalidad en unas pocas semanas o meses. La tirosinemia hereditaria de tipo I (tirosinosis) es un trastorno autosómico recesivo caracterizado por defectos en la hidrolasa del fumarilacetoacetato y la hidrolasa del maleílacetoacetato. La succmilacetoacetona y la succimlacetona se acumulan e inhiben la función renal, varias enzimas hepáticas y la porfobilinógeno sintetasa. Los pacientes pueden experimentar fallo hepático, disfunción renal, raquitismo y síntomas similares a los de la poriiria aguda intermitente. El hepatoma es una complicación tardía. Pueden producirse aminoaciduria generalizada, foslaturia, glucosuria y uricosuria. Una dieta pobre en lirosina'fenilalanina es la piedra angular de la terapia. La tirosinemia de tipo II (síndrome de Richner-Hanhart) es una deficiencia hereditaria aulosómica recesiva de la tirosina aminotransferasa. Los pacientes presentan tirosinemia. tirosinuria y un aumento de los ácidos urinarios fenólicos. El metabolismo de otros aminoácidos, la función renal y la función hepática son por lo demás normales. Las erosiones de la córnea, las plantas de los pies y las palmas de las manos son habituales y en ocasiones se produce retraso mental. La terapia se centra en una dieta pobre en tirosina/fenilalanina. Métodos. La prueba de nitrosonaftol para la tirosina es un método de detección no específico y debería confirmarse por cromatografia o un ensayo cuantitativo de suero para tirosina. La tirosina y la tiramina forman complejos solubles rojos con el nitropsonaftol. Enfermedad urinaria del jarabe de arce. La EUJA es un grupo de enfermedades asociadas a un metabolismo anormal de las cadenas laterales



de los aminoácidos Entre ellas se encuentran la hipervalinemia. la acidemia isovalérica que produce un olor a "pies sudados" y otras enfermedades raras. Se han descrito muchas formas clínicas diferentes de EUJA junto a varios puntos de alteración bioquímica. El tipo clásico de EUJA. que se hereda como un carácter autosómico recesivo, se caracteriza por vómitos neonatales severos, ataques, estupor, respiración irregular y a menudo hipoglucemia. Si no son tratados, estos pacientes rápidamente caen en estado de coma y mueren. La leucina. la isovalina. la valina y sus celoácidos correspondientes presentan niveles elevados en plasma y son excretados en la orina. Se cree que las deficiencias en descarboxilasas y otras enzimas impiden la conversión de los cetoacidos en ácidos grasos. Se han descrito las formas de EUJA intermitente, intermedia, sensible a tiamina y de deficiencia de dihidrolipoil deshidrogenasa (E3) (Holmes. 1997), La orina de los pacientes con EUJA tiene un olor parecido al del jarabe de arce, el azúcar caramelizado o el curri cuyo origen no se conoce. Se pueden observar cetoacidos urinarios en la primera semana de vida. Métodos. La prueba de detección de dinitrolenilhidrazma indica la presencia de (/-cetoacidos en la o r i n a . Se forman hidrazonas insolubles debido a la reacción de los grupos carbonilo con dinitrofenilhidrazina. Se observa un resultado positivo con EUJA y posiblemente con fenilcetonuria (ácido fenilpirúvico), histidinemia (ácido imidazol pirúvico) y mala absorción de metionina (síndrome del secadero). La prueba es positiva con cetonuria debida a otras enfermedades hereditarias u otras causas. Se debería llevar a cabo una prueba preliminar de detección de cetonas. Procedimiento 1. Reactivo y control (ácido cetoglutárico. 25 mg en 100 mi de orina normal) deben estar a temperatura ambiente. 2. Añadir 10 gotas de reactivo (100 mg de 2.4-dinitrofenilhidrazina en 100 mi de HCI2N) a 1 mi de orina clara. 3. En 10 minutos, un precipitado amarillo o gredoso indica una reacción positiva. Debería ser igual o mayor que el precipitado del control. Los análisis cromatográficos de gas o de capa fina o la espectroscopia de la orina por resonancia magnética nuclear se pueden utilizar como métodos confirmatorios (Holmer, 1997). Cistinuria. La cistinuna es un trastorno común de los aminoácidos que ocurre igualmente en ambos sexos con una incidencia estimada de 1 por 10.000 (homocigotos) y en números mayores en heterocigosis. En programas de detección m a s i v a en lactantes se detecta la forma homocigota con una frecuencia aproximadamente igual a la de la fenilcetonuria. El transporte defectivo de cistina por las células epiteliales de los túbulos renales y el intestino se transmite como un carácter autosómico recesivo. No se conoce el defecto básico. En esta enfermedad también se excretan grandes cantidades de ácidos dibásicos, ornitina. lisma y arginina, pero la cistina es la única que cristaliza, siendo la formación de piedras la manifestación clínica. La cistinosis, un trastorno hereditario recesivo de causa desconocida, se caracteriza por depósitos intracelulares de cristales de cistina en el interior de los lisososmas. Los cristales se pueden acumular en el riñon, los oíos, la médula ósea y el bazo. En la forma severa de este trastorno se producen fotofobia, fallo renal, raquitismo y defectos del crecimiento. Cuando hay implicación renal tubular se desarrolla el síndrome de Fanconi y existen aminoaciduria y glucosuria generalizadas. Se han descrito variedades benignas e intermedias de cistinosis. A diferencia de la cistinuria. la pérdida de cistina en la cistinosis es paralela a la pérdida de otros aminoácidos en la orina A veces se detecta cistina urinaria en pacientes con vanas enfermedades tubulares renales. Se excreta cistina con otros aminoácidos en la enfermedad de Wilson, la enfermedad de Lowe y en la aminoaciduria de la enfermedad de Hartnup. Métodos. Examinar un espécimen matutino en busca de los cristales incoloros y hexagonales de cistina. La cistina no siempre puede cristalizar en la orina concentrada aunque esté presente en grandes cantidades. La prueba de cianuro-nitroprusiato utilizada para la determinación cualitativa del cianuro en orina es una modificación realizada por Brand de la reacción del nitroprusiato de Legal. La cistina se reduce a cisteina por el cianuro sódico y los grupos sulfidnlo libres reaccionan entonces con el nitroprusiato
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para producir un color rojo púrpura. Tanto la cisteina como la cistina, la homocislina y las cetonas (rojo oscuro) producen resultados positivos. La prueba cualitativa separa las reacciones normales de los rangos de excreción de los heterocigotos y los homocigotos. El limite inferior de la prueba es de entre 35 y 60 umoles de cistina por mol de creatinina. lo que corresponde al rango de heterocigotos. Los formadores de piedras homocigotos normalmente excretan más de 300 mg/ g de creatinina y también son detectados por este test. Procedimiento 1. Poner entre 3 mi y 5 mi de orina en un tubo de ensayo y añadir 2.0 mi de cianuro de sodio (5 g/dl de agua) y dejar reposar 10 minutos. El tiempo es importante. Tratar una solución control de la misma forma. Como control positivo usar 5 mg de cisteina disuelta en 10 mi de HCI 0,1 N diluidos hasta 100 mi en orina normal. 2. Añadir solución acuosa de nitroprusiato sódico fresca (5 g/dl) gota a gota (aproximadamente 5 gotas) y mezclar 3. Leer inmediatamente el positivo o negativo. Con cisteina aparecerá un color rojo púrpura estable. También se puede informar de resultados "traza". Un espécimen normal concentrado podria producir un resultado "traza" débilmente positivo. Se puede llevar a cabo una posterior identificación y cuantificación de la cistina por cromatografía de capa fina o de intercambio iónico cuantitativa o por electroforesis de alto voltaje. Homocistinuria. La forma clásica de homocistinuria se debe a la deficiencia de cistationma B-sintasa, que cataliza la formación de cislalionina a partir de homocisteína y serina en la rula de la metionina. La homocisteína se oxida rápidamente a homocistina, que se acumula junto con metionina y se excreta en la orina. Los niños con esta enlermedad pueden sufrir ataques, trombosis, retraso mental, aracnodactilia y cifoscoliosis. Se cree que las manifestaciones en el tejido conectivo son causadas por la acumulación del intermediario homocisteína, que interfiere con los entrecruzamientos del colágeno. La orina utilizada para las pruebas debe ser fresca, ya que la homocistina es lábil. La prueba de cianuro-nitroprusiato, descrita anteriormente, es positiva. Los análisis químicos cuantitativos revelan niveles altos de homocistina, metionina y disulfuro de cisteina-homocisteina. Los niveles en orina se moni-
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torizan para seguir los efectos de la dieta con restricción de metitonina con la que se trata esta enfermedad.



Modalidades adicionales de análisis urinarios Marcadores de cáncer de vejiga. Se han diseñado vanos métodos para diagnosticar el carcinoma de células de transición de la vejiga con la esperanza de suplementar a la citopatologia urinaria y. probablemente, reducir la cistoscopia sistemática. Ya se han sometido a una evaluación intensiva las pruebas que evalúan el antígeno de tumores de vejiga, los productos de degradación de fibrina' fibrinógeno (Aura Tek FDP) y la proteina nuclear de matriz (NMP-22) y han sido aprobadas por el FDA {Food and Drug Administration) de EE.UU. Muchos de estos estudios han demostrado que éstos tienen un comportamiento diagnóstico mejor que el de la citopatologia urinaria (Iraní. 1998). La evaluación de marcadores adicionales, como la proteína-1 quimioatrayenle de monocitos (MCP-1) (Ammán. 1998). el ácido hialurónico (Lokeshwar, 1997) y la CIFRA 21-1 urinaria (un ensayo que detecta el fragmento 19 de una citoqueratma soluble) (Pariente. 1997). esta en marcha. Las técnicas de diagnóstico molecular para evaluar la actividad telomerasa ( L e e , 1998), el análisis de microsatélites (Mourah, 1998) y la hibridación in s/fucon fluorescencia (FISH) (Junker. 1999) también son prometedores para complementar la citología urinaria estándar en el diagnóstico de los tumores de vejiga. Miscelánea de pruebas de detección. Se ha desarrollado un inmunoensayo nefelométnco de aglutinación de látex para medir la fetoproteina urinaria básica (BFP). Los niveles de esta sustancia pueden aumentar cuando hay piedras en el uréter, infección o cánceres de próstata o vejiga, lo que hace de la BFP un marcador inespecífico de inflamaciones o tumores (Itoh, 1998). El tets puntual de orina de Trinder. llevado a cabo por los médicos de urgencias, es un sensible método de detección de salicilatos. Rendí y cois, describen una prueba urinaria rápida con yoduros, adecuada para los estudios epidemiológicos de deficiencia de yodo, especialmente en los países en vías de desarrollo (Rendí, 1998). Por ultimo, un ensayo de anticuerpos monoclonales para la detección de enlaces cruzados de piridinium urinario libre puede ayudar a identificar la reabsorción de hueso en pacientes con osleoporosis. hipertiroidismo. hiperparatiroidismo y enlermedad de hueso de Pagel (Gómez. 1996).
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LÍQUIDO CEFALORRAQUÍDEO El liquido cefalorraquídeo (LCF¡) se produce a una velocidad aproximada de 500 ml'día, y cerca del 70% se origina de la urtrafillración y secreción a través de los plexos coroideos. La membrana ependimaria de los ventrículos y el espacio subaracnoideo cerebral produce el resto. Éste sale del sistema ventricular a través de los forámenes medio y lateral, fluyendo por la superficie cerebral y médula espinal dentro del espacio subaracnoideo. El liquido cefalorraquídeo recoge los restos, conduce los nutrientes y amortigua y lubrifica el sistema nervioso central (SNC). La resorción ocurre en las vellosidades aracnoideas. sobre lodo en el seno sagital superior. Los volúmenes totales de LCR son de 90 ml a 150 mi en los adultos y de 10 ml a 60 mi en los neonatos. La barrera hematoencefálica (BHE) es un concepto derivado de los estudios de exclusión de tinciones más que una estructura anatómica especifica. Ciertas sustancias en el LCR están reguladas firmemente por sistemas de



transporte especifico (p. ej.. H-, K-, C a \ M g - . bicarbonato), mientras que otras como la glucosa, urea y creatinina difunden libremente pero emplean varias horas para equilibrarse. Las proteínas cruzan por difusión pasiva a una velocidad dependiente del gradiente de concentración del plasmaLCR e inversamente proporcional al peso molecular y el volumen hidrodinámico. Así, la BHE mantiene una relativa homeostasis del entorno del SNC durante perturbaciones agudas de componentes del plasma.



Obtención de la muestra y presión de apertura El liquido cefalorraquídeo puede obtenerse por punción lumbar, punción de cisternas, punción cervical lateral o mediante cánulas ventriculares o derivaciones. Un manómetro se adapta antes de extraer cualquier liquido para registrar la presión de apertura. La presión de apertura normal en los adultos es de 90 mm H,0 a 180 mm H , 0 en la posición de decúbito lateral, ligeramente superior si se realiza sen-
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O R I N A Y OÍROS FLUIDOS CORPORALES



lado o en pacientes notablemente obesos, y varía en hasta 10 mm H-0 con la respiración. En los bebés y niños jóvenes, el rango normal es de 10 mm HjO a 100 mm H,0. alcanzando el valor de adulto entre los seis a ocho años de edad (Fishman. 1992). Si la presión de apertura es mayor de 200 mm H 0 en un paciente relajado, no deberá extraerse más de 2 mi de liquido. Pueden verse presiones elevadas en pacientes en tensión o desfallecidos, y en la insuficiencia cardiaca congestiva, en la meningitis, en el síndrome de la vena cava superior, la trombosis de los senos venosos, el edema cerebral, lesiones ocupantes, hipo-osmolalidad y cuadros que inhiben la absorción del LCR. La elevación de la presión de apertura puede ser la única anormalidad en la meningitis por criptococos y en el seudotumor cerebral (Hayward, 1987). 2



La disminución de la presión puede verse en el bloqueo espinal subaracnoideo. en la deshidratacion. en el colapso circulatorio y en fístulas de LCR Una caída drástica de la presión tras la extracción de 1 ml a 2 mi hace pensar en una herniación o en un bloqueo espinal por encima de la punción: en este caso no deberá retirarse más liquido. Normalmente puede extraerse hasta 20 mi de liquido espinal. El médico debe ser consciente de la cantidad de LCR necesario para analizar las pruebas solicitadas y asegurarse de que se obtiene una muestra suficiente, y debe proporcionar una adecuada historia clínica al laboratorio. El lugar de donde se toma la muestra (p. ej., lumbar, cisternal) debe anotarse, ya que los parámetros citológicos y químicos varían en lugares diferentes. Debe realizarse una determinación simultánea de glucosa en plasma. Ésta se obtiene mejor de dos a cuatro horas antes de la punción lumbar debido al retraso en el equilibrio entre el suero y el LCR. Habitualmente. la muestra se dividirá en tres tubos estériles: el tubo 1 para los estudios químicos e inmunológicos. el tubo 2 para el examen microbiológico y el lubo 3 para el recuento celular y diferencial. Un tubo adicional puede añadirse en la tercera para realizar una citología si hay sospecha de una neoplasia. Evite los tubos de vidrio porque la adherencia celular a l e d a al recuento celular y diferencial. Las muestras necesitan enviarse al laboratorio y ser procesadas rápidamente para minimizar la degradación celular, que empieza una hora después de la recolección. Se recomienda meterla en nevera salvo en las muestras de cultivo ya que los organismos exigentes c o m o el Haemophilus influenzae y la Neisseria meningitidis no sobrevivirán.



Indicaciones y pruebas recomendadas Las indicaciones para la punción lumbar pueden dividirse en cuatro categorías de enfermedades importantes: infección meníngea, hemorragia subaracnoidea, neoplasias del SNC y enfermedades desmielinizantes [American College ol Physicians. 1986). La identificación de infecciones



Tabla 19-1



Pruebas de laboratorio recomendadas de LCR



Habituales Presión de a p e r t u r a d e l LCR Recuento celular total R e c u e n t o celular diferencial (tinción del Irolis) G l u c o s a (relación L C R / p l a s m a ) Proteínas Útiles en ciertas circunstancias Cultivos (bacterias, h o n g o s , virus, Mycobacterium tuberculosis) T i n c i o n e s (tinción de G r a m , tinción rápida de ácidos) A n t l g e n o s IUngióos y b a c t e r i a n o s Reacción de la c a d e n a de polimerasa (TE¡. virus) Citología Electroloresis proteinica P r u e b a d e l VDRL p a r a la sífilis D-dímeros d e r i v a d o s de la fibrina LCR • liquido cefalorraquídeo. TB - tuberculosis; VDRL • Venereal Disease ' Research Laboratories (Laboratorios de Investigación de las Enfermedades Venéreas) M o d i f i c a d o c o n p e r m i s o d e K i e l d s b e r g C R . Knight J A Body Fluids: Laboratory Examination of Amniotic. Cerebrospinal. Seminal, Serous a n d Synovial Fluids 3 r d e d . Copyright 63, A m e r i c a n Society of Clinical Pathologists, C h i c a g o , 1993



meníngeas, particularmente la bacteriana, es la indicación más importante para el examen del LCR (Tabla 19-1). Se recomiendan ensayos de laboratorio dirigidos a identificar estas alteraciones (Tabla 19-2) En otras alteraciones, el examen del LCR es menos útil, y proporciona sólo evidencia a (avor de un diagnóstico clínico o ayuda a descartar otras enfermedades El rendimiento potencial del examen del LCR en estas situaciones debería sopesarse por el ba|0 riesgo de complicaciones potencialmente serias de la punción lumbar.



Examen macroscópico El LCR normal es claro y transparente, con una viscosidad similar al agua. Empieza a estar turbio u oscurecerse cuando el recuento de leucocitos se encuentra por encima de 200 células pl o recuentos hematíes (RBC) por encima de 400 células ul. Los microorganismos (bacterias, hongos, amebas), el material de contraste radiográfico, la grasa epidural aspirada y un nivel elevado de proteínas también pueden causar esta turbidez. Los observadores experimentados pueden detectar recuentos celulares menores de 50 células ul a simple vista debido al efecto de Tyndall. La luz solar directa u otra fuente puntual de luz distante dirigida hacia el tubo con un ángulo de 90 grados del observador producirá una apariencia "chispeante" o "nevada" debido a que las partículas suspendidas disipan la luz. La formación de coágulos puede verse en las punciones traumáticas, en los bloqueos espinales completos (síndrome de Froin) y en la meningitis tuberculosa y supurativa. No se ve en la hemorragia subaracnoidea. Pueden observarse partículas finas en la superficie después de estar en la cámara frigorífica durante 12 a 24 horas. Los coágulos pueden interferir en el recuento celular exacto al atrapar células inflamatorias.



Enfermedades detectadas mediante el examen de laboratorio del LCR



Alia sensibilidad, alia e s p e c i f i c i d a d Meningitis b a c t e r i a n a , t u b e r c u l o s a y fúngica Alta sensibilidad, m o d e r a d a e s p e c i f i c i d a d Meningitis viral



Un LCR viscoso puede encontrarse en casos de adenocarcinomas metastáticos productores de mucina. en la meningitis criptocócica debido al polisacárido capsular, o atribuido al contenido líquido del núcleo pulposo al lesionarlo con la aguja. Un LCR de color rosa-rojo normalmente indica la presencia de sangre; llega a ser macroscópicamente sanguinolento cuando el recuento del RBC excede de 6.000/ul: y puede estar originado por una hemorragia subaracnoidea, por hemorragia intracerebral, infarto o por punción traumática.



Hemorragia subaracnoidea



Esclerosis múltiple Sífilis d e l sistema nervioso central Polmeuniis infecciosa A b s c e s o paraespinal M o d e r a d a sensibilidad, alta e s p e c i f i c i d a d N c o p l a s i a meníngea M o d e r a d a sensibilidad, m o d e r a d a e s p e c i f i c i d a d Hemorragia intracraneal



Encefalitis viral Hematoma subdural Sensibilidad = c a p a c i d a d de u n a p r u e b a de detectar una e n f e r m e d a d c u a n d o esta existe, e s p e c i f i c i d a d • c a p a c i d a d de u n a p r u e b a de excluir u n a e n f e r m e d a d c u a n d o ésta no existe C o n permiso del A m e r i c a n C o l l e g e of Physicíans Health a n d Public Policy Committee The diagnostic s p m a l t a p A n n Intern M e d 1986 104 8 8 0 - 8 8 5
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Tabla 19-2
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Xantocromía. El LCR se centrifuga y el liquido sobrenadante se compara con un tubo de agua destilada. El LCR xantocrómico es rosa, naranja o amarillo debido a la lisis de RBC y la destrucción de la hemoglobina. La xantocromía rosa pálida a anaranjado debida a la descarga de oxihemoglobina normalmente se descubre por la punción lumbar de dos a cuatro horas de instaurarse una hemorragia subaracnoidea. pero puede llegar hasta las 12 horas.
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La intensidad máxima ocurre casi a las 24 horas a 36 horas, desapareciendo gradualmente en entre cuatro a ocho días. La xantocromia amarilla deriva de la bilirrubina. Ésta se desarrolla 12 horas después del sangrado subaracnoideo, con máximos a los dos a cuatro dias. y puede persistir de dos a cuatro semanas. La xantocromia visible del LCR puede también ser causada por: 1) artefactos por la tisis de hematíes causada por contaminación con detergente, o por la demora de la muestra sin haberse refrigerado antes del examen: 2) bilirrubina (bilirraquia) en pacientes con ictericia: 3) niveles de proteínas del LCR por encima de 150 mg.'dl (punciones traumáticas con > 100.000 RBC.pl. bloqueo espinal completo, polineuritis y meningitis); 4) contaminación con el desinfectante mertiolate: 5) carotenos (naranjas), en personas con hipercarotenemia por la dieta: 6) melanina (marroncillo). por melanoma metastásico meníngeo: 7) tratamiento con rifampicina (rojo-naranja). La espectrofotometria puede ayudar a diferenciar los pigmentos derivados de la hemoglobina de otros pigmentos xantocrómicos con diferentes picos máximos de absorción (Beetham. 1998). Diagnóstico diferencial del LCR sanguinolento. La distinción entre la punción traumática y la hemorragia patológica es de vital importancia Aunque la presencia de RBC fenestrados no es útil, ciertas observaciones ayudarán a distinguir las dos formas de sangrado. 1. Cuando se obtiene un liquido sanguinolento, habitualmente en las punciones traumáticas se aclarará durante el primer y tercer tubo recogido, pero permanecerá relativamente uniforme en la hemorragia subaracnoidea. 2. Xantocromia. evidencia microscópica de eritrofagocitosis o macrófagos cargados de hemosiderma. indican un sangrado subaracnoideo en ausencia de una punción traumática previa. La lisis de las RBC comienza una a dos horas tras la punción traumática. Por tanto es necesaria una evaluación rápida para evitar estos falsos positivos. 3. Un mmunoanálisis comercialmente disponible con aglutinación de látex para derivados D-dimeros de fibrina entrelazados es específico de la degradación de la fibrina, y es negativo en la punción traumática (Lang. 1990). Los resultados falsos positivos pueden esperarse en procesos como coagulación mtravascular diseminada, librinólisis y traumatismo por punciones lumbares repetidas.



Examen microscópico Recuento celular total. Los recuentos celulares se realizan en LCR sin diluir en una cámara de recuento manual Salvo las muestras macroscópicamente sanguinolentas, los recuentos celulares encontrados en LCR son demasiado bajos para la precisión adecuada usando máquinas automatizadas. La precisión inherente del recuento manual también está limitada. Por ejemplo, usando 18 cuadrados grandes (1 mm/ cada uno) en una cámara de Fuchs-Rosenthal con una profundidad de 0.2 mm. se examina un volumen total de 3.6 pl (18 cuadrados x 0.2 pl'cuadrado). Con 5 células pi se contarán un total de 18 células. El coeficiente de variación (CV). definido como 100 dividido por la raíz cuadrada del número de células contadas, es 100' \'18 o el 24%. Por consiguiente. 2 CV es aproximadamente el 48%. Un hemacitómetro de Neubauer con nueve 1 mm cuadrados de 0,1 mm de profundidad tiene un CV del 45% con la misma concentración celular. ?



El recuento leucocitario normal en adultos es de 0 a 5 célulasul. Es mayor en los neonatos, oscilando de 0 a 30 células/pl. El limite superior disminuye a los valores del adulto en la adolescencia. El recuento de hematíes del LCR tiene un limitado valor diagnóstico pero puede permitir una aproximación útil del verdadero recuento total de leucocitos del LCR (WBC) o de las proteínas totales en presencia de una punción traumática, corregido para los leucocitos o las proteína introducidas por el sangrado. Para ser válidas, todas las determinaciones (RBC. WBC. proteínas) deben realizarse en el mismo tubo. Esto también asume que la sangre se deriva exclusivamente de la punción traumática. El recuento corregido de WBC seria: WBC „ = W B C a
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= recuento de leucocitos en LCR



WBC = leucocitos agregados al LCR por la punción traumática W B C = recuento de leucocitos en sangre periférica R B C , = recuento de eritrocitos en LCR R B C = recuento de eritrocitos en sangre periférica. a n a 0 O )
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Una fórmula análoga puede utilizarse para corregir las "proteínas añadidas": TP ^ = [TP _ x (1 - HCT)] x RFJC / R B C En presencia de un recuento normal de RBC en sangre periférica y de proteínas en suero, estos cálculos equivalen a 1 WBC añadido por cada 700 RBC y aproximadamente 8 mg'dl de proteínas por cada 10.000 RBCpl. La exactitud está limitada por la precisión del recuento de RBC en el LCR, que puede limitar su valor significativamente. Una relación del recuento observado esperado (añadido) de WBC mayor de 10 tiene una sensibilidad del 88% y una especificidad del 90% para la meningitis bacteriana, en un contexto clínico apropiado (Mayefsky, 1987). Cuando el recuento de WBC pronosticado está por debajo del recuento observado, la probabilidad de meningitis bacteriana parece ser baja (Mayefsky. 1987: Bonadio. 1990). CSI
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R e c u e n t o d i f e r e n c i a l . Los rangos de referencia sugeridos se muestran en la Tabla 19-3. Un diferencial realizado en una cámara de recuento es poco satisfactorio porque los números celulares bajos producen resultados imprecisos, y la identificación del tipo de célula más allá de los granulocitos y los 'mononucleares" es difícil en una preparación húmeda. El frotis directo del sedimento de LCR centrifugado está sujeto a un alto error por la distorsión y fragmentación celular Las tinciones de Wright. preparaciones citocentrifugadas secadas al aire, se recomiendan en el recuento celular diferencial de lodos los líquidos corporales (Rabinovitch, 1994). La producción y preservación celular es mejor que la centrilugación simple. Pueden concentrarse de treinta a 50 células de 0,5 mi de LCR normal. Puede observarse distorsión variable por artefactos pero se minimiza cuando el espécimen está fresco, la albúmina se agrega al espécimen (dos gotas de 2 2 % de albúmina de suero bovino), y la concentración celular se ajusta a aproximadamente 300 WBCs.pl antes de la centrifugación (Kjeldsberg. 1 9 9 3 ) . Los métodos de filtración y de sedimentación son demasiado incómodos para su uso habitual. La filtración, sin embargo, permite la concentración de volúmenes grandes de LCR para el examen citoiogico o cultivo, mientras que mantiene el fluido filtrado para estudios adicionales. El LCR normalmente contiene un número pequeño de linlocitos y monocitos en una proporción aproximada de 70:30 en los adultos. Una proporción superior de monocitos está presente en los niños jóvenes, y hasta el 8 0 % puede ser normal (Pappu. 1982). Los entrocilos debidos a un traumatismo sangrante menor normalmente se ven, sobre todo, en los bebés. Un número pequeño de neutrófilos (PMN) puede verse en los especímenes de LCR ñor males', sobre todo como resultado de una hemorragia menor (Hayward. 1 9 8 8 ) y de mejores métodos de concentración celular. No se ha llegado a un consenso respecto al limite superior normal para PMN. El autor acepta hasta un 7% de neutrófilos con un recuento de WBC normal. Se ha indicado más de un 6 0 % de neutrófilos en los neonatos de alto riesgo sin meningitis (Rodríguez. 1990). El número de PMN puede disminuir tanto como el 68% dentro de las primeras dos horas Iras la punción lumbar debido a la lisis celular (Steele. 1986).



Tabla 19-3



Intervalos de referencia para el recuento diferencial d e l L C R p o r citocentrifugación



T i p o de célula Linfocitos Monocitos Neutrófilos Histiocitos Células e p e n d i m a l e s Eosinófilos



A d u l t o s (%)



N e o n a t o s (°«)



6 2 s 34 36 ± 20 2 ±5 Raros Raras Raros



2 0 ± 18 72 ± 22 3± 5 5±4 Raras Raros
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Tabla 19-4 Causas del incremento de neutrófilos en el LCR Meningitis Meningitis bacteriana Meningoencelalitis viral p r e c o z Meningitis tuberculosa precoz M e n i n g i t i s micótica p r e c o z Encefalomielitis a m e b i a n a Otras infecciones Absceso cerebral Empiema subdural Radiculopatía p o r C M V r e l a c i o n a d a c o n e l s i d a Consecuencia de convulsiones Consecuencia de hemorragias del S N C Hemorragia subaracnoidea Hemorragia intracerebral C o n s e c u e n c i a d e inlUrto d e l S N C Reacción a p u n c i o n e s l u m b a r e s r e p e t i d a s Inyección d e m a t e r i a l e s extraños e n e l e s p a c i o s u b a r a c n o i d e o ( p . ej.. metotrexato. c o n t r a s t e ) Metástasis t u m o r a l e n c o n t a c t o c o n L C R S N C = sistema nervioso central; L C R » l i q u i d o cefalorraquídeo



Las células ependimarias y de los plexos coroideos raramente se observan (Lámina 19-1). Las punciones traumáticas pueden producir células de la médula ósea, células del cartílago, células escamosas, células del g a n glio y elementos de partes blandas en el LCR. Los agregados celulares como los blastos primitivos, sobre todo con origen la matriz germinal, se encuentran a veces en niños prematuros con hemorragia intraventricular (Lámina 19-2). Un incremento de los neutrófilos puede producirse en las situaciones resumidas en la Tabla 19-4. En la fase precoz de la meningitis bacteriana, la proporción de PMN habitualmente excede del 60%, pero cerca de un cuarto de los casos de meningitis viral en fase inicial la proporción de PMN también excederá del 60%. La neutrofilia inducida por virus habitualmente cambia hacia una pleocitosis linfocítica a los dos o tres días. Un recuento total de PMN por encima de 1.180 /pl (o >2.000 WBC'ul) tiene un valor predictivo del 99% para la meningitis bacteriana (Spanos, 1989). La meningitis neutrofílica persistente (más de una semana) puede no ser infecciosa o deberse a patógenos menos comunes como la Nocardia, Actinomyces. Aspergillus y los zygomycetes.



Tabla 19-5 Causas del incremento de linfocitos en el LCR Meningitis Meningitis viral Meningitis tuberculosa M e n i n g i t i s fúngica M e n i n g o e n c e f a l i t i s sifilítica L e p t o s p i r o s i s meningítica Meningitis bacteriana por organismos p o c o habituales



p. e j . , Listeria monocytogenes Infecciones parasitarias del SNC: p ej.. cisticercosis, triquinosis. toxoplasmosis M e n i n g i t i s aséptica p o r f o c o s sépticos a d y a c e n t e s a l a s m e n i n g e s Trastornos d e g e n e r a t i v o s Panencefalilis esclerosante s u b a g u d a E s c l e r o s i s múltiple Encefalopatía p o r a b u s o d e d r o g a s Síndrome d e Guillain-Barré Encefalomielitis a g u d a d i s e m i n a d a Otras alteraciones Síndrome d e H a n d l ( d o l o r d e c a b e z a c o n d e f i c i e n c i a s neurológicas y l i n f o c i t o s i s e n e l L C R ) S a r c o i d o s i s d e las m e n i n g e s Polineuritis Periarteritis q u e a f e c t a a l S N C SNC = sistema nervioso central. LCR = l i q u i d o cefalorraquídeo.



Tabla 19-6 Causas del incremento de células plasmáticas (plasmocitosis) en el LCR Meningitis tuberculosa



Panencefalitis esclerosante subaguda



M e n i n g o e n c e f a l i t i s sifilítica



Síndrome d e Guillain-Barré



E s c l e r o s i s múltiple



Sarcoidosis



Infección p a r a s i t a r i a d e l S N C



Infecciones virales a g u d a s



SNC = sistema nervioso central; LCR = liquido celalorraquideo



Se ha publicado un aumento de linfocitos en los procesos resumidos en la Tabla 19-5. La linfocitosis (>50%) no es infrecruente en la meningitis bacteriana aguda cuando el recuento de WBC en LCR es menor de 1.000 .'pl (Powers, 1985). Pueden existir variantes atipicas. reactivas, linfoplamocitoíde e inmunoblástica (Lámina 19-3). Los linfocitos tipo blastos pueden observarse mezclados con linfocitos pequeños y grandes en el LCR de neonatos. Las células plasmáticas habitualmente no están en el LCR. apareciendo en diversas situaciones inflamatorias (Tabla 19-6) junto con linfocitos pequeños y grandes y asociadas con tumores cerebrales malignos. El mieloma múltiple raramente puede afectar a las meninges. Los eosinótilos raramente se pueden ver en el LCR normal; un incremento del recuento de eosinótilos se asocia a diversas infecciones y situaciones no infecciosas (Tabla 19-7). La eosinofilia frecuentemente es leve ( 1 % al 4%) y parle de una respuesta inflamatoria general. Una cifra propuesta para la meningitis eosinofílica es del 1 0 % (Kuberski, 1981). La infección del SNC por parásitos es la causa más común en todo el mundo. Las infecciones fúngicas por Coccidioides immitis son una de las causas más importantes de eosinofilia en el LCR en regiones endémicas de EE.UU. (Ragland, 1993). El incremento de monocitos carece de especificidad y habitualmente forman parte de una "reacción celular mixta" que incluye neutrófilos, linfocitos y células plasmáticas. La meningitis tuberculosa y fúngica, la meningitis por leptospira, la rotura de abscesos cerebrales, la meningitis por Toxoplasma y la encefalomeningitís amébica muestran este patrón. Un patrón de células mixtas sin neutrófilos es característico de la meningoencefalitis viral y sifilítica. Los macrófagos con eritrocitos fagocitados (eritrófagos) aparecen desde las 12 horas a las 48 horas tras una hemorragia subaracnoidea o una punción traumática. Los macrófagos cargados de hemosiderina {siderófagos) empiezan a aparecer tras las 48 horas y pueden persistir durante semanas (Lámina 19-4). Pueden formarse cristales de hematoidina marroncillos amarillos o rojos a los pocos días. El examen del líquido cefalorraquídeo para las células tumorales tiene una moderada sensibilidad y una alta especificidad (97% al 98%) (Marión, 1986). La sensibilidad depende del tipo de tumor; el examen del LCR en los pacien-



Tabla 19-7 Causas de pleocitosis eosinofílica Habitualmente asociado con Infecciones parasitarias I n f e c c i o n e s fúngicas Reacción a m a t e r i a l extraño e n e l S N C (fármacos, c o r t o c i r c u i t o s ) Polineuritis a g u d a Síndrome hipereosinofílico i d i o p a t i c o M e n i n g i t i s eosinofílica idiopática



Inlrecuentemenle asociado con Meningitis b a c t e r i a n a ( p u e d e estar a s o c i a d a c o n cortocircuitos) Meningoencefalitis tuberculosa Meningitis viral Infección p o r R i c k e t t s i a ( f i e b r e m a n c h a d a d e l a s Montañas R o c o s a s ) Leucemia, linfoma Trastornos mieloproliferativos Tumores cerebrales primarios Neurosarcoidosis S N C = sistema n e r v i o s o c e n t r a l . L C R = líquido cefalorraquídeo M o d i f i c a d o c o n p e r m i s o de K j e l d e s b e r g CR, Knight J A : Body Fluiüs: Laboraiory Examination oí Amniolic, Cerebiospinal. Seminal. Serous and Synoviaí Fluids, 3 ed C o p y r i g h t © A m e r i c a n Society ol Clinical Pathologists. C h i c a g o . 1993. c o n permiso. a
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Tabla 19-8 Valores de referencia para el líqudo cefalorraquídeo lumbar en adultos Unidades convencionales



Análisis químico



15-45 m g / d l 2-7% 56-76% 2-7% 4-12% 8-18% 3-12%



0 . 1 5 - 0 , 4 5 g/l



Electrólitos Osmolalidad Sodio Potasio Cloruro Dióxido d e c a r b o n o Calcio Magnesio Láclalo



280-300 mOsm/l 135-150 mEq/l 2.6-3.0 mEq/l 113-130 mEq/l 20-25 mEq/l 2,0-2,8 mEq/l 2,2-3,0 mEq/l 10-22 m g / d l



2 8 0 - 3 0 0 mmol/1 135-150 mmol/1 2 6-3 0 mmol/1 115-130 mmol/l 20-25 mmol/l 1,00-1.40 m m o l / l 1,2-1,5 m m o l / l 1.1-2,4 m m o l / l



pH Liquido lumbar L i q u i d o d e las c i s t e r n a s



7.28-7,32 7.32-7,34



Los valores de referencia del LCR por punción lumbar se enumeran en la Tabla 19-8.



Peo, Liquido lumbar 44-50 m m H g Líquido d e l a s c i s t e r n a s 4 0 - 4 6 m m H g 40-44 m m H g



Otros constituyentes Amoníaco Glutamina Crealínma Glucosa Hierro Fósforo Lípidos t o t a l e s Urea Urato Zinc



10-35 ug/dl 5-20 mg/dl 0,6-1,2 mg/dl 50-80 mg/dl 1-2 u g / d l 1,2-2,0 m g / d l 1-2 m g / d l 6-16 mg/dl 0,5-3,0 mg/dl 2-6 ug/di



:



Las amebas, los hongos (especialmente el Cryptococcus neolormans). y el Toxoplasma gondií pueden estar presentes en muestras de citocentritugados pero pueden ser difíciles de reconocer sin la tinción de confirmación.



Unidades Sl



Proteínas Prealbúmina Albúmina «,-Globulina u.-Globulina O-Globulina Y-Globulina



Po ,
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6-20 pmol/l 0.3-1.4 mmol/l 45-92 pmol/l 2,8-4.4 mmol/l 0,2-0 4 pmol/l 0.4-0.7 mmol/l 0 , 0 1 - 0 , 0 2 g/l 2.0-5.7 mmol/l 30-180 pmol/l 0.3-0 9 pmol/l



tes con leucemia tiene la mayor sensibilidad (sobre el 70%). después el carcinoma metastático (20% al 60%) y neoplasias primarias del SNC (30%). La sensibilidad puede ser optimizada utilizando medios de filtración con mayores volúmenes de líquido, o realizando una serie de punciones en casos de alta sospecha. La relación leucémica de las meninges es más frecuente en la leucemia linfoblástica aguda (LLA) que en la leucemia mieloblástica aguda (LMA). que son mucho más comunes que la relación del SNC con leucemias crónicas. Habitualmente se acepta cuando existe un recuento de WBC por encima de 5/ul con lintoblastos en preparaciones citocentrifugadas de LCR. La incidencia de recidiva del SNC en niños con lintoblastos pero con recuento celular menor de 6/pl parece ser baja y no muy diferente de los casos en donde no se identifican los blastos (Gilchrist. 1994: Tubergen, 1994). Los linfomas No-Hodgkm que afectan las leptomeninges habitualmente son tumores de alto grado (linfoblásticos. difusos de células B grandes y linfomas de Burkitl) (Lámina 19-5); los linfomas de bajo grado y la enfermedad de Hodgkin son mucho menos comunes. Las células T predominan en situaciones normales o inflamatorias, mientras que la mayoría de los linfomas, especialmente aquellos que se producen en huéspedes inmunocomprometidos, y son de la linea celular B. La neoplasia más común de células T es el linfoma linfoblástico, que puede ser detectado por la tinción de Iranlerasa desoxinucleolidil terminal (TdT). La reacción en cadena de la polimerasa y la citometria multiparámetro de flujo puede incrementar la sensibilidad de detección de linfomas (Rhodes. 1996. Finn. 1998). Su utilidad clínica en la práctica diaria tiene que ser todavía probada en estudios prospectivos de larga duración.



P r o l e i n a s t o t a l e s . Cerca del 8 0 % del contenido en proteínas del LCR deriva del plasma, con concentraciones menores del 1% de sus niveles en la sangre (Tabla 19-9). Un aumento de las proteínas en el LCR sirve como un indicador útil aunque no específico de enfermedad. Los métodos turbidimétricos. comunmenle basados en ácido tridoroacético (TCA). o ácido sulfosalicílico (SSA) y sulfato de sodio para la precipitación de proteínas, son populares porque son simples, rápidos y no requieren equipos especiales. Éstos son, sin embargo, sensibles a la temperatura y necesitan volúmenes mucho mayores (0.2 mi a 0.5 mi), y algunos métodos presentan variaciones significativas debido a cambios en la proporción de albúmina-globulina (Schriever. 1965). Una elevación falsa de las proteínas se puede observar mediante métodos TCA en presencia de metotrexato (Kasper. 1988) El cloruro de benzetonio o el cloruro de benzalkomo se han utilizado como agentes precipitantes en micrométodos automatizados (Luxton. 1989. Shephard, 1992). Los métodos colorimétricos incluyen el método de Lowry. métodos de fijación a colorantes utilizando azul brillante de Coomassie (CBB) o de Ponceau S. y el método modificado de biuret. El método CBB es moderadamente popular debido a que es rápido, altamente sensible y puede ser utilizado en muestras de pequeño tamaño. La inmunoturbidimetria y la inmunonefelometría determinan proteínas específicas. Estos métodos son precisos, relativamente simples de realizar y requieren sólo de 25 pl a 50 pl LCR. Los valores de referencia para las proteínas totales del LCR varian considerablemente entre laboratorios basándose en las diferencias de metodología, instrumentación y tipo de referencia estándar utilizada [College ol American Pathologists' LCR chemistry survey, Set M-B. 1991) (Gerbaut, 1986). Las concentraciones de proteínas normalmente se elevan en sentido caudal desde los ventrículos (5 mg/dl a 15 mg'dl) a las cisternas (15 mg.'dl a 25 mg'dl) y saco lumbar. Los valores medios en el adulto varían desde 23 mg'dl a 38 mg'dl con un rango generalmente aceptado entre 15 mg/dl y 45 m g d l (Silverman. 1994) Cada laboratorio debe establecer sus propios intervalos de referencia. El límite superior del valor normal para los neonatos es de 150 mg di (1.5 g l ) y tan alto como de 400 mgvdl (4.0 g l ) en los prematuros. La elevación de proteínas en el LCR puede deberse al incremento de la permeabilidad de la barrera hematoencerfálica, disminución de la resorción en las vellosidades aracnoideas, por obstrucción mecánica del flujo de LCR debido a un bloqueo espinal por encima del lugar de la punción, o por un incremento en la síntesis de inmunoglobulina intratecal. En la Tabla 19-10 se resumen los estados más comunes asociados con una elevación de las proteínas en el LCR lumbar l>65 mg'dl). * College of American Pathologists. 325 Waukegan Road. Nothfield. IL



Tabla 19-9



Concentración de proteínas en plasma y líquido cefalorraquídeo (LCR)



o,„t».««-



Proteínas



Concentraciones de LCR . ... (mg/l)



Prealbúmina Albumina Transferrina Ceruloplasmina



Relación plasma/LCR



17.3



14



155.0



236



14.4



142



1.0



366



IgG



12.3



802



IgA



1.3



1.346



«



2.0



1.111



0.6



4.940



-Macroglobulina



Fibrinógeno igM



0.6



1.167



ß-Lipoproteina



0.6



6.213



A d a p t a d o c o n p e r m i s o . Felgenhauer K: K/in Wocherischr 1974; 52 1158
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Tabla 19-10 Trastornos asociados con elevación de las proteínas totales en el LCR Punción l u m b a r traumática Elevación de la permeabilidad sangre-LCR Aracnoiditis (p ej.. tras tratamiento c o n metotrexato) M e n i n g i t i s ( b a c t e r i a n a , túngica. v i r a l , t u b e r c u l o s a , e t c . ) Hemorragia (subaracnoidea intracerebral) A l t e r a c i o n e s endocrinas/metabólicas Síndrome d e l e c h e y álcali c o n h i p e r c a l c e m i a Neuropatía diabética Neuropatías y mielopatías h e r e d i t a r i a s Disminución d e l a función e n d o c r i n a ( t i r o i d e s , p a r a n o i d e s ) O t r o s t r a s t o r n o s ( u r e m i a , deshidralación) Intoxicación p o r d r o g a s Etanol. fenotiazinas, fenitoina Alteraciones en la circulación del LCR Obstrucción mecánica ( t u m o r , a b s c e s o , h e r n i a d e d i s c o ) Efusión l o c u l a d a d e l L C R



Un índice menor de 9 (o relación 


l C B



g'dl ——



(19-2)



La relación normal es de 1:390 o 0.003 (Tourtellotte. 1985) Al igual que el índice de la albúmina, un índice de LCR. IgG en suero se puede obtener en miligramos por decilitro para el valor de la l g G . El rango normal del Índice LCR'lgG en suero es de 3 a 8. LCR



Elevación de la síntesis de igG Neuroslfilis, esclerosis multiple Panencefalilis esclerosante s u b a g u d a (SSPE) Elevación de la síntesis de IgG y de la permeabilidad sangre-LCR Síndrome d e Guillam-Barré Colagenosis vasculares (p ej.. lupus, periarteritis) Polirradiculopalía d e s m i e l i n i z a n t e i n f l a m a t o r i a crónica LCR = liquido cefalorraquídeo



El índice LCR'lgG en suero puede estar elevado cuando existe una síntesis intratecal de IgG o por el incremento en el paso de IgG del plasma por un defecto en la BHE. Las inmunoglobulinas derivadas por el paso desde el plasma pueden corregirse dividiendo el índice LCR'IgG en suero por el índice LCR albúmina en suero originando un índice IgG en LCR: IgG - mg di índice IgG — — / IgG,..., g/dl 0



Normalmente en algunos niños pequeños entre 6 meses y dos años de edad, se observan niveles bajos de proteínas totales en el LCR (


Determinación de la albúmina y la IgG. La permeabilidad de la BHE puede determinarse por cuanlificación inmunoquímica precisa de la relación albúmina del LCR'albúmina del suero en gramos por decilitro (g'dl). La relación normal de 1:230 (Tourtellotte. 1985) produce un decimal de 0.004 difícil de manejar, que ha provocado el uso del índice de albúmina LCRsuero. que utiliza valores de albúmina en LCR en miligramos por decilitro:



Indice LCR



Albúmina^,, mg-dl (19-1)



Albúmina sérica g/dl



i



Albúmina, mg.dl .,. . . — o ¡ Albúmina»,,, g/dl CP



(19-3)



El rango normal de referencia para el índice IgG varia, reflejando las variaciones en la determinación de los cuatro índices que lo componen. Un limite superior del normal razonable es de 0.8 (Souverijn, 1989). Cada laboratorio debería determinar su propia relación critica. La velocidad de síntesis de IgG se calcula por una formula empírica (Tourtellotte. 1985): Síntesis IgG (mg/dia) =



(19-5)



Todas las concentraciones de proteínas se expresan en miligramos por decilitro. El primer término entre paréntesis representa la diferencia entre la IgG LCR determinada y la IgG esperada por la difusión a través de la BHE normal, donde la relación suero LCR normal es de 369. El segundo término entre paréntesis representa la diferencia entre la albúmina LCR determinada y la esperada si la BHE está intacta. El número 230 es la relación normal de albúmina en suero.'LCR. Este exceso de albúmina LCR se multiplica por la relación IgG/albúmina y la relación del peso molecular de la IgG con la albúmina (0.43) para corregir los cambios en la IgG LCR debido al aumento de la permeabilidad de la barrera. El número 5 convierte el resultado de una concentración a una cantidad diaria, asumiendo una producción diaria media de 500 mi (5 di). La formula no considera variación en la producción de LCR o en el consumo de inmunoglobulinas. Se asume que la relación de IgG/albúmina permanece constante sobre varios grados de deterioro de la barrera hematoencefálica. un concepto que puede conducir a un error variable (Lefvert, 1985). El intervalo de referencia normal para la velocidad de síntesis es de - 9 , 9 mg/dia a +3,3 mg/dia (Silverman. 1994).
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El índice de IgG LCR y la velocidad de síntesis de IgG tienen una sensibilidad del 9 0 % en pacientes con esclerosis múltiple (EM) constatada, pero la sensibilidad es menor en los pacientes con posible EM, en los que más se necesita un análisis de precisión (Marton. 1986). La especificidad de EM sólo es moderada porque la síntesis intratecal de IgG aumentada aparece en muchas otras enfermedades inflamatorias neurológicas. Los cálculos del índice de inmunoglobulina y de la velocidad de síntesis pueden aplicarse a la IgM, IgA, cadenas ligeras de mmunoglobulinas y los anticuerpos específicos contra microorganismos infecciosos. Por ejemplo, se ha propuesto que el aumento de la síntesis de IgM y de las cadenas libres K sean marcadores para la EM (Rudick. 1989: Lolli. 1991). E l e c t r o f o r e s i s . La electroforesis en gel de agarosa de LCR concentrado se utiliza de forma generalizada en laboratorios para investigar bandas oligoclonales, definidas como dos o más bandas discretas en la región p que están ausentes o que tienen menos intensidad en el suero normal del paciente. La CBB o coloración violeta de paragon puede resolver bandas oligoclonales de sólo 5 g de IgG (Silverman. 1994). La coloración de plata es de 20 a 50 veces más sensible que CBB y puede utilizarse en LCR no concentrado, pero el procedimiento es mucho más complejo. Se pretiere habitualmente la electroforesis por inmunolijación (IFE) debido a su mejor resolución y habilidad para identificar bandas de inmunoglobulinas específicas. Se han identificado bandas oligoclonales de LCR en el 83% al 94% de pacientes con EM comprobada, del 4 0 % al 6 0 % de probables, y del 2 0 % al 3 0 % de casos posibles de EM. Éstos también se ven en casi todos los casos de panencefalitis esclerosante subaguda. y del 2 5 % al 50% de vanas infecciones virales del SNC. neurosífilis. neuroborreliosis, meningitis criptocócica. síndrome de Guillam-Barré. mielitis transversa, carcinomatosis meníngea, glioblastoma multiforme, linfoma de Burkitt. polmeuropalia crónica recidivante, enfermedad de Behcet, cislicercosis y tripanosomiasis, entre otras. En resumen, los indices elevados de IgG y la presencia de bandas oligoclonales son hallazgos complementarios utiles en el diagnóstico de la esclerosis múltiple, pero el valor predictivo positivo de estos análisis depende en gran pade del grado de sospecha clínica (predominio). O t r a s proteínas d e l L C R . Aproximadamente 300 proteínas diferentes se han identificado en el LCR utilizando la electroforesis bidimensional y la tinción de plata. a-Macroglobulina (AMG). Esta proteina se excluye habitualmente del LCR debido a su gran tamaño, excepto por una pequeña cantidad transportada a través de la BHE en vesículas pinociticas. El número de estas vesículas se incrementa en ciertas polineuriliva, produciendo unos niveles elevados de AMG en LCR. Una elevación significativa refleja una hemorragia subdural 0 problema de la BHE, como ocurre en la meningitis bacteriana. Una sola determinación de AMG. o relacionada con albúmina y niveles de IgG, puede ayudar en la evaluación de trastornos neurológicos. elevación de las proteínas del LCR, y la rápida diferenciación de meningitis aséptica y bacteriana (Meucci. 1993, Kanoh, 1977). fí, Microglobulina (B¡M). Esta proteína es parte de las moléculas de HLA-clase I sobre la superficie de todas las células nucleadas. Los niveles de LCR por encima de 1.8 mg.'l se asocian con leucemia leplomenmgea y linfoma pero no son muy específicos (Weller. 1992). y tienen un valor predictivo positivo máximo del 78% en los casos con citología positiva (Jeffery. 1990). Las infecciones virales (incluyendo la mmunodeficiencia humana tipo 1 [VIH1 ]). vanas situaciones inflamatorias y oirás neoplasias también tendrán niveles elevados. La determinación de 13-M sigue estando principalmente en investigación. Proteina C reactiva (CRP). Se ha recomendado la determinación de los niveles elevados de este reactante de fase aguda como via para diferenciar la meningitis viral de la bacteriana, especialmente en niños (Sormunen, 1999). El valor predictivo negativo de un valor bajo descartando la meningitis bacteriana es de al menos 97%, mucho mayor que la capacidad para descartar la etiología bacteriana con niveles elevados de CRP (Gerdes, 1998).
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G l u c o s a . Derivados de la glucosa sanguínea, los niveles de glucosa en ayunas en el LCR habitualmente son de 50 m g d l hasta 80 mg di (2.8 mmol l a 4,4 mmol/l), el 6 0 % del valor del plasma. Los resultados deben compararse con los niveles del plasma, sobre todo después de cuatro horas de ayuno, para una interpretación clínica adecuada. La relación normal de glucosa en LCR'plasma puede variar de 0,3 a 0.9 con fluctuaciones de niveles de sangre debido al retraso en el tiempo de equilibrio de la glucosa en el LCR. Los valores de LCR por debajo de 40 mg-dl (2.2 mmoM) o una relación menor de 0.3 se consideran anormales. La hipoglucorraquia es un hallazgo característico de meningitis bacteriana, tuberculosa y fúngica. Sin embargo, la sensibilidad puede ser tan baja como del 55% en la meningitis bacteriana (Hayward, 1987), así que un nivel normal no excluye estas situaciones. Algunos casos de meningoencelalitis viral también tienen niveles de glucosa bajos, pero generalmente no hasta el grado detectado en la meningitis bacteriana. La afección meníngea por tumor maligno, sarcoidosis, cisticercosis. triquinosis, ameba {Naegleria). meningitis sifilítica aguda, administración intratecal de albúmina sérica radio-yodada, hemorragia subaracnoidea. hpoglucemla sintomática y meningitis reumatoide puede también producir niveles bajos de glucosa en el LCR (Fishman. 1992). Los valores disminuidos de glucosa en el LCR se deben a la utilización aumentada de glucólisis anaeróbica por el tejido cerebral y leucocitos, y el deterioro del transporte dentro del LCR. Las bacterias habitualmente se encuentran en una concentración insuficiente como para contribuir de lorma importante. Los niveles de glucosa del LCR se normalizan antes de los niveles de proteínas y los recuentos celulares durante la recuperación de meningitis, por lo que son un paramento útil en la evaluación a la respuesta del tratamiento. La elevación de la glucosa en el LCR no tiene significado clínico, reflejando niveles elevados de glucosa en sangre a las dos horas de la punción lumbar. La punción traumática también puede causar un incremento falso. L a c t a t o . Los niveles de lactato en el LCR y en la sangre son muy independientes uno de otro. Los intervalos de referencia para niños mayores y adultos son de 9,0 mg/dl a 26,0 mg-dl (1,0 mmol/l a 2.9 mmol/l) (Kmght, 1981). Los recién nacidos tienen unos niveles mayores, con un rango aproximado de 10 mg/dL a 60 mg.'dL (1.1 mmol'l a 6.7 mmol'l) durante los dos primeros días, y de 10 m g d l a 40 m g d l (1.1 mmol-1 a 4.4 mmoll) desde el tercer al décimo día (McGumness. 1983). Los niveles elevados de lactato reflejan el metabolismo anaeróbico dentro del SNC debido a la hipoxia tisular. La determinación de lactato se utiliza como un análisis adjunto en la diferenciación de meningitis viral de la bacteriana, por micoplasma. fúngica y meningitis tuberculosa cuando los parámetros habituales producen resultados equívocos. Los niveles de lactato en la meningitis viral son habitualmente menores de 25 mg/dl (2,8 mmol/l) y casi siempre por debajo de 35 mg.dl (3,9 mmol'l), mientras que la meningitis bacteriana tiene de forma característica niveles por encima de 35 mg/dl (Bailey, 1990. Cameron. 1993). La sensibilidad y especificidad varia entre el 80% y 9 0 % en casos de meningitis infecciosa utilizando entre 30 mg di y 36 mg.dl como punto de corte. La meningitis viral, la meningitis bacteriana parcialmente tratada y la meningitis tuberculosa a menudo presentan niveles de lactato intermedios que se superponen uno al otro, limitando la utilidad de la determinación del lactato en esta diferenciación. Las determinaciones de lactato del LCR persistentemente elevados se han asociado a un peor pronóstico en pacientes con traumatismo craneal grave (DeSalles. 1986). E n z i m a s . Se ha descrito una amplia variedad de enzimas en el LCR. derivadas de tejido cerebral, sangre o elementos celulares del liquido cefalorraquídeo. En general, el análisis enzimático del LCR no ha probado ser práctico en el diagnóstico clínico de laboratorio. La lactato dehidrogenasa (LD) normalmente está presente en el LCR, con un limite superior del normal razonable de 40 Ul en adultos, y de 70 U/I para neonatos (Donald, 1986; Engelke. 1986). Los valores de LD pueden ayudar a diferenciar la punción traumática de la hemorragia intracraneal porque las punciones traumáticas con RBC intactos no elevan significativamente el nivel de LD (Engelke. 1986). La sensibilidad y especificidad rondan el 70% y 8 5 % dependiendo del valor de corte usado.
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O R I N A Y OTROS FLUIDOS CORPORALES Electrólitos y balance ácido-base. No existen indicaciones clínicas útiles para la determinación de sodio, potasio, cloruro, calcio, o magnesio en el líquido cefalorraquídeo. Las determinaciones del pH. PCO.. y bicarbonato en el LCR, no son prácticas en el cuidado de los pacientes.



Como con el lactato. la aclividad de la LD es significantemente mayor en la meningitis bacteriana que en la meningitis aséptica (Donald, 1986, Engelke, 1986), con una sensibilidad de alrededor del 86% y una especificidad del 93% utilizando un valor de corte de 40 U/1. Los valores elevados de LD en el LCR a las 76 horas después de la resucitación anuncian un pobre desenlace en la lesión hipóxica cerebral (Kárkelá. 1992). La creatinacinasa (CK) habitualmente se encuentra en el LCR a una concentración menor de 5 U/1, predominantemente en la isolorma CK-BB (cerebral) con una contribución menor de la CK-MB y CK-MM. Las dos últimas son seguramente secundarias a la contaminación sanguínea. Las elevaciones de la CK-BB se ven en las enfermedades desmielinizantes, convulsiones, idus, tumores malignos, meningitis y traumatismos craneales. Los traumatismos craneales también liberan CK mitocondnal (CK-mt) en el LCR.



Marcadores tumorales. El valor de la mayoría de eslos análisis en la práctica clínica habitual no está establecido. El antigeno carcinoembrionario (CEA) es una proteína oncofetal producida por vanos tipos de carcinomas. Los niveles elevados de LCR tienen una sensibilidad sólo del 31% y una especificidad del 9 0 % para detectar carcinoma metastático leptomeníngeo (Klee, 1 9 8 6 ; Twijnstra, 1 9 8 6 i Entre otras proteínas oncofetales se incluyen la gonadotropma coriónica humana (hCG), producida por el coriocarcinoma y tumores malignos de células germinales con un componente trofobláslico. y la in-letoproletna. una glucoproteina producida por elementos del saco vitelino de las células germinales tumorales.



Las determinaciones de CK-BB pueden proporcionar información pronostica en pacientes con una lesión cerebral generalizada por isquemia o anoxia (Kárkelá. 1992). Los niveles de CK-BB en el LCR no deben obtenerse durante al menos 24 horas después de una parada cardiorrespiraloria Amoniaco y aminas. Los niveles de amoniaco en el LCR son de un tercio a la mitad del valor en sangre. Los valores elevados son por lo general proporcionales al grado de encefalopatía hepática pero son difíciles de cuanlilícar. El «-cetoglutarato se combina con el amoniaco en el tejido cerebral para formar glutamina, protegiendo al cerebro de intoxicación por amoníaco. Los niveles de glutamina por lo tanto reflejan el amoniaco cerebral. Los intervalos de referencia dependen del método, con un limite superior del normal de alrededor de 20 m g / d l . Los valores de glutamina por encima de 35 m g d l se asocian de forma casi invariable con encefalopatía hepática (Fishman. 1992). Los niveles elevados de glutamina pueden también pueden verse en la encefalopatía secundaria a hipercapnia o sepsis (Mizock, 1989). Tabla 19-11



La elevación de la lerntina del LCR es un indicador sensible de neoplasia del SNC pero tiene una baja especificidad, porque también esta incrementada en pacientes con enfermedades neurológicas infamatorias (ZandmanGoddard, 1 9 8 6 ) .



Examen microbiológico El diagnóstico de infección del SNC es la razón mas importante para el examen del líquido cefalorraquídeo debido a que una dilación puede provocar una morbimortalidad significativa. Los cambios en la presión de apertura, recuento celular, diferencial, proteínas y glucosa permiten diagnósticos provisionales en la mayoría de los casos (Tabla 19-11). pero el diagnóstico etiológico específico necesita de análisis más dirigidos.



H a l l a z g o s e n e l líquido cefalorraquídeo d e l a m e n i n g i t i s



Meningitis



Presión d e a p e r t u r a



Leucocitos/ul



Proteínas ( m g / d l ) 80-500



Glucosa (mg/dl)"



Observaciones



Bacteriana a g u d a



Habitualmente aumentada



1 0 0 0 - 1 0 OOO o r n a s . ocasionalmente 


Viral



Normal o moderado aumento



5 - 3 0 0 ; a l g u n o s > 1.000; 30-100 linfocitos P M N s p u e d e n p r e d o m i n a r en las primeras 24-36 horas



Normal



Disminución d e l a g l u c o s a vista en el 2 5 % de parotiditis en algunos herpes simples



Fúngica



Aumentada



40-400; predominio de linfocitos y/o P M N s ; eosmofilia en coccidioides



Disminuida



P l e o c i t o s i s n e u t r o f i l i c a más común c o n f o r m a s miceliales de hongos



Tuberculosa



A u m e n t a d a ; d i s m i n u i d a 1 0 0 - 6 0 0 ; h a s t a 1.200; c o n bloqueo espinal m i x t o o linlocítico. l o s PMNs suelen predominar precozmente



50-300. notable Disminuida: 


Sifilítica a g u d a



Aumentada



Media de 500: linfocitico raramente neutrofiheo



Aumentadas; habitualmenie no mayor d e 100



Normal



H a s t a e l 1 5 % tendrán parámelros n o r m a l e s del LCR



A m e b i a n a (Nacgleria)



Aumentada



Medianamente aumentada hasta densamente purulento (>20.000), P M N s



Aumentadas puede a l c a n z a r 1.000



Normal a disminuida



RBCs sugiere necrosis cerebral hemorragica



Enfermedad de Lyme (hallazgos de la f a s e II)



Aumentada



5-400; predominio de linfocitos



Normal a aumentadas: mayoría < 3 0 0



Normal a disminuida



L C R n o r m a l e n las i n f e c c i o n e s en l a s e 1 y f a s e III



Carcinomatosa



Normal a aumentada



De cero a cientos: predominio de linfocitos: p u e d e verse un numero v a r i a b l e d e células tumorales



Habitualmente aumentadas: mayoría < 5 0 0



Disminuida e n l a mayoría d e los c a s o s



Notable pleocitosis neutrofílica p u e d e verse en grandes t u m o r e s necróticos



50-300. media alrededor d e 100



Habitualmente < 4 0 Casos parcialmente tratados p u e d e n derivar en linfocilosis l a mayoría c o n s e r v a n anomalías



L o s h a l l a z g o s varían dependiendo de la lase clínica



* En presencia de nive es normales en suero. P M N = neulróllios p o l i m o r f o n u c l e a r e s . R B C - células sanguíneas rojas. LCR = l i q u i d o c e l a l o r r a q u i d e o . A d a p t a d o en p a r l e c o n p e r m i s o de F i s h m a n AR Cerebrospinal Fluid in Diseases ot the Neivous System 2' ed Filadelfia. WB S a u n d e r s Company. 1992
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LÍQUIDO CEFALORRAQUÍDEO, SINOVIAL Y LÍQUIDOS SEROSOS DEL ORGANISMO



Meningitis bacteriana. Los agentes más comunes en la meningitis bacteriana son los estreptococos del grupo B y los Gram negativos imas comúnmente en el grupo de edad entre cero a un mes); H. influenzae (un año a cinco años): N. meningitidis (5 años a 29 años): Streptococcus pneumoniae (29 años +; Lámina19-6); y Listeria monocytogenes (recién nacidos, ancianos y pacientes inmunocomprometidos) (Graves. 1989: Wenger, 1990). Otros estreptococos, estafilococos y anaerobios raramente provocan meningitis bacteriana. La tinción de Gram habitualmente es el análisis más importante que el médico utiliza para determinar el tratamiento inicial. Tiene una sensibilidad del 6 0 % al 9 0 % en manos expertas, dependiendo del número y tipo de organismos presentes. La sensibilidad para la Listeria, organismos Gram negativos y anaerobios es del 5 0 % o menor (Greenlee. 1990), con un límite de detección de alrededor de 10 unidades formadoras de colonias (CFU)'ml. La sensibilidad puede mejorarse mediante la sedimentación de la muestra a 1500 g durante 15 minutos, utilizando concentración de citospina y colorante naranja fluorocromo de acridma para el examen. s



Los cultivos tienen una sensibilidad del 80% al 90% pero disminuyen hasta el 3 0 % en casos parcialmente tratados (Greenlee, 1990). Los análisis de antigenos bacterianos rápidos (BAT) utilizando aglutinación con látex son altamente específicos, fáciles de usar y disponibles comercialmente, pero su sensibilidad no es mejor que la tinción de Gram. No están recomendados como análisis habitual en la meningitis. La mejor aplicación del análisis de aglutinación con látex de antigenos es para los casos parcialmente tratados de meningitis adquirida en la comunidad y que es negativa para los microorganismos por tinción Gram. El análisis con Usado de Limulus es una prueba sensible para la presencia de endotoxinas. Este identifica esencialmente todas las bacterias meningiticas Gram negativas, y es particularmente útil como análisis rápido en el recién nacido. Debe considerarse la existencia de falsos positivos por contaminación con endotoxinas de reactivos o instrumentos. Las tiras reactivas de orina se han utilizado de forma satisfactoria en el LCR para caracterizar el origen bacteriano de la meningitis (Moosa, 1995). No están recomendadas en laboratorios bien equipados pero han demostrado ser un recurso en instalaciones donde no se dispone de la microscopía habitual y medios de cultivo. Neurosífilis. La microscopía en campo oscuro se ha utilizado durante mucho tiempo para identificar espiroquetas en el LCR pero no está disponible debido a la rareza de la neurosífilis y a que requiere de una experiencia técnica alta para su diagnóstico preciso. La fluorescencia de anticuerpos de treponema con absorción del LCR (LCR FTA-ABS) es básicamente 100% sensible para la neurosífilis pero puede ser demasiado sensible en este crítico diagnóstico, ya que la especificidad ronda el 9 6 % al 97%. La elevación de la permeabilidad de la barrera hematoencefálica por inflamación o tan baja como 0.8 I de sangre por mililitro de LCR (4.000 LCR RBC'ul) produce resultados falsos positivos (Davis. 1989). Un suero no reactivo FTA-ABS descarta neurosífilis. Un LCR FTA-ABS negativo y FTA-ABS en suero en un paciente con signos neurológicos hace que la neurosífilis aguda sea altamente improbable. El análisis de LCR del Laboratorio de Investigación de Enfermedades Venéreas (LCR VDRL) tiene una sensibilidad solo del 5 0 % al 6 0 % pero es altamente especifico: un análisis positivo descarta la neurosífilis. El VDRL en LCR no es apropiado como análisis de detección para la neurosífilis: y sólo se debería realizar si los análisis de suero FTA-ABS son positivos. El análisis de reagina plasmática rápida (RPR) no es apropiado en el LCR debido a la mayor tasa de falsos positivos que el VDRL. La evaluación de la síntesis de inmunoglobulina (Ig) intralecal mediante el cálculo del índice de IgG, del Índice de IgM o el Índice de IgG especilica para el Treponema pallidum utilizando cantidades cuantitativas de FTA-ABS puede ayudar a descartar enfermedad en casos equivocos (Muller, 1983: Hische, 1988). Las bandas oligoclonales no se correlacionan con la actividad de la enfermedad y pueden persistir tras una terapia satisfactoria. Meningitis viral. Los enterovirus (echovirus. virus coxsackie. polivirus) son responsables hasta en el 80% de los casos, con un pico estacional al final del verano. El diagnóstico de meningitis viral ha sido principalmente por exclusion: el diagnóstico etiológico específico por cultivo viral o por métodos mmu-
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nológicos raramente se necesita en la meningitis sin complicaciones. La sensibilidad de los cultivos virales de LCR varía desde el 7 2 % para los enterovirus hasta uno tan bajo como del 5% para herpes virus simple (HSV) (Marión. 1986). La reacción en cadena de la transcriptasa invertida de la polimerasa (RT-PCR) se está usando cada vez más para identificar los agentes etiológicos específicos en la meningitis aséptica. Este análisis puede suponer un ahorro significativo de costes al recortar las estancias hospitalarias y utilizar antibióticos empiricos o antivíricos (Dumler. 1999). Los estudios epidemiológicos retrospectivos se realizan con métodos serológicos. Las inclusiones virales (citomegalovírus, HSV) raramente se pueden ver en el LCR, y pueden demostrarse por inmunotinción. La amplificación de la PCR del ADN del HSV-2 en el líquido cefalorraquídeo ha llegado a ser una práctica habitual en el diagnóstico precoz de la encefalitis por HSV. mostrando una correlación excelente con las biopsias cerebrales (Lakeman, 1995). Los falsos negativos podrían producirse en la fase más inicial de las infecciones y en punciones sanguinolentas. La PCR llega a ser negativa desde el primer día a los 14 días tras la instauración de los síntomas Por lo tanto se recomiendan la serologia en el LCR y suero para la producción de anticuerpos de HSV junto con el PCR. La duración y significación clínica de la detección del ADN de HSV en la encefalitis tratada todavía no está clara. Virus de la inmunodeficiencia humana. Una amplia variedad de anormalidades en el LCR pueden encontrarse en los pacientes VIH positivos con o sin enfermedad neurológica (Chalmers. 1990; Hall. 1992), incluyendo la pleocitosis linlocítica, Índices elevados de IgG y bandas oligoclonales. La identificación de infecciones oportunistas es la indicación más importante de examen del LCR. Pueden existir enfermedades fúngicas serias en presencia de pocas o ninguna anormalidad de los parámetros del LCR. Meningitis fúngica. Las tinciones de tinta india o nigrosma para los halos capsulares de cnptococos tienen una sensibilidad cercana al 25%. aumentándose hasta el 5 3 % con múltiples punciones lumbares (Manon. 1986). Éstas se han reemplazado de forma importante con la detección de antigenos de criptococos utilizando la aglutinación del látex. La sensibilidad varia desde el 6 0 % hasta el 9 5 % : y los valores más altos se ven con la repetición de la punción y en pacientes con síndrome de la inmunodeficiencia adquirida (sida). Puede haber falsos negativos por el efecto de la prozona, siendo necesaria la dilución de 1:10 para su confirmación. También producirán falsos negativos las enlermedades precoces, la infección intraparenquimatosa. la infección con variantes no encapsuladas del Crypiococcus neoformans. y los inmunocompleíos (corregidos con tratamiento con pronasa) El factor reumatoide y las infecciones por Klebsiella pueden producir falsos positivos. La sensibilidad del cultivo fúngico ronda el 6 0 % con un solo intento, necesita de grandes volúmenes de LCR (40 mi a 50 mi) para obtener mejores resultados, y puede llevar semanas para su crecimiento. Meningitis tuberculosa. El diagnóstico precoz de esta enfermedad es extremadamente difícil. La terapia empírica debería empezarse en los casos con sospecha clínica. Una sensibilidad razonable para tinciones acidas rápidas en los laboratorios hospitalarios solo es del 10% al 12% (Grenlee, 1990). y puede mejorarse con tinciones fluorescentes de auraminarodamina. Las tinciones fluorescentes positivas deberían confirmarse con tinción acida rápida, que sólo se puede realizar en el mismo portaobjetos Se recomiendan grandes volúmenes de LCR para una máxima sensibilidad en el cultivo, que es del 7 5 % al 9 0 % (Marión. 1986). La adenosina deaminasa es significantemente mayor en la meningitis tuberculosa que en otros tipos de meningitis y trastornos del SNC (Pettersson. 1991). Esto se trata con más detenimiento posteriormente en el apartado de los Derrames pleurales. Meningoencefalitis amebiana primaria (PAM). Esta rara enfermedad está causada por amebas que viven libremente, especies de Naeglerta toiv/erio de Acanthamoeba. La Naegleria suele provocar una respuesta inflamatoria aguda, mientras que la Acanthamoeba produce sobre todo una meningitis granulomatosa. Los trofozoitos móviles de la Naegleha pueden verse por microscopio óptico o por microscopio de contraste de lase en apilamientos húmedos, permitiendo un diagnóstico rápido. Los organismos intactos y degenerados pueden ser identificados en tinciones de citospma de Wnght o Geimsa pero deben ser distinguidos de los macrófagos (dos Santos. 1970:
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O R I N A Y OTROS FLUIDOS CORPORALES



Benson. 1985). La tinción naranja de acndma ayudará a dilerenciar las amebas (rojo ladrillo) de los leucocitos (verde brillante).



LÍQUIDO SINOVIAL La membrana sinovial es el tejido que recubre las vainas de los tendones, bolsas y articulaciones diartrodiales exceplo en su superficie articular. Se compone de una a tres capas celulares que lorman una superficie discontinua que recubre el tejido articular adiposo, fibroso o perióstico. El liquido sinovial (sinovio. LS) es un ultrafiltrado imperfecto de plasma combinado con ácido hialurómco producido por las células sinoviales. Los iones y moléculas pequeñas como la glucosa y la urea penetran fácilmente dentro del espacio articular y por tanto tienen una concentración similar a la del plasma, mientras que las moléculas mayores están ausentes o aparecen sólo en pequeños rastros. La resorción se realiza por los linfáticos y no depende del tamaño. El líquido sinovial actúa como un lubricante y adhesivo, y aporta los nutrientes a la articulación avascular del cartílago.



Pruebas recomendadas El diagnóstico de artritis infecciosa y de cristales del liquido sinovial son las razones mas imperiosas para el análisis del LS. Los análisis habituales, por tanto, están dirigidos al diagnóstico de estas alteraciones (Tabla 19-12). Es vital que estén bien realizados porque pueden proporcionar información diagnóstica altamente específica. Una técnica de calidad, desafortunadamente, no es constante (Rabinovith, 1994). Otros análisis no tienen valor práctico para su uso habitual, pero pueden proporcionar una información diagnóstica en ciertas circunstancias.



Examen macroscópico



Obtención de la muestra La aspiración del liquido articular (artrocentesis) debería realizarse solo a pacientes con un derrame sin diagnosticar o con un cambio clínico significativo relacionado con un derrame conocido (Pal. 1999). Debería realizarse por un médico con experiencia utilizando una buena técnica estéril. Hay que tener cuidado para evitar aspirar una articulación estéril en un paciente con bacteriemia. o a través de una infección de partes blandas, cutánea o periarticular, en una articulación estéril. Incluso las articulaciones grandes como la rodilla habitualmente no contienen más de 4 mi de liquido sinovial. así que a menos que exista un derrame los tamaños de las muestras son escasos. Extraiga el líquido sinovial con agujas estériles y desechables y con jeringuillas de plástico para evitar la contaminación por partículas birrefringentes. La jeringuilla puede estar hepannizada con 25 U de heparina sódica por mililitro de LS durante la artrocentesis habitual. Se debería evitar el uso de anticoagulantes como el oxalato, ácido etilendiammotetracético pulverizado (EDTA). y la hepanna de litio ya que forman artefactos cristalinos que pueden despistar durante el examen. Flexione o manipule la articulación antes de la aspiración para asegurar la mezcla de su contenido. Idealmente la muestra debería separarse en tres partes: de 5 mi a 10 mi dentro de un tubo o jeringuilla estéril heparinizada para esludios microbiológicos: de 2 mi a 5 mi en un tubo anticoagulado (heparina sódica o liquido EDTA) para examen microscópico; y cerca de 5 mi dentro de un tubo normal (sin anticoagulante) que permita su coagulación (el LS normal no se coagula). Las concentraciones de heparina superiores a 125 U/ml tienen un electo inhibidor en algunas bacterias patógenas (Rosett, 1980). Las muestras para cultivo deberían por tanto tener al menos 1 mi a 2 mi si se envían en tubos de heparina con tapón verde (Becton Dickinson. Rutherford. NJ). conteniendo 143 U



T a b l a 1 9 - 1 2 Análisis recomendados para el líquido sinovial



La punción traumática produce una distribución desigual de sangre duran te la artrocentesis o lineas en la jeringuilla. Aunque la xantocromía amarilla pálida es difícil de distinguir de la normal, un color rojo-marrón tras la centrifugación es una buena evidencia de hemartrosis patológica. La claridad se relaciona con el número y tipo de partículas dentro del liquido sinovial. Habitualmente el LS es transparente: fácilmente se puede leer un papel a través del tubo. El liquido translúcido eclipsa detalles pero las áreas blancas y negras pueden distinguirse, mientras que el líquido opaco oscurece completamente el fondo. Los leucocitos son los responsables más habituales de los cambios en la claridad, pero un número masivo de cristales puede producir un liquido opaco, lechoso opalescente sin células blancas. Una muestra poco resplandeciente, de apariencia oleosa, sugiere la abundancia de cristales de colesterol, que puede parecer como pus. La elevada turbiedad es menos frecuente debido a la concentración de fibrina, "partículas de arroz" flotando libres (fragmentos de células prolileralivas degeneradas o de membrana sinovial rmcroinfartada). partículas de plástico o metal de pacientes con prótesis articulares, o fragmentos de cartílago en la artrosis. Un aspecto en "pimienta en grano" por los fragmentos de cartílago pigmentario es un signo de ocronosis.



R e c u e n t o c e l u l a r t o t a l . El recuento leucocitario total debería realizarse inmediatamente para evitar la pérdida celular degenerativa, que empieza tan pronto como una hora después de la artrocentesis. Los tubos deben estar invertidos antes de introducir la muestra para asegurar una mezcla umlorme. Los recuentos habitualmente se realizan en un hematocitómetro estándar. Pueden utilizarse contadores celulares automatizados, pero existe nesgo de obstruir la apertura de la máquina o de obtener recuentos celulares falsamente elevados de partículas que no son WBC (cristales y glóbulos adiposos), especialmente en las máquinas mullicanal. Un portaobjetos con una preparación húmeda y recuento de 0 a 2 leucocitos por campo de alta intensidad (hpf) (media por encima de 10 campos) predice menos de 1.300 WBC por recuento celular (Clayburne. 1992).



PCR • reacción en cadena de la polimerasa ADN = acido desoxirribonucleico. Modihcado con permiso de Kieldesberg CR. Knigni JA Body FTuids: I aboratory Examination ol Amniotic. Cerebrospmal. Seminal. Sorous and Synovial Fluids. 3rd ed Copyrighl © American Sooety ol Clinical Palliologists. Chicago 1993 .



El volumen total debería detallarse en el momento de la extracción, especialmente si la muestra se va a enviar a diferentes secciones del laboratorio. El color se evalúa en un tubo de cristal transparente sobre un fondo blanco. El LS normal realmente es incoloro pero a menudo es amarillo pálido debido a la diapédesis de algunos RBC asociada incluso con un pequeño traumatismo. Los trastornos inflamatorios y no inflamatorios tienen habitualmente un color pajizo a amarillo (xantocromía). El líquido séptico puede ser amarillo, marrón o verde, dependiendo de los cromogenos producidos por el organismo involucrado y la respuesta del huésped, e incluyen WBC y RBC.



Examen microscópico



Habituales E x a m e n macroscópico (color y c l a r i d a d ) Recuento total y diferencial de l e u c o c i t o s Tinción de G r a m y c u l l i v o b a c t e r i a n o (aeróbico y anaeróbico) E x a m e n de cristales c o n m i c r o s c o p i o p o l a r i z a d o y c o m p e n s a d o r Útiles en ciertas circunstancias Tinción de h o n g o s , tinción rápida de ácidos y c u l t i v o s PCR para el A D N b a c t e r i a n o y m i c o b a c t e n a n o Variación de la g l u c o s a en el líquido sinovial y en el suero Lactato Complemento Enzimas



s



por tubo de heparina. o ser enviadas en jeringuillas tapadas tras haber retirado la aguja y el exceso de aire. Las punciones en seco' pueden tener liquido dentro de la aguja, y puede ser suficiente para análisis más críticos. Estas muestras deberían enviarse con la aguja unida a la jeringuilla, y su punta clavada en un corcho estéril. La buena comunicación con el laboratorio es crucial para el procesamiento adecuado de estas muestras.



i



El recuento leucocitario por encima de 50.000 ul requiere dilución, que debería realizarse con salino, no con ácido acético, para evitar la formación de coágulos de mucina y aglomeraciones celulares.



CAPÍTULO 1 9



•



LÍQUIDO CEFALORRAQUÍDEO. SINOVIAL Y LÍQUIDOS SEROSOS DEL ORGANISMO



El LS altamente viscoso deberia incubarse con hialuronidasa antes de su recuento, especialmente si se utilizan contadores automatizados. Se deberían contar los hematíes a menos que se haya producido una clara punción traumática. Si un elevado número de hematíes interfiere con el recuento de WBC. pueden lisarse por dilución con suero salino fisiológico 0.3 N, o 0,1 CIH. o saponina al 1% en salino El límite superior del normal para los leucocitos en LS en las muestras clínicas es de 150/pl a 200/pl (Kjeldesberg, 1993). Los recuentos celulares elevados se usan para permitir realizar diferentes categorías de enfermedades según los hallazgos (véase más adelante en Correlación clínica) pero no son específicos para ninguna enfermedad particular debido a su gran solapamiento. Recuento diferencial. Se prefieren las preparaciones de citospina al frotis de LS centrifugado por la mejor morfología celular. Puede ser necesario el tratamiento con hialuronidasa para producir frotis finos en las muestras viscosas. El Grupo I de artropatías (no inflamatorias) raramente necesitan de un recuento diferencial. Los neutrófilos habitualmente representan alrededor del 2 0 % de los leucocitos del LS. Utilizando el 75% como punto de corle, la sensibilidad de un proceso inflamatorio es del 75% y la especificidad del 92% (Shmerling. 1990). La gota por uratos y la artritis reumatoide (AR) pueden también tener altos porcentajes. Los neutrófilos frecuentemente exhiben cambios degenerativos, y pueden contener bacterias, cristales, gotas de lipidos. vacuolas o inclusiones azul oscuras (ragocitos. células AR). Los linlocitos habitualmente representan el 15% del diferencial, y hay muchos en la AR precoz, inlecciones crónicas y trastornos del colágeno. Pueden verse formas reactivas, incluyendo los inmunoblastos. Los monoalos y los macrótagos representan aproximadamente el 65% del recuento celular normal. La monocitosis puede ser autolimitada en la artritis viral o en la enfermedad del suero, o más crónica en el lupus erilematoso o en los trastornos indilerenciados del tejido conectivo. Las células de Reiter son macrólagos que contienen neutrófilos. La eosinofíiia. definida como un recuento leucocitario por encima del 2%, se ha observado en la artritis reumatoide, fiebre reumática, carcinoma metastático, enfermedad de Lyme, en las infecciones parasitarias, en la urticaria crónica, en el angioedema, depués de una artrografía (reacción al aire o el colorante) y en la irradiación (Podell. 1980; Kay, 1988). Las células sinoviales no tienen significado patológico. Se parecen a las células mesoteliales y pueden ser difíciles de diferenciar de los monocitos. Los cuerpos lipidíeos se asocian con traumatismos, necrosis aséptica y AR. Estas golas a menudo forman cruces de Malta en el microscopio de luz polarizada, pueden asociarse con una repuesta leucocitaria y provocar falsas elevaciones del recuento automatizado de WBC (Wise. 1987). Examen de los cristales. La gota se refiere al proceso de depósito de cristales en el tejido articular. Por costumbre, típicamente se refiere a la gota por urato. Una respuesta inflamatoria al depósito de cristales se define como una artritis gotosa. Los tipos más habituales de cristales endógenos responsable de la artritis golosa son el urato monosódico monohidraiado (gota por urato). el piroloslalo calcico dihidratado (gota por pirofosfato, condrocalcinosis o "seudogota"). la apatita y otros tosíalos calcicos básicos (BCP; gota por apatita), el oxalato calcico (gota por oxalato) y los lipidos (gota lipídica) Excepto los BCP, todos los otros cristales pueden detectarse por el microscopio de luz polarizada. Debería utilizarse un microscopio polarizado de alta calidad con compensador de placa roja de primera generación. El filtro polanzador se sitúa directamente sobre la fuente de luz. El analizador (otro filtro polarizado) se sitúa entre el portaobjetos con la muestra y la mira del microscopio orientado a 90 grados del polarizador para producir un fondo oscuro. El compensador se sitúa entre el polarizador y el analizador, habitualmente orientado a 45 grados (en medio) entre los planos de los dos filtros polarizados. El examen inicial debería realizarse en una preparación húmeda utilizando luz polarizada. El microscopio de contraste de fases intensificará la detección de los cristales. El porta y el cubreobjetos necesitan haberse limpiado y secado cuidadosamente inmediatamente antes de utilizarse para evitar artefactos de las partículas birrefringentes de polvo. Los bordes del cubreobjeto se
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Polarizador



Figura 19-1. A. Cristales de urato monosódico (MSU) mediante luz polarizada compensada. El máximo brillo se obtiene cuando el eje largo del cristal de MSU se sitUa 45 grados alejado del eje tanto del polarizador como del analizador La birrefringencia se pierde (extinción, E) cuando el cristal se sitúa paralelo al eje del polarizador o del analizador. Los cristales de MSU se muestran de color amarillo (Y) cuando se sitúan paralelos al compensador, y azules (B) cuando se alinean perpendicularmente al compensador (birrefringencia negativa). B. Pirofosfato calcico dihidratado (CPPDi mediante luz polarizada compensada. Los cristales mayores tienen una débil birrelrmgencia positiva (azul cuando se sitúa paralelo al compen sador) y muestran una extinción inclinada alejados del eje del polarizador y del analizador (Con permiso de McCarty DJ: Crystal Identification in human synovial lluids. Rheum Dis Clin North Am 1988:14:253).



sellan con esmalte de uñas, que retrasa aunque no evila la evaporación. El borde del cubreobjetos se utiliza para encontrar el plano de loco adecuado, pero los cristales en esta localización se ignoran debido a que suelen ser con más probabilidad artefactos. La mayoría de los cristales son rastreados con un objetivo de 10x y evaluados con al menos un objetivo de 40x. concentrándose especialmente en las áreas celulares. El examen completo requiere, sin embargo, de la inmersión en aceite para alcanzar 10CX ya que los líquidos aparentemente negativos en el rastreo pueden contener grandes cantidades de pequeños cristales (Gatter. 1991). Alineando la orientación de los cristales con el compensador rotando la lase del microscopio o el compensador se facilita el reconocimiento e identificación. Se detallan la morfología del cristal, la dureza y los signos de birrefringencia y el ángulo de extinción. Los cristales de urato monosódico (MSU) aparecen como varillas en forma de agujas de 5 pm a 20 pm de longitud (Lámina 19-7) pero pueden ser sólo de 1 pm o 2 pm de longitud, o. raramente, aparecer como eslerulilos redondeados. Son fuertemente birrefringentes: amarillos cuando se orientan paralelos al compensador, azul con orientación perpendicular (birrefringencia negativa o elongación). La extinción, el punto donde el cristal pierde su birre-
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O R I N A Y OTROS FLUIDOS CORPORALES



Tabla 1 9 - 1 3 Intervalos de referencia para los constituyentes del líquido sinovial Líquido s i n o v i a l Proteínas Albúmina 


1 -3 g/cil 55-70% 6-8% 5-7% 8-10% 10-14%



Hialuronato Glucosa



0.3-0,4 g/dl 70-1l0mg/dl



Ácido úrico



2-8 m g / d l



Plasma 6-8 g/dl 50-65% 3-5% 7-13% 8-14% 12-22% 70-110 mg/dl 2-8 m g / d l



fringencia y llega a ser color rosa como el fondo, es rápida y completa en el mismo ángulo que el polarizador y el analizador (extinción axial o paralela) (Fig. 19-1 A). Un portaobjetos de control con cristales de MSU debería utilizarse siempre como comparación. Los cristales de MSU se encuentran en el 90% de casos de gota aguda por urato y en cerca del 75% entre ataques. Los cristales intracelulares de MSU son característicos de la gota aguda por uratos. Pueden observarse ocasionalmente debido a la inflamación en la artritis séptica (McCarty. 1988). Los cristales de pirofosfato calcico dihidratado (CPPD) se encuentran en un grupo de situaciones conocidas colectivamente como enfermedades por depósitos de cristales de CPPD. Estos cristales aparecen como rombos, varillas o rectángulos de 1 pm a 20 pm de longitud ( Lámina 19-8). Los cristales de CPPD son débilmente birrefringentes con elongación positiva (azules cuando se alinean con el eje del compensador). Otros muchos son demasiado pequeños para polarizar la luz, asi que pueden ser difíciles de detectar sin la ayuda añadida del microscopio de contraste de fases. La extinción incompleta ocurre entre los 20 grados y los 30 grados del ángulo del polarizador y analizador (extinción oblicua o inclinada). Los cristales de CPPD se asocian con artritis degenerativas y en artritis asociadas con hipomagnesemia, hemocromatosis. hiperparatiroidismo e hipotiroidismo (Jones. 1992). La hidroxiapatita y otros cristales de BCP típicamente son demasiado pequeños y sin birrefringencia (isolrópicos) para observarse con microscopio de luz a menos que estén agrupados en microagregados esféricos de entre 1 pm a 50 pm. El colorante S rojo de alizarin puede utilizarse para teñir estos y otros cristales que contienen calcio (Lazcano. 1993). Actualmente, la identificación de cristales de BCP no es importante para el diagnóstico, pronóstico o como guía de tratamiento. Los cristales de oxalalo calcico dihidratado tienen un tamaño de 5 pm a 30 pm. son bipiramidales "envueltos" y con birrefringencia variable y elongación positiva. Se ven en la artropatia asociada con diálisis renal crónica y en la oxalosis primaria, un raro error innato del metabolismo. La forma monohidratada es birrefringenle pero con una forma no descrita. Los cristales lipidíeos son esferas de 1 pm a 20 pm con apariencia de cruces de Malta y birrefringencia positiva con luz polarizada compensada. Se han implicado como causantes de artritis agudas (McCarty, 1988). Los codicosteroides cristalinos utilizados en la inyección intraarticular pueden tener una apariencia similar a los cristales de MSU o de CPPD y persisten hasta un mes tras la inyección. Normalmente tienen bordes obtusos, en forma de sierra, sin estructura cristalina clara debido a que están preparados a base de moler grandes formas cristalinas (Lámina 19-9). La triamcinolona hexacetonido tiene birrefringencia negativa pero la mayoría de los otros muestran birrefringencia positiva. Los cristales de coiesterol aparecen típicamente como placas birrefringentes irregulares con bordes en muesca (Lámina 19-10). Los cristales en forma de agujas o rombos similares a los de MSU o CPPD pueden estar presentes en derrames crónicos como la artritis tuberculosa o AR (Ettlinger, 1979). Los cristales de coiesterol son, sin embargo, solubles en etanol o éter y no son fagocitado por los leucocitos. El polvo de guante introducido durante la cirugía articular aparece como partículas de 5 pm a 30 pm de diámetro redondeadas, fuertemente birrefringentes, con apariencia de cruz de Malta cuando se polarizan.



Una variedad de otros cristales o partículas pueden observarse en el líquido sinovial; éstas incluyen cristales de inmunoglobulinas monoclonales o crioglobulinas, cristales de Charcot-Leyden, fragmentos amiloideos, fragmentos de cartílago, fibrillas de colágeno y hebras de fibrina, cristales de hematoidina de hemorragias previas, cristales de ciertos anticoagulantes, esmalte de uñas, fragmentos protésicos y partículas de polvo (Gatter, 1991).



Análisis químico Los análisis químicos del LS suelen aportar solo una información de apoyo a los análisis habituales. La alta viscosidad puede ser remediada diluyendo con suero fisiológico, exposición a ondas sonoras o tratamiento con hialuronidasa. Los intervalos de referencia se muestran en la Tabla 19-13. Análisis d e l coágulo de m u c i n a . Al añadir el ácido acético al LS precipita el hialuronato en un coágulo de mucina. y éste puede ser graduado como bueno, regular o pobre. Un coágulo de mucina de regular a pobre refleja la dilución y despolimerización del ácido hialurónico. un hallazgo no específico en bastantes artritis inflamatorias. Aunque tiene importancia histórica, el análisis del coágulo de mucina tiene poca utilidad clínica (Baker, 1991). G l u c o s a . La interpretación adecuada de los valores de la glucosa en el LS requiere una comparación con los niveles del suero, realizado de forma ideal con ocho horas de ayunas para permitir el equilibrio de la glucosa por la membrana sinovial. La diferencia suero-líquido sinovial es menor de 10 mg/dL en situaciones normales y en muchas situaciones no inflamatorias. En la artritis séptica esta diferencia varía de 20 mg/dl hasta 60 mg/dl. pero se superpone significativamente con otras situaciones inflamatorias, limitando su utilidad clínica. La sensibilidad de los niveles de glucosa bajos en la detección de enfermedades articulares inflamatorias es sólo del 2 0 % con una especificidad del 84%, utilizando un valor de corte de 75 mg/dl (Shmerling, 1990). La glucólisis por grandes cantidades de leucocitos in vitro puede reducir falsamente los valores de glucosa en el LS a menos que el análisis se realice dentro de la hora siguiente a su extracción o que se utilicen tubos que contengan fluoruro sódico como inhibidor. Proteínas. La concentración media de proteínas es de 1,38 g/dL en voluntarios vivos (Weinberger. 1989). Con el aumento de la inflamación, las proteínas más grandes como el fibrinógeno penetran en el líquido sinovial. La formación espontánea de coágulos puede detectarse en tubos con muestras no anticoaguladas (análisis del coágulo de fibrina). La determinación de las proteínas del LS tiene una sensibilidad del 5 2 % y una especificidad del 56% en los trastornos inflamatorios, y raramente afecta al diagnóstico de los pacientes, su tratamiento o su resultado (Shmerling. 1990). E n z i m a s . Las actividades enzimáticas generalmente tienen poco valor clínico en la evaluación de los derrames articulares. La lactato dehidrogenasa se encuentra elevada en la AR, la gota, en las artroplastias sin éxito y en las artritis infecciosas pero con más probabilidad refleja el inliltrado leucocitario. La elevación de la losíatasa acida puede tener un valor pronóstico negativo en la artritis reumatoide, pero no es específica (Luukkainen, 1989). L a c t a t o . Este análisis se considera un indicador no especifico de leucocitosis en el LS. Los niveles más altos, típicamente mayores de 15 mmol/l a 20 mmol/l. suelen asociarse con artritis séptica y podrían proporcionar una evidencia rápida y provisional de infección en las muestras con la unción de Gram. Los niveles intermedios no descartan ni reafirman la infección. La artritis gonocócica es típica al no elevar el lactato en el LS (Curtís, 1983). Ácido úrico. Los niveles de ácido úrico en el liquido sinovial corren generalmente paralelos a los niveles séricos en la gota y en las artropatias no inflamatorias. Una excepción son los trastornos articulares inflamatorios diferentes de la gota, donde los niveles de urato del LS pueden ser notablemente más bajos que en el suero (Beutler, 1996). Proporciona poco valor clínico en el análisis del liquido sinovial. Lípídos. Las anormalidades de los lipidos en el líquido sinovial incluyen 1) derrames seudoquilosos raros ricos en coiesterol típicamente asociados con la AR crónica: 2) gotas de lipidos. habitualmente como resultado de un traumatismo; 3) derrames quilosos extremadamente raros que se ven asociados a AR. el lupus eritematoso sistémíco (LES), las filariasis, la pancreatitis y los
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traumatismos (Wíse. 1987). Pueden diferenciarse habitualmente desde el punto de vista clínico, microscópico y macroscópicamente: la cuantificación de lipidos actualmente no tiene valor clínico en los análisis del liquido articular.



como examen de detección, a pesar de la baja prevalencia de la enfermedad de Lyme (Golightly, 1993). Para ser prácticos, los análisis de laboratorio deben estar restringidos a los pacientes con una fuerte sospecha clínica de enfermedad de Lyme.



Estudios inmunológicos



El cultivo del liquido sinovialTiene una sensibilidad del 75% al 95% para las infecciones articulares no gonocócicas en los pacientes que no han recibido antibióticos: para las GC. sólo del 10% al 5 0 % (Shmerlmg. 1994). Los cultivos bacterianos anaeróbicos y aeróbicos deberían ser habituales; los cultivos fúngícos y de micobactenas deberían utilizarse sólo en caso de sospecha clínica. El análisis de PCR del líquido sinovial y del tejido sinovial muestra un gran potencial para la identificación de Borrelia. Neissena. Chlamydia. y Micoplasma. que son notablemente difíciles de aislar por los métodos habituales (Nocton, 1994; Li, 1996).



El factor reumatotde (FR) se encuentra en el liquido sinovial casi en el 6 0 % de los pacientes con AR. habitualmente en una cantidad igual o algo más baja que en el suero. Los anticuerpos antinucleares (ANA) se encuentran en el LS casi en el 70% de pacientes con LES y en el 20% de pacientes con artritis reumatoide. Ninguna es suficientemente específica para su uso práctico. Los niveles de complemento en LS. habitualmente son del 10% del nivel en suero, se elevan del 4 0 % al 7 0 % de la actividad del suero con la inflamación, proporcional al aumento de la exudación de proteínas. El consumo del complemento en el LES y. en particular, en la AR provoca niveles menores del 30% de complemento en el suero. El complemento también se encuentra disminuido en algunos casos de artritis bacteriana o inducida por cristales, de esta forma su determinación no es una práctica de uso habitual.



Examen microbiológico Un envió rápido del líquido articular y una buena comunicación con el laboratorio respecto a las sospechas clínicas aumentarán las probabilidades de identificar el agente infeccioso Se debería realizar siempre una tinción de Gram como parte de la evaluación habitual del liquido sinovial. La sensibilidad varía del 75% en las infecciones eslafilocócicas. el 5 0 % para la mayoría de las infecciones por Gram negativos, hasta menos del 25% para las infecciones gonocócicas (GC) (Goldenberg. 1985). La especificidad es muy alta en manos expertas. Las tinciones de Ziehl-Neelson o de Kinyoun para bacterias ácido-rápidas tienen una sensibilidad casi del 20%. Los cultivos para la Mycobacterium tuberculosis son positivos casi en el 8 0 % de los casos comprobados, pero pueden requerir de seis a siete semanas para su finalización. La biopsia sinovial se recomienda cuando se sospecha artritis tuberculosa para proporcionar un rápido diagnóstico. Los equipos de PCR para la detección de infecciones tuberculosas están comercialmente disponibles y cada vez se utilizarán más como análisis complementario. La artritis se desarrolla casi en un 60% de los pacientes con la enfermedad de Lyme. El análisis de PCR en el A D N de la Borrelia burgdoden en el líquido sinovial es positivo en el 96% de los casos no tratados (Nocton. 1994). y se está haciendo disponible para su uso habitual en el laboratorio. El enzimoinmunoanálisis (ELISA) del plasma parece ser el análisis de elección, con una sensibilidad óptima del 9 4 % y una especificidad del 97%. El valor predictivo positivo de una serologia de Lyme sólo es del 6 . 1 % cuando se utiliza



Correlación clínica Los hallazgos macroscópicos y microscópicos del examen del líquido sinovial se han dividido tradicionalmente en "tipos de reacción", como se describe en la Tabla 19-14, Los derrames no inflamatorios (Grupo I) típicamente tienen recuentos leucocitanos menores de 3.000 pl. con una minoría de neutrófilos. La artrosis. la artritis traumática, la osteoartropatia neuropática. la sinovitis vellonodular pigmentada y la fiebre reumática precoz, entre otras, se presentan de esta manera, pero la AR precoz o infecciones bacterianas precoces pueden ocasionalmente presentarse como derrames no inflamatorios. Los derrames inflamatorios (Grupo II) presentan recuentos leucocitarios entre 3.000/ul y 75.000/ul siendo los neutrófilos la mitad de la población. La artritis reumatoide, el LES, el síndrome de Reiter, la fiebre reumática, la artritis aguda inducida por cristales, la artritis asociada con la enlermedad inflamatoria intestinal, la artritis psoriásica y la sinovitis en gotas adiposas son ejemplos de este grupo de reacción Los derrames purulentos (inlecciosos) (Grupo III) tienen un recuento leucocitano mayor de 50.000 pl de éstos más del 9 0 % son neutrófilos. Las infecciones articulares bacterianas, fúngicas y tuberculosas se presentan de esta manera. Los derrames hemorragicos (Grupo IV) pueden verse asociados con la artritis traumática, la sinovitis vellonodular pigmentada, el hemangioma sinovial, la osteoartropatia neuropática. las prótesis articulares y los trastornos hematolbgicos (hemofilia, trombocitopema, terapia anticoagulanle. enfermedad de las células falciformes o rasgos de ésta, síndrome mieloproliferativo). Estas agrupaciones son ampliamente descriplivas, y hay mucha superposición entre ellas. Excepto la tinción de Gram. los cultivos y el examen de cristales, la mayoría de los hallazgos del examen del líquido sinovial no son específicos y necesitan Integrarse en su contexto clínico.



Tabla 19-14 Hallazgos en el liquido sinovial según la categoría de la enfermedad CATEGORÍA Hallazgos



Normal"



Grupo I (No inflamatorio)*



Claridad Color



Transparente C l a r o a a m a r i l l o pálido



Transparente Xantocrómico



WBC/ml



0-150 ( 0 - 0 , 1 5 xlO'VI) 





Neutrófilos ( % ) Presencia de RBC Glucosa (diferencia sanqre-LS en mg/dl)



G r u p o II (Inflamatorio)' Translúcido a o p a c o Xantocrómico a b l a n c o p u e d e ser d e l color d e la sangre 3000-75.000 ( 3 - 7 5 x 1071) >50 No 0-40 (0-2.22 mmol/l)



• L o s valores entre paréntesis están en u n i d a d e s d e l SI W B C = leucocitos; R B C = hematíes. LS = l i q u i d o sinovial M o d i f i c a d o c o n p e r m i s o de K i e l d e s b e r g CR, Knight JA Body Fluids Laboratory Examination of Amniotic. Cerebr e d . Copyright © A m e r i c a n Society of Clinical Pathologists, C h i c a g o . 1993.



G r u p o III (Infeccioso)'



G r u p o IV (Hemorragico)'



Opaco Blanco



Opaco Rojo-marrón o xaniocromico



50 000-200 000 ( 5 0 - 2 0 0 x 1071) >90 SI 2 0 - 1 0 0 ( 1 11-5,5 mmol)



50-10.000 ( 0 , 0 5 - 1 0 xlO'VI) 


is and Synovial Fluids. 3



J



SECCIÓN I I I



416 Tabla 19-15



•



O R I N A Y OÍROS FLUIDOS CORPORALES



Clasificación de los derrames pleurales



T a b l a 1 9 - 1 7 Pruebas recomendadas en los derrames pleurales



Trasudados elevación d e l a presión hidroslálica o disminución d e l a presión oncótica d e l p l a s m a Insuficiencia cardiaca congestiva C i r r o s i s hepática H i p o p r o t e i n e m i a ( p . e j . síndrome nelrótico)



Habitual



Exudados: elevación d e l a p e r m e a b i l i d a d c a p i l a r o disminución d e l a resorción linfática Infecciones Tuberculosis Neumonia bacteriana Neumonía v i r a l o p o r m i c o p l a s m a Neoplasias C a r c i n o m a broncogénico C a r c i n o m a metastásico Linfoma M e s o l e l i o m a (elevación d e l c o n t e n i d o e n h i a l u r o n a t o d e l d e r r a m e ) I n f a r t o p u l m o n a r ( p u e d e a s o c i a r s e c o n d e r r a m e hemorrágico) E n f e r m e d a d inflamatoria no infecciosa afectando a la pleura E n f e r m e d a d reumática ( b a j o c o n t e n i d o e n g l u c o s a d e l l i q u i d o p l e u r a l e n l a mayoría d e l o s c a s o s ) L u p u s e r i t e m a t o s o sistémico ( o c a s i o n a l p r e s e n c i a d e células d e LE)



Uto en la mayoría de los pacientes



Líquido de



fuentes extrapleurales



Pancreatitis (elevada actividad de la amilasa en el d e r r a m e ) R o t u r a esofágica ( e l e v a d a a c t i v i d a d d e l a a m i l a s a y p H b a j o ) UrinolOrax (creatmina e l e v a d a y pH bajo)



LÍQUIDO PLEURAL La cavidad pleural es un espacio potencial recubierto por el mesotelio de la pleura parietal y visceral. La cavidad pleural contiene normalmente una pequeña cantidad de liquido que facilita el movimiento entre las dos membranas, una contra la otra. Este liquido es un filtrado del plasma derivado de los capilares de la pleura parietal. Se produce continuamente a una velocidad dependiente de la presión hidrostática del capilar, de la presión oncótica del plasma y la permeabilidad capilar. El líquido pleural se reabsorbe a través de los linfáticos y vénulas de la pleura visceral. El cúmulo de liquido se denomina derrame, que resulta del desequilibrio de la producción y reabsorción del líquido. El cúmulo en las cavidades pleural, pericárdica y peritoneal se conoce como derrame seroso.



Obtención de la muestra La toracocentesis está indicada en cualquier derrame pleural sin diagnosticar o con propósitos terapéuticos en pacientes con derrames masivos sintomáticos. Las muestras deberían recogerse en tubos heparinizados para evitar su coagulación, excepto en el recuento celular y diferencial que se recogerá en un tubo EDTA. La muestras para el cultivo bacteriano de aerobios y anaerobio, se recogerán mejor en botes para cultivo sanguíneo en el mismo lugar de la extracción. Si hay sospecha de neoplasia. infección fúngica o infección micobactenana. todo el líquido remanente (100 mi o más) debería



T a b l a 1 9 - 1 6 Criterios de laboratorio para los exudados del liquido pleural Proporción d e proteínas e n l i q u i d o pleural/suero



>0,5



Proporción d e L D e n l i q u i d o p l e u r a l / s u e r o > 0 . 6 LD en liquido pleural



>2/3 d e l limite superior del valor n o r m a l d e L D en suero



Coleslerol en liquido pleural



>45 mg/dl



Proporción d e c o l e s l e r o l e n l i q u i d o pleural/suero



>0.3



G r a d i e n t e d e albúmina e n s u e r o - l i q u i d o pleural






Proporción d e b i l i r r u b i n a e n l i q u i d o pleural/suero



>0.6



LD • lactato d e h i d r o g e n a s a



E x a m e n macroscópico Proporción d e proteínas e n l i q u i d o p l e u r a l / s u e r o Proporción d e L D e n l i q u i d o p l e u r a l / s u e r o E x a m e n c o n tinción d e f r o l i s Tinciones y cultivos de microorganismos Citología C o l e s t e r o l e n líquido p l e u r a l Proporción d e c o l e s t e r o l e n l i q u i d o p l e u r a l / s u e r o Ulil en ciertas circunstancias PH Lactato Amilasa Biopsia pleural Análisis d e lípidos E s t u d i o s inmunoiógicos Marcadores tumorales G r a d i e n t e d e albúmina LD = lactato d e h i d r o g e n a s a M o d i f i c a d o c o n p e r m i s o de K j e l d e s b e r g CR. Knight JA. Body Fluids: Laboraloiy Examinalion oí Amniotic. Cerebrospinal. Seminal. Seroiis and Synovial Fluids. 3' e d . C o p y r i g h t 0 A m e r i c a n Society ol Clmical Palliologisls, C h i c a g o 1993



ser enviado para maximizar la producción de cultivos y tinciones. Los derrames serosos son menos exigentes que el LCR en el mantenimiento de la integridad celular: si es necesario, se pueden almacenar las muestras frescas para citología hasta 48 horas en el refrigerador con resultados satisfactorios. Para la determinación del pH el líquido debería recogerse en medio anaerobio en una jeringuilla heparinizada y enviarlo al laboratorio en hielo. Las muestras macroscópicamente purulentas no requieren la determinación del pH ya que pueden obstruir el analizador.



Trasudados y exudados Los derrames trasudados habilualmente son bilaterales, debido a situaciones sistémicas que llevan a una presión hidrostática capilar aumentada o una presión oncótica plasmática disminuida (Tabla 19-15). Los derrames malignos pueden ser trasudados de forma poco frecuente. Habitualmente. esto se debe a que existe una situación clínica que se confunde, como la insuficiencia cardíaca congestiva (Ashchi. 1998). Los exudados suelen ser con frecuencia unilaterales, asociados con trastornos localizados que incrementan la permeabilidad vascular o interfieren en la resorción linfática (Tabla 19-15).



Pruebas recomendadas La evaluación de los líquidos serosos orgánicos (pleural, pencárdico, peritoneal) está dirigido a distinguir los derrames trasudados y exudados Los Irasudados generalmente no requieren mas desarrollo. Para separar los dos. se han propuesto bastantes parámetros químicos (Tabla 19-161. Ninguno tiene una precisión del 100%. Las combinaciones de análisis aumentan la sensibilidad (cualquier parámetro positivo indica un exudado), mepran la precisión, y son la base para el buen establecimiento de los criterios de Light (Light. 1972). En consecuencia, un exudado cumple uno o más de los siguientes criterios: 1) relación de proteínas en el liquido pleural-suero mayor de 0,5; 2) relación de LD en el líquido pleural-suero mayor de 0.6; 3) nivel de LD del líquido pleural mayor de dos tercios del limite superior del normal del suero (habitualmente > 200 U/ml). La sensibilidad es del 9 8 % y la especificidad alrededor del 80%. Los análisis adicionales del colesterol y gradiente de albúmina pueden discriminar los derrames con criterios de Light equívocos. El gradiente de albúmina se recomienda para confirmar un trasudado clínico mal clasificado como exudado por los criterios de Light (Light. 1997). En muchos de estos casos, el paciente está en tratamiento diurético. Otras combinaciones de análisis han igualado pero no superado el rendimiento de los criterios de Light. Algunos, como la combinación del LD del líquido pleural y el coles-
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terol. pueden ser más prácticos y rentables al evitar la necesidad de análisis de sangre simultáneos (Costa. 1995). La determinación de bilirrubina no ha logrado discriminar los derrames mediante un metaanálisis (Heffner. 1997). Se han dirigido análisis más extensos de exudados para descartar neoplasia e infección. La citología y los cultivos apropiados son los análisis más útiles a este respecto. Las pruebas recomendadas para la evaluación de los derrames pleurales se resumen en la Tabla 19-17. El tipo de prueba pedida y su interpretación deberían estar siempre correlacionados con los hallazgos clínicos y diagnósticos diferenciales. Los recuentos totales de leucocitos y hematíes tienen una utilidad limitada en la evaluación de los derrames serosos.



Examen macroscópico Los trasudados son típicamente claros, de color amarillo pálido a pajizo, inodoros, y no se coagulan (Lámina 19-11 A). Casi un 15% de los trasudados pueden estar teñidos con sangre. Un derrame pleural sanguinolento (hematocrito >1%) sugiere un traumatismo, neoplasia o un infarto pulmonar (Jay. 1986). Se sugiere una punción traumatica por la distribución desigualada de la sangre, la aclaración del liquido con la aspiración continuada, o la formación de pequeños coágulos de sangre. Un hematocrito de líquido pleural mayor del 5 0 % del sanguíneo es una buena evidencia de hemotórax (Light. 1995). Los procesos exudativos pueden parecer como trasudados, pero la mayoría muestran grados variables de turbidez y oscurecimiento, y a menudo se coagulan si no están heparinizados. Un olor fecal puede detectarse en infecciones anaeróbicas. Las muestras turbias, lechosas o sanguinolentas deberían ser centrifugadas y examinarse el sobrenadante. Si el sobrenadante es claro, la turbidez suele deberse a elementos celulares o desechos. Si la turbidez persiste tras la centrifugación, es más probable un derrame quiloso o
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Tabla 19-19 Diferencias celulares en los derrames pleurales Neutroíilia



(>50%)



Neumonía b a c t e r i a n a ( d e r r a m e paraneumónico) Infarto pulmonar Pancreatitis A b s c e s o subfrénico Tuberculosis p r e c o z Trasudados (por e n c i m a del 10%) Lintocitosis



(>50%)



Tuberculosis (células mesoteliales raras) Infección viral Neoplasia Quilotórax v e r d a d e r o Pleuritis reumatoide L u p u s e r i l e m a t o s o sistèmico D e r r a m e s urémicos Trasudados (aproximadamente 30%) Eosinofilia



(>



10%)



Aire en el e s p a c i o pleural Traumatismo Infarto pulmonar Insuficiencia c a r d i a c a c o n g e s t i v a Infección ( e s p e c i a l m e n t e parasitaria, fúngica) Síndromes de h i p e r s e n s i b i h d a d Reacción m e d i c a m e n t o s a E n f e r m e d a d e s reumáticas Enfermedad de Hodgkm Idiopàtico



seudoquiloso.



Los derrames quilosos verdaderos se producen por fístula del conducto torácico, por obstrucción por línfoma o carcinoma, o por una interrupción traumática (Lámina 19-11B). Se puede formar una capa superficial cremosa de quilomicrones con la muestra en reposo. El quilotórax congénilo idiopático es la forma más común de derrame pleural en el recién nacido. Los derrames seudoquilosos o quiliformes pueden tener apariencia lechosa, verdosa o enpintura dorada". Se acumulan gradualmente por la rotura de los lípidos celulares en los derrames de larga duración como en la pleuritis reumatoide. la tuberculosis o el mixedema. Las características que distinguen los derrames quilosos de los seudoquilos se resumen en la Tabla 19-18.



Examen microscópico Recuento celular. Los recuentos leucocitahos no son fiables para diferenciar los trasudados (1000 ful). Los recuentos de hematíes por encima de 100.000 /ul son muy sugestivos de neoplasia.



Tabla 19-18 Características diferenciales de los derrames quilosos y seudoquilosos Quiloso" Aparición Aspecto Examen microscópico Tnglicéridos Electroforesis de lipoproteínas



Súbita Blanco-lechoso, o amarillo-sanguinolento Linfocilosis



>110mg/dl (>1.24 mmol/l) Presencia de quilomicrones



Seudoquiloso' Gradual Lechoso o verdoso, brillo metálico Reacción celular mixta, cristales de coiesterol 


' Los valores entre paréntesis están en unidades del SI I Algunos derrames seudoquilosos tienen niveles de tnglicéridos mayores de 110 mg/dl Modificado con permiso de Kjeldesberg CR. Knight JA Body Fluids: Laboratory Examination ot Amniotic. Cerebrospinal. Seminal. Serous and Synovial Fluids. 3- ed Copyright © American Society of Clinical Pathologists. Chicago. 1993



traumatismo o infarto pulmonar. Los recuentos celulares formales lienen poco valor práctico. Recuento diferencial y citología. El examen debería realizarse sobre un frotis teñido, preferiblemente preparado por citrocentrifugación y con la tinción secada por aire de Romanowski. También pueden utilizarse métodos de filtración o concentración automatizada con tinción de Papanicolau, especialmente si hay preocupación por la pérdida celular. La preparación de bloques de células no es necesaria, excepto en los derrames en los que se considere la posibilidad de neoplasia (Jonasson. 1990). Las células mesoteliales son habituales en los derrames pleurales de procesos inflamatorios (Lámina 19-12). Se encuentran, sin embargo, claramente en los pacientes con pleuresía tuberculosa, empiema y pleuritis reumatoide. y en pacientes que han padecido pleurodesis. Los depósitos de fibrina y la fibrosis que ocurren en estas situaciones pueden prevenir la exfoliación de las células mesoteliales. Las células carcinomatosas pueden formar conglomerados de tumor fácilmente reconocibles (Lámina 19-13A) o imitar estrechamente a las células mesoteliales (Lámina 19-13B). Un panel de tinciones mmunocitoquímicas puede ser necesario para su confirmación. Los neutrófilos predominan en el liquido pleural de los pacientes con inflamación de la pleura (Tabla 19-19). Cerca del 10% de los trasudados también tienen un predominio de neutrófilos, pero esto no tiene significado clínico. Los linfocitos predominan en los trastornos resumidos en la Tabla 19-19. La mayoría son pequeños, pero pueden verse de tamaño medio, grande y variantes reactivas (transformadas). Las divisiones nucleares y nucleolares son más frecuentes en los derrames que en la sangre periférica. También pueden verse células plasmáticas. La linfocitosis asociada con trasudados no tiene significado clínico. Los linfomas no-Hodgkin de bajo grado o la leucemia linfocítica crónica iLLC) pueden ser difíciles de distinguir de los derrames serosos ricos en linfocitos (Lámina 19-14). Los inmunofenolipos por citometria de flujo o mmunociloquímica, junto con la morfología celular, habilualmente son útiles para hacer el diagnóstico correcto. Los porcenlajes relativos de células T. células B y de cadenas ligeras no son por si solos definitivos para la diferenciación de los exudados benignos de los malignos (Ibrahim, 1989). Un derrame eosmofilico se define por tener más del 10% de eosinólilos. Las causas más comunes están relacionadas con la presencia de aire o sangre en la cavidad pleural (Tabla 19-19). La mayoría son exudados, y casi en
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el 3 5 % de los pacientes la etiología es desconocida (Adelman. 1984). Aunque no ayuda mucho en el diagnóstico de un derrame, la eosinofilia parece estar asociada independientemente con una mayor supervivencia (Rubins, 1996). Un número menor de células cebadas o basótilos a menudo acompañan a los eosinófilos. Pueden observarse cristales de Charcot-Leyden derivados de los esmófilos.



Análisis químico Proteínas. La determinación de las proteínas totales o albúmina del liquido pleural tiene poca utilidad clínica, excepto cuando se combina con otros parámetros para diferenciar exudados de trasudados. La electroforesis de las proteínas muestra un patrón similar al del suero salvo por la alta proporción de albúmina, y tiene un valor pequeño para el diagnóstico diferencial (Light, 1995). G l u c o s a . El nivel normal de glucosa del liquido pleural, del trasudado y de la mayoría de exudados es similar a los niveles de suero. La disminución de la glucosa en el líquido pleural, aceptada como un nivel por debajo de 60 mg/dl (3.33 mmol/l) o una relación de glucosa en el liquido pleural/suero menor de 0,5 (Sahn, 1982), es más constante y drástica en la pleuritis reumatoide y en los exudados paraneumónicos macroscópicamente purulentos. Una glucosa baja en el líquido pleural también puede verse en neoplasias, tuberculosis, infecciones bacterianas no purulentas, pleuritis por lupus y rotura esofágica. Lactato. Los niveles de lactato en el líquido pleural pueden ser una ayuda útil en el diagnóstico rápido de las pleuritis infecciosas. Los niveles son significativamente más altos en la infecciones bacterianas y en las infecciones tuberculosas pleurales que en otros derrames pleurales, observándose elevaciones moderadas en los derrames malignos (Brook. 1980). Los valores mayores de 90 mg/dl (10 mmol/l) tienen un valor predictivo positivo de pleuritis infecciosas del 9 4 % y un valor predictivo negativo del 100% (Gástrin, 1988). E n z i m a s . La elevación de la actividad de la amilasa sobre el nivel del suero (habitualmenle de 1,5 a 2,0 veces mayor o más) indica la presencia de pancreatitis, rotura esofágica o derrame maligno (Light. 1973). La elevación de la amilasa derivada de la rotura esofágica o de neoplasia es de la isoterma salivar, que lo diferencia de la pancreatitis (Kramer, 1989). Los niveles de LD en el líquido pleural se elevan en proporción al grado de inflamación pleural. Además de su uso en la diferenciación de exudados de trasudados, la disminución de los niveles durante el curso de un derrame indica que se está resolviendo el proceso inflamatorio, mientras que el incremento de los niveles indica un empeoramiento de la situación lo que hace necesaria una solución más agresiva o tratamiento. El análisis de las isoenzimas de LD raramente puede ayudar en el diagnóstico de los exudados problemáticos (Lossos. 1997) pero no se recomienda para su uso habitual. p H . La determinación del pH del líquido pleural tiene una precisión diagnóstica mayor en la evaluación del pronóstico de los derrames paraneumónicos (relacionados con la neumonía) (Heffner, 1995). Un exudado paraneumónico con un pH mayor de 7,30 se resolverá generalmente completamente solo con tratamiento médico. Un pH menor de 7,20 indica un derrame paraneumómco complicado (lobulado o asociado con empiema) que requiere un drenaje quirúrgico. Los pacientes con exudados en el límite de la complicación con valores de pH entre 7.20 y 7.30 deben de vigilarse de forma estrecha, repitiendo las determinaciones. Un nivel de glucosa concomitante por debajo de 60 mg.'dl (3,33 mmol/l). sin embargo, sugiere fuertemente un empierra inminente. La pleuritis reumatoide y derrames malignos con escasa respuesta a la pleurodesis tienen un valor de pH menor de 7,20 y un nivel de glucosa bajo (Rodríguez-Panadero. 1989). Un valor del pH por debajo de 6,0 es característico de la rotura esofágica, aunque un empiema grave puede a veces ser asi de bajo (Good. 1980). El urinotórax, una colección de orina presumiblemente producida por el drenaje linfático de cúmulos perineales dentro de la cavidad pleural, también se asocia a un liquido pleural menor de 7,30. Estos derrames son trasudados debido a su bajo contenido en proteína, su olor a orina, y tendrán un nivel de creatmina mayor que en el suero simultáneamente extraído (Miller. 1988).



L i p i d o s . Las determinaciones de lípidos ayudan en la identificación de los derrames quilosos. Los niveles de trigficéridos del líquido pleural por encima de 110 mg/dl indican un derrame quiloso. Los valores entre 60 mg/dl y 110 mg'dl (0.68 mmol/l a 1,24 mmol/l) son menos ciertos y requieren de electroforesis de lipoproteínas para los quilomicrones para confirmar el quilotórax. (Staats, 1980). Los derrames pseudoquilosos y no quilosos tienen generalmente niveles de triglicéridos por debajo de 50 mg/dl (0,56 mmol/l) sin quilomicrones (Tabla 19-18). Las determinaciones del colesterol son útiles en la diferenciación de trasudados de exudados, tal y como se describió anteriormente. Rara vez se observan niveles elevados y presencia de cristales de colesterol en los derrames pleurales presentes durante años. M a r c a d o r e s t u m o r a l e s . Varios marcadores tumorales diferentes se han estudiado en los líquido orgánicos. EL CEA quizás es el mas útil marcador líquido de neoplasia. pero los valores de corte indicados varían considerablemente. La sensibilidad de los derrames malignos varía dependiendo del origen del tumor y de forma global rondan el 4 0 % al 50%. Los derrames paraneumónicos complicados suelen habitualmente tener niveles de CEA elevados (García-Pachón, 1997) pero no deberían suponer un problema para su distinción clínica. Aunque no se recomienda como análisis habitual, los marcadores tumorales pueden servir de ayuda en exudados no inflamatorios enigmáticos con citología negativa.



Estudios inmunológicos Aproximadamente el 5% de pacientes con AR y el 50% con LES desarrollan derrames pleurales alguna vez en el curso de su enfermedad. El FR habitualmente está presente en los derrames pleurales asociados con AR seropositiva. Aunque una cifra en liquido pleural de 1:320 o mayor en un paciente con AR conocida es una evidencia razonable de pleuritis reumática (Halla, 1980). se han identificado valores elevados de FR (hasta 1:1.280) en el 4 1 % de los pacientes con neumonía bacteriana, el 2 0 % de pacientes con derrames malignos y el 14% de pacientes con tuberculosis: esto hace que el análisis habitual de FR tenga poco valor (Levine, 1968). Las cantidades de ANA pueden ser útiles en el diagnóstico de derrames debidos a la pleuritis por lupus, con una sensibilidad del 8 5 % utilizando un valor de corte de 1:160 (Good. 1983). La especificidad, sin embargo, no es alta, ya que otras afecciones también provocan cantidades elevadas de ANA. La disminución de los niveles de complemento ( C H 


Examen microbiológico La bacteria más habitualmente asociada con los derrames paraneumónicos son los Staphylococcus aureus y ciertos bacilos Gram negativos. Las bacterias anaeróbicas se aislan en una proporción significativa de casos, así se deberían realizar cultivos aerobio y anaeróbico.



Tabla 19-20



C a u s a s de d e r r a m e s pericárdicos



Infección Pericarditis bacteriana Tuberculosis Pericarditis fúngica Pericarditis viral o por micoplasma R e l a c i o n a d o c o n el sida Neoplasma C a r c i n o m a metaslásico Linfoma Infarto d e m i o c a r d i o



Hemorragia Traumatismo Terapia anticoagulante Derrame de aneurisma de aorta Metabòlica Uremia Míxedema E n f e r m e d a d reumatoide L u p u s eritematoso sistèmico



SIDA = síndrome de la inmunodeliciencia adquirida.
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La sensibilidad a la tinción de Gram sólo es del 5 0 % (Ferrer. 1999]. Las muestras para examen teñidas con naranja de acridina pueden mejorar la sensibilidad en un 2 0 % (Hanes. 1988). Se recomienda que los laboratorios tengan microscopio fluorescente. La tinción directa de los derrames tuberculosos para las bacterias ácidorápidas tiene una sensibilidad del 10%. con cultivos positivos sólo en el 3 0 % de las veces (Kumar, 1981). La biopsia pleural obtiene el cultivo más sensible (50% ai 75%) y puede proporcionar un rápido y presunto diagnóstico de luber culosis al demostrar histopatológicamente los granulomas o bacterias ácidorápidas. La combinación de los cultivos y las tinciones de ácidos-rápidos con la biopsia pleural puede incrementar la sensibilidad hasta el 9 5 % (Jay. 1986). La adenosina deammasa (ADA) elevada, si se encuentra disponible, puede proporcionar una evidencia química rápida en los derrames tuberculosos, independiente del estado VIH (Rianlawan. 1999). La forma isoenzimática ADA-2 se elabora por linfocitos activados en la tuberculosis. Por tanto, pueden existir falsos positivos en el linfoma. pleuresía reumatoide. LES. y raramente en los adenocarcinomas (Light. 1995). El empiema puede provocar falsos positivos por niveles elevados de la isoenzima ADA-1 en los neutrólilos. La relativamente baja prevalencia de la pleuresía tuberculosa en norteamérica anticipa un valor predictivo positivo menor comparado con los excelentes resultados publicados en la bibliografía asiática y europea, donde la tuberculosis es más común. El mélodo colorimétnco de G u s t i de donde se obtiene la mayor parte de la información del ADA. desafortunadamente no se encuentra ampliamente disponible en los EE.UU. (Rolh. 1999).



LÍQUIDO PERICÁRDICO En el espacio pencárdico existe normalmente de 10 ml a 50 mi de líquido, producido por un proceso trasudativo similar al líquido pleural. El derrame pencárdico puede estar producido por procesos inflamatorios, hemorrágicos o neoplasias: las causas habituales se resumen en la Tabla 19-20. Los pacien tes infectados con el VIH habítualmente tienen derrames pericárdicos asintomáticos. que pueden llegar a ser grandes en fases más avanzadas de la enfermedad (Silva-Cardosa. 1999). Muchos de los análisis de laboratorio recomendados descritos para el líquido pleural (Tabla 19-17) también se aplican a los derrames pericárdicos. No está establecido el valor de pedir análisis para diferenciar la acumulación de liquido pericárdico en trasudado y exudado.



Obtención de la muestra y examen macroscópico Los derrames pericárdicos de causa desconocida o los derrames grandes con signos de taponamiento generalmente se envían para estudio de laboratorio. El líquido se obtiene por pericardiotomia tras toracotomía limitada o bien mediante pericardiocentesis, la aspiración del liquido mediante una aguia estéril. El líquido pericárdico normal es amarillo pálido y claro. Los derrames importantes (>350 mi) se producen sobre todo en neoplasias o uremia, o son idiopáticos. El 45% de los taponamientos cardíacos asociados al VIH son ¡diopáticos, mientras que las infecciones tuberculosas y bacterianas se corresponden con el 20% de los casos (Chen. 1999). La infección o neoplasia tipicamenie producen un derrame turbio, mientras que los derrames por uremia son habítualmente claros y de color pajizo. Estas y muchas otras alteraciones pueden producir derrames hemorrágicos. Un líquido como sangre obtenido por pericardiocentesis puede representar un derrame hemorrágico o una aspiración inadvertida de sangre del corazón. La sangre que se obtiene de una cámara del corazón tendrá un hematocrito comparable a la sangre periférica, y la determinación de los gases en sangre producirá resultados similares a la sangre venosa o arterial. En conlraste, el hematocrito de un derrame hemorrágico es habítualmente menor que el de sangre periférica. El análisis de gases sanguíneos demostrará un pH y PO menores y un PCO. que es mayor que en la sangre venosa o arterial (Mann. 1978). La sangre de una punción cardíaca se coagula, mientras que los derrames hemorrágicos habítualmente no lo hacen. Una apariencia lechosa sugiere la presencia de un derrame quiloso verdadero o seudoquiloso. La identificación y diferenciación de éstos se trató previamente bajo el epígrafe de Examen macroscópico del líquido pleural.
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El síndrome pospericardiotomia es una complicación bastante común pero no específica de la cirugía cardiaca (u otro daño cardíaco) que se desarrolla en días a semanas de la lesión inicial. Se caracteriza por la aparición de fiebre, dolor torácico pleurítico. y otros signos de inflamación pleural, pericárdica y. menos frecuentemente, pulmonar. Casi en un 80% de los casos se desarrollan derrames plurales exudativos. Éstos son a menudo serosanguinolenlos a hemorrágicos y tienen típicamente un pH mayor de 7.4 y unos niveles de glucosa normales (Stelzner. 1983). No hay análisis especiticos para el diagnóstico del síndrome pospericardiotomia. El diagnostico, por tanto, sigue siendo por exclusión clínica. La etiología no está clara pero el tiempo de evolución, la presencia de anticuerpos antimiocárdicos, y la respuesta a terapia anliinflámaloria sugieren un proceso mediado inmunoiógicamenle. Se han determinado niveles elevados de anticuerpos antimiocárdicos comparados con el suero, niveles de complemento disminuidos, y de mmunocompleíos en el líquido pleural en un solo paciente con ei síndrome (Kim. 1996).



Examen microscópico El hematocrito y el recuento de hematies apoyan la presencia de un derrame hemorrágico pero tienen un valor limitado en el diagnóstico diferencial. El recuento leucocitano total por encima de 10.000 Jji sugiere una pericarditis tuberculosa, bacteriana o maligna. Sin embargo, un bajo recuento también se encuentra en estas situaciones, limitando el valor de esla determinación (Agner. 1979). La clásica diferenciación leucocitaria añade poca información al diagnóstico, pero siempre debería realizarse un frotis teñido. La identificación citológica de células malignas habítualmente es difícil El carcinoma metastásico de pulmón y de mama son los que con más frecuencia se observan en los derrames pericárdicos malignos. La citología tiene una sensibilidad del 95% y una especificidad del 100% (Meyers. 1997).



Análisis químico Los parámetros químicos para el diagnóstico de los derrames pericárdicos no se han estudiado con la misma extensión que otros liquido orgánicos. La aplicación habitual de estos análisis debería por tanto esperar una futura evidencia de su viabilidad. Proteínas. Un valor mayor de 3,0 g/dl tiene una sensibilidad del 97% para las situaciones de exudado pero una especificidad sólo del 22%. limitando su utilidad Las proteínas no tienen poder discriminatorio en el diagnóstico (Meyer, 1997). G l u c o s a . Los niveles de glucosa pericárdica menores de 60 mg di tienen una precisión diagnóstica solo del 3 6 % para identificar exudados (Meyers. 1997). Los valores menores de 40 mg di í3,0 g/dl) o la relación de proteínas totales en líquido-suero mayor de 0,5 sea criterio que diferencie un exudado pericárdico de un trasudado (Meyer, 1997) Antes de su implantación habitual, se necesitan estudios que corroboren y apoyer estos criterios junto a su utilidad clínica. La actividad de la adenosina deaminasa es un análisis complementario útil en la pericarditis tuberculosa en casos sospechosos con tinciones negativas. Se ha informado de una sensibilidad del 93% y una especificidad del 97% utilizando un valor de corte de 40 U/1 (Koh, 1994).
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Estudios inmunologicos



T a b l a 1 9 - 2 2 Criterios establecidos para la evaluación del lavado peritoneal



Se han descrito valores altos de anticuerpos antinucleares en derrames asociados con el lupus eritematoso, pero no son específicos de este proceso (Leventhal. 1990).



Examen microbiológico La sensibilidad de la tinción de Gram y cultivo en la pericarditis bacteriana es aproximadamene del 5 0 % y 80%, respectivamente, similar a otros líquidos serosos del organismo. El diagnóstico de un agente etiológico especifico en la pericarditis viral generalmente es innecesario porque la morbilidad es baja, y en los cultivos virales de líquido pericárdico habitualmente no crece un organismo (Bellinger. 1987). La infección viral es probablemente la responsable de la mayoría de los derrames pencárdicos idiopáticos asociados al V I H . La sensibilidad de las tinciones rápidas de ácidos y el cultivo para la pericarditis tuberculosa ronda el 5 0 % (Agner. 1979). La sensibilidad puede estar elevada tanto como el 9 0 % si también se adjunta un tejido de pericardiotomía.



i Resultado positivo Aspiración de > 15 mi de s a n g r e macroscópica al insertar el catéter Líquido d e l l a v a d o macroscópicamente sanguinolento RBC > 100.000/pl Iras traumatismo c o n t u s o RBC > 50.000/pl tras traumatismo penetrante W B C > 500/ul | Indeterminado Pequeña c a n t i d a d de s a n g r e macroscópica al introducir el catéter RBC 50.000-10O.O0O/pl tras traumatismo c o n l u s o RBC 1.000-50.000/ul tras traumatismo penetrante W B C 100-500/pl Negativo RBC 


LÍQUIDO PERITONEAL Normalmente hay casi 50 mi de líquido en el espacio virtual revestido de mesotelio en la cavidad peritoneal. Al igual que el líquido pleural y pericárdico, está producido por un ultrafiltrado de plasma dependiente de la permeabilidad vascular, y la fuerza hidrostática y oncótíca de Starling. Un paciente con un derrame peritoneal se dice que presenta ascitis, y el líquido se conoce como liquido ascitico.



por la hipertensión portal tiene un gradiente de al menos 1.1 g/dl !>11 g l ) . mientras que la ascitis producida por otras causas tiene un gradiente menor de 1,1 g.'dl (Runyon, 1992). Como todo criterio utilizado para la separación de trasudados de exudados, el gradiente de albúmina suero-ascitis es un discriminador imperfecto. Los pacientes con ascitis "mixta", por ejemplo, cirrosis hepática con ascitis y tuberculosis peritoneal, suelen tener gradientes amplios.



Trasudados y exudados



Obtención de la muestra



Las causas más habituales de derrame peritoneal se enumeran en la Tabla 19-21. Los criterios de laboratorio para clasificar el liquido ascitico en trasudado y exudado no están tan bien definidos como en el liquido pleural. Por ejemplo, no es infrecuente que muestras infectadas o relacionadas con neoplasias tengan concentraciones de proteínas en el rango de los trasudados, y muchos pacientes con ascitis cinética o insuficiencia cardíaca tienen valores de proteína en el rango de exudado (Runyon. 1992). El gradiente de albúmina en suero-ascitis, definido como la concentración de albúmina en el suero menos la concentración de albúmina en líquido ascitico. se considera un análisis fisiológico más apropiado. La ascitis causada



P a r a c e n t e s i s . La paracentesis diagnóstica se realiza en la mayoría de los pacientes con ascitis nueva, o si hay algún cambio en el cuadro clinico del paciente con ascitis. como el acumulo rápido de liquido o el desarrollo de fiebre. Se necesita un mínimo de 30 mi para la evaluación completa. Si es posible, se debería extraer al menos 100 mi para el examen citológico. Las muestras para el recuento celular deberían colocarse en un tubo EDTA-anticoagulado de venotomia. Las muestras para cultivo deberían incluirse en botellas para el cultivo sanguíneo que hayan sido inoculadas con líquido ascitico en el mismo lugar de la extracción. L a v a d o p e r i t o n e a l diagnóstico ( L P D ) . Este procedimiento ya no se realiza de forma habitual en la evaluación del traumatismo abdominal. La preocupación respecto a la sobresensibilidad y la ausencia de especificidad, y las



Tabla 19-21



Causas de derrames peritoneales



Trasudados: elevación de la presión hidrostática o disminución de la presión oncótica d e l p l a s m a T a b l a 1 9 - 2 3 Análisis recomendados en el derrame peritoneal



Insuficiencia cardíaca c o n g e s t i v a Cirrosis hepática Hipoproteinemia (p. ej.. síndrome nefrótico) Exudados elevación de la p e r m e a b i l i d a d c a p i l a r o disminución de la resorción linfática



Útil en la mayoría de tos pacientes E x a m e n macroscópico Citología Tinciones y cultivo para o r g a n i s m o s G r a d i e n t e de concentración de albúmina suero-ascitis



Infecciones Tuberculosis Peritonitis bacteriana primaria Peritonitis bacteriana s e c u n d a r i a (p ej., apendicitis) Neoplasias Hepatoma C a r c i n o m a metastásico Linfoma Mesotelioma Traumatismo Pancreatitis



Útil en ciertas circunstancias Recuento leucocilario y recuento diferencial Recuento d e RBC (lavado) Foslalasa alcalina I Colesterol (ascitis maligna) Amilasa M a r c a d o r e s tumorales Inmunocitología/citometría de flujo Lactato dehidrogenasa RBC = hematíes. M o d i f i c a d o c o n p e r m i s o de K i e l d e s b e r g C R . Knight JA Body Fluids: Laboratory Examination ol Amniotic. Cerebrospinal. Seminal. Serous and Synovial Fluids. 3 e d . C o p y r i g h t © A m e r i c a n Society of Clinical Pathologists. C h i c a g o . 1993.



Peritonitis biliosa (p. e j , perforación de la vesícula biliar) Derrame quiloso Daño u obstrucción d e l c o n d u e l o torácico (p. e j . , t r a u m a t i s m o , linfoma, c a r c i n o m a , tuberculosis, infección parasitaria) .
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mejorías en los procedimientos diagnósticos atraumáticos como la tomogra fía computerizada y la ecografia. han limitado su uso habitual a 1) exámenes rápidos en hemorragias abdominales significativas y 2) en la evaluación de las lesiones de visceras huecas. Se introduce un catéter a través de una pequeña incisión en la cavidad abdominal. Si se aspira menos de 15 mi de sangre macroscópica, el LPD se obtiene infundiendo 11 de salino o de lactato de Rmger (20 m g k g en niños) y se retira el líquido por drenaje gravitacional. Se deberían recuperar al menos 600 mi para evitar recuentos falsos bajos (Sullivan. 1997). A veces, el catéter se deja insertado y asi el LPD se puede repetir a las dos o tres horas si el resultado inicial fuese negativo o indeterminado. Los criterios habitualmente aceptados para la interpretación del LPD tras un traumatismo se muestran en la Tabla 19-22. Se ha obtenido un valor prediclivo positivo de sólo un 2 3 % para un recuento de leucocitos aislado (sin otros criterios anormales) de 500 pl o mayor (Soyka. 1990). El criterio convencional del LPD puede ser poco fiable para detectar lesiones en las visceras huecas cuando hay sangre por una lesión simultánea de un órgano sólido que no requiere cirugía reparadora, provocando una laparotomía exploradora innecesaria. Se ha propuesto la modificación de los criterios del LPD para ajustar esla luente de sangrado incluyendo un recuento de WBC mayor o igual que el recuento de RBC dividido por (RBC'150). o una ^elación del recuento celular mayor de 1 (Fang. 1998; Otomo. 1998). La relación del recuento celular se define como la relación entre los recuentos de WBC RBC en el liquido del lavado dividido por la relación de WBC i RBC en la sangre periférica. Estos nuevos criterios han informado de especificidades de al menos 97% para las lesiones de visceras huecas, especialmente si el LPD se realiza al menos tres horas después de la lesión. Otras aplicaciones del LPD incluyen la evaluación de pacientes con sospecha de peritonitis aguda o pancreatitis. Diálisis p e r i t o n e a l . El líquido dializado de pacientes renales sometidos a diálisis peritoneal ambulatoria crónica se somete a comprobaciones para descartar infecciones. L a v a d o s perifonéales. Se realizan durante la intervención quirúrgica para comprobar la diseminación precoz de carcinomas abdominales ginecológicos o gástricos. Las muestras habitualmente se envian sólo para examen citológico.



Pruebas recomendadas Las pruebas mas útiles en la evaluación del líquido peritoneal se enumeran en la Tabla 19-23. La importancia relativa variará dependiendo del tipo de muestra y las indicaciones clinicas. Los recuentos de RBC y leucocitos, por ejemplo, son más impodantes que la citología o el gradiente de albúmina suero-asotis en la evaluación del traumatismo. El examen macroscópico proporciona una información inmediata útil en el fr/age clínico y de laboratorio.



Examen macroscópico Los trasudados habitualmente lienen color amarillo pálido y claro. Los exudados son lurbios y oscurecidos debido al cúmulo de leucocitos, células tumorales o proteínas. La presencia de restos de alimentos, material extraño o la coloración verde biliosa en una muestra de LPD indican la perforación del tracto gastrointestinal o del tracto biliar. La pancreatitis aguda y la colecistitis pueden también causar una decoloración verde. El líquido teñido de sangre o macroscópicamente sanguinolento debe ser diferenciado de las punciones traumáticas, donde la sangre habitualmente se aclara al prolongarse la paracentesis. Sólo 15 mi de sangre harán que un litro de liquido pase a rojo resplandeciente y opaco, de tal torma que no se pueda leer un papel a través del tubo de lavado. La habilidad para leer el papel a través del tubo indicará en la mayoría de los casos que el LPD es negativo. Las muestras opacas necesitan de un recuento celular porque la lectura a través del papel se pierde por debajo de 100.000 RBC/ul, criterio de LPD positivo (Bellows, 1998). La ascitis sanguinolenta también se observa en casos de neoplasia y tuberculosis. El líquido lechoso que no se aclara con centrifugación sugiere un derrame quiloso o seudoquiloso. Los derrames quilosos verdaderos son raros. Están causados habitualmente por la rotura o bloqueo del flujo linfático por un trau-
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matismo, linfoma carcinoma, tuberculosis, cirrosis hepática, adherencias o una infección parasitaria. La diferenciación del derrame quiloso verdadero y del seudoquiloso se trató en el epígrafe Liquido pleural, examen macroscópico.



Examen microscópico El recuento leucocitario total es útil para distinguir la ascitis por cirrosis no complicada de la peritonitis bacteriana espontánea (PBE). causada por la migración de bacterias del intestino al liquido ascitico (Lámina 19-15) Casi un 9 0 % de pacientes con PBE presentarán un recuento leucocitario mayor de 500'pl. y de éstos más del 5 0 % serán neutrólilos (Runyon. 1984; Stewarl. 1986). El recuento absoluto de neutrófilos en el liquido ascítico se ha convertido en el método preferido para el diagnóstico de la PBE. Los valores de corte de 250 neutrófilos'pl y de 500 neutrofilos.pl se han utilizado con una precisión diagnóstica de casi un 9 4 % para 500'pl y de casi un 90% utilizando 250 ul (Stassen. 1986: Albulos. 1990). Los valores de los recuentos celulares y gradientes de proteínas y albúmina varían con el movimiento del líquido asociado a la formación y resolución de la ascitis. Por ejemplo, la diuresis puede provocar que el recuento de WBC se eleve desde 30010%) se asocia más habitualmente con procesos inflamatorios crónicos asociados con diálisis peritoneal crónica. También se ha asociado a insuficiencia cardíaca congestiva, la vasculitis. Imfoma y la rotura de quiste hidatídico. La citología tiene una sensibilidad global del 4 0 % al 65% para la ascitis maligna. Sin embargo, la carcínomatosis peritoneal supone solo de un tercio a dos tercios de los derrames malignos; la cilologia tiene una sensibilidad de más del 9 5 % cuando se limita a estos casos (Runyon. 1988). Las tinciones inmunocitoquímicas son útiles en la caracterización de las células atípicas en los casos equívocos.



Análisis químico Proteínas. Como se indicó previamente, el gradiente de albúmina en suero-ascitis es superior al contenido total en proteínas para diferenciar la cirrosis de otras causas de derrame peritoneal (Runyon. 1992). La pentonit s bacteriana espontanea se asocia habitualmente con proteínas bajas y un gradiente de albúmina alto; sin embargo, la realización de determinaciones de proteínas tiene poco valor en este trastorno. El movimiento del liquido extracelular asociado con la formación y la resorción de ascitis causará también variaciones en el contenido de proteínas. G l u c o s a . Se han observado niveles de glucosa en liquido peritoneal disminuidos en un 30% al 6 0 % de los casos de peritonitis tuberculosa y aproximadamente en el 5 0 % de pacientes con carcínomatosis abdominal (Polak. 1973; Brown. 1976). La sensibilidad y especificidad de la determinación de glucosa generalmente son demasiado bajas para tener un valor práctico. E n z i m a s . La actividad de la amilasa en el líquido peritoneal normal es similar al de los niveles sanguineos. Un nivel de amilasa en liquido superior a tres veces el valor del suero es una buena evidencia de ascitis relacionada con el páncreas, como en la pancreatitis aguda, en el seudoquiste pancreático o traumatismo (Runyon. 1987a). La perforación gastroduodenal. la trombosis de la vena mesentérica. la estrangulación intestinal o la necrosis pueden también producir niveles elevados de amilasa. Varias neoplasias no pancreáticas pueden raramente producir elevación de la amilasa en la ascitis. La evaluación de isoenzimas habitualmente mostrará la isoforma salivar en estos casos (Kosches. 1989). La determinación habitual de amilasa no es rentable para evaluar el traumatismo (Alyono, 1981). No se recomienda en la evaluación habitual de ascitis debido a que la frecuencia de la ascitis pancreática es baja. Está indicada la determinación retrospectiva de amilasa en muestras almacenadas, sólo si los estudios iniciales no son diagnósticos. Los niveles elevados de íoslatasa alcalina (>10 U/1) lienen cierto valor en la predicción de lesión intestinal en pacientes con un diagnostico de lavado peritoneal indeterminado que de otra forma se hubieran sometido a una laparotomía (Jaffm, 1993).
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La actividad de la LD habitualmente se encuentra aumentada en los derrames malignos (Gerbes, 1991). Una relación de LD en líquido ascítico.suero mayor de 0.6 tiene una sensibilidad del 8 0 % (Boyer. 1978). La determinación combinada de LD en líquido ascítico y de colesterol pretende una discriminación total entre la carcinomatosis peritoneal y la cirrosis y la ascitis relacionada con el hepatocarcinoma (Castaldo, 1994). Se necesitan estudios adicionales para confirmar el valor de esta combinación. La LD se ha utilizado en el diagnóstico precoz de peritonitis bacteriana espontánea, que tiene una precisión diagnóstica del 7 4 % utilizando un valor de corte de la relación líquido ascítico /suero del 0,4 (Lee, 1987). L a c t a t o . El láclalo del líquido ascítico se ha utilizado junto con la determinación del pH para diferenciar la PBE de la ascitis sin complicaciones. La sensibilidad y la especificidad son casi del 90% utilizando un valor de corte de 40 mg/dl (4,44 mmol/l). con un valor predictivo positivo del 6 2 % (Stassen, 1986). Aunque no tan precisa como el recuento leucocitario, la alta especificidad del lactato en la ascitis hepática sugiere que tiene cierto valor en el diagnóstico de la PBE en casos de lo contrario equívocos. La ascitis maligna y tuberculosa también están asociadas con un lactato elevado. Los pacientes con perforación de visceras huecas, gangrena intestinal, peritonitis o absceso mtraabdominal tienen un nivel de lactato peritoneal menos lactato plasmático de al menos 13.5 mg/dl (1.5 mmol/l), y éste diferencia estos pacientes de otras situaciones que producen cuadros de abdomen agudo (DeLaurier. 1994). Se necesitan estudios adicionales para determinar la utilidad de la determinación del lactato en la toma de decisiones quirúrgicas. C r e a t i n i n a y u r e a . La determinación de la creatinina y la urea nitrogenada algunas veces es útil para diferenciar entre líquido peritoneal y orina. Una creatinina y urea nitrogenada peritoneal elevadas junto con la elevación de la urea en suero pero con una creatinina normal (debido a la difusión retrógrada de la urea) sugiere una rotura vesical. B i l i r r u b i n a . La bilirrubina en el líquido ascítico mayor de 6.0 mg/dl (103 umol/l) y una relación de bilirrubina en el liquido ascitico/suero mayor de 1,0 sugiere un coleperitoneo por rotura de la vesícula biliar (Runyon. 1987b). Una relación mayor de 0,6 se ha propuesto como un marcador adicional de un proceso exudativo, aunque su precisión no sea tan alta como el gradiente de la albúmina (Elis, 1998). p H . El pH del liquido ascítico puede ser útil en el diagnóstico de la PBE en los pacientes con ascitis cirrótica, especialmente si se utiliza junto con el recuento leucocitario (Altali, 1986: Stassen, 1986). Un pH menor de 7,32 o una diferencia del pH entre la sangre-líquido ascítico de más de 0,1 ha demostrado una sensibilidad y especificidad casi del



9 0 % para la PBE, siendo el pH diferencial algo más preciso. El pH del liquido peritoneal parece inútil para la detección de la PBE, en ausencia de neutrófilos (Runyon, 1991). Los pacientes con un pH en líquido ascítico de menos de 7,15 tienen un pronóstico peor (Attali, 1986). También se observa un pH bajo en pacientes con ascitis maligna, ascitis pancreática y peritonitis tuberculosa. Lípidos. El colesterol del líquido ascítico es moderadamente útil para distinguir la ascitis maligna de la ascitis cirrótica (Mortensen, 1988: Castaldo, 1994). La sensibilidad y especificidad tienen una media de un 90% utilizando un valor de corte de 45 mg/dl a 48 mg/dl (1.2 mmol/l). M a r c a d o r e s t u m o r a l e s . Estos análisis raramente son necesarios en el diagnóstico del carcinoma cuando se tiene un buen examen citológico. pero tienen algún valor práctico en el seguimiento de la respuesta del paciente a la terapia y en la detección precoz de recurrencia. El CEA tiene una sensibilidad sólo del 4 0 % al 5 0 % y una especificidad de alrededor del 9 0 % utilizando un valor de corte de 3 ng'ml (Mezger. 1988). Los niveles elevados de CEA en el lavado peritoneal sugieren un mal pronóstico en el carcinoma gástrico (Irinoda. 1998). El CA-125 del liquido ascítico está elevado de alguna forma en una diversidad de situaciones no malignas. Los niveles extremadamente altos se deben más probablemente a carcinomas epiteliales del ovario, trompas de Falopio o endometno. La sensibilidad para el carcinoma de ovario depende del estadio del tumor (rango, del 4 0 % al 90%) y el subtipo histológico (los adenocarcinomas mucinosos tienen valores más bajos) (Molina, 1998). El análisis de la ploidia del ADN por citometria de flujo o el análisis de la imagen podria proporcionar información diagnóstica, aunque limitada, en casos con resultados citológicos equívocos cuando las células malignas portan un cariotipo aneuploide. El estudio de imagen parece ser más práctico que la citometria de flujo cuando hay pocas células tumorales (Rijken. 1991).



Examen microbiológico En la PBE la tinción de Gram tiene una sensibilidad sólo del 25% (Lee, 1987). y los cultivos habituales son positivos sólo en el 5 0 % de los casos (Castellote. 1990). La inoculación en botes de cultivo sanguíneo en el lugar de extracción y la concentración de grandes volúmenes de liquido pueden mejorar la sensibilidad, pero hasta el 35% de los pacientes infectados todavía pueden tener cultivos de líquido ascítico negativos (Marshall, 1988). La sensibilidad de las tinciones ácido-rápidas para la tuberculosis no es superior al 2 0 % ai 30%. Los cultivos tienen una sensibilidad del 50% al 70% ¡Reimer. 1985). Los exámenes laparoscópicos con biopsia pueden ayudar en los casos sospechosos.
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INTRODUCCIÓN El laboratorio de andrología proporciona varias determinaciones y exámenes que ofrecen a los médicos resultados diversos para ayudar en la obtención de conclusiones precisas sobre la fertilidad del paciente. Las investigaciones están dirigidas fundamentalmente al análisis del semen o de su mayor componente, el espermatozoide (esperma), incluyendo un recuento lotal de los espermatozoides, de su concentración, su viabilidad, su movilidad y su morfología. Entre el 10% y el 2 0 % de las parejas americanas, de dos millones a cuatro millones, tienen problemas de fertilidad y se gastan alrededor de cuatro mil millones de euros anualmente en cuidados médicos {U.S. Congress OTA Report 1988). Los médicos que se dedican al tratamiento de la esterilidad utilizan los resultados de los análisis del semen para aconsejar a las parejas sobre las perspectivas de una futura fertilidad, para la selección de donantes para inseminaciones terapéutica, y para seleccionar entre las diferentes técnicas de reproducción asistida (ART) de fertilización in vitro. incluyendo la transferencia de gametos o embriones (Cohén, 1992; Tomlinson, 1999). Varias terapias médicas y quirúrgicas para la esterilidad masculina se evalúan mediante el análisis del semen lanío antes de la operación como en el postoperatorio. El análisis del semen también se usa para examinar la exposición a tóxicos implicados en la reproducción y para establecer sus niveles reguladores (Lamb, 1994). El trabajo fundamental de los laboratorios de andrología se basaba antiguamente en el examen del semen y del espermatozoide para evaluar la función testicular, y su actividad habitual estaba limitada cuando se compara a los laboratorios de hoy en día. No hace mucho tiempo, el análisis del semen se utilizaba en los casos de sospecha de violación o en el establecimiento o denegación de la paternidad basados en la esterilidad. En contraste, los análisis forenses actualmente se llevan a cabo detectando antigenos polimórficos del semen con anticuerpos monoclonales, o por las huellas del ADN, y mediante la tipificación del ADN (Jeffreys, 1993). La reproducción se ha convertido en el punto de convergencia de los conflictos en materia ética desde las primeras conclusiones de Skinner v. Oklahoma en 1942, que destacan por su explícita mención de un "derecho a tener descendencia", y de Roe v. Wade en 1973 permitiendo a las mujeres elegir la interrupción del embarazo (McCullough. 1994). La introducción de las técnicas de fertilización in vitro en 1978 tras el nacimiento de Louise Brown (Brinsden, 1992) ha conducido inevitablemente al reciente éxito abrumador en la clonación de animales (Wilmut. 1997; Wakayama, 1998, 1999). Estos sucesos que han caracterizado esta



época también han desafiado y cambiado nuestros conceptos de la vida familiar (véase Cap. 21). La selección del esperma para elegir el sexo de los hijos (Fletcher. 1983). que se lleva a cabo en algunos laboratorios de andrología. es otro de estos problemas éticos (Billings, 1992). Actualmente se está debatiendo la conveniencia de la extracción y conservación de espermatozoides con propósitos de fecundación en los pacientes en coma, en los enfermos moribundos, o en personas que acaban de fallecer. La fecundación y el establecimiento del embarazo necesitan de una serie de hechos probados: la ovulación y la preparación endometrial para la implantación, la producción del espermatozoide y su tránsito en el varón, el tránsito del espermatozoide y del ovocito en la hembra, y finalmente, la fertilización y el desarrollo embrionario (Taylor. 1992). La esterilidad temporal se cree que está causada por el estrés de los acontecimientos de nuestra vida cotidiana (Cameron. 1997). Cada agente estresante puede tener su propio mecanismo neuroquimico central y neuroendocnno periférico para suprimir la fertilidad. La hormona liberadora de corticotropina (CRH) es uno de los más importantes reguladores del eje adrenal hipotalámico-hipofisano (HPA) y coordinador principal de la respuesta al estrés. En las mujeres, las anomalías pueden estar limitadas a la irregularidad del ciclo ovulatorio. En varones, ciertas clases de estrés afectan a la calidad del semen (Fenster, 1997). Es más, la esterilidad masculina puede ser un signo premonitorio de una seria enfermedad que requiere una valoración mas extensa (Honing, 1994). La secuencia de acontecimientos que conducen desde la producción del espermatozoide y el óvulo hasta la fertilización y formación del embrión se muestran en la Figura 20-1 y en la Figura 20-2 (Amann, 1994; Biasco, 1984): el fracaso en la reproducción sería la c o n s e c u e n c i a de que alguno de estos acontecimientos no sigue su curso normal. Mientras se lueron desarrollando nuevos métodos para identificar las frágiles lagunas del proceso de fertilización, como compensación se fueron empleando nuevos procedimientos terapéuticos, modificando asi los casos descritos de esterilidad mexplicada. Un artículo que resume las observaciones de varios médicos refleja que en las parejas interfiles las frecuencias relativas de las anomalías en el diagnóstico fueron: anomalías en la ovulación 30%, anormalidad del semen 22%, anomalías en las trompas 17%. otros trastornos 12% y la endometriosis en el 5% restante de los casos (Taylor. 1992). Los procedimientos diagnósticos utilizados habitualmente para la esterilidad inexplicable son: en el varón, el análisis del semen, incluyendo la delección de anticuerpos contra espermatozoides, y obteniendo los niveles séricos de testosterona (T) libre y total, hormona luteinizante (LH), hormona folículo estimulante (FSH), y de prolactma (PRL): en las mujeres, la biopsia endometrial, el análisis de la progesterona sérica, la
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Figura 20-1. Recorrido hacia la fertilización y formación del embrión desde la producción del espermatozoide (Con pe^ miso de Amann RP, Hammerstedl RH: In vitro evaluation of sperm quality: An opinion. J Androl 1994; 14:397-408) laparoscopia. la histerosalpmgografia y el análisis poscoital (PCT). Un plan para trabajar con las alteraciones aisladas en los parámetros del semen (Sigman. 1991) se muestra en la Figura 20-3. Ño se incluyen en los análisis habituales del semen un grupo de procedimientos normalmente conocidos como "análisis de la (unción espermática" (Mortimer. 1994; W H O Laboratory Manual. 1999), en los cuales se incluye: el análisis computarizado de las características del movimiento del espermatozoide en el semen (CASA), la interacción del espermatozoide con el moco



Rcucción acrosomal



cervical y la detección de las funciones asociadas a la membrana del espermatozoide tales como la capacitación, la reacción del acrosoma, la adhesión, la penetración y la fusión con la membrana vitelina. seguido por la formación del pronúcleo del espermatozoide. Actualmente existen procedimientos estándar para medir grupos reactivos al oxígeno generados por los espermatozoides en suspensión, además de para establecer la integridad del ADN del espermatozoide y del centrosoma. el elemento clave para la reordenación de los cromosomas en la primera división celular. Estos ensayos cubren el pe-
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Figura 20-2. Maduración preovulatoria del huevo desde el estado de vesícula germinal hasta el ovocito secundario rodeado por el espacio perivitelino (PVS). zona pelúcida (ZP) y el primer corpúsculo polar (PB). La parte baja de la figura muestra el espermatozoide con un núcleo central condensado rodeado por una membrana interna y exlerna experimentando la reacción acrosomal con liberación de enzimas proteolíticas necesarias para la capacitación del espermatozoide: contacto del espermatozoide con la ZP (15 minutos), penetración de la ZP (20 minutos), penetración del PVS y de la membrana vitelina, y bloqueo consecuente de la polipenetracion espermática. La fusión del pronúcleo masculino y lemenmo y la formación del segundo PB ocurre de 20 minutos a 30 minutos tras la fusión. (Con permiso de Basco L: Clmical tesis tot tertilizmg ability. Fértil Steril 1984: 41:177-192).
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Figura 20-3. Árbol de decisiones para el tratamiento de las anomalías aisladas de las variables del semen. (Con permiso de Sigman M, üpschulz LI Howards S: Evaluation of the subfertile male. In üpschulz I. Howards SS (eds): Infertility in the Male. St. Louis, Mosby-Year Book, 1991. págs. 179-210) ríodo del ciclo de vida del espermatozoide desde su producción hasta la fertilización (Figs. 20-1 y 20-2), y los resultados pueden ser particularmente beneficiosos para seleccionar la terapia adecuada. La esterilidad masculina fue casi intratable (véase Cap. 21) hasta la introducción de la inyección intracitoplásmica de esperma (ICSI) utilizando el núcleo de un solo espermatozoide o su equivalente para instaurar el embarazo. Este procedimiento se aplica igualmente al esperma no eyaculado. Sin embargo, esto no deja de tener fallos, ya que vanas enfermedades genéticas que causan la esterilidad masculina pueden ahora haber encontrado una nueva vía para transmitir el defecto genético a la siguiente generación. De entre las enfermedades enumeradas en esta categoría se encuentran microsupresiones del cromosoma Y, la fibrosis quística, los defectos en los genes de los receptores androgénicos (Gnffin. 1992). el síndrome de los cilios inmóvilies (Kartagener) y otros {American Society of Androtogy Workshop. 1999). Asi. para la ICSI, el consejo genético y las aplicaciones clínicas diagnósticas para defectos génicos específicos deberían ser una parte integral de la evaluación del paciente. Una prudente selección de un procedimiento diagnóstico de entre los múltiples análisis de la función espermática actualmente disponibles puede realizarse únicamente cuando se sospecha que un defecto genético específico está ligado a un fenotipo bien caracterizado. Más aun. se debe ser consciente de las limitaciones intrínsecas de los resultados de los exámenes in vitro cuando se aplican estos resultados a decisiones diagnosticas y terapéuticas. Una derivación de la fertilización in vitro y la cilotecnologia genética es la micromanipulación del espermatozoide y sus diferentes aplicaciones (Cohén. 1992). Uno de sus muchos usos para reforzar la penetración espermática de los donantes oligospérmicos o astenospérmicos es la introducción de un número controlado de espermatozoides a través de una zona perforada dentro del espacio perivitelino (inserción subzonal de esperma (SUZI)) o directamente en el citoplasma del ovocito (ICSI). Otro uso de la ICSI es la fertilización del huevo con espermatozoides ya clasificados X o Y (Sarkar. 1974) para la selección del sexo de los hijos, una técnica que ha tenido éxito en ensayos con animales (Johnson. 1993) y en un limitado número de casos en el hombre. La técnica debería ser aplicable especialmente a los portadores de defectos genéticos vinculados a los cromosomas sexuales. La selección de esper-



matozoides contra genes defectuosos vinculados a cromosomas autosómicos puede ser posible con el uso de otras técnicas de separación de los espermatozoides (Sarkar. 1984). Las técnicas de reproducción asistidas utilizan actualmente diferentes métodos para obtener un resultado pronosticado del embarazo. Éstas incluyen la manipulación de los espermatozoides, de los ovocitos y de las células madre germinales (Brmster. 1998) seguido por la selección de embriones basadas en los resultados de los diagnósticos genéticos en un estado de preimplantación (Liu. 1994). Un detallado conocimiento del proceso de fertilización combinado con los resultados de la intensiva exploración del genoma humano han aumentado considerablemente las posibilidades de manipulación en la selección de genes paternos para la descendencia. El análisis del semen tras una varicocelectomia se realiza dentro de los tres a cuatro primeros meses tras el procedimiento quirúrgico para determinar la mejoría en el recuento espermálico. la morfología y la movilidad para alcanzar el embarazo (Mathews. 1998). Un varicocele es una dilatación del plexo pampiniforme de las venas escrotales. Mientras que se puede descubrir que del 15% al 2 0 % de la población masculina normal tiene varices escrotales. este número se acerca al 4 0 % en hombres subfértiles y es la causa más común de anomalía que puede ser tratada quirúrgicamente. Los varicoceles ocurren bilateralmente. predominantemente en el lado izquierdo, pero puede haber un varicocele adicional en el lado derecho en más del 50% de los pacientes. La ligadura del varicocele puede ayudar en la oligospermia con pobre movilidad espermática e inadecuada morfología en presencia de niveles normales de gonadotropinas. Un varicocele puede alterar el transporte convectivo a través de los capilares testiculars debido a un incremento de la presión venosa y de la temperatura, intensificando el intercambio de fluido intersticial y de la producción linfática testicular. Las concenlraciones locales de sustratos dentro del compartimiento intersticial pueden cambiar considerablemente como resultado de esto, pues en los testiculos, el mayor volumen de productos tisulares secretados alcanza la circulación sislémica por el efluente venoso (Gilbert. 1994) En el paciente azoospermia) o en los muy oligospérmicos con bajo volumen, se debe discriminar entre la baja producción de espermatozoides y el
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deterioro en la liberación, o una combinación de ambas cosas. Aunque la biopsia testicular sea el examen definitivo al estudiar la producción de espermatozoides, un nivel significativamente alto de FSH es un firme indicativo de un epitelio seminífero anormal. La ecografía transrectal (TRUS) se puede utilizar para identificar las anormalidades en el sistema genital masculino, algunas de las cuales son tratables. Una ecografía de los vasos, de las vesículas seminales y de los conductos eyaculáronos puede revelar un defecto específico responsable de los problemas de liberación de los espermatozoides, como agenesia de los vasos, agenesia o atresia de la vesícula seminal, dilatación de las vesículas seminales causada por una obstrucción y un quiste o calculo prostético causante de un bloqueo en el conducto eyaculatorio. La ausencia bilateral del conducto deferente (encontrada en un 1% de los hombres estériles) en pacientes con fibrosis quistica es el resultado de un defecto en el gen de la fibrosis quistica y es probablemente una consecuencia primaria más que una consecuencia indirecta secundaria del gen defectuoso (Oates. 1994). El deterioro de la calidad del semen y la reducción del recuento espermatico están frecuentemente atribuidos a nuestras condiciones sociales y ambientales desde hace ya unas pocas décadas (Gray. 1992). Los adolescentes se han vuelto vulnerables al extendido consumo de alcohol, abuso de drogas y al tabaco, y las sociedades mundiales están sufriendo un incremento a la exposición de toxinas medioambientales. La comida modificada genéticamente (Weiss, 1999), ios productos farmacéuticos y la exposición a microorganismos creados por las nuevas tecnologías, pueden además llegar a ser otra fuente de riesgo potencial para nuestra salud reproductiva. Las toxinas entran en nuestro sistema a través del agua contaminada a partir del escape del agua de uso agrícola. Existen alrededor de 60.000 productos químicos de uso comercial y 500 nuevos productos se empiezan a utilizar cada año. Se muestra alarmante la información obtenida de estudios sobre los efectos potencialmente dañinos de muchos de esos productos químicos, particularmente de los tóxicos reproductivos que contienen halógenos, glicol y éter glicol, metales, productos plásticos y sustancias estrogénicas (Lamb, 1994). Una toxina puede causar esterilidad en el varón por muy diferentes mecanismos, bien afectando adversamente en la diferenciación del testículo fetal, o directamente dañando los túbulos seminíferos y las células madre germinales, o inhibiendo el proceso de maduración del espermatozoide en el testículo adulto. Una toxina puede también actuar indirectamente, induciendo cambios en la función de la hipófisis y el hipotálamo. Aunque los estudios en animales pueden no ser comparables para entender todas las dolencias humanas (Spearow, 1999). éstos al menos descubren alguna de las insidiosas maneras en que los metabolitos de un agente aparentemente inocuo pueden llegar a ser muy precisos al elegir los objetivos donde producir efectos tóxicos (Gray, 1992). Un ejemplo de tales tóxicos que afectan la reproducción es el Vmclozolin, un funguicida, registrado para uso en diferentes frutas y vegetales, plantas ornamentales y en el césped (Kelce. 1994). El Vinclozolm compile débilmente con los andrógenos para unirse a los receptores androgénicos (Ki >700 pM). pero dos de sus productos de degradación, el ácido 2-[(3,5-diclorofenil)-carbamoil)oxil)-2-metil-3-butenoico (M1) y el 3',5'dicloro-2-hidroxi-2-metilbut-3-enanilida (M2), son antagonistas efectivos de la unión de los andrógenos (Ki = 92 pM y Ki = 9,7 u M , respectivamente). Los tumores de las células de Leydig, la atrofia ventral de la próstata y las vesículas seminales se vieron afectadas por la exposición crónica en las ratas adultas masculinas. Hembras expuestas desde el día 14 de gestación hasta el tercer día posterior al nacimiento produjeron cachorros masculinos con varías anomalías reproductivas, distancia anogenital reducida, desarrollo de los pezones, falo hendido con hipospadias, testículos ectópicos suprainguinales, saco vaginal, granulomas epididimales y testiculares, vesículas seminales atróficas y glándula prostética ventral: siendo todas estas anomalías indicaciones de la actividad antiandrogénica del funguicida. Curiosamente, ni el Vinclozolin ni sus productos de degradación inhiben la actividad de la 5 a reductasa, que convierte la testosterona en la 5i/.-dihidrolestosterona, el andrógeno más potente. La preocupación general sobre el potencial infeccioso de los fluidos que pueden contener el virus de la inmunodeliciencia humana (VIH) (WHO Laboratory Manual. 1999), particularmente la albúmina humana, un aditivo complementario obligatorio en el medio nutritivo, o las muestras de semen crioconservado adquiridas de donantes para la inseminación artificial {American Fertility Society, 1990), ha añadido una nueva dimensión a los pro-



cedimientos de seguridad en los laboratorios de andrología. Puede ser necesaria una educación técnica adicional para el personal que ya esta preparado para la manipulación de material infectado de pacientes con enfermedades de transmisión sexual. Quizás debido a esta inquietud y a la legislación CLIA {Clinical Laboratory Improvement Amendments. 1998), la estandarización de los procedimientos de laboratorio, el control de calidad y su evaluación están ganando aceptación intemacionalmente (véanse Caps. 1 y 6). Uno de los pasos clave que puede tomarse para mejorar y mantener altos estándares en el laboratorio es la participación en exámenes de conocimientos relacionados con las determinaciones del recuento espermálico, del porcentaje de la motilidad y del porcentaje de la morfología normal.
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Análisis del semen El análisis del semen se puede recomendar como un procedimiento rentable para parejas que han tenido problemas en la concepción después de seis meses de contactos sexuales sin utilizar métodos anticonceptivos. Los importantes indicadores del estado de la salud sexual y de la esterilidad del hombre se pueden deducir de estos resultados y de resultados de futuros seguimientos. El examen básico del semen consiste en la determinación de la concentración de espermatozoides, la motilidad y el porcentaje de la morfología normal, de acuerdo con las directrices descritas en el manual de laboratorio de la Organización Mundial de la Salud para el examen del semen y de la interacción del semen con el moco cervical (WHO Laboratory Manual. 1999). Un libro más descriptivo. Practical Laboratory Andrology (Mortimer. 1994). es otra guia de referencia útil, y el problema fundamental de la evaluación de la esterilidad masculina mediante el análisis del semen ha sido descrito de forma concisa en recientes revisiones (Gilbert. 1992.1994; Tomlinson. 1999). Se debería indicar al paciente cómo recoger el semen tras tres días y nunca más de cinco días de abstinencia sexual, debería registrarse en la petición del análisis del semen el nombre, la fecha y hora de recolección, la duración de la abstinencia y el intervalo entre la recolección y el análisis. Los periodos mayores de abstinencia suelen conllevar un volumen de semen mayor pero con una movilidad espermática menor. Una pequeña parte de una segunda muestra de semen puede ser recogida a las dos horas si hubiese sospecha de un periodo de abstinencia mayor. La persona debe evacuar la vejiga antes de la eyaculación. Se debería entregar un recipiente estéril predeterminado de plástico (polipropileno) con tapadera de rosca al laboratorio en menos de una hora de su recolección mientras se mantiene cerca del cuerpo para conservar una cálida temperatura durante su transporte. Se puede recoger en este momento una muestra de orina tras la eyaculación si se sospecha de eyaculación retrógrada. Se deberían utilizar dos muestras recogidas en un intervalo de dos a tres semanas para su evaluación, y si éstas son notablemente diferentes, se deberían recoger muestras adicionales. Teóricamente, las muestras de semen se deberían obtener en una habitación privada, cercana al laboratorio ya que. para algunas muestras, los espermatozoides se deben separar del plasma seminal lo antes posible. El semen se debería obtener de la masturbación, y si hay alguna circunstancia que impide esta forma de recolección, se debería disponer de unos condones de goma especiales para su obtención tras la copulación. Las muestras de semen incompletas no deberían ser analizadas. Convendría realizar un examen microscópico inicial de semen tras la licuefacción, que se produce habitualmente en menos de 20 minutos a temperatura ambiente. Si la muestra no se vuelve líquida, esto puede indicar una secreción inadecuada de la próstata, y puede que tengan que añadirse enzimas proteolíticas como la bromelina, plasmma o quimotripsina. Es importante que la muestra de semen se agite vigorosamente antes del siguiente examen, y se detalle la viscosidad. El volumen eyaculado puede ser medido por la diferencia de peso del recipiente en que se deposita antes y después de su recolección. La aparición de un color amarillento en la muestra de semen está asociado con piospermia. y un color rojizo con una pequeña hemorragia en la vesícula seminal. El pH oscila entre 7.2 a 7.8 pero puede ser de 8.0 o superior debido a una infección aguda en la próstata, vesícula seminal o epidídimo. El pH sera de 7.0 o menor si se contamina con orina, si existe una obs-
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trucción en los conductos eyacúlatenos o cuando la muestra se compone fundamentalmente de liquido prostético. Debería realizarse un examen microscópico inicial para obtener la tasa de concentración de espermatozoides, de la motilidad y de la aglutinación. También se pueden observar otros elementos celulares como las células del tracto uretral y las "células redondas" como las células espermatogénicas y los leucocitos, cuando se recuentan los espermatozoides en un hemocitómetro (véase Cap. 24). Como la movilidad espermática y la velocidad dependen de la temperatura, la valoración de la motilidad se realiza en un microscopio de fase caliente. Un volumen fijo de 8 pl de un semen normalmente viscoso bajo un cubreobjetos de cristal de 22 x 22 mm tendrá una profundidad de 16,5 pm en la preparación en medio líquido. Se necesita solo 4 pl del volumen de la muestra para producir una profundidad estándar de 20 pl utilizando portaobjetos desechables con dos cubreobjetos de cristal bastante gruesos, siendo estos buenos para uso cotidiano. Un hemocitómetro o cualquiera de las otras microcámaras de recuento disponibles pueden utilizarse para el recuento espermático. Al menos se deberían contar cuatro campos diferentes de cada una de las dos muestras de semen bien mezclado, y se debería registrar la media de las ocho diferentes lecturas. El recuento espermático total se calcula multiplicando el factor de dilución (la concentración normal oscila entre 20 millones/ml a 50 millones/ml) por su volumen (rango normal de 2 mi a 5 mi). La motilidad (rango normal del 50% o superior) se expresa como el porcentaje de espermatozoides que tienen movimientos y su avance (rango normal de 2, y máximo de 4 si es excelente) es anotado. Los espermatozoides que se mueven rápidamente en linea recta con poca desviación y movimiento lateral se clasifican como 4, y como 3 cuando el movimiento es menor. La motilidad espermática clasificada como 2 es todavía más lenta y con desviación considerable, y de grado 1 cuando no progresan. La progresión cero denota la ausencia de motilidad alguna. Si la motilidad es menor del 5 0 % , se realiza una tinción de viabilidad con eosina complementado con nigrosina. En el microscopio de campo brillante, el tinte rojo se acumula en la cabeza de los espermatozoides inmóviles. En las muestras en las que no se visualizan espermatozoides, como en el semen tras la vasectomía, se debería centrifugar la muestra completa, y examinar el material restante tan pronto como sea posible para buscar fragmentos de espermatozoides intactos o dañados. El análisis debería repetirse tras 4 a 6 meses. La aglutinación del esperma se observa cuando espermatozoides móviles se pegan unos a otros en diferentes orientaciones como cabeza a cabeza, cola a cola, cuerpo a cuerpo, o de diferentes maneras dependiendo de la especificidad de los anticuerpos de los espermatozoides dirigidos contra antigenos de estas estructuras espermáticas. La asociación de espermatozoides con detritus o como resultado de infecciones bacterianas puede diferenciarse de la aglutinación debido a los anticuerpos específicos de espermatozoides o por la degradación de fragmentos de tejido de los conductos seminíferos. La aglutinación sugiere una causa inmunológica de la esterilidad y debería ser registrada una descripción del tipo de aglutinación. Las células redondas se deberían diferenciar en dos clases: gametos inmaduros con un núcleo simple o doble altamente condensado con un área relativamente grande de citoplasma rodeándolo, y los leucocitos polimorfonucleares. que son menores que las células anteriores y tienen una relación núcleo/citoplasma menor. La tinción con peroxidasa identifica específicamente a los leucocitos polimorfonucleares en presencia de linfocitos y otras células que habitualmente se encuentran en el semen. Si se sospecha contaminación bacteriana debería indicarse, como también la presencia o ausencia de células epiteliales. Si no se ven espermatozoides asociados a un bajo volumen de semen, tras la eyaculación debería realizarse un examen en la orina con fructosa para descartar la eyaculación retrógrada. Sin embargo, la importancia del examen con fructosa ha disminuido a lo largo de los años debido a la utilización de herramientas diagnósticas más directas como la TRUS. Los resultados de los análisis de las características morfológicas de los espermatozoides han ganado importancia en años recientes debido a su valor predictivo como determinante de la fertilidad (Ombelet, 1997). Los espermatozoides morfológicamente anormales tienen habitualmente múltiples defectos, y el promedio de defectos por espermatozoide, designado como el Índice teratospérmico. es un factor pronóstico significativo de la función del espermatozoide tanto fn vivo como in viiro. La característica más evidente de anor-
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malidad espermática es la amplia variabilidad del área acrosomal. Los espermatozoides con un capuchón acrosomal menor de un tercio de la superficie de la cabeza, con un área citoplásmica de más de la mitad del tamaño de la cabeza, y con una cola menor de 45 pm de longitud, son considerados anormales. Los "Criterios Precisos" propuestos por Kruger (1998) consideran como anormales a todas las variedades difíciles de clasificar. De particular interés es la relación directa entre el tamaño del acrosoma y la frecuencia de fertilización o de embarazos. Habitualmente la tinción Diff-Quik ® (Allegiance Health-Care Corporation, McGraw Park, IL), es el método de elección del esperma, y la tradicional técnica en cuña se utiliza para una preparación fina del semen. La determinación de la morfología por ordenador es particularmente útil en muestras con un número muy bajo de espermatozoides normales donde de otra forma pueden permanecer sin ser detectados.



Análisis inmunológicos La presencia de anticuerpos espermáticos que se unen a los antigenos de la cabeza o cola se considera determinante en la esterilidad inmunológica, Los anticuerpos son habitualmente de la inmunoglobulina A (IgA) o IgG, y raramente de la clase IgM: los anticuerpos de IgA se considera que tienen la mayor relevancia clinica. Los métodos actuales detectan anticuerpos ligados al espermatozoide por análisis de reacción mixta de aglutinación (MAR) directa o indirecta para la IgG y la IgA o por análisis de inmunoglobulinas, donde se detectan todas las clases pero con una sensibilidad variable. Ambos análisis necesitan que los espermatozoides sean móviles. El análisis por MAR directa puede realizarse en semen fresco completo y el resultado se puede interpretar a los pocos minutos con un microscopio de luz ordinaria. Este análisis se realiza mezclando semen con partículas de látex recubiertas con IgG humana. A esta mezcla se le añade antisuero monoespecífico de IgG humana. La formación de aglutinados mixtos entre las partículas y los espermatozoides móviles indica la presencia de anticuerpos espermáticos. Con el microscopio de luz habitual la unión localizada de las partículas identifica el anticuerpo como especifico de la cabeza, cola u otra región de la estructura del espermatozoide. Puede realizarse también un análisis indirecto con este reactivo para detectar la presencia de anticuerpos centra espermatozoides en el semen, en el moco cervical o en suero. El análisis de inmunoglobulinas puede detectar las tres clases de inmunoglobulinas de los anticuerpos del espermatozoide cuando las partículas están recubiertas con antisuero monoespecífico para cada clase. Por ello, los espermatozoides se lavan para eliminar todas las inmunoglobulinas libres antes de añadir estas partículas. Con este reactivo también puede diseñarse un análisis indirecto. El análisis se interpreta mejor bajo el microscopio de contraste de lases. Se puede esperar un incremento del riesgo de presencia de anticuerpos contra espermatozoides en los hombres como resultado de una vasectomia, infecciones recurrentes, obstrucción de los conductos, criptorquidismo, varicoceles, biopsia testicular, traumatismo, torsión, cáncer y predisposición genética (Gilbert, 1992). El origen de los anticuerpos contra espermatozoides en las mujeres se asocia habitualmente con la inflamación aguda de la mucosa del tracto genital.



Análisis microbiológicos Las infecciones del tracto genital (véase Cap. 22) pueden tener un efecto adverso significativo en la esterilidad masculina y femenina. Por ejemplo, la Escherichia coli puede causar aglutinación e inmovilización del espermatozoide, y la adhesión de la E coli al espermatozoide está mediada por la mañosa y por estructuras de la superficie celular que se unen a la mañosa, presentes en ambos tipos celulares (Wolff. 1993, Sarkar. 1974). Se deberia tomar especial precaución al recolectar muestras de semen para la detección de hongos o bacterias y así eliminar las posibilidades de fuentes de contaminación externa. El cultivo del plasma seminal para evaluar la presencia de organismos aeróbicos y anaeróbicos puede ayudar en el diagnóstico de la infección de glándulas accesorias en el hombre, particularmente de la próstata. Si la concentración de bacterias excede de 1.000 unidades formadoras de colonias (CFUs) por mililitro, las colonias se deberían identificar y analizar su sensibilidad antibiótica. Las infecciones genitales, particularmente las conocidas como enfermedades de transmisión sexual, requieren frecuentemente de la participación de un laboratorio microbiológico especializado, ya que un examen
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especifico de ADN puede ser eficaz en la detección y confirmación de un microorganismo no descubierto mediante procedimientos normales de cultivo y aislamiento. Las inlecciones microbianas del tracto genitourinario pueden producirse junto con ciertas enfermedades sistemicas conduciendo a la sospecha de que ambas están relacionadas por un mimetismo antigénico (Bachmaier, 1999)



Análisis bioquímicos El funcionamiento de las glándulas accesorias, especialmente de la vesícula seminal, la próstata y el epidídimo, puede ser evaluado examinando la presencia y cantidad de cada uno de sus exclusivos constituyentes. El contenido de zinc y ácido cítrico en el semen, a la vez que su pH y la actividad de la fosfatasa acida, son medidas fidedignas de la secreción de la glándula prostética. El contenido de fructosa del semen refleja la función secretoria de las vesículas seminales. En caso de azoospermia causada por la ausencia congénita de conductos deferentes, un nivel de fructosa bajo puede indicar una malformación conjunta de las vesículas seminales. La obstrucción del conducto eyaculatorio o la agenesia de los conductos deferentes y las vesículas seminales, puede dar lugar a la producción de semen de bajo volumen, bajo p H , falta de coagulación y ausencia del olor característico del semen, La u-glucosidasa neulra se origina sólo en el epidídimo. y su medida es de valor diagnóstico en la obstrucción distal del conducto cuando se tienen en cuenta los factores hormonales y testiculares.



Funciones reproductoras o análisis de la función espermática El funcionamiento defectuoso del espermatozoide puede afectar varias funciones reproductoras como el transporte de espermatozoides en el tracto reproductor del hombre y la mujer y en acontecimientos directamente relacionados con la fertilización, como la unión a la zona especifica, la penetración y la formación del pronúcleo masculino. Pueden existir muchos factores responsables del funcionamiento espermático defectuoso. Las evidencias recientes indican que el daño producido por la peroxidasa. inducido por la generación excesiva de grupos reactivos al oxígeno, podría ser uno de ellos Los niveles anormalmente elevados de actividad de la creatina fosfocinasa y una ba|a proporción entre la actividad del músculo (CK-M) respecto a las actividades combinadas de las isoformas de músculo y cerebro (CK-M+B) pueden ser indicativos de actividad anormal de la pieza media espermática. La crealmina cmasa (CK) es una enzima clave en la generación de energía y trasporto del espermatozoide. Esta cataliza la regeneración de adenosina trifosfato para mantener la interacción de la tubulina con la dineina durante el ciclo de la motilidad. El análisis de la función espermática incluye específicamente el 1) análisis de la penetración espermática (SPA). 2) el análisis de la hemizona. 3) el análisis de la acrosina, 4) análisis de la dilatación hipo-osmótica (HOS) y 5) el análisis de la penetración del moco cervical. 1. El SPA usa la zona desnuda de los huevos del hámster rubio como huésped para la penetración del espermatozoide humano, analizando asi la capacidad fertilizadora del esperma. El espermatozoide debe completar muchas de sus lunciones anteriores para lograr penetrar en el huevo. El análisis de SPA mide la capacitación del esperma. la reacción del aerosoma, la fusión del espermatozoide al oolema, la incorporación del espermatozoide en el ovoplama y la pérdida de la condensación de la cromatina del espermatozoide Un análisis SPA positivo, sin embargo, no incluye las acciones de la unión y del paso del espermatozoide a través de la zona, y no garantiza el desarrollo normal del embrión. Un análisis SPA negativo puede ser una manifestación falsa, ya que la reacción del acrosoma tras la interacción con la zona no se analiza con este procedimiento. 2. Para el análisis de la hemizona se utilizan ovocitos sin fertilizar obtenidos por donación; éstos son divididos en dos y se contabiliza el número de espermatozoides que rodean densamente la superficie externa. Se supone que las dos mitades de la hemizona son funcionalmente equivalentes, proporcionando asi una comparación controlada de esta unión. El resultado de este análisis muestra una buena correlación con la morfología de los "criterios precisos" y con las tasas de fertilización in vitro. 3. El análisis de la acrosina mide la acrosina. una proteinasa de serina similar a la tripsina específica del acrosoma espermático. Es responsable de la penetración del esperma en la zona pelúcida, y tras su liberación es activada por la unión del espermatozoide a la zona.



4 El análisis de la HOS mide la integridad de la membrana del espermatozoide. Ésta es una estructura muy diferenciada y cada área por separado de esta membrana es metabólicamente distinta en su capacidad para transportar moléculas selectivamente. Cuando los espermatozoides viables son expuestos a condiciones hipo-osmóticas, el agua entra en la célula, lo que produce una dilatación y ondulación de la cola, que puede verse bajo el microscopio de contraste de fases. El análisis de la HOS es muy comparable al análisis SPA en los eyaculados normales. 5. El análisis de la penetración del moco cervical mide la relativa capacidad del espermatozoide móvil para penetrar el moco cervical recogido a mitad de ciclo, comparado con una muestra de moco estándar. L o s espermatozoides son susceptibles a los cambios de pH del moco cervical: los ácidos del moco inmovilizan, mientras que el moco alcalino intensifica la motilidad del esperma: el rango de pH óptimo es de 7 a 8,5, siendo el rango normal del moco cervical en la mitad del ciclo. El moco con influencia de estrógenos favorece la penetración: sin embargo, el momento ideal de máxima penetración puede variar de un ciclo a otro. El análisis cuantifica la penetración contando el numero de espermatozoides móviles a diferentes distancias del camino desde el punto de entrada dentro de una cámara rellena con moco. Ya que el contenido de agua |y de ion calcio) del moco es mayor durante el pico estrogénico. un mayor número de espermatozoides pueden penetrar y tienen una mayor velocidad de desplazamiento comparado al tiempo que tardan en un control con progesterona cuando el contenido de agua es un 10°o más bajo. El análisis de PCT realizado en esle momento también indica el momento de mayor penetrabilidad del espermatozoide. El moco cervical humano o bovino se utiliza para analizar la penetración de espermatozoides móviles y puede ser comparado con los resultados del PCT.



Análisis automatizado del semen La evaluación normal del semen puede hacerse mediante un análisis automatizado de la imagen, utilizando el movimiento de la cabeza del espermatozoide para deducir las magnitudes de varios parámetros de movilidad. Existe software para los sistemas automatizados de los análisis morfológicos de las muestras teñidas basados en los "criterios esenciales" de Kruger. Hay varios programas de software para la mortometria del esperma humano y animal. El automatismo persigue establecer métodos estándar de análisis y fijar niveles aceptables de corrección en la determinación de varios parámetros que contribuyan a las comparaciones entre diferentes laboralorios. Sin embargo, en cualquier muestra de semen, el espermatozoide humano es extremadamente heterogéneo y tiene una amplia frecuencia de distribución en casi todos los parámetros de morfología, características de movimiento y de contenido de ADN del espermatozoide. Recientemente han existido discrepancias sobre el establecimiento de los valores estándar aceptables para determinar si una muestra es normal o anormal, fértil o estéril. Por esta razón, el análisis del semen por métodos manuales realizado por técnicos cualificados es la práctica normal de los laboratorios de andrología.



PROCEDIMIENTOS TERAPÉUTICOS Lavado espermático La preparación del espermatozoide para la inseminación se está convírtiendo en una de las actividades más importantes dentro de los laboratorios de andrología. Los procedimientos clínicos como la fertilización m vino (IVF). la transferencia intratubárica de gametos (GIFT), la inseminación intrauterina (IUI) y otros, requieren que los espermatozoides móviles sean aislados del plasma seminal en menos de una hora Iras su eyaculación para proteger a los espermatozoides de los efectos inhibitorios de la fertilización del plasma seminal. El plasma seminal puede ser eliminado eficazmente mediante centrifugaciones repetidas tras diluir el semen con un medio nutritivo (Mortimer. 1994). Sin embargo, la producción de grupos reactivos al oxigeno por la muerte del espermatozoide y de otros tejidos y detritus celulares centrifugados, junto con los espermatozoides vivos, es considerado también un mecanismo inhibitorio. Por ello, la sedimentación a través de una solución coloidal con gradiente de densidad se usa como técnica selectiva para el espermatozoide vivo (el cual
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tiene un contenido en agua menor y es más denso que la mayoria de los componentes del semen) y es habitualmente empleado para lavar las preparaciones utilizadas en las técnicas de reproducción asistida. Otros usos



431



CONTROL DE CALIDAD Y SEGURIDAD EN EL LABORATORIO



terapéuticos del lavado espermático se dan en pacientes c o n eyaculación retrógrada donde el esperma es recuperado directamente de la vejiga o de la orina, y se usa para aislar los espermatozoides que se mueven libremente de los aglomerados formados por anticuerpos de espermatozoides, y además para favorecer el tránsito del espermatozoide en las mujeres con problemas cervicales.



Crioconservación del semen La crioconservación de semen o el banco de esperma se recomienda en los hombres que quieren conservar su función reproductora antes de comenzar una terapia contra el cáncer, antes de la esterilización quirúrgica por vasectomia o para hombres que se encuentran en extraordinarias situaciones de riesgo vital como en el servicio militar, asegurando la disponibilidad de esperma en un momenlo preciso, como es el caso de la reproducción asistida. También se recomienda para los donantes que tienen un recuento espermático bajo pero con buena supervivencia criogénica, ya que esto proporciona la oportunidad de concentrar eyaculaciones almacenadas para la inseminación. El semen de donantes con fines terapéuticos esta crioconservado porque ello permite que exisla un tiempo suficiente para el examen de una pequeña cantidad de la muestra, demostrando o no la presencia de virus y oíros agentes infecciosos antes de la inseminación. La crioconservación también garantiza la rápida disponibilidad de una amplia variedad de genotipos (y de fenotipos del donante) para su selección y para su uso en múltiples inseminaciones.



Cada aspecto del proceso experimental deberá ser ratificado por técnicas de control de calidad, y su utilidad diagnóstica y la satislacción del usuario deben controlarse por un sistema de garantía de calidad. La mayoria de los laboratorios encuentran amplias variaciones en los resultados de los análisis de semen, habitualmente en el recuento espermático y en las identificaciones morfológicas. Los exámenes de valoración de conocimientos o análisis de valoración similares y seminarios de tecnología médica podrian ofrecer con el tiempo una ayuda para lograr mayor uniformidad en estos resultados. La confidencialidad del paciente debería ponerse de relieve en estas prácticas habituales. Los criterios de uniformidad en la realización de las técnicas de laboratorio se garantizan mepr determinando la vanabilidad entre el personal técnico a intervalos regulares y observando la discrepancia potencial entre las determinaciones (véanse Caps. 1 y 6). Ha de utilizarse una metodología predeterminada para la formación del personal de laboratorio y disponerse de un método de relerencia para la evaluación de cada procedimiento. Una amplia y reciente revisión de análisis de semen evalúa el calibre técnico y la calidad de estas pruebas (Baker, 1994). Los exámenes de esterilidad pueden tener una nueva dimensión en este siglo, dotado con el mapa completo del genoma humano y enriquecido por los prósperos éxitos en la terapia génica. Actualmente se está desarrollando un registro de todos los genes con expresión testicular. Por comparación directa de la expresión génica entre los testículos fértiles y estériles, las mutaciones o supresiones serán pronto identificadas como causas potenciales de los Iracasos en la reproducción masculina. Adicionalmente, es probable que surjan de estas investigaciones otros métodos diagnósticos y otra clasificación de la esterilidad, complementado todo ello por los nuevos avances terapéuticos.
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Estimulación ovárica y manipulación de oocitos



El nacimiento de Louise Brown en julio de 1978 tras fertilización in vitroy transferencia del embrión (FIV/ET) (Tabla 21-1) fue un hito en el tratamiento de la infertilidad (Steptoe, 1980). Inicialmente se desarrolló para tratar mujeres que eran incapaces de concebir debido a infertilidad tubárica, pero la FIV/ET se ha extendido desde entonces para tratar muchas otras indicaciones incluyendo la infertilidad de causa desconocida y la endometriosis, asi como la infertilidad en parejas donde el problema reside en el esperma del hombre. En todo el mundo, cientos de miles de niños han nacido por FIV y procedimientos relacionados como la transferencia de gametos y cigotos intrafalópica (GIFT Y ZIPT) (Tabla 21-1). Sólo en Estados Unidos hubo 65.863 ciclos de tratamiento con tecnología de reproducción asistida (TRA) en 1996. Como resultado de estos procedimientos se notificaron un total de 14.702 partos de los que resultaron 21.196 recién nacidos (TRA. ASRM, 1999). En el Reino Unido, entre abril de 1996 y marzo de 1997 se realizaron tratamientos de FIV en 25.565 pacientes: se iniciaron 35.520 tratamientos incluyendo la transferencia de embriones congelados y posterior descongelación de los mismos lo que dio lugar a 27.981 transferencias de embriones. Hubo 6.755 embarazos clínicos (20,2% de todos los tratamientos iniciados) lo que originó 5.601 nacimientos vivos (16,7% de todos los tratamientos comenzados) (HFEA, 1998). A pesar de estos impresionantes avances, todavía la experiencia general



es que la FIV estándar falla en ciertas parejas, especialmente en aquellas con infertilidad grave del varón donde los números espermáticos son demasiados bajos y/o la función del esperma es defectuosa. Para tratar estos casos ha sido necesario desarrollar los procedimientos de fertilización que soslayan las barreras para la fertilización in vitro: disección parcial de la zona (PZD), inseminación subzonal (SUZI) e inyección intracitoplasmática de esperma (ICSI) (Tabla 21-1). Este capítulo revisa el estado actual de las técnicas de reproducción asistida, haciendo hincapié en el tratamiento en el laboratorio de la FIV/ET estándar y de las técnicas más novedosas de fertilización asistida que han sido introducidas recientemente en la práctica clínica.



FERTILIZACIÓN IN VITRO CONVENCIONAL La FIV convencional es un tratamiento bien establecido para ciertos tipos de infertilidad. Las diversas etapas de un ciclo de tratamiento con FIV consisten en: 1) selección del paciente. 2) estimulación ovárica, 3) recuperación de oocitos, 4) preparación de semen, 5) inseminación, 6) evaluación de la fertilización, 7) división del embrión, 8) reposición del embrión, 9) congelación del exceso de embriones y 10) detección del embarazo. Cada una de estas etapas se resume a continuación.
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una noche en el hospital. Actualmente, la recolección de oocitos se suele realizar mediante punción folicular transvaginal guiada por ecografía bajo anestesia local. Esto hace que la FIV sea más cómoda y factible ya que puede ser llevada a cabo con pacientes ambulatorios. El fluido folicular contiene fibrinógeno, que puede coagular en pocos minutos. Por tanto, se añade una pequeña cantidad de hepanna al medio de cultivo empleado durante la aspiración folicular. Debido a que el medio de cultivo es utilizado durante la recolección de oocitos en un incubador con dioxido de carbono (COj), se utiliza otro sistema de tamponamiento, como el HEPES



Selección de pacientes Entre las indicaciones de FIV se encuentran la enfermedad tubárica, la infertilidad andrológica, la endometriosis y la infertilidad inmunológica e idiopática. No es infrecuente que estén presentes varias causas de infertilidad en una pareja. La FIV convencional puede aplicarse también en parejas infértiles que requieren donación de oocitos. Esta última implica dos grupos distintos de pacientes: 1) mujeres sin función gonadal debida a disgenesia gonadal, menopausia prematura (la cual puede ocurrir espontáneamente o tras castración quirúrgica o inducida por quimioterapia o radioterapia) o síndrome de los ovarios resistenles, y 2) mujeres con ovarios funcionales pero que no desean utilizar sus propios oocitos para quedarse embarazadas debido al riesgo de transmitir anormalidades cromosómicas a los descendientes (p. ej.. si existen antecedentes de enfermedad autosómica dominante o enfermedad ligada al cromosoma X. o cuando ambos componentes de la pareja son portadores de una enfermedad autosómica recesiva) (Van Steirteghem, 1992a; Pados. 1994).



Estimulación ovárica La finalidad de la estimulación ovárica es lograr el desarrollo de múltiples folículos maduros de forma que puedan ser recolectados una gran cantidad de oocitos para maximizar la probabilidad de éxito del tratamiento FIV. Actualmente, el protocolo más empleado de estimulación ovárica combina el tratamiento con un agonista de la hormona liberadora de gonadolropina (GnRHa) y gonadotropinas (Fleming, 1982). Hasta hace poco todas las gonadotropinas se preparaban por extracción de la orina de mujeres menopáusicas. La gonadotropina de las mujeres menopáusicas (HMG) es un preparado urinario que contiene cantidades aproximadamente iguales de folitropina (FSH) y lutropma (LH). Más recientemente, ha podido disponerse de FSH pura biosintética, preparada mediante tecnología de ADN recombinante (Out, 1995). La GnRHa se administra para realizar la desensibilización de los gonadotropos de la hipófisis a la GnRH endógena de forma que la estimulación ovárica pueda ser realizada mediante la administración de gonadotropinas exógenas (Charbonnel. 1987; Loumaye. 1989,1990). También pueden administrarse antagonistas de la hormona liberadora de lutropma (LHRH) junto con gonadotropinas (Albano, 2000). Cuando algunos folículos han madurado suficientemente, según su tamaño (>17 mm de diámetro, comprobado mediante ecografía ovárica) y/o medida de la concentración sérica de estradiol (>3,7 nmol/l). la ovulación puede ser inducida administrando gonadotropina corióníca humana (hCG). Debido a que este régimen suprime la secreción hipofisaria de LH. la fase luteinica siguiente ha de ser "mantenida" administrando pequeñas dosis de hCG para estimular la producción lútea de progesterona o administrando directamente progesterona exógena (Smitz. 1992, 1993).



Recuperación de oocitos El propósito de esta etapa es aspirar de forma rápida y segura tantos oocitos maduros como sea posible de los ovarios de las pacientes. Cuando se empezó a usar la FIV, la recuperación de los oocitos se llevaba a cabo mediante laparoscope bajo anestesia general, lo que requería la disponibilidad de un quirófano con todo su personal y. generalmente, una estancia de



Figura 21-1. Complejos de cúmulos de oocitos en el momento de la recolección de los oocitos a un aumento de x5 (A), x i o (B) y x40 (C).
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O R I N A Y OTROS FLUIDOS CORPORALES



Inmediatamente después de que el contenido de cada folículo ha sido aspirado, estos son examinados para ver si hay complejos de cúmulos de oocitos (COC) en el portaobjetos calentado de un estereomicroscopio. Habitualmente los COC pueden ser identificados con facilidad (Fig. 21 -1). Tras un cuidadoso lavado de los COC con medio de cultivo son transferidos a placas Petri o tubos con medio de cultivo. El cultivo in vilro puede realizarse en tubos abiertos o en placas de cultivo donde se utiliza un gran volumen de medio de cultivo (>0,5 mi) o en pequeñas gotitas de medio de cultivo (25 pl) cubiertas con aceite de parafina. La calidad de los oocitos se evalúa indirectamente examinando los cúmulos de células. Este tipo de comprobación sólo puede hacerse si puede visualizarse el primer cuerpo polar o una vesícula germinal. La apariencia de los cúmulos de células y de la corona radiante puede ser equivoca para una verificación correcta de la etapa de desarrollo del oocito. Una verificación más fiable puede ser traumática para el oocito. Durante el tiempo que se requiere para evaluar los cúmulos u los oocitos puede haber cambios de osmolalidad del medio de cultivo. De forma similar los cambios de temperatura pueden ser perjudiciales para el citoesqueleto. El uso de portaobjetos calentados en los microscopios es, por tanto, muy recomendable.



El medio FIV El medio FIV debe ser similar a los fluidos corporales donde los oocitos y, posteriormente, los embriones residen durante la concepción natural. La fertilización y primeras divisiones tienen lugar en la trompa de Falopio. Hasta ahora ha sido difícil imitar la compleja composición dinámica del fluido tubárico. Por tanto, los laboratorios que realizan FIV utilizan medios de cultivos definidos. Muchos medios de cultivo diferentes pueden ser utilizados para la FIV La mayoría son tampones bicarbonato que contienen suplementos proteinicos (suero de la paciente, suero de sangre de cordón umbilical, albúmina sérica humana o bovina) (Ménézo, 1984; Staessen, 1990,1994,1998). La incubación se realiza a 37°C, generalmente en atmósfera de 0 al 5%, C O al 5% y N al 9 0 % . La osmolalidad del medio es generalmente de unos 285 mOsm/kg H 2 0 , la cual se parece a la osmolalidad del plasma. Los requerimientos energéticos de los oocitos y de los embriones tempranos han sido determinados empleando técnicas atraumáticas. La glucosa, el lactato y el piruvato son los sustratos más importantes para un oocito y un embrión. El piruvato es el sustrato más importante hasta la etapa en que consta de ocho células; posteriormente el lactato y la glucosa son los sustratos preferidos. Las soluciones de sales empleadas en los medios de cultivos derivan de soluciones de bicarbonato de Krebs-Ringer. La calidad del agua utilizada es de importancia capital. Puede prepararse agua de elevada pureza mediante desmineralización y ultrafiltración utilizando sistemas de osmosis inversa. ?



?



?



Preparación del semen Los espermatozoides móviles deben ser separados del fluido seminal y permitir su capacilación antes de poder ser utilizados para la FIV convencional. El semen producido por masturbación se deja licuar antes de diluirlo con medio de cultivo y centrifugarlo para que sedimenten los espermatozoides. Entonces se emplea uno de estos dos procedimientos para aislar el esperma móvil del sedimento espermático: 1. 'Nadado hacia arriba: en este tipo de protocolo, el medio fresco se coloca en una capa sobre el sedimento espermático. Tras incubar a 37 C el esperma más móvil "nada hacia arriba" hacia el medio superior alejándose del esperma inmóvil y de los restos que quedan en el sedimento tras la centrifugación (Mahadevan, 1984). 2. Centrifugación en gradiente de densidad: este método es más popular cuando el contenido de esperma móvil del eyaculado inicial es bajo. En este protocolo el sedimento de esperma centrifugado se resuspende en el medio y se cenlrifuga (a 300 g, 20 minutos) a través de un gradiente de densidad discontinuo (dos o Ires capas de, p. ej., PureSperm). Un gradiente típico de dos capas contiene un 9 0 % y un 45% de PureSperm (esto es, partículas de sílice recubiertas de silano). El PureSperm reemplaza hoy en día al Percoll (partículas de sílice recubiertas con polivinil pirrolidona) que se usaba antes. Otra alternativa al Percoll es el Isolate (partículas de sílice con silano unido covalenlemente en un Fluido Humano Tubánco taponado con HEPES). Tras la centrifugación, los



espermatozoides más móviles pueden ser recolectados del fondo del tubo (Gorus, 1981; Sapienza, 1993). El esperma móvil separado por alguna de estas técnicas es recolectado, lavado por centrifugación, resuspendido en medio de cultivo y conservado a 3 7 C hasta la inseminación.



Inseminación Los espermatozoides capacitados se añaden a oocitos encerrados en cúmulos unas pocas horas tras la recuperación de los oocitos, tiempo en el cual se espera que la mayoría de los oocitos se encuentren en la etapa de metafase-ll del desarrollo, listos para la fertilización. El número de espermatozoides añadidos a cada oocito varía habitualmente entre 100.000 y 200.000 espermatozoides/ml de medio de cultivo. En el laboratorio del autor el cultivo de gametos y embriones se lleva a cabo en microgotas de 25 pl de medio de cultivo cubiertas c o n acecite de parafina ligero. El número de espermatozoides añadidos a cada oocito varía entre 2.000 y 5.000, lo que corresponde a una concentración de 80.000 a 200.000 células espermáticas/ml de medio. El mayor número de espermatozoides se utiliza en parejas c o n un factor de infertilidad debido al varón. En parejas con calidad del semen disminuida se añaden, algunas veces. 20.000 células espermáticas (800.000 células espermáticas/ml de medio).



Evaluación de la fertilización Unas 16 a 18 horas después de que los espermatozoides hayan sido añadidos, los cúmulos de células son sacados de cada oocito mediante un suave pipeteo utilizando manualmente finas pipetas de vidrio con diámetros de entre 200 pm y 300 pm. Los oocitos denudados son entonces transferidos a un medio de cultivo fresco y examinados microscópicamente (aumento de x200) para la investigación de pronúcleos y cuerpos polares (Fig. 21-1). La fertilización normal es indicada por la presencia de dos pronúcleos distintos y, generalmente, también por dos cuerpos polares. Si solamente está presente un pronúcleo, se realiza una segunda observación tres o cuatro horas después. En nuestra experiencia, aproximadamente el 25% de los oocilos insemmados que muestran sólo un pronúcleo desarrollarán el segundo en este tiempo (Staessen, 1993a). Alrededor del 5% de los oocitos inseminados desarrollarán finalmente sólo un pronúcleo, mientras que otro 5% desarrollará más de dos (o sea, serán polispérmicos) (Fig. 21-2).



División del embrión Los oocitos lertilizados se examinan de nuevo, generalmente después de una incubación posterior de 24 horas (o sea, 42 horas después de la inseminación), para confirmar que ha ocurrido la división del embrión y para valorar la "calidad" del embrión (Fig. 21-3). La valoración se basa en la extensión de los fragmentos anucleados presentes en los embriones que se están dividiendo. Un sistema típico para clasificar los embriones es el que se expone a continuación. Los embriones "excelentes" (tipo A) son aquellos sin fragmentos anucleados, los "buenos" (tipo B) son aquellos que tienen entre un 1% y un 20% de su volumen relleno con fragmentos anucleados, los "regulares" (tipo C) tienen entre un 2 1 % y un 50% de fragmentos anucleados y los "malos" (tipo D) tienen más del 5 0 % de fragmentación (Staessen. 1989,1992; Cummins, 1986; Puissant, 1987). Debe hacerse hincapié en que la asignación de una buena puntuación morfológica a un embrión individual no garantiza que sea cromosómicamente "normal".



Reposición del embrión Tras establecer la división del embrión algunos embriones son seleccionados para su transferencia transcervical al útero. La reposición de los embriones divididos de suficiente calidad morfológica (o sea, tipos A a C) se lleva a cabo, generalmente, entre 44 y 48 horas después de la inseminación, cuando deben encontrarse en la etapa de dos a cuatro células. La tasa de embarazo tras FIV incrementa con el número de embriones repuestos. Sin embargo, la tasa de embarazos múltiples también se incrementa con el número de embriones reimplantados; por tanto, el número de embriones reirnplantados en cualquier momento se restringe generalmente a un máximo de tres. En las
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pa de Falopio de forma que la fertilización puede tener lugar in vivo. Un número limitado de complejos de cúmulos de oocilos, generalmente no más de tres (véase apartado inferior), se coloca en el extremo fímbrico de la trompa de Falopio junto con 100.000 a 200.000 espermatozoides móviles (Braeckmans, 1987). EL ZIFT es otra variante de FIV/ET en la cual los oocitos fertilizados y no divididos (cigotos) son colocados en la trompa de Falopio el primer dia tras la reposición del oocito. Alternativamente, los embriones divididos son repuestos a la trompa de Falopio de forma similar una vez que la división del embrión ha comenzado (Devroey. 1989). La mayoría de las reimplantaciones de cigotos y embriones a la trompa de Falopio implican laparoscopia y anestesia general, aunque la reimplantación tubárica también puede ser llevada a cabo a través del útero.



Congelación de embriones No todos los embriones producidos en cualquier FIV pueden ser repuestos a la paciente en ese ciclo por el elevado riesgo de embarazos múltiples. Es. por tanto, una práctica habitual cnopreservar (almacenar congelados) los embnones sobrantes para su uso luturo. Si la reposición de embnones frescos no conduce a un embarazo la paciente puede recibir, en un ciclo posterior, embriones descongelados. De forma análoga, las pacientes tratadas con éxito que deseen repetir el tratamiento en el futuro pueden hacer uso de sus embriones congelados almacenados, haciendo así al tratamiento FIV más eficaz y rentable. Los factores que influyen en el éxito de la cnopreservación de embriones incluyen: 1) el protocolo de criopreservación (o sea, el crioprofector utilizado y las velocidades de congelación y descongelación), 2) la calidad morfológica de los embriones y su etapa de desarrollo en el momento de la congelación. 3) el grado de daño sufrido por los embriones durante la congelación y la descongelación, 4) el protocolo de estimulación ovánca que lleva a la recogida de huevos, 5) el tratamiento del ciclo en el que los embriones descongelados son repuestos, 6) el momento de la reposición del embrión y 7) el número de embriones repuestos (Van Steirteghem, 1992b). En la mayotía de los centros con experiencia, las lasas de implantación utilizando embriones congeladosdescongelados es comparable con las tasas de implantación utilizando embriones frescos



Detección del embarazo Dentro de los 12 a 14 días posteriores a la inseminación la implantación de los embriones que han sido repuestos en el útero puede ser detectada mediante el incremento en las concentraciones séricas de h C G Las células trofoblásticas de los blastocilos secretan hCG, incrementándose las concentraciones exponencialmente en el plasma durante el primer trimestre de embarazo. En un embarazo viable, las concentraciones de hCG se duplican aproximadamente cada 1.3 dias. Las desviaciones importantes de esta pauta normal de incremento son indicativas de un embarazo anormal como implantación ectópica, huevo imperfecto o aborto inminente. El diagnóstico de embarazo clínico depende de la visualización ecográlica de un saco geslacional que contenga un feto viable (o sea, con un latido cardiaco detectable) localizado dentro de la cavidad uterina.



Figura 21-2. (A) Oocilo con dos pronúcleos claros (x400), (B) con un pronúcleo (x400) y (C) tres pronúcleos (x200)



mujeres más jóvenes con mayores probabilidades de quedarse embarazada es incluso conveniente restringir este número a dos. Esto evita que se den embarazos triples sin influenciar la tasa de embarazos (Staessen, 1992.1993b).



Giftyzm GIFT y ZIFT son variantes del tratamiento FIV. En el procedimiento GIFT los oocitos y el esperma se recogen igual que para FIV/ET pero luego ambos conjuntos de gametos se combinan y se transfieren inmediatamente a la trom-



PROCEDIMIENTOS DE FERTILIZACIÓN ASISTIDA Poco después de su introducción se hizo patente que los resultados de la FIV convencional eran menos favorables cuando las características del semen del varón estaban muy por debajo de los intervalos de referencia de la concentración, motilidad y morfología. El porcentaje de complejos de cúmulos de oocitos fertilizados normalmente era claramente inferior; por tanto, se formaban menos embriones y en un número importante de parejas no había embriones disponibles para la transferencia (Toumaye. 1992). Con menos de 500.000 espermatozoides progresivos disponibles para la inseminación un cierto número de parejas no pudieron ser tratadas mediante FIV convencional. Los pacientes con azoospermia no deben ser aceptados para FIV convencional
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Figura 21-3. Embrión humano en diferentes etapas del desarrollo: (A) embrión de dos células (x200), (B) embrión de 4 células (x200). (C) embrión de 8 células (x200) y (D) blastocito (x200).



A finales de la década de los 80, algunos procedimientos de fertilización asistida basados en la micromanipulación de huevos y esperma fueron aplicados a parejas con algún factor de infertilidad debida al varón que no habían podido someterse a la FIV convencional. La estrategia fue reducir o remover la barrera a la fertilización in vitro mediante la rotura de la zona pelúcida permitiendo así el acceso directo del esperma al espacio perivitelino de los oocitos. La primera de estas técnicas fue la disección parcial de la zona (PZD) (Fig. 21-4), en la que se hace una pequeña hendidura en la zona para permitir que el esperma pase hacia el oolema. Los resultados de la PZD no fueron, en general, satisfactorios, asociándose a erráticas, pero más bien bajas, tasas de fertilización (Cohén, 1993). La siguiente técnica en ganar aceptación fue la SUZI, en la que algunos (entre 3 y 20) espermatozoides móviles son inyectados a través de la zona pelúcida en el espacio perevitelino (Fig. 21-4). La tasa de fertilización monospérmica durante la SUZI era todavía baja, alrededor del 2 0 % de todos los oocitos inyectados en metafaseII (Cohén, 1993; Fishel. 1993: Palermo, 1992a). En conjunto, la experiencia con PZD y SUZI fue que las tasas de fertilización normal eran demasiado bajas. Consecuentemente, sólo alrededor de dos tercios de las pacientes que recibían estos tratamientos producían embriones (y aún entonces, sólo uno o dos cada vez), de forma que las tasas de embarazo y nacimientos vivos eran inaceptablemente bajas.



INYECCIÓN INTRACITOPLASMÁTICA DE ESPERMA En julio de 1992 el grupo del autor publicó los primeros embarazos y nacimientos tras la reimplantación de embriones generados mediante un nuevo



procedimiento de fertilización asistida conocido como inyección intracitoplasmática de esperma (ICSI) (Palermo. 1992b). En esta técnica, el esperma se inyecta directamente en el oocito a través de la zona pelúcida y el oolema (Fig. 21-4). Antes de esta aplicación clínica, la ICSI había sido utilizada con éxito para obtener descendencia viva en conejos y ganado vacuno. Otros dos centros de FIV habían intentado la ICSI clínica en series de 143 oocitos notificaron la transferencia de cuatro cigotos en dos mujeres y de 11 embriones divididos en otras siete, ninguna de las cuales llegó al embarazo. La experiencia del autor con ICSI ha sido que la tasa de fertilización tras la ICSI es, no sólo significativamente mejor que tras la SUZI. sino que la ICSI también conduce a la producción de más embriones y mayores tasas de implantación (Palermo 1993, Van Steirteghem, 1993a, 1993b, 1993c, 1993d). Así, la ICSI ha sido adoptada como la técnica de elección cuando la fertilización asistida es necesaria. Ocho años después del nacimiento del primer niño ICSI en enero de 1992, el procedimiento se aplica mundialmente a gran escala. Los datos de la experiencia con la ICSI fueron recogidos por la Agrupación sobre ICSI de la Sociedad Europea de Reproducción Humana y Embriología (ESHRE). El número de ciclos de ICSI informados por la Agrupación ha aumentado con los años y son éstos: 3.298 de 1991 a 1993 (35 centros); 12.284 en 1994 (90 centros); 29.291 en 1995 (138 centros) y 27.791 (111 centros) en 1996 (ESHRE Tásíc Forcé on ICSI, 1998). Hasta ahora hay pocas publicaciones que resuman los resultados de gran número de procedimientos ICSI. Los resultados de ICSI en la clínica del autor entre 1991 y 1997 serán, portento, resumidos respecto a la selección de pacientes, estimulación ovárica y manipulación de oocitos, evaluación y preparación del semen, procedimiento ICSI. estado del oocito tras la ICSI y transferencia del embrión y congelación.
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Selección de pacientes La mayoría de las parejas con un importante factor de infertilidad debida al varón pueden ser tratadas actualmente con ICSI. que requiere solamente un espermatozoide con un genoma funcional y un centrosoma para la fertilización de cada oocito. La ICSI puede emplearse también con espermatozoides del epidídimo o de los testículos si hubiese una obstrucción de los conductos excretores. Si un paciente es azoospérmico por una producción reducida de células germinales, la ICSI puede utilizarse si pueden recuperarse suficientes espermatozoides de las muestras de tejido testicular. La ICSI puede ser utilizada con espermatozoides eyaculados en los casos de oligospermia, teratospermia o astenozoospermia. en presencia de títulos elevados de anticuerpos antiesperma, en casos de fallos en fertilizaciones repetidas tras FIV convencional, en pacientes con cáncer en remisión, utilizando espermatozoides congelados antes de la quimioterapia, y en alteraciones eyaculatorias. La ICSI puede ser utilizada con espermatozoides del epidídimo en casos de ausencia bilateral congenita de conducto deferente (CBAVD). síndrome de Young, de fracaso en vasoepidídimo o vasovasostomía. herniorrafia bilateral u obstrucción de ambos conductos eyaculáronos (Silber. 1994; Tournaye, 1994; Devroey, 1995a). La ICSI puede ser utilizada con espermatozoides testiculares en todas las indicaciones para espermatozoides del epidídimo, en presencia de extenso tejido cicatricial que dificulte la aspiración de espermatozoides del epidídimo.



437



en azoospermia causada por fallo testicular y en necrozoospermia (Devroey. 1995b, 1996: Silber. 1995.1996: Tournaye, 1996a. 1996b). La inseminación artificial con espermatozoides del donante (AID) se utiliza solamente cuando la ICSI con espermatozoides del eyaculado, epidídimo o testículos no puede ser empleada o ha fallado, y en parejas que prefieren AID a otros procedimientos debido a consideraciones económicas, psicológicas, éticas o genéticas o bien que consideran el procedimiento ICSI demasiado sofisticado. Antes de su aplicación clínica el protocolo ICSI fue remitido y aprobado por el Institutional Review Boardóe la clínica del autor. Antes del tratamiento las parejas candidatas son informadas completamente sobre los aspectos novedosos de este tratamiento, los datos de resultados disponibles y los posibles riesgos desconocidos, que pueden aparecer posteriormente a lo largo de la vida. Las pareas son informadas de la posibilidad de diagnóstico prenatal y del seguimiento prospectivo de los niños que nazcan. Entre enero de 1991 y diciembre de 1997 se llevaron a cabo 7.374 procedimientos ICSI que implicaron la inyección de 74.520 oocitos en metafase-ll. en la institución del autor. Inicialmente. se habían planeado otros 236 procedimientos adicionales, pero no se llevaron a cabo debido a que no hubo oocitos disponibles (n = 106) o porque no se pudieron encontrar espermatozoides (n = 130). especialmente en pacientes con azoospermia no obstructiva. Se emplearon cuatro tipos de células germinales de los varones: del eyaculado (86.8% de los ciclos), frescos (2,2%), congelados y posteriormente descongelados (1.8%) y espermatozoides del epidídimo o testiculares (9.2%).



Estimulación ovárica y manipulación de oocitos (A)



l'/l>



La estimulación ovárica controlada y la recolección de oocitos se efectúan como se describió previamente para la FIV convencional. Las células del cumulo y de la corona radiante son removidas por incubación durante unos 30 segundos en un medio tamponado con HEPES con hasta 80 Ul de hialunoridasa por mililitro (Tipo VIII, Sigma Chemical Co.. St. Louis, MO). La remoción de las células del cumulo y de la corona se aumenta mediante la aspiración de complejos dentro y fuera de las pipetas de vidrio de diferentes diámetros de abertura (250 um a 300 pm y 200 pm-) manipudas manualmente Los oocitos son posteriormente lavados varias veces en gotas de medio tamponado con HEPES y observados cuidadosamente bajo el microscopio invertido a un aumento de x200. Esto incluye una valoración del oocito y de la zona pelúcida, asi como anotar la presencia o ausencia de una vesícula germinal o del primer cuerpo polar. Además de la valoración de la madurez nuclear el citoplasma del oocito es examinado para ver la presencia de vacuolas u otras anormalidades en la textura del ooplasma. Los oocitos se incuban entonces en gotas de 25 pl de medio, cubiertas con aceite mineral (Sigma) a 37"C en una atmósfera de 5% de 0„ 5% de CO_ y 90% de N . Justo antes del procedimiento ICSI los oocitos son observados de nuevo para ver si más oocitos han sacado el primer cuerpo polar. La inyección intracitoplasmática de esperma se lleva a cabo en lodos los oocitos morfológicamente intactos que han sacado el primer cuerpo polar (Van de Velde. 1997), 2



En el curso de estos 7.610 ciclos de tratamiento. 92.838 COC fueron recuperados (o sea. una media de 12.2 COC por ciclo). El examen microscópico tras la remoción del cúmulo reveló la presencia de oocitos con la zona pelúcida intacta en el 95,0% de los COC. oocitos en metafase-ll con un cuerpo polai en el 81,5% de los COC, oocitos en la etapa de vesícula germinal en el 9,8% y oocitos en metafase-l en el 3,7% de los COC.



Evaluación y manipulación del semen Los valores de semen fueron considerados "normales"' si 1) la concentración de esperma fue de. al menos. 20 X io /ml. 2) la movilidad del esperma progresivo fue. al menos, del 4 0 % y 3) la morfología del esperma normal fue de, al menos, el 14%. Las características de los 6.180 especímenes de semen eyaculado fresco utilizado para la ICSI fueron las siguientes: oligoastenoleratozoospermia en el 44,0%; dos parámetros anormales del semen en el 30.4%: un parámetro anormal en el 18,4% y parámetros "normales" de semen en el resto (7,2%). Estos últimos fueron pacientes que habían experimentado, al menos, dos ciclos previos de FIV fallidos en los cuales la falta de oocitos no fue la causa del fracaso. La preparación del esperma a partir del eyaculado se lleva a cabo igual que en la FIV convencional (Liu, 1994: De Vos, 1997). &



Figura 21-4. Evolución de las técnicas de fertilización asistida. (A). Disección parcial de la zona (PZD): la zona pelúcida es abierta mecánicamente con una pipeta de vidrio; después, el oocito es inseminado con espermatozoides como en la FIV convencional. (8), Inseminación subzonal (SUZI) de un oocito en metafase-ll. El oocito es inmovilizado con la pipeta de sujección (a la izquierda) y un número variable (de 3 a 20) de espermatozoides es inyectado en el espacio perivitelmo por medio de la pipeta de inyección (a la derecha). ( O . Inyección mtracitoplasmática de esperma (ICSI) en un oocito en metafase-ll El oocito es inmovilizado con el cuerpo polar situado en la posición 6 del reloj mediante una pipeta de sujeción. Un unico espermatozoide es aspirado a la pipeta de inyección e inyectado profundamente en el citoplasma del oocito Iras penetrar la zona pelúcida y el oolema.
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Los espermatozoides para la ICSI fueron recolectados a partir del semen eyaculado y del (luido del epididimo por centrifugación en un gradiente de densidad de dos capas, como se describió anteriormente. El esperma del epididimo fue obtenido mediante aspiración microepididimaria del esperma (MESA). Si se recolectaba más esperma del requerido para la ICSI, se almacenaba congelado para una posterior utilización. Cuando el esperma del epididimo, congelado y descongelado, se utilizaba para la ICSI. se procesaba mediante centrifugación en gradiente de densidad de forma similar al esperma eyaculado. El esperma del epididimo puede ser obtenido lambién utilizando la aspiración percutánea del esperma del epididimo (PESA). En caso de fibrosis del epididimo, los espermatozoides testiculares pueden ser aislados de un fragmento de biopsia testicular (TESE) o por extracción del esperma testicular. En los pacientes con azoospermia obstructiva y espermatogénesis normal, la biopsia testicular puede llevarse a cabo mediante aspiración percutánea utilizando una aguja lina de calibre 21 o por un procedimiento quirúrgico. Los pacientes azoospérmicos con testículos pequeños y concentraciones séricas elevadas de FSH tienen una espermatogénesis alterada y disminuida. En alrededor de la mitad de los pacientes con fallo testicular los espermatozoides pueden ser recuperados. Esto puede requerir una investigación de algunas horas por parte de los microembriólogos y de los técnicos para encontrar unos pocos espermatozoides vitales (Verheven, 1995. 1997; Crabbé, 1997; Tournaye, 1997a, 1997b).



Procedimiento ICSI La preparación de las pipetas de sujeción y de inyección es una etapa crítica de la ICSI (Van Steirteghem. 1995; Joris. 1998). Estas pipetas pueden ser preparadas en el laboratorio o pueden ser adquiridas comercialmente. Los capilares de vidrio fueron realizados mediante un estirón en un microelectrodo horizontal. Las pipetas de sujeción se cortaron y se pulieron al luego para conseguir un diámetro externo de 60 pm con una abertura de 20 pm. Las pipetas de inyección se prepararon en una microfundición para conseguir diámetros externos e internos de 7 pm y 5 pm, respectivamente, y un ángulo de bisel de 50 grados. La microlundición se empleo para realizar una punta aguda en la pipeta de inyección y para doblar el borde de las pipetas de sujeción y de inyección a un ángulo de 45 grados con la finalidad de facilitar el procedimiento de inyección en la placa de Petri. Los procedimientos de inyección mtracitoplasmatica de esperma se llevaron a cabo en un portaobjetos calentado (37 C) de un microscopio invertido a un aumento de x400. El microscopio fue equipado con dos manipuladores de posición poco finos y dos micromanipuladores hidráulicos tridimensionales controlados remotamente. Las pipetas de sujeción y de inyección se ajustaron a un soporte de instrumentos y se conectaron a un inyector lipo micrometro. La dispensación de las soluciones se controló con un micrómetro vernier de 1 pl de resolución.



Figura 21-5. Procedimiento de inyección intracitoplasmática. (A). La pipeta de inyección presiona la cola del espermatozoide contra el londo de la placa de Pelri hasta que para su movimiento. Entonces, el espermatozoide es aspirado, primero la cola, a la pipeta de inyección (0), El oocilo en metafase-ll es inmovilizado mediante una ligera presión negativa ejercida sobre la pipeta de suieción colocada en la posición de las 9 del reloj El cuerpo polar está en la posición de las 6 del reloj. ( Q . La micropipeta que contiene el único espermatozoide es empujada a través de la zona pelúcida y el oolema hasta el ooplasma situado en las 3 del reloj. (D). La pipeta de inyección es retirada cuidadosamente y el oocito inyectado es liberado de la pipeta de sujeción.
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oocito inyectado fue liberado de la pipeta de sujeción. La aspiración de un único espermatozoide y la inyección en el ooplasma se repitió hasta que todos los oocitos en la metafase-ll fueron inyectados. Los oocitos inyectados se lavaron, entonces, con medio B. cubiertos con aceite de paralma ligero.



Estado de los oocitos tras la ICSI Alrededor de 16 a 18 horas después de la ICSI. los oocitos fueron examinados microscópicamente en busca de signos de daños causados por el procedimiento de micromyección. La proporción global de oocitos sin daño fue del 90,9%. Se comprobó la fertilización de los oocitos microinyectados mediante la presencia de pronúcleos y de cuerpos polares (Nagy. 1994). La fertilización normal ocurrió en el 72,2% de los oocitos no dañados, en el 65.6% de todos los oocitos y en el 52.6% del total de COCs que lueron recuperados (Fig. 21-6).



Figura 21-6. Fertilización y desarrollo del embrión Iras la ICSI.



Un único espermatozoide casi inmóvil fue seleccionado de la gota que contenía los espermatozoides y se aspiró por la cola en la punta de la pipeta de inyección. La pletina del microscopio se movió entonces para visualizar un oocito en una de las gotas que rodeaban la solución de esperma. El oocito fue inmovilizado mediante una presión ligeramente negativa ejercida sobre la pipeta de sujeción El cuerpo polar fue mantenido en la posición de las 6 del reloj y la micropipeta fue empujada a través de la zona pelúcida y el oolema dentro del ooplasma en la posición de las tres del reloj (Fig. 21-5). Un único espermatozoide fue inyectado en el ooplasma junto con 1 mi a 2 mi de medio, aproximadamente. La pipeta de inyección fue retirada cuidadosamente y el



Figura 21-7. Comparación de los resultados tras la ICSI con cuatro tipos de espermatozoides.



Fyuculución



La fertilización anormal fue rara (es decir, el 2,8% de los oocitos tuvieron sólo un pronúcleo y el 3.7% de los oocitos tuvieron tres pronúcleos). Si tales oocitos fertilizados anormalmente se dividían posteriormente in vitro. obviamente no eran repuestos a las pacientes. Los procedimientos ICSI con cuatro tipos de esperma se comparan en la Figura 21 -7. La tasa de daño de los oocitos inyectados fue similar en los cuatro tipos de esperma. El porcentaje de oocitos fertilizados tras la ICSI fue mayor cuando se emplearon espermatozoides eyaculados (67,0%) que cuando se emplearon los otros tres tipos de esperma (de 56.6% a 59.8%). Fue muy infrecuente que ninguno de los oocitos inyectados fuese fertilizado normalmente ;esto ocurrió cuando solamente unos pocos oocitos estuvieron disponibles, cuando sólo pudieron utilizarse espermatozoides totalmente inmóviles, cuando ningún espermatozoide tenía acrosoma, cuando todos los oocitos tenían apariencia anormal o cuando todos los oocitos quedaron dañados tras la ICSI. La fertilización, sin embargo, tuvo lugar en un ciclo posterior de tratamiento (Nagy. 1994. 1995a, 1995b; Liu, 1995; Vandervorst, 1997).



Transferencia de embriones y criopreservación La división de dos oocitos pronucleares se evaluó tras 24 horas de cultivo in vitro. Los embriones en división fueron puntuados como se describe más arriba para la FIV convencional. Los embriones divididos con menos de la mitad de su volumen lleno con fragmentos anucleados fueron los elegidos para la transferencia. Hasta dos, tres o, excepcionalmente, cuatro embriones
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fueron almacenados con unos pocos microlitros de medio en un catéter de Frydman y transferidos a la cavidad uterina. La reposición de los embriones se realizó generalmente unas 48 horas tras el procedimiento de microinyección. Cuando se dispuso de un exceso de embriones con menos del 2 0 % de fragmentos anucleados, éstos se criopreservaron en el día 2 ó 3 tras la reposición de los oocitos utilizando el protocolo de congelación lenta con dimetilsulfóxido (Camus, 1989; Van Steirteghem, 1994). Casi el 8 0 % de los oocitos con dos pronúcleos se desarrollaron en los embriones divididos con menos del 50% de su volumen lleno con fragmentos anucleados tras otras 24 horas de cultivo ín w'fro (Fig. 21-6). El porcentaje de embriones que fueron entonces transferidos o congelados fue similar en los cuatro tipos de esperma y varió entre el 59,6% y el 65,7% para los oocitos fertilizados normalmente. La reposición de. al menos, un embrión lúe posible en 6,834 de los 7.374 ciclos de tratamiento con ICSI (92,7%). Esta es una tasa más bien elevada de transferencia ya que incluye a parejas con fracasos previos en la fertilización con FIV convencional, espermatozoides eyaculados demasiado pobres como para ser incluidos en la FIV o provenientes de hombres con azoospermia obstructiva o no obstructiva. La lasa de transferencia fue similar en los cuatro grupos de esperma utilizados para la ICSI variando desde 86,2% a 93,0% de los 6.834 ciclos de reposición de embriones: 6.758 transferencias se realizaron con un resultado conocido de hCG sérica. Para las otras 76 translerencias (61,4 y 11, respectivamente, en el grupo de esperma eyaculado, esperma del epídídimo con congelación-descongelación y testicular), la hCG sérica fue desconocida. Las tasas generales de embarazo por transferencia con valores conocidos de hCG sérica y las tasas de embarazo por número de embriones transferidos fueron similares en los cuatro tipos de espermatozoides (Fig. 21-7). Se han observado tasas de embarazo especialmente elevadas cuando se ha realizado la transferencia selectiva de dos o tres embriones (Staessen. 1995). La tasa de embarazo por ciclo con valores conocidos de hCG sérica varió de 27,8% a 39,8% (Fig. 21-7). El exceso de embriones de suficiente calidad morfológica también puede ser criopreservado tras la ICSI para su uso posterior (Aytoz, 1999).



RESULTADOS DE LOS PROCEDIMIENTOS FIV E ICSI Aunque la FIV y la ICSI convencionales se aplican en todo el mundo a gran escala, de muchos países sólo se encuentran disponibles datos parciales que no permiten realizar una auditoria válida de los resultados de la FIV y de la ICSI. En el Reino Unido la ley requiere que los datos de todos los ciclos de tratamiento sean comunicados a la Human Feriilization and Embriology Authority (HFEA). Los informes anuales de la HFEA proporcionan datos fiables sobre el porcentaje de embarazos clínicos y de nacidos vivos (Fig. 21-8). El éxito de la FIV ha aumentado con los años: el porcentaje de partos (de uno o más niños) por cada 100 procedimientos comenzados se ha incrementado desde un 10% o menos en el período de 1985 a 1988 hasta un 15.8% en 1995 y un 17,9% en 1996. Los datos de la HFEA desde agosto de 1991 a abril de 1994 en 36.961 ciclos de tratamiento se utilizaron para valorar los factores que pueden influenciar los resultados de la FIV (Templeton. 1996). El porcentaje global de nacidos vivos por procedimiento ha sido del 14,9%. El mayor porcentaje tuvo lugar en el grupo de 25 a 30 años; el porcentaje de éxitos fue menor entre las mujeres más jóvenes y mucho menor entre las pacientes mayores Ninguna de las pacientes mayores de 45 años se quedó embarazada. Para todos los grupos de edad por encima de 30 años se produjeron más embarazos tras la donación de oocitos que cuando se emplearon los oocitos de las pacientes. El éxito también disminuyó cuando se incrementaba la edad de la receptora en la donación de oocitos. La duración del tiempo de infertilidad tiene una influencia negativa sobre el éxito. La indicación médica para la IFV no tenía influencia significativa sobre el resultado. Hubo una mayor probabilidad de embarazo en las pacientes que se habían quedado previamente embarazadas o habían dado a luz. La posibilidad de éxito disminuyó al incrementarse el número de intentos previos de FIV (Templeton, 1996). A partir de la experiencia de más de dos décadas de FIV queda claro que existe un mayor riesgo de embarazos múltiples cuando se reponen varios



Figura 21-8. Tasas de éxito en el Reino Unido desde 1985. Los datos provienen de los informes anuales de la Human Éxito p o r c i c l o de t r a t a m i e n t o



Fertilisation and Embriology Authority.
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embriones. Examinando los datos de los registros de FIV de EE.UU., Francia y del Reino Unido es obvio que este alto porcentaje de nacimientos múltiples es una preocupación sanitaria de primer orden (HFEA, 1997, 1998; SART, 1995; FIVNAT, 1995). Existen consecuencias importantes médicas, sociales y económicas, especialmente debido a la elevada morbilidad entre los niños supervivientes de gestaciones múltiples de alto orden (triples o superiores). Este problema de gestaciones múltiples de alto riesgo surge debido al elevado número de embriones (muchas veces tres o más) que son reimplantados. Existe una gran presión por parte de clínicos y pacientes para conseguir la mayor tasa de embarazos; sin embargo, un elevado porcentaje de gestaciones múltiples debería considerarse como una consecuencia inaceptable de esta práctica. También existen diferentes opiniones entre los profesionales de la salud: algunos creen que no deberían reponerse más de dos embriones, mientras que otros no quieren aceptar esta limitación debido a la pequeña posibilidad de embarazo cuando se reimplantan pocos embriones. Se ha llevado a cabo una investigación en un gran banco de datos de la HFEA (44.236 procedimientos en 25.240 pacientes) para estudiar los factores que coinciden con una mayor posibilidad de embarazo múltiple. Ha de tenerse en cuenta que en el Reino Unido la ley prescribe que bajo ninguna circunstancia pueden reimplantarse más de tres embriones. Existe menos posibilidad de embarazo y de gestaciones múltiples en las pacientes de mayor edad, en la infertilidad tubárica, la infertilidad de larga duración y los fallos repetidos de FIV. En caso de un parto previo existe una mayor posibilidad de parto sin incremento en las gestaciones múltiples. La posibilidad de parto de un nacido vivo se incrementa con el número de oocitos fertilizados. Este fenómeno puede relacionarse con una mejor posibilidad de selección del embrión para la transferencia cuando se dispone de más embriones. Si. al menos, se fertilizaban cuatro oocitos, la posibilidad de embarazo era similar tras reponer dos o tres embriones; en este último caso había, sin embargo, un incremento importante en las gestaciones múltiples (Templeton, 1998). Parece evidente que deben realizarse mayores esfuerzos para disminuir los casos de gestaciones múltiples tras la FIV ya que los embarazos múltiples tienen más complicaciones como hipertensión del embarazo, sangrados, partos prematuros y la necesidad de cirugía en partos asistidos. Existen también más problemas durante el período neonatal como bajo peso al nacer, mayor número de malformaciones congénitas y mayor mortalidad neonatal. En los niños que sobreviven hay un incremento de la frecuencia de parálisis cerebral y de otros problemas neurológicos (Doyle, 1996).



RESULTADOS DE LA ICSI Han surgido preguntas sobre la seguridad de la ICSI desde que se introdujo como un procedimiento TRA debido a que algunos de los gametos del varón utilizados en la ICSI no podrían nunca fertilizar los oocitos sin TRA (Meschede, 1995; Patrizio, 1995). Es razonable estimar que, por ahora han nacido decenas de miles de niños ICSI, incluyendo algunos miles después de que la ICSI fuese realizada con esperma del epididimo o testicular. Han surgido preguntas sobre los riesgos relacionados con el tipo de gametos de varón empleados asi como sobre la invasividad del procedimiento ICSI. En algunos casos el riesgo de aplicar la ICSI puede predecirse. Esto ocurre cuando se utiliza esperma de hombres con CBAVD. La relación entre CBAVD y fibrosis quística (FQ) ha sido claramente establecida; esto permite, tras la prueba del ADN, que las parejas puedan ser informadas del riesgo de tener un niño con FQ o con problemas de fertilidad tras un extensivo análisis de ADN (Anguiano, 1992; Chillón, 1995; Lissens, 1996). También es conocido el riesgo de tener un niño afectado para un hombre portador de anomalías cromosómicas estructurales o constitucionales; dichas anomalías ocurren más frecuentemente en hombres subfértiles que en hombres fértiles (Chandley, 1996: Van Assche, 1996). En estas circunstancias se establece el riesgo mediante diagnóstico genético prenatal. El riesgo de aberración cromosómica es probablemente mayor en los hombres con azoospermia no obstructiva (Van Assche, 1996). Surgieron todavía más preguntas y se suscitó más preocupación cuando se introdujo la ICSI con espermatozoides no eyaculados, tanto del epididimo como testiculares. Se sospechaba que la impronta debía de ser menos completa en los espermatozoides testiculares (Tesarik, 1996).
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lo que daría lugar a anormalidades que se harían manifiestas al nacimiento o posteriormente en la vida pero que con poca probabilidad dañarían la fertilización y el desarrollo inicial. La intención de esta parte del capitulo es revisar los datos existentes sobre los resultados de los embarazos por ICSI, en particular sobre las malformaciones congénitas principales y menores reconocidas prenatalmente o tras el nacimiento, asi como en el posterior desarrollo de los niños, y comentar en general las limitaciones de los estudios de seguimiento de los niños nacidos tras la FIV.



Limitaciones de los estudios de seguimiento Se acepta generalmente que los embarazos que resultan de la FIV convencional no causan ningún incremento en las malformaciones congénitas. Hasta ahora, sin embargo, ha habido sólo un número limitado de informes; todos ellos tienen las siguientes limitaciones: los datos fueron obtenidos mediante formularios estandarizados rellenados al nacer, los niños no fueron examinados sistemáticamente al nacimiento y los posteriores estudios de seguimiento no se realizaron comparando los resultados de la FIV con los de la concepción natural. La comparación de resultados tras la FIV puede ser injusto, ya que las parejas infértiles pueden tener más riesgos de complicaciones por otras razones. Los estudios de seguimiento pueden ser imperfectos por la ausencia de grupos de control adecuados sujetos a una vigilancia intensiva similar. Las comparaciones se realizan muchas veces por medio de varios registros de nacimiento o incluso censos de datos de nacimientos noFIV. por lo que la vigilancia en los casos de FIV puede ser o puede no ser comparable con la aplicada habitualmente a los neonatos no-FIV. Todavía es excepcional, aún en los estudios de seguimiento de FIV, que los exámenes de los niños se lleven a cabo por expertos en dismorfologia y en la detección de anomalías menores. Por otra parte, una vigilancia más rigurosa de una población dada de niños revelará un mayor número de anomalías, especialmente menores. Sin embargo, si una población dada de neonatos es examinada por obstetras no entrenados en examen neonatal, la tasa de anomalías podría ser erróneamente más baja que en los registros, como en las últimas presentaciones informadas (p. ej., donde la vigilancia se aumenta mediante el examen de archivos hospitalarios o mediante contacto telefónico). Las malformaciones congénitas principales y menores han de estar claramente definidas para que los datos sean comparables. Las malformaciones que habitualmente causan deterioro funcional o que requieren corrección quirúrgica se definen como principales; las demás malformaciones se consideran menores. Una malformación menor puede distinguirse de la variación normal si ocurre en el 4% o menos de los lactantes del mismo grupo racial. Las malformaciones o anomalías se consideran sinónimos en las anormalidades estructurales. El protocolo para el seguimiento de los niños utilizado en la Universidad Libre de Bruselas de habla holandesa (como estudio colaborador del Centro de Genética Médica y del Centro para la Medicina Reproductiva) es un ejemplo de un estudio de seguimiento exhaustivo de los niños. Éste incluye completar un cuestionario estandarizado que se devuelve a la enfermera de la investigación, y posibles visitas al Centro Médico de Genética con el niño Iras el nacimiento. Todas las parejas remitidas para fertillización fueron evaluadas para detectar posibles problemas genéticos, tanto antes de comenzar (en casos de edad materna superior a 35 años, historia familiar de enfermedad genética o de una aberración cromosómica conocida portada por un progenitor) como a los seis u ocho meses del embarazo. Se obtuvo una historia, incluyendo el árbol genealógico, para identificar los riesgos genéticos o las posibles causas de malformaciones genéticas. La historia también incluyó los detalles de la medicación, abuso de alcohol, nivel socioeconómico y los posibles factores de riesgo ambientales u ocupacionales. A las parejas se les realizó habitualmente el cariotipo. En los primeros dos años de nuestro programa, cuando las técnicas ICSI eran relativamente nuevas, a todas las parejas se les aconsejaba que se hicieran un diagnóstico prenatal. Con la experiencia posterior los pacientes podían ser informados de forma más precisa sobre los diferentes riesgos y podían elegir entre tener diagnóstico prenatal o no. Los pros y los contras de los diferentes tipos de diagnóstico prenatal se analizaban en detalles hacia la semana seis a ocho de gestación: se recomendaba la amniocentesis para los
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embarazos únicos y la biopsia de vellosidad coriónica en los aquellos que son múltiples. Las preparaciones de cromosomas se obtenian de amniocitos cultivados o de vellosidades coriónicas cultivadas o no cultivadas. Si estaba indicado, se planeaban las pruebas prenatales o el diagnóstico genético preimplante de otras enfermedades genéticas. En ese momento se aprovechaba la oportunidad para explicar el seguimiento adicional que requeríamos del futuro niño: éste consistía en una visita al genetista pediátrico a los dos y a los 12 meses de edad, y a partir de entonces una vez al año. Tras el nacimiento, para todos los embarazos, se obtenian datos del obstetra encargado sobre los resultados del embarazo. Se registraban los datos perinatales. incluyendo la edad gestacional, modo de parto, peso al nacimiento, puntuación de Apgar y presencia o ausencia de malformaciones y problemas neonatales. Si se mencionaba una anormalidad, se pedía al pediatra la información detallada. A los niños nacidos en nuestro hospital universitario se les realizaba un detallado examen físico al nacer, investigando la presencia de malformaciones principales y menores incluyendo la evaluación del desarrollo neurológico y psicomotor. Para los niños nacidos en otras partes se obtenían informes escritos de los obstetras, así como de los pediatras mientras, que se llevaba a cabo un detallado examen morfológico por un genetista pediátrico de nuestro centro a los dos meses, cuando era posible. Si los datos de la anamnesis o el examen físico lo indicaban se realizaban investigaciones adicionales. En los exámenes de seguimiento a los 12 meses y a los dos años los exámenes físicos, neurológicos y psicomotores eran repetidos por el mismo equipo de genetistas pediátricos. A los dos años o más se realizaba una prueba de Bayley para puntuar el desarrollo psicomotor del niño. Una posterior evaluación psicomotora y de funcionamiento psicosocial se evaluará a los cuatro o seis años de edad. Los pacientes que no acuden a los estudios de seguimiento programados son avisados por teléfono para darles una cita.



Consejo genético En la sesión de consejo genético el autor ha observado 1.519 parejas (85%) y ha concluido que hay un aumento del riesgo genético en 557 niños. Este incremento del nesgo se debió a la edad materna en 404 casos, a la edad paterna en nueve, a aberraciones cromosómicas en 27. a enfermedad monogenica en 79, a enfermedad multifactonal en 32 y a consanguinidad en siete. Hemos encontrado que 20 de 415 hombres estudiados (4.8%) y 7 de 480 mujeres (1.5%) estudiadas tenían un cariotipo anormal. Dentro de las enfermedades monogénicas se encontraron problemas relacionados con el CF en 60 parejas, siete de las cuales eran portadoras de CF detectadas en un cribaje rutinario de CF que se ofrece a las parejas en tratamiento con ICSI. La mayoría de las otras 18 enfermedades monogénicas se encontraron en parejas que vinieron al centro con una solicitud para el diagnóstico de la enfermedad antes del implante (Vandervorsl, en prensa).



Diagnóstico prenatal en embarazos por ICSI Los resultados de los estudios de centros individuales (Wennerholm. 1996: Testan. 1996: Van Opstal. 1997: Govaerts, 1998: Bonduelle. 1998) y del estudio del ESHFtE Task Forcé sobre ICSI se resumen en la Tabla 21-2 (ESHRE



Task Forcé on ICSI. 1998). Un total de 1.428 cariotipos leíales son notificados. Se encontraron 46 cariotipos fetales anormales: 28 aberraciones cromosómicas de novo (15 aberraciones en los cromosomas sexuales y 13 aneuploidias autosómicas o aberraciones estructurales) y 18 aberraciones heredadas (16 balanceadas y dos no balanceadas) En la mayor serie procedente de un único centro (Bonduelle. 1998a, 1998b) se concluyó que habia un incremento estadísticamente significativo de las aberraciones cromosómicas y de las aberraciones estructurales de novo comparadas con una población control de neonatos. Estos resultados se utilizaron para informar a los pacientes durante el consejo genético sobre los riesgos de las aberraciones cromosómicas. Ligeramente más de la mitad de las pacientes embarazadas eligieron que se les efectuase una amniocentesis o una biopsia de vellosidades coriónicas (BVC). El pronóstico del desarrollo de los individuos que portan una anomalía en un cromosoma sexual debe discutirse en detalle, deíando la opción de continuar o interrumpir el embarazo a los padres (Meschede. 1997). En una revisión sobre el consejo respecto al diagnóstico prenatal, el 82% de 107 mujeres embarazadas mediante ICSI optaron por pruebas prenatales no invasivas (ecografía, cribaje sérico) mientras que sólo el 17% opto por la amniocentesis o la obtención de sangre fetal (Meschede. 1998). Ha surgido la pregunta sobre si las pruebas prenatales habituales implican riesgos adicionales para las pacientes tratadas con ICSI. Se realizó una comparación de 576 embarazos tras el diagnóstico prenatal con 540 embarazos sin diagnóstico prenatal. La amniocentesis se recomendó para embarazos únicos y la BVC para embarazos de gemelos La obtención de muestras prenatales no elevó la tasa de partos prematuros, la tasa de nacimientos de bajo peso la tasa de nacimientos de muy bajo peso, comparado con los controles. La lasa de pérdidas de fetos en el grupo de diagnóstico prenatal fue comparable con la del grupo control (Aytoz. 1998).



Malformaciones congénitas en niños ICSI Es imposible proporcionar un cuadro completo de los resultados perinatales de los embarazos por ICSI. Esto se hace evidente en las revisiones llevadas a cabo por la ESHRE Task Forcé on ICSI (1998). Los datos sobre la experiencia clínica de 13.666 ciclos fueron recibidos de 90 centros de 24 países. Mientras, sólo 24 centros completaron la revisión sobre el seguimiento de 807 niños y sólo dos centros informaron de 16 (15 y una) malformaciones congénitas importantes Es una experiencia común a todas las revisiones no obligatorias sobre los resultados de FIV que los datos de parámetros como las complicaciones durante el embarazo y los resultados perinatales sean incompletos. La falta de uniformidad en la metodología empleada, incluyendo puntos como la forma en que las malformaciones congénitas principales y menores son clasificadas, también imposibilitan una comparación fiable entre las distintas revisiones. La Tabla 21-3 resume los aspectos relevantes de los informes de los grupos en Suecia (Wennerholm, 1996), Estados Unidos (Palermo. 1996) y Bélgica (Govaerts, 1998), los últimos publicados de nuestra institución (Bonduelle. 1999) y los de la ESHRE ICSI Task Forcé (1998). Cuando el número de niños revisados se clasifica en lérminos de originarse a partir de embarazos únicos, dobles, triples o superiores se observa que el porcentaje global de niños nacidos que no provienen de embarazos únicos en las revisiones de ceñiros aislados es del 48.6% (1.417 de 2.916 niños): este porcentaje varia de 33.3% a 61.9% en los cuatro centros El porcentaje medio de



Tabla 2 1 - 2 Análisis de cariotipo en el diagnóstico prenatal tras la inyección intracitoplasmática de esperma Aberraciones cromosómicas de novo Fetos



Cromosoma



sexual



Autosómico



Aberraciones estructurales heredadas



Bibliografía



50 116 71



6



3



5 -



W e n n e r h o l m , 1996 Testan, 1996 Van O p s t a l , 1997



101 1.082 362



9 3



1 9 1



3 10 4



G o v a e r t s , 1990 Bonduelle. 1998a ESHRE. 1998-



' Esla revisión también i n l o r m a de l o s resultad' c a d a s e n las otras publicaciones.



notipos posnatales i n c l u y e n d o un cariotipo anormal (47 XY+21). estas ar
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Tabla 2 1 - 3 Tasa de malformaciones congénitas en niños procedentes de inyección espermática infracitoplasmática Niños Total



Únicos



Gemelos



Trillizos



% Niños procedentes de embarazos múltiples



Mortalidad périnatal



Malformaciones congénitas "principales'' y "menores"
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140
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33.3



0.5%
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1
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2 principales y 4 menores 9 principales y 6 menores 2 menores 2,3% principales y



ND



13% menores 17 p r i n c i p a l e s



1.987 807



446



334



27



44.7



Bibliografía Wennerholm, 1996 Palermo. 1996 Govaerts. 1998 Bonduelle. 1999 ESHRE. 1998



ND: No disponible



los niños provenientes de embarazos triples o superiores es del 7 . 1 % (207 de 2.916 niños); este porcentaje varía de forma importante en los cuatro informes de centros aislados: 0% (Wennerholm, 1996). 4,2% (Govaerts, 1998). 5.0% (Bonduelle, 1999) y 17,6% (Palermo, 1996). Están bien descritas las complicaciones causadas por los nacimientos múltiples surgidas de la práctica de reponer embriones múltiples (Doyle. 1996). Como se indica en la Tabla 21-3, la mortalidad perinatal es de alrededor del 1 % . El número de anormalidades congénitas "principales" o "menores" también se indica, pero una comparación de los porcentajes de malformaciones congénitas principales y menores entre las diferentes revisiones no es válida debido a los problemas metodológicos descritos anteriormente. Los detalles de las principales malformaciones encontradas en nuestra propia revisión de los niños ICSI de 1987 puede resumirse como sigue: se encontraron malformaciones principales en siete embarazos finalizados y en cuatro muertes intrauterinas, entre un total de 21 nacimientos de niños muertos tras la semana 20. Ninguna otra malformación se detectó prenatalmente, excepto un gemelo con una holoprosencefalia detectada a las 15 semanas de embarazo, donde la multiplicidad y el riesgo implicado en un aborto selectivo condujo a la opción de continuar el embarazo. Este niño murió al nacer. Se encontraron alteraciones principales en 22 de 1.063 (2,1%) niños únicos. 22 de 805 (2,7%) niños gemelos y 2 de 98 (2,0%) niños de nacimientos triples. Esto representa 46 de 1.966; o sea. 2.3%. de todos los nacimientos de niños vivos. Si definimos la tasa de malformación hasta la primera semana de vida como: (Nacidos vivos afectados + Fetos muertos afectados + Abortos inducidos por malformaciones) (Nacidos vivos + Nacidos muertos) las cifras son: (46 + 4 + 7)/(1.966 + 21) o 2,9%. Durante las consultas de seguimiento a los dos meses y al año se detectaron 10 alteraciones principales más. Esto proporciona una tasa total de malformaciones tras un año de 67 de 1.987, o 3.4%. teniendo en cuenta que no todos los niños habían alcanzado un año en el momento de escribir estas lineas. La tasa de malformaciones principales del 2.3% en niños nacidos vivos es similar a la encontrada en la mayoria de los registros de la población general nacional y en las revisiones de reproducción asistida. Aquí hemos tenido en cuenta la tasa de malformación en nacidos vivos (ya que es la más frecuentemente ulilizada) en lugar de un cálculo más preciso del cociente que tiene en cuenta las muertes fetales y las finalizaciones de embarazos afectados (el cual se utiliza sólo en unas pocas revisiones de malformaciones). Los registros nacionales registran muchas veces anomalías al nacimiento o en la primera semana de vida, mientras que en este estudio el seguimiento se realiza durante dos años: el número más elevado a la edad de un año (2.8%) debe ser comparado con datos adecuados para ello. Bélgica es uno de los países pertenecientes al Registro Europeo de Anormalidades Congénitas (EUROCAT) y la provincia de Antwerp durante el período de 1989 a 1996 registró un 2,3% de anomalías principales hasta la edad de un año. Ésta es una menor incidencia que la que nosotros hemos encontrado, pero las cifras de riesgo en las estadísticas nacionales serán probablemente también algo menores ya que no es probable que las malformaciones sean generalmente revisadas con tanto detalle como en nuestra revisión.



En un artículo reciente se ha proporcionado una interpretación menos tranquilizadora de nuestros datos (Kurinczuk. 1997). Utilizando el esquema de clasificación del registro de defectos del nacimiento de Australia del Oeste los autores notaron que muchos defectos principales (la mayoría cardiacos) de nuestra serie belga habían sido clasificados incorrectamente como menores. En nuestro comentario a ese artículo (Bonduelle, 1997) señalamos que la mayoria de los defectos cardiacos menores fueron encontrados por nosotros en la ecografía cardíaca habitual y que todos se resolvieron espontáneamente al año de edad, por lo cual son malformaciones menores. El número desproporcionadamente elevado de malformaciones cardiacas menores representa así un sesgo de descubrimiento debido al exceso de informes (como malformaciones menores) y no son atribuibles a la técnica ICSI en si. Teniendo en cuenta de forma adecuada estas observaciones no se ha notado un incremento significativo en las malformaciones cardiacas o de otro tipo atribuibles a la propia técnica ICSI (Mitchell, 1997). La revisión de 1.987 niños en la Universidad Libre de Bruselas incluye niños ICSI que han resultado de la transferencia de embriones frescos tras ICSI empleando espermatozoides eyaculados {n = 1.699), espermatozoides del epididimo frescos (n = 58) o congelados-descongelados (n = 33) o espermatozoides testiculares (n = 118) y niños nacidos tras la reposición de embriones ICSI supernumerarios congelados-descongelados (n = 79). Los bajos porcentajes de malformaciones importantes se observaron en los diferentes subgrupos: 3.3% (3 de 91) en casos de ICSI con espermatozc des del epididimo, 1,7% (2 de 118) en el grupo de espermatozoides testiculares y 1,3% (1 de 79) en niños nacidos tras la implantación de embriones supernumerarios ICSI congelados-descongelados. Debido a que los totales de los subgrupos son todavía pequeños es demasiado pronto para alcanzar una conclusión respecto a cualquier diferencia aparente pero no parece que existan razones particulares para preocuparse.



OTROS RESULTADOS MÉDICOS Y DEL DESARROLLO EN NIÑOS ICSI Dos publicaciones del Lancet informan sobre nuevos progresos en los niños ICSI. Un estudio australiano (Bowen, 1998) comparó los resultados médicos y de desarrollo al año en 89 niños concebidos por ICSI con 84 concebidos por FIV convencional y 80 concebidos de forma natural. La valoración del desarrollo fue realizada mediante escalas de Bayley para el Desarrollo de los Niños. No hubo diferencias significativas entre la incidencia de malformaciones congénitas principales o principales problemas de salud durante el primer año de vida. Los índices de Bayley sobre Desarrollo Psicomolor fueron iguales en cada uno de los grupos. Sin embargo, el índice de Bayley de Desarrollo Mental fue significativamente inferior en los niños ICSI (especialmente en los niños varones) al año de edad respecto de los concebidos medíante FIV o de los concebidos naturalmente; más niños concebidos mediante ICSI mostraron un retraso ligero o importante en el desarrollo con esta prueba, la cual valora memoria, resolución de problemas y destreza en el lenguaje (generalmente en el lenguaje predominante del país). En el mismo
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número d e l Lancet n u e s t r o g r u p o ( B o n d u e l l e , 1998) informó d e q u e a l o s d o s años d e e d a d e l d e s a r r o l l o m e n t a l , m e d i d o c o n e l índice d e D e s a r r o l l o M e n t a l de B a y l e y , de 2 0 1 niños I C S I y de 131 niños FIV n o - I C S I f u e s i m i l a r al de la población g e n e r a l . N o s o t r o s c o n c l u i m o s q u e n o e x i s t e n i n g u n a indicación o b v i a e n e s t e p u n t o d e q u e los niños I C S I t e n g a n u n d e s a r r o l l o m e n t a l más lento q u e los de la población g e n e r a l . A m b o s artículos, así c o m o el c o m e n t a rio d e l Lancet (te V e l d e , 1 9 9 8 ) , s u g i e r e n q u e más e s t u d i o s d e t i p o c a s o - c o n trol, q u e t e n g a n e n c u e n t a los a n t e c e d e n t e s d e los p a d r e s y o t r a s v a r i a b l e s d e confusión c o m o e l l e n g u a j e h a b l a d o e n e l h o g a r s o n n e c e s a r i o s a n t e s d e a l c a n z a r las c o n c l u s i o n e s finales.



SUGERENCIAS PARA ESTUDIOS POSTERIORES Se n e c e s i t a n más e s t u d i o s p a r a tratar a l g u n o s a s p e c t o s en relación c o n los r e s u l t a d o s de los niños c o n c e b i d o s m e d i a n t e I C S I : 1) el p a p e l de las p r u e b a s p r e n a t a l e s . 2) la significación de las m a l f o r m a c i o n e s e n t r e los e m b a r a z o s term i n a d o s y los n a c i d o s m u e r t o s , 3) el r e s u l t a d o e s p e c i f i c o de los e m b a r a z o s p o r ICSI e n los c a s o s e n los q u e s e e m p l e a e s p e r m a n o e y a c u l a d o . 4 ) l a p o s i b l e b a j a i n c i d e n c i a d e a n o r m a l i d a d e s tras l a implantación d e e m b r i o n e s c o n g e l a d o s - d e s c o n g e l a d o s y 5) el s e g u i m i e n t o a l a r g o p l a z o de los niños I C S I .
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Errores innatos del m e t a b o l i s m o



EVALUACIONES DE ALTO RIESGO
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Infecciones d u r a n t e el e m b a r a z o



E m b a r a z o a n o r m a l precoz



Eritroblastosis fetal ( e n f e r m e d a d hemolítica a l o i n m u n e )



Anemias maternas



M a d u r e z p u l m o n a r fetal



Trombocitopenias m a t e r n a s y fetales



P r e e c l a m p s i a (toxemia del e m b a r a z o )



Coagulopatías m a t e r n a s



PARTO



Trombofilias m a t e r n a s



Rotura prematura de membranas



Diabetes gestacional



Asfixia fetal



Defectos del t u b o neural Cribado del suero m a t e r n o y a n e u p l o i d i a fetal



Este capitulo describe la utilidad de las pruebas del laboratorio clinico en la práctica obstétrica general y en las complicaciones frecuentes del embarazo. También se explican algunas áreas específicas de la obstetricia de alto riesgo. Se omiten muchas complicaciones médicas infrecuentes, evaluaciones intraparto y posparto y trastornos del neonato.



EVALUACIONES HABITUALES En la primera visita de una paciente al obstetra, idealmente al comienzo del primer trimestre, se piden de forma habitual un cierto número de pruebas de laboratorio para evaluar los trastornos que pueden ser tratados o prevenidos. Para la anemia, la aloinmunización de hematíes y la sospecha de infecciones víricas o bacterianas se realizan pruebas en sangre y orina sencillas y baratas. Algunas veces la historia clínica, el examen físico o los resultados de las pruebas indican estudios adicionales para enfermedades genéticas, alteraciones de la coagulación o trombosis, causas de aborto espontáneo y otras alteraciones. En el segundo trimestre (semanas 15 a 21 de la gestación), la práctica médica preventiva incluye pruebas de cribado de laboratorio para el síndrome de Down letal (SD) y de los defectos del tubo neural (DTN). Si existen razones para sospechar de SD por la historia clínica, debido a la avanzada edad materna o a los resultados anómalos de las pruebas, entonces se llevan a cabo pruebas específicas de seguimiento. Hacia el final del segundo trimestre (semanas 24 a 28), se examina de nuevo a la paciente embarazada para descartar anemia y se le hacen pruebas para diabetes mellitus. proteinuria y trombocitopenia. Si está indicado se le hacen pruebas adicionales para confirmar el diagnóstico (p. ej., diabetes), para monitorizar y tratar una enfermedad fetal (p. ej., enfermedad hemolítica Rh) o para descartar una infección que pueda ser transmitida al feto posteriormente durante el embarazo (p. ej., la sifilis). En el tercer trimestre (semanas 32 a 36) se realizan exámenes habituales de laboratorio para descartar enfermedades infecciosas comunes y la toxemía del embarazo. Deben realizarse estudios de seguimiento. El laboratorio clíni-
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co puede proporcionar, también, información sobre la madurez pulmonar fetal, la anemia fetal y otras afecciones. Las evaluaciones habituales del laboratorio en el tratamiento habitual de la gestación se enumeran en la Tabla 22-1.



EVALUACIONES DE ALTO RIESGO Embarazo anormal precoz La gonadotropina coriónica humana (hCG) se produce en la placenta, circula en el suero materno y se excreta intacta por los ríñones por lo que la mayoría de los laboratorios pueden proporcionar análisis fiables de hCG en orina o suero materno. El análisis de la orina descubre el embarazo cuando las concentraciones de hCG en orina son superiores a 10 mUI.'ml. Además, la hCG puede ser cuantificada con seguridad en suero materno mediante inmunoanálisis específicos en la implantación, entre los días 6 y 12 (media 9,1) tras la ovulación (Wilcox, 1999). La implantación más retrasada se asocia a aborto precoz. La cuantificación de la hCG es útil para evaluar tanto la amenaza de aborto como el embarazo ectópico. Habitualmente las concentraciones de hCG se duplican cada dos días o menos. Si la duplicación requiere más de tres días, el embarazo probablemente es anormal. Los análisis seriados deben realizarse en el mismo laboratorio. Hacia la semana 10- de gestación la hCG alcanza concentraciones normales máximas. Si las concentraciones séricas continúan aumentando más allá de la semana 10, ha de sospecharse, sin embargo, una enfermedad trofoblástica (embarazo molar). Los resultados cuantitativos de la hCG están indicados cuando una paciente presenta sangrado vaginal al inicio o dolor abdominal que podrían sugerir embarazo ectópico o aborto espontáneo. Un protocolo sencillo que utiliza sólo ecografía y exámenes de hCG cuantitativos proporciona un diagnostico más exacto y un tratamiento más seguro que sólo el juicio clínico (Koh, 1997). Debido a que las concentraciones de hCG se elevan rápidamente en el inicio del embarazo normal, las medidas seriadas pueden utilizarse para asegu-
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ASPECTOS DEL LABORATORIO EN EL TRATAMIENTO DE LA GESTACIÓN



Evaluación habitual de laboratorio durante la gestación Visita de cuidados prenatales inicial



T i p a j e A B O . R h ( D ) y a l o a n l i c u e r p o s f r e n t e a hematíes Concentración d e h e m o g l o b i n a / h e m a t o c r i t o y r e c u e n t o p l a q u e t a r i o Detección d e v a r i a n t e s d e l a h e m o g l o b i n a ( H b ) y s u identilicación (p e j , Hb S si hay riesgo) A n t i c u e r p o s f r e n t e a l a rubéola ( e l c r i b a d o u n i v e r s a l e s c o n t r o v e r t i d o ) Antígeno d e s u p e r f i c i e d e l a h e p a t i t i s B A n t i c u e r p o s frente al virus de la i n m u n o d e f i c i e n c i a h u m a n a Proteínas e n o r i n a (análisis químico d e l a o r i n a ) y c u l t i v o d e o r i n a ( s i está i n d i c a d o ) C u l t i v o c e r v i c a l e n b u s c a d e N . gonorrheae y C . irachomatis ( s i está indicado) P P D ( s i está i n d i c a d o ) Evaluación d e p o r t a d o r d e l a e n f e r m e d a d d e T a y - S a c h s ( s i está indicado) A n t i c u e r p o s f r e n t e a l t o x o p l a s m a ( s i está i n d i c a d o ) A n t i c u e r p o s d e l a sífilis ( s i está i n d i c a d o )



A las 15-21 semanas de gestación A l f a fetoproteína m a t e r n a ( u o t r a p r u e b a d e c r i b a j e )



A las semanas 24-28 de gestación Concentración d e h e m o g l o b i n a / h e m a t o c r i t o y r e c u e n t o p l a q u e t a r i o Detección d e d i a b e t e s ( s i está i n d i c a d o ) C r i b a j e d e a l o a n l i c u e r p o s f r e n t e a hematíes A n t i c u e r p o s d e l a sífilis ( s i está i n d i c a d o )



A las semanas 32-36 de gestación C u l t i v o v a g i n a l / c e r v i c a l : N. gonorrheae y C. Irachomatis. estreptococo d e l g r u p o B ( s i está i n d i c a d o ) Proteínas e n o r i n a (análisis químico d e l a o r i n a ) y c u l t i v o d e o r i n a ( s i está i n d i c a d o )



rarse de que existe la implantación uterina. Cuando la concentración de hCG se doble cada dos o tres días indica una probabilidad de más del 8 0 % de implantación intrauterina del óvulo fertilizado. En el embarazo normal, cuando las concentraciones de hCG superan las 1.500 plU/ml a 2.000 plU'ml se
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hace visible el saco gestacional intrauterino al examen ecográlico. La ausencia de un saco o la presencia de una masa aneja indica un posible embarazo ectópico. Además, el no doblar las concentraciones de hCG sérica sugiere la pérdida del embarazo (Fig. 22-1). La medida del estradiol y progesterona puede proporcionar información adicional. Un valor bajo de progesterona (


Anemias maternas Durante el embarazo normal tienen lugar un cierto número de cambios fisiológicos que alteran los intervalos de referencia de la concentración de hemoglobina en la sangre de las mujeres adultas. La mayoría de las muje-



Tratamiento del embarazo anormal precoz



Figura 22-1. Evaluación y seguimiento de las pacientes con sangrado vaginal en el primer trimestre de embarazo utilizando hCG. ecogralia y datos clínicos.
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O R I N A Y OTROS FLUIDOS CORPORALES



res embarazadas presentan una concentración inicial de hemoglobina de 10,5 a 11,0 g.'dl. Aunque tiene lugar un incremento del 30% de la masa eritrocilaria existe un incremento relativamente mayor (50%) del volumen plasmático. Por tanto, la hemodilución disminuye la concentración de hemoglobina sanguínea en 2 g'dl o 3 g'dl en los dos primeros trimestres. Valores bajos (de 9 g


Anemias



nutricionales



Las anemias nutricionales. especialmente las deficiencias de hierro y folato son las anemias que con más frecuencia se observan en el primer y segundo mes de embarazo mientras que las alteraciones eritrocitarias (p. ej.. las hemoglobinopatías) y las anemias hemolíticas son también posibles. La destrucción de eritrocitos se caracteriza por un incremento en el recuento de retí culocitos. Un estado de déficit muestra un recuento bajo. La falla de hierro se caracteriza por una anemia hipocroma (volumen cor puscular medio [VCM] 95 fl) y se caracteriza por cambios megaloblásticos, macrocitosis oval, neutrófilos hipersegmentados y pancitopenia. La ingestión de folato es especialmente importante antes y durante el embarazo debido a su asociación etiológica con el aborto espontáneo y con los defectos de cierre del tubo neural (DTN). Actualmente, la mayoría de las mujeres embarazadas toman suplementos de folato (600 ug/día) por lo que la deficiencia absoluta no es habitual (Christensen. 1995). Las mujeres que desean quedar embarazadas deberian recibir suplementos de 400 pg de folato al día para reducir la frecuencia de DTN y de otras anomalías.



Alteraciones de células falciformes Las alteraciones de células falciformes. que constituyen las anemias hereditarias graves más frecuentes, se asocian a una disminución de la supervivencia eritrocitaria. Las manifestaciones clínicas de las hemoglobinopatías lalciformes (S) pueden verse en los genotipos S/S, S


mias hemolíticas autoinmunes calientes adquiridas y una variedad de alteraciones genéticas de los eritrocitos (hemoglobinopatías. déficit enzimáticos. defectos de membranal Las pruebas diagnósticas y el asesoramiento genético pueden ser necesarios.



Trombocitopenias maternas y fetales La trombocitopenia materna puede definirse como un número de plaquetas en sangre total inferior a lOO.OOOul. Aunque el sangrado en las trombocitopenias no suele ocurrir a no ser que el número de plaquetas sea inferior a de 10.000'ul a 15.000'Ul. las alteraciones cualitativas de las plaquetas pueden causar sangrados con mayores cantidades. Las trombocitopenias que se ven en el embarazo pueden ocasionarse por un defecto en la producción de plaquetas (como en las anemias megaloblásticas. leucemias, etc.). Estas enfermedades pueden requerir el examen microscópico de aspirados de médula ósea para su diagnóstico. La mayoría de las trombocitopenias gestacionales están causadas por la destrucción plaquetana inducida por drogas, autoanticuerpos o a una coagulopatia de consumo. Dependiendo del diagnóstico, la trombocitopenia puede alectar a la embarazada, a su feto o a ambos.



Púrpura



trombocitopénica



idiopática



La púrpura trombocitopénica idiopática (PTI) del embarazo puede eslar relacionada con la gestación o puede haber sido adquirida antes del embarazo (Bussel. 1997). Los autoanticuerpos tipo inmunoglobulina G (IgG) malernos eliológicos. que normalmente se unen a los antígenos plaquetarios lib Illa o Ib.'IX. son capaces, generalmente, de atravesar la placenta. La enfermedad es más importante para el feto que para la madre debido a que la madre y sus plaquetas son fácilmente observables. En una minoría de los casos (10%) la trombocitopenia fetal es significativa (


Trombocitopenia fetal aloinmune La trombocitopenia fetal aloinmune (TFA) está causada por inmunización materna por uno de los 10 aloanligenos fetales que son heredados del padre. Las plaquetas fetales cruzan la placenta de forma que tiene lugar la aloinmunización en la madre antígeno-negativa. El antigeno etiológicamente más frecuente es HPA1 (Pl*'). La TFA causa frecuentemente recuentos plaquetarios inferiores a 20.000/pl y puede producir, en algunos casos, hemorragia intracraneal antes del parto. Los recuentos plaquetarios maternos son normales por lo que la enfermedad es silente antes del parto a no ser que exista una historia de hijos previamente afectados Desafortunadamente un primer niño afectado puede estar gravemente trombocitopénico. Los fetos afectados siguientes tienen un recuento plaquetario en el cordón disminuido en el segundo trimestre y pueden tener una enfermedad peor que los primeros nacidos afectados. Se ha sugerido el cribado en busca de anticuerpos séricos



C A P Í T U I O 22



•



ASPECTOS DEL LABORATORIO EN EL TRATAMIENTO DE LA GESTACIÓN



449



recuento plaquetario en la preeclampsia, producen defectos en la calidad de las plaquetas. La DIC y las grandes hemorragias locales pueden reducir también el recuento plaquetario y se discuten en otro sitio (véase Coagulopatias maternas y Coagulopatias intraparto, más adelante).



Coagulopatias maternas Las causas de la mayor pane de las hemorragias obstétricas son clínicamente obvias, pero unas pocas alteraciones sangrantes se identifican mediante pruebas de laboratorio para las deficiencias de proteínas coagulantes (Duerbeck. 1997). Estas incluyen alteraciones adquiridas (p. ej.. DIC) y deficiencias hereditarias de factores de la coagulación (p. ej., enfermedad de Von Willebrand). Los inhibidores adquiridos de la coagulación (p. ej.. autoanticuerpos antifactor VIII) que pueden causar sangrado, se encuentran habitualmente posparto o en la vejez.



Coagulación intravascular diseminada aguda



maternos Irente a los 10 aloantígenos plaquetarios (o tipaje materno de cinco locus plaquetarios) pero no ha sido ampliamente establecido (Fig. 22-2). Si el diagnóstico se conoce anles del parto puede administrarse a la madre IglV y esteroides o el feto puede recibir plaquetas compatibles con el anticuerpo. El tratamiento materno con IglV eleva el recuento plaquetario fetal, medido en la sangre del cordón y. probablemente, disminuye la frecuencia de hemorragia cerebral durante el parto. Los neonatos afectados se tratan con plaquetas compatibles (algunas veces donadas por la madre) y con IglV. En la Tabla 22-2 se muestra una comparación entre PTI y TFA.



Trombocitopenias con



coagulopatia



Las trombocitopenias con coagulopatia son el resultado del consumo de plaquetas durante la coagulación. Son ejemplos la púrpura trombótica trombocitopénica (PTT) y la trombocitopema de la toxemia del embarazo. El síndrome HELLP (hemolisis, disfunción hepática y plaquetas bajas) consiste en una complicación de la toxemia (preeclampsia) similar a la coagulación intravascular diseminada (DIC) que puede mimetizar a la PTT. Algunos casos de HELLP parecen estar relacionados con un metabolismo anormal de los ácidos grasos de cadena larga (Sims, 1995). Ambas alteraciones pueden presentar anemia microangiopática (esquistocítica), incremento en la lactato deshidrogenase (LD), hiperbilirrubinemia, una haptoglobina marcadamente disminuida y trombocitopenia. Aunque la PTT está causada habitualmente por autoanticuerpos frente a la proteasa que escinde el factor de von Willebrand (Tsai. 1998), no se ha desarrollado ninguna prueba para su diagnóstico. La presencia de hipertensión, proteinuria, elevación de la actividad de las aminotransferases, prolongación del tiempo de tromboplastina parcial activada (APTT) y del de la protrombina (PT) y aparición al final del embarazo sugieren preeclampsia (Mokrzycki. 1995). La diferenciación es importante debido a que los tratamientos de la PTT y del HELLP son diferentes. Mientras que la PTT responda a la transfusión de plasma o al intercambio de plasma, las plaquetas no están indicadas. Si existe un sangrado clínico y trombocilopenia de menos de 50.000pl en la preeclampsia, ha de garantizarse una terapia con transfusión de plaquetas. Aunque los salicilatos pueden ayudar a elevar el



Tabla 22-2 Comparación de las trombocitopenias fetales inmunes Características Diagnóstico p r e n a t a l H e m o r r a g i a intracraneal (fetal) (neonatal) G r a v e d a d d e l a s características d o los h e r m a n o s a f e c t a d o s



PTI



TFA



Frecuente



Inlrecuenie



No 1% Las mismas



Si 10% Peores



PTI = púrpura Irombocitopénica idiopálica: TFA = t r o m b o c i l o p e n i a a l o i n m u n e



La DIC aguda se encuentra frecuentemente como una urgencia obstétrica (p. ej.. en placenta previa, aborto, sepsis, embolia de liquido amniótico). El tratamiento es similar al de la DIC en la paciente no embarazada: la eliminación de la causa, si es posible, detiene el sangrado. La confirmación por el laboratorio de la DIC usualmente depende del hallazgo de trombocitopenia. esquistocitos en el frotis sanguíneo, concentración de dimero-D muy elevada, APTT y PT alargados y disminución en la concentración de fibrinógeno y antitrombina (Lusher, 1996).



Enfermedad de Von Willebrand La enfermedad de Von Willebrand (vWD) es especialmente dificil de evaluar durante la gestación debido a que el factor VIII y la concentración de antigeno de Von Willebrand se elevan hacia la normalidad en el embarazo. El factor VIII coagulante, el antigeno de Von Willebrand y la actividad del factor de la ristocetma son las pruebas diagnósticas habituales, y los subtipos de vWD se determinan mediante el análisis de mullimeros de la proteina de von Willebrand. El Tipo III es raro, grave y fácilmente identifícable por la ausencia de multimeros. mientras que el Tipo I es Irecuente. leve y puede mostrar resultados normales de las pruebas, en especial durante el embarazo Asi, en la mayoría de los casos de vWD materna, el parto vaginal no se complica. La administración periparto de vasopresina deamino-D-arginma (DDAVP) puede ser beneficioso en un caso aislado de vWD Tipo I y el soporte transfusional (p. ej., con liofilizados pasteurizados de factor VIII y de factor de Von Willebrand) sólo es necesario en raras ocasiones. La actividad del cofactor de la nstocetina puede evaluarse para detectar aquellos pacientes que necesitan tratamiento (por ejemplo, pacientes con 


Trombofilias maternas La trombofilia (o hipercoagulabilidad) tiene lugar cuando una o más anormalidades identificadas por el laboratorio y circunstancias clínicas de alto nesgo incrementan el nesgo de trombosis o embolización. Las variables clinicas gestacionales que contribuyen a la trombofilia incluyen a la obesidad, la edad materna avanzada y la estasis venosa. Exisle evidencia de que la pérdida de lelos y el retardo en el crecimiento, asi como la preeclampsia materna y la trombosis venosa, se relacionan con una trombofilia subyacente El cribado se sugiere cuando las alteraciones clínicas se encuentran durante el embarazo (Greer. 1999). La investigación por el laboratorio de las alteraciones hereditarias implica la realización de pruebas para el déficit de proteina C, proteina S. antitrombina. resistencia a la proteina C activada (o factor V de Leiden mediante estudios de ADN) y protrombina G20210A. así como estudios para hiperhomocisteinemia y disfibrinogenemia. Del 20% al 40% de las mujeres embarazadas con déficit de antitrombina desarrollan trombosis gestacional y requieren heparinización, pero aquellas con otras alteraciones pueden ser tratadas de acuerdo con su historia personal y familiar previa (Bonnar, 1998). Debe recordarse que la proteina S normalmente disminuye durante el embarazo, mientras que la antitrombina, el factor VIII y la proteína C se incrementan. Deben utilizarse intervalos de referencia gestacionales en las pruebas de laboratorio que se realicen durante el embarazo.
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O R I N A Y OTROS FLUIDOS CORPORALES



La investigación por el laboratorio de alteraciones adquiridas debería incluir el anticoagulante lúpico (LLA), los anticuerpos antifosfolípido. aumento en las concentraciones de factor VIII {por encima de lo esperado en el embarazo) y hemoglobinuria paroxística nocturna. Cuando los inhibidores de la coagulación son anticuerpos antifosfolipoproteinas, estos incrementan la tendencia trombótica in vivo, pero prolongan las pruebas de coagulación mediadas por fosfolipidos m vitro. Las pruebas iniciales incluyen APTT y el tiempo de veneno de serpiente de Russell diluido (dRVVT). Asi. los autoanticuerpos inhibidores de la coagulación constituyen el LLA. El LLA se asocia a trombofilia, aborto espontáneo y trombocitopenia (síndrome antifosfolipido). Un estudio de mezclas implica la mezcla de plasma normal con plasma del paciente seguido de una prueba para ver si los tiempos prolongados de coagulación se han corregido. Los estudios de mezclas diferencian generalmente entre un déficit de un coagulante plasmático y un inhibidor porque este último (el anticuerpo) no permite la corrección de un tiempo de coagulación prolongado. Las pruebas confirmatorias para el LLA incluyen la absorción del anticuerpo causal por fosfolipidos (p. ej., la prueba de neutralización de fosfolipidos en fase hexagonal) para ver si el tiempo de coagulación prolongado se ha reducido. Una paciente con el síndrome antifosfolípido puede presentar inícialmente una prueba falsamente positiva para la sífilis, como la reaginina plasmática rápida (RPR) con o sin el LLA. (Los anticuerpos anticardiolipina están presentes en las pruebas serológicas mespecificas para la sífilis, como el RPR). Asi. además de los estudios de coagulación, las pruebas para los anticuerpos IgG anticardiolipina son útiles para identificar anticuerpos antifosfolípido. Existe evidencia de que las pruebas para las anticardiolipinas del LA aisladas son insuficientes en pacientes con fallo reproductivo autoinmune. Las pruebas para anticuerpos específicos antiácido fosfatidico, esteres de fosfatidil serina. glicerol. etanolamina, inositol y colina están disponibles para estos casos (Coulam, 1999). Las pruebas anti-B- glucoproteína I pueden ser también valiosas. Cuando hay sospecha clínica de trombosis venosa profunda o de embolia pulmonar, independientemente de la causa, una prueba cualitativa de dímero-D puede ser diagnóstica y puede ayudar a monitorizar el progreso terapéutico o la recurrencia de la enfermedad. La anticoagulación terapéutica con heparina se prefiere a la warfarina durante la gestación.



Diabetes gestacional Cualquier tipo de intolerancia a la glucosa durante el embarazo se denomina diabetes gestacional. independientemente del estado de tolerancia a la glucosa antes o después del parto. El diagnóstico temprano de la diabetes gestacional puede ayudar a evitar la preeclampsia materna y la muerte fetal después de la semana 32, así como la macrosomía, la hipoglucemia. la policitemia o la ictericia neonatales. El cribado diagnóstico se realiza en mujeres mayores de 25 años, mujeres más jóvenes obesas (p. e j , > 2 0 % por encima del peso ideal), mujeres con historia de diabetes mellitus en un pariente de primer grado y mujeres de grupos étnicos con alta prevalencia de diabetes (ADA, 1999). La presencia de glucosuria no es un criterio para realizar el cribado. El cribado se realiza entre las semanas 24 y 28 y consiste inícialmente en una evaluación de la glucosa plasmática. Las concentraciones superiores a 140 mg.'dl una hora después de una sobrecarga oral de 50 g de glucosa son sugestivas de diabetes y requieren una prueba de tolerancia a la glucosa (GTT). La GTT consiste en un análisis de glucosa plasmática en ayuno, la administración de una carga oral de 100 g de glucosa y la determinación cada hora del contenido plasmático de glucosa durante tres horas. Dos resultados cualesquiera de los cuatro análisis por encima de los valores de referencia son diagnósticos de diabetes gestacional. El límite es de 105 mg'dl. Los límites a la hora, dos horas y tres horas son 190 rng/dl, 165 mg'dl y 145 mg/dl, respectivamente (véase Cap. 11). Una vez que es evidente el diagnóstico de diabetes gestacional, se indica la automonitorización diaria de la glucosa sanguínea para controlar la hiperglucemia con medios dietéticos y farmacológicos. La hiperglucemia no puede monitorizarse de forma efectiva mediante la evaluación de la glucosuria. El análisis de orina tiene valor, sin embargo, para determinar si hay proteinuria (evidencia de una preeclampsia concomitante) o si hay cetonuria. La cetonu-



ria gestacional tiene lugar con hipoglucemia, inadecuada ingesta calórica y en cetoacidosis diabética, aún con una leve hiperglucemia e incluso concentraciones normales de glucosa.



Defectos del tubo neural El cribado de defectos del tubo neural utilizando marcadores bioquímicos en el suero materno se ha convertido en una práctica obstétrica habitual. Los programas de cribaje se iniciaron para detectar DTN por medio de la elevación de las concentraciones de a-fetoproteína (AFP) en suero materno. Es de destacar que la suplementación con ácido fólico se ha encontrado que reduce el riego de recurrencia de DTN hasta en un 70% en las mujeres que habían tenido previamente un niño afectado (ACOG, 1993). Los defectos del tubo neural comprenden algunas de las malformaciones congénitas graves más comunes (Botto, 1999). Los DTN tienen lugar cuando hay un fallo de la placa neural y de sus z cubiertas para fundirse adecuadamente alrededor del día 27 tras la concepción. La anencefalia implica la ausencia de la bóveda craneal, parte inferior del cráneo y de los hemisferios cerebrales y es letal antes o poco después del nacimiento. La espina bifida se presenta comúnmente como un meningomiocele lumbar (o cervical) con hernia de las meninges, médula espinal y raices nerviosas. La gravedad de las complicaciones como parálisis o debilidad muscular, incontinencia fecal y/o urinaria y deterioro intelectual dependen, al menos parcialmente, del nivel vertebral y de la extensión de la espina bífida, la cual puede estar abierta (refiriéndose a si el defecto está completamente sin cubrir o cubierto sólo con una membrana muy delgada) o cerrada (cubierta con piel o una membrana gruesa). Aproximadamente el 8 0 % de las espinas bífidas son abiertas. La distinción es importante, ya que el cribado en el suero materno detecta sólo defectos abiertos. La incidencia de DTN en EE.UU. es del 1 al 2 por 1.000 de los embarazos. La frecuencia en algunas poblaciones (p. ej., en Irlanda del Norte) es tan alta como el 6 al 8 por 1.000. Los antecedentes raciales o étnicos parece que influyen en la incidencia. Los caucásicos de EE.UU. tienen una medía de 1,6 casos por 1.000 comparado con los afroamericanos, que tienen una incidencia de 0.9 por 1.000 (Myrianthopoulos, 1987). Los DTN son esporádicos en el 9 0 % de los casos y representan defectos aislados de etiología multifactorial que involucran factores genéticos y no genéticos. Aunque los genes implicados en los DTN son desconocidos, se observa un riesgo recurrente aumentado dentro de las familias. Por ejemplo, cuando una pareja ha tenido un hijo con DTN el riesgo en cada embarazo posterior de cualquier tipo de DTN se incrementa, aproximadamente, de un 1 % a u n 3% (Toriello. 1983). Aunque los DTN son típicamente defectos aislados es importante realizar una evaluación completa de los fetos o de los niños afectados para descartar otras alteraciones que pueden asociarse a un pronóstico determinado yo a un riesgo de reaparición diferente. Los fetos con ciertas anomalías cromosómicas pueden presentar DTN: unas pocas alteraciones de un único gen también producen DTN. Las enfermedades adquiridas, como el síndrome de la banda de liquido amniótico, pueden conducir a estos defectos pero no se asocian con un riesgo de reaparición incrementado. La exposición a teratógenos, como la ingestión materna de valproato, se asocia a un riesgo incrementado de DTN. Las mujeres con diabetes dependiente de insulina también tienen un riesgo entre tres y cinco veces superior de DTN sobre la población general (ACOG, 1993).



a-Fetoproteina y cribaje en suero materno La AFP es la proteína más abundante del suero del feto durante el desarrollo fetal. La producción hepática de AFP es constante durante 30 semanas de gestación y luego disminuye. La concentración máxima de AFP en el suero fetal es de unos 3 mg/ml entre las semanas 12 y 14 de gestación y después declina durante el resto del embarazo. Las concentraciones de AFP conli-núan disminuyendo después del nacimiento y, al año de edad, la concentración de AFP es de aproximadamente 1 ngrnil, concentración que persiste durante la vida adulta. La concentración de AFP en liquido amniótico es aproximadamente 100 veces menor que en el suero fetal con un pico en la semana 13 a 14, disminuyendo en el segundo trimestre alrededor de un 10% por semana.
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La AFP difunde a través de las membranas amnióticas y se transfiere a través de la placenta hacia el suero materno donde las concentraciones son casi 1.000 veces inferiores a las del liquido amniótico. En el segundo trimestre, cuando se realiza el cribado materno, las concentraciones en el suero materno se incrementan alrededor de un 1 5 % cada semana de gestación. La asociación de concentraciones elevadas de AFP en el suero materno (MS) y DTN fetales abiertos se notificó por primera vez a comienzos de la década de los setenta (Brock, 1974). Las elevaciones tienen lugar e n la DTN abierta, por diseminación del suero materno en el líquido amniótico a partir de las membranas neurales expuestas y de los vasos sanguíneos y de la trasudación posterior de esta proteina sérica dentro del líquido amniótico. Como la AFP es de origen exclusivamente fetal, la AFP del liquido amniótico puede emplearse como marcador para detectar DTN. El aumento de las concentraciones de AFP en liquido amniótico se refleja también, aunque en menor extensión, en el suero materno (MS). Este aumento medible es la base de cribado MSAFP que se realiza en el segundo trimestre para investigar los DTN (UK Collaborative Study. 1977). DETERMINACIÓN DE LOS RESULTADOS DEL CRIBADO DE LAS PACIENTES El cribado en suero materno se basa en la comparación de las concentraciones de la AFP sérica de las mujeres embarazadas en el segundo trimestre de embarazo con la mediana de los valores de AFP de mujeres con fetos normales y de edades gestacionales comparables. Estas comparaciones se expresan como múltiplos de la mediana (MoM). Los valores de las medianas se basan en datos de la población de referencia que es investigada. La expresión de los resultados de las pacientes como MoMs normaliza los valores, permite la comparación directa de resultados entre distintos laboratorios y evita la variación debida a diferencias en los procedimientos. Los factores clínicos que han de ser considerados cuando se calculan los resultados específicos de una paciente incluyen los siguientes: 1. Peso de la madre: La concentración de MSAFP disminuye según aumenta el peso de la madre. Mientras que el feto produce por si mismo una cantidad constante de AFP el volumen de sangre de la madre varía de acuerdo con su peso. El no ajustar por el peso materno produce un incremento tanto en los falsos positivos como en los falsos negativos y afecta a la sensibilidad y especificidad de la prueba (Jonhson. 1990a). Los laboratorios ajustan habitualmente los MoM de MSAFP por el peso materno. Correcciones matemáticas similares se aplican a los MoM de la gonadotropma coriónica humana y del estriol no conjugado (véase más adelante). 2. Raza: Aunque no se conocen las razones, las mujeres afroamericanas tienen valores de MSAFP un 10% a un 15%, aproximadamente, superiores a los de las mujeres caucásicas (Johnson. 1990b). Es necesario corregir matemáticamente esta diferencia o bien hacer la corrección mediante la comparación de las pacientes atroamericanas con valores de la mediana generados a partir de esa población de referencia. 3. Diabetes mellitus dependiente de insulina (IDDM): Los niveles de MSAFP en mujeres con IDDM. que por otra parte son normales, son inferiores, aproximadamente, en un 2 0 % a los de la población general: por tanto, los valores de los MoM deben ajustarse al alza para este fenómeno. Esto se realiza habitualmente multiplicando el valor inicial de los MoM por un factor, utilizando una constante matemática para aumentar el valor inicial del resultado de los MoM. 4. Gestaciones múltiples.lagestación múltiple (por ejemplo, gemelos)dará valores más elevados de MSAFP ya que cada feto contribuye con su propia AFP a la sangre materna. La concentración de MSAFP es aproximadamente proporcional al número de fetos y el efecto puede ser factorizado en los cálculos del laboratorio y en la interpretación de los resultados. El cribado de defectos fetales no es tan fiable como para los embarazos únicos ya que no pueden determinarse las contribuciones individuales de cada feto. Por tanto, la detección de la tasa de DTN es menor en los embarazos múltiples que en los únicos. El mismo principio se aplica en los ajustes de los MoM para la hCG y el estriol no conjugado cuando se realiza un análisis múltiple de marcadores (véase más adelante). 5. Determinación de la edad gestacional: Para establecer un valor válido del MoM en un embarazo en partícula! es esencial realizar una estima-
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ción fiable de la edad gestacional De hecno. la razón más común de un resultado anómalo en los resultados del cribado en MS es la esiinac on incorrecta de la edad gestacional. Habitualmente. los laboratorios siguen protocolos específicos basados en la inlormación obtenida del obstetra para determinar la edad gestacional más fiable. Si el embarazo se data inicialmente utilizando ecografía, la sensibilidad y especificidad del enbaje es elevada (Wald. 1994); sin embargo, frecuentemente la información ecográfica no está disponible en el momento del cribaje del MS En los embarazos con resultados positivos del cribaje que fueron datados originalmente utilizando el último periodo menstrual (LMP), se debe verificar la edad gestacional por ecografia. Si las dos estimaciones de la edad gestacional difieren en una cantidad definida (los protocolos de los laboratorios difieren pero generalmente en más de nueve días) se recalculan los resultados basándose en los datos ecográficos. PUNTOS DE CORTE EN EL CRIBADO Y EVALUACIÓN DEL RIESGO DE DEFECTOS FETALES La finalidad de cualquier programa de cribado materno consiste en identificar a aquellas mujeres con un riesgo suficientemente elevado de alteración fetal que justifique su posterior evaluación y seguimiento Los valores de MSAFP se utilizan como una herramienta principal de cribaje para identificar aquellas mujeres que se consideran con un riesgo elevado de DTN abiertos. Los valores de MSFAP de los embarazos con DTN abiertos se incrementan (valor de la mediana: 7 MoM con anencefalia y 4 MoM con espina bifida abierta). Es importante señalar que la prueba de MSAFP es una herramienla de cribado más que diagnóstica y no puede discriminar todos los embarazos afectados de los no afectados. Por tanto, se han establecido programas para identificar individuos con un riesgo suficientemente elevado como para justificar una evaluación diagnóstica posterior. Un punto de corte del cribado se establece eligiendo un valor de MoM que maximiza la tasa de detección de DTN pero que mantiene una tasa aceptablemente baja de falsos positivos. Dependiendo del laboratorio, el intervalo de puntos de corte se encuentra entre 2.0 MoM y 2.5 MoM. de forma que la tasa de detección de espina bífida abierta está entre el 7 5 % y el 8 5 % (mucho mayor en la anencefalia). mientras que la tasa de falsos positivos está entre el 2 % y el 4%. Aunque los programas de cribaje de MSAFP se establecieron originalmente para detectar DTN fetales, cualquier delecto fetal abierto que permita la pérdida de suero fetal hacia el liquido amniótico que hay alrededor o que incremente la pérdida de proteínas en la orina fetal puede dar lugar a niveles elevados de MSFAP. Los defectos abiertos de la pared ventral (gastrosquisis y omfalocele) pueden ser detectados mediante valores elevados de AFP. La nefrosis congémta, una enfermedad aulosómica recesiva, puede presentarse con valores muy elevados de MSAFP y de AFP en líquido amniótico debido a la función anormal del riñon fetal. Asimismo, las anomalías de la piel fetal pue den permitir que se pierda liquido seroso fetal hacia el liquido amniótico. lo que produce valores elevados de AFP. Las anormalidades de la placenta pueden ocasionar valores de MSAFP elevados debido al compromiso de las membranas fetomaternas o de la estructura placentaria. Los niveles elevados de AFP que no se explican por un problema genético o congémto se asocian frecuentemente con complicaciones obstétricas durante el embarazo, incluyendo amenaza de aborto, bajo peso al nacer, preeclampsia y oligohidramnios (Burton. 1988). ACETILCOLINESTARASA EN LIQUIDO AMNIÓTICO En las mujeres que eligen la amniocentesis por un riesgo aumentado de defectos del tubo neural. muchos laboratorios miden habitualmente la acetncolinesterasa en líquido amniótico (AchE) junto con la AFP. La AchE es una enzima que denva específicamente del tejido neural. Su concentración es especifica del tejido neural y muy elevada en el líquido cefalorraquídeo (CSF). Por tanto, puede ser utilizada como un marcador sensible y especifico de DTN abiertos. Los laboratorios que analizan las concentraciones de AFP en liquido amniótico deberían analizar la AchE en cualquier muestra que tuviera concentraciones elevadas de AFP (>2,0 MoM) ya que la AchE ayuda a identificar DTN abiertos que pueden no ser visibles por ecografia, discrimina DTN de otros defectos fetales en los que se eleva la AFP y descarta resultados falsos positivos de AFP.
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Cribado del suero materno y aneuploidia fetal Los programas de cribado de MSAFP se comenzaron para identificar embarazos con nesgo aumentado de DTN. Posteriormente, se describió una asociación entre valores bajos de MSAFP y síndrome de Down (SD) en donde se encontró que la concentración era, aproximadamente, un 2 5 % inferior en los embarazos afectados que en los no afectados (Merkatz. 1984). Esta observación ha sido explotada para identificar mujeres con riesgo aumentado de tener un feto con SD. La tasa de delección y la tasa de falsos positivos puede calcularse para cada valor particular de MoM de MSAFP y la informa ción puede ser combinada con el riesgo especifico de síndrome de Down debido a la edad de la paciente. El riesgo de síndrome de Down para una paciente individual puede ser determinado matemáticamente. Este nesgo se notifica como la variable de cribado y no como valor absoluto de AFP. La fina lidad de incorporar el cribado de MSAFP para el síndrome de Down fetal en los protocolos de cribado de AFP es identificar embarazos con riesgo en mujeres de edad inferior a 35 años, ya que es una práctica aceptada ofrecer evaluación prenatal a las mujeres de edad maternal avanzada. Utilizando un valor de MSAFP y la edad, la tasa de detección de DS se duplica respecto de cuando se compara sólo con la edad materna, pero no se considera un protocolo de cribado suficientemente sensible o específico. Se ha demostrado la alteración de otros marcadores en suero materno con el síndrome de Down. Las dos proteínas más frecuentemente analizadas en el segundo trimestre junto con MSAFP son el estnol no conjugado (uE3) y la hCG (Palomaki, 1997). Al igual que la MSAFP. las concentraciones de uE3 disminuyen en embarazos con síndrome de Down letal en un orden de magnitud similar al que se encuentra con MSAFP. La MS-hCG, por el contrario, se eleva en los embarazos afectados. En realidad, la hCG es el mejor discriminador individual de las tres medidas de laboratorio para separar los embarazos afectados de los no afectados estando el MoM en, aproximadamente, 2,0 en los embarazos afectados. El riesgo especifico para una paciente de síndrome de Down fetal puede calcularse utilizando los tres marcadores (MSAFP, uE3 y hCG) junto con la edad materna La tasa de detección de este método de cribaje es de, aproximadamente, el 60%, con una tasa de falsos positivos de un 5%, aproximadamente (Palomaki, 1996).



Cribado de otras aneuploidias fetales Se ha evaluado la utilidad del cribado en suero materno para detectar otras alteraciones cromosómicas, en concreto, la trisomia 18, la trisomía 13 y el síndrome de Turner. El cnbaje de embarazos con trisomía 18 fetal tiene los tres marcadores disminuidos (Palomaki. 1995). Este hecho es diferente de lo observado en el síndrome de Down en donde las concentraciones de MSAFP y uE3 son bajas pero las de hCG están elevadas. Debido al patrón único visto en la trisomia 18 fetal, estos embarazos no pueden ser identificados mediante el protocolo de cribado del síndrome de Down. Sin embargo, un método de cribado especifico se utiliza actualmente para asignar un riesgo de trisomía 18 fetal a cada paciente de forma similar al que se realiza para el síndrome de Down. El método liene una lasa de detección de trisomía 18 del 6 0 % con una tasa de falsos positivos del 0,2%. Se esperaba que la trisomía 13 fetal pudiese ser detectada mediante un cribaje materno pero no se han advertido anormalidades consistentes en los tres marcadores cuando se comparan con la población no afectada (Sallen 1999).



vos analitos que podrían aumentar la identificación de embarazos de riesgo mediante una sencilla prueba en sangre sin incrementar el número de procedimientos diagnósticos traumáticos (p. ej.. la amniocentesis) que hayan de ser realizados. La inhibina A está siendo incorporada como un cuado marcador en algunos laboratorios. Al igual que la hCG. la inhibina A se eleva en embarazos con síndrome de Down letal. Se estima que la adición del análisis de la inhibina A al protocolo de los Ires marcadores actuales incrementa la lasa de detección del síndrome de Down fetal hasta cerca del 7 5 % con una lasa de falsos positivos del 5% (Haddow, 1998). Otros esfuerzos se han enfocado en el desarrollo de un cribado de aneuploidia fetal en el primer trimestre. Actualmente, el cribaje en el suero materno se realiza de forma rutinaria entre las semanas 15 y 20 de gestación: si un resultado se considera positivo para el sindrome de Down, la amniocentesis diagnóstica dará resultados, aproximadamente, en la semana 18 (Las mujeres tienen la opción de un diagnóstico prenatal más temprano y de procedimientos intervencionistas si las pruebas diagnosticas en el primer trimestre se llevan a cabo por indicaciones distintas del cribado). Actualmente hay varios analitos bajo investigación y algunos protocolos de cribado eslán en evaluación para determinar la eficacia del cribado temprano junto con una ecografía cuidadosa. Para que el cribado del primer trimestre funcione, las mujeres no sólo requerirán cuidados al comienzo del embarazo sino que también precisarán ecografía para determinar exactamente la edad gestacional. La ecografía podría obviar la amplia aplicación del cribado en el primer tnmeslre en una gran proporción de mujeres por lo que el cribado del segundo trimestre continuará proporcionando información predictiva a muchas pacientes. Recientemente, el cribado del primer trimestre con una combinación de análisis de proteína A asociada al embarazo y de ecografía para la translucidez de la nuca y la AFP. uE3. hCG e inhibina A en el segundo trimestre ha demostrado una tasa de detección de SD del 8 5 % con una tasa de falsos positivos de 0.9%(Wald, 1999).



Errores innatos del metabolismo Los errores innatos del metabolismo están causados por anormalidades genéticas que conducen al bloqueo de una de las muchas rutas bioquímicas mterrelacionadas. Habitualmente. el bloqueo conduce a la acumulación de un sustrato y de metabolitos secúndanos o a deficiencias de los productos que hay por debajo del bloqueo. Aunque los errores innatos tienen varias causas, los más comunes surgen de mutaciones en los genes que codifican enzimas específicos. También pueden originarse a partir de proteínas delicitarias o anormales implicadas en la síntesis o en el reciclado de vitaminas o cofactores implicados en el transporte o en la estructura celular (Scriver. 1995: Seashore. 1996).



Nuevas directrices en el cribado de síndrome de Down



Los errores innatos se clasifican habitualmente por las rutas metabólicas a las que afectan, como las alteraciones del metabolismo de los ammoácdos. de los ácidos grasos o de los carbohidratos. Debido a la complejidad e mterrelación entre las rutas, muchas alteraciones pueden clasificarse adecuadamente en más de un grupo. También hay alteraciones que implican rulas de organillos celulares específicos, entre ellos los lisosomas. mitocondrias y peroxisomas. Los fenotipos clínicos de las diferentes alteraciones pueden ser muy similares y el diagnóstico exacto no puede realizarse sólo por los hallazgos clínicos o pruebas de laboratorio "rutinarias". Por tanto, la mayoría de los errores innatos deben ser diagnosticados definitivamente por medio de análisis específicos en el laboratorio. Las pruebas diagnósticas más frecuentes son a nivel del producto del gen: se mide la actividad o presencia de la enzima que causa la enfermedad en cuestión. En algunas alteraciones el diagnóstico se realiza habitualmente cuantificando los metabolitos de una reacción (p. ej.. midiendo fenilalanina y tirosina. el sustrato y el producto del déficit enzimático que produce la lenilcelonuna). Con la aparición de las pruebas moleculares de mutaciones genéticas especificas se pueden diagnosticar ciertas enfermedades a nivel genélico (p. ej., investigando la mutación especifica que produce la anemia falciforme). Un error innato del metabolismo que puede ser diagnosticado enzimáticamente o por medios moleculares es potencialmente susceptible de diagnóstico prenatal.



La investigación continúa enfocada en las formas de mejorar el cribado en suero materno para incrementar la tasa de detección del síndrome de Down sin incrementar la tasa de falsos positivos. Se han identificado algunos nue-



Hasta la fecha se han descrito, al menos. 350 alteraciones metabólicas diferentes. La mayoría son raras (con frecuencias entre 1 en 500 a 1 en 10* nacidos vivos), pero, colectivamente, se dan en el 0.5% a 1.0% de la población



Los resultados de los cribados de los embarazos con síndrome de Turner fetal (45,X) han dado resultados variados. Los embarazos en que el feto tiene hidropesía (un hallazgo común en 45.X) muestran un patrón similar al del síndrome de Down (baja AFP y uE3 con hCG elevada) mientras que los casos sin hidropesía tienen concentraciones de hCG disminuidas. Por tanto, el síndrome de Turner fetal podría ser detectado con el protocolo del síndrome de Down fetal y algunos de los casos no hidrópicos se detectan con el protocolo de la trisomia 18.
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ASPECTOS DEL LABORATORIO EN EL TRATAMIENTO DE LA GESTACIÓN



general. La gran mayoría de los errores innatos se heredan de forma autosomica recesiva. Esto significa que la mayoría de los pacientes tienen historias familiares negativas y padres fenotipicamente normales que son portadores de la alteración y que pueden transmitir el alelo mulante a su descendencia. Un gran número de alteraciones metabólicas son potencialmente diagnosticabas en el feto tomando muestras de las vellosidades coriónicas. por amniocentesis o por otras técnicas utilizadas para obtener tejido fetal o células para análisis. Estos procedimientos se reservan habitualmente para embarazos en los que se sabe anticipadamente que tienen un nesgo elevado de una alteración específica. Puede ser determinado por 1) el nacimiento previo de un hijo afectado: 2) pruebas de portadores para una alteración específica debido a una historia familiar positiva y 3) cribado de portadores de una población especifica. El cribado de portadores prevalentes en determinados grupos étnicos es una cuestión importante. Un ejemplo se encuentra en la elevada incidencia de la enfermedad de Tay-Sachs (ETS) en la población judía askenazi. Aproximadamente, uno de cada 30 judíos askenazi de los EE.UU. es portador de una copia del alelo mutante de Tay-Sachs (Petersen. 1983). La enfermedad está causada por un délicit de la enzima lisosomal B-hexosaminidasa A. Los portadores de un alelo de ETS se identifican por una baja actividad de la enzima en el suero o los leucocitos. Las pruebas moleculares para mutaciones especificas se realizan en aquellos individuos que tienen actividad en el intervalo de portador (helerocigoto) o no son concluyentes. La combinación de actividad enzimática y pruebas moleculares puede identificar más del 9 9 % de los portadores de ETS. Algunos otros errores innatos son susceptibles de cribado en la población askenazi y es actualmente una práctica estándar ofrecer un cribado para portadores de la enfermedad de Canavan, una devastadora enfermedad degenerativa con una frecuencia de portadores de 1 de cada 40 enlre los askenazi. Alrededor del 98% de los portadores son detectados (Kaul, 1994). La enfermedad de Gaucher del Tipo I es vista con una frecuen cia de portadores de 1 de cada 12 en la misma población: las pruebas moleculares pueden detectar el 9 8 % de las mutaciones de Gaucher (Beutler. 1993). Otra consideración durante el embarazo es el impacto de la enfermedad metabólica materna en el desarrollo y estado de salud del feto. El ejemplo más aparente es el síndrome de la fenilcetonuria (SFC) materna. La madre con SFC no puede metabolizar la fenilalanma; por tanto el feto (que es portador pero no está afectado por la enfermedad) está expuesto a concentraciones muy elevadas, tóxicas, de este aminoácido en lodas las etapas de su desarrollo si la madre no es sometida a una estricta dieta. El síndrome de SFC materna produce microcetalia. retardo del crecimiento intrauterino y aumento de la incidencia de defectos cardíacos congénitos (Rouse. 1997). Es obligado que la mujer con alteraciones del metabolismo específicas hereditarias sea controlada estrechamente antes y durante un embarazo. Finalmente, ciertas complicaciones maternas durante el embarazo se han mostrado asociadas con enfermedades metabólicas del feto. Específicamente, tanto el hígado graso agudo del embarazo (AFLP) como el síndrome HELLP (véase Preeclampsia [Toxemia del embarazo], más adelante) se han encontrado en madres que portan fetos con déficit de hidroxiacilCoA dehidrogenasa (Sims, 1995). El seguimiento debe estar garantizado en los fetos de mujeres que presentan síndrome de HELLP con prueba del perfil de acilcarnitina.



Infecciones durante el embarazo Infecciones



víricas



Las enfermedades víricas durante el embarazo se han asociado con perdí da del feto o anomalías congénitas si la infección se produce en un momento critico durante el primer trimestre. La inlección por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) puede ser detectada inicialmente durante la gestación. Se recomienda que todas las mujeres embarazadas reciban información, consejo y se les realicen pruebas de laboratorio para VIH (generalmente anticuerpos) una vez que se haya conseguido el consentimiento informado (Groginsky, 1998). Si las pruebas son denegadas, esta denegación ha de quedar documentada. El embarazo, por sí mismo, no empeora la infección por VIH. pero la infección materna aumenta una variedad de complicaciones del embarazo como el parto prematuro y la endometriosis. Tanto las pruebas serclógicas como las
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de ácido nucleico para VIH son diagnósticas La carga viral, que se relaciona directamente con el nesgo de transmisión perinatal (Mofenson, 1999). podría ser monitorizada mediante técnicas de amplificación de ácido nucleico. La mayoría de las transmisiones maternofetales del VIH tienen lugar durante el parto o al final del embarazo. El tratamiento de la madre disminuye la lasa de transmisión de ésta al feto del 2 5 % a menos del 10%. probablemente por disminución de la carga viral, la cual es elevada durante el comienzo de la infección Los m u s de la hepatitis A. BoC pueden adquirirse durante la gestación (Duff, 1998). Ninguno de estos virus eleva la lasa de complicaciones del embarazo o es teratógena. La infección por el virus de la hepatitis A (HAV) es. habitualmente. leve con poco efecto sobre el embarazo o el feto. El diagnóstico depende de la presencia de anticuerpos IgM frente al HAV o de cambios en la IgG anti HAV en el suero materno Tanto la inmunoglobulina pasiva como la vacuna frente al HAV pueden ser administradas de forma segura durante el embarazo a mujeres seronegativas que hayan estado expuestas. El virus de la hepatitis B (HBV) es un problema mundial debido a la frecuente transmisión vertical de la madre al niño, generalmente en el parto. Una mujer que ha estado expuesta recientemente al HBV (o sea, que es anticuerpo HBs negativa) y que está en riesgo de infectarse (p. ej.. su compañero masculino es portador) debería someterse a la prueba del anligeno HBs. Si ella es antigeno negativa debería ser vacunada activamente antes o durante el embarazo. Tanto la vacuna frente al HBV como la inmunoglobulina se administran a estas mujeres y a mujeres cuyo estado HBsAg es desconocido El cribado habitual de las mujeres embarazadas en busca del virus C de la hepatitis (HCV) no está recomendado. Si hay una historia de transfusión reciente, abuso de drogas intravenosas u otra exposición sanguínea, los anticuerpos frente al HCV o las pruebas de ácidos nucleicos deben ser utilizados para evaluar la exposición y la susceptibilidad. El riesgo de transmisión del HCV de la madre al hijo es bajo (6%). excepto en madres que tienen cargas virales elevadas (determinadas mediante pruebas de ácidos ribonucleicos). Estas mujeres incluyen aquellas coinfectadas con VIH. La infección por la rubéola puede ser adquirida durante el embarazo y puede ser causa de aborto, de dar a luz un niño muerto, del síndrome de la rubéola congénita (SRC) y de secuelas neurológicas en el hijo El SRC puede tener lugar si la madre se infectó antes de la semana 20 de gestación e incluye anomalías cardiacas, cataratas, glaucoma. bajo peso al nacer, neumonía, púrpura trombocilopénica. hepatoesplenomegalia. meningoencefalitis y metáfisis translúcidas. Alrededor del 10% de las mujeres está en nesgo de infectarse y el 6 0 % de los casos de SRC se producen en los primeros embarazos. La susceptibilidad a la rubéola puede ser determinada serológicamente (Rosa. 1998). La vacunación de las mujeres seronegativas distinta de la globulina pasiva, sin embargo, se recomienda tras el parto. El cribado de la rubéola en todas las mujeres embarazadas está sujeto a controversia. El cultivo de muestras laríngeas y los análisis por reacción en cadena de la pohmerasa (PCR) del acido nucleico viral proporcionan medios rápidos de diagnóstico en la infección materna aguda. La varicela se adquiere frecuentemente durante el embarazo. Puede producir graves neumonías en la madre y el teto y enfermedades sistémícas, pero las anormalidades fetales y la muerte son raras (
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El citomegalovirus (CMV) produce infección fetal en el 1% de los embarazos pero sólo hay síntomas o secuelas neurológicas en el 1 0 % de éstos. El cribado universal de las mujeres embarazadas no está recomendado pero las mujeres que han estado expuestas pueden ser analizadas para comprobar la presencia de anticuerpos IgM cuya presencia confirma la exposición reciente. Para realizar un diagnóstico específico pueden ser analizados los anticuerpos IgM, el cultivo del virus y el ácido nucleico en el líquido amniótico o en sangre de cordón (Lazzararotto, 1998). Entre los niños afectados de madres infectadas con VIH-1 la infección temprana con CMV (adquirida tanto intrauterina como perinatalmente) incrementa la tasa de progresión de la enfermedad por VIH y la tasa de enfermedad del sistema nervioso central (SNC) (Kovacs. 1999). Otros w'rusque pueden causar infecciones fetales pueden ser identificados mediante pruebas de PCR de liquido amniólico o de otros especímenes. Las pruebas para herpes, adenovirus, enterovirus, virus de Epsteín-Barr, papilomavirus y virus sincitial respiratorio están disponibles, pero habitualmente no son necesarias. Las lesiones herpéticas abiertas transmiten el virus a la mitad de los recién nacidos. El tratamiento para prevenir la transmisión fetal es clínico (p. ej., la cesárea). La infección por clamidias [Chlamydia trachomatis) es prevalente (10%) entre las mujeres jóvenes. Algunas veces se produce como infección primaria durante el embarazo, pero el 17% de los casos son reinfecciones que siguen un tratamiento adecuado (Miller, 1998). Las infecciones pueden ser asinlomáticas en la madre o pueden causar uretritis, cervicitis, endometritis e infertilidad posterior o embarazos ectópicos. La transmisión a un recién nacido puede producir conjuntivitis y neumonía. Los exámenes microscópicos en montajes húmedos para verificar la presencia de leucocitos en moco cervical no son adecuados. Pueden realizarse diagnósticos rápidos y seguros mediante el empleo de técnicas de biología molecular como la reacción en cadena de la ligasa de ADN (Black. 1997).



Infecciones



bacterianas



La bacteriuria en el embarazo se ve frecuentemente (15%), y de forma especial enlre las mujeres multiparas, pobres, de edad avanzada y que han tenido infecciones previas del tracto urinario (Orrel, 1995). Los síntomas tienen lugar en sólo el 2 0 % de los casos por lo que el cultivo ha de ser llevado a cabo en las mujeres en las que el análisis de orina químico para nitritos o leucocitos es positivo o bien tienen bacteriuria microscópica. Generalmente, las especies recuperadas de la orina infectada durante la gestación son similares a las encontradas en las mujeres no embarazadas. El estreptococo del grupo B (EGB) coloniza la vagina o el tracto gastrointestinal inferior en alrededor del 2 5 % de las mujeres embarazadas y puede producir endometritis, amnionitis e infecciones del tracto urinario. Cuando se transmite a los neonatos en el parto (con una frecuencia de alrededor de 1 en 500 nacidos v i v o s ) , el EGB puede producir sepsis, neumonía, meningitis y muerte durante las primeras semanas de vida. Los cultivos rectales y vaginales obtenidos entre las semanas 35 y 37 de embarazo pueden demostrar la colonización bacteriana e indican la profilaxis con penicilina o ampícilina. En lugar del cultivo del EGB existe una alternativa aceptada que es predecir, a partir de factores de riesgo específicos, si los antibióticos intraparto deben ser dados (Glantz. 1998). Los factores de nesgo incluyen: un nacido previo con enfermedad invasiva, comienzo del parto antes de la semana 37, bacteriuria de EGB en cualquier momento durante la gestación, rotura de membranas sin parlo durante más de 18 horas y fiebre. La infección por Neisseria gonorrhoeae durante el embarazo puede ser perjudicial tanto para la madre como para el niño. El niño puede adquirir oftalmía, abscesos, sepsis, meningitis y endocarditis. Las madres pobres, jóvenes, primerizas, con parejas múltiples o historias de abuso de drogas están en riesgo y deben ser analizadas al comienzo de la gestación y otra vez duranle el tercer trimestre. Deben demostrarse resultados negativos para asegurar que el tratamiento de la gonorrea durante el embarazo ha sido adecuado. El cribado de la sífilis se lleva a cabo en mujeres embarazadas de alto riesgo debido a que la sífilis congenita es una enfermedad de la mayor importancia entre las consumidoras de cocaína americanas y otras mujeres con cuidados antenatales insuficientes (Sanchez, 1997). La sífilis congenita se puede prevenir medíanle profilaxis con penicilina. La sífilis fetal puede ser



adquirida a través de la placenta después de la semana 10 de gestación (pero especialmente tras la semana 34) y produce un 4 0 % de muertes perinatales. Se recomiendan dos evaluaciones en las madres de alto riesgo, una en el primer trimestre y otra al comienzo del tercero. Los métodos diagnósticos para la sífilis, primaria, secundaria y latente son similares a los de las pacientes no embarazadas. Las espiroquetas del treponema pueden verse mediante examen en campo oscuro de los fluidos obtenidos de los chancros primarios o de los aspirados de los nodulos linfáticos. Serológicamente. pueden utilizarse tanto una secuencia de pruebas no treponémicas (p. ej., RpR) como treponémicas (p. ej.. anticuerpo fluorescente al Treponema [FTA ). o bien pueden determinarse anticuerpos IgM específicos de treponema mediante métodos menos laboriosos como el análisis inmunoabsorbente con la enzima ligada (ELISA) (Reisner, 1997). Los anticuerpos IgM están presentes durante la etapa primaria avanzada de la enfermedad. Ellos pueden distinguir la reinfección de infecciones pasadas y pueden diferenciar la enfermedad congénita (fetal) de anticuerpos IgG transferidos pasivamente de la madre al feto. Pruebas de IgM falsamente negativas pueden producirse al comienzo de la enfermedad primaria y con la mmunodeticiencia por VIH. Tanto las pruebas de la RPR como el ELISA IgM pueden ser utilizadas para seguir la disminución de los anticuerpos que sigue al tratamiento. La tuberculosis que se detecta en el embarazo es relativamente frecuente en los inmigrantes que llegan a EE.UU. y entre las pacientes infectadas con VIH (Anderson. 1997). El cribado de las madres con alto riesgo es útil ya que la enfermedad es debilitante para la madre, incrementa las tasas de nacimientos prematuros y de abortos y puede ser transmitida al feto a través del líquido amniótico. La tuberculosis es tratable con agentes (como la isoniazida, la rilampicina o el etambutol) que pueden administrarse durante la gestación.



Infecciones por parásitos La toxoplasmosis produce los efectos más importantes en el feto, produciendo coriorretinitis, hidrocefalia, calcificaciones cerebrales y daño neurológico. Estos hallazgos clínicos pueden ser similares a la infección por citomegalovirus. El cribado para la susceptibilidad a la infección no se recomienda en la actualidad pero podria tener valor (Eskild. 1996). El riesgo de infección fetal se incrementa con la duración de la gestación y los primeros síntomas de enfermedad congénita se encuentran en los fetos afectados tempranamente (Dunn,1999). Los anticuerpos IgM no aumentan en la infección temprana y. paradójicamente, pueden persistir en algunas pacientes con exposiciones previas. Las tinciones o cultivo de líquido amniótico son de poca confianza diagnóstica, pero el líquido amniótico es una buena fuente de ADN para las pruebas diagnósticas que emplean PCR. Los estudios de eficacia, sin embargo, indican que aún las pruebas de ADN pueden, ocasionalmente, producir resultados falsos positivos y falsos negativos. La malaria es un problema mundial e infecta a viajeros e inmigrantes que llegan a los EE.UU.. algunos de los cuales son mujeres embarazadas. Cualquier especie puede estar implicada pero el falciparum es la más grave, causa bajo peso al nacer en los niños y disminuye la supervivencia infantil, mientras que la malaria vivax es la forma más frecuentemente encontrada en el embarazo. El Plasmodium vivax produce una ligera anemia materna y niños de bajo peso al nacer, especialmente en multigrávidas (Nosten, 1999). La malaria falciparum infesta preferentemente y adversamente la placenta, especialmente en las pacientes primigestas (Matteelli. 1997). Además de la infestación de los eritrocitos, el plasmodio se adhiere a las vellosidades coriónicas, incrementa la inflamación e induce necrosis de la placenta. Aunque se han desarrollado métodos inmunológicos y moleculares, el diagnóstico de los casos esporádicos depende, generalmente, del examen de las extensiones sanguíneas de la madre.



Eritroblastosis fetal (enfermedad hemolítica aloinmune) Los métodos clínicos y de laboratorio recientes, como la cordocentesís y el análisis de ácidos nucleicos, han modificado el tratamiento de la enfermedad hemolítica aloinmune, pero los métodos antiguos siguen siendo útiles y pueden ser utilizados cuando los nuevos no están disponibles o están contraindicados, como se explica a continuación (Bowman. 1997).
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Patogénesis de la enfermedad hemolítica aloinmune La aloinmunización materna frente a los antigenos eritrocitarios sigue a una transfusión o a una hemorragia fetomaterna (FMH). Cuando los anticuerpos IgG mafernos cruzan la placenta, generalmente en un embarazo posterior al que acusó la inmunización primaria, se unen a los antígenos eritrocitarios fetales que se heredaron del padre. Los eritrocitos fetales sensibilizados tienen una vida media disminuida y empeora según avanza la gestación. La grave enfermedad hemolítica del feto está marcada por anemia que se acompaña de hiperplasia normoblástica (eritroblastosis) y puede estar seguida por insuficiencia cardiaca congestiva (hidropesía) y muerte intrauterina. La hemoglobina liberada por la hemolisis se cataboliza a bilirrubina no conjugada, que es un pigmento tóxico. Sin embargo, un feto con enfermedad hemolítica no desarrolla hiperbilirrubinemia o llega a estar ictérico debido a que la placenta excreta normalmente el pigmento tóxico y los hepatocitos fetales inmaduros pueden producir algo de glucuronil transferasa que transforma la bilirrubina sin conjugar en conjugada no tóxica. Tras el nacimiento el neonato puede ser incapaz de conjugar la bilirrubina de manera suficiente y aparece la ictericia.



Aloinmunización



materna



La disminución en la frecuencia de casos de enfermedad hemolítica aloinmune R h (D) se ha relacionado primariamente con la disminución en el tamaño de las familias (debido a que el anti-D se desarrolla generalmente tras inmunización por embarazo) y secundariamente al uso de inmunización pasiva profiláctica con ínmunoglobulina Rho (Rhlg), la cual previene la inmunización activa. Hoy en día la eritroblastosis está causada generalmente por el fallo de la profilaxis con Rhlg pasiva frente a la aloinmunización activa por FMH. La FMH tiene lugar al final del embarazo, en el parto, durante traumas intragestacionales, tras la amniocentesis y con el aborto espontáneo. La infradosificación con Rhlg puede ser un factor contribuyente tras una FMH grave y tras una transfusión de urgencia de una mujer en edad reproductiva Rh negativa con sangre que es Rh (D o Rh1) positiva.
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los procedimientos traumáticos y tras el traumatismo en la semana 28 de gestación, e inmediatamente después del parto. Los anticuerpos pueden permanecer detectables durante meses. La administración preventiva (pasiva) de IgRh no eleva habilualmente los títulos a más de unos 8 (equivalente a unas 0,25 Ul/ml). El problema de un falso positivo surge frecuentemente después y tanto el obstetra como la propia paciente deben ser consultados para obtener la historia clínica de la administración profiláctica de IgRh. Segundo, se determina si el feto, en un embarazo activamente inmunizado, posee el antígeno R h (D). Debido a que la madre activamente aloinmunizada es homocigota para la ausencia del antígeno D (o sea, su genotipo es "d/d"), el feto puede ser D/d o d/d dependiendo del genotipo paterno. Idealmente el fenotipo del compañero varón podría permitir la determinación de la probabilidad de heredar el feto el antigeno D reactivo. (P. ej., él podría ser uno del 15% de hombres Rlynegativo: d/d que no pueden producir un hijo D-positivo). Si el compañero porta el anlígeno D, la probabilidad de heteroogosidad para el D puede ser calculada a partir de su fenotipo CcDEe y de las frecuencias del haplotipo en su raza. El estudio del fenotipo eritrocitario del compañero, sin embargo, puede ser engañoso debido tanto a que el compañero examinado no sea el padre biológico del niño que va a nacer, como a que el genotipo probable no sea el correcto. Aunque un padre heterocigoto conocido engendre un hijo D-negativo la mitad de las veces, el tipo D del niño en cuestión es aún incierto. Asi. es más seguro evaluar el tipo fetal directamente. 0



0



c
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Ocasionalmente la enfermedad hemolítica aloinmune grave está causada por un anticuerpo distinto del anti-Rh . Aunque hay muchos anticuerpos poco frecuentes que pueden causar enfermedad hemolítica, la enfermedad grave se asocia más frecuentemente con anti-Kell (K), -hr' (c) y -A. Otros anticuerpos dignos de mencionarse son Fya, Jka, C", k y S. Las mujeres deben ser investigadas para ver la presencia de anticuerpos atípicos dos veces durante el embarazo, si es posible, e inicialmente en la primera visita prenatal. Las mujeres Rh -negativas requieren una segunda investigación antes de la semana 28 para determinar si está indicada profilácticamente la IgRh (cuando no hay inmunidad activa anti-D) o si la IgRh no está indicada (cuando está presente anli-D). El suero puede ser investigado otra vez tras la semana 28. El cribado es especialmente útil en el parto cuando el suero materno puede ser utilizado en pruebas de compatibilidad en el caso de que la madre o el recién nacido requieran una transfusión. (Generalmente los recién nacidos poseen sólo anticuerpos IgG eritrocitarios transferidos transplacentariamente desde sus madres). El cribaje de anticuerpos intraparto también puede estar indicado después de traumatismos gestacionales (p. ej.. amniocentesis, biopsia de vellosidades coriómcas). El análisis por citometría de flujo o una tinción de Kleihauer de la sangre postraumática materna pueden demostrar eritrocitos fetales como evidencia de FMH. la cual, si hay suficiente volumen, podría indicar la necesidad de repetir o incrementar las dosis de IgRh. 0



c



Tratamiento del embarazo aloinmunizado con Rho El papel de la medicina de transfusión en el tratamiento de las madres inmunizadas (sensibilizadas) Rh -negativas se revisa también en el Capitulo 3 1 . Cuando la inmunización Irente al antigeno Rh„ se descubre en un cribado de anticuerpos en suero materno durante el primer trimestre el seguimiento implica cuatro etapas: 0



Primero, se determina por la historia si ha existido una inmunización activa frente al antígeno Rh„; o sea, que no se administró IgRh (pasiva) de forma profiláctica antes del análisis serológico en busca de una embarazada Rh -negaliva. La IgRh profiláctica intramuscular se administra tras todos 0



El fenotipaje de los eritrocitos fetales es posible utilizando los eritrocitos obtenidos mediante biopsia de las vellosidades coriónicas (BVC) en las semanas 9 a 11 o de muestras de cordocentesis. Los pocos eritrocitos recogidos requieren métodos serológicos extraordinarios. El análisis de ADN fetal del gen RhD utilizando técnicas de sangre coriónica, amniólica o fetal puede ser técnicamente más sencillo que el tipaje serológico pero puede ser complicado. Una BVC precoz parece asociarse a un incremento de la mortalidad fetal, complicaciones posteriores del embarazo, anomalías en las mandíbulas y las extremidades y FMH. El sangrado puede producir una respuesta de anticuerpos anamnésica con aumento de la hemolisis fetal y empeoramiento de la anemia. Es posible una evaluación menos lesiva mediante la exploración del ADN amniótico (fetal) en busca de secuencias del RhD genómico (Bennett, 1993). Se toma un mL de líquido amniótico en el primer o segundo trimestre. Se libera químicamente el ADN de las células y las secuencias exónicas específicas del locus del RHD (cromosoma 1p34-36) se amplifican utilizando cebadores seleccionados y la PCR. Las secuencias inespecificas tanto en el gen RHD como en el gen adyacente RHCE pueden ser amplificadas simultáneamente como controles internos de un posible tallo de la reacción de la PCR. Los productos amplificados pueden ser identificados en unas pocas horas. La extracción percutánea de muestra de sangre umbilical (PUBS) puede llevarse a cabo en la semana 20 del embarazo, pero debe realizarse solamente si el riesgo de enfermedad es alto y si la amniocentesis no es posible (p. ej,, con placentación anterior). La forma menos invasiva de obtener ADN fetal es mediante la toma de sangre materna en donde las células fetales (normoblastos, trofoblastos. leucocitos) circulan en un pequeño número y donde el plasma contiene ADN fetal en pequeñas concentraciones (Lo, 1998). La recuperación del ADN fetal de la sangre materna es un procedimiento experimental en el momento actual y no está ampliamente disponible. Independientemente de la forma en que se obtenga el ADN. cualquier método de PCR puede producir resultados falsos positivos de D debido a contaminación, inespecificidad de los oligonucleótidos cebadores a bajos requerimientos de hibridación y a variantes alélicas con secuencias diana de ADN RHD normales pero parciales. Falsos negativos para D pueden ser causados accidentalmente por omisión de un cebador o por fallo de un cebador para hibridar durante los ciclos iniciales de la PCR. La utilización de más de un grupo de secuencias diana del gen RHD puede ser útil para evitar algunos errores. Hasta la fecha sólo se han llevado a cabo los análisis de ADN fetal de los genes RHD y KEL como un medio clínico para predecir la presencia del antígeno causante de la enfermedad hemolítica.
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Tercero, se establece la gravedad y progresión de la hemolisis si la madre demuestra poseer aloanticuerpos frente al anlígeno paternofetal. La gravedad puede ser confirmada de diferentes maneras. En algunos centros la titulación de los anticuerpos maternos se considera poco importante y se realiza ecografía para comprobar si hay edema (hidropesía). En ausencia de hidropesía, la gravedad de la enfermedad hemolítica fetal puede ser determinada por la intensidad de la ictericia del líquido amniótico (determinada espectrofotométricamentei. En otros centros, se establece un "título critico de anticuerpo" (generalmente >16 ó >32, o una elevación del título de cuatro veces) antes de realizar la amniocentesis (Welch. 1993). Un título crítico se define como aquel por debajo del cual no se observa enfermedad grave según la experiencia del centro. Un argumento en contra de emplear los títulos maternos como indicadores de la gravedad es que una enfermedad hemolítica moderada (que requiera una transfusión de intercambio) y la enfermedad grave (muertes) tienen lugar en el 10% de los recién nacidos con títulos considerados inicialmente por debajo del punto critico cuando se combinan las experiencias de muchos centros. La toma de mueslra fetal y la determinación de hemoglobina (Hb) proporcionan una valoración más fiable de la gravedad de la anemia que los exámenes de liquido amniótico (AF) llevados a cabo antes de la semana 26 de gestación. Los fetos hidrópicos pueden ser identificados mediante ecografia, pero algunos fetos gravemente afectados sin hidropesía no pueden ser detectados por ningún medio, excepto por toma directa de la sangre (Nicolaides, 1986). De forma destacable. hasta dos tercios de los casos de anemia grave (Hb


semanas) hasta que existe la suliciente madurez pulmonar fetal y el paciente puede ser dado a luz (véase más adelante el apartado Espectrofotometria de liquido amniótico: prueba de Liley). La toma de sangre fetal no está disponible umversalmente, tiene un 1% de riesgo de mortalidad fetal y puede complicarse con hemorragia felomaterna y aumento de la inmunización. Algunas veces puede no poder realizarse clínicamente o la paciente puede negarse. En el tercer trimestre la amniocentesis proporciona una seguridad del 95% en la determinación de la gravedad de la anemia fetal (Steyn, 1992). Tanto las series históricas como recientes de casos han mostrado suficiente correlación entre las concentraciones de hemoglobina de los neonatos y las medidas netas de absorbencia del líquido amniótico a 450 nm como para tratar los casos. Cuando los valores de los pigmentos caen en la zona media superior del gráfico de Liley se indica la cordocentesis para medir la hemoglobina fetal y, si es necesario, para realizar una transfusión fetal. Cuarto, una vez que la enfermedad hemolítica grave se ha confirmado se trata la gestación de acuerdo a ciertos factores clínicos como la edad gestacional. las complicaciones fetales (hidropesía o inmadurez pulmonar fetal), las complicaciones maternas, la habilidad clínica y los recursos disponibles. El tratamiento obstétrico incluye la preparación para un parto adelantado y sus complicaciones, pero recientemente la IVIg se ha utilizado para tratar madres alommunizadas como medio para disminuir la tasa de hemolisis letal y evitar la transfusión intrauterina (Gottvall, 1995). El laboratorio clínico y los servicios de transfusión proporcionan datos importantes y componentes sanguíneos para el tratamiento del paciente incluyendo el análisis del surfaclante. la identificación positiva de la sangre fetal en la muestra de cordocentesis (mediante la ausencia de hCG. el aumento del volumen corpuscular medio, el contenido de hemoglobina F de los erilrocitos) y la provisión de unidades de eritrocitos irradiadas, CMV negativas, para transfusiones sencillas o de intercambio. ESPECTROFOTOMETRIA DE LÍQUIDO AMNIÓTICO: PRUEBA DE LILEY La bilirrubina absorbe un máximo de luz a la longitud de onda de 450 nm y proporciona un color amarillo (ictericia) al liquido amniótico. El LA tiene un ori-
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Figura 22-3. Gráfico de correlación de Liley para predecir la gravedad de la enfermedad hemolítica determinada a partir de las concentraciones de hemoglobina de cordón de recién nacidos dados a luz unos días después del análisis de pigmentos en líquido amniótico. (En Liley AW: Am J Obstet Gynecol 1963:86:485. con permiso).
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gen materno y fetal por lo que la pigmentación no discriminará entre un proceso hemolílico en la madre o en el niño. En la eritroblastosis. la gravedad de la anemia (o tasa de hemolisis) se correlaciona con la absorbencia neta de luz a 450 nm. La bilirrubina está unida a la albúmina, su concentración depende de la tasa de recambio proteico y su concentración en líquido amniótico no se modifica rápidamente. Si el resultado de un embarazo previo fue la muerte fetal por eritroblastosis. el liquido amniótico del embarazo actual debe ser tomado unas 10 semanas antes de la semana gestacional en que ocurrió la muerte del feto anterior. La espectrofotometria del liquido aspirado es más exacta tras las semanas 26 a 28. Antes de ese tiempo, la anemia fetal leve puede monitorizarse por los títulos de anticuerpos o, posiblemente, mediante la velocidad máxima del flujo de la vena umbilical demostrada por ecografía (Iskaros, 1998). La anemia grave puede detectarse determinando la velocidad del pico de sangre sistólica en la arteria cerebral media (Mari, 2000). Se recoge un espécimen de líquido amniótico (5 mi) protegido de la luz y se centrifuga o se filtra. La absorbencia del fluido se dibuja continuamente entre 350 nm y 700 nm. La curva espectrofotométrica resultante puede utilizarse para 1) determinar si el fluido contiene o no bilirrubina y otros productos pigmentados de la hemolisis y 2) para cuantificar la bilirrubina presente. La absorbencia neta a 450 nm es la diferencia entre las absorbencias observadas y esperadas (fondo). La absorbencia de fondo (del fluido sin pigmentos) disminuye según se incrementa la duración de un embarazo no afectado por encima de la semana 28. (Antes de la semana 26 la absorbencia de fondo es constante). La disminución de la absorbencia refleja la dilución del liquido por la orina fetal y es el origen de la pendiente negativa de las lineas que demarcan las zonas de predicción de Liley (Inferior = zona 1, media = zona 2, superior = zona 3) para hemolisis leve, moderada y grave, respectivamente (Fig. 22-3). Cuanto mayor sea la absorbencia neta a 450 nm, mayor es la hemolisis y menor la concentración de hemoglobina esperada en el cordón umbilical para cualquier edad gestacional. Los resultados de la absorbencia neta reproducibles dependen del cumplimiento del método. La curva inicial puede dibujarse colocando la longitud de onda en abscisas frente a la absorbencia (en ordenadas) en coordenadas lineales. La absorbencia "verdadera" a 450 nm se observa sobre el gráfico original (lineal). La curva del pigmento se transforma entonces a una línea recta transfiriendo los dos valores de absorbencia observados a 365 nm y a 550 nm a un papel en escala semilogarítmica (el eje y. en unidades logarítmicas). Estos dos puntos están muy por encima y por debajo del pico de absorción de la bilirrubina a 450 nm por lo que una línea recta que pase por ambos representa la absorbencia de fondo del propio fluido sin pigmentar. La absorbencia "esperada" a 450 nm se registra a partir de la linea recta dibujada sobre el gráfico logarítmico. La diferencia entre los valores de absorbencia verdadera y esperada es la absorbencia "neta" calculada a 450 nm. La absorbencia neta es registrada en un gráfico de Liley que representa las semanas de gestación en la abscisa lineal y la absorbencia neta en la ordenada logarítmica. La interpretación se hace sobre el gráfico de Liley. El muestreo seriado (cada 14 días o menos) es una práctica común y permite observar tendencias de las absorbencias netas. Absorbencias netas elevadas y crecientes podrían indicar la necesidad de análisis de AF más frecuentes, parto prematuro o pruebas y tratamientos más traumáticos. Las tendencias son. generalmente, unidireccionales, tanto cuando son paralelas a las líneas de pendiente negativa del gráfico de Liley como cuando muestran una pendiente positiva. Las pendientes de las lineas de tendencia pueden cambiar en algunos casos, algunas veces drásticamente. Por ejemplo, cuando los primeros valores de absorbencia se encuentran en la zona media la absorbencia neta puede incrementarse agudamente si empeora la hemolisis (Fig. 22-4). Tras 30 semanas de gestación el resultado de la prueba de Liley se combina con una comprobación de la madurez pulmonar fetal: el pigmento amniótico y el análisis de surfactante ayudan a la decisión clínica de inducir o no el parto (véase más adelante en el apartado Madurez pulmonar letal).



DIFICULTADES AL INTERPRETAR EL ANÁLISIS DE PIGMENTOS EN LIQUIDO AMNIÓTICO Los trazos han de ser interpretados por un médico experimentado que pueda integrar los hallazgos de la historia clínica, la información del banco de



Semanas de gestación Figura 22-4. Valores secuenciales de absorbencias netas de AF que muestra un incremento en la importancia de la hemolisis en un caso (linea superior) y una tendencia favorable en otro caso (linea inferior). Los datos de tendencia proporcionan valoraciones más exactas de la gravedad de la enfermedad y de su progresión que las medidas individuales.



sangre y otros datos del laboratorio. Los desequilibrios ácido-base maternos y fetales pueden alterar el pH del líquido amniótico y desplazar la longitud del máximo de absorción del pigmento. Entre los pigmentos distintos de la bilirrubina que pueden estar presentes y afectar a los resultados se encuentran la hemoglobina, la metahemalbúmina y el meconio. Cada uno produce un efecto espectrofotométrico característico. La contaminación con sangre (con interferencia por la hemolisis) se encuentra frecuentemente. Menos frecuentemente la ictericia materna in vivo o la hemolisis pueden causar una interpretación errónea. La presencia de eritrocitos fetales en el AF indica empeoramiento de la anemia por pérdida de sangre o podría explicar una elevación del título de anticuerpos maternos (respuesta anamnésica a una nueva hemorragia fetomatema), desarrollo de nuevos anticuerpos y posterior incremento de la absorbencia neta a 450 nm. La tinción por meconio de un AF aumentado es signo de sufrimiento fetal. La exposición del AF a la luz, el uso materno de esteroides, una importante elevación de la hemoglobina en el AF y una mala calibración del espectrofotómetro pueden causar medidas de la absorbencia neta inexactas.



Identificación



del líquido amniótico



Las tentativas de la amniocentesis derivan a veces en un aspirado que no es representativo del AF. La ascitis fetal, el AF de un gemelo, el contenido de los quistes amnióticos y (más frecuentemente) la orina materna pueden ser remitidos como AF. La traza espectrolotométrica de la orina materna es similar a una curva de AF normal excepto que la curva tiene mayor pendiente negativa. La orina materna contiene nitrógeno ureico en una concentración de unos 300 mg/dl y creatinina en más de 10 mg/dl. En el AF la concentración de nitrógeno ureico es generalmente de 30 mg/dl y la de creatinina de menos de 3.5 mg/dl. Por precaución deben llevarse a cabo medidas de la concentración de urea y de creatinina en el AF de torma habitual para distinguir el AF de la orina. El uso de tiras reactivas para detectar proteínas y glucosa en el AF es menos útil debido a que ambos materiales pueden estar presentes tanto en la orina como en el AF de las mujeres embarazadas. Debe advertirse que la presencia de hemoglobina fetal interfiere con muchos métodos de creatinina.
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La identificación positiva del liquido amniótico puede ser útil en el parto debido a que su presencia en el contenido vaginal indica una rotura prematura de membranas. Clínicamente el AF se identifica por la prueba a la cabecera de la paciente de la nilrazina y la prueba de la "formación de la hoja de helécho" en el fluido vaginal (véase más adelante en Parto). Un marcador más específico en el laboratorio de AF es la presencia de fibronectina fetal ia cual puede ser detectada en el líquido cervicovaginal mediante anticuerpos monoclonales (Linnala. 1994). La tibronectina fe/a/está presente en los aspirados de líquido vaginal en el 9 4 % de las mujeres con rotura prematura de membranas y en el 50% con contracciones prematuras sin rotura. El antígeno se halla (en concentraciones de más de 0,05ug'ml) en menos del 5% de los fluidos vaginales de mujeres con embarazos no complicados que dan a luz a término (Lochwood. 19911. Asi, la prueba de la fibronectina fetal parece anunciar un parto prematuro además de servir como marcador de AF (véase Parto, más adelante).



Amniocentesis



traumática



(hemática)



La sangre es visiblemente evidente aun cuando esté diluida por el líquido amniótico mil veces (v:v). Las punciones hemáticas se producen en el 2% al 3% de los aspirados de amniocentesis tempranos y en el 2 0 % de los tardíos. La presencia de sangre puede interferir con las pruebas de creatinina en el AF, de la absorbencia neta, de surfactante, y otras pruebas. Algunas veces la sangre es de origen fetal lo que aumenta las posibilidades de anemia letal y de aloinmunización primaria o anamnésica. La tinción de Kleihauer de los eritrocitos del AF preparados sobre un portaobjetos permite la discriminación entre poblaciones eritrocitarias puramente fetales, puramente adultas y mixtas. Las células fetales contienen principalmente hemoglobina F la cual resiste la elución con un tampón alcalino. Las células fetales aparecen rojas, retráctiles y grandes en la preparación de Kleihauer teñida con eosina. Generalmente, las células maternas contienen principalmente hemoglobina A y aparecen como membranas vacías, incoloras (células fantasma) o rojo pálido, o células "intermedias" pobremente teñidas (indicando un aumento de la eritropoyesis materna con algo de hemoglobina F). Raramente, la persistencia hereditaria de hemoglobina F (HPFH) puede estar presente en la madre y confundir la prueba para células fetales. Las tinciones de Kleihauer son difíciles de controlar técnicamente y son un tanto imprecisas y subjetivas. Los métodos alternativos para el recuento de células letales se han desarrollado recientemente e incluyen la tinción mmunofluorescente de la hemoglobina F, la electroforesis o el isoelectroenfoque de hemoglobina F, junto con la citometría de flujo (Davis. 1998). Los contadores habituales de células sanguíneas pueden utilizarse en especímenes muy hemáticos de AF para determinar si hay células de la sangre fetal. Los contadores también pueden determinar las proporciones de células fetales en las poblaciones mixtas debido a que las células fetales tienen volúmenes corpusculares medios de 140 II, mientras que el MCV de las células maternas es, generalmente, menor de 100 II El solapamiento del tamaño celular, el contenido de hemoglobina F. etc. puede ser problemático en algún paciente ocasional.



Madurez pulmonar fetal Maduración



pulmonar



La maduración pulmonar fetal está marcada por la producción de un mate rial similar al detergente, el surfactante. el cual forma una película sobre las superficies alveolares. La presencia de surfactante reduce la tensión superficial de la interfaz tejido pulmonar-aire. El surfactante disminuye el esfuerzo de introducir el aire a los pulmones mediante la reducción de la resistencia a la expansión del pulmón durante la inspiración y evitando el colapso pulmonar durante la espiración. El déficit de surfactante produce el síndrome de dificultad respiratoria (SDR), una alteración que produce hipoxia. aademia y trasudación de proteínas vasculares en los espacios aéreos alveolares (enfermedad de la membrana hialina). Antes de la semana 35 de gestación el componente principal del surfactante es la lecitma (z-palmítica 13-míristica. A partir de entonces la lecitina dipalmítica (L) es la predominante y el fosfatidilglicerol (PG) aparece una semana des-



pués. El PG se incrementa hasta el término del embarazo y mantiene la estabilidad alveolar. Los componentes fosfolipidicos menores del surfactante incluyen el fosfatidilinositol (Pl), la fosfatidiletanolamina. las esfmgomielinas y la losfatidilserina. La concentración de Pl se eleva en el AF de forma paralela al cociente L'S hasta la semana 36 en la que aparece el PG El proceso de maduración fetal, observado químicamente en el AF. tiene lugar rápidamente (en uno o dos días). Debido a que la concentración de esfingomielina (S) en el AF es constante durante el tercer tnmestre. sirve como material de referencia frente al que puede compararse la lecitina (L) del surfactante. La medida del cociente L'S evita problemas asociados con la variabilidad de la extracción química y la inexactitud en las estimaciones de la concentración absoluta por volumen de AF. Aunque hay surfactante exógeno disponible para la profilaxis y la terapia del recién nacido con SDR. la enfermedad puede ser evitable en algunos casos retrasando el parto hasta que los pulmones fetales han madurado o bien medicando a la madre para inducir la producción de surfactante por su feto. La producción de surfactante pulmonar puede ser observada utilizando pruebas sobre las muestras de AF. Antes del parto los movimientos respiratorios fetales hacen que el surfactante difunda desde los pulmones sin expandir a través del árbol bronquial con fluido y en el espacio amniótico. El surfactante del AF puede monitonzarse durante el tercer trimestre. El análisis del surfactante es importante para el tratamiento de alteraciones asociadas con el SDR: parto prematuro, ruptura prematura de membranas, diabetes materna, hipertensión materna crónica, retraso del crecimiento fetal, enfermedad hemolítica aloinmune y parto adelantado por cesárea.



Surfactante del líquido amniótico El surfactante puede medirse tanto por medios físicos como químicos. El gran número de procedimientos disponibles sugiere que ninguno es el ideal para predecir el SDR o su ausencia. La utilidad clínica de un método se relaciona con su simplicidad, disponibilidad durante las 24 horas del día, el tiempo de respuesta, bajo coste y exactitud clínica El método de referencia sigue siendo el cociente L'S que se realiza mediante cromatografía en capa fina pero las pruebas de microviscosidad (despolarización de fluorescencia) proporcionan un método barato, exacto y popular. Recientemente se ha recomendado una prueba a la cabecera del paciente en la que se realizan observaciones con microscopio de los cambios rítmicos en el tamaño de las burbujas inducidos por el surfactante (Osborn, 1998). La fosfatidilcolina insaturada, la principal especie de surfactante que predice el SDR, o su ausencia, tiene concentraciones similares en el AF de diabéticos y en el de otros pacientes pero la mayoría de los métodos clínicos no aislan este material por lo que la predicción del SDR y los intervalos de referencia difieren entre diabéticos y los demás (Delgado, 2000). La prueba US fue la primera prueba química práctica para comprobar el eslado pulmonar fetal (Gluck, 1971) y sigue siendo el método de relerencia. Hay equipos comerciales para realizar las determinaciones de US. Tras la extracción y purificación del AF con disolventes, los lípidos del surfactante se cromatografian en una capa fina de sílice. Los fosfolipidos se hacen visibles mediante carbonización o tinción. La cuantificación denstoméIrica determina el cociente L'S. Cocientes US mayores de 3,0 indican, generalmente, madurez. Valores de 2,0 indican el limite de madurez. Cuando las madres son no diabéticas los cocientes L'S del AF mayores de 2.0 predicen ausencia de SDR grave con una probabilidad del 95% (alta especificidad) Los cocientes L S inferiores a 2.0 predicen el SDR con una probabilidad del 25% (baja sensibilidad). Cuando las madres son diabéticas puede haber SDR con cocientes L/S mayores de 2,0. Además de un cociente L'S mayor de 2.0 la presencia de losfatidilglicerol en la cromatografía en capa fina de la prueba US indica madurez pulmonar fetal de forma prácticamente segura en cualquier paciente La prueba L S es lenta, laboriosa e insensible y las variables preanalíticas afectan a la exactitud. Una variable es la dilución por los fluidos de las secreciones (p. ej., cuando el AF es aspirado de la vagina en vez de por amniocentesis). El error analítico se produce por sobrecentrifugación (en velocidad y tiempo), contaminación sanguínea (hemolisis) y por la imprecisión de la cromatografía en capa fina. El meconio interfiere debido a que puede evitar una separación nítida de la lecitina y la esfingomielina.



CAPÍTULO 22



•



ASPECTOS DEL LABORATORIO EN EL TRATAMIENTO DE LA GESTACIÓN



Las pruebas rápidas de PG se han desarrollado debido a que la cromatografía es incómoda y muchas veces no está disponible cuando es necesaria (p. e¡„ de noche, fines de semana). Hay disponible una prueba rápida de aglutinación en látex para PG que puede investigar la madurez fetal. Si se observan resultados equívocos o que señalan inmadurez, entonces está indicado el método cromatográfico (Ashwood. 1992). La contaminación por glicerol (utilizado como lubricante) puede interferir en los análisis de PG. La micro-viscosidad del AF se correlaciona, en los estudios clínicos, con la prueba de referencia del cociente US. Un marcador fluorescente (el 1,6-difenil1.3,5-hexatrieno) polariza la luz incidente a 365 nm y emite luz a longitudes de onda superiores a 418 nm. En el AF, el marcador se reparte entre la albúmina y el surfactante. A mayor concentración de surfactante, y concentración constante de albúmina, menor viscosidad. La despolarizaron de la fluorescencia se relaciona directamente con la concentración de surfactante y su menor viscosidad. El método puede sobrestimar la madurez en especímenes de AF concentrados (p. ej.. en obstrucción del tracto urinario fetal) y la presencia de sangre aumenta la microviscosidad hasta producir resultados falsamente inmaduros. Las muestras de AF se preparan por filtración para evitar la pérdida de surfactante que origina la centrifugación. Un instrumento de análisis comercial de polarización de fluorescencia (Abbott Laboratories, Irving, TX) se utiliza ampliamente es rápido y parece ser preciso en la mayoria de las situaciones clínicas (Bender. 1994).



Preeclampsia (toxemia del embarazo) La preeclampsia es una enfermedad gestacional tardia (por encima de la semana 20) y se caracteriza por hipertensión con proteinuria de más de 0.3 g'l en una muestra de orina de 24 horas o mayor de 1,0 g/l en una orina aleatoria. Afecta, aproximadamente, a 1 de cada 10 mujeres embarazadas y es más frecuente en los primeros embarazos, diabéticas, gestantes múltiples y mujeres que la han tenido en embarazos previos. La preeclampsia puede prevenirse mediante la administración oral de salicilatos o calcio pero la monitorización en el laboratorio, a no ser análisis de orina, no se requiere en la enfermedad leve. La enfermedad grave o con convulsiones (eclampsia) requiere la intervención activa y la monitorización. La toxemia del embarazo puede mimetizar otras alteraciones como la hipertensión, la enfermedad renal o hepática, el lupus eritematoso sistémico, la purpura trombocitopénica idiopática, las anemias microangiopáticas y, especialmente la TTP. La TTP raramente se presenta tardíamente en el embarazo pero, a diferencia de preeclampsia, persiste tras el parto (véase más adelante en Trombocitopenias con coagulopatía). La proteinuria de la toxemia es de tipo glomerular (mayoritariamente albúmina) y el sedimento urinario contiene cilindros hialinos y finamente granulares. No contiene bacterias, eritrocitos o cilindros céreos o anchos. Las proteínas en orina se monitorizan para determinar el progreso o el control de la enfermedad. La depuración (aclaración) de creatinina disminuye a menos de 130 ml/min. La sangre muestra, habitualmente, trombocitopenia y eritrocitosis relativa debido a que el volumen de plasma no se incrementa como es normal durante el embarazo. Hay un incremento de leve a moderado en la urea (>15 mg'dl) y en la creatinina (>0,8 mg/dl) y un importante aumento en el ácido úrico. La lactato dehidrogenasa (LD) aumenta primariamente debido a la enfermedad hepática (principalmente LD ). Algunas veces, debido a la hemolisis (p. ej.. en el síndrome HELLP), se incrementa la LD. y LD,, la ALT al doble de lo normal, la bilirrubma ligeramente (>1,2 mg/dl) asi como también se encuentra elevado el dímero-D. La excreción de calcio en orina puede estar disminuida (


El parto acaba con la toxemia por lo que puede ser inducido terapéuticamente si la enfermedad es grave y el embarazo está más allá de la semana 36 o si existe evidencia de madurez pulmonar fetal (véase anteriormente Surfactante del liquido amniótico). Antes de la semana 36. la paciente preeclámptica es tratada con reposo total. Las pruebas de función hepática y renal se realizan, generalmente, todos los días junto con el recuento de plaquetas, observaciones de los frotis sanguíneos y el dímero-D plasmático (preferiblemente de forma cuantitativa). El empeoramiento de la preeclampsia se caracteriza por oliguna (
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PARTO Rotura prematura de membranas La rotura prematura de membranas se define como el escape de liquido amniótico antes del comienzo del parto. Puede estar seguido por un cierto número de complicaciones, incluidas corioamnionitis. hipoplasia pulmonar fetal, desprendimiento de la placenta y disnea respiratoria neonatal. El liquido amniótico constituye parte de la reserva de fluido vaginal posterior y la identificación del componente amniótico se lleva adecuadamente a cabo Centro de las dos horas siguientes a la rotura de las membranas. A diferencia de las secreciones vaginales cuyo pH es ácido (entre 4,5 y 5.5), el liquido amniótico es alcalino, con pH comprendido entre 7.0 y 7.5. El aspirado de la reserva vaginal de una embarazada con exudado seroso ha de ser sometido a la prueba del papel de nitrazina para estimar visualmente el pH. Una prueba positiva viene indicada por un color azul y una negativa, por un color verde amarillento. El tapón cervical no debe contaminar el aspirado Hay un 5% de falsos positivos relacionados con la presencia de sangre, moco, semen, orina alcalina o jabón. Los falsos negativos se producen con menos frecuencia (1%) pero pueden verse con roturas de membranas que han ocurrido más de 24 horas antes o si la obtención de la muestra no ha sido adecuada. La prueba de la nitrazina se realiza habitualmente al lado del paciente y se dice que tiene una fiabilidad global de alrededor del 90% en ausencia de exposición a sangre, fluido vaginal, rotura de membranas prolongada y otros (Friedman. 1969). Una alícuota del Huido aspirado puede ser también colocada sobre un portaobjetos, secada durante cinco minutos y examinada microscópicamente en busca de un patrón en "hoja de helécho". Hay falsos positivos en menos del 2% de los casos y se asocian a la presencia de sangre, orina o moco cervical. Los falsos negativos tienen lugar en menos del 5% de los casos. La fibronectina fetal es una proteína trofoblástica coriónica que se acumula normalmente en el espacio virtual que hay entre la placenta y la decidua uterina. Si la fibronectina fetal se eleva en el plasma materno, en el liquido amnióticco o en las secreciones cervicovaginales entre las semanas 22 y 34 de la gestación indica pérdida de la integridad de las membranas fetales consecuencia de una infección, preeclampsia o rotura prematura. Los falsos positivos (0.05 pg;ml) es probable que haya un parto prematuro (Ascarelli, 1997). En esos casos hay un incremento de 25 veces en el riesgo relativo de parto en los siete días siguientes entre las mujeres con síntomas de parto prematuro entre las semanas 24 y 34 de gestación. La prueba de la libronectina parece tener valor en embarazos únicos y de gemelos pero no en los prolongados (>42 semanas). Los enzimoinmunoanálisis de fibronectina letal están disponibles comercialmente.



Asfixia fetal Aunque los recién nacidos no suelen estar atedados adversamente por la acidosis hasta que el pH sanguíneo es inferior a 7.10. una acidemia con pH inferior a 7,20 ha sido utilizada como limite para la acción obstétrica para prevenir el daño neurológico por hipoxia En el parlo el pH de la sangre fetal se determina en muestras de 50 pl de sangre capilar tomada de la piel de la zona que se presenta (p. ej., del cuero cabelludo). La toma de la sangre es. muchas veces, difícil y las muestras pueden ser rechazadas por el laboratorio debido a su insuficiente volumen, contaminación con burbujas de aire y a que estén coaguladas. La toma repetida de muestras es habitual y tiene las ventajas de poder demostrar una tendencia en los valores y de poder detectar algún resultado falso. La alteración del equilibrio ácido-base materno puede afectar al pH sanguíneo fetal y producir una interpretación errónea. Los problemas técnicos, el bajo valor predictivo de daño neurológico y la baja observancia a las guias de práctica clínica (Skelton, 1997) han hecho surgir dudas sobre el valor del pH fetal a partir de las medidas en cuero cabelludo. En partos ordinarios un segmento de cordón umbilical cerrado por los extremos puede ser retirado y almacenado hasta que el estado del neonato sea comprobado a los cinco minutos. Si el niño parece clínicamente estable y vigoroso y la puntuación de Apgar es "satisfactoria", la muestra de cordón
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O R I N A Y OTROS FLUIDOS CORPORALES



es descartada. Si hay alguna razón clínica por la que se necesite obtener gases sanguíneos puede tomarse sangre de la arteria umbilical (y de la vena si es necesario) y remitirse para su análisis (Comité del ACOG . 1994). El benelicio de una medida simultánea de P C 0 es que puede determinarse si existe un déficit de base con lo que pueden medirse los componentes respiratorios y metabólicos de la acidosis. 2



Se ha informado de que los análisis del cociente lactato'creatínina en el neonato identifican el riesgo de encefalopatía isquémica con una sensibilidad del 9 4 % y una especificidad del 100% (Huang. 1999) y que podrían obviar la necesidad de los estudios intraparto.



Coagulopatia de consumo intraparto Las urgencias obstétricas c o m o la embolia de líquido amniótico. la placenta previa, la muerte letal y la sepsis tras infección pélvica pueden producir una coagulopatía de consumo (o sea. DIC o un sangrado y coagulación locales masivos). La eliminación del agente etiológico o de la causa es el tratamiento definitivo. Puede consultarse con el laboratorio para realizar una serie de estudios diagnósticos y para proporcionar soporte de componentes sanguíneos como en las pacientes no embarazadas (véase Cap. 29).
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La gastroenterologia ha evolucionado en gran medida en las dos últimas décadas. Enfermedades como las úlceras gástricas y duodenales se evaluaban indirectamente mediante la medida del ácido producido y de los contenidos gástricos y duodenales, mientras que actualmente estas lesiones se visualizan y biopsian directamente mediante la endoscopia. El Helicobacter pylori ha sido vinculado a suficiente número de estos trastornos como para iniciar nuevos procedimientos relacionados con la detección y control de este microorganismo. También han tenido lugar avances en las herramientas diagnósticas empleadas para la malabsorción. maldigestion y la diarrea. En esta edición, hemos preferido adaptar las evaluaciones del laboratorio para que reflejen la práctica habitual en la era de la endoscopia. Los lectores son remitidos a ediciones previas de este libro para aquellos análisis y procedimientos que se realizan en la aclualidad con mucha menor frecuencia.



ENFERMEDAD PÉPTICA La aproximación práctica a la enfermedad péptica requiere la integración de los datos proporcionados por el clínico, el endoscopista. el radiólogo, el bioquímico clínico y el cirujano. El Helicobacter pylori ha sido reconocido como la principal causa de duodenitis y úlceras duodenales, asi como que está fuertemente asociado con la gastritis antral crónica tipo B, las úlceras gástricas, la dispepsia no ulcerosa, el carcinoma gástrico y los MALTomas (Veldhuyzen van Zanten. 1994; Wolherspoon, 1998: Peterson. 1991; Thiede, 1997). El uso de antiinflamafonos no esteroideos (AINE) produce o agrava la inflamación y la ulceración pépticas y gástricas. Los estados hipersecretores son una causa mucho más rara de enfermedad péptica. Los datos recogidos
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DIAGNÓSTICO DE LABORATORIO DE LAS ALTERACIONES GASTROINTESTINALES Y PANCREÁTICAS



en la historia y en el examen tísico pueden sugerir micialmente enfermedad péptica Las técnicas radiológicas y/o endoscópicas se emplean para confirmar los diagnósticos. El uso de AINE se confirma en la revisión médica. Las pruebas del H. pylori y de los estados hipersecretores implican el análisis en el laboratorio. Debido a que se ha demostrado que el H. pylori es el agente causal más importante de la úlcera péptica y que se asocia significativamente con otros tipos de patología gastrointestinal (Gl) superior, ha habido una tremenda investigación implicada en su detección y tratamiento y en la confirmación de su erradicación. En la última década se han aprobado por la Food and Drug Admmistration y se dispone comercialmente de numerosos productos para la detección de esta bacteria. La revisión de cada uno de estos productos está más allá del alcance de este texto. Se ha argumentado sólidamente que todos los pacientes que hospeden a este organismo deberían ser tratados. (Graham, 1997). Aunque el número y tipo de pruebas continuará creciendo probablemente, la obtención de muestras de tejido, las pruebas del aliento y la serologia son. actualmente, el principal sostén del armamento diagnóstico. Las pruebas del H. pylori utilizan, muchas veces, la capacidad de este organismo para producir ureasa. Las pruebas radiactivas y no radiactivas del hidrógeno en el aliento son ejemplos de medios atramáuticos para detectar infección activa por H. pylori. Estas son sensibles y especificas antes de comenzar la terapia. La utilización incidental de inhibidores de la bomba de protones, antibióticos o antiácidos con bismuto puede conducir a resultados falsamente negativos. El tratamiento del H. pylori puede no conducir a una completa erradicación del organismo. Las pruebas del hidrógeno en el aliento pueden ser falsamente negativas sí se realizan demasiado pronto después de finalizar el tratamiento, antes de que la carga bacteriana sea suficientemente grande como para detectarse (Atherton, 1994). Los anticuerpos séricos frente al H. pylori pueden utilizarse para detectar la exposición a este microorganismo. Los análisis inmunoabsorbent.es de enzima unida (ELISA) están disponibles y son fiables (Feldman, 1995a), 1995b; Van de Wouw, 1996). Aunque los niveles cuantitativos de estos anticuerpos no se utilizan habitualmente en la clínica para determinar si la infección es actual o ya pasó, se ha informado de que son muy exactos (Lerang. 1998). Actualmente se emplea la serologia para investigar el H. pylori y las pruebas del aliento se emplean para confirmar su erradicación tras el tratamiento a no ser que la endoscopia permita la obtención de tejido para realizar la prueba rápida de la ureasa o la revisión histológica (Megraud. 1997). Las pruebas químicas basadas en la ureasa se emplean habitualmente para detectar H. pylori en muestras de biopsias obtenidas por endoscopia. Los especímenes de biopsia frescos obtenidos por endoscopia se colocan en líquidos o geles que contienen urea. La ureasa bacteriana escinde la urea produciendo amoníaco. El cambio en el pH afecta a un indicador de color, proporcionando, de esta manera, la base para su detección. La carga bacteriana determinará la cantidad de ureasa presente y afectará a la rapidez de la respuesta. Si la carga es demasiado bata, la prueba puede ser falsamente negativa (Xia, 1994). La prueba es barata y fácil de llevar a cabo pero requiere el empleo de endoscopia, que es cara y tiene riesgos potenciales. Existen disponibles equipos para hacer pruebas serológicas rápidas en la consulta. La exactitud de estos equipos depende de las preparaciones de anticuerpos que se empleen. Las preparaciones de mmunoglobulina G |lgG) son las que dan mejores resultados. Otras características de las pruebas como reproducibilidad, costo y facilidad de empleo, son factores que han de ser tenidos en cuenta a la hora de revisar la multitud de marcas comercializadas en la actualidad (Laheij, 1998). La revisión histológica de los especímenes de biopsias teñidos con tinciones de Warthin-Barry o de Giemsa siguen siendo una de las técnicas más frecuentemente empleadas para determinar sí hay infección activa. El cultivo del organismo puede no ser consistente y no se suele realizar habitualmente. Los estudios de las heces que emplean análisis de antigeno y enzima y la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) están también disponibles comercialmente, pero, en este momento, su eficacia sigue siendo controvertida (Makristathis. 1998). Los estados hipersecretores vienen sugeridos por una extensa enfermedad péptica, especialmente en ausencia de H. pylori del uso de AINE. El fracaso en responder a las dosis habituales de agentes bloqueantes de los receptores de histamina (H2) y a los inhibidores de la bomba de protones también sugieren una secreción aumentada de ácido clorhídrico. Aunque el análisis ;
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gástrico sigue siendo el método de referencia respecto a la cantidad secretada de ácido, esta técnica es lesiva y se emplea con menos frecuencia. La técnica se revisa en detalle en ediciones previas de este libro. Hay que tener cuidado para evitar el uso de medicaciones antisecretoras durante los intervalos de tiempo adecuados antes de la prueba. Los bloqueantes de los receptores H deben ser retirados durante 48 horas y los inhibidores de la bomba de protones deben ser evitados durante siete días Los bloqueantes de los receptores H. están disponibles sin prescripción por lo que es importante la información al paciente y los clínicos han de recordar el revisar todas las medicinas que utilice éste. t



Las concentraciones de gastnna, con o sin estimulación con secretina, pueden ser empleadas para el diagnóstico del síndrome de Zollinger-Ellison, en muchos casos ahorrando al paciente el análisis gástrico. Las concentraciones de gastnna mayores de 1.000 pg/ml (especialmente con valores de pH gástrico 


ALTERACIONES PANCREÁTICAS La pancreatitis se sospecha cuando el paciente presenta un dolor central epigástrico, "latoso", que se irradia hacia la espalda o los flancos y que se asocia muchas veces con náuseas y vómitos. Habitualmente, cuando se sospecha una pancreatitis se realizan análisis de amilasa y lipasa en suero, y si están elevadas éste es el diagnóstico de presunción. Se sabe que la amilasa y la lipasa pueden provenir de otras fuentes distintas que el páncreas (Frank. 1999). Así. empleando ambos análisis se puede optimizar la exactitud (Corsetti. 1993). Otros piensan que la determinación de isoamilasa es el método con mejor relación coste-efectividad (Sternby. 1996). Debido a la falta de un método de referencia disponible para el diagnóstico de pancreatitis aguda y a la variabilidad de los métodos químicos es difícil calcular la sensibilidad y la especificidad de estos análisis de forma precisa. La interpretación de las medidas de amilasa sérica total está perjudicada por dos situaciones alternativas. En primer lugar, la elevación de la isoamilasa salival puede conducir a lalsos positivos, asi como a elevar el intervalo de referencia de los numerosos análisis disponibles, lo que conduce a una disminución de la sensibilidad. En segundo lugar, muchos individuos normales tiene una aparente elevación de la amilasa sérica total debido a la macroamilasemia. Recientemente, las pruebas del tripsinógeno-2 con tiras reactivas han demostrado una sensibilidad del 94% y una especificidad del 95% comparadas con la sensibilidad del 85% de la amilasa sérica y su especificidad del 9 1 % . cuando se utiliza 300 U/l como limite superior de la normalidad (Kemppainen. 1997). Esta puede ser una prueba rápida de cribado en las condiciones correctas. Aunque se ha examinado un número considerable de otras enzimas para comprobar su potencial papel en el diagnóstico y pronóstico de la pancreatitis aguda ninguno ha tenido una amplia aceptación. Además, la amilasa urinaria no ofrece ninguna ventaja sobre las pruebas en suero, y la depuración (aclaramiento) de amilasa no es especifico ILankish, 1977). La tomografia computarizada (TC) con contraste intravenoso es el mejor procedimiento radiológico para el diagnóstico de la pancreatitis aguda y para medir su gravedad. Este procedimiento no es necesario realizarlo muchas veces en la enfermedad leve o moderada y un estudio retrospectivo ha demostrado un curso clínico prolongado en aquellos pacientes con pancreatitis aguda que son sometidos a habitualmente TC intensificada con contraste (McMenamin. 1996). No se conoce con certeza la exactitud de la TC pero parece próxima al 90% (Sternby. 1996)
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O R I N A Y OTROS FLUIDOS CORPORALES



Diagnóstico difere ncial de hiperamilasemia y macroamilasemia i



Afección



A m Ha s a sérica



L i p a s a sérica



H i p e r a m i l a s e m i a pancreática Hipefamilasemia salival Macroamilasemia tipo 1 Macroamiíasemia tipo 2 Macroamilasemia tipo 3



Alta Alta Alta Alia Normal



Alta Normal Normal Normal Normal



_ _



Amilasa urinaria Alta Baja o normal Baja Baja o normal Normal



CAM:Ccr



M a c r o a m i l a s a sérica



Alia Baja o normal M u y baia Baja Baja o normal



Ausente Ausente Alia Moderada Trazas



CamiCcr (cocienle enlre depuración de amilasa y depuración de crealinina) = (amilasa en orina /amilasa en suero) x (crealinina en suero/crealmina en orina) Modilicado de Kleinman DS, O Buen JF: Macroamytase Mayo Clin Proc 1986; 61 669. con permiso.



La pancreatitis crónica se sospecha por el contexto clínico correcto y se presenta desde una leve intolerancia a la glucosa a una diabetes mellitus franca, dolor abdominal crónico y/o maldigestión/malabsorción. Las pruebas para confirmar este diagnóstico incluyen la colangiopancreatografía retrógrada y la ecografía endoscópica (Sahai, 1998). Las pruebas de función pancreática se emplean raramente. Son molestas y no tienen sensibilidad. Si los síntomas son sugestivos de esta enfermedad se revisa la anatomía de la glándula y se reponen la insulina y las enzimas pancreáticas que sean necesarias. Hay poca necesidad de estimar el porcentaje de función endocrina y exocrina. Cuando se sospecha maldigestión pancreática como causa de una diarrea muchos clínicos intentan un tratamiento empírico con enzimas pancreáticas exógenas. Si funciona, el diagnóstico es el probable para el contexto clínico adecuado. La prueba de secreción y la prueba de la bentiromida se utilizan raramente.



Isoamilasas La amilasa presente en la sangre y orina de los individuos normales es predominantemente de origen pancreático y salival. Las amilasas de origen pancreático y salival se abrevian como (isoenzima, isoamilasa) tipo P y tipo S, respectivamente, siempre que esta distinción sea necesaria. Estos dos tipos de amilasa son enzimas estrechamente relacionadas pero tienen variaciones órgano-específicas. Tienen la misma composición de aminoácidos y proporcionan mapas peptídicos similares pero no idénticos. Cada una de ellas parece consistir en una única cadena peptídica sin subunidades. La amilasa pancreática tiene un peso molecular de 54.000. Para la amilasa salival se han notificado mayores pesos moleculares. Las dos amilasas contienen grupos sulfhidrilo. Las amilasas son metaloenzimas que contienen, al menos, un átomo de calcio por molécula; este metal es necesario para su actividad catalítica. El pH de actividad óptima se encuentra entre 6,9 y 7,0. El pH óptimo para la amilasa salival varía según el anión que se emplee como activador, siendo el más importante el cloruro. La concentración óptima de cloruro es de 10 mmol/l, siendo la activación alostérica. El bromuro y el yoduro activan también la amilasa. Los puntos isoeléctricos (pl) informados han sido 7,6 y 7.2 para la isoamilasa tipo P y 6,4 y 5.8 para las tipo S.



Macroamilasemia Macroamilasemia es el término que se emplea para describir el estado de una elevación persistente de la actividad de la amilasa sérica sin signos clínicos de alteración pancreática. Se atribuye a la presencia de complejos macromoleculares de amilasa cuyo mayor tamaño impide su excreción en orina, prolongando su vida media. La macroamilasa es un complejo circulante de amilasa normal unida, en la mayoría de los casos, a una inmunoglobulina y a polisacáridos en otros casos. Las inmunoglobulinas son IgG e IgA. La composición de las macroamilasas es heterogénea. El análisis de los complejos tras la disociación con ácido revela que las isoamilasas tipo P y S están presentes en proporciones variables. El peso molecular estimado va de 150.000 a más de un millón. La macroamilasemia puede darse, también, en los pacientes hiperamilasémicos con amilasa urinaria no disminuida y en pacientes con actividad de la amilasa normal en suero y orina. La lipasa sérica puede también formar complejos con las inmunoglobulinas circulantes, lo que da lugar a la macrolipasemia (Zaman, 1994). La Tabla 23-1 muestra las características distintivas de los diferentes tipos de hiperamilasemia.



MÉTODOS ANALÍTICOS Amilasa total en suero y orina La amilasa es una enzima estable. Es estable en suero y orina duranle una semana a temperatura ambiente y, al menos, seis meses refrigerada y en contenedores bien cerrados. Puede ser conservada congelada mucho más tiempo sin pérdida apreciable de actividad. Los especímenes de plasma que han sido anticoagulados con citrato u oxalato deben evitarse para la determinación de amilasa debido a que esla en una enzima que contiene calcio y se encuentran actividades falsamente disminuidas en estos especímenes. Los especímenes plasmáticos heparinizados no interfieren en el análisis. El primer método para la medida de amilasa fue descrito en 1831. Desde entonces, se han desarrollado más de 200 métodos analíticos basados en diferentes principios y sustratos. En un estudio interlaboratorlos de metodologías para el análisis de amilasas (College oí American Pathologists [CAP¡ Chemistry Survey. 1999), los 5.335 laboratorios participantes emplearon 41 métodos disponibles comercialmente para el análisis de amilasa. Los valores medios para el espécimen C-01 del estudio varió entre 54.3 Ul/I y 143,3 Ul/I y para el espécimen C-02 los valores estuvieron entre 127,3 Ul/I y 330,8 Ul/I. según el método empleado. Las actividades enzimáticas variaron dependiendo del sustrato utilizado o de condiciones como el pH y la temperatura. Aunque se ha recomendado el uso de las unidades internacionales, los fabricantes de métodos de amilasa rara vez los utilizan. Los diferentes métodos utilizan diferentes expresiones de las unidades basadas en la definición del fabricante. La conversión entre las diferentes unidades es extremadamente difícil, y algunas veces imposible, porque muchos de los sustratos empleados están mal definidos y no son los sustratos naturales de la amilasa. Algunos métodos utilizan un pH que no es el adecuado para la amilasa. Por tanto, no se recomienda el intento de convertir las diferentes unidades de la amilasa entre los diferentes métodos. Con el gran número de diferentes metodologías disponibles actualmente para determinar la concentración de amilasa, cada una con sus méritos y sus desventajas, ha de elegirse un método basado en la exactitud, precisión, facilidad de operación y otros requerimientos como disponibilidad de equipamiento y destreza del personal del laboratorio. Independientemente del método elegido ha de tenerse cuidado para evitar la contaminación de los especímenes con saliva debido a que su contenido en amilasa es unas 700 veces superior al del suero. Los eritrocitos no contienen amilasa por lo que la hemolisis no presenta, generalmente, ningún problema con la mayoría de los métodos, excepto aquellos que tienen métodos enzimáticos acoplados en los que el peróxido liberado se mide con una reacción acoplada de la peroxidasa. Interpretación Se observan elevaciones de la amilasa sérica y urinaria en una amplia variedad de alteraciones. La mayoría de las elevaciones de la amilasa sérica se deben a una tasa aumentada de entrada de la amilasa en el torrente sanguíneo, a una tasa de depuración disminuida o a ambas. La actividad de la amilasa sérica se eleva dentro de las 6 a 48 horas siguientes al comienzo de una pancreatitis aguda en el 80% de los pacientes, aproximadamente, pero no de forma proporcional a la severidad de la enfermedad. Los valores por encima de 600 unidades Somogyi/dl o por encima de
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cuatro veces el intervalo de referencia son muy sugestivas de este diagnóstico. La actividad, generalmente, retorna a la normalidad a los tres o cinco días en los pacientes con formas edematosas leves de la enfermedad. Los valores elevados persistentes por encima de este tiempo sugieren una necrosis o la posible formación de un seudoquiste. La actividad de amilasa en orina se eleva de manera precoz, muchas veces dentro de las primeras horas de la elevación de la actividad sérica, y puede permanecer elevada una vez que esta ha vuelto a la normalidad. Valores por encima de 1.000 unidades Somogyi/dl se observan, casi exclusivamente, en pacientes con pancreatitis aguda. Los resultados falsos negativos se observan en muchas ocasiones en los especímenes de orina si se recogen demasiado pronto o demasiado tarde o en pacientes con necrosis fulminante en los que la producción de amilasa disminuye o, incluso, llega a cesar. En la mayoría de los pacientes con pancreatitis aguda la actividad de la amilasa sérica está aumentada y hay un incremento concomitante de la actividad urinaria de la enzima Puede haber casos, sin embargo, en donde una amilasa urinaria elevada no se acompañe de una amilasa sérica elevada. El aumento de la depuración renal de amilasa puede emplearse en el diagnóstico de la pancreatitis aguda o recidivante y el cociente entre la depuración de amilasa y la de creatinma, expresado como porcentaje, se ha empleado con fines diagnósticos. Este cociente (CAM/Ccr) puede ser calculado empleando la siguiente fórmula: Cociente de depuraciones (porcentual) =



Actividad de amilasa en orina Actividad de milasa en suero



Concentración de creatinina en suero X 100 Concentración de creatinina en orina



El intervalo normal está entre el 1% y el 4%, mientras que en pacientes con pancreatitis, generalmente, se encuentra por encima del 4% y, en muchas ocasiones, en el intervalo entre 7% y 15%. Desafortunadamente, alrededor de un tercio de los pacientes con pancreatitis tienen cocientes normales y cocientes elevados pueden encontrarse en pacientes quemados, con cetoacidosis, insuficiencia renal, enfermedad cardíaca y con perforación duodenal, así como tras cirugía torácica. Por tanto, el cociente añade poca utilidad al diagnóstico. Aproximadamente, el 2 0 % de los pacientes con pancreatitis tienen una actividad de amilasa normal o cercana a la normalidad. En los pacientes hiperlipidémicos con pancreatitis se encuentran frecuentemente valores normales de amilasa en suero y orina. Los valores falsamente normales se cree que son el resultado de la supresión de la actividad de la amilasa por los triglicéridos o por un inhibidor circulante en el suero. Valores inferiores a los normales de actividad de amilasa en suero pueden encontrarse en pacientes con pancreatitis crónica y también en condiciones diversas e inesperadas como la insuficiencia cardíaca congestiva, el embarazo (durante el segundo y tercer trimestres), el cáncer gastrointestinal, las fracturas óseas y la pleuresía. La amilasa sérica puede estar elevada en pacientes con carcinoma hepático pero la elevación es demasiado tardía como para tener utilidad diagnóstica. También se eleva frecuentemente (en más del 6 0 % de los casos) en pacientes con cetoacidosis diabética. La electroforesis en gel de poliacrilamida ha demostrado que en esta situación se eleva la amilasa salival más que la pancreática. La actividad de la amilasa sérica puede elevarse también en pacientes con colecistitis o úlcera péptica o bien después de una resección gástrica, trasplante renal, hepatitis viral o embarazo ectopico interrumpido. Actividades muy elevadas han sido informadas en pacientes con carcinoma de pulmón. Menos pacientes hiperamilasémicos tienen obstrucción intestinal, trombosis mesentérica y peritonitis. En algunos de estos pacientes, las secreciones pancreáticas fluyen hacia la cavidad peritoneal y son absorbidas hacia el torrente sanguíneo. En otros casos puede haber una inflamación que implique al páncreas. Las concentraciones elevadas de amilasa en líquido ascítico pueden encontrarse en pacientes con pancreatitis, seudoquistes pancreáticos perforados, roturas del conducto pancreático, cáncer de páncreas, tumores abdominales secretores de amilasa y perforación de una viscera hueca.
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Isoamilasa El fraccionamiento de la amilasa del suero, orina u otro fluido corporal puede realizarse mediante medios físicos, como la electroforesis, cromatografía e isoelectroenfoque. cuantificando, entonces, cada enzima por densitometria directa o por medio de técnicas amiloclásticas o sacarogénicas. Un método cromatográfico simplificado, fácilmente adaptable, ha sido desarrollado por Fridhandler (1980). Un análisis de inhibición química empleando un inhibidor proteico específico de la amilasa salival se utiliza también para determinaciones de isoenzimas y está disponible comercialmente. La determinación de isoamilasa por inhibición química es sencilla, rápida y adecuada para situaciones de urgencia. Se ha informado de un método de inmunoinhibición que emplea un anticuerpo monoclonal para inhibir la amilasa salival y poder cuantificar. posteriormente, la restante amilasa pancreática (Mifflin. 1985). Debido a su simplicidad, aceptable precisión analítica y buena correlación con el método electroforético de la amilasa, debería realizarse una mayor investigación para su aplicación clínica. Un gran número de informes ha apoyado el hallazgo de que. en la pancreatitis aguda, la amilasa tipo P está invariablemente elevada, tanto en suero como en orina. La isoenzima tipo S. sin embargo, disminuye hasta del 0% al 15% de la actividad total de la hiperamilasemia sérica en pacientes con pancreatitis aguda, hasta del 12% al 25% en los pacientes con pancreatitis crónica recidivante y a prácticamente cero en aquellos con cáncer de cabeza de páncreas. La isoenzima de tipo P se eleva también en la pancreatitis crónica recidivante, el hipoparatiroidismo y la glomerulonefritis. La amilasa tipo S se halla elevada en el suero de pacientes con pancreatitis crónica, parotiditis, insuficiencia pancreática, síndrome de Sjógren, colelitiasis. estrechamiento del conducto común, ingestión de alcohol, gastroenteritis aguda, insuficiencia respiratoria aguda, fracaso renal agudo, cáncer de pulmón y en otros cánceres asociados a hiperamilasemias. Los estudios de isoenzimas en suero, orina y fluido duodenal de pacientes con fibrosis quistica revelan que dos tercios de los pacientes tienen poca o ninguna amilasa pancreática. La actividad relativa de la isoamilasa tipo P ha sido descrita como muy útil como índice diagnóstico del seudoquiste pancreático (Warshaw. 1980). La isoamilasa P1 (la que migra más lentamente, la menos anódica) constituye, normalmente, entre el 8 0 % y el 90% de la actividad total de la amilasa: la P2 y la P3 constituyen entre el 0% y el 4 % , tanto en suero como el jugo pancreático. Los cocientes medios de P2/P1 y de P3/P1 en el jugo pancreático fresco, suero normal, suero de pancreatitis aguda, suero de pancreatitis crónica y suero de cáncer de páncreas son siempre inferiores a 0.25 y a 0,04, respectivamente. Este cociente se eleva alrededor del 90% de los sueros de los pacientes con seudoquistes probados, pero no en otros. En algunos casos estos análisis de isoamilasa descartan correctamente un seudoquiste, mientras que la ecografía o la TC indican erróneamente la presencia de un seudoquiste.



Macroamilasa La macroamilasemia puede tener lugar con una frecuencia de 1.05% en pacientes seleccionados aleatoriamente, en un 2.56% entre personas con hiperamilasemía y en 0.98% en personas con amilasa senca normal (Klonoff, 1980). La macroamilasemia, per se. no es una enfermedad ya que no existen síntomas clínicos que la acompañen de forma consistente. Se trata de una afección adquirida y benigna que puede surgir en individuos aparentemente sanos y que se encuentra más frecuentemente en hombres que en mujeres. La edad en el momento del descubrimiento, en la mayoría de los pacientes, se encuentra entre la quinta y la séptima decadas. La incidencia de macroamilasemia puede ser un signo temprano de enfermedad como marcador o como una disproteinemia inespecífica inducida por la enfermedad con capacidad para unir amilasa y puede ser considerada como una de las alteraciones enzimáticas que forman complejos con las inmunoglobulinas. Clínicamente, es importante diferenciar entre macroamilasemia y otras alteraciones asociadas a la hiperamilasemía. En cualquier paciente con hiperamilasemía, con un cociente de depuraciones de amilasa/creatinina muy bajo (
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macroamilasa por ullracentrifugado, cromatografía u otras técnicas físicas. Un método de detección empleando cromatografía ha sido utilizado durante muchos años y se ha informado de un ensayo sencillo y rápido basado en la precipitación selectiva de la macroamilasa en una solución de polietilenglicol (Levitt. 1982).



Lipasa El páncreas es la fuente primaria y principal de lipasa sérica. La lipasa pancreática humana es una glucoproteina de 45.000 Da de peso molecular. En contraste con la amilasa, que se encuentra en el páncreas y en las glándulas salivales, la lipasa no se encuentra en estas últimas. Las lipasas se definen como enzimas que, de forma preferente, hidrolizan esteres de glicerol de cadena larga en los carbonos 1 y 3 de las uniones éster, proporcionando 2 moles de ácido graso y 1 mol de IB-monoglicérido por mol de triglicérido. Tras la isomerizaclón, el tercer ácido graso puede ser separado a una velocidad menor, La lipólisis se incrementa en proporción al área de la superficie de las gotitas lipídicas y la ausencia de sales biliares en el fluido duodenal, con la falta resultante de emulsificación, produce una lipasa inefectiva. La presencia de colipasa y sales biliares es necesaria para la actividad catalítica completa y la mayor especificidad de la lipasa pancreática. La lipasa sérica se inhibe por proteínas, ácidos biliares y fosfolípidos; la colipasa actúa revirtiendo esta inhibición. Tanto la lipasa como la colipasa se secretan por el páncreas y están, por tanto, presentes en el suero. La colipasa se encuentra en la sangre de pacientes con pancreatitis pero en concentraciones variables y. generalmente, por debajo de la cantidad necesaria para activar la lipasa pancreática totalmente. Para determinar de lorma exacta y totalmente la actividad de la lipasa pancreática en pacientes con pancreatitits es esencial añadir colipasa al reactivo. La lipasa pancreática debe diferenciarse de la lipoproteinlipasa, de la carboxilesterasa y de la arilester hidrolasa, las cuales están relacionadas con ella pero son enzimas diferentes. Las actividades de estas enzimas pueden incluirse en la medida de la actividad de la lipasa a no ser que se adopten condiciones de análisis adecuadas para la lipasa "pancreática". La lipasa también está presente en el hígado, estómago, intestino, leucocitos, adipocifos y leche. El calcio es necesario para la máxima actividad de la lipasa, pero a concentraciones superiores a 5 x 1 0 M tiene efectos inhibidores. Se especula con que el efecto inhibidor se debe a su interferencia con la acción de las sales biliares en la interfaz agua-sustrato. Al igual que la albúmina sérica, las sales biliares previenen la desnaturalización de la lipasa en la interfaz. Los metales pesados y la quinina inhiben la actividad de la lipasa. 3



La lipasa se liltra por el glomérulo debido a su bajo peso molecular; se reabsorbe completamente en los túbulos proximales y no se encuentra en la orina normal. En los pacientes con fallo de la reabsorción tubular causado por enfermedades renales se encuentra lipasa en la orina. La actividad de la lipasa en orina en ausencia de enfermedad pancreática se relaciona inversamente con la depuración de creatinlna. La lipasa sérica es estable hasta una semana a temperatura ambiente y durante más tiempo si se refrigera o congela. La temperatura óptima de reacción es de unos 40"C. El pH óptimo es de 8,8, pero se han señalado valores desde 7,0 hasta 9,0. Esta diferencia se debe, probablemente, al efecto de los diferentes tipos de sustrato, tampón, temperatura de incubación y concentraciones de reactivo que se han utilizado. El suero es el espécimen de elección para los análisis de lipasa sérica. La ictericia, la lipemia y la hemolisis no interfieren con los análisis turbidimélricos de lipasa. En la pancreatitis aguda la actividad de la lipasa sérica tiende a elevarse al mismo tiempo, si no antes, que la elevación de la amilasa sérica y permanece elevada durante unos 7 a 10 días. Un aumento de la actividad de la lipasa sérica raramente se prolonga más de 14 días; un incremento más prolongado sugiere un mal pronóstico o la presencia de un quiste. El uso combinado de la lipasa y amilasa séricas es efectivo para descartar la pancreatitis aguda. Aunque las determinaciones de lipasa sérica tienen ventajas sobre las de la amilasa en la pancreatitis aguda, no es específica de esta enfermedad. La lipasa sérica puede estar también elevada en los pacien-



tes con pancreatitis crónica, obstrucción del conducto pancreático y en circunstancias no pancreáticas como las enfermedades renales, varias enfermedades abdominales como la colecistitis aguda, la obstrucción o el infarto intestinal, la úlcera duodenal y la enfermedad hepática, así como en el alcoholismo, la cetoacidosis diabética y en pacientes que son sometidos a colangiopancreatografía retrógrada endoscópica. Los pacientes con traumatismo abdominal tienen incrementos uniformes tanto de amilasa como de lipasa séricas, mientras que aquellos con daño primario de la cabeza o manipulación de la glándula parótida durante la cirugía tienen un incremento significativo de la actividad de amilasa sérica solamente. La elevación de la actividad de la lipasa en los pacientes con parotiditis es muy sugestiva de una implicación del páncreas y de las glándulas salivales debida a la enfermedad. Las pruebas de lipasa y amilasa séricas han sido y continúan siendo utilizadas ampliamente para el diagnóstico de pancreatitis aguda. Ambas se encuentran elevadas en muchos pacientes con inflamación u otras alteraciones de los órganos de la cavidad abdominal. Se llega a la conclusión de que el páncreas es exquisitamente sensible a las alteraciones inflamatorias o metabólicas del peritoneo y órganos cercanos.



FIBROSIS QUÍSTICA La fibrosis quística (mucoviscidosis) del páncreas es una enfermedad autosómica recesiva con una incidencia de 1 de cada 1.600 nacimientos caucásicos y de 1 de cada 17.000 nacimientos de afroamericanos en EE.UU. Aproximadamente 1 de cada 20 caucásicos es portador. La fibrosis quística se caracteriza por una secreción anormal de varias glándulas exocrinas del cuerpo incluyendo el páncreas, las glándulas salivales, las glándulas peritraqueales y peribronquiales, las glándulas lacrimales, las del sudor, las glándulas mucosas del intestino e incluso de los conductos biliares. La implicación de las glándulas intestinales puede conducir a la presencia de un Íleo con meconio en el momento del nacimiento. La enfermedad pulmonar crónica y la malabsorción que resulta de la implicación del páncreas son los principales problemas clínicos de las personas que sobreviven más allá de la lactancia. Debido a los múltiples alelos del gen de la fibrosis quistica (véase el Cap. 62), el diagnóstico de laboratorio todavia depende, en gran medida, de la demostración de un aumento de sodio y cloruro en el sudor.Desgraciadamente, a no ser que la prueba del sudor se realice correctamente, probablemente sea la prueba menos fiable y tiene la mayor proporción de falsos positivos y negativos. En los niños, las concentraciones de cloruro en sudor por encima de 60 mmol/l en, al menos, dos ocasiones, son diagnósticas, Las concentraciones entre 50 mmol/l y 60 mmol/l sugieren la enfermedad en ausencia de insuficiencia suprarrenal. Los pacientes en los que se sospecha fibrosis quística basándose en resultados indeterminados de electrólitos en sudor deben ser confirmados repitiendo la prueba tras la administración de un mineralocorticoide como la fludrocortisone. En estos pacientes los valores de los electrólitos deberían permanecer sin cambios, mientras que los controles normales deberían mostrar una disminución en los electrólitos del sudor. Las concentraciones de sodio en sudor tienden a ser ligeramente menores que las de cloruro en los pacientes con fibrosis quística pero sucede al revés en los sujetos normales. Las concentraciones de cloruro en sudor por encima de 60 mmol/l pueden encontrarse en algunos pacientes malnutridos, con displasia ectodérmica hiperhidrótica. diabetes insípida nefrogénica, insuficiencia renal, déficit de glucosa-6-fosfatasa, hipotiroidismo, mucopolisacaridosis y fucosidosis. Estas alteraciones son habitualmente diferenciadas con facilidad de la fibrosis quística por sus síntomas clínicos. Los resultados de la prueba del sudor en suero falsamente negativos se han visto en pacientes con fibrosis quistica en presencia de edema hipoproteico. Los electrólitos en sudor de alrededor de la mitad de un grupo de mujeres adultas premenopáusicas mostraron una fluctuación cíclica, alcanzándose un pico de concentración de cloruro, habitualmente. entre 5 y 10 días antes del comienzo de la menstruación. Los valores máximos fueron ligeramente inferiores a 65 mmol/l. Los hombres mostraron fluctuaciones aleatorias hasta justo un poco menos de 70 mEq/l. Por esta razón, la interpretación de los valores de electrólitos en adultos debe ser realizada con cuidado. En el Capítulo 62 se presenta una aproximación al diagnóstico genético.
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DIAGNÓSTICO DE LABORATORIO DE LAS ALTERACIONES GASTROINTESTINALES Y PANCREÁTICAS



Cloruro en sudor La pilocarpina se introduce en la piel mediante iontoforesis para estimular localmente la secreción de las glándulas sudoríparas. El sudor obtenido se absorbe sobre un papel de filtro, se pesa, se diluye con agua y se analizan las concenlraciones de sodio y de cloruro. El método es indoloro y fiable si se realiza adecuadamente. Utilizando el sistema de recogida Wescor Macroduct Sweat (Wescro Inc., Logan, UT) se pueden conseguir volúmenes de sudor de hasta 100 pl y el cloruro puede medirse directamente utilizando muestras de 20 pl en un analizador de cloruro como el Corning 925 (Chiron Diagnostics, Ltd., East Walpole, MA). Esta reducción de pasos en el procedimiento conduce a una mayor reproducibilidad. El sudor total del cuerpo en los pacientes de fíbrosis quística es peligroso y se han registrado muertes debidas a este procedimiento. Cuando se realiza adecuadamente y por duplicado, la prueba del sudor tiene una sensibilidad del 90% al 99%. Una tasa inaceptablemente elevada de resultados erróneos ha sido atribuida a problemas relacionados con la obtención de la muestra de sudor para el análisis y con el método analítico. Las fuentes de error son la baja fiabilidad metodológica, los errores técnicos, la recogida insuficiente e inapropiada del sudor, la inexperiencia de los trabajadores del laboratorio, la falta de adecuados controles de calidad y la interpretación errónea de los resultados de las pruebas (LeGrys, 1994). Para proporcionar la mejor calidad posible a la prueba del sudor se remite a los laboratorios al documento Sweat Testing: Sample Collection and Gualitative Analysis: Proposed Guidelines (documento C34-P, 1993) desarrollado por el National Committee lor Clinical Laboratory Standards (NCCLS) (Villanova, PA) para mejorar la realización de la prueba del sudor para el diagnóstico de la fibrosis quística (LeGrys, 1994). Este documento del NCCLS incluye un anáisis sobre la estimulación del sudor, medidas cuantitativas del sodio y el cloruro en sudor y aspectos relacionados con el control de calidad. El CAP y la Cystic Fibrosis Foundation han desarrollado conjuntamente el External Proficiency Testing Survey tor Sweat Test Analysis (Set SW) para laboratorios que deseen aumentar la calidad de la prueba del sudor. La Cystic Fibrosis Foundation recomienda que los laboratorios que realicen pocas pruebas del sudor al año remitan a los pacientes a un centro de fibrosis quística. (LeGrys. 1994).



DIARREA La diarrea es, frecuentemente, definida de forma funcional como heces acuosas o "sueltas" que tienen lugar a una frecuencia mayor que la que el paciente considera normal. Las percepciones de los pacientes sobre lo que consideran diarrea varían ampliamente. El diagnóstico formal de diarrea puede realizarse determinando el exceso de heces diarias del paciente por encima de 200 g a 250 g. Con propósitos prácticos el peso de las heces no se mide frecuentemente y el diagnóstico del síndrome se realiza por medio de la historia o por la observación de heces marcadamente informes. En los casos difíciles es prudente recoger y pesar las heces. La función principal del colon es absorber agua de la corriente lecal. Aproximadamente el 9 0 % del agua que penetra en el colon es sacada durante el tránsito por él. El colon recto-sigmoide también almacena heces hasta que es posible defecar de forma socialmente aceptable. La diarrea tiene lugar cuando la cantidad de agua en el lumen del colon (que es la suma del agua que llega a él desde el intestino delgado y del agua secretada porla mucosa del colon) excede la cantidad de agua capaz de ser absorbida por la mucosa de éste. También puede ser el resultado de la irradiación o de la inflamación del colon, la cual interfiere con la capacidad del colon para almacenar heces. Un colon ausente o muy disminuido asegura la presencia de un gran volumen de heces sueltas. Las causas de la diarrea se dividen en muchas ocasiones en cuatro grupos patogénicos principales. Estos grupos son las diarreas inflamatorias, las osmóticas, las secretoras y las diarreas que resultan de una motilidad intestinal alterada. Las causas específicas de diarrea pueden pertenecer a más de una causa patogénica y más de una etiología diarreica puede presentarse en un paciente simultáneamente. Aunque muchos médicos emplean la categoría "láctica" como una quinta clasificación patogénica para las diarreas autoindu-
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cidas, la(s) metodologia(s) empleada(s) por el paciente pertenecen a uno de los cuatro grupos anteriormente citados. La excepción es. naturalmente, el paciente que no tiene diarrea pero que dice que si la tiene. En los pacientes con "diarrea láctica" se suelen encontrar importantes alteraciones psicológicas. De forma similar, la diarrea iatrogénica no es una categoría patogénica separada. Aunque muchos fármacos y otras terapias inducen diarrea como efecto colateral no deseado, el mecanismo por el que actúan implica inflamación, sobrecarga osmótica, secreción, motilidad alterada o alguna combinación de éstas. La incontinencia rectal se informa muchas veces de forma errónea como diarrea. La diarrea puede precipitar la incontinencia en quien controle la defecación de heces formes. El tratamiento de la incontinencia puede ser totalmente diferente al de la diarrea, por lo que es importante distinguir entre ambas. La diarrea inflamatoria o exudativa contiene sangre en muchas ocasiones, pero puede no tenerla. La presencia de leucocitos fecales en la evaluación microscópica puede ser el único indicio de inflamación. En algunos casos de diarrea inflamatoria la mucosa intestinal aparece normal a primera vista, mientras que la revisión histológica de los especímenes de biopsia demuestra inflamación. En estos casos no se presenta un proceso francamente exudativo, clásico de diarrea inflamatoria. El solapamiento entre los tipos patogénicos de la diarrea queda demostrado de esta forma. Argumentos semánticos aparte, es más razonable determinar si hay sangre o leucocitos en las heces de un paciente con diarrea. Su presencia sugiere que la inflamación está desempeñando un papel en la diarrea del paciente. La enfermedad de Crohn, la colitis ulcerosa, la colitis isquémica, los organismos infecciosos invasivos y la colitis inducida por radiación son causas comunes de diarrea inflamatoria. Las enfermedades inflamatorias atípicas del intestino como la colitis microscópica o la colitis colagenosa no producen diarrea exudativa. La hipersecreción de agua o la disminución de su absorción pueden ser los medios por los que estas entidades producen diarrea. La clasificación patogénica permanece contravenida. La diarrea osmótica tiene lugar cuando la carga osmótica de la corriente fecal favorece un exceso de pérdida de agua. En otras palabras, el gradiente osmótico conduce el agua hacia el lumen del colon creando unas heces sueltas y más voluminosas. Se puede calcular un intervalo osmótico de las heces midiendo primero la osmolalidad de las heces, el sodio y el potasio. El intervalo se calcula restando dos veces la suma del sodio y el potasio de las heces de la osmolalidad de las mismas. Un valor superior a 100 mmol/l sugiere la presencia de un gran número de partículas osmóticamente activas no medidas que causan que el líquido llegue a la luz del colon. La muestra de heces a partir de las cuales se realizan las medidas debe estar muy fresca. Las bacterias fecales continúan produciendo partículas osmóticas c o m o resultado de la digestión mientras el espécimen aguarda a ser procesado. Estos productos de degradación bacteriana pueden elevar falsamente la carga fecal osmótica. La forma más práctica de determinar que la diarrea es osmótica, en los pacientes colaboradores, es dejar al paciente en ayunas. Un ayuno estricto origina una disminución en la diarrea osmótica. Los pacientes que no cooperan o los pacientes con "diarrea fáctica" que continúan ingiriendo sustancias osmóticamente activas continuarán con diarrea. Estos pacientes han de ser observados durante el ayuno. Las diarreas secretoras resultan de la secreción activa de agua en la corriente fecal que supera el proceso de absorción. Múltiples toxinas, hormonas y medicamentos pueden originar la secreción activa de agua y electrólitos al lumen del colon. Estas diarreas pueden causar deshidrataron, depleción de electrólitos e, incluso, la muerte. La diarrea secretoria clásica es el cólera. En los países desarrollados los medicamentos son, probablemente, la causa más común de diarrea secretora. Se han identificado una variedad de causas hormonales como el gastnnoma (síndrome de Zollinger-Ellison), el síndrome carcinoide, el carcinoma medular de tiroides, la mastocilosis. los tumores productores de polipéptidos intestinales vasoactivos (VIP) (como el síndrome del VIPoma) y el adenoma velloso del colon rectosigmoide. A diferencia de las diarreas osmóticas, estas afecciones continúan ocasionando diarrea aun cuando el paciente se quede en ayuno estricto. Es más, estos pacientes pueden deshidratarse rápidamente sin una ingesta continuada de fluidos y el ayuno ha de ser bajo observación cuando se sospeche diarrea secretora.
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Las alteraciones de la motihdad pueden apresurar la corriente fecal e impiden la completa absorción de agua. El síndrome del intestino irritable puede implicar un exceso de estimulación neuronal con disminución en los tiempos de tránsito. Los síndromes del intestino corto (p. ej.. posquinirgicos) reducen la cantidad de colon absorbente y pueden ocasionar diarrea. Las alteraciones de la motihdad son, con mucho, las más difíciles de caracterizar y cuantilicar. La mayoría de los métodos diagnósticos actuales alteran el ambiente del colon y. presumiblemente, alteran la movilidad. Los estudios con bario o la ingestión de marcadores radioopacos pueden ayudar a estimar el tiempo de tránsito por el colon pero no existe un consenso sobre los valores de referencia. A no ser que existan defectos estructurales obvios, o que el diagnóstico del síndrome irritable sea claro, las alteraciones de la motilidad se sospechan por exclusión. El diagnóstico de diarrea comienza con una historia muy completa. Los puntos principales que determinan la evaluación posterior son si la diarrea es blanda o con sangre, la presencia o ausencia de síntomas constitucionales y la duración de la enfermedad. La diarrea aguda, aulohmitada (de una duración inferior a dos semanas) sin sangrado o síntomas constitucionales raramente requiere pruebas diagnósticas. La diarrea crónica, el paso de sangre y los síntomas constitucionales sugieren la necesidad de realizar un diagnóstico específico. La historia es la clave para estrechar las posibilidades diagnósticas El examen físico, generalmente, ayuda menos que la historia: aún asi ha de ser extenso. Un aspecto critico en la evaluación de la diarrea gira alrededor de la mmunocompetencia. En los pacientes con el síndrome de mmunodeficiencia adquirida (sida) o que han sido significativamente ¡nmunosuprimidos, la evaluación diagnóstica debe considerar infecciones no habituales. En cualquier paciente con diarrea crónica es prudente establecer el estatus del virus de la mmunodeficiencia humana (VIH). Los pacientes con diarrea deben ser preguntados sobre sus medicaciones, dieta e ingesta de agua. Ha de estimarse la duración de los síntomas, la frecuencia de defecación, la urgencia, la incontinencia, las pautas diarias de las heces, la consistencia de las mismas y el volumen de heces. La historia de los viajes, prácticas sexuales e historia familiar puede ser útil. Los síntomas constitucionales como la fiebre, la pérdida de peso, las artralgias/artritis, las erupciones cutáneas y otros semejantes pueden proporcionar fuertes indicios sobre la etiología de la diarrea. Si el paciente se encuentra entre otros que desarrollan la diarrea simultáneamente ha de considerarse una fuente infecciosa común (Cap. 50). El uso de antibióticos, la cirugía reciente o la quimioterapia y cualquier cambio en el régimen habitual del paciente puede arrojar luz sobre la situación. El clínico ha de preguntar siempre sobre episodios similares que hayan tenido lugar en el pasado y determinar si la diarrea es recurrente. Esto ayuda a saber si hay brotes de enfermedad diarreíca en la comunidad. En pacientes que tienen una enfermedad diarreíca similar en el mismo periodo de tiempo ha de sospecharse una causa infecciosa o una toxina común. Han de buscarse los agentes infecciosos. El cultivo de heces, las enzimas para rotavirus y giardiasis y los exámenes de parásitos y sus huevos deben ser realizados en el ámbito climco adecuado (Cap. 55). La Tabla 23-2 muestra las pruebas recomendadas que han de ser utilizadas durante la estrategia de la evaluación. Cualquier medicación que produzca diarrea que pueda ser retirada ha de serlo, especialmente si se comenzó o se incrementó su dosis al mismo tiempo en que comenzó la diarrea. Debe recordarse que el fármaco "activo" puede no ser el responsable de la diarrea pero que la sustancia portadora (por ejemplo, el sorbitol) si puede que lo sea. Las heces pueden ser alcalinizadas para analizar fenolftaleína si se sospecha un uso clandestino de laxantes. Debe recordarse que muchas sustancias fácilmente accesibles pueden causar diarrea y que la alcalinización de las heces, aunque se ha escrito ampliamente sobre ello, es muchas veces de poco valor práctico. Es sencillo y barato, sin embargo, y debe ser considerada en condiciones clínicas adecuadas. Las heces deben ser analizadas en busca de sangre, electrólitos, leucocitos y osmolalidad. Los agentes infecciosos deben ser vistos mediante pruebas enzimáticas, cultivo o evaluación microscópica directa. La prueba de grasas fecales es también relativamente sencilla. Un ayuno puede ser muy útil. Una vez que se han recogido los datos es posible, generalmente.



clasificar la diarrea y comenzar a buscar diagnósticos específicos si no han sido evidentes hasta el momento. Las evaluaciones complicadas y caras para la diarrea secretora no deben ser llevadas a cabo a no ser que otras causas más probables hayan sido descartadas o a no ser que los signos sean sugestivos.



Diarrea relacionada con el VIH Las causas reales de diarrea en el paciente con VIH se relacionan con los mecanismos fisiopatológicos anteriormente mencionados. Sin embargo, los agentes etiológicos específicos (especialmente los infecciosos) muchas veces difieren en gran medida de los del paciente inmunocompetente Asi. en todos los pacientes con diarrea crónica es prudente considerar la posibilidad de sida.



ANEMIA PERNICIOSA La anemia perniciosa es una alteración de la falta de cobalamma (vitamina B ) debido a un factor intrínseco inadecuado. El cribado de un estado adecuado de vitamina B. es el primer paso del diagnóstico. El déficit de vitamina B. . puede deberse a una resección del ileo con absorción inadecuada, a sobrecrecimiento bacteriano con consumo de vitamina y a una función inadecuada del páncreas exocrino, así como a anemia perniciosa. La prueba de Schilling ayuda a identificar la causa precisa de la anemia perniciosa. Los anticuerpos frente al factor intrínseco sugieren anemia perniciosa. Las pruebas de hidrógeno en el aliento pueden sugerir sobrecrecimiento bacteriano. Una histona de resección intestinal o de destrucción por la enfermedad de Crohn podría sugerir defectos de absorción ileales. Un estudio reciente sugiere que hay un gran número de casos sin identificar de anemias perniciosas en la vejez en EE.UU. y aboga por un mayor diagnóstico y tratamiento (Carmel. 1996). 1?



¿
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ENFERMEDAD CELÌACA La enfermedad celíaca es un trastorno que implica la sensibilización a la porción soluble en alcohol del gluten que se conoce como gliadina. El trigo, el centeno, la cebada y, en menor medida, la avena contienen esta sustancia proteica y pueden inducir daño de la mucosa del intestino. Esta enfermedad tiene distintas manifestaciones clínicas que van desde una anemia con déficit de hierro hasta una malabsorción profunda, esteatorrea y agotamiento. Hay asociaciones entre la enfermedad celíaca y la diabetes mellitus tipo 1. el sindrome de Down. la dermatitis herpetiforme. el déficit de IgA. la enfermedad tiroidea autommune y otras (Barr. 1998). La enfermedad celíaca no controlada parece predisponer a los pacientes al cáncer de intestino y a los linfomas (Nehra, 1998). Existe una predisposición genética y es más común en los descendientes de los caucásicos de Europa del Norte. El método de referencia para el diagnóstico sigue siendo la biopsia de la mucosa del intestino delgado y la identificación de los cambios histológicos clásicos (Trier, 1998). Esto se realiza mediante endoscopia. Las lesiones pueden ser poco uniformes y puede haber errores en la toma de muestra. La biopsia se reserva para pacientes en los que la sospecha diagnóstica se basa en los signos y síntomas de la enfermedad, especialmente en las poblaciones de alio riesgo. Debido al hecho de que estos pacientes deben seguir una dieta sin de gluten durante toda su vida para controlar los síntomas y disminuir el riesgo de cáncer, el diagnóstico histológico es muy importante. Las pruebas serológicas están disponibles para el cribado de la enfermedad. Los anticuerpos antigliadina (AGA-lgA y AGA-lgG). antiendomisio (EMA-lgA) y antirreticulma (ARA-lgA) están disponibles comercialmente. Los intervalos de sensibilidades y especificidades se enumeran en la Tabla 23-3. Los anticuerpos antiendomisio tienen la mayor sensibilidad y especificidad, pero se detectan, habitualmente, mediante inmunolluorescencia de secciones de esófago de mono o de cordón umbilical humano y son costosos, laboriosos y están sujetos a la variabilidad de interpretación entre observadores.
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Tabla 23-2 Pruebas de laboratorio en el diagnóstico diferencial de la diarrea Utilización



Método



Prueba Pruebas iniciales de cribado Leucocitos fecales Prueba de la sangre oculta en heces (Hemoccult) Intervalo osmótico fecal Alcalinización de las heces Causas infecciosas Cultivo bacteriano de heces Cultivo especial de heces Análisis de la toxina de C difficile en h e c e s Serología de VIH C r i b a d o de rotavirus en heces Huevos y parásitos en heces Micobacteria en heces Protozoos en heces Títulos de anticuerpos frente a E. histoyllica Antigeno de Giardia en h e c e s Causas endocrinas 5-HIAA en orina Serolonina en sangre VIP en suero TSH y T libres en suero Gastrina en suero Calcitonina en suero Somatostatina en suero Maldigestion Prueba de tolerancia a la lactosa Cloruro en sudor Azúcares reductores en h e c e s Malabsorción Prueba de la absorción de o-xilosa t



Contenido de grasas en heces de 72 horas Tinción de grasas fecales Caroteno en suero Prueba del aliento con C-xilosa Anticuerpos anliendomisio Anticuerpos antigliadina Prueba del aliento con H, Recuento de colonias bacterianas Otras y miscelánea Calcio iónico en suero Proteínas séricas y albúmina a,-antitripsma en heces Inmunoglobulinas cuantitativas Biopsia de colon !u



Sitó.



Tinción de Wright o c o n azul de metileno Reacción de la peroxidasa p a r a la hemoglobina



Identificar diarrea inflamatoria Identificar diarrea hemorrágica



FOG=Osmolalidad fecai-(2 x [Na fecal+K]) C a m b i o de color tras añadir N a O H a las h e c e s



Distinguir entre diarrea osmótica y secretora Ingesta de laxantes a base de tenolftaleina



Cultivo de rutina y sensibilidad



Identificar Shigella. Salmonella. Campylobacter Identificar E. coli 0157;H7, Yersinia. Vibrio



Cultivo especializado y serotipaje Gtotoxicídad del cultivo celular



Colitis seudomembranosa



ELISA Enzimommunoanálisis Montaje húmedo Tinción de ácido-resistencia y cultivo, PCR Tinción de ácido-resistencia c o n yoduro o modificada Serología Enzimommunoanálisis



Enteritis con VIH Enteritis por rotavirus Infecciones por parásitos entéricos



HPLC HPLC RIA Inmunoanálisis RIA RIA RIA



Síndrome carcinoide Sindrome carcinoide VIPoma Hipertiroidismo Síndrome de Zollinger-Ellison Diarrea relacionada con la hipocalcemia Somatostatinoma



Véase texto Véase texto Tabletas del Clmilesl



Déficit de lactasa Insuficiencia pancreàtica (fibrosis quistica) Intolerancia a carbohidratos



Véase texto



Evaluar el àrea superficial de la mucosa intestinal Malabsorción de lipidos Malabsorción de lipidos Malabsorción de lipidos Malabsorción de lipidos Enfermedad celiaca Enfermedad celiaca Malabsorción de carbohidratos Sobrecrecimiento bacteriano



Saponilicación y titulación Tinción c o n S u d a n Espectrofotometria Véase texto Serología Serología Cromatografía de gases d e l H. espirado Cultivo cuantitativo d e l aspirado del inlestíno d e l g a d o Electrodo ión-especifico Reacción del biuret, colóranles aniónicos Véase texto Nefelometría Biopsia endoscópica Biopsia endoscópica o abierta



Biopsia intestinal
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M. tuberculosis. MAI Cryptosporidium. Isospora belli, etc. Entamoeba histoyllica Giardia lamblia



Diarrea relacionada con la hipocalcemia IBD. enteropatia c o n pérdida de proteínas Enleropatia c o n pérdida de proteínas Agammaglobulinemia Neoplasia, colitis linfocíiica, colitis colagenosa Enfermedad de Whipple. MAI. abetalípo proteinemia, linfoma, amiloidosis. gastroenteritis eosinofílica, agammaglo bulinemia. hnfangiectasia intestinal, enfermedad de Crohn, tuberculosis, enfermedad del injerto frente al huésped. giardia, otras infecciones por parásitos. colitis colagenosa. colitis microscópica



PCR = reacción en cadena de la pohmerasa; HPLC = cromatografia liquida de alta resolución; RÍA = radioinrnunoanálisis; IBD = enfermedad inflamatoria intestinal, MAI o Mycobacterium avium-intraceiiulare; VIH = vi us de la inmunodeficiencia humana; ELISA = análisis inmunosorbente con enzima ligada: 5-HIAA = ácido 5hidroxiindolacélico, Ab = anticuerpo



Tabla 23-3 Intervalos de sensibilidades y especificidades de las pruebas serológicas disponibles en el mercado para la enfermedad celiaca Niños



Adultos



AGA-lgA AGA-IgG EMA-lgA ARA-lgA



Sensibilidad (%)



Especificidad (%|



Sensibilidad (%|



Especificidad (%)



31-100 46-95 89-100 41-92



85-100 87-98 95-100 95-100



90-100 91-100 100-100 29-100



86-100 67-100 100-100 98-100



De Murray JA: Serodiagnosis of celiac disease. Clin Lab Med 1997: 17 452, con



permiso.



La reciente identificación de la trasglutaminasa tisular como el principal autoantígeno del endomisio podría permitir el desarrollo de ELISAs más económicos y reproducibles para poder realizar cribados clínicos más amplios. (Dieterich, 1997; Troncone, 1999).



ENFERMEDAD DE WHIPPLE La enfermedad de Whipple es una enfermedad multisistémica muy rara que se presenta muchas veces con artralgías, diarrea y pérdida de peso. Está causada por el bacilo Tropheryma whippelii. un organismo aún no cultivado.



SECCIÓN I I I



470



•



O R I N A Y OTROS FLUIDOS CORPORALES



Como esta enfermedad puede ser iratada y ya no es siempre letal es importante realizar el diagnóstico. La prueba de la PCR del tejido infectado o del liquido cefalorraquídeo (LCR) es la forma óptima de confirmar el diagnóstico y de monitorizar el tratamiento (Von Herbay, 1997). La biopsia de duodeno con la tinción ácido periódico-Schiff (PAS) se ha considerado patognomónica de la enfermedad de Whipple. Se reconoce actualmente que los macrófagos PAS-positivos pueden verse en pacientes con sida con el complejo Mycobacterium avium. Asi, la PCR ha ganado aún más importancia en el tratamiento de esta entidad. La terapia antibiótica de larga duración con penetración en el sistema nervioso central (SNC) se utiliza para tratar a los pacientes con enfermedad de Whipple (Singer, 1998; Ramzan, 1997).



MALABSORCIÓN La malabsorción tiene lugar cuando hay una absorción insufuciente de aquellos nutrientes que se absorben normalmente o cuando hay sustancias en el intestino que no pueden ser absorbidas. La maldigestion se refiere a la afección en que los alimentos son degradados de forma incompleta en sus sustratos absorbióles y, por tanto, no pueden ser lotalmenle absorbidos. Estas condiciones pueden o no causar diarrea. Si no causan diarrea el mecanismo patogénico es de tipo osmótico. Los azúcares no absorbióles como la lactulosa o el sorbitol pueden causar malabsorción. La insuficiencia pancreática con pérdida de la lunción pancreática exocrina puede producir maldigestion. La clásica malabsorción/maldigestión puede tener lugar sin una diarrea franca y aun asi tener una morbilidad significativa. Además, los pacientes pueden tener una malabsorción/maldigestión selectiva de nutrientes específicos con secuelas clínicas. La malabsorción de grasas clásica se diagnostica mediante la demostración de un exceso de grasas en heces. Los especímenes de heces del tamaño de una lenteja pueden ser teñidos con tinción de Sudan para grasa fecales. El método de referencia continúa siendo la cuantificación de grasas en heces de 24 horas recogidas durante 72 horas con una dieta rica en grasas. La maldigestion hepática resulta de la interferencia del flujo de bilis. La pérdida de sales biliares interfiere en la emulsión de las grasas, disminuyendo el área superficial disponible para la acción lipolitica. Además, se pierde la activación de las sales biliares de la actividad de la lipasa. Los pacientes están, habitualmente. ictéricos, con orinas oscuras y presentan otros signos de enfermedad hepática. La esteatorrea hepática puede coexistir con esteatorrea pancreática como sucede en los pacientes con un neoplasma obstructor de la ampolla de Vater. La mala asimilación, o la incapacidad para asimilar las grasas y proteínas debido a la maldigestion, también ocurre en los pacientes con vasculitis, diabetes mellitus. síndrome carcinoide. hipogammaglobulinemia y deficiencias relativas de vitamina B y de vitamina B,,. Puede haber asociados síndromes diarreicos. s



La malabsorción entérica comprende una variedad de condiciones que tienen en común una digestión normal pero una inadecuada asimilación neta de los alimentos. Esto puede ser el resultado de la competición por parte de las bacterias o de la flora bacteriana alterada, como en el síndrome del asa ciega o en la diverticulosis del intestino delgado y de la obstrucción del flujo de linfa, como sucede en el linfoma. Puede también resultar de enfermedades que afecten a la mucosa del intestino delgado, como la amiloidosis, la inflamación que sigue a la radiación, la disminución del área superficial de la mucosa, como ocurre en la gastroileostomia, o de la resección del intestino delgado. Los síndromes de malabsorción clásicos, la enfermedad celiaca y la enfermedad de Whipple fueron descritos anteriormente. La esteatorrea es un signo principal de malabsorción generalizada. La esteatorrea puede definirse como la presencia de más de 5 g de lípidos (medidos como ácidos grasos) en las heces de 24 horas. Los individuos normales con una ingesta normal de grasas excretan hasta 5 g de lípidos diariamente. Aunque la fuente de lípidos fecales es principalmente dietética, las excreciones gastrointestinales, la descamación celular y el metabolismo bacteriano también contribuyen. Los lípidos suelen estar presentes como jabones y triglicéridos Además, también eslán presentes lipoides, incluyendo los alcoholes superiores, las parafinas y los carotenoides vegetales. Aunque la dieta tiene un ligero efecto sobre el patrón de lípidos excretados, éste puede ser muy diferente de los lípidos ingeridos en la dieta y la cantidad de grasa inge-



rida por un individuo normal tiene relativamente poco electo sobre el total de grasa emitida. De acuerdo con un estudio, los lípidos fecales son iguales a una constante (2.93 g) más el 2 , 1 % de la ingesta de grasas de la dieta. En una dieta sin grasas la cantidad total de grasas evacuadas vana de 1 g/dia a 4 g/día. En los casos graves de esteatorrea las heces son generalmente Huidas, semifluidas o blandas y pastosas, pálidas y malolientes. Pueden ser espumosas con tendencia a flotar en el agua. Las heces flotantes contienen gas. que también puede aparecer en las heces de las personas sanas, por lo que el signo no es específico. Los pacientes con malabsorción tienen tendencia a desarrollar deficiencias de vitaminas liposolubles (A, D. E y K). Las alteraciones primarias y secundarias de la mucosa intestinal pueden derivar también en deficiencias de vitaminas hidrosolubles. Además, estos pacientes son propensos a tener pérdidas de peso y tienen posibilidades de tener otras evidencias de deficiencias nulricionales como hipoprotrombinemia. glositis, anemia, edema, ascitis y osteomalacia. Los diferentes alimentos pueden ser absorbidos primariamente en sitios distintos por lo que una lesión de enteritis regional localizada en el íleo distal puede afectar sólo a la vitamina B,, y a la absorción de sales billares. La intolerancia a la lactosa causada por un déficit de lactasa es un ejemplo de un síndrome de malabsorción especifico.



PRUEBAS DE ESTEATORREA Pruebas de cribado Las pruebas de cribado para la detección de esteatorrea incluyen el examen microscópico de las heces en busca de glóbulos de grasa y la determinación de los carotenoides del suero. Los carotenoides son un grupo de compuestos que son los principales precursores de la vitamina A en los humanos. La absorción de los carotenoides en los intestinos depende de la presencia de grasa en la dieta y de su normal absorción. Debido a que los carotenoides no se almacenan en el cuerpo en un grado apreciable, la falta de carotenoides en la dieta o las alteraciones en la absorción de lípidos en el intestino puede dar lugar a concentraciones disminuidas de los carotenoides en el suero. Esta es una prueba de cribado sencilla y útil de esteatorrea. Además de la esteatorrea y de la pobre ingesta dietética, las concentraciones ba|as de carotenoides pueden estar también causadas por las enfermedades hepáticas y la fiebre elevada. Las concentraciones elevadas de carotenoides en suero se observan en hipotiroidismo, diabetes, hiperlipídemia e ingesta excesiva de caroteno. El principio de la prueba se basa en el transporte normal de los carotenoides en el suero como complejos con las lipoproteínas. Estas uniones de los carotenoides son rotas con etanol y los pigmentos se extraen con éter de petróleo. Una vez que se ha determinado la absorbencia, la concentración se calcula en referencia a una curva patrón. P r u e b a del a l i e n t o . La prueba se basa en la medida del " C O en el aire espirado tras la ingesta de varios triglicéridos marcados con "C (trioleina, Iripalmitina y trioctanoina). La esteatorrea de la insuficiencia pancreática o de otras causas produce una disminución de la absorción de los tngl cendos por el sistema digestivo. Esto produce una disminución en el CO, espirado derivado del metabolismo de los ácidos grasos triglicéridos. Procedimiento. Tras un ayuno durante la noche, el paciente consume triglicéridos marcados con C . Periódicamente, el C O , del aliento se recoge en una solución atrapadora que contiene un indicador que cambia de color cuando hay una cantidad predeterminada de CO. en la solución. La radioactividad del C 0 ; se mide en un contador de centelleo liquido y los resultados se anotan como porcentaje de la dosis de C 0 excretada por hora. U



S



;



Comentario. Para distinguir la insuficiencia pancreática de otras causas de esteatorrea algunos investigadores han desarrollado una prueba del aliento en dos etapas (Goff, 1982). En la primera etapa de la prueba el paciente consume un triglicérido marcado con ''C y el ''CO- se mide como se describió previamente. La segunda etapa de la prueba se realiza entre 5 y 7 días después y es igual que la primera etapa, excepto en que al paciente se le da una dosis oral de enzimas pancreáticas junto con la dosis de tri-
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glicéridos marcada con C . En los pacientes con esteatorrea debida a insuliciencia pancreática, la cantidad de " C 0 espirado debería incrementarse relativamente a la cantidad de C 0 espirado en la primera etapa de la prueba. Los pacientes con esteatorrea de otras causas no mostrarán un cambio significativo en la cantidad de " C O espirado tras la administración de las enzimas pancreáticas. 2



, J



2



;



Pruebas de confirmación de esteatorrea La prueba definitiva de esteatorrea es la determinación de grasas en heces. La cantidad de grasas de las heces puede determinarse y expresarse como un porcentaje por peso de heces húmedas, como un porcentaje por peso de heces secas, como un porcentaje de grasa ingerida y retenida (absorbida) o como una cantidad de grasas, determinadas químicamente, por heces recogidas en 24 horas. Debido a las amplias variaciones del contenido de agua de las heces, la concentración por peso húmedo es la que menos información proporciona. La concentración por peso seco es sólo un poco menos variable debido al efecto de la dieta en la masa. La cantidad total de grasas emitidas en las heces de 24 horas, basada en el análisis químico de las heces recogidas durante, al menos, tres dias, es la medida más fiable. Con este fin, se le da al paciente una dieta estándar que contiene 100 g de grasa al día. En bebés y niños, en los cuales la dieta estándar de 100 g no puede utilizarse, una expresión más útil es el "coeficiente porcentual de retención de grasa". Éste es la diferencia entre grasa fecal y grasa ingerida, expresada como porcentaie de la grasa ingerida:
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ción. La cantidad de agua empleada durante la saponificación se reduce y el exceso de alcohol se destila antes de la extracción, de forma que se recuperan completamente los ácidos grasos de cadena media y larga.



Distinción de causas Cuando está siendo considerado un diagnóstico de malabsorción es importante distinguir entre maldigestión pancreática y malabsorción entérica. En los niños la causa principal de malabsorción pancreática es la tibrosis quística y la determinación de cloruro en sudor debería ser utilizada cuando la evidencia clínica lo justifique. Las pruebas de cribado basadas en la ausencia de tnpsma en heces también han sido utilizadas. Una de las pruebas de diagnóstico diferencial más valiosas es la prueba de la absorción de o-xilosa. Sin embargo, una mala función renal puede producir una disminución en la excreción haciendo difícil de interpretar la prueba en los pacientes con enfermedad renal. Si la prueba se realiza en estas circunstancias también deben analizarse los valores en sangre. Valores elevados en sangre junto con valores bajos en orina es lo que cabe encontrar en la enfermedad renal. Debido a que los valores de referencia no están disponibles para esta situación es mejor evitar esta prueba en los pacientes con enfermedad renal. La prueba de permeabilidad a los azúcares celobiosa-mamtol y la prueba de la lactulosa-manitol se han empleado para el diagnóstico de la enfermedad celiaca. La evaluación moderna de esta enfermedad ha sido descrita anteriormente. Las técnicas isotópicas y la prueba de tolerancia al almidón se han empleado como alternativas a la prueba de la D-xilosa. La cuantificación específica de tripsina y quimotnpsina fecales puede ser de ayuda, así como la prueba de Schilling de absorción de la vitamina B. . la cual suele ser anormal en pacientes con esteatorrea entérica y en los que la anormalidad no es corregible con factor intrínseco. La endoscopia, los estudios radiológicos y la biopsia han reemplazado a estos métodos en muchos casos. ;



Coeficiente de retención de grasa =



Grasa de la dieta - Grasa fecal • 100 Grasa de la dieta



El coeficiente de retención de grasa en niños y adultos normales es del 95% o mayor, aunque en niños prematuros puede ser mucho menor. Por lo demás, un valor bajo es indicativo de esteatorrea. El contenido normal de grasa de las heces consiste, principalmente, en ácidos grasos, sales de ácidos grasos (jabones) y grasas neutras, junto con alcoholes superiores, parafmas, esteróles y carotenoides vegetales presentes en cantidades mucho menores, El fraccionamiento de los lípidos totales en ácidos grasos libres y grasas neutras se pensaba antiguamente que ayudaba en la evaluación de las funciones exocnnas del páncreas. Sin embargo, debido a la presencia de la lipasa bacteriana y a la hidrólisis espontánea de las grasas neutras, el fraccionamiento de los lípidos totales no proporciona información adicional sobre la causa de la esteatonea. Algunos procedimientos del laboratorio están disponibles para la evaluación de la malabsorción de grasas. Los métodos de titulación cuantilican vanas lormas químicas de los ácidos grasos, mientras que los métodos gravimétricos y microscópicos evalúan la grasa fecal total. El método de titulación ha sido el procedimiento más utilizado para la cuantificación de grasas fecales. Las pruebas del aliento representan una aproximación más reciente al diagnostico de la malabsorción de las grasas. En estas pruebas la radiactividad específica del ' C O se mide tras la ingestión de una comida de prueba que contiene triglicéndos marcados con carbono-14 C'C). :



Método de titulación. Éste es el método de laboratorio para el diagnóstico definitivo de esteatorrea. En este método las grasas y los ácidos grasos se convierten en jabones (se saponifican) hirviendo las heces con hidróxido potásico alcohólico, proporcionando una solución que contiene jabones derivados de las grasas neutras y ácidos grasos y jabones originalmente presentes en las heces. Tras enlriar, se añade un exceso de ácido clorhídrico con el fin de convertir los jabones en ácidos grasos. Éstos se extraen con éter de petróleo. Luego se evapora una parte alícuota, se introduce en alcohol neutro y se titula con hidróxido sódico. Las grasas se calculan como ácidos grasos. En algunos casos de malabsorción. el coeficiente de retención de grasas puede mejorarse mediante la sustitución de los ácidos grasos de cadena media por ácidos grasos de cadena larga en la dieta. El método de titulación no recupera de forma cuantitativa los ácidos grasos de cadena media. Un aumento de la recuperación de los ácidos grasos de cadena media de las heces puede obtenerse modificando ligeramente el procedimiento de titula-



Prueba de la D-xilosa La prueba de la absorción de la o-xilosa es muy útil para el diagnóstico diferencial de la malabsorción. De acuerdo con este procedimiento se administra por vía oral una dosis de 25 g de esta pentosa disuelta en agua y se determina la cantidad excretada en la orina durante un periodo de 5 horas. Si dicha cantidad es inferior a 3 g. con toda probabilidad se trata de un diagnóstico de malabsorción enterógena. ya que no son necesarias las enzimas pancreáticas para la absorción de la o-xilosa. La o-xilosa es absorbida pasivamente en el intestino delgado y no se metaboliza en el hígado, aunque una parte de una dosis administrada por vía intravenosa u oral se destruye. La exactitud del método no sólo depende de la velocidad de absorción de la D-xilosa sino también de la tasa de excreción renal. Es. por tanto, aconsejable en los pacientes con enfermedad renal recoger una muestra de sangre para la cuantificación de o-xilosa dos horas después de la administración del azúcar. MÉTODO Principio. Se administran oralmente 25 g de D-xilosa. Dos horas más tarde se determina su concentración en sangre. También se determina la excreción urinaria en u n periodo de cinco horas después de la administración. La determinación química depende de la deshidrataron de la pentosa a furfural en presencia de ácido, seguida por la condensación del furtural con pbromoanilina para formar un compuesto coloreado. A 70 C, aproximadamente un 9% de la pentosa disponible se transforma en furtural. pero a esta temperatura se forma muy poco furtural a partir de otros precursores. La p-bromoanilina se utiliza porque no forma ningún color apreciable con otras sustancias, y la tiourea. que es un antioxidante, también contribuye a evitar la formación de compuestos coloreados interterentes. RECOGIDA DE MUESTRAS 1. El paciente no ha de lomar nada por via oral después de la medianoche anterior al día de la prueba. 2. Entre la 8 y las 9 h de la mañana, hacer que el paciente orine y dejar aparte la orina. 3 Inmediatamente después de que el paciente haya orinado, darle por via oral 25 g de D-xilosa disueltos en 250 mi de agua del grifo, seguidos,
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inmediatamente, de oíros 250 mi de agua. Apuntar la hora. En los niños, administrar 0,5 g de o-xilosa/kg de peso corporal hasta 25 g. ajustando, en consonancia, la cantidad de agua. 4. Exactamente dos horas después de la administración de la D-xilosa extraer 4 mi de sangre venosa. Debe enviarse al laboratorio inmediatamente. 5. No dejar que el paciente tome ningún liquido ni alimento y mantenerlo en reposo en la cama o en una silla hasta que finalice la prueba. El paciente puede experimentar un leve diarrea a lo largo del día debido a la D-xilosa. 6. Guardar toda la orina excretada durante la prueba. Cinco horas después de iniciada la prueba hacer que el paciente orine y añadir esta orina al resto. Enviar inmediatamente al laboratorio la muestra de orina.



da. 10 es el (actor de corrección para la dilución utilizada al preparar el filtrado libre de proteínas y 100 convierte los miligramos por mililitro en miligramos por decilitro. Concentración en o r i n a . Leer la concentración de D-xilosa en miligramos por mililitro correspondiente a la absorbencia corregida de la orina diluida a partir de la curva patrón. Para la dilución 1:50: g D-xilosa excretada en 5 h = (mg/ml de D-xilosa) x (50:1) x (volumen de orina en litros) Para la dilución 1:100: g D-xilosa excretada en 5 h = (mg/ml de D-xilosa) x (100:1) x (volumen de orina en litros) P a r a l a dilución 1:250: g o-xilosa excretada en 5 h = (mg/ml de D-xilosa) x (250:1) x (volumen de orina en litros)



REACTIVOS 1. Reactivos desproteinizantes de Somogyi: a) sulfato de zinc: disolver 5 g de ZnSOj • 7 H,0 en agua desionizada y diluir a 100 mi con agua deslonizada: b) hidróxido bárico. 0,3 N: disolver 25 g de Ba(OH) • 8 H , 0 en agua desionizada y diluir a 500 mi con agua desionizada. 2. Tiourea saturada: Añadir unos 4 g de tiourea a 100 mi de ácido acético glacial. Agitar y decantar el sobrenadante. 3. Reactivo colorante de D-xilosa: Prepárese fresco antes de cada uso. Añadir 4 g de p-bromoanilina a 200 mi de solución saturada de tiourea en ácido acético glacial. 4. Patrón de almacenamiento de o-xilosa (2,0 mg/ml). Disolver 0,20 g de D-xilosa en ácido benzoico al 0.3% (peso/volumen) en un matraz aforado de 100 mi y diluir hasta los 100 mi con ácido benzoico al 0,3%. 5. Patrón de trabajo de D-xilosa (0,040 mg/ml). Diluir 2 mi del patrón de almacenamiento de D-xilosa hasta un volumen de 100 mi en un matraz aforado con ácido benzoico al 0,3% (peso/volumen). 6. Patrón de trabajo de D-xilosa (0,1 mg/ml). Diluir 5,0 mi del patrón de almacenamiento de D-xilosa a un volumen de 100 mi en un matraz aforado con ácido benzoico al 0,3% (peso/volumen). 7. Patrón de trabajo de D-xilosa (0,20 mg/ml). Diluir 10 mi del patrón de almacenamiento de D-xilosa a un volumen de 100 mi en un matraz aforado con ácido benzoico al 0,3% (peso/volumen). 2



PROCEDIMIENTO 1. Preparar una cantidad adecuada de reactivo colorante de D-xilosa. 2. Preparar un sobrenadante sin proteínas diluido al 1:10 de la siguiente manera: Mezclar un volumen de suero, siete volúmenes de agua desionizada, un volumen de sulfato de zinc y un volumen de hidróxido bárico 0,3 N. Mezclar tras la adición de cada solución. Centrifugar la solución y recoger el sobrenadante para la determinación de D-xilosa. 3. Medir el volumen de orina y preparar diluciones al 1: 50,1:100 y 1:250 con agua desionizada. 4. Pipetear 0,5 mi de agua, patrones, filtrados séricos y diluciones de orina por duplicado. 5. Añadir a todos los tubos 2,5 mi de p-bromoanilina. 6. Incubar uno de los tubos duplicados en un baño de agua a 70°± 2°C durante 10 minutos. Enfriar los tubos con agua corriente a temperatura ambiente. Utilizar el juego de tubos no calentados como blancos. 7. Colocar los tubos calentados y no calentados en un lugar oscuro durante 70 minutos 8. Leer cada juego de tubos en un espectrofotómetro a 520 nm. El tubo no calentado actúa como blanco para su correspondiente tubo calentado. Leer antes de 30 minutos. 9. Dibujar una curva patrón que represente la absorbencia corregida frente a la concentración de D-xilosa en mg/ml para los tres patrones. La curva patrón debería ser lineal y pasar por el origen. CÁLCULOS Concentración mg D-xilosa/dl = mg/ml x 10 x 100 donde mg/ml se obtiene de la curva patrón utilizando la absorbencia corregi-



Valores n o r m a l e s . Con una dosis de 25 g de D-xilosa los adultos deberían excretar, al menos, 4 g de xilosa en el espécimen de orina de 5 horas. La concentración sanguínea debe ser 36 mg/dl ± 16 mg/dl (2.4 mmol/l ± 1,07 mmol/l). Los niños deben excretar, normalmente, entre el 16% y el 3 3 % de la dosis ingerida en la muestra de orina de 5 horas y la concentración sanguínea debe ser mayor a 30 mg/dl (2,01 mmol/l).



DEFICIENCIA DE DISACARIDASA INTESTINAL



Muchas de las afecciones previamente reseñadas que causan malabsorción pueden asociarse, también, con intolerancia a los disacáridos. La absorción de disacáridos disminuye, tanto por deficiencias primarias de disacandasa como el déficit de sacarasa-isomaltasa. el déficit de lactasa, la alactasia primaria, el déficit primario de trehalasa, o deficiencias secundarias de las disacaridasas debidas a enfermedad celíaca, esprúe tropical, gastroenteritis vírica aguda o fármacos como la neomicina, kanamicína y metotrexato administrados oralmente. Estas deficiencias secundarias de disacaridasas son. generalmente, transitorias e implican a más de un enzima. Aunque la incidencia de intolerancia a la lactosa debido a un déficit congénito de lactasa es baja, la prevalencia de intolerancia a la lactosa en adultos es muy elevada, Alrededor del 10% de los caucásicos, del 7 0 % al 8 0 % de los afroamericanos y aún un porcentaje mayor de los asiáticos manifieslan algún grado de intolerancia a la lactosa aun habiendo podido digerir la lactosa bien cuando eran lactantes. En estas alteraciones los carbohidratos no hídrolizados ni absorbidos son fermentados por las bacterias intestinales produciendo gas. ácido láctico u otros ácidos orgánicos. Normalmente, la absorción de los carbohidratos digeridos es rápida, y prácticamente completa, en el intestino delgado proximal. Los disacáridos no hídrolizados o los monosacáridos no absorbidos por deficiencias en su transporte son osmóticamente activos y, por tanto, causan secreción de agua y electrólitos hacia el intestino delgado y grueso. Esto puede derivarr en una diarrea prolongada así como en dolencias de hinchamiento y flatulencia. Las pruebas de cribado de las deficiencias de disacaridasa incluyen la tolerancia oral de los disacáridos sospechosos para reproducir la sintomatología abdominal seguida del análisis de las heces. Las heces son, habitualmente. acuosas, acidas, explosivas y fermentativas. Un pH de las heces inferior a 5,0 es sugestivo pero la medida del Ph no es válida si el paciente está tomando antibióticos orales. Valores elevados de pH no excluyen el diagnóstico. Los lactantes normales entre Ires y siete días tienen, habitualmente, pH elevados en las heces. Han de analizarse los azúcares de las heces mediante cromatografía o por alguna de las pruebas inespecificas de azúcares en orina adaptadas al análisis de heces. Las tabletas del Clinitest (Bayer Diagnostics, Australia) son útiles para este fin. La presencia de 0,5 g/dl o más de sustancias reductoras se considera anormal. En los pacientes con intolerancia al azúcar la cantidad total de sustancias reductoras en las heces supera, generalmente, los 250 mg/dl de heces. Una prueba de tolerancia oral utilizando un azúcar específico, como lactosa o sacarosa, puede ser empleada para establecer una intolerancia específica a un carbohidra-
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DIAGNÓSTICO DE LABORATORIO DE LAS ALTERACIONES GASTROINTESTINALES Y PANCREÁTICAS



to. Aunque la prueba de tolerancia oral es muy sensible y especifica, en algunos casos se han observado entre un 2 3 % y un 3 0 % de falsos positivos tras la administración de lactosa, esto es, una curva de tolerancia plana y un incremento menor de 20 mg/dl (1,1 mmol/l) de azúcar en sangre (Krasilnikoff. 1975), Un retraso en el vaciado gástrico parece ser la causa de los falsos positivos ya que la instilación duodenal de lactosa elimina la curva de tolerancia plana. El diagnóstico definitivo de las deficiencias de disacaridasas depende de la demostración de una baja actividad enzimática en la mucosa de las biopsias del intestino delgado. Se ha publicado un análisis de disacaridasas (Dahlqvist. 1968).



MALABSORCIÓN DE GLUCOSA-GALACTOSA La malabsorción de glucosa-galactosa es una enfermedad hereditaria rara de la absorción activa de la glucosa y la galactosa en el intestino delgado Se hereda de forma autosómica recesiva. Los signos y síntomas son similares a los de los pacientes con malabsorción de disacáridos, siendo la diarrea el principal problema. Las heces son acuosas y siempre contienen algunos gramos de glucosa y galactosa por 100 mi. Las pruebas diagnósticas de laboratorio para este trastorno incluyen la identificación de la glucosa y la galactosa en las heces mediante la glucosa oxidasa. galactosa oxidasa o cromatografía y mediante pruebas de tolerancia oral a la glucosa y a la galactosa, en los que se espera una curva plana. Una curva de tolerancia plana aislada no indica la presencia de este trastorno. Hay muchas variables que afectan a las concentraciones de glucosa en sangre. Las curvas de tolerancia planas son normales en los neonatos. Ademas, las concentraciones de glucosa en sangre se afectan por la carga oral de fructosa. Si las pruebas de tolerancia oral al azúcar dan resultados equívocos pueden ser necesarias la intubación y la perfusión de un pequeño segmento del intestino delgado para establecer el diagnóstico.



Pruebas de sustancias reductoras en heces Procedimiento. Añadir un volumen de heces a dos volúmenes de agua destilada y mezclar completamente. Transferir 15 gotas de esta suspensión a un tubo de ensayo limpio y añadir una tableta de Clinitest. La reacción e interpretación de los resultados se describen en el Capítulo 18. Interpretación. La presencia de 0.25 g/dl de sustancias reductoras o menos se considera normal; de 0,25 g/dl a 0,5 g/dl se consideran sospechosos; más de 0.5 g/dl se interpretan como una cantidad anormal de azúcar. La sacarosa, naturalmente, no es un azúcar reductor y no reaccionará con esta prueba. Sin embargo, en los pacientes con intolerancia a la sacarosa se encuentra poca sacarosa en las heces pero grandes cantidades de glucosa y fructosa, presumiblemente debido a la hidrólisis de la sacarosa por las bacterias intestinales, por lo que la positividad de esta prueba no tiene sentido.



Prueba de la tolerancia oral a la lactosa Tras una noche de ayuno se administran oralmente 50 g de lactosa disueltos en 400 mi de agua. Se saca sangre en ayunas y muestras de sangre a los 30, 60 y 120 minutos tras la ingestión de forma similar a la prueba de tolerancia oral a la glucosa. Puede recogerse, opcionalmente, un espécimen de heces de cinco horas, examinando y anotando su aspecto consistencia y pH. Los pacientes con deficiencia de lactasa exhiben un pico de incremento de menos de 20 mg/dl de sustancias reductoras. expresadas como glucosa. En todas las personas con curvas de tolerancia planas la prueba ha de repetirse a los dos días y el resultado menos anormal de las dos curvas es el que se utiliza en la interpretación. Puede realizarse una prueba control utilizando 25 g de glucosa y 25 g de galactosa si la prueba de la lactosa indica malabsorción. Algunos investigadores emplean una dosis de 100 g, que, según han informado algunos autores, proporciona resultados más definitivos. Puede causar síntomas en pacientes con una ligera deficiencia de lactasa. En los niños, la dosis de lactosa o de otros azúcares es de 2 g/kg de peso corporal.
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ENTEROPATÍA CON PÉRDIDA DE PROTEÍNAS La gastroenteropatia con pérdida de proteínas se refiere al síndrome de exceso de pérdidas de proteínas por el intestino. De nuevo, puede o no haber diarrea como parte del síndrome. Muchas alteraciones gastrointestinales como la enfermedad de Ménétrier, el cáncer gástrico, la gastritis crónica, los tumores benignos o malignos, la enfermedad de Crohn, la enfermedad celiaca. el esprúe tropical, la colitis ulcerosa, la obstrucción linfática intestinal (lmfangiectasia intestinal), la enfermedad del injerto frente al huésped, la infección baclriana (enfermedad de Whipple) y la enteritis infecciosa (vinca, bacteriana y parasitaria), pueden causar en una malabsorción proteica de leve a grave y una excesiva pérdida transmucosa de proteínas séricas. La hipoproteinemia puede estar asociada o no a edema. La depuración de n.-antitripsina, calculada multiplicando el número de gramos de heces recogidas durante 24 horas por el cociente entre las concentraciones de 


TUMORES NEUROENDROCRINOS Los tumores neuroendocrines del tracto gastrointestinal son lesiones neoplasmas relativamente raras con manifestaciones clínicas proteicas. El dolor abdominal y la diarrea son los dos síntomas clínicos más comunes. Debido al hecho de que exhiben incorporación de precursores de las aminas y descarboxilación (APUD), también son conocidos como APUDomas. Los más comunes de estos tumores son los tumores carcinoides, que constituyen el 5 0 % del total. Los gastrinomas comprenden el 25% del total de los APUDomas, mientras que el 15% son insulinomas y el 6% VIPomas. Los glucagonomas son muy raros y completan del 2% al 5% del grupo. Se han identificado otros tipos aún más raros, como los somatostinomas (Perry, 1996). La medida clínica de los secretagogos generalmente sugiere el diagnóstico en el marco clínico adecuado. La localización de los tumores puede ser muy difícil. La ecografía. el examen con TC. la exploración operativa con las imágenes de resonancia magnética (RM), la endoscopia, la angiografía y el examen con octeótrido tienen limitaciones técnicas significativas. Con la excepción de la ecografía y la RM, puede haber una morbilidad significativa al realizar la prueba. Aunque inicialmente se esperaba que la exploración con octeótrido podría reemplazar otros modos de localización, los datos recientes sugieren que es útil para determinar la extensión de los tumores carcinoides y de los gastnnomas. mientras que tiene poco uso en la detección insulinomas o tumores no funcionales (Kisker. 1997). Estos tumores son, muchas veces, pequeños, con frecuencia multifocals, y pueden localizarse en varios órganos. Pueden ser malignos o benignos. Son similares al examen histológico, por lo que la tinción histológica se emplea para distinguir los tipos (Perry, 1996). Como en todas las lesiones neoplásicas. la biopsia es esencial para confirmar el diagnóstico. La Tabla 23-4 muestra las características distintivas de varios APUDomas.



EXAMEN DE LAS HECES Recogida Los pacientes que no han sido instruidos previamente, en ocasiones presentan una ingenuidad considerable en la recogida de muestras de heces, pero unas simples indicaciones bastan para que las muestras recogidas
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Tumores no neuroendocrinos



APUDoma



Hormonas
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S e c u e l a s clínicas



Carcmoide



Serotonina (son posibles Dolor abdominal, sofocos, otras muchas) diarrea, asma, e d e m a



Gasirinoma



Gastrina Insulina



Insulinoma VIPoma Glucagonoma



Somatosialinoma



Polipeptido intestinal vasoactivo Glucagón



Somatostatina



Ulceras, diarrea Hipoglucemia Diarrea hipocaliemia, acidosis, hipoclorhidria Eritema migratorio necrotizante. perdida de peso, diabetes, depresión, trombosis venosa profunda Cálculos biliarios, diabetes, diarrea,



..



sean más satisfactoriamente. Un orinal bien fregado y aclarado es un recipiente adecuado para recoger la muestra. En caso de carecer de él, puede servir un tarro de vidrio de tamaño adecuado y limpiado cuidadosamente. Ha de advertirse a los pacientes que no deben orinar en el mismo recipiente porque, entre otras cosas, la orina tiene un efecto nocivo sobre los protozoos. Para trasladar las muestras de heces desde el recipiente de recogida al contenedor de transporte, que puede ser de plástico, cartón o vidrio, se puede utilizar un depresor lingual o unas tiras de cartón. Nosotros preferimos tarros de ungüento de 60 g con tapón de rosca porque evitan el olor, están a prueba de cualquier escape y se pueden transportar con facilidad. Debe recomendarse a los pacientes que no contaminen la parte exterior del recipiente ni lo llenen demasiado. El gas que con frecuencia se acumula debe liberarse gradualmente aflojando con cuidado la tapa. El no observar esta sencilla precaución puede dar lugar a una liberación explosiva del contenido. Los restos fecales que quedan sobre el dedo enguantado del médico durante el examen rectal pueden transferirse a un trozo de papel de filtro para inspección y prueba de sangre oculta. Debido a la amplia variación en los hábitos intestinales, el tiempo de tránsito intestinal y el volumen de las heces, debe ponerse especial atención a los métodos de recogida de las heces durante un tiempo determinado. Para la recogida de los especímenes de orina durante un tiempo determinado la vejiga urinaria puede ser vaciada antes y después del periodo de recogida. El tracto gastrointestinal, sin embargo, no puede vaciarse completamente a voluntad y, por tanto, la cantidad de heces recogidas durante 24 horas se correlaciona escasamente con la cantidad de comida ingerida en un periodo similar de tiempo. Para determinar la excreción fecal de una sustancia en 24 horas, las heces deben recogerse durante un período de, al menos, tres dias y los cálculos deben basarse en la muestra completa dividiendo por el número de días de recogida. La exactitud de este método puede aumentarse algo haciendo que el paciente ingiera, al principio, un colorante de carmín (0.3 g) y. al final, carbón vegetal (1 g). recogiendo las heces desde el comienzo de la aparición del colorante hasta la aparición del carbón vegetal. Recientemente, con la aparición en Massachussets y California de salmonella cubana, se utilizó un trazador de colorante de carmín. Otro método para señalar el periodo de recogida consiste en el uso de marcadores inertes y no absorbibles de las heces. Estos marcadores se toman en dosis divididas uniformemente durante varios días antes del comienzo de la recogida y se continúan tomando durante ésta. La concentración del material encontrado en la muestra de heces se utiliza, entonces, para determinar la cantidad de heces que contienen un día de ingestión del material, como medida de la producción de 24 horas. Para este propósito se ha utilizado el sesquióxido de cromo (Cr,0,) y se ha determinado químicamente su concentración en las heces La sustitución del isótopo radiactivo de cromo o circonio ha hecho posible poder determinar su concentración mediante la medida de la radiactividad de las heces, pero estos métodos, tal y como se utilizan actualmente, son demasiado tediosos para realizar determinaciones habituales.



La recogida de las muestras fecales en el hogar no es sencilla ni fácil a no ser que el paciente haya sido instruido adecuadamente. Hoffman (1973) ha descrito un método de recogida de muestras que tiene las ventajas de facilidad de transpone y almacenamiento, de no requerir equipamiento especial y de ser aceptable para los pacientes y personal de laboratorio. Un método pediátrico descrito por Jelliffe (1973) usa un tubo de vidrio de pared gruesa que se lubrica por inmersión en agua y que se inserta, después, en el recto del niño. En unas dos terceras parles de los casos se puede obtener un núcleo de heces que se puede sacar con un aplicador y pasar a otro recipiente.



Examen macroscópico de las heces La inspección de las heces es importante ya que puede conducir a un diagnóstico de infestación parasitaria, ictericia obstructiva, diarrea, malabsorción. obstrucción rectosigmoidea. disenteria, hemorragia del tubo digestivo o colitis ulcerosa. Debe anotarse la cantidad, forma, consistencia y color de las heces. Normalmente, se excretan de 100 g a 200 g de heces al día. En la diarrea el excremento es acuoso. La evacuación de grandes cantidades de excremento gris, esponjoso, de olor desagradable y que flota en el agua es característica de la esleatorrea. El estreñimiento puede asociarse a la deposición de pequeñas masas esféricas y sólidas de heces (escíbalos). Con frecuencia el estreñimiento se debe a un síndrome del colon irritable en los pacientes que tienen ansiedad o al uso excesivo de laxantes. En estos pacientes son necesarias pruebas repetidas de sangre oculta con objeto de descubrir problemas orgánicos más serios, tales como un carcinoma, que también pueden afectar a estos pacientes. La presencia de unas heces estrechas, como encintadas, sugiere la posibilidad de un intestino espástico o de un estrechamiento o estenosis rectal. Un color arcilloso indica una disminución o ausencia de bilis, o bien la presencia de sulfato de bario. La aparición de sangre, especialmente cuando tiene su origen en la porción terminal del intestino, puede dar lugar a que las heces sean rojas; esto mismo puede ocurrir cuando el paciente ingiere remolacha en su dieta. El sangrado del tracto gastrointestinal superior origina, con mayor frecuencia, heces de color negro y de consistencia de alquitrán. También dan un color negro a las heces el bismuto, el hierro y el carbón vegetal. La exposición de las heces al aire durante un cierto tiempo puede ser la causa del oscurecimiento de éstas. El color verde en las heces puede deberse a la ingestión de espinacas y de otros vegetales verdes o de calomelanos, o a la presencia de biliverdma. que se observa en pacientes que toman antibióticos orales. No es raro ver en las heces semillas y pieles de vegetales. Los parásitos en heces se estudian en el Capítulo 55. M o c o . La presencia reconocible de moco en una muestra de heces es anormal y debe anotarse. La existencia de un moco gelatinoso y translúcido, adherido a la superficie de heces formes, sugiere un estreñimiento espástico o una colitis mucosa. También se observa moco en las heces de pacientes con alteraciones emocionales, que puede ser el resultado de una tensión excesiva. El moco sanguinolento pegado a la masa fecal indica la posibilidad de una neoplasia o de un proceso inflamatorio del canal del recto. El moco asociado a pus y sangre se encuentra en el excremento de pacientes con colitis ulcerosa, disentería bacilar, carcinoma ulcerado de colon y, más raramente, a diverticulitis aguda o a tuberculosis intestinal. Los pacientes con carcinoma velloso de colon pueden presentar una gran cantidad de moco, que puede llegar a alcanzar 3 I o 4 I en 24 horas y desarrollan frecuentemente una deshidrataron grave y alteraciones electrolíticas, especialmente hipopolasiemia. Pus. Los pacientes con colitis ulcerosa crónica y disentería bacilar crónica presentan, con frecuencia, gran cantidad de pus en las heces para cuya detección se precisa de una examen microscópico. Esto ocurre, también, en pacientes con abscesos localizados o fístulas que comunican con el colon sigmoide. el recto o el ano. Raramente existen grandes cantidades de pus en las heces de los pacientes con colitis amebiana: por tanto, su presencia es una prueba en contra de este diagnóstico. En las heces acuosas de los pacientes con gastroenteritis vírica no se observan exudados inflamatorios.
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DIAGNÓSTICO DE LABORATORIO DE LAS ALTERACIONES GASTROINTESTINALES Y PANCREÁTICAS



Examen microscópico de las heces G r a s a . La técnica menos retinada es la del examen microscópico con tinciones de Sudan III, Sudan IV o rojo oleoso O. Este procedimiento ha sido empleado ampliamente para el cribado debido a su sencillez. Según nuestra experiencia, los resultados se correlacionan bien con las medidas cuantitativas cuando se han analizado alícuotas de las mismas heces homogeneizadas. Con este fin se coloca una pequeña alícuota de una suspensión de heces en un portaobjetos y se mezcla con dos gotas de etanol al 95%; se añaden, entonces, dos gotas de una solución etanólica saturada de Sudan III y se mezcla. Se aplica un cubreobjetos. En estas condiciones los ácidos grados se presentan como escamas que se tiñen ligeramente o como cristales en forma de aguja que no se tiñen y que pueden ser pasados por alto. Los jabones tampoco se tiñen pero aparecen como escamas amorfas bien definidas o como masas redondeadas o cristales toscos. Las grasas neutras, sin embargo, aparecen como grandes gotas de color naranja o rojo. Cuando se observan 60 gotas o más de gotas teñidas de grasas neutras por campo de gran aumento (hpf) puede estarse razonablemente seguro de que el paciente tiene esteatorrea. Hay que tener, sin embargo, cuidado con la interpretación, ya que el aceite mineral o el aceite de ricino pueden comportarse de forma similar a las grasas neutras. Después se repite el procedimiento añadiendo algunas gotas de ácido acético al 3 6 % (v/v) a la mezcla de heces y se calienta el portaobjetos unas cuantas veces en una llama hasta que haya una ligera ebullición. Esto hace que las grasas neutras y los jabones se conviertan en ácidos grasos que se funden y forman gotas que se tiñen fuertemente con Sudan III. Se examina, entonces, el portaobjetos mientras todavia está caliente. Después de este procedimiento la presencia de hasta 100 gotas teñidas por campo de gran aumento se considera normal. Los pacientes con esteatorrea de origen pancreático con probabilidad tienen mayores incrementos en los ácidos grasos y en los jabones. El uso de rojo oleoso O ha sido propugnado por algunos autores porque permite sustituir el etanol por isopropanol. F i b r a s de c a r n e . La técnica de muestreo es la misma que la utilizada en las preparaciones con Sudan para la detección de grasas fecales. Las heces se mezclan homogéneamente en un portaobjetos con una solución alcohólica al 1 0 % de eosina. dejando que se tina durante tres minutos y. entonces, se examina para descubrir las fibras musculares. Se examina toda el área bajo el cubreobjetos y sólo se cuentan las fibras rectangulares con una estriación cruzada. El examen de fibras de carne proporciona resultados que correlacionan bien con la determinación química de excreción de grasas. L e u c o c i t o s . Se coloca una pequeña partícula de moco o una gota de heces líquidas en un portaobjetos de vidrio con una varilla de madera. Se añaden dos gotas de azul de metileno de Loffler y se mezcla bien y con cuidado. Se coloca un cubreobjetos sobre la mezcla y se deja dos o tres minutos para que tenga lugar una buena tinción de los núcleos. Con el objetivo de bajo aumento se hace un recuento cuantitativo aproximado promediando el número de leucocitos y eritrocitos. Todos los recuentos diferenciales deben realizarse en un campo de gran aumento, contando 200 células cuando sea posible. Sólo aquellas células identificadas claramente como mononucleares o polimorionucleares se incluyen en el recuento diferencial. Los macrófagos y las células epiteliales que no puedan ser identificados se ignoran. El recuento inicial de células debe realizarse en el momento de llegada del espécimen.



Otras pruebas Las pruebas de aglutinación en látex para detectar rotavirus y adenovirus de la gastroenteritis en heces están disponibles comercialmente. Las pruebas para rotavirus tienen una elevada sensibilidad, especificidad y valor predictivo positivo y negativo. Sin embargo, para un cribado preliminar de adenovirus se ha observado una baja sensibilidad en un producto. En general, las pruebas de aglutinación en látex ofrecen una buena alternativa al examen con microscopio electrónico o al cultivo de confirmación del virus de la gastroenteritis.
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SANGRE OCULTA EN HECES La confirmación de un sangrado importante mediante análisis químico o prueba de sangre oculta en heces es habitual en la práctica médica. Como determinados alimentos o colorantes (p. ej., la remolacha, los colorantes alimentarios) pueden alterar el color de los excrementos de forma que parezcan sanguinolentos, las pruebas químicas pueden ser útiles para confirmar una sospecha de sangrado. Debido a que el cáncer de colon es la principal causa de muerte por cáncer en EE.UU., el cribado del cáncer colorrectal es muy recomendado por las organizaciones profesionales. Habilualmente. este cribado implica la prueba de la sangre oculta en heces. La U.S. Preventalive Services Task Forcé recomienda actualmente la prueba de sangre oculta anual en la edición 12/12/95 de la Guide to Clmical Preventive Services y el Collage of American Pathologists Laboralory Teslmg Stralegy Task Forcé recomienda el cribado anual de sangre en heces como practica estándar (Glenn. 1996). Cuando se detecta el sangrado, se recomienda, generalmente, una endoscopia para averiguar la causa. Ninguna prueba disponible tiene una sensibilidad del 100% ni, obviamente, puede conseguirse la especificidad necesaria para saber la causa precisa o el origen del sangrado. La sangre fecal procedente de las hemorroides, úlceras y otras causas puede dar resultados positivos y promover investigaciones posteriores de una neoplasia que no existe. A pesar de su amplio uso y aceptación, la rentabilidad de las pruebas de sangre oculta en heces sigue siendo objeto de debate (Ahlquist, 1997). R. L. Hope (1996) comparó recientemente tres productos comerciales (Hemoccult II. Monohaem y BM Test colon albumin) para detectar neoplasias colorrectales. El Monohaem es una prueba inmunoquimica con una sensibilidad informada superior a la del Hemoccult II. El BM Test colon albumin es una prueba de albúmina más que de sangre. El estudio sugirió que la prueba inmunoquimica era la más sensible y específica de las tres (Hope, 1996). La endoscopia y los enemas de bario siguen desempeñando papeles importantes en el cribado de la neoplasia colorrectal.



PRUEBA APT PARA EL SANGRADO NEONATAL Cuando la sangre se encuentra en el tracto gastrointestinal o en las heces de los neonatos debe realizarse una prueba para saber si ha sido ingerida sangre de origen materno o si es secundaria a una enfermedad del neonato (Guritzky, 1996). La prueba del Apt es una prueba cualitativa que se utiliza para realizar esta determinación en heces muy sanguinolentas o en vómito hemático del neonato. Los lactantes pueden ingerir sangre materna si el pezón se agrieta y sangra. La muestra se mezcla primeramente con agua y se centrifuga.. El sobrenadante, que debería ser rosado, se mezcla entonces con hidróxido potásico al 1% en una razón de 5 : 1 . Si la sangre es de origen materno, la mezcla se vuelve amarilla-marrón tras unos minutos. La sangre fetal permanece rosada. Esta prueba, basada en el hecho de que la HbF es más resistente a la desnaturalización por los álcalis que la hemoglobina de los adultos, tiene una sensibilidad relativamente baja y los resultados han de interpretarse con cuidado (McRury. 1994).



MARCADORES TUMORALES GASTROINTESTINALES El antígeno carcinoembrionario (CEA) y el CA 19-9 son los dos marcadores tumorales gastrointestinales de amplio uso y ambos tienen limitaciones respecto de su eficacia clínica. Ningún marcador tumoral ha suplantado la necesidad de realizar un diagnóstico del cáncer en el tejido. Los marcadores tumorales pueden estar elevados en procesos no malignos. Éstos no tienen suficiente sensibilidad como para poder emplearse en un amplio cribado clínico. Los marcadores tumorales no son específicos de ningún tipo particular de cáncer. Las concentraciones de CEA pueden estar elevadas en el cáncer de mama, de pulmón y de hígado, entre otros. El CA 19-9 puede estar elevado en los pacientes con cáncer colorrectal, cáncer gástrico y cáncer de páncreas (Minghini, 1998).
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O R I N A Y OTROS FLUIDOS C O R P O R A L E S



La utilidad de los marcadores tumorales es accesoria. Las concentraciones de CEA elevadas antes de la resección de colon pueden sugerir un peor pronóstico. La disminución de las concentraciones durante la terapia sugiere que hay respuesta a la terapia, mientras que una elevación sugiere progresión de la enfermedad. No pueden tomarse decisiones sobre el tratamiento de la enfermedad basándose sólo en las concentraciones de CEA (Mitchell. 1998).



Aunque las concentraciones de CA 19-9 por encima de 1.000 unidades/ml son altamente indicativas de cáncer de páncreas, existen informes de falsos positivos aún a estas concentraciones (Minghini. 1998). Aunque en la actualidad se están evaluando muchos marcadores ninguno ha conseguido una amplia utilización hasta este momento. En el Capitulo 47 se realiza una exposición más extensa de los marcadores tumorales.
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Preparación y tinción de las e x t e n s i o n e s de s a n g r e



La hematología abarca el estudio de las células sanguíneas y de la coagulación. Se incluyen en estos conceptos los análisis de la concentración, estructuras y función de las células en la sangre; sus precursores en la médula ósea; constituyentes químicos del plasma o suero íntimamente relacionados con la estructura y función de las células sanguíneas; y la función de las plaquetas y proteínas involucradas en la coagulación sanguínea. Cada vez más. las técnicas de biología molecular permiten la delección de mutaciones genéticas que se encuentran en la estructura y función alterada de células y proteínas que dan lugar a enfermedades hematológicas.



HEMOGLOBINA La hemoglobina (Hb). el principal componente de los glóbulos rojos sanguíneos (RBC), es una proteína conjugada que sirve como vehículo para el transporte de oxígeno ( 0 ) y dióxido de carbono (CO,). Cuando está completamente saturada, cada gramo de hemoglobina contiene 1.34 mi de oxigeno. La masa de glóbulos rojos de un adulto contiene aproximadamente 600 g de hemoglobina, capaz de transportar 800 mi de oxigeno. La terminología, símbolos y absorción máxima aparecen en la Tabla 2 4 - 1 . 2



Una molécula de hemoglobina consta en dos pares de cadenas polipeptidicas ("globina") y cuatro grupos prostéticos hemo, conteniendo cada uno un átomo de ion ferroso. Cada grupo hemo se localiza de forma precisa en un hueco o pliegue de cada una de las cadenas polipeptídicas. Localizado cerca de la superficie de la molécula, el hemo se combina reversiblemente con una molécula de oxigeno o de dióxido de carbono. La principal función de la hemoglobina es transportar oxígeno desde los pulmones, donde la lensión de oxigeno es elevada, a los tejidos, donde es baja. A una tensión de oxigeno de 100 mm de Hg en los capilares pulmonares, del 9 5 % al 98% de la hemoglobina está combinada con el oxigeno. En los tejidos, donde la tensión de oxigeno puede ser tan baja como 20 mm de Hg, el oxígeno se disocia fácilmente de la hemoglobina; en este caso, menos de un 30% del oxigeno podría permanecer combinado con la hemoglobina. La hemoglobina reducida es hemoglobina con hierro no unido al oxígeno. Cuando cada grupo hemo está asociado a una molécula de oxigeno, la hemoglobina se conoce como oxihemoglobina (Hb0 ). Tanto en la Hb como en la H b 0 , el hierro permanece en estado ferroso. Cuando el hierro se oxida al estado férrico, se forma metahemoglobina (hemiglobina, Hi) y la molécula pierde su capacidad para transportar oxígeno o dióxido de carbono. La anemia, una disminución por debajo de la concentración normal de hemoglobina. 2
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Tabla 2 4 - 1 Nomenclatura y máxima absorción de hemoglobinas Pico de absorsción 1 Símbolo



Término Hemoglobina Oxihemoglobina Carboxihemoglobma Hemiglobina (melahemoglobina) Hemiglobincianuro ( c i a n m e t a h e m o g l o b i n a )



k



e



X



X



e



555 (13.04) 542(14.37) 539(14.36) 5 0 0 (9,04) 540(10.99)



4 3 1 (140) 415(131) 420(192) 406(162) 421 (122,5)



Hb HbO, HbCO Hi HiCN



Pico de absorción 3



Pico de absorción 2



E



577 (15,37) 568.5 (14,31) 6 3 0 (3 70)



La longitud de onda (X) en nanómetros para cada máximo se sigue del codicíente de extinción (r) localizado entre paréntesis Modificada de Van Assendelt OW Spectrophotometry of Haemoglobin Derivatives.. Assen. Holanda, Royal Van Gorcum Ltd, 1970. con permiso. ^



^



cómpulo de eritrocitos o hemalocrito es una afección muy común y es frecuentemente una complicación de otras enfermedades. El diagnóstico clínico de la anemia o de una alta concenlración de hemoglobina basado en la estimación del color de la piel y de las membranas mucosas visibles es de muy poca confianza. La correcta estimación de la hemoglobina es importante y una de las pruebas realizadas habitualmente en casi todos los pacientes.



Determinación de la concentración de hemoglobina



^



—



en el colorímetro fotoeléctrico a 540 nm o con un filtro apropiado. Después se abre un vial de estándar de HiCN y se mide la capacidad de absorción, a temperatura ambiente, en el mismo instrumento de un modo similar. La muestra debe analizarse en unas pocas horas después de la dilución. El estándar debe mantenerse en la oscuridad cuando no se utilice y desecharse al final del día. A,



Hb (g/dl) = -



El método de la cianometahemoglobina (hemiglobincianuro, HiCN) tiene la ventaja de la conveniencia y una solución estándar estable fácilmente disponible.



(24-1)



J()



Concentración de estándar (mg'dí)



X 251



100 mg/g



PRINCIPIO La sangre se diluye en una solución de ferrocianuro potásico y cianuro potásico. El ferrocianuro potásico oxida la hemoglobina a hemiglobina (Hi: metahemoglobina) y el cianuro potásico convierte iones cianuro (CN~) a la forma HiCN, que tiene una absorción máxima amplia a una longitud de onda de 540 nm (Fig. 2 4 - 1 ; véase Tabla 24-1). La capacidad de absorción de la solución se mide en un espectrofotómetro a 540 nm y se compara con una solución estándar de HiCN. REACTIVOS El diluyente es el reactivo de Drabkin modificado con detergente: 6



test muestra



540



A . t e s t estándar



Método del hemiglobincianuro (HiCN)



Ferrocianuro potásico (K;|Fe(CN) ) Cianuro potásico (KCN) Fosfato de dihidrógeno potásico (anhidro) (KHjPO., Detergente no iónico: p. ej., Sterox SE (Harleco) o Tritón X-100 (Rohm y Haas) Agua destilada para



—



0,20 g 0,05 g 0,14 g 0,5 mi 1.0 mi 1.000 mi



La solución debe ser clara y amarillo pálido, tener un pH de 7,0 a 7,4 y dar una lectura de cero cuando se mide en un espectrofotómetro a 540 nm frente a un patrón agua. Sustituyendo el fosfato de dihidrógeno potásico, KHPjPO^, en este reactivo por bicarbonato sódico. N a H C O , en el reactivo original de la solución de Drabkin se acorta el tiempo necesario para completar la conversión de Hb a HICN de 10 minutos a 3 minutos. El detergente aumenta la lisis de eritrocitos y disminuye la turbidez provocada por la precipitación de proteínas. Debe tenerse precaución con la preparación de KCN de la solución de Drabkin, ya que tanto las sales como soluciones de cianuros son venenosas. El diluyeme en si contiene sólo 50 mg de KCN por litro, menos que la dosis letal para una persona de 70 kg. Sin embargo, ya que se libera HCN por acidificación, se debe evitar la exposición del diluyente al ácido. Es aconsejable deshacerse de los reactivos y muestras en agua corriente en el fregadero. El diluyente se conserva bien en botellas oscuras a temperatura ambiente, pero debería preparase fresco una vez al mes.



Es normalmente conveniente calibrar el lotometro para ser utilizado durante la hemoglobinometría preparando unas curvas estándar o tablas que relacionen la capacidad de absorción con la concentración de hemoglobina en gramos por decilitro. La capacidad de absorción del estándar recién preparado de HiCN se mide contra un blanco. Las lecturas de capacidad de absorción se hacen del estándar fresco de HiCN y de las diluciones de ese estándar en el reactivo (1 en 2 , 1 en 3 , 1 en 4) contra un blanco reactivo. Los valores de Hb en gramos por decilitro se calculan para cada solución según se describe previamente. Cuando las lecturas de la capacidad de absorción se llevan a un papel gráfico milimetrado en las ordenadas y la concentración de Hb en las abscisas, los puntos deberían describir una línea recta que pase por el origen. Una ventaja del método de la HiCN es que mide la mayoria de las formas de hemoglobina (Hb, HB O,, Hi, HbCO pero no SHB).
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Figura 24-1. Espectro de absorción de oxihemoglobina (HbO ), deoxihemoglobina (Hb), metahemoglobina (hemiglobina, Hi) y cianometahemoglobina (HiCN) (de Bunn HF. Forget BG, Ranney HM. Human Hemoglobins. Filadellia, WB, Saunders Company, 1977. pág. 2, con licencia). ?



Se añaden veinte microlitros de sangre a 5,0 mi de diluyente (1:251), se mezclan bien, y se mantienen a temperatura ambiente durante al menos 3 minutos (Dacie, 1984). Se mide la capacidad de absorción contra un blanco
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La muestra puede ser directamente comparada con el estándar de HiCN y las lecturas pueden hacerse a la conveniencia del operador gracias la estabilidad de las muestras diluidas. Aumentos de la capacidad de absorción no debidos a la hemoglobina pueden ser causados por la turbidez debido a proteínas plasmáticas anormales, hiperlipidemia. Gran cantidad de leucocitos (cómputo >30 x 10 /l) o gota de grasa; cualquiera de estas causas puede producir un aumento de la dispersión de luz y de la capacidad de absorción aparente. 9



Errores en hemoglobinometría Las luentes de errores pueden ser debidas a la muestra, el método, el equipo o el operador. ERRORES INHERENTES A LA MUESTRA Una técnica de venopunción incorrecta puede introducir hemoconcentración que hará que la concentración de hemoglobina y el cómputo de células sean demasiado altos. Una técnica inapropiada en punciones de dedo o toma de muestra capilar puede producir errores en cualquier dirección. ERRORES INHERENTES AL MÉTODO El método HiCN es el método de elección. El uso de HiCN estándar para la calibración del instrumento y para la prueba en si misma elimina una fuente importante de error. La amplia banda de absorción en la región de 540 nm hace conveniente utilizar tanto los fotómetros de filtro como los espectrofotómetros de bandas estrechas. Con la excepción de la SHb. todos los otros tipos de hemoglobinas se convierten en HiCN. ERRORES INHERENTES AL EOUIPO La exactitud (precisión) del equipo no es uniforme. Un buen grado de pipeteo con una exactitud garantizada mayor del 9 9 % es deseable. La calibración de las pipetas reducirá errores. Pueden introducirse errores significativos por utilizar cubetas desiguales, por lo que se prefieren cubetas intercomunicadas. El ajuste de la longitud de onda, los filtros y el medidor de lecturas requieren comprobación. El fotómetro debe ser calibrado en el laboratorio antes de su primer uso y debe ser vuelto a comprobar frecuentemente para reducir el error del método al 2 % (±CV). ERRORES DEL OPERADOR Los errores humanos pueden ser reducidos por un entrenamiento correcto, comprendiendo la importancia clínica de la prueba y la necesidad de un método seguro, el seguimiento de las instrucciones orales y escritas y la familiaridad con el equipo y con las luentes de error. Los errores aumentan con la fatiga y tienden a ser mayores al final del día. Un técnico que por naturaleza y por adiestramiento es paciente y crítico y que está interesado en trabajar es menos propenso a cometer errores. El comentario precedente se aplica a técnicas manuales de hemoglobinometría. Los equipos automáticos son ampliamente usados y eliminan la mayoría de los errores.



Derivados de la hemoglobina Las dos hemoglobinas fisiológicas, oxihemoglobina y hemoglobina reducida, son fácilmente convertidas en una sene de compuestos mediante la acción de ácidos, álcalis, sustancias oxidantes y reductoras, calor y otros agentes.



Hemiglobina



(metahemoglobina [Hi])



El Hi es un derivado de la hemoglobina en el que el hierro ferroso es oxidado al estado férrico, lo que origina la incapacidad del Hi de combinarse reversiblemente con el oxigeno. Las cadenas polipeptídicas no son alteradas. En un individuo sano hasta el 1,5% de la hemoglobina es Hi. Los aumentos de Hi causarán cianosis y "anemia" funcional si son bastantes altos, y cianosis en concentraciones más bajas. La cianosis llega a ser obvia en una concentración de 1,5 g Hi/'dl (esto es 10% de hemoglobina). Grados comparables de cianosis serán causados por 5 de SHb por decilitro de sangre, 1,5 g de Hi por decilitro de sangre, y 0,5 g Hb S por decilitro de sangre. El grado de cia-
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nosis, sin embargo, no está necesariamente correlacionado con la concentración de Hi. Una pequeña cantidad de Hi siempre se está formando pero es reducida por los sistemas enzimáticos dentro del eritrocito. El más importante es el sistema de la reductasa de metahemoglobina dependiente de la NADH (reductasa b citocrómica-NADH). 5



Otros, que funcionan principalmente como sistemas de reserva, son el ácido ascórbico. glutatión reducida y la reductasa metahemoglobina-NADPH. El último requiere un cofactor natural o un colorante autoxidable tales como el azul de metileno para ser activo (véase Fig. 26-14). La metahemoglobinemia, una cantidad aumentada de Hi en los eritrocitos, resulta de cualquiera de las dos, una producción aumentada de Hi o una actividad disminuida de NADH-citocromo-b,,, y puede ser hereditaria o adquirida (Jaffé, 1989). La forma hereditaria está dividida en dos categorías principales. En la primera, la metahemoglobinemia es debido a una disminución en la capacidad del eritrocito de reducir el Hi que se está transformando constantemente en Hb. Esto es más habitualmente debido a la deficiencia de ta reductasa b, citocrómica-NADH. que es heredada como una característica autosómica recesiva El homocigótico tiene los niveles de metahemoglobina del 1 0 % al 5 0 % y es cianótico. Sólo ocasionalmente está presente la policitemia como un mecanismo compensador. Las concentraciones de hemiglobina de 10% a 25% pueden no dar sintomas aparentes; niveles de 35% a 50% provocan síntomas leves como disnea de esfuerzo y dolores de cabeza: y niveles superando 7 0 % son probablemente letales. La terapia con ácido ascórbico o con azul de metileno en esta forma de metahemoglobinemia hereditaria reducirá el nivel de Hi. el último aparentemente por activación del sistema de la reductasa de metahemoglobina-NADPH. Los heterocigóticos tienen niveles intermedios de actividad de la reductasa b¡ citocrómica-NADH y niveles sanguíneos normales de Hi. Éstos pueden llegar a ser cianóticos por la metahemoglobinemia después de la exposición a químicos oxidantes o fármacos que no afectarían a individuos sanos. En la segunda categoría principal de metahemoglobinemia hereditaria, los sistemas reductores en el eritrocito están intactos, pero la estructura de la molécula de hemoglobina es anormal. Una alteración genética determinada en la composición de aminoácidos de cualquiera de las dos cadenas de globina o globina (3 puede formar una molécula de hemoglobina que tenga una tendencia aumentada hacia la oxidación y una susceptibilidad disminuida a que la metahemoglobina formada se reduzca a hemoglobina. Siete hemoglobinas anormales han sido identificadas cuya consecuencia principal es una cianosis asintomática como un resultado de la metahemoglobinemia; (ellas) son designadas como varias formas de hemoglobina M (Hb M). En seis de las siete variantes de Hb M. la tirosina es substituida por histidina en el grupo hemo próximo o lejano de la cadena de globina. Nagai (1995) muestra por espectroscopio que una proporción considerable de las subunidades mulantes de Hb M Saskatoon y Hb M Boston permanecen en la forma completamente reducida en condiciones circulatorias. Se heredan como rasgos autosómicos dominantes (Lukens. 1998). La terapia del azul de mefileno en estos individuos no tiene efectos y el tratamiento no es necesario. La mayoría de los casos de metahemoglobinemia están clasificados como secundarios o adquiridos, debido principalmente a la exposición a drogas y químicos que causan una formación aumentada de hemoglobina. Los químicos o las drogas que oxidan directamente HbO, a Hi incluyen nitritos, nitratos, cloratos y quinonas. Otras sustancias, que son compuestos ammo y nitro aromáticos, probablemente actúen indirectamente a través de un metabolito, ya que no provocan formación de Hi in vitro. Estas incluyen acetanilid, fenacetina, sulfamidas y colorantes anílicos. El sulfato lerroso puede producir metahemoglobinemia tras la ingestión de dosis muy grandes. Los niveles de fármacos y químicos que no causarían metahemoglobinemia significativa en un individuo sano puede hacerlo en alguien con una ligera reducción en la actividad de la reductasa b citocrómica, quien en circunstancias normales no es cianótico. Tales individuos son los niños recién nacidos y las personas heterocigóticas para la deficiencia de la reductasa b,, citocrómica-NADH (Bunn, 1986). 5



La hemiglobina vuelve a ser Hb por los sistemas enzimáticos del eritrocito. También puede ser reducida (lentamente) mediante la administración de agentes reductores, tales como el ácido ascórbico o compuestos sullidrílicos
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(glutalión, cisteína); éstos, asi como el azul de metileno, son de valor en caso de deficiencia hereditaria de la reductasa citocrómica NADH. En casos de metahemoglobinemia tóxica o adquirida, el azul de metileno es de gran valor; su acción rápida no está basada en su propia capacidad de reducción sino en su aceleración de la vía normalmente lenta de la reductasa de la metahemoglobina-NADPH. La hemiglobina puede combinarse reversiblemente con varios químicos (p. ej., cianuros, sulfuras, peróxidos, fluoruros y ácidos). Por la fuerte afinidad de la Hi al cianuro, la terapia del envenenamiento de cianuro es administrar nitritos para formar Hi, que entonces se combina con el cianuro. Asi, el cianuro libre (que es extremadamente venenoso a las enzimas celulares respiratorias) se hace menos tóxico cuando se cambia a HiCN, La hemiglobina y la sulfohemoglobina se cuantifican por espectrofotometría. Si la Hi es elevada, los fármacos o las sustancias tóxicas deben ser eliminadas como causa primeramente. La metahemoglobinemia congénita debida a la deficiencia de reductasa b citocrómica-NADH se determina por ensayo de la enzima. Una hemoglobina anormal (Hb M; véase Cap. 26) también puede ser responsable de metahemoglobinemia observada en el nacimiento o en los primeros meses de vida. s



Sulfohemoglobina La sulfohemoglobina es una mezcla de formas oxidizadas parcialmente desnaturalizadas formadas durante la hemolisis oxidativa (Jandl, 1996). Durante la oxidación de la hemoglobina, el azufre que proviene de alguna fuente, que puede variar, se incorpora a los anillos hemo de hemoglobina, originando un hemocromo verde. La nueva oxidación normalmente provoca una desnaturalización y una precipitación de la hemoglobina como cuerpos de Heinz (Fig. 24-2). La sulfohemoglobina no puede transportar oxígeno, pero puede combinarse con monóxido de carbono (CO) para formar carboxisulfohemoglobina. A diferencia de la metahemoglobina, la sulfohemoglobina no puede volver a ser hemoglobina, y permanece en las células hasta que éstas se disgregan. La sulfohemoglobina ha sido encontrada en pacientes que recibían tratamiento con sulfamidas y fármacos aminoaromáticos (fenacetina. acetanilida), así como en pacientes con un estreñimiento grave, en casos de bacteriemia debido a Clostridium perfringens y en la condición conocida como cianosis enterogénica. La concentración de sulfohemoglobina en vivo es menos del 1% normalmente, y en estas condiciones raramente sobrepasa el 10% de la hemoglobina total. Esto le da en la cianosis y es normalmente asintomática. La razón por la que algunos pacientes desarrollan metahemoglobinemia, algunos sulfohemoglobinemia. y otros cuerpos de Heinz y hemolisis no es bien comprendida.



Carboxihemoglobina



HbCO a HbO-, está muy aumentada. La HbCO es sensible a la luz y tiene un color rojo cereza típico y brillante. La intoxicación aguda por monóxido de carbono es bien conocida y se comentó en el Capitulo 17. La intoxicación crónica resultado de una exposición prolongada a pequeñas cantidades de monóxido de carbono es menos conocida, pero su importancia está aumentando. Las principales fuentes de gas son motores de gasolina, gas de iluminación, calentadores de gas. estufas defectuosas y el humo del tabaco. La exposición al monóxido de carbono es así uno de los peligros de la civilización moderna. El gas incluso ha sido encontrado en el aire de calles de mucha actividad de las grandes ciudades en una concentración suficiente para causar síntomas leves en personas como policías de circulación que están expuestos a ello durante largos períodos de tiempo. La exposición crónica a través del humo del tabaco puede conducir a una elevación crónica de HbCO y un cambio hacia la izquierda en la curva de disociación del oxígeno; los fumadores tienden a tener más alio los hematocritos que los no fumadores y pueden tener policitemia (Smith, 1978). Las personas sanas expuestas a varias concentraciones del gas durante una hora no experimentan síntomas definitivos (dolor de cabeza, mareos debilidad muscular y náuseas) a no ser que la concentración del gas en la sangre alcance de 2 0 % a 3 0 % de saturación; sin embargo, parece que en una intoxicación crónica, especialmente en niños, síntomas serios pueden producirse con concentraciones más bajas. La HbCO puede ser contada por espectrofotometrias diferenciales o por cromatografías de gas.



Pruebas de los derivados de la hemoglobina Se puede obtener alguna información mediante un examen a simple vista del espécimen de sangre. La aparición normal del suero o el plasma identifica los hematíes como el sitio del pigmento. La agitación de sangre normal completa en el aire durante 15 minutos le imparle un color rojo brillante cuando la Hb se convierte en HbO,. La sangre es rojo cereza cuando el pigmento es HbCO en intoxicación por monóxido de carbono. El color es marrón chocolate en metahemoglobinemia y lavanda malva en sulfohemoglobinemia. Identificación espectrofotométrica de las h e m o g l o b i n a s . Las variadas hemoglobinas tienen espectros de absorción característicos, que pueden ser fácilmente determinados con un espectrofotómetro. Los máximos de absorbencia útil se dan en la Tabla 2 4 - 1 . La máxima para Hi varia considerablemente con el pH. Las máximas dadas en las dos columnas derechas son útiles para distinguir entre estas formas de hemoglobina. La absorbencia entre 405 nm y 435 nm (la banda Soret) es considerablemente mayor y puede ser usada cuando pequeñas cantidades de hemoglobina tienen que ser medidas.



(HbCO)



El CO endógeno producido en la degradación de hemo a bilirrubina normalmente representa en torno al 0,5% de carboxihemoglobina en la sangre, y está aumentado en la anemia hemolítica. La hemoglobina tiene la capacidad de combinarse con monóxido de carbono con una afinidad 210 veces mayor que con el oxigeno. El monóxido de carbono se unirá con la hemoglobina incluso si su concentración en aire es extremadamente baja (p. ej., 0,02% a 0,04%). En estos casos, la hemoglobina se creará hasta que los síntomas típicos de envenenamiento aparezcan (Goldsmith, 1968). La HbCO no puede unirse ni llevar oxígeno. Además, las concenlraciones aumentadas de HbCO cambian la curva de disociación de Hb oxígeno dirigiéndola crecientemente a la izquierda, acarreando anoxia. Si un paciente intoxicado con monóxido de carbono recibe oxigeno puro la conversión de



HEMATOCRITO (VOLUMEN GLOBULAR) Antes de tomar una muestra de un tubo de sangre venosa para una determinación hematológica, es importante mezclar la sangre a fondo. Si el tubo se ha colocado de pie, esto requiere al menos 60 inversiones del tubo, o 2 minutos en una hélice mecánica; menos que esto conduce a un deterioro inaceptable en la precisión (Fairbanks, 1971). El número de inversiones requeridas para obtener la homogeneidad de un espécimen depende de las dimensiones de su contenedor. Tubos estándar de 10 mm a 14 mm x 75 mm. con 5 mi de sangre y una burbuja de aire que abarque al menos 20% del volumen del tubo, requieren al menos ocho inversiones (NCCLS, 1993).



Figura 24-2. Concepto simplificado de la oxidación de la hemoglobina (Hb) tal y como propuso Jandl (1996). La unión reversible y la liberación del oxígeno se produce en los tejidos y pulmones: la oxidación del ion ferroso y la formación de hemoglobina son reversibles hasta cierto limite en las células. La continua oxidación provoca cambios conformacionales y sulfhemoglobina: la oxidación continuada provoca una desnaturalización de la hemoglobina y su precipitación en los hematíes originando los cuerpos de Heinz.
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El hematocrito de una muestra de sangre es el cociente del volumen de los eritrocitos y el de la sangre total. Es expresado tanto como un porcentaje (convencional) o como una fracción decimal (unidades del SI). Las unidades (L/L) están implícitas. El hematocrito venoso coincide estrechamente con el hematocrito obtenido por una punción de la piel: ambos son mayores que el hematocrito total del cuerpo. La heparina y el ácido etilenediaminetetraacético (EDTA) son anticoagulantes satisfactorios. El hematocrito se puede medir directamente por centrifugación con macrométodos y micrométodos. o indirectamente como el producto del volumen corpuscular medio (VCM) por el cómputo de eritrocitos en instrumentos automatizados. En sangre mantenida a temperatura ambiente, el inflamiento de los eritrocitos entre 6 horas y 24 horas aumenta el hematocrito y el VMC. Las cuentas y los Índices celulares son estables durante 24 horas a 4"C (Brittin, 1969b) El macrométodo Wintrobe del hematocrito emplea la centrifugación de sangre en un lubo de cristal de paredes gruesas con un orificio uniforme interno y un fondo aplanado. No se usa mucho.
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mente mayor en anemias macrocíticas. esferocitosis y anemias hipocrómicas (Dacie, 1991). Incluso se dan cantidades mayores de plasma atrapado en los hematocritos de pacientes con anemia drepanocitica. y varían según el grado de falciformidad y consiguiente rigidez de las células. Utilizando el micro hematocrito como método de referencia para calibración de aparatos automáticos, está recomendada la corrección de plasma atrapado (ICSH, 1980). MUESTRA La posición, la actividad muscular y la estasis debida a un torniquete mantenido pueden causar el mismo orden de alteraciones en el hematocrito y concentraciones celulares como lo hace en los constituyentes solubles no filtrables (véase Cap. 1, pág„ 6). Un error exclusivo del hematocrito se debe al exceso de EDTA (sangre inadecuada para una cantidad fija de EDTA): el hematocrito será falsamente bajo como resultado de la concentración celular, pero la hemoglobina y los recuentos celulares no se verán afectados.



Se usa un tubo de hematocrito capilar de unos 7 cm de largo con un orificio unilorme de alrededor de 1 m m . Están disponibles tubos capilares heparinizados para recolecciones de sangre directamente de una punción de la piel.



No hay uniformidad como cuando la sal EDTA se usa para anticoagulación (O'Brom, 1997). La sal tripotásica (K,-EDTA) encoge a los eritrocitos alrededor de un 2% y reduce el volumen celular concentrado comparada con la sal dipotásica (K.-EDTA) (Koepke. 1989). También, como la K,-EDTAes un liquido, los recuentos eritrocitanos y leucocilanos están disminuidos de un 1% a un 2%. Aunque la ICSH y la NCCLS recomiendan la sal K2-EDTA (en polvo), la K3-EDTA se usa más a menudo, quizá por su miscibilidad aumentada y los pocos casos de coagulación del espécimen (Geller, 1996).



Procedimiento



OTROS ERRORES



El tubo de microhematoócrito se llena por atracción capilar, por el punto de punción de flujo libre o por una muestra venosa bien mezclada. El tubo capilar debería ser llenado hasta al menos 5 cm. El extremo vacío se sella con plástico moldeable. El tubo lleno se coloca en los huecos radiales de la cabeza centrifugadora del hematocrito con el extremo sellado lejos del centro. Colocar el tubo contra el relleno de goma para evitar roturas. La centrifugación durante cinco minutos de 10.000 g a 12.000 g es satisfactoria a no ser que el hematocrito sobrepase el 50 »; en este caso, una centrifugación adicional de cinco minutos debería ser empleada para asegurar el plasma atrapado al mínimo. Los tubos capilares no están graduados. La longitud de las columnas de sangre, incluyendo el plasma, y de la columna de hematíes sola debe ser medida en cada caso con una regla milimetrada y una lupa o con uno de los muchos dispositivos comerciales de medida disponibles. Las instrucciones del fabricante se deben seguir.



Los errores técnicos incluyen el fallo al mezclar la sangre adecuadamente antes de la muestra, una lectura mapropiada del nivel de células y plasma, y la inclusión del estrato leucocitario como parte del volumen eritrocitano. Con técnica adecuada de precisión del hematocrito, expresada como ±2CV (coeficiente de variación), es ±1%. Con valores bajos del hematocrito, el CV es mayor debido al error de lectura.



Micrométodo Equipo



o



Interpretación de resultados Los valores típicos de referencia para varones adultos son de 0,41 a 0 , 5 1 : para mujeres, de 0,36 a 0.45. Un valor por debajo de lo normal de un individuo o por debajo del intervalo de referencia para edad y sexo indica anemia, y un valor más alto, policitemia. El hematocrito refleja la concentración de hematíes, no la masa total de hematíes. Éste es bajo en la hidremia del embarazo, pero el número total de hematíes que circulan no se reduce. El hematocrito puede ser normal o incluso alto en choque acompañado por hemoconcentración. aunque la masa celular total puede estar considerablemente disminuida debido a la pérdida de sangre. El hematocrito no es fiable como una estimación de anemia inmediatamente después de una pérdida de sangre o inmediatamente después de transfusiones.



Examen macroscópico Cuando la determinación del hematocrito se realiza por centrifugación, la inspección del espécimen después de la centrifugación puede proporcionar información valiosa. Se deberían anotar las alturas relativas de la columna de eritrocitos, capa espumosa y columna del plasma. La capa espumosa es el estrato gris rojizo situado entre los eritrocitos y el plasma: incluye las plaquetas y los leucocitos. El color naranja o verde del plasma sugiere un incremento de la bihrrubina. y el color rosa o rojo sugiere hemoglobmemia. Las causas más frecuentes de hemolisis son las técnicas deficientes de recogida del espécimen de sangre Si no se obtienen las muestras antes de una o dos horas de una comida rica en grasas, el plasma turbio puede señalar nefrosis o ciertas hiperglobulinemias anormales, especialmente crioglobulinemia.



CÓMPUTO DE CÉLULAS SANGUÍNEAS Los cómputos de eritrocitos, leucocitos y plaquetas se expresan cada uno como concentraciones (células por unidad de volumen de sangre). La unidad de volumen se expresó como milímetros cúbicos (mm ) por las dimensiones lineales de la cámara hemacitométrica (cómputo celular). 1 mm = 1,00003 ul. Aunque no hay consistencia en la nomenclatura del uso de unidades tradicionales/convencionales frente a las unidades del Sistema Internacional de Unidades (SI), el International Comittee lor Standardization in Hematology recomienda que la unidad de volumen sea el litro (unidades del SI) como en el de la derecha en los siguientes ejemplos: 3



3



Causas de error CENTRIFUGACIÓN Una duración y una velocidad de centrifugación adecuadas son esenciales para una hematocrito correcto. Los eritrocitos deben estar concentrados para que una centrifugación adicional no reduzca aún más los valores del hematocrito. En el curso de la centrifugación, una pequeña cantidad de leucocitos, plaquetas y plasma quedan atrapados entre los eritrocitos. El error resultante de lo primero es, por lo general, bastante insignificante. La cantidad de plasma atrapado es mayor en hematocntos altos que en hematocritos bajos. El plasma atrapado se cuenta en alrededor del r» al 3% de la columna de eritrocitos en sangre normal (alrededor de 0,014 en un hematocrito de 0.47). ligera-



Eritrocitos: 6



3



3



3



6



5,00 x 10 / m m = 5,00 x 10 lu\ (convencional) = 5.00 x 10"/l (unidades del SI) Leucocitos: 3



7,0 x 10 / m m = 7.0 x 10 lu\ (convencional) = 7.0 x10°/l (unidades del SI)
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Plaquetas: 300 x 10 / m m = 300 x 10 / ul (convencional) = 300 x 10 /l (unidades del SI) 3



3



3



9



Excepto para algunos recuentos de plaquetas y a recuentos leucocitarios bajos, el hemacilómetro ya no se usa para los recuentos sistemáticos de las células hemáticas. Sin embargo, todavía es necesario para el técnico estar capacitado para usar este método con eficacia y conocer sus limitaciones. Cualquier método de cómputo de células incluye tres fases: dilución de la sangre, toma de muestra en la solución diluida en un volumen determinado, y cómputo de las células en ese volumen.



Cómputos eritrocitarios Diluyentes El método por dilución de la sangre para cómputos de células o de la hemoglobina se puede realizar más rápida y tiablemente por medios semiautomáticos que manualmente. MÉTODOS SEMIAUTOMÁTICOS Se dispone de instrumentos para obtener una dilución precisa y adecuada, ya que aspiran la muestra y la lavan con el diluyeme. El diluyeme debe realizar una dilución de grado 1:250 o 1:500 con un coeficiente de variación menor del 1 % , MANUAL Los recuentos manuales de RBC casi nunca se realizan. Combinando un tubo microcapllar con un vial plástico que contenga un volumen predeterminado de diluyeme, el Unopette (Becton-Dickinson, Franklin Lakes N.J.) es un sistema valioso para diluciones manuales. Después de haber llenado el tubo capilar, se empuja al recipiente y la muestra se lava por estrujamiento del vial blando de plástico. Este sistema es especialmente conveniente para micromuestras. Se dispone de Unopettes con diluyentes para recuentos de eritrocitos, leucocitos (WBC), plaquetas, eosinófilos, reliculocitos y para la determinación de la hemoglobina y de la fragilidad osmótica. Métodos de cómputo electrónico (Brittin y Brecher, 1971) IMPEDANCIA ELÉCTRICA Las células que atraviesan una abertura a través de la cual está pasando una corriente provocan cambios en la resistencia eléctrica que se miden como impulsos eléctricos. Este principio, ilustrado en la Figura 24-3 se utiliza en instrumentos como COULTER (MAXM, STKS, GEN'S. etc.: Beckman Coulter, Inc., Brea, CA), TOA (Sysmex, NE-8000, SE-9000, etc., TOA Medical electronics, Los Alamitos CA), Abbott (Cell-Dyn 3500, 3700, 4000, etc.; Abbott Diagnostics, Abbott Park, IL). ABX (Micros 60, Pentra 60, Pentra 120, Penlra 120 Retic. etc.; ABX Diagnostics, Inc., Irvine, CA) y otros. Se prepara una suspensión de sangre diluida con exactitud en una solución ¡sotónica conductora (como Isoton) que preserva la forma de las células. El instrumento tiene un cilindro de cristal (Ce) que puede llenarse con el líquido conductor y que contiene un electrodo (E2) y una abertura (a) de 100 pm de diámetro en su pared. Inmediatamente fuera del cilindro hay otro electrodo (E1). El cilindro se conecta con un tubo en forma de U que está parcialmente lleno de mercurio (M) y tiene dos contactos eléctricos/(CE1 y CE2). El cilindro de vidrio está inmerso en la suspensión de células que se van a contar (CS) y se llena con la solución conductora y se cierra con una válvula (V). Se pasa ahora una corriente entre la abertura E1 y E2. A medida que el mercurio se mueve en el tubo, la suspensión de células fluye a través de la abertura del cilindro. Cada célula que pasa a través de la abertura desplaza un volumen igual de liquido conductor que aumenta la resistencia eléctrica y crea unos impulsos eléctricos, ya que su resistencia es mucho mayor que la de la solución conductora. Se cuentan los impulsos, que son proporcionales en intensidad al volumen de las células. Esto es el principio de Coulter. En el método más sencillo, el mecanismo de cómputo comienza cuando el mercurio contacta con el CE1 y para cuando contacta con el E2; durante este tiempo las células se cuentan en un volumen de suspensión idéntico al volumen del tubo de cristal enlre los dos alambres de contacto CE1 y CE2.



Figura 24-3. Diagrama esquemático de contador de partículas donde las modificaciones de la resistencia eléctrica son contadas como impulsos de voltaje. (CS = suspensión celular; GC = cilindro de cristal: A = orificio: E1 y E2 = electrodos de platino; V = válvula; M = columna de mercurio; CE1 y CE2 = contactos eléctricos; VP = bomba de vacio.) (Diagrama adaptado de Ackerman. 1972). (De Ackerman P: Electronic Instrumentaron in the Clinical Laboratory. Boston Little Brown Co. 1972, pág. 140. con permiso.)



Si dos o más células penetran por el orificio a la vez, se contarán como un impulso; esto produce un error de coincidencia para los cuales los analizadores hacen automáticamente correcciones. Señales umbral o un discriminador de impulsos permiten la exclusión de estos por debajo de una intensidad ajuslable a ciertos analizadores. En otros, un segundo discriminador también excluye el cómputo de los impulsos por encima de una cierta altura. Por tanto, sólo se cuentan las células en la "ventana" entre las dos marcas señaladas. Cambiando sistemáticamente cada umbral por incrementos dados se puede determinar una distribución de frecuencia de volúmenes de células relativas. Tales distribuciones por tamaños celulares pueden ser realizadas automáticamente y son valiosas para el estudio de los eritrocitos, glóbulos blancos o plaquetas cuando existen dos o más poblaciones cambiantes de células. Esta es la base de la determinación de histogramas de células sanguíneas, que actualmente son producidas de forma habitual por los analizadores hematológicos multicanales. DISPERSIÓN LUMINOSA En los analizadores ópticos electrónicos (Fig. 24-4), un detector sensible a la luz mide la dispersión luminosa. Todos los analizadores multicanales principales emplean metodología óptica, al menos en cierta medida. El tamaño de los impulsos detectados es proporcional al tamaño de la partícula (leucocitos, eritrocitos o plaquetas). Estos instrumentos se comentan con más detalle en la sección de instrumentos multicanales. La precisión de los instrumentos que emplean metodología óptica es equivalente a aquellos sistemas que utilizan la impedancia eléctrica.



índices eritrocitarios Wintrobe introdujo los cálculos para determinar el tamaño, contenido y concentración de hemoglobina de los glóbulos rojos. Estos índices eritrocitarios han sido muy útiles en la caracterización morfológica de las anemias. Se pueden calcular a partir del cómputo de glóbulos rojos, la concentración de hemoglobina y hematocrito.



Volumen corpuscular medio (VCM) El volumen corpuscular medio (VCM) es el volumen medio de los glóbulos rojos y se calcula a partir del hematocrito y el cómputo de glóbulos rojos. VCM = Hcto x 1.000/eritrocitos (en millones por pl) expresado en femtolitros o micrómetros cúbicos. Si el hematocrito = 0.45 y el cómputo de eritrocitos = 5 x 10 /I, 1 I contendrá 5 x 1 0 ' ' eritrocitos, que ocuparán un volumen de 0,45 I. ,2
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(24-2)



15



3



Un femlolítro (II) = 10" = 1 micròmetro cúbico (pm ).



Hemoglobina corpuscular media (HCM) La HCM es el contenido (peso) de Hb en el promedio de eritrocitos: se calcula a partir de la concentración de Hb y del cómputo de eritrocitos.



HCM =



Hb (en g/l) eritrocitos (en millones/pl)



(24-3)



El valor se expresa en picogramos. Si la Hb = 15 g/dl y el cómputo de eritrocitos es 5 x 10*91,11 contiene 150 g de Hb distribuidos en 5 X 10'-' células.
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Los intervalos de referencia del 95% para adultos normales son los siguientes: VCM = 80 fl a 96 fl. CHM = 27 pg a 33 pg; y CCMH = 33 g/dl a 36 g/dl (Williams. 1995). En una persona sana, la variación es muy pequeña, no más de ±1 unidad en cualquiera de los índices. Las desviaciones del valor de referencia para un individuo o las de fuera de los intervalos de relerencia para personas normales son útiles particularmente para caracterizar los tipos morfológicos de anemia. En las anemias microciticas, los índices pueden llegar a ser tan baios como un VCM de 50 fl, un CHM de 15 pg y una CCMH de 22g/dl: raramente llegan a ser más bajos. En las anemias macrociticas. los valores pueden llegar hasta un VCM de 150 II y un CMH de 50 pg, pero la CCMH está normal o reducida (Dacie, 1991). La CCMH aumenta de manera característica sólo en la esferocilosis. y raramente supera 38 g/dl.



Cómputo de leucocitos HCM=



1



5



9



° 5x10*



Un picogramo (pg) = 1 0



1 2



, 2



= 3 0 x 10 g(pg)



(24-4)



g = 1 micromicrogramo (ppg)



Concentración corpuscular media de la hemoglobina (CCMH) La CCMH es la concentración media de Hb en un volumen determinado de eritrocitos concentrados. Se calcula a padir de la concentración de Hb y del hematocrito.



CCMH =



Hb (en g/dl) *



expresado en g/dl



(24-5)



Hcto Si la H b = 15g/'dl y el Hcto = 0.45. la CCMH = = 33.3 g/dl 150.45 g/dl



(24-6)



Comentarios Los indices se determinan en los instrumentos de impedancia eléctrica de forma un tanto diferente. La VCM se deriva de la altura media de los impulsos de voltaje formados durante el cómputo de glóbulos rojos, y la Hb se mide por la densidad óptica de la HiCN. Los otros tres valores se calculan como sigue: Hcto = VCM x eritrocitos CHM =



HB eritrocitos



;CCMH =



Hb Hcto



x 100



(26-7)



Los valores de referencia de los índices dependerán de si se determinan a partir del hematocrito centrifugado o de los contadores celulares. Los valores de individuos normales serán similares si ambos se corrigen en el plasma retenido. Sin embargo, por el aumento del plasma retenido en anemias hipocrómicas y drepanocílicas, la CCMH calculada a partir del micro hematocrito será significativamente menor que la CCMH derivada de los contadores de impedancia eléctrica.



de campo



En el cómputo de leucocitos totales, no se hace distinción entre los seis tipos de células normales (neulrófilos y bandas, Imfocitos, monocitos. eosinófilos y basófilos). Aunque cada tipo de célula tiene su función particular en defender al organismo contra amenazas exteriores, en este comentario nos referimos a la concentración total de leucocitos en sangre. El intervalo de referencia para adultos está entre 4,5 a 11,0 x 10»/I. MUESTRA La heparina es insatisfactoria como anticoagulante: se debería usar EDTA.



Método del hemacitómetro Aunque este método sólo se usa ocasionalmente en el cómputo leucocilario. el técnico debe ser capaz de realizarlo 1) como comprobación de la validez de métodos electrónicos con propósitos de calibración: 2) como comprobación de la validez de cómputo electrónico en pacientes con leucopenia profunda o trombocítopenia; 3) para muestras de sangre con interferencias en el cómputo de plaquetas (es decir, eritrocitos muy microciticos); y 4) como método de apoyo. También se usa comúnmente como método para contar células en el líquido cerebroespinal (LCE). CÁMARA DE COMPUTO El hematocitómetro es un grueso portaobjetos de cristal con plataformas inscritas en el área conocida y de profundidad controlada precisamente bajo el cubreobjetos. Las cámaras de cómputo y tas cubiertas deben lavarse en agua templada inmediatamente después de su uso; se frotan con un paño limpio sin hilos: y se dejan secar al aire. Las superficies no se deben locar con gasa o lino porque estos materiales pueden arañar las áreas ralladas. LIQUIDO DISOLVENTE El líquido disolvente lisa los eritrocitos para que no oculten los leucocitos. El líquido debe refrigerarse y filtrarse frecuentemente para eliminar levaduras y hongos.



Regulador de oscuridad central



Figura 24-4. Diagrama esquemático de un contador celular óptico electrónico. La luz se focaliza sobre el flujo celular. Sólo la luz dispersada por una célula alcanza el tubo fotomultiplicador (TFM). que la convierte en un impulso eléctrico. (De Mansberg HP: Adv Automated Anal 1970:1:213. con permiso. Reproducido por cortesía de Techmcon Instrument Corporation, Tarrytown. NY).
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MÉTODO 1. La sangre bien mezclada se diluye 1:20 en líquido disolvente y en el vial que gira durante alrededor de cinco minutos. La cámara se llena con suficiente líquido para llenar el espacio bajo la cubierta. 2. Se permite a las células reposar varios minutos, y la cámara se examina con el objetivo de bajo aumento para verificar la distribución celular uniforme, 3. Se realiza el cómputo. El diafragma condensador del microscopio se cierra parcialmente para hacer que los leucocitos resalten claramente utilizando las lentes de bajo aumento (x 10). Los leucocitos se cuentan en cada uno de los cuadrados grandes (1mm ) de las esquinas (A, B, C y D en Fig. 24-5). Se cuentan un total de ocho cuadrados grandes en las esquinas en las dos caras de una cámara. 2



4. Cada cuadrado grande incluye un volumen de 1/10 m m l y la dilución es 1:20. Una fórmula general es la siguiente: ce 3



Cómputo de leucocitos (células/ mm ) =



x d x 10



(24-8)



donde ce es el número total de células contadas, d e s el factor de dilución, 10 es el factor que transforma el valor de uno de los cuadrados grandes (1/10 mm ) al volumen en m m , y cgc es el número de cuadrados grandes contados. En la leucopenia, con un cómputo total por debajo de 2.500, la sangre se disuelve 1:10, En la leucocitosis, la dilución puede ser 1:100 o incluso 1:200. 3



3



Cubreobjetos



'



| Profundidad de la cámara 0,1 mm
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Figura 24-5. La figura de la parte superior es un diagrama de una regla de Neubauer mejorada; está grabada en la superficie de cada lado del hemacitómetro. Los cuadrados grandes de las esquinas A, B, C y D se emplean para el cómputo leucocitario. Los cinco cuadrados negros del centro se emplean para recuentos de eritrocitos y de plaquetas, y los 5 cuadrados negros más los 5 sombreados para cómputo de plaquetas. Además, cada uno de los 25 cuadrados del milímetro cuadrado central presentan 16 cuadrados menores para facilitar el cómputo. La figura de la parte inferior es una imagen lateral de la cámara con el cubreobjetos colocado.



CAUSAS DE ERROR Los errores pueden ser debidos a la naturaleza de la muestra, a la técnica del operador y al equipo impreciso. Los errores que son inherentes a la distribución de las células en el volumen del cómputo se llaman errores de "campo" y se pueden reducir al máximo sólo con el cómputo de más células. El cómputo leucocitario del hemacitómetro muestra un CV (coeficiente de variación) de alrededor del 6,5% para recuentos normales y aumentados, y alrededor del 15% en sangre leucopénica. Utilizando contadores electrónicos, por otra parte, el CV se presenta de un 1% a un 3%. Errores debidos a la naturaleza de la muestra. La coagulación parcial de la sangre venosa introduce errores por cambios en la distribución de las células o por disminución de su número. El fallo al mezclar la sangre a fondo e inmediatamente antes de la dilución introduce un error, que depende del grado de sedimentación.



su número es tan elevado como se observa en frotis teñidos, debería hacerse una corrección según la siguiente fórmula: Cómputo de leucocitos verdadero =



Cómputo total x 100 100 + № de NRBC



(24-9)



donde el № de NRBC= Número de eritrocitos nucleados que se cuentan durante la enumeración de 100 leucocitos en el cómputo diferencial. Ejemplo: el frotis sanguineo muestra 25 glóbulos rojos nucleados por 100 leucocitos. El cómputo total de células nucleadas es de 10.000. 10.000 x 100 125



Cómputo de leucocitos verdaderos =



=



(24-10)



?



Errores del operador. Los errores causados por técnica defectuosa pueden darse durante la dilución, cuando la cámara se llena, y cuando se cuentan las células. Errores debidos al equipo. Los errores del equipo pueden disminuirse usando pipetas y hemacitómetros certificados por la U.S. Bureau of Standards. Errores inherentes o de campo. Incluso en una muestra perfectamente mezclada, se producen variaciones en el número de células suspendidas que se distribuyen en un volumen dado (es decir, las células que llegan a reposar sobre un cuadrado determinado). Este "error de campo" es el error mínimo. Otros errores son el "error del cámara", que incluye variaciones en llenados separados de una determinada cámara y en los tamaños de las diferentes cámaras. Otro error más es el "error de la pipeta", que incluye variaciones en el llenado de una pipeta dada y en el tamaño de pipetas diferentes. Al llevar a cabo un cómputo de glóbulos blancos, si 200 células se cuentan utilizando dos cámaras y una pipeta, el CV = 9 , 1 % correspondiente al 9 5 % de los límites de confianza de ±18,2% (dos veces el CV). Utilizando cuatro cámaras y dos pipetas y contando el doble de células se reduce el 95% del intervalo de confianza a 12,8%: este porcentaje de error relativamente grande es de poca importancia en la práctica debido a la variación fisiológica del cómputo de leucocitos. Hematíes nucleados. Con los métodos de aumento utilizados, los hematíes nucleados (NRBC) pueden contarse y no distinguirse de los leucocitos. Si



3.000/ul (8.0 x 10 /l)



Cómputo electrónico de leucocitos (Brittin, 1971) El principio es el mismo que para los glóbulos rojos, excepto que dichas células son usadas antes del cómputo tanto en el cómputo óptico electrónico como en el cómputo por impedancia. Debido al coste relativamente bajo, al tiempo reducido (de trabajo y obtención de resultados) y a una exactitud aumentada de los pequeños analizadores automáticos, los instrumentos semiautomáticos se utilizan muy poco en la práctica clínica. La velocidad de puesta a punto, la eliminación de la fatiga visual del técnico y la mejora de la precisión son ventajas decisivas de los contadores electrónicos sobre el hemacitómetro. Los instrumentos mayores se comentan en el apartado de instrumentos multicanales.



Cómputo de plaquetas Las plaquetas son discos finos de 2 pm a 4 pm de diámetro y de 5 fl a 7 fl de volumen (en sangre cifrada). Intervienen en la hemostasis, manteniendo la integridad vascular y en el proceso de coagulación sanguínea. Los valores de referencia para el cómputo de plaquetas son de 150 a 450 x 10>/l. En sangre con EDTA, el volumen plaquetario medio (VPfvl) aumenta con el tiempo hasta una hora in vitro. es relativamente estable entre una y tres horas, y luego aumenta más con el tiempo. El cambio de una forma discoidal a esférica es responsable este aumento en el volumen aparente en EDTA en comparación con citrato (Rowan, 1982). Para conseguir resultados reproducibles, las
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mediciones del volumen de plaquetas obtenido con instrumentos multicanales se debería realizar entre 1 y tres horas después de la extracción de sangre. La distribución de frecuencia del volumen plaquetario en un individuo es normologarítmica. Los valores de referencia para el VPM son de aproximadamente 6.5 fl a 12 fl en adultos. Existe, sin embargo, una relación inversa, no lineal entre el VPM y el cómputo de plaquetas en individuos sanos (Fig. 24-6). Por ello, los valores de referencia para el VPM parecen variar con el cómputo de plaquetas (Bessman, 1981). El VPM está generalmente aumentado en el hipertiroidismo (Ford, 1988) y en trastornos mieloproliferativos (Small, 1981). Como los contadores de células sanguíneas están disponibles en muchas situaciones clínicas, y en la mayoría se incluye ahora el cómputo de plaquetas, el cribado de trombocitopenia se lleva a cabo en muchos individuos. Rouse (1998) señala que el objetivo de un buen programa de cribado debería ser mejorar la calidad de vida disminuyendo la morbilidad y mortalidad. Afirma que la búsqueda de trombocitopenia en mujeres embarazadas asintomáticas puede ser realmente peligrosa y debería dejar de hacerse, ya que supone un riesgo para los fetos no afectados y para las propias madres, derivado de los procedimientos lesivos usados. Las plaquetas son más difíciles de contar ya que son menores y deben distinguirse de los artefactos. Otra fuente de dificultad es su tendencia a adherirse al vidrio, a cualquier cuerpo extraño y particularmente entre ellas. Con frecuencia, es posible reconocer una disminución en el número de plaquetas mediante una inspección cuidadosa de extensiones teñidas. Con sangre capilar, las extensiones deben ser uniformes y realizarse rápidamente después de sacar la sangre para evitar la aglomeración y minimizar la disminución debido a la adhesión de plaquetas a los márgenes de los vasos lesionados. Una estimación mejor es posible examinando extensiones teñidas procedentes de sangre venosa utilizando EDTA como anticoagulante, en el cual las plaquetas son uniformemente distribuidas y donde normalmente no se produce la aglomeración. Su morfología en la extensión se describe dentro del apartado del Examen de extensiones sanguíneas. El método visual de elección emplea un microscopio de contraste de fases. Es el método de referencia. Los laboratorios que llevan a cabo más de 5 recuentos de plaquetas por día pueden justificar un cómputo electrónico, tanlo el cómputo de impulsos eléctricos como los sistemas de cómpulo óptico electrónicos son satisfactorios.
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SOLUCIÓN DILUYENTE



Un uno por ciento de oxalato de amonio se mezcla con agua destilada. Los frascos se guardan en el refrigerador. La cantidad necesaria para el día se filtrará antes de su uso y la parte no usada se desechará al final del día. MÉTODO



1. La sangre bien mezclada se diluye 1:100 en liquido diluyente, y el vial que contiene la suspensión gira en un mezclador mecánico de 10 a 15 minutos. 2. El hemacitómetro se llena de la forma habitual, usando un tubo capilar separado para cada lado. 3. La cámara se cubre con una placa de Petri durante 15 minutos para permitir el depósito de las plaquetas en un plano óptico. Se deja un fragmento de algodón húmedo o de papel de filtro debajo de la placa para prevenir la evaporación. 4. Las plaquetas aparecen redondas u ovaladas y frecuentemente presentan una o varias prolongaciones dendríticas. Su estructura granular interna y una cubierta púrpura permiten distinguir las plaquetas de los restos celulares, que son a menudo retráctiles. Se ven restos de eritrocitos en la parte trasera que han sido usados por el oxalato de amonio. 5. Las plaquetas se cuentan en 10 cuadrados pequeños (los cuadrados negros en la Fig. 24-5), cinco a cada lado de la cámara. Si el número total de plaquetas contadas es menor de 100, se cuentan más cuadrados pequeños hasta que se registran al menos 100 plaquetas; 10 cuadrados por lado (cuadrados negros y sombreados en la Fig. 24-5) o los 25 cuadrados del cuadrado grande central a cada lado del hemacitómetro. si es necesario. Si el número total de plaquetas en los 50 cuadrados pequeños es menor de 50. el computo debe repetirse con diluciones de sangre a 1:20 o 1:10. CÁLCULOS



Como cada uno de los 25 cuadrados pequeños define un volumen de 1/250 ul (1/25 m m de superficie x 1/10 mm de profundidad), el cómputo de plaquetas (por pl) = !



N" de células contadas



Método del hemacitómetro: microscopio de contraste de fases



x dilución x 250 № de cuadrados contados



MUESTRA



La sangre venosa se recoge con EDTA como anticoagulante. La sangre de punción cutánea da resultados más variables, pero es satisfactoria si la sangre flota libremente y si sólo se usan las primeras pocas gotas.



Ajustando el numero de cuadrados para contar al menos 100 plaquetas, el error de campo (el error estadístico debido al cómputo de un número de plaquetas en la cámara) puede mantenerse en el mismo límite para los recuentos de plaquetas bajos como para los recuentos de plaquetas altos. Se ha demostrado que el CV debido a la combinación de errores de campo, pipetas y cámaras es alrededor de un 11 "ó cuando se cuentan por lo menos 100 plaquetas y de un 15% cuando se cuentan 40 plaquetas. CAUSAS DE ERROR
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Figura 24-6. Volumen plaquetario medio relacionado con el cómpulo de plaquetas en 683 suietos normales. Cada grupo se représenla como media (nUmero) 2 DE (barra) de sujetos agrupados por recuentos de plaquetas de 128 a 179. de 180 a 199. 200 a 219. 220 a 239.240 a 259.269 a 279,280 a 299, 300 a 319.320 a 339.340.359, 360 a 403. 404 a 462 x 10 'I El número de la posición media es la cifra de sujetos en el grupo (De V



Bessman JD. Williams U. Gilmer PR Jr: The inverse relation oí platelet siza and count in normal sub/eels, and an artifact of other particles. Am J Clin Pathol 1981; 76:289. con



permiso.)



La mayoría de las causas de error son las mismas que las comentadas anteriormente para los recuentos eritrocitarios y leucocítarios. Hanseler (1996) afirma que debido al bajo número de plaquetas contadas en el método manual, y el alto grado de imprecisión con trombocitopenia grave (CV >15°o), 7 x 10" plaquetas/I es el cómputo más bajo que debería ser llevado a cabo en la cuanlificacion manual. La sangre con EDTA es satisfactoria hasta cinco horas después de su recogida a 20 C y hasta 24 horas a 4 C, siempre que no se haya presentado ninguna dificultad en la recogida. Las acumulaciones de plaquetas presentes en la cámara implican una mala distribución y niegan la confianza del cómputo; se debe recoger una nueva muestra. Las causas de la aglomeración de plaquetas son probablemente la iniciación de la agregación plaquetaria y la coagulación antes de que la sangre alcance el anticoagulante; la punción venosa imperfecta: retraso del contacto de la sangre con el anticoagulante; o, en la técnica de punción cutánea, retraso en la toma de la muestra. La sangre capilar da valores similares, pero los enores son casi el doble de los que se presentan en sangre venosa, probablemente porque el nivel plaquetario varia en las sucesivas gotas de sangre obtenidas de la punción cutánea.
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HEMATOLOGÍA, COAGULACIÓN Y MEDICINA TRANSFUSIONAI



electrónico



IMPEDANCIA ELÉCTRICA No se usan a menudo los contadores exclusivos para plaquetas, pues hoy en día hasta los contadores de sangre completa relativamente baratos incluyen capacidades del cómputo de plaquetas. El Sysmex NE-8000 (Bartels, 1997), Cell-Dyn 3500 (Chow, 1996), Coulter STKS (Stamworth. 1999) y ABX Vega (Corberand. 1999) usan la impedancia para el cómputo de plaquetas. DISPERSIÓN LUMINOSA/ÓPTICA Los analizadores de Bayer-Technicon ( H * 1 , H'2, H"3 y ADVIA120) utilizan técnicas de dispersión luminosa para el cómputo de plaquetas. El H"1 usa una luente de luz láser y una detector de gran ángulo para contar plaquetas en la presencia de eritrocitos (Bollinger, 1987.) Se genera un histograma que muestra el número relativo de plaquetas frente al tamaño de las plaquetas (0 fl a 20 fl). El ADVIA 120 de Bayer utiliza dos luces láseres de dispersión dimensionales de 2 a 3 grados y de 5 a 15 grados para contar las plaquetas (Stanworth, 1999). El Abbott Cell-Dyn 4000 cuenta las plaquetas tanto por una luz láser de dispersión como por impedancia para el control de calidad (CC) de los resultados ópticos (Kawai, 1999).



Causas de error en recuentos de plaquetas Sea cual sea el cómputo de plaquetas en cuestión la extensión sanguínea (preparada con sangre EDTA) debe ser comprobada para corroborar el cómputo y para detectar anomalías en las plaquetas o en otros elementos sanguíneos que pueden dar un valor falso. Los fragmentos del citoplasma leucocilario que a veces son numerosos en las leucemias pueden elevar falsamente el cómputo. El método del hemacitómetro con contraste de fases se debe usar en esos casos con una corrección hecha basándose en la relación de fragmentos a plaquetas determinados a partir de la extensión sanguínea. Cómputos falsamente bajos se dan si las plaquetas se adhieren a los neutrófilos (satelitismo de las plaquetas) (Ahmed, 1978) o si hay aglutinación plaquetaria debida a las aglutininas (Lombarts, 1988), agregación espontánea o coagulación incipiente debida a la recogida de sangre defectuosa. Los dos primeros de estos fenómenos parecen depender de la EDTA (Dacie, 1991). La incidencia manifestada de la inducción por EDTA inducida ífl vitro de la agregación de las plaquetas y la seudotrombocitopenia ha vanado de 0,1 % (Bartels, 1997) a 2% (Lippi, 1990). Bartels (1997) informa de que las alteraciones en los histogramas plaquetarios o en medidas cuantitativas obstructoras derivadas de ellos deberían usarse para la búsqueda de seudotrombocitopenia. Los cómputos plaquetarios tienden a ser los menos reproducibles de los recuentos flemáticos, y los técnicos deben estar atentos para asegurar su exactitud. Esto incluye la lectura para confirmar resultados sospechosos o anormales con muestras obtenidas recientemente. Hanseler (1996) afirma que en los recuentos inferiores a 30 x 10-/1 el contador Technicon automático H'1 debe ser reemplazado por un procedimiento manual. Comparando el ADVIA 120 con el Coulter STKS, Stanworth (1999) mostró que en algunos casos de trombocitopenia debida consumo periférico, el ADVIA da recuentos plaquetarios más altos y la extensión sanguínea muestra algunas plaquetas grandes. Estudios más recientes con anticuerpos monoclonales específicos de las plaquetas, tales como el C D 6 1 , probablemente determinarán cuál es el cómputo más correcto. Cantero (1996) demostró que el plasma visiblemente turbio en las muestras de sangre producía de media un 4 7 % de aumento en el cómputo plaquetario con el Technicon H'3. Las simulaciones de turbidez por adición experimental de triglicéridos o qullomicrones a la sangre puede causar también un aumento lineal en el cómputo plaquetario H"3 de Bayer (Technicon), pero no en el Counter JS, que emplea la tecnología basada en la impedancia. Infanti (1998) informa de que en un paciente con crioglobulinemia cuyas proteínas precipitan en muestras de EDTA o de sangre heparinizada daban valores de 5.900 y 9.001 x 10'/|, respectivamente, en el Bayer H"3, comparado con un cómputo de 226 en curato.



Plaquetas reticuladas Las plaquetas reticuladas son aquellas plaquetas recientemente liberadas a circulación que tienen ARN residual: el cómputo de plaquetas reticuladas sirve de estimación de trombopoyesis (Rapi, 1998), similar al uso del cómputo de reticulocitos como una estimación de eritropoyesis. Matic (1998) describe un método de análisis por flujo citométrico optimizado después de incubar la sangre total con naranja de tiazol. que produce un incremento de 3.000 veces en fluorescencia después de unirse al ARN. Los anticuerpos marcados con Ficoeritrina dirigidos contra el GP1b en la superficie de las plaquetas están también en la mezcla incubada para distinguir las plaquetas de otras células o restos. Dependiendo de las condiciones de las medidas, los valores normales publicados para las plaquetas reticuladas varían tremendamente de 3% a 2 0 % (Matic, 1998). Koike (1998) encontró en la púrpura trombocitopénica idiopática (PTI), valores de plaquetas reticuladas 2,6 veces superiores que en sujetos normales; Saxon (1998) en sus resultados observó que en la PTI, los valores eran 4,2 veces superiores que en sujetos sanos. Ambos investigadores encontraron valores disminuidos en pacientes con aplasia. Koike también observó plaquetas reticuladas en menor número en cirrosis hepática. Stiegler (1998) comunicó una mayor cantidad de plaquetas reticuladas en el hipertiroidismo, las cuales disminuían después de conseguir un eutiroidismo. Los valores en neonatos menores de 30 semanas de gestación fueron aproximadamente dos veces los de los niños a término (Peterec, 1996). La recuperación de la médula ósea después de la quimioterapia por una leucemia mieloide aguda (LMA) mostró un aumento en las plaquetas reticuladas después de aproximadamente 20 días, precediendo a la elevación en el cómputo de plaquetas periféricas en 2 a 3 días (Stohlawetz, 1999). Estos hallazgos pueden reducir la necesidad de transfusiones profilácticas en pacientes estabilizados. La eritropoyetina recombinante humana parece mejorar la función plaquetaria en la uremia ya que corrige la anemia y también aumenta las plaquetas jóvenes, detectadas como plaquetas reticuladas (Tassies, 1998). Los niveles medios significativamente más bajos de plaquetas reticuladas en donantes frecuentes de plaquetas que en nuevos donantes sugiere que la donación repetida podría llevar a un relativo agotamiento de la trombopoyesis (Stohlawetz, 1998). El uso y la utilidad del cómputo de plaquetas reticuladas estarán indudablemente mucho más extendidos cuando los métodos se incorporen a los analizadores habituales de alta capacidad.



Instrumentos multicanales Groner (1995) publicó una guia práctica para los analizadores hematológicos con información detallada sobre los contadores de células modernos.



Sistema hematológico Coulter Los primeros analizadores Coulter utilizaban el método de impedancia, que se desarrolló y comercializó desde principio de los años 60. En la mayoría de los instrumentos, la sangre total se aspira directamente y se diluye mecánicamente en Isoton que mantiene el tamaño de las células y conduce la electricidad. Una dilución se utiliza para determinar la cantidad de eritrocitos y plaquetas. En la otra dilución, se lisan los eritrocitos y la hemoglobina se transforma en hemoglobincianuro. A partir de esta dilución la concentración de hemoglobina se mide colorimétricamente a 530 nm y se determinan los parámetros leucocitarios. El cómputo de glóbulos rojos y blancos se lleva a cabo por triplicado basado en el principio empleado en la Figura 24-3. Se obtiene una media de las tres determinaciones, a menos que uno de los resultados no coincida con los otros dos en más de una cantidad predeterminada, en cuyo caso el resultado discordante se desprecia y se marca la media de los otros dos. Si los tres resultados son dispares, no se acepta ninguno (una "descalificación") y no se marca ningún valor. El VCM y la anchura de distribución de glóbulos rojos (RDWj se derivan a partir del histograma de glóbulos rojos (el RDW y los histogramas se comentan más adelante en este capítulo). El hematocrito se calcula al multiplicar el cómputo de los eritrocitos y el VCM. Se calculan los otros índices (HCM, CCHM).
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Cómputo de p l a q u e t a s y V P M . Excepto para los instrumentos interiores, la mayoría de los analizadores hematológicos ahora llevan a cabo un cómputo automatizado de plaquetas a partir de sangre total como una parte del cómputo completo de la sangre Las partículas en el intervalo de 2 fl a 2 0 I I se cuentan como plaquetas. El cómputo de plaquetas y su distribución se determinan utilizando un analizador de 64 canales de altura de impulso (Canalizador). Con el ajuste de los cuadrados mínimos, un algoritmo basado en la distribución del tamaño normal logarítmico de las plaquetas extrapola una curva en el intervalo de 0 I I a 70 fl. siempre que las estadísticas de cómputo sean válidas. El VPM se determina por la media aritmética del histograma extrapolado. Los valores de referencia del VPM están entre 6.5 fl a 12 fl, pero el tamaño normal de plaquetas generalmente varía de manera inversa al cómputo de plaquetas (Bessman. 1981) (Fig. 24-6). Incluso para un cómputo anormal de plaquetas, esta relación inversa se mantiene real cuando la función normal de la médula se conserva; por ejemplo, el VPM tiende a estar elevado en la PTI y bajo en trombocitosis reactivas. Sin embargo, con una médula funcionando de modo defectuoso, como ocurre en la deficiencia en folatos o la anemia aplásica. a pesar de la trombocitopenia el VPM puede estar bajo (Schoentag, 1988). El volumen plaquetario aumenta aproximadamente un 20% en EDTA durante las dos primeras horas debido, al menos parcialmente, a la transformación de discocitos a equinocitos (Threatte. 1993). La utilidad del VPM está comprometida por su variabilidad debido a la falta de condiciones estándar para su determinación (Threatte, 1993). A n c h u r a de distribución de l o s glóbulos r o j o s . La RDW es una estimación de la anisocitosis eritrocitaria. Utilizando un discriminador de 256 canales de altura de impulsos, los eritrocitos se enumeran en tres aperturas de eritrocitos/plaquetas como partículas de 36 a 360 fl (pm). La RDW es el coeficiente de variación de la distribución de los volúmenes de glóbulos rojos individuales. En los instrumentos Coulter. se deriva de un área central del histograma eritrocitario. Los valores de referencia de RDW (Hospital Universitario. SUNY- Upslale Medical University) son de 1 3 , 1 % ± 1,5% (11,6% a 14,6%). Bessman (1983) ha propuesto un sistema de clasificación de las anemias basado en el RDW y el VCM. Este esquema se ha utilizado para diferenciar entre lalasemia heterocigótica no complicada (con un RDW normal y un VCM bajo) y anemia ferropénica (elevado RDW y VCM normal o bajo). De todas las medidas de glóbulos rojos llevadas a cabo por instrumentos multicanales, el RDW parece ser el primero en alterarse en anemias ferropénicas debido a la pérdida crónica de sangre (McCIure. 1985). Morgan (1988) también mostró que un aumento en el RDW es un indicador sensible pero no específico de deficiencia de hierro en pacientes con hemodiálisis crónica. El RDW, por lo tanto, puede ser una ayuda más en la clasificación y tratamiento de las alteraciones que implican a los eritrocitos. Eldibany (1999) ha desarrollado un complejo aparato de funciones lineales discriminatorias utilizando los valores de HCM. cómputo de entrocitos. VCM y RDW que tiene una sensibilidad del 80% para diferenciar entre u-talasemia. 6-lalasemia y anemia lerropénica. Los histogramas de glóbulos rojos pueden ser útiles en el diagnóstico y tratamiento de dichos pacientes. H i s t o g r a m a s de células sanguíneas. Los modelos Coulter proporcionan distribuciones de tamaño nativas (volumen celular en femlolitros) frente a un número relativo o frecuencia de células para los eritrocitos y las plaquetas. Las distribuciones se ponen de manifiesto con los datos numéricos sobre un tubo de rayos catódicos y pueden imprimirse. La Figura 24-7 ¡lustra el análisis de una muestra de sangre normal en a) un Coulter GEN»S comparado con b) Bayer ADVIA 120 y c) Abbot Cell-Dyn 4000. La Figura 24-8 muestra los resultados de una muestra con LMA (leucemia mieloide aguda) en los mismos analizadores. La mayoría de los laboratorios que utilizan cómputos diferenciales con instrumentos tienen acción limitada basada en el cómputo completo de sangre (RCS) y los resultados diferenciales de leucocitos que determinan si el cómputo puede aceptarse o requiere verificación mediante exploración de la extensión sanguínea o cómputo manual diferencial (Payne, 1986: Koepke. 1985). Al evaluar el trasplante de células de pacientes poshematopoyéticos, Shulman (1999) recomienda un RCS con cómputo diferencial manual o revi-
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sión de frotis. Si se observa un blasto o célula sospechosa, una citomelría de flujo multidimensional con cribado utilizando CD45. CD2. CD19, CD71 y CD38 se puede seguir por anticuerpos monoclonales secundarios Si los blastos marcan como normales, probablemente el paciente está en remisión, mientras que 9 de 10 recaen en 10 días si se observa un mmunolenotipo maligno. COULTER STKS Este modelo basado en citometria de flujo incorpora la tecnología VCS combinando simultáneamente medidas de impedancia volumétrica (V). conductividad celular (c) determinadas por un sondeo electromagnético de alta frecuencia de la célula y dispersión (S) que proviene de una fuente de luz láser. Los leucocitos se analizan en su estado nativo mas cercano en una célula de flujo óptico eléctrico. Típicamente se analizan más de 8.000 leucocitos, o cómputo de 20 segundos, lo que llegue primero. El volumen celular se determina utilizando el tradicional principio de Coulter de impedancia. La conductividad se determina utilizando un campo electromagnético de alta frecuencia que proporciona información sobre los constituyentes internos de las células (composición química, características del núcleo y componentes granulares). La conductividad especialmente ayuda a diferenciar entre células de tamaño similar como pequeños linfocitos y basófilos. La dispersión de un ángulo hacia delante de una luz monocromática generada por una lámpara láser de helio-neón determina las características de la superficie de las células, morfología y granulación. La dispersión de la luz láser (DF1) es especialmente importante para reconocer células granulares tales como eosinófilos. Señalando cada célula según las medidas de su VCS. cada célula se localiza en un grupo leucocilario característico en una red de tres dimensiones. Los señalizadores de dispersión se colocan en un CRT con un código de colores para las densidades de la población diferente. Los STKS han sido evaluados ampliamente en la bibliografía, bien individualmente comparados con recuentos diferenciales manuales (Warner. 1991; Cornbleet, 1993; Verheul, 1993) o bien más frecuentemente, contra recuentos manuales y otros analizadores automáticos tales como el Technicon H'1 (Robertson, 1992): Abbot Cell-Dyn 3000 (Stroop, 1994); STKS o S-Plus IVy Sysmex NE-8000 y Technicon H'1 (Warner, 1990: Burns, 1992) o contra Technicon H"1 (o H'2) y Sysmex NE-8000 y Cell-Dyn 3000 (Butarello, 1992: Butarello, 1993: Bentley. 1993). Los estudios muestran la aceptabilidad del STKS como un analizador hematológico rutinario con unos coeficientes de correlación elevados comparados con instrumentos manuales y otros analizadores para neutrófilos y linfocitos, y de satisfactorios a buenos para eosinófilos y monocitos. Los basófilos continúan siendo menos precisos, en gran parte debido a su baja frecuencia usual, pero esto raramente ocasiona clínicamente un problema significativo. Las continuas actualizaciones de las versiones software de los instrumentos complican la interpretación de estudios comparativos pero generalmente mejoran la precisión de los resultados. En conjunto, el examen diferencial de los leucocitos para anomalías era aceptable, con variabilidad considerable que depende del autor y de la transmisión del leucocito particular. Warner (1991) mostró los conjuntos falsamente negativos del 6% y los falsamente positivos del 3%. mientras que Stroop (1994) declaró los falsamente negativos del 25% y los falsamente positivos del 6,2%. Los esludios de Robertson (1992) revelaron cocientes falsamente positivos del 5%, 2% y 3 1 % para blastos, linfocitos variantes y granulocitos/bandas inmaduros, respectivamente, con cocientes falsamente negativos del 0%, 0,4% y 2%. Para el STKS. Thalhammer-Scherrer (1997) notificó que un cociente falsamente negativo del 7% cuando había al menos un blasto presente y un 2% con la presencia de al menos un 1% de blastos (frente al 4% y 1 % , respectivamente, para el Sysmex SE-9000). Los cocientes de eficiencia para blastos en transmisión eran 9 1 % para el STKS y 94% para el SE-9000. Recomienda un análisis microscópico de varios cíenlos de células en el examen para células patológicas extrañas, como en los pacientes con remisión de leucemia. Fournier (1996) comparó el STKS con el Cell-Dyn 3500 y encontró que de un 14% a un 15% de los casos neonatales y pediátricos, el STKS falló al dar un análisis diferencial de leucocitos, mientras que el Cell-Dyn 3500 siempre daba un análisis. Para la transmisión de blastos el STKS mostró un 75% de
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Figura 24-7. A. Sangre normal en un Couller GEN»S. Los histogramas de eritrocitos y plaquetas representan la frecuencia celular (número relativo) en el eje de las ordenadas frente al volumen celular en el eje de las abscisas. En el gráfico de glóbulos rojos, las partículas de tamaño entre 36 fl y 360 fl se consideran eritrocitos. Esta es la típica curva en forma de campana estrecha, la cola a la derecha es debida a coincidencia: más de una célula pasando a través de la apertura a la vez y siendo detectada como una célula única más grande. La RDW es normal en 12,8 (intervalo de referencia, 11.5% a 14,5%) El hislograma de plaquetas (derecha más abajo) procede de partículas de tamaño entre 2 fl a 20 fl, mostrando la distribución típica logarítmica normal, sesgada a la derecha. En el extremo izquierdo inferior de la figura, el histograma (diagrama de dispersión) de leucocitos traza el volumen leucocitario (determinado por impedancia) frente a la dispersión de luz láser (DF1) en el eje de las abscisas. Se ha añadido las regiones designadas de la población celular. Se da el cómputo relativo (%) y absoluto (#, x 10Vpl) para los cinco tipos de glóbulos blancos. No había una marca sospechada'defínitiva. El diferencial manual (400 células contadas): 61,0% neutrófilos: 22.25 linfocitos, 4,0 linfocitos atípicos, 10,25 monocitos. 1.25 eosmófilos y 1,25 basófilos. En la parte inferior derecha de la figura, el diagrama de dispersión de reliculocitos emplea tecnología VCS y tinción supravital con azul de metileno y registra el tamaño (eje Y) contra la fluorescencia (eje X). EL mareaje de las poblaciones de eritrocitos y reticulocitos se ha añadido. El cómputo manual de reticulocitos (Disco de Miller, cuatro recuentos utilizando 12.000 eritrocitos) lúe 0,9%. que coincidía con el 0.85% del método automatizado S, Resultados en un Bayer ADVIA de la misma muestra de sangre normal como en 24-7A y C. En el gráfico del tamaño de la peroxidasa (dispersión luz. eje y) contra la intensidad de tinción de la peroxidasa (eje X), se añaden designaciones de la región celular. El ordenador analizador realiza el análisis por grupos y segrega los tipos celulares vanados. Las células grandes no teñidas (LUC) corresponden a linfocitos atípicos (más grandes) El mapa basófito/lobularidad muestra basófilos con citoplasma intacto sobre ellos; abajo a la izquierda están células mononucleares (linfocitos, monocitos) con granukxitos (bandas, eosinófilos y neutrófilos) a la derecha El analizador realiza la determinación de los leucocitos tanto en los canales de peroxidasa como en los basófilos. y proporciona habitualmente el cómputo basóMo obtenido en el canal basófilo. En la parte interior derecha, se muestran los resultados reticulootarios trazando el tamaño en el eje Y y la tinción por colorante Oxacme 750 en el eje X Las marcas para los eritrocitos y la intensidad alta, media o baja de las poblaciones de reticulocitos se añadieron a la impresión, que también da el porcentaje para cada una de las poblaciones eritrocitarias y el número de células adquiridas. C, Resultados del Abbott Cell-Dyn 4000 del mismo espécimen de sangre normal que en la Figura 24-7A y B. Los dos gráficos superiores (especialmente cuando se ven en la pantalla a color) muestran poblaciones discretas de tipos de células. El gráfico del centro a la izquierda (tamaño frente a ADN) se usa para delermmar la viabilidad de los leucocitos (viable al 99,6% en la muestra). Al morir las células, el colorante de ADN pasa a la membrana citoplasmática y aparece más a la derecha en la gráfica. El diagrama inferior de la derecha muestra el gráfico de la tinción del ARN (eje Y) frente a 7 grados (de complejidad, eje X) mostrando la localización de plaquetas, entrocitos y reticulocitos. Los resultados de la muestra son 1.01% de reticulocitos. 50,1% x lO^pl de los reticulocitos absolutos, con el 16.8% de los reticulocitos inmaduros. La fracción de reticulocitos inmaduros (IRF) representa los reticulocitos más grandes. Se determinan los cómputos de plaquetas y de eritrocitos tanto por métodos de impedancia como ópticos: generalmente, se proporciona el cómputo óptico de plaquetas (211 x lOVpl en este caso) y el cómputo por impedancia de eritrocitos (4,94% x l0 /pl). 6
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Figura 24-8. A. Coulter GEN'S. Leucemia mielogenica aguda (variante intermedia poco común entre la FAB-M1 y FAB-M4. leucemia mielomonocilica aguda) con un 89% de blastos que yacen en el área de neutrófilos/blastos. Apropiadamente, se genera la transmisión para los blastos NE. La curva de plaquetas no está cuadrada, y el cómputo de 58 x 10Vpl se transmite "R" para la revisión. La extensión de sangre mostró fragmentos citoplasmáticos que probablemente elevaron falsamente el cómputo de plaquetas. La transmisión de "eritrocitos dimórficos" se debe probablemente a la pequeña estribación de alrededor de tres cuartos de la vía bajo el lado derecho del hislograma eritrocitario. El cómputo diferencial manual (400 células): 89,0% de blastos, 1,0 de promielocitos. 0,5 de mielocitos, 6,75 de Imfocitos, 2,75 monocitos. Los blastos son positivos al Sudan negro B y a la mieloperoxidasa y la mayoría se tiñe débilmente por u-naftil acetato esterasa. Los blastos son positivos para el marcador de células madre CD34 y para los marcadores mieloides CD13. CD33. CD15. El cómputo reticulocitano manual (disco de Miller) era 0.3%. de acuerdo con el 0. 33% automatizado. B. El mismo espécimen de leucemia mieloide aguda que en la Figura 24-8A y C. El Bayer ADVIA 120 clasificó alrededor de dos tercios de las células como monocitos y apropiadamente da transmisiones + + • para blastos. Obsérvese la predominancia de células (blastos) al extremo izquierdo en el área mononuclear del gráfico basodlo/lobulandad. El cómputo reticulocitario automatizado y los recuentos plaquelarios están de alguna manera falsamente elevados. C. Resultados del Bayer ADVIA 120 del mismo espécimen de leucemia mieloide grave que en las Figuras 24-8A y B. Las células blásticas yacen en el área de los monocitos con una apropiada transmisión de BLASTOS. El cómputo óptico de plaquetas de 43 x 10 /pl parece correcto: el control de impedancia de 82,5 x lO/Vul está falsamente elevado. El cómputo reticulocitario de 0,48% coincide con el cómputo manual. 3



sensibilidad y un 8 5 % de especificidad comparada con un 8 5 % y 9 1 % para el Cell-Dyn 3.500. Ningún sistema realizó bien la detección de eritroblastos. con sensibilidades del 37% para el STKS y de 43% para el Cell-Dyn 3500. Germain (1994) afirmó que el 8% de las muestras del virus de inmunodeficiencia humana (VIH) los pacientes (VIH)-positivos tenían un cómputo basófilo falsamente elevado (valores de basófilos del 1 1 % al 29%). Alrededor del 9 0 % del tiempo, la incubación de la muestra a 3 7 ' C hace que el cómputo basófilo vuelva a ser normal. Cohén (1993) encontró que el STKS es menos fiable que el S-Plus IV en el análisis de poblaciones infectadas con VIH. La exactitud del STKS (y Cobas Argos 5 diff) para el cómputo basófilo se determinó usando ambos analizadores y 800 células diferenciales manuales y un flujo citométrico Coulter Epics con anticuerpos monoclonales marcados con doble tinte fluorescente, CD45-FITC y CD14-PE (Hubl. 1996). El STKS tiene una correlación menor ( r = 0,581) que el Argos {r= 0,718) comparado con el



flujo citométrico Epic. Probablemente debido a la baja precisión con algunas células contadas, ambos tenían correlaciones menores con el cómputo manual, r = 0.517 y 0,562. respectivamente. En el STKS alrededor del 20% de los pacientes eran considerados falsamente granulocitopénicos. especialmente aquellos que son macrociticos. En pacientes con VIH, la macrocitosis es causada normalmente por tratamiento con zidovudina. Aunque Verheul (1993) fue capaz de reducir la carga diferencial de laboratorio en conjunto a un 70%, el STKS no era útil para el estudio de neonatos debido a un cociente de transmisión sospechoso del 75%. Usar la tisis hipotónica de eritrocitos, como en el Coulter STKS, puede provocar la enumeración errónea de leucocitos en los casos donde los eritrocitos tienen una resistencia osmótica aumentada como síndromes mielodisplásicos, sangre neonatal, esplenectomía posterior, anemia megaloblaslica y hemoglobinopatías (Elghetany, 1996).
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Despolis (1996) comparó el STKS con el Couller MD 16, un pequeño instrumento de tipo punto-de-cuidado con microneumáticos que aspira sólo 12 pl de sangre completa anticoagulada. El MD16 comparó favorablemente para los recuentos diarios de WBC, eritrocitos, Hb, Hcto y plaquetas. El GEN-S incorpora recuentos reticulocitarios automáticos y también algoritmos mejorados y software que aumenta la precisión y la transmisión y disminuye el cociente de vista dilerencial. La cinética de reacción de la preparación de la muestra se controla mejor por ajustes a la temperatura de reacción del reactivo, del tiempo de exposición, y volúmenes predeterminados basados en condiciones ambientales. La tecnología de entrada adaptada permite la mejor separación de grupos superpuestos de tipos celulares. Las transmisiones sospechosas se dan para eritrocitos nucleados, blasto neutrófilo (NE). blasto linfocítico (LY). blasto monocitico (MO) y lintocitos variantes. Un preparador de extensiones GEN*S SM opcional puede producir un frotis de sangre automático consistente, dependiendo de las reglas reflejadas relacionadas con los resultados de la muestra.



TOA Systems SYSMEX NE-8000



El Sysmex NE-8000 usa una citometría de flujo enfocada hidrodinámicamente con impedancia eléctrica de corriente directa (denominada como DC sobre el diagrama de dispersión) y conductividad de frecuencia de radio (RF) para colocar a los leucocitos en las categorías de granulocitos. linfocitos y monocitos (Burns, 1992: Bentley, 1993). Los eosinófilos y los basófilos se cuentan de forma selectiva en dos canales separados usando las medidas del tamaño de la impedancia después de la lisis propia o del encogimiento de los otros tipos celulares. Se calculan los neutrófilos mediante la substracción de la suma de los eosinófilos más los basófilos, medidos de forma separada, del número total de granulocitos. La Figura 24-9A muestra los resultados y los citogramas de una muestra de sangre normal. La Figura 24-9B muestra un paciente con leucemia mielogénica grave. El NE-8000 también proporciona un cómputo diferencia aceptable de las cinco poblaciones celulares (Warner, 1990) y se calificó como seguro y efectivo para el uso en diagnóstico (Bentley, 1993). Los coeficientes de correlación comparados con los recuentos diferenciales manuales eran excelentes para los neutrófilos y los linfocitos y aceptables para otros tipos celulares (Warner, 1990: Buttarello, 1992). Sin embargo, varios autores (Bentley, 1993; Warner, 1990; Buttarello, 1992) encontraron una variación considerable en los recuentos de monocitos. Durante el almacenamiento de las muestras de sangre total, el NE-8000 mostró una desviación de los granulocitos hacia los monocitos, quizás causada por una activación granulocitica y una degranulación (Bartels, 1998). Bruno (1998) concluye que el NE-8000 detecta poblaciones celulares anormales y en la mayoría de los casos proporciona información diagnóstica relevante para las leucemias graves y crónicas. Sin embargo, en una minoría significativa de leucemias, se producen diagramas de dispersión o histogramas confusos o inesperados. Bartels (1997) comparó el Sysmex SF-3000. un analizador hematológico completamente automatizado de 80 muestras por hora, con el NE-8000, que realiza 120 muestras por hora. El SF-3000 da una alta frecuencia de señales de manera inapropiada referida a los blastos, granulocitos inmaduros, desviación hacia la izquierda y eritrocitos nucleados/grupo de plaquetas. Normalmente se detectan linfocitos atipicos en vez de blastos con el SF-3000 y el NE-8000. SYSMEX S E - 9 0 0 0



El Sysmex SE-9000 ha añadido un canal de células inmaduras para proporcionar información adicional acerca de blastos y células mieloides inmaduras. Esto mejora la especificidad y exactitud de las señales de leucocitos y permite una revisión cuantitativa del grado de la señal. Stamminger (1998) estudió el SE-9000 en una consulta oncológica con un número significativo de pacientes anormales. La fiabilidad de las señales para las células blásticas y para granulocitos inmaduros era muy buena, mostrando una sensibilidad del 96% y una especificidad del 97%. Los eritrocitos nucleados y la señal de linfocitos atípicos/anormales era sólo del 7 1 % y una sensibilidad del 6 5 % , con falsos-positivos y falsos-negativos significativos.



MacDonald (1996) estudió el impacto de un Sysmex HST330 (un analizador de cómputo sanguíneo SE-9000. contador reticulocitario R3000. unidad de preparación de extensiones sanguíneas SP1 unida por un sistema de transporte con una cinta transportadora) en su laboratorio de un centro especializado de un hospital universitario. Se permitió que la velocidad comentada de la extensión sanguínea disminuyera de un 4 0 % a un 2 0 % y los recuentos diferenciales de un 16% a un 7%, permitiendo la reducción de tres posiciones de la plantilla.



Instrumentos



Bayer-Technicon



H'1/H'2/H*3 El instrumento H'1 es un analizador de muestras individuales bastante pequeño con componentes separados para el analizador del punto de referencia, reserva de potencia electrónica/neumática a nivel del suelo, y un CRT con un teclado conductor de menú interactivo con impresoras duales y una impresora con gráficos de matriz de puntos opcional. Usando 100 pl de sangre total por muestra, el instrumento circula a 80 muestras por hora para CBC y el cómputo plaquetario o 60 por hora incluyendo el cómputo leucocitario diferencial. El tubo de aspiración cerrado para un espécimen individual o un tubo de muestras cerrado automatizado de un uso son opcionales. El H*1 usa una fuente luminosa halógena de tungsteno y una citometria para el análisis de peroxidasa. El tiempo necesario para esta reacción citoquímica disminuye calentando a 75°C. El ordenador analizador también realiza el análisis en grupo de los tipos celulares segregados, en vez de aplicar dispersión rígida y umbrales de absorción. El Índice de peroxidasa medio (MPXI; intervalo de referencia de - 1 0 hasta +10), una medida de la intensidad de la tinción de neutrófilos. también se determina para cada espécimen. Esto permite la detección de pacientes con deficiencia de mieloperoxidasa congénita o adquirida (Ross, 1985). Kutter (1998) determinó que aunque el 9% de la población tenía algún grado de deficiencia de mieloperoxidasa, sólo alrededor del 0,04% tenía deficiencias totales o sublotales. Un tercio de las deficiencias graves tenían infecciones serias o problemas inflamatorios, incluyendo un tercio de éstos que eran potencialmente mortales. Los leucocitos se analizan más profundamente en un canal separado (basófilo/lobularidad) usando una fuente de luz láser roja de helio-neón con detectores a un ángulo de dispersión bajo y más alto. En el canal de basófilo/lobularidad, un diluyente que contiene surfactante y ácido itálico lisa los eritrocitos y extirpa el ciloplasma de todas las células excepto de los basófilos (Simson, 1986). En el eje de ordenadas, se traza la señal del detector de la dispersión del ángulo bajo (de 2 a 3 grados). Los basófilos se cuentan porque retienen su citoplasma y por tanto sobrepasan el umbral horizontal. En el eje de abscisas, se traza la señal del detector del ángulo más alto (de 5 a 15 grados). Esta señal está afectada por el tamaño y estructura (densidad) de los núcleos que permanecen. Las células mononucleares caen hacia la izquierda y las células con núcleos sucesivamente más estructurados o lobulados caen hacia la derecha, separados por un umbral vertical. Los blastos normalmente se desvian más lejos hacia la izquierda, seguidos a medida que nos desplazamos hacia la derecha en el eje de abscisas por linfocitos y monocitos (los granulocitos inmaduros, si hay, están también en el área mononuclear), bandas, eosinófilos, neutrófilos, y eritrocitos nucleados. La comparación y la integración de los resultados de los canales de peroxidasa y basófilos/lobularidad permiten señales específicas de blastos. linfocitos atipicos, granulocitos inmaduros, desviación hacia la izquierda y los eritrocitos nucleados (Bollínger, 1987; Schoentag, 1988). Hay comparaciones del H'1 con el Coulter STKS y el Sysmex NE-8000 (Warner, 1990: Burns, 1992). Buttarello (1992; 1993) también añade el Abbott Cell-Dyn 3000. Todos encuentran el instrumento H"1 aceptable como analizador RSC y diferencial de leucocitos. El H'1 funciona bien en el reconocimiento de basófilos (Warner, 1990: Burns. 1992). Davies (1996) demostró que la precisión del cómputo de basófilos era considerablemente mejor con el H'1 que con el manual, pero peor si el error al azar era la única fuente de imprecisión. Un cómputo de basófilos elevado era debido más a menudo a un "seudo-basófilo" que a una basofilia auténtica. También mostró una buena correlación con el método manual para neutrófilos, linfocitos, monocitos y eosinófilos (Warner, 1990; Burns, 1992; Buttarello, 1992). El Technicon H'2 tenía un cociente de rechazo diferencial de leucocitos muy ba|0 (1%) en el instrumento (Bentley, 1987), que demanda una revisión rigurosa de los resultados antes del informe.
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Figura 24-9. A. Resultados del Sysmex NE-8000 de un espécimen de sangre normal. En el lado izquierdo de la figura, los histogramas de leucocitos (histograma leucocilario trimodal), eritrocitos y PLT (plaquetas) muestran un número relativo en el eje de ordenadas frente al tamaño determinado por impedancia en el eje de abscisas. Las áreas sombreadas (punteadas) representan la distribución normal. En la derecha están los tres gráficos de leucocitos usados para determinar los cinco tipos de leucocitos. En el extremo superior de la derecha está el gráfico de dispersión de la radiofrecuencia (RF) en el eje de ordenadas frente al tamaño de la impedancia DC en el eje de abscisas. El ordenador analiza las distribuciones y coloca umbrales para segregar poblaciones celulares. Se han añadido designaciones para los tipos celulares. Los histogramas del medio a la derecha y abajo (volumen frente a frecuencia) se derivan del uso de la regulación de la temperatura y de reactivos usantes de células específicas que agrupan otros leucocitos y dejan intactos los eosinófilos y los basófilos y, por tanlo, mayores en tamaño. El diferencial manual (400 células); 55.5% de neulrófilos, 0,5% de bandas, 29.5% de linfocitos, 4,0% de linfocitos atípicos, 9,0% de monocitos y 0,5% de basófilos. B. Leucemia monocitica aguda (FAB, M5a). Sysmex NE-8000. El histograma de leucocitos trimodal muestra dos poblaciones celulares principales con números absolutos altos (muy por encima de las áreas de curva normales sombreadas). El tamaño frente a la radiofrecuencia (RF) muestra una población en extensión hacia arriba y a la derecha del área leucocitaria y otra bajo del área granulocítica. Aunque se suprime el cómputo diferencial, se genera una señal de blastos apropiada. El cómputo diferencial manual: 85% de monoblastos, 0,5% de mielocilos, 1,0% de bandas, 1,0% de neutrófilos, 11,5% de linfocitos, 0,5% de linfocitos atípicos, 0.5% de monocitos y raros eritrocitos nucleados. Los blastos son negativos al B negro Sudan, a la mieloperoxidasa y eslerasa cloroacética; el 50% son positivos al butirato de u-naftil. Los estudios citogenéticos muestran recombinaciones entre los cromosomas 10 y 11, que se han encontrado en AML, M5a.



Los informes clínicos son favorables teniendo en cuenta la inutilidad del H'1 en la detección de blastos en leucemia aguda (Kline, 1989; lalongo, 1993), y en la distinción de la leucemia mieloblástica aguda de la leucemia linfoblástica aguda (Krause, 1988; Penchansky. 1991; Tsakona, 1992). Lanza



(1992) demostró que las células grandes no teñidas (LUCs) y los blastos en la leucemia linfocítica B crónica se correlacionaban con factores de supervivencia y pronóstico tales como subtipo linfoide. El H'1 puede ayudar a caracterizar también los síndromes mielodisplásicos (Watson, 1987) y ayuda en la
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detección de enfermedades infecciosas o inflamatorias (Wenz. 1987: Bentley. 1987) En general, el instrumento sobrepasa las capacidades de la exploración selectiva del cómputo visual manual diferencial habitual, especialmente cuando se combina con otros criterios de revisión. Un cómputo leucocitario total se determina también en el canal basófilo/lobularidad y se usa como una comprobación en el cómputo leucocitario del canal de peroxidasa. Whiteway (1999) informó de un caso de elevación por artefactos de los leucocitos con un Bayer-Techmcon H'2 en una muestra de una punción de una vena femoral del tejido adiposo subcutáneo que provocó agrupamientos tanto en los canales de peroxidasa como los de basófilo/lobularidad que causan una duplicación del cómputo leucocitario, con poco electo en el Coulter GEN»S. En casos de discrepancia entre dos recuentos leucocitanos (como puede ocurrir con la lisis incompleta de eritrocitos en el canal de la peroxidasa), se informa del cómputo basófilo/lobularidad. La falta de la lisis eritrocitaria completa en el canal de peroxidasa H-6000 y por tanto interferencias con el instrumento total y los recuentos leucocitarios diferenciales a veces permite la detección de hemoglobinas anormales (p. ej. Hb C, S, E, D). (



Los datos de eritrocitos/plaquetas se derivan también usando el sistema óptico basado en láser del canal basófilo/lobularidad. Los eritrocitos se convierten en esferas (sin cambiar el volumen) y se fijan ligeramente con glutaraldehído. Esto es necesario porque la dispersión de la luz láser se ve afectada por la forma. Una vez que los eritrocitos son esféricos, la dispersión del ángulo bajo es una (unción del tamaño de los eritrocitos: de esto, se pueden determinar tanto el VCM y el RDW como señales de anisocitosis, microcitosis y macrocitosis. La dispersión de ángulo alto se determina primeramente por la densidad de los eritrocitos (concentración de hemoglobina por célula). Esto permite señales de variación (VAR) en cromasia (anisocromía), hipocromia e hipercromia. Por tanto se pueden realizar histogramas del volumen celular frente a la frecuencia y de concentración de hemoglobina frente a la frecuencia. Estos histogramas permiten la delección de poblaciones eritroides anormales que están presentes en proporciones pequeñas. El H ' l también calcula la anchura de distribución de la hemoglobina (HDW) a partir de los datos de concentración de hemoglobina. Con estudios clínicos más profundos, esto podía ser un parámetro útil. Mohandas (1986) demostró que la anisocromia (HDW elevado) se daba en anemias de células falciformes. y Bailas (1988) demostró que algunos eritrocitos en pacientes con enfermedad de la Hb CS son hipercrómicos y microciticos. Robertson (1992) demostró que el patrón del eritograma del H'1 es útil en la exploración selectiva para talasemia. Gulley (1990) afirmó que la actividad mieloperoxidasa de los neutrófilos alta (MPXI) en el H ' l es un indicador sencillo y útil de anemia megaloblástica. particularmente de utilidad cuando el V C M está por debajo de 100 fl. lalongo (1989) afirmó que el histograma de la concentración de la hemoglobina es muy bueno para revelar la presencia de un alto porcentaje de eritrocitos hipercrómicos microciticos en la esplenocitosis hereditaria; los pacientes no espleneclomizados mostraron un aumento incluso más drástico El (Miles) Technicon H'2 es más rápido con una salida de 100 RSC y diferenciales por hora y permite la elección tanto de un sistema de cassettes como de una alimentación continua para una operación de un solo uso Technicon asegura resultados precisos para muestras de sangre de hasta 48 horas. El H'3 también añade el análisis reticulocitario automatizado a 100 por hora y exhibe un trabajo a todo color. Las plaquetas se enumeran en el canal eritrocitos/plaquetas usando una ganancia mayor en el delector de dispersión de ángulo alto. Se produce un histograma de plaquetas de 0 fl a 20 fl. ADVIA 120 El Bayer ADVIA 120 proporciona una salida de muestras de 120 RSC/diferencial por hora (74 por hora si se seleccionan también los reticulocitos automatizados) en un tubo de ensayo cerrado de 155 pl. La tecnología "Uni fluidles" que incorpora un bloque de circuito de plásticos fluidificantes grande y claro minimiza el tubo y elimina la mayoría de los valores pequeños. Estos cambios deberían aumentar más profundamente la fiabilidad y reducir el mantenimiento. Se incorpora también un sistema de soporte de uso fácil para introducir múltiples muestras. Las Figuras 24-7B y 24-8B muestran las impresiones y gráficos del ADVIA 120.
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Diagnostics



CELL-DYN 3 0 0 0 El Cell-Dyn 3000 es un analizador hematológico multiparamétrico que usa tecnología denominada Separación de la Dispersión Polarizada de un Ángulo Múltiple (MAPSS) que realiza el cómputo diferencial leucocitario (Stroop. 1994). Un rayo láser se forma en un perfil ancho y se localiza en un flujo citométrico de cuarzo. Esta forma de rayo hace la alineación láser menos critica que en otras citometrías de flujo. La sangre se diluye en una solución que mantiene a los leucocitos en un estado casi nativo pero que vuelve a los eritrocitos transparentes al láser. Se hacen cuatro medidas de dispersión de luz simultánea en cada leucocito. Se determina primeramente el ángulo hacia delante de cero grados por el tamaño celular. La dispersión de luz a diez grados es un indicador de la estructura celular o la complejidad y es especialmente Útil para resolver los basófilos y separar todas las poblaciones celulares. La dispersión de luz a noventa grados separa las células granuladas y se denomina lobularidad. La dispersión de luz despolarizada a 90 grados resuelve los eosinofilos debido a su gran granulandad cristalina. Las células anormales pueden tener localizaciones distintivas en el tamaño frente a la complejidad de los gráficos de dispersión y ayuda a determinar las señales sospechosas de leucocitos (Cornbleet, 1992) tales como para blastos, linfocitos variantes, bandas y granulocitos inmaduros. Se ha evaluado el Cell-Dyn 3000 frente al cómputo diferencial manual (Van Leeuwen. 1991; Cornbleet, 1992) y también frente al STKS, NE-8000, y H'1 y H'2 (Buttarello. 1992. 1993: Bentley, 1993). La evaluación de van Leeuwen (1991) muestra buena exactitud y reproductibilidad. con alta sensibilidad y clara especificidad que permiten una disminución del 70% en la carga diferencial de leucocitos. Cornbleet (1992) demostró una especificidad del 83% para señales de leucocitos y una sensibilidad del 8 2 % para la detección de más del 5% de células anormales. Los coeficientes de correlación eran buenos para todos los tipos celulares excepto para los basófilos. Su deficiencia primaria estaba en la detección de menos del 5% de eritrocitos nucleados, Imfoblastos o células peludas y más del 5% para los linfocitos reactivos. Las señales eran también pobres para las bandas con muchos falsos-positivos y falsos-negativos. El Cell-Dyn 3000 tenia niveles muy bajos de cocientes de rechazo diferenciales de leucocitos, 0% en el estudio de Bentley (1993). La sensibilidad clínica y la capacidad para identificar anomalías cuantitativas era similar al H'2. NE-8000 y STKS (Bentley. 1993). Buttarello (1993) demostró un nivel elevado de falsos-positivos por la morfología (16%) para el instrumento.



CELL-DYN 3 5 0 0 El Cell-Dyn 3500 es pequeño en cuanto a tamaño y silencioso en la operación. El cómputo de leucocitos habitual se basa en el análisis de la impedancia de apertura con el canal de láser óptico usado como una confirmación de los leucocitos (Sanzari, 1998). El "modo de lisis extensa" es un rasgo único para prevenir la interferencia con eritrocitos resistentes a la lisis comúnmente encontrados en las muestras neonatales (Sanzari, 1998) La apertura de la impedancia también tiene una única lámina de von Behrens para para evitar que los eritrocitos/plaquetas vuelvan a entrar en la zona sensible después de pasar a través del orificio (Vives-Corrons, 1996). Vives-Corrons (1996) demostró la excelente correlación {r= 0.98) entre el Cell-Dyn 3500 y el Technicon H'2 y los recuentos manuales para neutrófilos. linfocitos y eosinófilos. y 0.81 para monocitos, pero sólo 0,22 para basófilos. El Cell-Dyn 3500 demostró la sensibilidad de señales en conjunto del 85% con una especificidad del 67% y un nivel falso-positivo del 33%. Chow (1996) también demostró las buenas correlaciones con recuentos manuales (excepto basófilos donde sólo se cuentan algunas células manualmente) y una sensibilidad del 88% y una especificidad del 95% con alrededor de niveles falsospositivos del 9% y lalsos-negativos del 10% para señales combinadas de leucocitos y plaquetas. En una población de pacientes con anomalías hematológicas, el Cell-Dyn 3500 pasó por alio bandas, granulocitos inmaduros o blastos significativos clínicamente (lles-Mann, 1997). Para los linfocitos variantes, menos del 1% del número total del espécimen se podría haber pasado por alto Burchert-Graeve (1996) evaluó el Cell-Dyn 3500 en 292 muestras con leucopenia (leucocitos de 0,28 a 2,48). En 277 casos con menos del 5% de blas-
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tos, las correlaciones con neutrótllos, eosinófilos, llnfocitos y monocitos absolutos eran altas (r > 0,92). Cuando los blastos sobrepasaban el 5%, se observaban buenas correlaciones para neutrófilos absolutos y eosinófilos, con correlaciones más bajas para células linfoides y monocitos, aunque 10 de 11 daban señales de blastos. Wood (1999) demostró que el Cell-Dyn 3500 tenia alrededor de una disminución del 8.5% en el cómputo de leucocitos óptico obtenido rutinariamente (aunque no el cómputo por impedancia) y un aumento del 2% en el VCM después de 24 horas del almacenaje de muestras de pacientes a temperatura ambiente. El número de señales diferenciales de leucocitos aumentó considerablemente. El porcentaje de neutrófilos disminuyó y el de linfocitos aumentó debido a la degranulación de los neutrófilos. El almacenaje a 4"C previene estos cambios. CELL-DYN 4 0 0 0



El último analizador hemalológico de Abbott, el Cell-Dyn 4000, tiene algunas características adicionales únicas. Este analizador usa su láser de argón iónico y el análisis de la citomelría de flujo para discriminar de forma precisa los eritrocilos nucleados de los leucocitos (Kim, 1998). Se usan un circuito en gatillo con triple umbral en un espacio tridimensional de pérdida de luz axial a cero grados, una dispersión de ángulo intermedia a 7 grados y fluorescencia roja. Esto permite tanto un cómputo absoluto de eritrocitos nucleados como un cociente de eritrocitos nucleados por 100 leucocitos sin la interferencia de otros factores. Se observa una correlación excelente de 0,984 para 156 muestras. El Cell-Dyn 4000 también usa un sistema de reactivos leucocitarios novedoso que lisa la membrana citoplasmática erítrocítica y tiñe tanto los núcleos desnudos de los eritrocitos nucleados como cualquier leucocito no viable (permeable) con yoduro de propidio (Aoyama, 1998). Esto se puede usar para determinar el porcentaje de leucocitos que son viables en cada muestra. Un estudio comparativo de las células madre sanguíneas congeladas en la periferia analizadas en el Cell-Dyn 4000 con las determinadas por tinción con azul tripano mostraron una buena correlación de r= 0.90 (Aoyama, 1998). El CellDyn era un método mucho más sencillo, rápido y menos objetivo para la determinación del porcentaje de células viables. Hoedemakers (1999) descubrió que en el 8 0 % de las veces que el Cell-Dyn 4000 daba una señal de blastos, no se detectaron blastos microscópicamente. Sin embargo, cuando los leucocitos eran más de 4,0 x 1 0 / p l y se obtenía una señal de blastos, si la fracción de confianza del analizador era mayor de 0.75, el analizador era de una sensibilidad del 97% para delectar blastos. Las Figuras 24-7C y 24-8C son pantallas de un analizador ADVIA120.



4 ex A mediado de los años 80 el ABX pertenecía y era distribuido por Roche Diagnostics bajo el nombre de Cobas. En 1996, el ABX mediante Honba, el fabricante japonés líder de mecanismos de recuentos de partículas, adquirió ABX. Los productos actuales en producción incluyen el PENTRA 60 (RSC completo, diferencial en cinco partes, y 27 parámetros a 60 muestras por hora). PENTRA 120 (29 parámetros, 120 por hora) y PENTRA 120 RETIC (38 parámetros incluyendo 12 parámetros reticulocitanos. 120 por hora). Corberand (1999) evaluó el ABX Vega y lo comparó con el Sysmex NE8000. El analizador Vega usa flujo hidrodinámico para el análisis celular con resistencia eléctrica para leucocitos, eritrocitos y plaquetas. La difracción y absorbencia de la luz. junto con el negro de Sudan en eosinófilos, se usan para la identificación de células nucleadas, junto con la fijación de células nucleadas y la tinción de granulos eosinófilos por reactivo Eosmofix. Los basófilos se detectan por resistencia eléctrica en una cámara apartada después de la lisis de otros leucocitos por el reactivo Basolyse. Los dos instrumentos daban una excelente correlación (r > 0,90) para neutrófilos, eosinófilos y linfocitos, 0,74 para monocitos y 0,45 para basófilos. Las señales tenían una sensibilidad del 89% y un valor prediclivo positivo del 86%; el 9 1 % de las muestras con blastos tenían varias señales, a menudo una señal de células muy inmaduras (LIC). Lippi (1997) comparó el Roche Cobas Vega con el Bayer -Technicon H*2, Coulter STKS, Abbott Cell-Dyn 3500, y con el método de referencia manual. El Vega tenia buena especificidad (90%), sensibilidad (92%) y valores predic-
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tivos positivos (98%) y negativos (69%) con la mejor eficiencia global (90%) de entre los cuatro analizadores evaluados. Kawai (1999) comparó la exactitud, precisión y nivel clínicamente aceptable del cómputo de sangre completa para el Sysmex SE-9000, Cell-Dyn 4000. Bayer ADVIA 120, y ABX Vega Retic y encontró una buena correlación para los eritrocitos, Hb. Ficto y VCM (variabilidad mteranalítica entre 3,0% y 4,2%); sin embargo, era de 11,4% para los leucocitos y 9,6% para plaquetas.



Calibración Se dispone de un amplio número de calibradores comerciales para la calibración de analizadores hematológicos. Los valores diana se asignan a partir de instrumentos que se calibran frecuentemente con sangre total usando procedimientos de referencia. Estas suspensiones de células sanguíneas son adecuadas generalmente para calibración, siempre que se sigan de manera rigurosa las instrucciones del fabricante. El éxito de la calibración debería verificarse mediante tres controles de nivel, comprobando los resultados instrumentales frente a los procedimientos de referencia para algunas muestras y, si es posible, la realización más profundizada del promedio del xB en movimiento para los índices eritrocitarios (Bull. 1974). La calibración usando los calibradores disponibles comercialmente es mucho más fácil y rápida que la realización de una calibración completa de la sangre total por métodos de referencia replicados, y en la mayoria de los laboratorios tiene un resultado final mejor. Si no se dispone de un calibrador comercial, o si hay dudas sobre su validez, puede ser necesario realizar la calibración de la sangre total. Los detalles para un modo de hacerlo son los siguientes. Se debería usar sangre fresca normal para la calibración, como subrayaron Brittin (1969a) y Gilmer (1977). Se determina la hemoglobina por el método de HiCN, usando un estándar certificado y un fotómetro. Se mide el hematocnto por la técnica del microhematocnto. Los recuentos entreoíanos y de leucocitos se realizan con analizadores de canales individuales. Para los entrocitos, una dilución de 1:50.000 se hace en una sola fase para reducir el error. Una pipeta de 2pl ± 0,25% de Microcap se usa para liberar la sangre en 100 mi (± 0,08%) de Isoton en un matraz aforado. (Alternativamente, se pueden usar pipetas de 5 pl. 10 pl o 20pl de precisión similar para liberar la sangre en 250 mi. 500 mi o 1000 mi de diluyenle. respectivamente). La sangre para el cómputo leucocitario se diluye a 1:500. otra vez con Microcap. 20pl + 0.25% de sangre en 10 mi de diluyeme Cada una de las fases precedentes se realiza por triplicado (cada dilución leída en duplicado) en sangre fresca de 10 a 20 individuos normales. Si se desea, el hematocrito se puede corregir mediante la substracción de la proporción media del plasma atrapado encontrado en hematoentos de individuos normales (ICSH. 1980). Esto se ha estimado entre 1.5% y 3% (Dacie. 1984). Si un factor de corrección del 3% se usa, para un hematocrito de 0,44, entonces 0,44 - 0.013 = 0,427. Los índices eritrocitarios se calculan entonces. Se comprueba el cómputo leucocitario realizando el hemacitómetro en duplicado o recuentos analizadores. Las muestras de sangre normal se realizan por triplicado en el instrumento y se promedian los resultados. La diferencia entre los valores de los procedimientos de referencia y los del analizador hematológico se determinan para cada espécimen para que se pueda calcular la diferencia porcentual. Un espécimen normal se realiza entonces en el analizador, y los valores se reajustan en el instrumento multiplicando por el factor de corrección adecuado. Por ejemplo, si los valores de la hemoglobina instrumental eran de un promedio de 5% más bajos que los valores de referencia de la cianmetahemoglobina. la hemoglobina instrumental se multiplicaría por 1.05 y este valor se usa para fijar el instrumento. Es importante que esta calibración no se cambie hasta que se muestre una desviación de los valores de forma estadística mediante los procedimientos de control de calidad (CC). En ese tiempo, después de que se haya hecho el trabajo de mantenimiento necesario, el instrumento se recalibra de la misma forma. Los ajustes de calibración no se deberían cambiar basándose en una determinación de un control de suspensión de células. Los analizadores actuales son bastante estables; la recalibración normalmente no es necesaria hasta después de varios meses. El método de calibración descrito da valores para los índices eritrocitarios a partir de los contadores celulares comparables con los que se calculan a
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partir de los métodos individuales, excepto que los valores de referencia reflejan la ligera diferencia debido a la corrección del hematocrito por el plasma atrapado. Está claro que en trastornos en los que el plasma atrapado aumenta de forma considerable (en el microhematocrito) debido a la rigidez o a la forma de los eritrocitos, tales como la anemia ferropénica y la enfermedad de células falcilormes, el hematocrito y el VCM son mas bajos y el CCMH es ligeramente mayor con analizadores electrónicos que con métodos convencionales. Es bastante probable que el instrumento dé valores más correctos.



Control de calidad Un control de muestras con células sanguíneas, disponible comercialmente, se puede usar y registrar cada mañana y en intervalos durante el día. pero esto es bastante caro y no totalmente satistactono. Brittin (1971) ha comentado este problema en su excelente revisión de la instrumentación, y Brittin (1969b) presentó un método útil para emplear muestras de sangre del paciente para el control de calidad. Demostró que los siete valores (leucocitos, eritrocitos, Hb, Hcto e índices) son estables en la sangre recogida con EDTA durante al menos 24 horas a 4°C. El primer día se seleccionan por lo menos 5 muestras y preferiblemente 10 muestras con valores hemalológicos dentro de los límites normales, manteniéndolas en el refrigerador, y son reanalizadas el segundo día. Un cambio importante en cualquier canal entre ambos días puede detectarse estadísticamente usando la prueba de la t de Student para pares de muestras:



f„= — \ n, con n -1 grado de libertad



(24-11)



n = número de pares de observaciones d = media de las diferencias (de un día para otro) Sd = desviación estándar en las diferencias.



(24 - 1 2 )



El valor / se calcula para cada parámetro. Si el valor f calculado excede del valor crítico para los límites del 9 5 % encontrados en una tabla estadística de valores ( d e referencia, la diferencia es significativa a un nivel del 5%. Para n = 5, el valor f crítico es de 2,78. Por ejemplo, si el valor / calculado a partir de los cinco pares de recuentos leucocitarios excede de 2.78, se puede estar 95% seguro en que hay una diferencia notable entre los dos días. Un valor f significativo debe alertar sobre una posible alteración, y valores t persistentemente significativos en el mismo canal indican la necesidad de actuar. A menudo es posible determinar por simple inspección de los valores si la diferencia media de un día a otro difiere significativamente de cero. Los cálculos pueden programarse fácilmente con un ordenador, y es útil reflejar en un gráfico los valores r. La tendencia a la derivación a lo largo del día puede controlarse repitiendo este procedimiento dos veces al día, o más simplemente analizando dos o tres muestras procedentes de la primera muestra a intervalos a lo largo del día. Este método detectará el desarrollo de una pérdida de calibración, tales como la debida a una deriva electrónica. Sin embargo, puede no delectar hasta el siguiente dia una pérdida significativa de calibración que se produce bruscamente, debida a una avería mecánica o electrónica. Bull (1974, 1983) ha demostrado que el cálculo de un promedio móvil para el VCM, HCM y CCMH de cada 20 muestras sucesivas realizadas en el analizador a lo largo del día proporciona un indicador efectivo y rápido de la pérdida de calibración. Se basa en la constancia demostrada de los valores medios para estos índices en hospitales de tamaño medio a grande diarios o semanales. Si el promedio móvil varia en un 3%, la calibración debe ser comprobada de inmediato. Las variaciones de este método, de complejidad creciente, pueden resolverse en una calculadora manual o programable o pueden programarse en el sistema de ordenador del laboratorio. Los programas de control de calidad en los analizadores hemalológicos multicanales de volumen mayor son globales; los valores del paciente y de



control (incluyendo los histogramas de células sanguíneas) se guardan en bibliotecas. Los promedios móviles de los índices eritrocitanos se calculan automáticamente y se localizan cada 20 muestras: se señalizan cuando se sobrepasan los limites definidos por el laboratorio. Esto permite un mejor control y más frecuente de funciones instrumentales que las comparaciones diarias. También son útiles las comprobaciones delta (comparaciones con resultados previos para el mismo paciente) y comparaciones entre laboratorios. Springer (1999) describió un reactivo nuevo, fácil de usar, Cyto-Chex (Streck Laboratories, Omaha, NE) que mantiene fresca la sangre total por lo menos durante 31 días. Esto permite el control de la exactitud y la precisión del instrumento a largo plazo con muestras conservadas de personas sanas o de aquellas con trastornos hemalológicos. Esto es un añadido importante a los matenales de control comerciales.



Fuentes de error Los analizadores modernos tienen un 1% de remanencia o menos, eliminando virtualmente este problema. Los cómputos leucocitarios elevados, por encima de 30 x 10*71, producen normalmente una elevación falsa ligera pero importante de la hemoglobina como resultado de su turbiedad. Un cómputo leucocitario muy alto puede elevar también el hematocrito y el VCM porque los leucocitos se cuentan y miden con los eritrocitos. Los errores que influyen en el VCM determinado por los análisis de impulsos eléctricos se han revisado por England (1976b). A partir de sus estudios parece que si se calibra el VCM sólo en el intervalo normal, los VCM microcíticos se sobrevalorarán al compararlos con los determinados por micro hematocritos corregidos respecto a la retención del plasma. Sugiere que se calibre el VCM tanto con células de tamaño pequeño como normal. Las altas concentraciones de glucosa (> 400 mg/dl) y la hiperosmolaridad debida a otras causas puede provocar un VCM y un hematocrito falsamente elevados, pero un CCMH bajo en las mediciones de los Contadores Coulter (Holt. 1982). Ejemplos son diabetes, hipernatremia y la extracción de sangre de una zona distal a una vía glucosada intravenosa. El mecanismo probable es que cuando se diluyen en Isoton, los eritrocitos se hinchan ya que el Isoton es relativamente hipotónico en relación con la muestra de sangre hipertónica. La incubación a una dilución 1:224 (44,7 pl de sangre más 10 mi de Isoton) durante 10 minutos antes del análisis corregirá el problema. Las aglutininas frías en titulo elevado tienden a dar macrocitosis falsa y recuentos eritrocitarios bajos con CCMH inadmisiblemente alta (Hattersley. 1971). El problema se elimina calentando la sangre o el diluyeme. En algunos pacientes con leucemia, los leucocitos parecen ser frágiles y escapan al cómputo, dando un cómputo falsamente bajo. Los recuentos leucocitarios erróneamente bajos se pueden encontrar también en la uremia o en algunos pacientes que reciben fármacos mmunosupresores (Luke, 1971), Los recuentos hemacitométncos se deberían usar para comprobar los recuentos leucocitarios de tales pacientes. Taft (1973) comunicó una seudoleucocitosis debida a la mmunoglobulina G (IgG) o a la paraproteína IgM. Si el cómputo leucocitario a partir del aparato presenta diferencias con respecto a la extensión sanguínea, se debe realizar un cómputo hemacitométrico. Los niveles muy altos de lípidos provocan turbiedad en el plasma, que eleva falsamente a la hemoglobina, HCM y CCHM (Nosanchuk. 1974). Una determinación de la cianmetahemoglobma manual se debe realizar, usando un volumen del plasma del paciente apropiado en el blanco a cero del espectrofotómetro. Para calcular la cantidad apropiada de diluyeme de Drabkin que hay que añadir a 20 pl de plasma del paciente para preparar un blanco, usar esta fórmula:



donde N = mi de Drabkin añadido a 20pl de plasma del paciente. Por ejemplo, si el paciente tiene un hematocrito de 0,45. (24-14)
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Como alternativa, una lectura de la hemoglobina se puede determinar en el plasma del paciente, multiplicado por el plasmacrito, y sustraeria del resultado de hemoglobina de la sangre total. Combleet (1983) resume muchas de las causas de los resultados falsos a partir de analizadores celulares hematológicos automatizados (Tabla 24-2).



499



REACTIVO Azul de metileno reciente al uno por ciento en una solución alcalina de citrato (una parte de 30 o/I de citrato sódico más cuatro parles de 9 gl de cloruro sódico). CONTROLES



Cómputo de reticulocitos Principio Los reticulocitos son eritrocitos no nucleados inmaduros que contienen ácido ribonucleico (ARN) y continúan sintetizando hemoglobina después de la pérdida del núcleo. Cuando la sangre se incuba brevemente en una solución de azul de metileno o de cresil brillante recién hecha, el ARN se precipita como un complejo colorante-ribonucleoproteína. Microscópicamente, el complejo aparece como una malla (retículo o trenza filamentosa) de color azul oscuro o al menos dos granulos de color azul oscuro que permiten que los leucocitos sean identificados y enumerados (ICSH, 1998). Un método de referencia propuesto publicado para el cómputo reticulocitario se basa en la determinación del cociente reticulocitos/eritrocitos (ICSH. 1998). ampliándose el método de referencia del cómputo eritrocitario de la ICSH de 1994.



Aunque están disponibles controles comerciales. Ebrahim (1996) describe un método que requiere alrededor de dos horas para producir un control multmivel que es estable durante varios meses La diálisis hipotonica de los eritrocitos en la presencia de ARN seguida por un corto período de diálisis hipertónica para obturar los poros de la membrana de los eritrocitos dando lugar a alrededor del 2 0 % de los eritrocitos como "reticulocitos sintéticos" con cantidades variadas de ARN encapsulado.



Método Se mezclan en un tubo de ensayo tres gotas del reactivo y de la sangre, se incuban durante 15 minutos a temperatura ambiente y se vuelven a mezclar Se hacen dos extensiones en portaobjetos de cristal y se secan al aire.



Tabla 2 4 - 2 Causas potenciales de resultados erróneos con contadores celulares automatizados Parámetros



Causas de aumento falso



C a u s a s de disminución f a l s a



Leucocitos



C r i o g i o b u l i n a . cnofibrinógeno Heparina Proteínas m o n o c l o n a l e s Eritrocitos n u c l e a d o s Agrupaciones de plaquetas Eritrocitos no Usados C r i o g i o b u l i n a . criofibrinógeno Plaquetas gigantes L e u c o c i t o s e l e v a d o s (>50.000/ul)



Coagulación Células m a n c h a d a s Uremia más inmunosupresores



Eritrocitos



Hemoglobina



Hematocrito (automatizado)



Hematocrito (microhematocrito)



Carboxihemoglobina (>10%) C r i o g i o b u l i n a . criofibrinógeno Hemolisis (in vitro) Heparina L e u c o c i t o s e l e v a d o s (>50.O00/ul) Hiperbilirrubinemia Lipemia Proteínas m o n o c l o n a l e s C r i o g i o b u l i n a , criofibrinógeno Plaquetas g i g a n t e s L e u c o c i t o s e l e v a d o s (>50.000/ul) H i p e r g l i c e m i a ( > 6 0 0 rng/dl) Hiponatremia Retención d e l p l a s m a



VCM



Autoaglutinación Leucocitos e l e v a d o s (>50.000/pl) Hiperglicemia D e f o r m a b i l i d a d entrocitana r e d u c i d a



HCM



Leucocitos e l e v a d o s (>50.000/pl) Hb falsamente alta Eritrocitos falsamente bajos Autoaglutinación



CCMH



Autoaglutinación Coagulación Hemolisis (m vilro) Eritrocitos microcíticos Coagulación Sulfohemoglobma (?)



Autoaglutinación Coagulación Hemolisis (in vitro) Eritrocitos microcíticos E x c e s o de EDTA Hemolisis (in vilro) Hipernatremia C r i o g i o b u l i n a . criofibrinógeno Plaquetas gigantes Hemolisis (in vitró) Eritrocitos microcíticos Eritrocitos hinchados Hb falsamente baja Eritrocitos falsamente altos Leucocitos elevados ( > 5 0 0OO/pl) H c t o falsamente bajo H c t o falsamente alto



Coagulación Hemolisis (in vitro) Hemolisis (in vivo) Hb falsamente alta H c t o falsamente bajo C r i o g i o b u l i n a , criofibrinógeno H e m o l i s i s (in vitro e in vivo) Eritrocitos microcíticos Inclusiones entrocitarias



Plaquetas



Coagulación Plaquetas gigantes Heparina Agrupamiento de plaquetas Satelitosis de plaquetas



Fragmentos leucocitanos De Combleet



J



Spurious results from automated hematology cell analyzers Lab Med



1983; 14:509,



con permiso
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Vistos microscópicamente con un objetivo de inmersión en aceite, los reticulocitos son de color azul pálido y contienen material reticular o granular de color azul oscuro (Fig. 24-10), y los eritrocitos se tiñen de azul pálido o verde azulado. El porcentaje de reticulocitos se determina en al menos 1.000 eritrocitos. Un disco de Miller insertado en el ocular permite una estimación rápida del gran número de eritrocitos por la imposición de dos cuadrados (uno con un área nueve veces mayor que el otro) sobre el campo de visión (Brecher. 1950). Los reticulocitos se cuentan en el cuadrado grande y los eritrocitos en el cuadrado pequeño en sucesivos campos microscópicos hasta contar por lo menos 300 eritrocitos. Esto aporta una estimación de reticulocitos entre al menos 2.700 eritrocitos, de la siguiente manera: Reticulocitos (%) = N.' de reticulocitos en cuadrados grandes



(24-15) x



100



N.° de eritrocitos en cuadrados pequeños x 9 El cómputo absoluto de reticulocitos se determina multiplicando el porcentaje de reticulocitos por el cómputo de eritrocitos.



Valores de referencia Los adultos normales tienen un cómputo reticulocitario de 0,5% a 1,5% o de 24 a 84 x 1071. En niños recién nacidos, el porcentaje es de 2,5% a 6,5%; y disminuye hasta el valor adulto hacia el linal de la segunda semana de vida.



Interpretación Como los reticulocitos son eritrocitos inmaduros que pierden su ARN aproximadamente un dia después de pasar a la sangre desde la médula, un cómputo reticulocitano sirve como cálculo de la velocidad de la producción de eritrocitos. Un cómputo reticulocitario absoluto o un Índice de producción reticulocitaria es más útil que el porcentaje (véase Cap. 25).



Causas de variación Debido al número tan pequeño de reticulocitos en realidad que se cuentan el error de la toma de muestra en el cómputo reticulocitario es relativamente grande. Los limites de confianza del 9 5 % pueden expresarse como sigue:



donde R es el cómputo reticulocitario en porcenlaje y N es el número de eritrocitos examinados. Esto significa que si sólo se evalúan 1.000 eritrocitos, los límites de confianza del 9 5 % para un cómputo del 1% son de 0,4% a 1.6%: para un cómputo del 5%, de 3,6% a 6.4%: y para un cómputo del 10%. de 8 . 1 % a 11,9%.



El cómputo de reticulocitos por cítometria de flujo es ahora un método práctico siempre que se lenga la instrumentación necesaria. Los colorantes fluorescentes tales como el naranja de acndma o tioflavina T se unen al ARN y permiten la detección de reticulocitos. El cómputo de un gran numero de células conlleva un aumento en la precisión e incrementa la exactitud en la practica habitual (Metzger. 1987). El colorante fluorescente naranja de tiazol puede utilizarse para unirse con el ARN en los reticulocitos y entre 10.000 y 50.000 células pueden ser contadas fácil y rápidamente en el Becton-Dickmson FACSscan (Pappas, 1992). Los resultados generalmente se correlacionan bien con los procedimientos manuales, con un intervalo de referencia similar pero mejor precisión. Sin embargo, con este instrumento y esta técnica, se pueden obtener resultados falsamente elevados en presencia de cuerpos de Howell-Jolly, eritrocitos nucleados, células falciformes y plaquetas gigantes (Pappas, 1992: Lofsness. 1994). TOA comercializa un analizador automático sólo para reticulocitos, el Sysmex R-1000, con una precisión mejorada entre cinco a diez veces (Tichelli. 1990: Batjer, 1994). El Sysmex R-1000 utiliza auramina-0 y aporta aspiración, dilución, incubación y mediciones automatizadas. TOA afirma que un discriminador fluorescente de alto nivel elimina la interferencia de las inclusiones arriba comentadas. Utilizando luz láser el instrumento mide y traza la intensidad fluorescente (tinción) frente a la intensidad de dispersión hacia delante (tamaño) (véase Fig. 24-11). Los reticulocitos se agrupan en relación fluorescente baja, media y alta (RFB. RFM, RFA). Las fracciones reticulocitarias basadas en citometría de flujo precisa (RFA. RFM) permiten la detección más temprana de recubrimiento o injertos después del transplante de la médula y controla la quimioterapia (Kuse. 1996: d'Onofrio. 1996). El Sysmex R-3000 proporciona una determinación reticulocitaria de salida cercana al contenedor, automatizada a 80 muestras por hora. Villamor (1997) demostró que la especificidad de las medidas reticulocitarias por el Sysmex R1000/3000 y el FACScan Retic-Count puede ser ba|a debido a los leucocitos clasificados como reticulocitos. El error en el cómputo reticulocitario y el indice de maduración se correlacionan con el cómputo de leucocitos. Se relató que el Sysmex R-3000 daba reticulocitosis extremas falsas causadas por el cómputo de eritrocitos infectados por Plasmodium lalciparum como si fuesen reticulocitos (Laurencet, 1997). El Miles (ahora Bayer y primero fue Technicon) H'3 analiza sangre teñida fuera de linea (incubación de 15 a 90 minutos) con colorante oxazine 750. Para cada eritrocito y reticulocito, la citometría determina el volumen, contenido de hemoglobina, concentración de hemoglobina y tinción fluorescente por medidas simultáneas del ángulo menor de dispersión, ángulo mayor de dispersión, y absorción (véase Fig. 24-17). Brugnara (1994a) demostró que el contenido de hemoglobina en las células reticulocitarias puede ser un indicador temprano útil de eritropoyesis deficiente en hierro y de la respuesta al tratamiento con hierro (Brugnara, 1994b). El Bayer ADVIA 120 es el instrumento más reciente, y además del CBC automatizado y diferencial puede ser ajustado para incluir un cómputo reticulocitano automatizado usando colorante Oxazine 750 (véanse Figs. 24-7B y 24-8B).



Figura 24-10. Reticulocitos; en una extensión secada al aire preparada después de la tinción vital de sangre con colorante de azul de meríleno reciente El ARN precipita con el colorante y aparece como granulos azules, que están conectados a veces en una red del retículo.



CAPÍTULO 24



•



DATE



3' 13'91



Figura 24-11. Sysmex R-1000 con Analizador Relicuiocilario automatizado. Diagrama de dispersión usando Auramina o colorante fluorescente. Volumen celular como función de la mtensidad del ángulo de luz láser hacia delante en el eje de ordenadas y fluorescencia en el eje de abscisas. Obsérvense los umbrales que separan los entradlos y las plaquetas de los reticulocitos. El pacenté es extremadamente anémico con un cómputo eritrocitano de 0,89/pl x 10 /ul, pero tiene un 7,05% de reticulocitos medidos por el analizador, que era del 7.9% si se determinaba por el método manual del disco de Miiler con azul de metileno N reciente.
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Siguiendo una incubación de 35 minutos fuera de línea en dos fases de la sangre completa con reactivos del Coulter Retic, el Coulter STKS o MAXM usa su software y mide el volumen, la conductividad y la dispersión de luz láser para determinar el cómputo reticulocitario absoluto y como porcentaje (Rudensky, 1997). La precisión del Coulter STKS mostró un CV de 12,3% con un coeficiente de correlación de 0,98 comparado con el cómputo visual (Davies, 1997). El Coulter GEN-S puede proporcionar un CBC automatizado en línea, y un cómputo reticulocitario diferencial si se programa (véanse Figs. 24-7A y 24-8A). Usa una tinción supravital de azul de metileno y la tecnología VCS para identificar reticulocitos (Yu, 1999). El Abbott Cell-Dyn 4000 fue el primer analizador hemalológico que proporcionó medidas de reticulocitos completamente automatizadas que se pueden determinar habitualmente como parte del CBC (d'Onofrio. 1996) (véanse Figs. 24-7C y 24-8C). El Cell-Dyn 4000 usa un láser de argón y aplica fluorescencia (para distinguir reticulocitos de leucocitos y eritrocitos maduros), dispersión de luz óptica (para diferenciar reticulocitos de plaquetas) y principios de impedancia (Yu, 1999). D'Onofrio (1997) evaluó el Cell-Dyn 4000 y lo comparó con un método manual, FACScan. y con el Sysmex R100O. El Cell-Dyn 4000 tenía buena concordancia con el procedimiento manual de tinción supravital sin sesgos entre métodos. El Cell-Dyn 4000 tenía una concordancia excelente con el Sysmex R1000 en el intervalo de 0% a 6%; en más del 10% el R1000 tendía a dar recuentos más bajos. El FACScan tendía a dar resultados altos para reticulocitopenias. estimando el 58% de ellas dentro del intervalo normal. La fracción inmadura del Cell-Dyn 4000 se correlaciona bien (r = 0,82) con la suma de los cocientes fluorescentes medios y altos del R1000. Yu (1999) evaluó el Abbott Cell-Dyn 3500 y 4000 y el Coulter GEN»S frente al método manual. El Cell-Dyn 4000 tenia el mejor coeficiente de correlación (r = 0.945) y el coeficiente de variación más bajo (6,2%) comparados con r = 0,787 y 7 . 1 % de CV del Cell-Dyn 3500 y r = 0,825 y 16,4% de CV del GEN^S. Todos eran mucho más precisos que el procedimiento manual con un CV de 3 7 . 1 % , principalmente porque los instrumentos automatizados examinaban 30.000 células frente a las 2.000 analizadas por el método manual. Lacombe (1999) descubrió que el ABX PENTRA 120 Retic mostraba una precisión excelente y una linearidad sin remanente. El PENTRA 120 Retic usa naranja de tiazol incubado a 35 C durante 25 segundos. Se observaron buenas correlaciones (r > 0,9) al compararlo con el equipo de cómputo reticulocitario manual Becton Dickinson, con el Sysmex R-2000. y con el Coulter XL de citomelría de flujo. Los recuentos reticulocitanos eran estables durante 72 horas a 4 C. pero sólo seis horas para la fracción de reticulocitos inmaduros. Cavill (1996) demostró alrededor de una pérdida del 6% en el cómputo reticulocitario por día de almacenaje tanto con muestras anticoaguladas con K¿EDTA como con K,-EDTA. El efecto era más pronunciado a temperatura ambiente que a una refrigeración de 4 ' C y más con recuentos reticulocitarios más altos. Se recomienda que las muestras se analicen en las 72 horas siguientes a la recogida.



EXAMEN DE LA EXTENSIÓN DE SANGRE Preparación y tinción de las extensiones de sangre El examen de la extensión de sangre es una parte importante de la evaluación hematológica La fiabilidad de la información obtenida depende en gran parte de lo bien hechas y bien teñidas que estén las extensiones que son sistemáticamente examinadas. Las extensiones de sangre deberían prepararse inmediatamente si es posible. Se describen tres métodos de preparación de las extensiones: método de doble portaobjetos o en cuña, método del cubreobjetos y el método de capas



Método en cuña Colocar una gota de sangre de 2 mm a 3 mm de diámetro aproximadamente a 1 cm del final de un portaobjetos limpio y sin polvo que se coloca sobre una superficie plana. Con el pulgar y el índice de la mano derecha, sujetar el final del segundo portaobjetos (extensor) contra la superficie del primer portaobjetos con un ángulo de 30 a 45 grados y deslizado hacia atrás para que contacte con la gota de sangre. Permitir que la gota se extienda y cubra el ángulo enlre los dos portaobjetos. Empujar el portaobjetos extensor a velocidad moderada hacia delante hasta que toda la sangre se haya extendido en una película de un espesor moderadamente lino. El portaobjetos extensor debería estar limpio, seco y ser ligeramente más estrecho que el primer portaobjetos para poder examinar fácilmente los bordes con el microscopio. Los portaobjetos deben secarse rápidamente ai aire moviéndolos (por agitación) o con un ventilador eléctrico. El espesor de la extensión se puede ajusfar cambiando el ángulo del portaobjetos exlensor o la rapidez de extensión, o usando una gota de sangre más grande o mas pequeña. A una velocidad dada, aumentando el ángulo del portaobjetos extensor se aumentará el espesor de la extensión. A un ángulo dado, aumentando la velocidad con la que el portaobjetos extensor se empuja también aumentará el espesor de la extensión. La extensión no debe cubrir la superficie entera del portaobjetos. En una buena extensión, hay una parte gruesa y una parte delgada y una transición gradual de una a otra. La extensión debería tener un aspecto liso y sin resaltes, ondulaciones, ni poros, El borde del portaobjetos extensor debe ser absolutamente liso. Si es rugoso, la extensión presentará flecos con muchos leucocitos. En las extensiones de espesor óptimo, hay algo de superposición de hematíes en gran parte de ella pero la distribución y la separación de hematíes son buenas hacia el extremo delgado. Cuanto más rápido se seca la extensión al aire, mejor se obtiene la extensión de las células individuales sobre el portaobjetos. El secado lento (p. ej., en aire húmedo) da lugar a artefactos de contracción. El portaobjetos puede etiquetarse escribiendo la identificación con un lápiz de plomo en el extremo esmerilado o directamente en el extremo más espeso de la extensión de sangre.
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HEMATOLOGÍA, COAGULACIÓN Y MEDICINA TRANSFUSIONAL



Método del cubreobjetos 1



2



2



Se recomiendan cubreobjetos del n" 1 o 1 ' de 22 m m . Poner en contacto un cubreobjetos con la parte superior de una gota pequeña de sangre sin tocar la piel y dejarlo, con la parte con sangre hacia abajo, cruzado encima de otro cubreobjetos de manera que las esquinas parezcan como una estrella de ocho puntas. Si la gota no es demasiado grande y si el cubreobjetos está perfectamente limpio, la sangre se extenderá uniforme y rápidamente en una capa fina entre las dos superficies. En el momento de parar de extenderse, tirar de los cubreobjetos rápida pero firmemente en un plano paralelo a las dos superficies. La sangre normalmente está mucho mejor extendida en uno de los cubreobjetos que en el otro. Los cubreobjetos deben ser colocados con la extensión hacia arriba sobre papel limpio y hay que dejar que se sequen al aire, o se pueden colocar unidos por su cara posterior en hendiduras hechas en una caja de cartón. Las extensiones de sangre venosa se pueden preparar de forma similar con una gola de sangre en un cubreobjetos y procediendo como se ha descrito.



Método de spinner Las extensiones sanguíneas que combinan las ventajas de una manipulación fácil del portaobjetos en cuña y la distribución uniforme de las células en la preparación del cubreobjetos pueden hacerse con tipos especiales de centrífugas conocidas como spiners (Rogers, 1973). El portaobjetos del spinner produce una extensión de sangre uniforme, en la que todas las células están separadas (monocapa) y distribuidas aleatoriamente. Los leucocitos pueden ser fácilmente identificados en cualquier punto de la extensión. En un sistema de cuña hay una desproporción de monocitos en el borde de la extensión, de neutrófilos justo enfrente de dicho borde, y de ambos en los bordes laterales de la extensión (Rogers, 1973). Esto es de poca importancia práctica, pero provoca cómputos ligeramente más bajos de monocitos en las extensiones de cuña.



Tinciones de sangre Los colorantes de anilina usados en los trabajos de la sangre son de dos clases generales: colorantes básicos, como el azul de metileno; y colorantes ácidos, como la eosina. Los núcleos y algunas otras estructuras en la sangre se tiñen con colóranles básicos y, por eso, se llaman basófilos. Las estructuras que sólo toman colorantes ácidos se llaman acidófilas, o eosinófilas. Otras estructuras que se tiñen con una combinación de los dos se llaman neutrófilas. El azul de metileno policromo y la eosina son las tinciones derivadas del método original consumidor de tiempo Romanowsky y se usan mucho. Tiñen diferencialmente la mayoría de las estructuras normales y anormales en la sangre. Los componentes básicos de la tiacina consisten en el azul de metileno (trimetíltionina) y, en proporción variable, sus análogos producidos por demetilación oxidativa: azur B (tetrametiltíonina); azur A (dimetiltionina asimétrica); dimetiltionina simétrica y azur C (monometiltionina) (Lillie, 1997). El componente acídico, eosina, se deriva de un esqueleto de xanteno. La mayoría de las tinciones de Romanowsky se disuelven en alcohol metílico y combinan la fijación con la tinción. Entre los métodos más conocidos están las tinciones de Giemsa y Wright. TINCIÓN DE WRIGHT Es una solución en alcohol metílico de eosina y una mezcla compleja de tiacinas, que incluyen azul de metileno (normalmente del 5 0 % al 75%), azur B (del 10% al 25%) y otros derivados (Lubrano, 1977). El colorante de Wright certificado por Biological Stain Commission está comercialmente disponible como una solución lista para usarse como polvo. La solución tampón (pH 6,4) contiene fosfato potásico primario (monobásico) ( K H P 0 ) , anhidro 6,63 g; fosfato sódico secundario (dibásico)(Na;HPO,), anhidro 2,56 g; y agua destilada para hacer 1 I. Una solución tampón más alcalina (pH 6,7) puede prepararse utilizando 5,13 g de sal potásica y 4,12 g de sal sódica. 2



4



Procedimiento 1. Para evitar que el plasma del fondo de la extensión se tina de azul, las extensiones sanguíneas deben teñirse en pocas horas tras la preparación o fijarse si deben mantenerse sin teñir.



2. La fijación y la tinción se pueden hacer por inmersión de las preparaciones en recipientes llenos de reactivos o cubriendo las preparaciones mantenidas o los cubreobjetos en posición horizontal con los reactivos. En el último método, cubriendo la extensión con abundante colorante se evita la evaporación, lo que da lugar a la precipitación. 3. La fijación se hace durante uno o dos minutos con metanol absoluto. 4. La preparación se expone a continuación a una solución no diluida durante dos minutos. Luego, sin remover la tinción de la preparación horizontal, se añade cuidadosamente una cantidad igual de tampón, y se mezcla soplando suavemente. 5. Se limpia la tinción de la preparación horizontal con agua. El lavado durante más de 30 segundos reduce la coloración azul. La parte posterior de la preparación se limpia con una gasa. 6. Se deja secar la preparación en posición inclinada. 7. Se montan los cubreobjetos sobre la extensión de la preparación con bálsamo de Canadá o cualquier otro medio de montaje. Las extensiones bien teñidas con la tinción de Wright tienen un color rosa cuando se miran a simple vista. Con bajo aumento, las células deben estar regularmente distribuidas. Los hematíes son de color rosa, no de color amarillo limón o rojo. Debe haber un mínimo de precipitado. El color de la extensión debe ser uniforme. Las células de la sangre deben estar libres de artefactos, tales como vacuolas. Los núcleos de los leucocitos son de color púrpura, la cromatina y la paracromatina se diferencian claramente, y los granulos citoplasmáticos neutrofílicos son de color tostado. Los granulos eosinofílicos son de color rojo naranja y cada uno discierne de forma distinguible. Los basófilos tienen granulos de color púrpura oscuro. Las plaquetas tienen granulos de color lila oscuro. Las bacterias (si están presentes) son azules. El citoplasma de los linfocitos es generalmente azul claro: el de los monocitos tiene un matiz ligeramente azul-grisáceo. Los parásitos de la malaria tienen el citoplasma azul celeste y la cromatina rojo púrpura. Los colores son propensos a desaparecer si la preparación se monta con un bálsamo de poca calidad o se expone a la luz. P r o b l e m a s de tinción Tinción excesivamente azulada. Las extensiones gruesas, el tiempo prolongado de tinción, el lavado inadecuado o la alcalinidad demasiado alta del colorante o del diluyente tienden a provocar una basofilia excesiva. En tales extensiones, los eritrocitos aparecen de color azul o verde, la cromatina nuclear tiene un color de azul oscuro a negro, y los granulos de los neutrófilos están fuertemente teñidos y aparecen grandes y prominentes. Los granulos de los eosinófilos son de color azul o gris. Tiñendo duranle un período más corto de tiempo o usando menos colorante y más diluyente se puede corregir el problema. Si estos pasos no son electivos, el tampón puede ser demasiado alcalino y uno nuevo con un pH más bajo debe ser preparado. Tinción excesivamente rosada. La tinción insuficiente, el tiempo de lavado prolongado, el montaje de los cubreobjetos antes de que estén secos, o la acidez demasiado alta del colorante o del tampón pueden producir acidofilia excesiva. En tales extensiones, los eritrocitos son de color rojo brillante o naranja, la cromatina nuclear es de color azul pálido, y los granulos de los eosinófilos muestran un color rojo brillante. Una de las causas de la mayor acidez es la exposición del colorante o del tampón a vapores ácidos. El problema puede ser un pH del tampón más bajo o el alcohol de metilo, que es propenso a producir ácido fórmico resultado de la oxidación con el tiempo. Otros problemas de tinciones. La tinción inadecuada de los hematíes, núcleos o granulos eosinofílicos puede deberse a una subtinción o a un lavado excesivo. Prolongando el tiempo de tinción o reduciendo el del lavado se puede solucionar el problema. Un precipitado en la extensión puede ser debido al uso de portaobjetos sucios; a un secado durante el período de tinción; a un lavado inadecuado del portaobjetos al final de dicho período, especialmente al fallo en mantenerse horizontal durante el lavado inicial; la filtración inadecuada del colorante; o a permitir la deposición de polvo en el portaobjetos o en la extensión.
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OTRAS TINCIONES Además de la tinción de Wright las tinciones de tipo Romanowsky incluyen varias otras: Giemsa, Leishman, Jenner, May-Grünwald, MacNeal y diversas combinaciones. Algunas se han recomendado en particular para ciertos propósitos, tales como la tinción de Geimsa que es la tinción por excelencia de parásitos de la malaria y protozoos. MÉTODOS DE REFERENCIA Los estudios han demostrado la capacidad de combinación de sólo dos colorantes (azur B y eosina Y) para dar la variación completa de colores previstos que se dan en las tinciones de Romanowsky de la sangre y de las células medulares. Este es el método de referencia para las tinciones de Romanowsky (ICSH. 1984.)



Eritrocitos En la sangre de una persona sana, los eritrocitos, cuando no están aglomerados, se presentan como discos circulares homogéneos de tamaño casi uniforme, variando entre 6 pm a 8 pm de diámetro (Fig.,24-12.) Sin embargo, incluso en la sangre normal, las células individuales pueden ser tan pequeñas como de 5,5 pm y tan grandes como de 9.5 pm. El centro de cada una es algo más pálido que la periferia. En enfermedad, los eritrocitos varían en su contenido de hemoglobina, tamaño, forma, propiedades de tinción y estructura.



Color CONTENIDO EN HEMOGLOBINA La intensidad de la tinción proporciona una guía aproximada a la cantidad de hemoglobina en los eritrocitos, y los términos normocromo, hipocromo e hipercromo se usan para describir esta característica de los hematíes. Normocromo se refiere a una intensidad de tinción normal (Figs. 24-12 y 2413). Cuando la cantidad de hemoglobina está disminuida, la parte pálida central se hace mayor y más pálida. Esto se conoce como hipocromia. La HCM y CCHM están generalmente reducidas (Fig. 24-14). En la anemia megaloblástica, debido a que los eritrocitos son mayores y más espesos, muchos se tiñen más profundamente y tienen menor palidez central (Figs. 24-15 y 2416). Estas células son hipercromas porque tienen un HCM elevado, pero el CCHM es normal. En la esferocitosis hereditaria, las células también son hipercromas (Fig. 24-17); aunque el HCM es normal, el CCHM está normalmente aumentado a causa de la reducción del cociente superficie/volumen. La presencia de células hipo y normocromas en la misma extensión se llama anisocromía o, a veces, anemia dimórfica (Fig. 24-18). Esto es característico de las anemias sideroblásticas, pero también se encuentra algunas semanas después del tratamiento con hierro de las anemias ferropénicas o en las anemias hipocromas después de una transfusión con células normales. POUCROMATOFIUA Un tinte gris azulado de los eritrocitos (policromatofilia o policromasia) es una combinación entre la afinidad de la hemoglobina hacia los colorantes áci-



Figura 24-13. Esta extensión muestra un pequeño número de eritrocitos ligeramente hipocrómicos: la mayoria son normocrómicos. Los diámetros celulares son normales. El VCM y el CCMH son normales. Los cuerpos irregulares de 2 pm a 3 pm de diámetro son plaquetas sanguíneas normales (x 875).



dos y la afinidad del ARN hacia los colorantes básicos. La presencia de ARN residual en el eritrocito indica que se trata de una célula |Oven que ha estado en la sangre uno o dos días. Estas células son mayores que los eritrocitos maduros y puede faltar la palidez central (Figs. 24-18 y 24-19). Las células jóvenes con ARN residual son eritrocitos policromatófilos en extensiones de sangre secadas al aire y teñidas con el colorante de Wright pero son leucocitos cuando se usa tinción supravital con azul de cresil brillante. Por tanto, el aumento de la policromasia implica reticulocitosis; lo que es más intenso en hemolisis y pérdida de sangre agudas.



Tamaño Los glóbulos rojos pueden ser anormalmente pequeños o microcíticos (Figs. 24-14, 24-16 y 24-20); anormalmente grandes, o macrocíticos (Figs. 24-15, 24-16 y 24-18) o mostrar una anormal variación en el tamaño (anisocitosis) (Figs. 24-14 hasta 24-20). La anisocitosis es una característica de la mayoria de las anemias; cuando es de grado muy marcado, generalmente están presentes tanto macrocitos como microcitos (Figs. 24-15 y 24-16). Al analizar las causas de anemia, los términos microcíticos y macrocíticos tienen un mayor significado cuando se consideran volumen celular en vez de como diámetro celular. El volumen celular medio se mide directamente en un analizador multicanal. El diámetro se percibe directamente de la extensión sanguínea y a partir de él se deduce el volumen (y el contenido de hemoglobina). Asi pues, los eritrocitos en la Figura 24-14 son microcíticos; como son hipocrómicos, son más delgados que los normales y el diámetro no está dismi-
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Figura 24-15. Anemia megalobláslica. Macrocitosis. Anisocitosis acentuada. Obsérvense células elípticas y en forma de lágrima (x 875).



Figura 24-18. Anemia sideroblástica. Poblaciones dimórficas de células hipocrómicas y normocromicas, algunas de las cuales son macrociticas Anisocitosis moderada (x 875).



nuido proporcionalmente al volumen. También, el volumen celular medio en la sangre de pacientes con esferocitosis (Fig. 24-19) está en el intervalo normal; aunque muchas células tienen un diámetro pequeño, su volumen no está disminuido ya que son más gruesas de lo habitual.



Forma



Figura 24-16. Anemia megalobláslica, macrocitosis. anisocitosis acentuada (X 875).



Figura 24-17. Esferocilosis hereditaria. Las células más densas son más esterocíticas Obsérvese su palidez mínima y excéntrica, anisocitosis moderada. Aunque el diámetro celular está reducido, el VCM está dentro de los Imites normales (x 875).



La variación en la forma se denomina poiquilocitosis, Cualquier célula de forma anormal es un poiquilocito. Se pueden ver células ovales, en forma de pera, lágrima silla de montar, casco o en formas totalmente irregulares en un único casco de anemia, como la anemia megaloblástica (Figs 24-15 y 24-16). Los eliplocitos son más abundantes en eliptocitosis hereditaria (Fig. 24-21) en la que la mayoría de las células son elípticas: esta es una condición dominante que está sólo ocasionalmente asociada con anemia hemolítica. Los eliptocitos se ven en sangre de personas sanas, pero en un número menor del 10% de las células. Son más comunes, sin embargo, en anemia ferropénica. mielofibrosis con metaplasia mieloide (Figs. 24-22 y 24-23), anemias megaloblásticas (Figs. 24-15 y 24-16) y anemia de células falciformes. Los esferocitos son eritrocitos casi esféricos en contraposición a los discos bicóncavos normales. Su diámetro es más pequeño que el normal. Carecen de zona pálida central o la tienen más pequeña, con frecuencia excéntrica (ya que la célula es más gruesa y puede situarse algo inclinada en vez de perfectamente plana sobre el portaobjetos). Se encuentran en esferocitosis hereditaria (EH) (Fig. 24-17); en algunos casos de anemia hemolítica autommune (AHA) (Fig. 24-19); y en algunas condiciones en las que se ha producido un daño directo físico o químico a las células, como calentamiento (Fig. 24-20). En cada



Figura 24-19. Anemia hemolítica autoinmune. Las células grandes más pálidas son macrocitos policromáticos (es decir, reticulocitos jóvenes). Las células pequeñas y densas son esferocitos Anosicitosis moderada (x 875).
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Figura 24-20. Extensión sanguínea de un paciente que acaba de sufnr quemaduras extensivas en el cuerpo. Obsérvense los numerosos fragmentos entredíanos que se han separado de los eritrocitos como consecuencia del calor, dejando los esferocitos. Anisocitosis notable (x 875).



uno de estos ejemplos, minúsculos trozos de membrana (en exceso de hemoglobina) se eliminan de los glóbulos rojos adultos, dejando a la célula con una relación superficie/volumen disminuida. En la EH y la AHA. esto se produce en el sistema retículo-endotelial; en otros casos (p. ej., en pacientes con quemaduras) esto se produce intravascularmente. Las células diana son eritrocitos que son más delgados de lo normal (leptocitos) y cuando se tiñen muestran un reborde periférico de hemoglobina con un área central oscura que contiene hemoglobina. Aparecen en la ictericia obstructiva (Fig. 24-24), en la que parece producirse un aumento en la superficie de la membrana celular; en la postesplenoctomia, en la que hay una falta de reducción de la superficie de la membrana que se produce cuando las células envejecen; en cualquier anemia hipocrómica. especialmente talasemia, y en la enfermedad de la hemoglobina O Los esquislocilos (fragmentos de células) indican la presencia de hemolisis, como en la anemia megaloblástica (Fig. 24-16), quemaduras severas (Fig. 24-20) o anemia hemolitica microangiopálica (Fig. 24-25). El último proceso se asocia bien con alteraciones en los pequeños vasos sanguíneos o con fibrina en pequeños vasos sanguíneos y provoca una fragmentación intravascular: particularmente características son las células en forma de casco y células en forma triangular. Las células espinosas son glóbulos ro|OS irregularmente contraidos con espiculas prominentes y se ven en el mismo proceso; sin embargo, este término se utiliza de forma diferente según los diferentes hematólogos y ocasiona, por lo tanto, confusión.
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Figura 24-22. Extensión sanguínea de un paciente con mielolibrosis con metaplasia mieloide Eliptocitos numerosos. Células en lorma de lágrima (x 875)



Se observan en la abetalipoproteinemia, hereditaria o adquirida, y en ciertas alteraciones hepáticas. Las células dentadas con muescas o equinocitos (Fig. 24-27) son células regularmente retraídas que pueden comúnmente aparecer como un artefacto durante la preparación de la extensión, o pueden deberse a la hiperosmolandad, o a la transformación de discocito-equmocito. In vivo. lo último puede asociarse con una disminución del adenosin trifosfato (ATP) eritrocitario como resultado de varias causas. Los artefactos que se asemejan a las células dentadas que consisten en pequeñas depresiones o vesículas que se encuentran en los glóbulos rojos (Fig. 24-28) pueden estar causados por una pequeña cantidad de agua que contamine la tinción de Wright (o metanol absoluto, si éste se utiliza primero como fijador).



Estructura PUNTEADO BASOFILO



Los acantocitos son glóbulos rojos espiculados de forma irregular en los que los extremos de las espiculas son bulbosos y redondeados (Fig. 24-26);



Este se caracteriza por la presencia, dentro del eritrocito, de granulos basófilos irregulares, que pueden variar de finos a gruesos (Fig. 24-29). Se tiñen de azul oscuro con el colorante de Wright. El eritrocito que los contiene puede teñirse normalmente o presentar polícromatolilia. El punteado basófilo fino se ve comúnmente cuando la policromatofilia está aumentada y. por tanto, con una producción aumentada de glóbulos rojos. El punteado grueso puede aparecer en la intoxicación por plomo u otras enfermedades con síntesis defectuosa de hemoglobina, en la anemia megaloblástica y otras formas de anemia grave; se atribuye a una inestabilidad anormal del ARN en las células jóvenes.



Figura 24-21. Eliptocitosis hereditaria Hallazgo incidental, sin anemia (x 875).



Figura 24-23. El mismo espécimen que el mostrado en la Figura 24-22. Algunas células hipocrómicas microciticas también están presentes (x 875).
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Figura 24-24. Células diana que tienen un diámetro celular elevado. Extensión sanguínea de un paciente con ictericia obstructiva (x 875).



Figura 24-27. Anemia megaloblástica. Algunas células dentadas están presentes (x 875).



CUERPOS DE HOWELL- JOLLY Estas partículas lisas y redondeadas son restos de la cromatina nuclear. Los cuerpos de Howell-Jolly sencillos se ven en la anemia megaloblástica, anemia hemolítica y después de la esplenectomia. Los cuerpos de HowellJolly múltiples en una sola célula (Fig. 24-30) generalmente indican anemia megaloblástica u otras formas de eritropoyesis alterada. ANILLOS DE CABOT Son estructuras en formas de anillo, ocho, o asa. Ocasionalmente se forman por dos o varias lineas concéntricas. Se observan raramente en eritrocitos con anemia perniciosa, intoxicación por plomo y otros trastornos de la eritropoyesis. Se tiñen de rojo o rojizo púrpura con el colóranle de Wright y no tienen estructura interna. Los anillos son probablemente microtúbulos que persisten en un tallo mitótico (Bessis, 1977). Se interpretan como prueba de una eritropoyesis anormal. Figura 24-25. Anemia hemolílica microangiopática; síndrome hemoliticourémico. Obsérvense las células contraidas irregularmente, los esquistocitos y algunas células dentadas. Una célula nucleada está présenle (x 8 7 5 ) . Los glóbulos rojos con granulos inorgánicos que contienen hierro (como se demuestra con tinciones para el hierro) se denominan sideroátos. Algunas veces estos granulos se tiñen con el colorante de Wright; si esto ocurre, se denominan cuerpos de Pappenheimer. En contraste con el punteado basófilo, los cuerpos de Pappenheimer son escasos en número en determinados glóbulos rojos y raramente se observan en sangre periférica excepto después de una esplenectomia.



PUNTEADO DE LA MALARIA Pueden aparecer granulos finos en los eritrocitos que albergan Plasmodium vivax. Con la tinción de Wright, los diminutos granulos, "granulos de Schüffner", se tiñen de rojo púrpura. A veces son tan numerosos que casi ocultan los parásitos. Estos hematíes son, por lo regular, mayores que lo normal. FORMACIÓN DE PILAS CELULARES Esto es una alineación de eritrocitos unos sobre otros por lo que parecen pilas de monedas. En las extensiones secadas al aire, las pilas celulares
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Figura 24-29. Punteado basótilo. Una célula punteada en el centro de cada campo. A. talasemia menor; 6, intoxicación por plomo (x 875).



aparecen como en la Figura 2 4 - 3 1 . La fibrinogenia o las globulinas plasmáticas elevadas causan pilas celulares para tormar y también promover un aumento en la velocidad de sedimentación de los eritrocitos. La formación de pilas celulares está especialmente marcada en la paraproteinemia (gamopatía monoclonal). La aglutinación, o aglomeración, de eritrocitos se separa más fielmente del apilamiento en preparaciones húmedas, y en extensiones secadas al aire (Fig. 24-32) tienden a mostrar grumos más irregulares y redondos que en las pilas lineales. Las aglutininas frías son las responsables de este aspecto.



Eritrocitos



nucleados



En contraste con los eritrocitos de los vertebrados inferiores y de la mayoría de las células mamíferas, los eritrocitos de los mamíferos carecen de núcleo. Los eritrocitos nucleados (normoblastos) son los precursores de los eritrocitos maduros no nucleados en la sangre. En el ser humano, los normoblastos normalmente sólo están presentes en la médula ósea (Fig, 24-33). Las fases de esta producción (véase Lámina 25-1) desde la primera a la última son la del pronormoblasto, normoblasto basófilo, normoblasto policromatófilo y normoblasto ortocromo.



Figura 24-31. Apilamientos e n una extensión sanguínea de un paciente con mieloma múltiple (x 875).



34) es una célula eritroide nucleada clara, no simplemente un normoblasto mayor. Se caracteriza por el gran tamaño y el perfil anormal de la cromatina nuclear "abierta". Las células en estas series no se encuentran en la médula normal pero están presentes característicamente en la médula y a veces en la sangre de pacientes con anemia perniciosa u otras anemias megaloblásticas (véase Cap. 26). SIGNIFICACIÓN DE LOS ERITROCITOS NUCLEADOS Los normoblastos normalmente sólo están presentes en la sangre del feto y de niños muy pequeños. En el adulto sano, están confinados en la médula ósea y aparecen en la circulación sanguínea sólo en caso de enfermedad, en la cual su presencia normalmente denota una extrema demanda realizada en la médula, hematopoyesis extramedular o reposición de médula. En la enfermedad hemolítica del recién nacido (eritroblastosis fetal: véase Cap. 26) y en la talasemia mayor (véase Cap. 26) se encuentran particularmente cifras elevadas de eritrocitos nucleados en la circulación. REACCIÓN LEUCOERITROBLASTICA



En general, los eritrocitos nucleados que pueden aparecer en la sangre en casos de enfermedad son normoblastos policromos. En algunos, sin embargo, el citoplasma es tan basófilo que es difícil reconocer la célula como eritroide excepto por el carácter del núcleo; cromatina intensamente coloreada, y clara separación entre la cromatina y la paracromatina. Tales células eritroides son a menudo confundidas con linfocitos, un error que normalmente se puede evitar por la observación detallada del núcleo. El megatoblasto (Fig. 24-



La presencia de normoblastos y de células inmaduras de la serie neutrófila en la sangre se conoce como la reacción leucoeritroblastica. Esto a menudo indica trastornos invasores de la médula, tales como mielofibrosis con metaplasia mieloide, carcinoma metastásico, leucemias, mieloma múltiple, enfermedad de Gaucher, y otras. No obstante, en el estudio de Weick (1974), más de una tercera parte de los pacientes con reacción leucoeritroblastica no



Figura 24-30. Anemia megaloblástica. El macrocito ovalado central tiene corpúsculos de Howell-Jolly pequeños: los tres más bajos se tocan entre si (x 875).



Figura 24-32. Extensión sanguínea de un paciente con una alta dosilicación de aglutininas frías. Los eritrocitos se agregan en grupos. La separación de células duranle la preparación de la extensión puede deformar las células (abajo a la derecha) (x 875).
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Tabla 2 4 - 3



Alteraciones asociadas con la leucoeritroblastosis 0,26 T u m o r e s sólidos y h n f o m a s



0.63



0,24 T r a s t o r n o s m i e l o p r o l i f e r a l i v o s . i n c l u y e n d o l a l e u c e m i a m i e l o i d e crónica ( L M C ) 0,13 L e u c e m i a s a g u d a s



0.37



i



0,03 A l t e r a c i o n e s hematológicas b e n i g n a s 0,08 H e m o l i s i s 0,26 Miscelánea, i n c l u y e n d o pérdida d e s a n g r e



Las p r o p o r c i o n e s se b a s a n en u n a s series de 2 1 5 c a s o s descubiertos en un e s t u d i o d e 5 0 2 7 7 e x a m e n e s d e e x t e n s i o n e s sanguíneas e n u n periodo d e seis m e s e s una proporción d e l 0.004 L o s d a t o s s o n d e Weick JK. H a g e d o r n A B . Linman J W Leukoerythrootastosis: Diagnostic and prognostic significance M a y o C l i n Proc 1974. 49 110



Figura 24-33. Normoblastos en la médula de un paciente con anemia hemolitica. La célula mayor es un normoblasto basólilo (x 875).



presentaban enfermedad maligna ni potencialmente maligna (Tabla 24-3). En pacientes con cáncer metastásico, una reacción leucoeritroblástica es una buena evidencia de invasión tumoral de la médula.



Leucocitos Cómputo diferencial de leucocitos Antes de una evaluación de los leucocitos en una extensión sanguínea teñida por el mélodo de Romanowsky. se debería determinar primero que la extensión está bien hecha, la distribución de las células es uniforme y la tinción de las células, satisfactoria. Aprender a identificar las células normales con un microscopio de bajo aumento (x 100). así como con la inmersión en aceite (x 1.000). facilitará la detección de células anormales cuando están presentes, fácilmente. Primero se explora el área de cómputo sobre el portaobjetos y. en los casos de extensiones de cuña, los bordes laterales y extremos, donde los monocitos, neutrófílos y grandes células anormales (si existen) tienden a estar representados desproporcionadamente. Las células sospechosas se detectan a 100 aumentos, y se confirman a un aumento mayor. Como los eritrocitos nucleados, los macrófagos, los granulocilos inmaduros, las células linfoides inmaduras, los megacariocitos y las células anormales no se encuentran normalmente en la sangre, deben registrarse si existen. Mientras se observa a bajo aumento, es aconsejable calcular el cómputo leucocitario de la extensión. Aunque es una cifra aproximada, a veces permite detectar errores en el cómputo total. Entonces se procede a determinar el porcentaje de distribución de los diferentes tipos de leucocitos, lo que se conoce como cómputo leucocitario diferencial. En la técnica de cómputo por



festoneado, el campo de visión se desplaza de lado a lado a través de la anchura del portaobjetos en la "zona de computo", justo por detrás del borde del extremo, donde los eritrocitos se separan unos de otros y quedan libres de artefactos. A medida que se cuenta cada leucocito, se clasifica, hasta que se cuentan 100,200, 500 o 1.000 leucocitos. Cuanto mayor sea el número de células contadas, mayor es la precisión (Tabla 24-4). pero por razones prácticas normalmente se hacen recuentos de 100 células. Se puede hacer un registro usando un tabulador electrónico o mecánico. Los leucocitos que no pueden ser clasificados deben ser colocados juntos en un grupo de no identificados. En algunas alteraciones, especialmente leucemia, puede haber muchos de estos leucocitos no identificados. Durante el procedimiento de cómputo diferencial de leucocitos, la morfología de los eritrocitos y de las plaquetas se examina y se estima el número de plaquetas. La concentración absoluta de cada variedad de leucocito es su porcentaje en el cómputo total de leucocitos. Un aumento en la concentración absoluta es un aumento absoluto; un aumento sólo en el porcentaje es un aumento relativo. Con un cómputo leucocitario bajo, por ejemplo, el cómputo de neutrófílos puede ser relativamente normal (porcentaje normal) pero reducido en valores absolutos. Los intervalos de referencia resultan más útiles si se dan como concentraciones absolutas en vez de porcentajes (Tabla 24-5).



Leucocitos normalmente presentes en la sangre NEUTRÓFÍLOS (LEUCOCITOS NEUTRÓFÍLOS POLIMORFONUCLEADOS; GRANULOCITOS NEUTRÓFÍLOS SEGMENTADOS) Los neutrófílos tienen un diámetro medio de 12 pm: son más pequeños que los monocitos y eosínófilos y ligeramente más grandes que los basófilos. El núcleo se tiñe profundamente; es irregular y con frecuencia adquiere formas comparables a letras como E, Z y S. Lo que parecen ser núcleos separados son generalmente segmentos de material nuclear conectado por delicados filamentos. Un filamento tiene longitud, pero no tiene anchura cuando se enfoca. Un neutrófilo segmentado tiene al menos dos de sus lóbulos separados por un filamento. Un neutrófilo en banda tiene o bien una banda de material nuclear más ancha que un filamento conectando los lóbulos o un núcleo en lorma de U de anchura uniforme. El núcleo en ambos tipos de neutrófilos tiene bloques anchos de cromatina y espacios de paracromatma bastante bien definidos. Si. como consecuencia de la superposición de material nuclear, no es posible asegurar si un filamento está presente o no. la célula debería clasificarse dentro de la categoría de segmentada (Mathy, 1974). El número de lóbulos en neutrófilos normales oscila entre dos a cinco, con una media de tres.



Figura 24-34. Megaloblasto policromático Amba. "célula mancha" (núcleo dañado; sin citoplasma) (x 875).



El citoplasma, en si mismo incoloro, está relleno de diminutos granulos (0,2 pm a 0,3 pm) que se tiñen de tostado a rosa con la tinción de Wright ( Fig. 24-35A y Lámina 24-1). Aproximadamente dos tercios de éstos son granulos específicos y un tercio son azurófilos. En los neutrófilos más inmaduros, la intensidad de la tinción rojo-azulada o púrpura de los granulos azurófilos ha disminuido (véase Cap. 25); en las células maduras, los dos tipos de granulos con frecuencia no pueden distinguirse por microscopio óptico.
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Tabla 24-4 Límites de confianza del 9 5 % para varios porcentajes de células sanguíneas de un tipo determinado como se determina en los recuentos diferenciales' a



n = 100



n= 2 0 0



n= 500



n = 1.000



n=10 000



0



0.0-3.6



0.0-1.80



0.0-0.7



0,0-0,4



0.0-0.1



1



0.0-5.4



0.1-3.6



0.3-2,3



0,5-1.8



0.8-1.3



2



0.0-7.0



0,6-5,0



1.0-3,6



1,2-3.1



1.7-2,3



3



0.6-8.5



1,1-6.4



1.7-4,9



2.0-4.3



2.6-3,4



4



1.1-9.9



1,7-7,7



2.5-6,1



2,9-5,4



3.6-4,5



5



1,6-11.3



2.4-9.0



3.3-7,3



3,7-6,5



4,5-5,5



6



2,2-12,6



3.1-10.2



4.1-8,5



4.6-7.7



5.5-6,5



7



2.9-13,9



3.9-11.5



4 9-9.6



5.5-8.8



6.5-7.6



8



3.5-15.2



4.6-12.7



5.8-10.7



64-9.9



7.4-8,6



9



4.2-16.4



5.4-13.9



6,6-11.9



7.3-10.9



84-9.6



10



4.9-17.6



6.2-15.0



75-13.0



8.2-12.0



9.4-10.7 14.3-15.8



15



8.6-23.5



10.4-20,7



120-18,4



12.8-17.4



20



12.7-29.2



14.7-26,2



16,6-23.8



176-22.6



19.2-20.8



25



16.9-34.7



19.2-31.6



21.3-29.0



22,3-27.8



24,1-25.9



30



21,2-40,0



23.7-36,9



26.0-34,2



27.2-32.9



29.1-31.0



35



25,7-45,2



28.4-42,0



30.8-39.4



32.0-38.0



34.0-36.0



40



30,3-50.3



33.2-47,1



35.7-44.4



36.9-43,1



39.0-41,0



45



35.0-55.3



38 0-52.2



40.6-49.5



41.9-48.1



44.0-46.0



50



39,8-60 2



42.9-57.1



45.5-54.5



46.9-53.1



49,0-51.0



55



44,7-65.0



47 8-62.0



50.5-59.4



51.9-58,1



54.9-56.0



60



49.7-69.7



52.9-66.8



55.6-64 3



56.9-63.1



59.0-61,0



65



54,8-74.3



58.0-71.6



60,6-692



62.0-68.0



64,0-66,0



70



60,0-78.8



63.1-76.3



65,8-74.0



67,1-72,8



69,0-70,9



75



65,3-83.1



68.4-80.8



71,0-78.7



72,2-77,7



74,1-75,9



80



70,8-873



73.8-85.3



76.2-834



77,4-82.4



79,2-80,8



85



76,5-91.4



79,3-89.6



81,6-88,0



82,6-87,2



84,2-85.7



90



82,4-95,1



85.0-93.8



89,3-90,6



83,6-95.8



86.1-94.6



87,0-92.5 88.1-93 4



88,0-91,8



91



89,1-92,7



90,4-91,6



92



84,8-96.5



87.3-95.4



89,3-942



90,1-93.6



91.4-92.6



93



86,1-97.1



88.5-96 1



90.4-95.1



92,4-93.5



94



87,4-97.8



89.8-96 9



91.5-95.9



91.2-945 92.3-95 4



95



88,7-98.4



91.0-97 6



92.7-96 7



94.5-95.5



96



90,1-98.9



92.3-98.3



93,9-97 5



93.5-96,3 94.6-97.1



97



91,5-99.4



93,6-98 9



95.1-98.3



95.7-98.0



96.6-97,4



98



93,0-99.9



95.0-994



96,4-99,0



96,9-98,8



97,7-98,3



99



94,6-99,9



96,4-99.9



97,7-99.7



98,2-99,5



98,7-99.2



90,4-100,0



98,2-100,0



99,3-100,0



99 6-100,0



99.9-100,0



100



93.5-945 95,5-96,4



* n es el número de células c o n t a d a s , a. e l p o r c e n l a j e o b s e r v a d o d e células d e u n d e l e r m i n a d o t i p o L o s lim t e s p a r a n= 100. 2 0 0 5 0 0 . y 1 0 0 0 s o n exactos: para n = 10.000. h a n s i d o d e t e r m i n a d o s c o n l a aproximación d e F r e e m a n y Tukey c o m o s e d e s c r i b e e n l a s l a b i a s G e i g y J



Tabla 2 4 - 5



Cómputo leucocitario normal, cómputo diferencial y concentración de hemoglobina a varias edades Leucocitos



Edad



Leucocitos totales



12 m e s e s 1 1 . 4 ( 6 . 0 - 1 7 . 5 ) 4 años 6 años 10 años 21 años



9.1 ( 5 5-15.5) 8,5(5.0-14,5) 8,1(4,5-13,5) 7.4(4,5-11,0)



Neutrófilos totales



Neutrófilos en banda



Neutrófilos segmentados



Eosinofilos



Basófilos



Linfoc tos



Monocilos



HEMOGLOBINA (g/dl de SANGRE!



3.5(1.5-8,5)



0,35



3,2(1.0 6,5)



0.30 ( 0 . 0 5 - 0 . 7 0 )



0.05 (0-0,20)



7 0 ( 4 , 0 - 1 0 5)



0 . 5 5 ( 0 , 0 5 - 1 1) 1 2 6 ( 1 1 . 1 - 1 4 . 1 )



3.1



31



28



2.6



0.4



61



4.8



3,8(1.5-8.5)



0 . 2 7 (0-1.0)



3,5(1,5-7.5)



0.25 ( 0 . 0 2 - 0 . 6 5 )



0.05 (0-0.2)



4 5 (2.0-8.0)



0,45 (0-0 8)



42



3.0



39



2.8



0.6



50



5.0



4,3(1,5-8,0)



0,25(0-1.0)



4,0(1,5-7,0)



0,23 ( 0 - 0 , 6 5 )



0,05 (0-0,2)



3,5(1,50-7 0)



0,40(0-0 8)



51



3.0



48



2.7



0.6



4?



4.7



12.7(11.2-14.3) 13.0(11,4-14,5)



4,4(1,8-8,0)



0,24 (0-1,0)



4 , 2 ( 1 , 8 7,0)



0.20 (0-0.60)



0.04 (0-0,2)



3,1(1,5-6,5)



0,35(0-0.8)



54



3.0



51



2.4



0.5



38



4.3



13,4(11,8-15,0)



4,4(1,8-7,7)



0 , 2 2 (0-0,7)



4 , 2 ( 1 . 8 7,0)



0.20 ( 0 - 0 , 4 5 )



0.04 (0-0.2)



2,5(1,0-4,8)



0.30(0-0,8)



15,5 (13.5-17,5)



59



3.0



56



2.7



0.5



34



•1.0



13.8(12,0-15,6)



" Los valores están e x p r e s a d o s c o m o valores m e d i o s (referencia d e l 9 5 % ) Para los l e u c o c i l o s y l o s recuentos dilerenciales de tipos celulares las unidades son células x l 0 ' / | i l . los números en c u r s i v a son p o r c e n t a t e s m e d i o s Fuonle: P a r a l e u c o c i t o s y r e c u e n t o s d i f e r e n c i a l e s A l l m a n PL. Ditlmer DS ( o d s ) Blood and other body fluids Washington, D C . Federation ol A m e r i c a n Societies lor E x p e r i m e n t a l Biology, 1 9 6 1 ; p a r a las c o n c e n t r a c i o n e s de h e m o g l o b i n a D a l m a n PR Developmental changes in red blood cell production and lunction En Rudollh A M . H o l f m a n JIE ( e d s ) : Pediatrics, 18" e d . Norwalk. CT A p p l e t o n & L a n g e 1987. p a g s 1.011 y 1.012
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SECCIÓN I V



•



HEMATOLOGÍA, C O A G U L A C I Ó N Y M E D I C I N A T R A N S F U S I O N A L



Los neulrófilos segmentados suponen el 5 6 % de los leucocitos; los intervalos de referencia son de 1.8 a 7.0 x 10 /l en adultos blancos pero tienen un límite inferior de 1,1 x 10'/l en negros. Los neutrófilos en banda suponen un promedio del 3% de los leucocitos; el límite de referencia superior es de 0,7 x 10 /l en blancos y ligeramente más bajo en negros (utilizando la definición anterior y contando 100 células en el diferencial, Tabla 24-5). Normalmente entre un 1 0 % y un 3 0 % de los neutrófilos segmentados tienen dos lóbulos. 4 0 % a 5 0 % tienen tres lóbulos. 10% a 2 0 % tienen cuatro, y no más de un 5% tienen cinco lóbulos. Se produce una "desviación a la izquierda" cuando hay un aumento de bandas y menos neutrófilos maduros en sangre, así como un promedio inferior de lóbulos en las células segmentadas. La producción de neulrófilos y su fisiología se comentan en el Capítulo 25. La neutrofilia o leucocitosis neutrofilica es un aumento en el cómputo absoluto, y la neutropenia es una disminución; ambas se analizan en el Capítulo 27. 9



9



EOSINÓFILOS (GRANULOCITOS EOSINOFÍLICOS) Los eosinófilos tienen un diámetro medio de 13 um. La estructura de estas células es similar a la de los neutrófilos polimorfonucleares, con la marcada diferencia de que, en vez de granulos neutrofílicos, su citoplasma contiene granulos mayores redondos u ovales con una fuerte afinidad por la tinción acida (Fig. 24-35B y Lámina 24-1F y G). Se reconocen fácilmente por el tamaño y el color de los granulos, que se tiñen con rojo brillante y eosina. El citoplasma es incoloro. El núcleo se tiñe menos intensamente que el de los neutrófilos y generalmente tiene dos segmentos (lóbulos) conectados, raramente más de tres. Los eosinófilos suponen un promedio de 3% de los leucocitos en adultos, y el valor de referencia superior es de 0,6 x 10 /l cuando se calculan del cómputo diferencial. Si se excluyen a los individuos alérgicos, el límite superior es probablemente de 0.35 x 10 /l o 350 ul: el valor de referencia más bajo es probablemente de 40 ul; una disminución en los eosinófilos (eosinopenia) se puede detectar sólo contando una gran cantidad de células, como en recuentos directos del hemacitómetro (Dacie, 1991) o con un contador diferencial automático de citometría de flujo. 9



5



La eosinofilia, un aumento de eosinófilos y la eosinopenia se comentan en el Capítulo 27. BASOFILOS (GRANULOCITOS BASOFÍLICOS) En general, los basófilos se parecen a los neutrófilos, excepto que su núcleo es menos segmentado (generalmente sólo mellado o ligeramente lobulado) y los granulos son mayores y con gran afinidad por los colorantes



Figura 24-35. A, Neutrófilo. El citoplasma está lleno con granulos diminutos, algunos de los cuales se tiñen más intensamente que otros (granulación tóxica): Obsérvese que la mayoría de los glóbulos rojos carecen de zona central pálida; se ve un artefacto cerca del extremo de la extensión. B. Eosinófilo. Típicamente, esta célula tiene menos lóbulos nucleares y mayor cantidad de granulos citoplasmáticos que los neutrófilos (x 875)



Figura 24-36. Neutrófilo (encima) y basofilo (debajo). El basófilo es más pequeño y tiene granulos grandes, intensamente basófilos, que con frecuencia pueden extraerse del lavado, dejando vacuolas (x 875).



básicos (Fig. 24-36 y Lámina 24-1H e I). En algunos basófilos. la mayoría de los granulos pueden faltar por ser solubles en agua, dejando vacuolas o aperturas en el citoplasma. Entonces los granulos son de color malva. En una extensión bien teñida los granulos son de color púrpura intenso, y el núcleo es algo más pálido y está a menudo casi escondido por los granulos, por lo que resulta difícil distinguir su forma. Los granulos de basófilos teñidos desigualmente pueden tener forma de anillo y parecerse al Histoplasma capsulalum o a protozoos. Los basófilos son los menos numerosos de los leucocitos en la sangre normal y comprenden de media el 0.5 %. Los valores de referencia del 95% para los adultos son de 0 a 0,2 x 10 /l cuando se derivan del cómputo diferencial. Los recuentos directos del hemacitómetro empleando azul alciano (Gilbert, 1975) o recuentos diferenciales automáticos en el H-6000 o H'1 permiten un intervalo de referencia más estrecho. La basofilia (leucocitosis basofilica) y la basopenia (menor cómputo absoluto de basófilos) se exponen en el Capítulo 27. 5



MONOCITOS El monocito es la célula mayor en la sangre normal (Fig. 24-37 y Láminas 24-1J, K, y L). Generalmente tiene entre dos y tres veces el diámetro de un eritrocito (14 pm a 20 pm), aunque a veces se encuentran monocitos menores. Contiene un solo núcleo, que está parcialmente lobulado, muy mellado, o en forma de herradura. Ocasionalmente, el núcleo de un monocito puede aparecer redondo u ovalado. El citoplasma es abundante. La cromatina nuclear a menudo aparece en unas hileras finas y paralelas separadas por paracromatina agudamente definida. El núcleo se tiñe con menos densidad que el de otros leucocitos. El citoplasma es gris azulado y tiene un aspecto de vidrio esmerilado y a menudo contiene granulos finos de color entre rojo y púrpura, que están menos diferenciados y son menores que los granulos de neutrófilos. Ocasionalmente, se pueden ver granulos azules. Cuando el monocito se transforma en un macrófago, se hace mayor (20 pm a 40 pm); el núcleo puede adoptar una forma ovalada y la cromatina más reticular o dispersa, de forma que los nucléolos sean visibles (Lámina 24-21). Puede ser evidente una zona permuclear clara (Golgi). Los finos granulos rojos o azurófilos son variables en número o pueden haber desaparecido. El citoplasma más abundante tiende a ser irregular en los márgenes de la célula y a contener vacuolas. Estas son vacuolas fagocíticas. que pueden contener eritrocitos ingeridos, restos celulares, pigmentos o bacterias. La evidencia de fagocitosis en monocitos o la presencia de macrófagos en extensiones directamente hechas es patológica y a menudo indica la presencia de una infección activa. Los monocitos representan un 4% de los leucocitos, y el intervalo de referencia para adultos es aproximadamente de 0 a 0,8 x dependiendo del método utilizado para el cómputo diferencial (Tabla 24-5).



CAPÍTULO 24



•



E X A M E N BÁSICO DE LA SANGRE
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La producción de rnonocilos se expone en el Capítulo 25. Un aumento de monocitos (monocitosis) y una disminución (monocitopenia) se comentan en el Capítulo 27. LlNFOCITOS



Los linfocitos son células mononucleares sin granulos citoplasmáticos específicos. Los linfocitos pequeños son del tamaño aproximado de un eritrocito o algo mayores (6 um a 10 pm) (Láminas 24-1B y C. y 24-2G y J). El linfocito tipleo tiene un solo núcleo claramente definido que contiene bloques pesados de cromatina. La cromatina se tiñe de un color azul oscuro con la tinción de Wright, mientras que la paracromatina resalta como estrias coloreadas más ligeras: en la periferia del núcleo, la cromatina se condensa. Característicamente, hay una transición gradual o confusa entre la cromatina y la paracromatina El nUcleo es generalmente redondo pero a veces presenta mellas a un lado. El citoplasma se tiñe de color azul, exceptuando una zona perinuclear clara. Los linfocitos mayores, 12 pm a 15 pm de diámetro, con núcleos menos densamente teñidos y citoplasma más abundante, se encuentran frecuentemente, especialmente en la sangre de los niños, y pueden ser difíciles de distinguir de los monocitos. Los márgenes citoplasmáticos mellados y deformes de los linfocitos se deben a la presión de las células colindantes. En el citoplasma de una tercera parle de los linfocitos grandes, están presentes algunos granulos redondos de color rojo púrpura. Son mayores que los granulos de los leucocitos neutrólilos (Fig. 24-38B). Hay un espectro continuo de tamaño entre los leucocitos grandes y pequeños y, de hecho, puede haber una transición desde los blastos grandes a los pequeños, asi como en sentido inverso (Lámina 24-2J y K). No tiene sentido clasificar por separado los linfocitos grandes y pequeños. La presencia de una proporción significativa de linfocitos atípleos y de blastos (linfoblastos no leucémicos, linfocitos reticulares) debe ser observada; éstos indican la transformación de células linfoideas como respuesta a una estimulación por antigenos (véase Cap. 25). Las células plasmáticas tienen abundancia de citoplasma azul, a menudo con eslrias claras o vacuolas, un núcleo redondo excéntrico, y una zona clara y bien definida (Golgi) adyacente al núcleo (Lámina 24-2H). El núcleo de la célula plasmática tiene la cromatina muy agrupada, que se distingue claramente de la paracromatina, y a menudo ordenada en un pedil radial o en forma de rueda. Las células plasmáticas no están presentes normalmente en la sangre. Los linfocitos representan el 3 4 % de todos los leucocitos, y varían de 1.5 a 4 x 10*/l en adultos. Los linfocitos y sus derivados, las células plasmáticas, funcionan en las defensas inmunológicas del cuerpo. La linfocitosis y la plasmacitosis se exponen en el Capitulo 27.



Figura 24-38. • A, linfocito pequeño. B, linfocitos mayores con granulos; obsérvese que muchos eritrocitos son células diana (x 875),



Artefactos CÉLULAS ROTAS Los leucocitos lesionados o rotos constituyen una pequeña proporción de las células nucleadas en la sangre normal. Los núcleos desnudos procedentes de células rotas varían de núcleos bien conservados sin citoplasma a material nuclear sucio (Lámina 24-2G), a veces con tiras ordenadas en una red basta, las llamadas células cesta (Fig. 24-39). Probablemente representan células frágiles, normalmente linfocitos, que se han roto en la preparación de la extensión. Tienden a ser numerosas cuando hay linfocitosis alípica (véase Cap. 27), en leucemia linfocítica crónica y en leucemias agudas. ALTERACIONES DEGENERATIVAS Mientras la sangre EDTA permanece en el tubo de ensayo, empiezan a producirse alteraciones en la morfología del leucocito (Sacker, 1975). El grado de alteración varia según las células e individuos. En media hora el núcleo de los neutrófilos puede empezar a hincharse, con alguna perdida de la estructura de la cromatina. Las vacuolas citoplasmáticas aparecen especialmente en los monocitos y en los neutrófilos. La lobulación nuclear aparece en células mononucleares; las profundas hendiduras pueden hacer que el núcleo se parezca a una hoja de trébol (segmentación radial de los núcleos; células de Rieder). Finalmente, la pérdida del citoplasma y un núcleo sucio puede ser todo lo que queda de la célula. Las alteraciones degenerativas se dan más rápidamente en la sangre oxalatada que en la sangre EDTA Aparecen más rápidamente al aumentar las concentraciones de EDTA. como ocurre cuando los tubos evacuados para la recogida de sangre no se llenan completamente. CÉLULAS CONTRAÍDAS En la parte más gruesa de las extensiones en cuña, el secado es lento. Los cambios más evidentes en la extensión son el apilamiento de eritrocitos y el encogimiento de los leucocitos. Como los leucocitos están contraídos y teñidos fuertemente, son difíciles de distinguir las células mononucleares. En estas zonas es normalmente imposible llegar a una identificación celular óptima (Lámina 24-2B). CÉLULAS ENDOTELIALES



Figura 24-37. A y B. Monocitos. De las células sanguíneas normales, el monocito es el más grande y tiene el perfil de cromatina más delicado: muestra propensión a formar vacuolas citoplasmálicas (B). lo que indica normalmente fagocitosis 1x875).



En la primera gota de sangre procedente de un espécimen obtenido por punción de un dedo o. raramente, en la sangre venosa pueden aparecer células endoteliales procedentes del revestimiento del vaso sanguíneo (lámina 24-2C). Tienen un perfil de cromatina reticular e inmaduro y puede confundirse con histiocitos o con células tumorales.
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SECCIÓN IV



•



H E M A T O L O G Í A , C O A G U L A C I Ó N Y M E D I C I N A TRANSFUSIONAL



La automatización del cómputo diferencial elimina alguna de los problemas. Idealmente, los requisitos para el sistema de cómputo leucocitario diferencial automatizado deberían incluir los siguientes puntos: 1) la distribución de las células analizadas debería ser idéntica a la de la sangre; 2) todos los leucocitos hallados normalmente en las enfermedades sanguíneas deberían ser identificados acertadamente, o detectados y "marcados" de alguna forma: 3) la rapidez del proceso debería permitir el cómputo de un gran número de células para minimizar el error estadístico; y 4) el instrumento debería ser rentable (Bentley, 1977).



Figura 24-39. Célula en cesta. Es un resto nuclear de un linfocito sanguineo dariado o roto (x 875).



Causas de error en los cómputos diferenciales de leucocitos Incluso en las extensiones sanguíneas perfectamente hechas, el cómputo diferencial está sujeto a los mismos errores de distribución aleatoria. Para la interpretación de las diferencias diarias o entre dos portaobjetos en el mismo paciente, es útil saber que parte de la variación puede ser atribuida sólo al azar (Rümke. 1985). La Tabla 24-4 da los límites de confianza para diferentes porcentajes de células en diversos recuentos realizados, clasificando un total de 100 a 10.000 leucocitos. Al comparar los porcentajes de los dos recuentos separados, si un número queda fuera de los límites de confianza del otro, es probable que la diferencia sea significativa (es decir, no debida al azar). Por ello, de acuerdo con un cómputo diferencial de 100 células, si los monocitos fueran el 5% un día y 10% el siguiente, es probable que la diferencia sea debida simplemente a un error en la muestra. Aunque la diferencia podría ser real, no se puede estar seguro debido al pequeño numero de células contadas. Si, por otra parte, el cómputo diferencial llega a un total de 500 células, la diferencia entre el 5% y el 10% es significativa: se puede estar razonablemente seguro (con una posibilidad del 5% de equivocarse) de que la diferencia es real y no debida sólo al azar. Evidentemente, esto es un cálculo mínimo del error implicado en los recuentos diferenciales, puesto que no incluye errores mecánicos (debidos a las variaciones en la extracción de las muestras de sangre, mezcla inadecuada, irregularidades en la distribución dependiendo del tipo y la calidad de las extensiones de sangre y tinciones deficientes) o errores en la identificación celular, que depende del juicio y experiencia del observador. Se requieren, por tanto, una técnica meticulosa así como una clasificación celular exacta y coherente. El clínico que interpreta los resultados debe conocer las posibles luentes de error, especialmente el error debido al azar en la distribución de las células. La Tabla 24-5 muestra la distribución de los distintos tipos de leucocitos en la sangre de personas normales. Se dan las concentraciones absolutas, ya que éstas tienen una significación considerablemente mayor que los porcentajes por si solos.



Cómputo



leucocitario



diferencial automatizado



Debido a que el cómputo diferencial de leucocitos es inespecífico. inexacto, con tendencia al error, costoso de realizar y de importancia clínica limitada como prueba de exploración selectiva, algunos especialistas han sugerido que sería prudente interrumpir el uso del cómputo diferencial en las pruebas hospitalarias de exploración selectiva para adultos (Connelly, 1982). Por ejemplo, Moyer (1990) declara que de 387 niños asintomáticos y clínicamente sanos, el 7 5 % presentaba una anomalía en al menos uno de los números de los recuentos diferenciales relativos (porcentajes) o absolutos (totales); sin embargo no se descubrió ninguna enfermedad nueva o insospechada en este grupo. No sólo supone el gasto del cómputo diferencial original de leucocitos sino que puede conducir a una búsqueda innecesaria y costosa. No obstante, continúa siendo uno de los procedimientos más utilizados.



Los contadores de impedancia y los sistemas cilométricos de flujo y sus cómputos diferenciales se comentan antes en el apartado Histogramas de las células sanguíneas. Los sistemas óptico-electrónicos/citoquímicos tienen las ventajas de un análisis rápido de un número mayor de células, reduciendo significativamente el error estadístico de cómputo. Pueden estar más automatizados que los procesadores de imagen digitales. La desventaja es que las categorías de células no son completamente consonantes con las que estamos familiarizados en las extensiones teñidas de Romanowsky. Una categoría "no clasificada" es difícil de interpretar. Cuando se da un cómputo anormal, se debe hacer y examinar una extensión. Hasta ahora este tipo de precisión en cómputos leucocitarios diferenciales no eataba disponible. La variación analítica del H'1 es suficientemente pequeña para que las variaciones fisiológicas previamente no detectadas se hagan aparentes, y los propios valores de referencia básicos de un individuo se hagan significativos (Statland, 1978). De los principales analizadores hematología» multiparametncos estudiados (Coulter S T K S . Technicon H*1, Sysmex NE-8000. Cell-Dyn 3000), no se encontró ninguno que fuese claramente superior (Bentley, 1993). Además, ninguno de los instrumentos permite que se suprima el microscopio (Bums. 1992). Debido a la preocupación existente acerca de las señales (flaos) de los instrumentos cada laboratorio debería disponer de una norma para el examen de la extensión sanguínea y el cómputo visual cuando sea indicado. Camden (1993) proporciona preguntas guía para ser hechas en la selección de un analizador hematológico nuevo para su laboratorio. El Comité Internacional para la Estandarización en Hematología (ICSH) (1984) también publica un protocolo para la evaluación de los contadores automatizados de células sanguíneas. El otro principio en los sistemas era la elaboración digital de la imagen, que usa la identificación por ordenador de células en las extensiones de sangre teñidas E L A B O R A C I Ó N DIGITAL DE LA I M A G E N



Una extensión sanguínea teñida y elaborada uniformemente se sitúa en la platina de un microscopio accionado por motor Un ordenador controla la exploración del portaobjetos y pararlo para cuando los leucocito(s) están en el campo. Los detalles ópticos (p. ej, tamaño, densidad, forma y color nuclear y citoplasmático) se registran con una cámara de televisión, son analizados por un ordenador, y convertidos en la forma digital; estas características se comparan con un banco de datos de las mismas características para los diferentes tipos de células. Si el perfil se ajusta al de un tipo celular normal, se identifica como tal: de otra forma se clasifica como otro o como desconocido. Las coordenadas de las células desconocidas son conservadas por el instrumento y se vuelven a solicitar al final del cómputo para que el técnico las pueda clasificar. Debido a que los clasificadores mformatizados sólo pueden tolerar una variación limitada en la tinción, los fabricantes han hecho importantes mejoras en la composición, estabilidad y reproducibilidad de las tinciones de sangre (Lapen. 1982). Había cuatro sistemas disponibles en el mercado que han sido evaluados clínicamente: el LARC (Leukocyte Automatic Recognition Computer) (Corning Medical Instruments, Medfield. MA); el Hematrak (Geometric Dala Corp, Wayne, FL): el "Sistema difl-3" (Coulter Electronics, Hialeah, PA); y el ADC500 (Abbott Laboratories. Dallas, T X ) . El último de estos contadores diferenciales de elaboración de imágenes digitales (Hematrak) fue comercializado en 1986. Ya que algunos sistemas se usan todavía y como el principio es destacable, se hace un breve comentario. El Hematrak (Dutcher. 1974) usa las extensiones en cuña teñidas por el método de Romanowsky y clasifica 100 leucocitos en aproximadamente 40 segundos. La morfología de los eritrocitos y el cálculo plaquetario se estable-



cen antes o después del cómputo y entran en la consola. Se dispone de programas para el cálculo automatizado de reticulocitos y plaquetas, y para medidas automatizadas de eritrocitos. Se ha descrito que la identificación de leucocitos, que incluye los recuentos de neutrófilos en banda y la detección de células anormales, resulta satisfactoria (Egan, 1974). Los últimos modelos de Hematrak, tales como el 480, el 450, el 450 QP y el 590, llevan cintas con portaobjetos que permiten la realización de diferenciales de leucocitos, incluyendo la morfología de los eritrocitos y el cálculo de plaquetas. Con el Hematrak 590. se procesan hasta 100 extensiones de sangre etiquetadas por tanda en aproximadamente una hora y media. A diferencia de otros modelos de aparatos de reconocimiento, se pueden acomodar frotis en cuña o por agitación. Desde 1994. Intelligent Medical Imaging (IMI), Inc. (Palm Beach Gardens, FL) comercializa el Micro 2 1 , un microscopio automático y movible. Sin embargo, sólo los diferenciales de WBC tienen la aprobación de la Food and Drug Administralion (FDA); otros procedimientos microscópicos (cómputo de leucocitos, fluidos corporales, AFBs, pruebas de ADN) se planean. La "Neural visión" es una red neural y procesamiento de imágenes propiedad de IMI, que se emplea para imitar la inteligencia artificial visual. Los rasgos de las células medidos o derivados aparecen análogos a la metodología de reconocimiento de perfiles previa.



Plaquetas En las extensiones preparadas con sangre EDTA y teñidas con el colorante de Romanowsky, las plaquetas son redondas u ovaladas, de 2 pm a 4 pm de diámetro, y están separadas unas de otras (Lámina 24-1). El cómputo plaquetario puede obtenerse a partir de tales extensiones. Como promedio, si el cómputo plaquetario es normal, se detecta aproximadamente una plaqueta por cada 10 a 30 eritrocitos. A un aumento x 1.000. esto equivale aproximadamente a de 7 a 20 plaquetas por campo de inmersión en aceite en áreas donde la morfología de los eritrocitos es óptima. Las plaquetas contienen granulos finos de color púrpura que normalmente llenan el citoplasma. Ocasionalmente, los granulos se concentran en el centro ("granulómero") y están rodeados por un citoplasma pálido ("hialómero"): éstas son probablemente plaquetas activadas: la apariencia es el resultado de la contracción de la banda microtubular (véase Cap. 28). Unas pocas plaquetas pueden mostrar menor concentración de granulos (plaquetas hipogranulares). En la sangre con EDTA de individuos normales, las fracciones de plaquetas con un diámetro superior a 3 pm y la de las plaquetas que son hipogranulares son en ambos casos menores del 5% si las extensiones se preparan en 10 ó 60 minutos después de obtener la mueslra de sangre. Si las extensiones se hacen inmediatamente o tres horas después de obtener la sangre, la fracción de plaquetas grandes y la fracción de las hipogranulares o plaquetas activadas aumentan (Zeigler. 1978). Estos artefactos hacen necesaria



Figura 24-40. Valores de la hemoglobina, hematocnlo (volumen globular) y recuentos eritrocitarios desde el nacimiento hasta una edad anciana. Los valores medios son las lineas gruesas Los intervalos de referencia de la hemoglobina se indican por lineas punteadas, de los recuentos eritrocitarios por lineas discontinuas, y del hematocrito por lineas punteadas e discontinuas. Las escalas en la ordenada son similares, asi que las variaciones relativas de la hemoglobina, del cómputo eritrocitario y del hematocrito son visibles al observar el dibujo. La escala de la edad, sin embargo, está alterada progresivamente (De Winlrobe MM: Clinical Hematology. 7' ed. Filadelfia. Lea & Febiger. 1974. con permiso.)



la estandarización del tiempo de preparación de la extensión cuando se evalúa el tamaño plaquetario a partir de dichas extensiones. En los pacientes con trombocitopenia inmune, las plaquetas grandes aumentan en número. También aumentan en pacientes con el raro síndrome de Bemard-Soulier (véase Cap. 28) y en pacientes con mieloptisis o síndromes mieloproliferativos: en los últimos, las plaquetas son frecuentemente hipogranulares o tienen un distinguible e hialómero visibles. En las extensiones sanguíneas preparadas a partir de punción cutánea, las plaquetas asumen formas irregulares con proyecciones agudas y tienden a agruparse juntas.



VARIACIÓN FISIOLÓGICA Variación fisiológica en los eritrocitos Las variaciones en los valores eritrocitarios son mayores durante las primeras semanas de vida (Fig 24-40). En el momento del parlo, hasta 100 mi a 125 mi de sangre placentaria pueden pasar al recién nacido si la ligadura del cordón se pospone hasta que su pulsación cesa. En un estudio de recien nacidos cuyos cordones se habían ligado tarde, los valores medios de los cómputos eritrocitarios capilares fueron 0,4 x 10"/l más altos 1 hora después y 0,8 x 10 /l más altos 24 horas después del parto comparados con los recién nacidos cuyos cordones habían sido ligados a tiempo. La sangre capilar (obtenida por punción cutánea) da valores de eritrocitos y de Hb mayores que en la sangre venosa (cordón). Los diferencias pueden llegar aproximadamente a 0.5 x 1 0 eritrocitos/l y 3 g de Hb/dl. La lentitud de la circulación capilar y la perdida resultante de líquido pueden ser los factores responsables. El examen de la sangre venosa proporciona resultados mas firmes que el examen de la sangre capilar. ,í:



?



En el recién nacido a término, el promedio de los eritrocitos nucleados es de alrededor de 0.5 x 10 /l. El cómputo de normoblastos disminuye a unos 200/ul a las 24 horas, 25 pl a las 48 horas y menos de 5/pl a las 72 horas. A los siete días, es raro encontrar normoblastos en la circulación (Nathan. 1993). El cómputo reticulocitano normal al nacer varia de 3% a 7% durante las primeras 48 horas, y durante este tiempo se eleva ligeramente. Después del segundo día, desciende bastante rápidamente hasta de 1% a 3% en el séptimo día de vida, La concentración de hemoglobina en la sangre capilar durante el primer día de vida alcanza un promedio de 19,0 g/dl, con un 95% de los valores normales que disminuyen hasta entre 14,6 g/dl y 23.4 g/dl. En la sangre del cordón el promedio es de 16.8 g/dl, con un 95% de los valores normales entre 13.5 g/dl y 20 g/dl (Nathan. 1993). Frecuentemente hay un aumento inicial en 9



Edad



el nivel de hemoglobina en la sangre venosa al final de las 24 horas, comparado con la sangre del cordón. Al final de la primera semana, el nivel es casi el mismo que en la sangre del cordón umbilical y no empieza a disminuir hasta después de la segunda semana. Durante las primeras dos semanas, el limite más bajo de los normales es 14,5 g/dl para la sangre capilar y 13.0 g'dl para la sangre venosa El hematocrito en la sangre capilar el primer dia alcanza un promedio de 0,61, con un 95% de los valores normales entre 0,46 y 0,76. En la sangre del cordón, el promedio es de 0,53. Las variaciones durante las primeras pocas semanas son paralelas a la concentración de hemoglobina. La Hb y el Helo son mayores en el parto pero disminuyen bastante bruscamente en los primeros dias y semanas de vida hasta el minimo a los dos meses de edad en ese momento el límite menor del 95% de los valores de referencia y los valores medios de la Hb son 9,4 g/dl y 11,2 g'dl, y del Hcto son 0,28 y 0,35, respectivamente. Después de la edad de cuatro meses, el límite menor de la Hb es 11.2 g/dl y del Hcto es 0.32: los valores aumentan gradualmente hasta la edad de cinco años, y después algo más bruscamente en los niños que en las niñas (Dallman, 1987). El VCM normal en el parlo varía de 104 a 118 fl, comparado con el intervalo de referencia de los adultos de 80 fl a 96 fl. Debido a que los eritrocitos no disminuyen en el grado en el que lo hace la Hb y el Hcto, el VCM disminuye bruscamente, luego gradualmente, durante los primeros meses de vida. El valor más bajo se alcanza aproximadamente al año. En estudios en los que la deficiencia de hierro y la talasemia se excluyen, el límite de referencia más bajo (95% de los valores de referencia) para el VCM aumenta gradualmente entre las edades de un año y 15 años: en niños de 70 fl a 76 fl, y en niñas de 70 f i a 7 8 I I (Dallman, 1987). Los intervalos de referencia para los valores entrocitanos en adultos sexualmente maduros aparecen en la Tabla 24-6. Los índices son parecidos en varones y en mujeres, pero la Hb es de 1 g'dl a 2 g'dl más alta en los varones, con incrementos proporcionales en el Hcto y en los eritrocitos (Fig. 2440). Se piensa que esto se debe principalmente a los efectos de los andrógenos que estimulan la producción eritropoyélica y su efecto sobre la médula. Los estrógenos probablemente tienen un ligero efecto supresor sobre la producción de eritrocitos (Erslev, 1995), En ancianos mayores, la Hb tiende a disminuir y en mujeres mayores tiende a disminuir en un grado menor (en algunos estudios) o incluso aumentar ligeramente (en otros estudios). En los ancianos, por tanto, la diferencia entre sexos es menor de 1 g de Hb/dl (Dacie, 1991). La postura y la actividad muscular cambian la concentración de los elementos formados. La Hb, el Hcto y los eritrocitos aumentan en varias unidades porcentuales cuando se hace un cambio de decúbito a de pie (Mollison. 1987), y la actividad muscular intensa causa un nuevo incremento, debido presuntamente a la pérdida de agua del plasma. También se da una variación diurna que no está relacionada con el ejercicio ni con la variación analítica. La Hb es mayor por la mañana, disminuye



Tabla 2 4 - 6



durante el día y es menor por la tarde, con una diferencia media de 8% a 9% (Dacie, 1991). En personas que habitan a una altitud mayor, la Hb. el Hcto y los eritrocitos son más elevados de lo que serían a nivel del mar. La diferencia es de aproximadamente 1 g de Hb/dl a 2 km de altitud y 2 g de Hb/dl a 3 km. La entropoyesis elevada es secundaria a la estimulación anóxica de la producción de erilropoyetina. Las personas fumadoras también tienden a presentar entrocitosis leve (véase Cap. 26).



Variación fisiológica en los leucocitos El cómputo leucocitario total al nacer y durante las primeras 24 horas varia dentro de amplios límites. Los neutrófilos son las células predominantes, variando de 6 a 28 x 1WI; aproximadamente un 15% de estas son formas en banda (Altman, 1974), y unos pocos mielocitos están presentes. Los neutrófilos disminuyen a aproximadamente 5 x 10'1 durante la primera semana y permanecen casi al mismo nivel partir de este momento. Los linfocitos son aproximadamente 5.5 x 10 /I en el parto, y varían poco durante la primera semana. Se convierten en células predominantes, como promedio, después de la primera semana de vida y permanecen asi hasta la edad aproximada de siete años, cuando los neutrófilos vuelven a predominar. El límite superior de los intervalos de referencia del 95% para los linfocitos a la edad de seis meses es de 13,5, a un año 10,5, a los dos años 9,5, a los seis años 7,0, y a los 12 años 6,0 x 1C/I. Para los neutrófilos a las mismas edades, los valores son 8,5,8,5,8,5,8,0, y 8,0 x 10*/l, respectivamente, todos algo superiores que los de los adultos (véase Tabla 24-5). 9



La variación diurna ha sido reconocida en el cómputo de neutrófilos, con niveles mayores por la tarde y niveles más bajos por la mañana en descanso. Sin embargo. Slatland (1978) ha demostrado, usando métodos precisos (Hemalog D), que la variación diurna en los neutrófilos y en los leucocitos totales varía de paciente a paciente: en algunos hay muy poca variación diurna, pero el perfil es bastante consistente para el individuo. El ejercicio produce leucocitosis, que incluye una aumento de la concentración de neutrófilos resultado de un desplazamiento de células de la reserva marginal de granulocitos a la circulatoria (véase Cap. 25); el aumento del drenaje de los leucocitos en la sangre también parece contribuir al aumento total. Ambos, el promedio y el valor de referencia más bajo para la concentración de neutrólilos entre la población negra son menores que en la ólanca: esta diferencia debe tenerse en cuenta al valorar la neutropenia. Los fumadores tienen un cómputo leucocitario medio mayor que los no fumadores. El aumento es mayor (cerca del 30%) en personas que fuman mucho y que inhalan, y afecta a los neutrófilos, linfocitos y monocitos (Corre. 1971). Parecen producirse variaciones leves durante el ciclo menstrual (England. 1976a). Los neutrófilos y los monocitos disminuyen y los eosinófilos tienden a aumentar durante la menstruación. Se ha descrito que los basófilos disminuyen durante la ovulación (Mettler, 1974).



Valores comunes de células sanguíneas en una población normal de adultos jóvenes Hombres



Cómputo l e u c o c i t a r i o ( x 1071 d e s a n g r e ) Cómputo e n t r o c i t a r i o ( x 10-71 d e s a n g r e ) Hemoglobina (g/dl de sangre) Hematocrito (porcentaje) Volumen c o r p u s c u l a r m e d i o (fi/eritrocito)



Mujeres 7 8



(4,4-11.3)



5.21 (4.52-5,90) 15.7 (14,0-17,5) 46 (41,5-50.4)



4,60(4.10-5.10) (12,3-15,3)



40,2



(35.9-44.6)



88.0 (80.0-96.1)



Hemoglobina corpuscular media (pg/eritrooto)



30,4 (27,5-33,2)



Concentración d e h e m o g l o b i n a corpuscular m e d i a (g/dl eritrocitos) A n c h u r a d e distribución d e



34,4 (33,4-35,5)



glóbulos r o j o s ( C V . p o r c e n t a j e ) Cómputo d e p l a q u e t a s ( x 1 0 ' / l d e s a n g r e )



13.8



13.1 (11,6-14,6) 311



(172-450)



Se d a n la m e d i a y el intervalo de reletencia (intervalo normal) Ya q u e las c u r v a s de distribución p u e d e n ser no gausianas. el mlervalt los intervalos de c o n l i a n z a no p a r a m e i r i c o s centrales Los resullados se basan en 4 2 6 h o m b r e s adultos y 2 1 2 muieres adultas s a n o s Los un Coulter m o d e l o S-Plus IV. (Nelson y Morris. SUNY-Heaith S c i e n c e Center en Siracusa) •
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La disponibilidad de analizadores automatizados de leucocitos precisos proporciona la posibilidad de investigar las causas fisiológicas de la variación que han sido enmascaradas por el error estadístico en los recuentos diferenciales microscópicos tradicionales (Statland. 1978).



Variación fisiológica en las plaquetas El cómputo plaquetario medio es ligeramente inferior al nacer que en los niños mayores y adultos, y puede variar desde 84 x 10 /i a 478 x 10 /l (Nathan. 1993). Después de la primera semana de vida, los intervalos de referencia son los del adulto. En mujeres, el cómputo plaquetano puede disminuir en el momento de la menstruación. Las mujeres tienen un cómputo plaquetario (y leucocitario y de neutrófilos) mayor que los hombres, y los africanos (e incluso menos los afrocaribeños) tienen el cómputo plaquetario, leucocitario y de neutrófilos menor que los caucásicos (Bain, 1996). La descripción media (intervalo de referencia del 95%) para los recuentos plaquetarios es 218 (143 a 332) para los hombres caucásicos y 183 (115 a 290) para los hombres africanos frente a 246 (169 a 358) para las mujeres caucásicas y 207 (125 a 342) para las mujeres africanas. Tsang (1998) incluye 247 (128 a 365) para el cómputo plaquetario medio para hombres y 275 (147 a 403) para mujeres, en australianos del oeste de Sydney y de 49 años de edad o de edad superior. 9
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VELOCIDAD DE SEDIMENTACIÓN GLOBULAR Principio Cuando se coloca sangre venosa bien mezclada en un tubo vertical, los eritrocitos tenderán a caer hacia el fondo. La longitud de recorrido descendente de la parte superior de la columna de eritrocitos en un intervalo de tiempo determinado se llama velocidad de sedimentación globular (VSG). Hay varios factores implicados en este proceso.



Factores plasmáticos Una VSG acelerada es favorecida por niveles elevados de fibrinógeno y, en menor medida, globulinas u„ fi, y y. Estas moléculas proteinicas asimétricas tienen un efecto mayor que otras proteínas respecto a la disminución de la carga negativa de los eritrocitos (potencial zeta) que tiende a mantenerlos apartados. La disminución del potencial zeta promueve la formación de apilamientos. que sedimentan más rápidamente que las células aisladas. La eliminación del fibrinógeno por desfibrinización disminuye la VSG. No hay una correlación absoluta entre la VSG y cualquiera de las fracciones proteicas del plasma. La albúmina y la lecitina retrasan la sedimentación, y el colesterol acelera la VSG.



Métodos Método de Westergren Debido a su simplicidad, este método se utiliza mucho. La ICSH (1993) lo ha recomendado como método de referencia utilizando sangre total no diluida. La ICSH declara que el hematocrito del paciente no debería sobrepasar el 35% porque la reproducibilidad de sedimentación puede ser más pobre en los tubos estrechos. Una fórmula para convertir entre VSG en sangre diluida y no diluida es: VSG sangre diluida = (VSG no diluida x 0,86) - 12 E q u i p o . El tubo de Westergren es una pipeta recta de 30 cm de longitud. 2.55 mm de diámetro interno, y calibrado en milímetros de 0 a 200 Ocupa alrededor de 1 mi. También se usa la gradilla de Westergren, con niveladores necesarios para una posición del tubo vertical. R e a c t i v o . Una solución de 0,105 molar (inlervalo, de 0,10 a 0,136) de citrato sódico se usa como solución anticoagulante diluyeme (31 g de Na.C.H O • H 0 añadidos a un litro de agua destilada en una botella de vidrio esterilizado). Esto se filtra y se guarda refngerada sin conservantes. ;



Procedimiento 1. Se añaden dos mi de sangre total a 0.5 mi de citrato sódico y se mezcla por inversión. 2. Se llena una pipeta de Westergren hasta la señal 0 y se coloca exactamente vertical en el portapipetas a temperatura ambiente sin vibración ni exposición directa a la luz solar. 3. Después de exactamente 60 minutos, la distancia desde la señal 0 hasta el punto más alto de la columna de eritrocitos se graba en milímetros como un valor de la VSG. Si la demarcación entre el plasma y la columna de eritrocitos es confusa, se toma el nivel donde la densidad total aparece en primer lugar.



Método de Westergren modificado Una modificación del método de Westergren produce los mismos resultados pero emplea sangre anticoagulada con EDTA en vez de con citrato. Esto es más conveniente, puesto que permite calcular la VSG a partir del mismo tubo de sangre que se utiliza para los demás estudios hematológícos. Se diluyen dos mililitros de sangre bien mezclada con EDTA en 0,5 mi de citrato sódico al 3,8% o con 0,5 mi de cloruro sódico al 0,85%. La sangre no diluida anticoagulada con EDTA proporciona escasa precisión (ICSH, 1977). La VSG aumenta gradualmente con la edad. Los limites del método original de Westergren superiores de lo normal (10 mm/h para hombres y 20 mm/h para mujeres) parece ser demasiado bajo. De acuerdo con los estudios de Bóltiger (1967) y Zauber (1987). los límites superiores de los valores de referencia para el método de Westergren deberían ser los siguientes:



Factores eritrocitarios La anemia aumenta la VSG. debido a que la variación de la relación eritrocitoplasma favorece la formación de apilamientos. independientes de las variaciones de la concentración de proteínas plasmáticas. En cualquier método de delerminación, la VSG es muy sensible a las proteínas plasmáticas alteradas en el intervalo del hematocnto de 0,30 a 0.40 (Bull, 1975).



Hombres



Mujeres



P o r d e b a j o de 50 años



15 m m / h



20 mm/h



Por e n c i m a de 50 a n o s



20mm/h



30 mm/h



P o r e n c i m a d e 8 5 años



30 mm/h



42 mm/h



La velocidad de sedimentación es directamente proporcional al peso del agregado celular e inversamente proporcional al área superficial. Los microcitos se sedimentan más lentamente que los macrocitos, que tienen un área superficial disminuida menor en relación con el volumen. Los apdilamientos también tienen un área superficial en relación con el volumen y aceleran la VSG.



Smith (1994) declara que el aumento de la VSG con la edad parece reflejar una prevalencia mayor de enfermedades en los más ancianos y por tanto para propósitos prácticos puede ser recomendable usar los intervalos normales estandarizados en los pacientes más ancianos.



Los hematíes con forma anormal o irregular, tales como las células falciformes o los esferocitos, dificultan la formación de apilamientos y disminuyen la VSG



CAUSAS DE E R R O R



Fases de la VSG Se pueden observar tres fases: 1) en los 10 minutos iniciales, hay poca sedimentación en forma de apilamientos; 2) durante 40 minutos aproximadamente, la sedimentación se da a una velocidad constante: 3) la sedimentación se retrasa en los 10 minutos finales a medida que las células se apilan en el fondo del tubo.



Si la concentración del anticoagulante es mayor de la recomendada, la VSG puede estar elevada. El citrato sódico o el EDTA no afectan a la velocidad de sedimentación si se usan en la concentración adecuada. La heparina, sin embargo, altera el potencial zeta de la membrana y no puede utilizarse como anticoagulante.También puede aumentar la VSG cuando se usa como medicación in vivo (Penchas. 1978). Las burbujas dejadas en el lubo cuando se llena afectarán a la VSG.La hemolisis puede modificar la sedimentación. La limpieza del tubo es importante.



La inclinación del tubo acelera la VSG. Los eritrocitos se agregan a lo largo del lado inferior mientras el plasma aumenta por el superior. Consecuentemente, la influencia retaróadora del plasma ascendente es menos efectiva. Un ángulo de sólo 3 grados a partir de la vertical puede acelerar la VSG hasta en un 30%. Las pipetas de VSG plásticas tienen valores (1 a 2 mm/h) ligeramente más grandes que el vidrio (Schneiderka, 1997). La temperatura debería mantenerse entre 20 y 2 5 ' . Las temperaturas superiores o inferiores en algunos casos alteran la VSG. Si la sangre se ha guardado refrigerada, se debería permitir alcanzar la temperatura ambiente y mezclarse por inversión un mínimo de ocho veces antes de que el análisis se realice. La prueba debería prepararse antes de dos horas después de obtener la muestra de sangre (o 12 horas si se utiliza EDTA como anticoagulante y la sangre se mantiene a 4 C): de otra lorma. algunas muestras con VSG elevada serán falsamente bajas (Morris. 1975). Con el tiempo, los eritrocitos tienden a hacerse esféricos y menos propensos a los apilamientos. No hay un método efectivo para la corrección de anemia en el método de Westergren, como lo hay en el método de Wintrobe. COCIENTE ZETA DE SEDIMENTACIÓN Un sistema de centrífuga (el Zetafuge) hace girar los tubos capilares en una posición vertical en cuatro ciclos de 45 segundos (Bull, 1972). Esto provoca una comprensión y dispersión controladas de los eritrocitos, permitiendo la formación y sedimentación del apilamiento en tres minutos. El tubo capilar se lee a continuación como un micro hematocrito. dando un valor denominado zetácrito. El verdadero hematocrito se divide por el zetacrito, y el resultado, expresado como un porcentaje, es el cociente zeta de sedimentación (CZSi No resulla afectado por la anemia, lo que lo hace más fácil de interpretar. Su sensibilidad al aumento moderado de la VSG por el fibrinógeno es la misma que en el método de Westergren. El CZS sólo requiere una muestra de 100 pl y es considerablemente más rápido. El intervalo de referencia para adultos es de 4 1 % a 54% para ambos sexos. Se demostró que el CZS era una alternativa satisfactoria a la VSG en algunas pruebas clínicas (Morris, 1977): sin embargo, el Zetafuge no se produce más. El instrumento Diesse VES-MATIC (Diesse Diagnostica Senese, Milán. Italia) proporciona mezcla automatizada y determinación del punto final infrarrojo después de 20 minutos de sedimentación. Las muestras mostraron una buena conelacion con los valores de la ICSH y ofrecen una VSG más segura, rápida y estandarizada (Caswell. 1991). Imaluku (1998) estudió el SEDISYSTEM (Beclon Dickinson Vacutamer Systems Europe. Meylan, Francia), que mezcla automáticamente un lubo SEDITAINER de recogida de sangre en vacío y determina la velocidad de sedimentación con una cámara movible y un microprocesador después de 20 minutos a un ángulo 20 grados fuera de la vertical. Se ha observado una excelente correlación (R = 0.93) comparada con la VSG, con las ventajas adicionales de tiempo más corto, reducción del peligro biológico con un sistema cerrado y sin pipeteo, y un procedimiento simplificado. Interesantemente, se observaron pocos cambios en la VSG SEDISYSTEM incluso después del almacenaje de la sangre normal y del paciente hasta más de 20 horas a temperatura ambiente. La PRUEBA 1 (SIRE Analytical Systems, Udine, Italia) es un analizador VSG automatizado de sistemas cerrados que mezcla un tubo de recogida de sangre estándar, agujerea el tapón con una aguja de aspiración, y llena un capilar, que se centrifuga a 20 g a 37 grados (Plebani, 1998). Un detector fotodiódico determina la curva de sedimentación, que se transforma en valores comparables con Westergren. El sistema opera unas 110 muestras por hora con un resultado cada 32 segundos en 200 pl de la sangre total. Se encontró una intensa correlación ( r - 0 , 9 1 ) con la Diesse VES-MATIC, y con la VSG de Westergren (r= 0,85). Polymedco (Cortland, NY) distribuye el sistema SEDIMAT que puede probarse en ocho tubos SEDIPLAST con un lector automatizado y un puerto de impresión para transcribir los resultados en un ordenador o imprimirlos. El sistema cerrado del lubo SEDIPLAST se caracteriza por la eliminación del peligro biológico y el ajuste cero simple de la columna de sangre usando sólo 0,8 mi para una VSG modificada. Los controles SED-CHECK 2 están disponibles



a una temperatura de almacenamiento ambiente y a una estabilidad vial abierta de 30 días, probado con métodos manuales y automáticos. Los laboratorios Streck (Omaha. NE) comercializan el analizador de Velocidad de Sedimentación VSG-8. que explorará y leerá la VSG en 10 minutos (lectura forzada), 30 minutos (modo rápido) o modo estándar después de 60 minutos de análisis, usando tubos vacios de VSG en sistema cerrado. Los controles de la VSG de Streck también están disponibles. MÉTODO MICRO-VSG Barret (1980) describió un método micro-VSG usando 0,2 mi de sangre para llenar un tubo de un solo uso de plástico de 230 mm de longitud con 1 mm de luz interna. Los valores de la sangre capilar se correlacionaban bien con los valores de sangre venosa de la micro-VSG y de la VSG Westergren. Este método tiene más utilidad en pacientes pediátricos Kumar (1994) se refiere a una micro-VSG (mVSG) que utiliza la sangre total para llenar completamente un lubo capilar de microhematocrito heparinizado de 75 mm.



Interpretación La VSG es una de las pruebas de laboratorio más antiguas que todavía se emplean. Aunque algunos de sus usos ha disminuido cuando se desarrollaron métodos más específicos de evaluación de enfermedades (tales como la proteina C reactiva ¡PCRj) (Zlonis. 1993). se han declarado nuevas aplicaciones (Saadeh, 1998). Recientemente, se ha declarado que la VSG es de importancia clínica en las enfermedades de células falciformes (bajos valores en ausencia de crisis de dolor, moderadamente elevada una semana dentro la crisis): osteomielitis (elevada, útil en la terapia posterior): idus (VSG de >28 tiene un pronóstico peor); cáncer prostético (VSG >37 mm/h tiene una mayor incidencia en la progresión de la enfermedad y muerte), y enfermedad de la arteria coronaria (EAC) (VSG >22 mm.'fi en hombres blancos presenta un gran riesgo de EAC) (Saadeh. 1998). En el embarazo, la VSG aumenta moderadamente, empezando de la semana décima a la duodécima, y se normaliza aproximadamente un mes después del parto. La VSG tiende a ser notablemente elevada en los trastornos de las proteínas sanguíneas monoclonales tales como mieloma múltiple o macroglobulinemia. en las hiperglobuhnemias policlonales graves debidas a enfermedades inflamatorias y en hiperfibrinogenemias. Los incrementos moderados son corrientes en las enfermedades inflamatorias activas tales como artritis reumatoide. infecciones crónicas, enfermedad del colágeno y enfermedad neoplásica. La VSG tiene escaso valor diagnóstico en estos trastornos, pero puede ser más útil en su seguimiento. Es más simple que la medida de proteínas séricas, que tienden a remplazar la VSG. Como la prueba es a menudo normal en pacientes con neoplasias, enfermedad del tejido conectivo, e infecciones, una VSG normal no se puede usar para excluir estas posibilidades de diagnóstico. Sin embargo, en pacientes con cáncer diagnosticado, cuando el valor sobrepasa los 100 mm'h, generalmente existen metástasis (Sox. 1986). La VSG es de escaso valor en la búsqueda de pacientes asintomáticos: la historia y el examen físico normalmente revelarán la causa del aumento de la VSG (Sox. 1986). La VSG es útil y está indicada para establecer el diagnóstico y el seguimiento de polimialgia reumática y arteritis temporal donde la velocidad típicamente sobrepasa 90 mm/h (Zlonis, 1993). Los clínicos de urgencias continúan usando la VSG en la evaluación de la arteritis temporal, artritis séptica, enfermedad inflamatoria pélvica y apendicitis (Olshaker, 1997). Freeman (1997) recomienda la estimación rápida e inmediata de la VSG si se indica clínicamente una arteritis de células gigantes, ya que un retraso de sólo unas horas en empezar la terapia esteroide puede provocar un fallo visual irreversible. Harrovv (1999) concluye con que una VSG de 5 mm o menos en 30 minutos identifica correctamente la mayoría de los pacientes con VSG normal sin clasificar incorrectamente las VSG elevadas. En la enfermedad de Hodgkm, la VSG puede ser una medida del pronóstico sanguíneo muy útil en la ausencia de síntomas sistémicos ("B") (liebre, pérdida de peso, sudores de noche). En un estudio (Vaughan Hudson. 1987), un tercio de los pacientes asintomáticos lenian a la vez una VSG de menos



de 10 mm/h y una excelenle tasa de supervivencia sin tener en cuenta la edad, la etapa o la histiopatologia. Los pacientes asintomáticos con una VSG de 60 mm/h o mayor presentan una tasa de supervivencia tan pequeña como la de los que tienen síntomas sistémicos. Iversen (1996) declara que el 70% de los pacientes con carcinoma celular renal presentaban una VSG elevada, que había estado creciendo notable-
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mente desde hacia seis años antes del diagnóstico. Se aboga por una gráfica sistemática y llevar una determinación basal de la VSG a lo largo del tiempo, que muestra una elevación marcada en la VSG un año antes del diagnóstico. Tal tendencia al aumento de la VSG debería llevar a más investigaciones, como ecografia renal, que puede llevar a una nefrectomia curativa antes de que aparezcan las metástasis.
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Función



CÉLULAS MADRE Durante la vida posnatal en el hombre, los hematíes, granulocitos. m o n o c i tos y plaquetas normalmente se producen sólo en la médula ósea. Los linfocitos se producen en los órganos Imfoides secundarios, así como en la médula ósea y timo. La mayoría de las células de la médula ósea son precursores morfológicamente reconocibles de granulocitos o hematíes con menor número de precursores de plaquetas (megacariocitos), linfocitos, monocitos. macrófagos. células del estroma (células endotelíales. fibroblastos, osteohlastos y osteo-



clastos). eosinófilos, células plasmáticas, basófilos. mastocilos y blaslos. La última incluye células madre, ambas células hematopoyéticas progemtoras. capaces de autorrephcarse y diferenciarse, y células progenituras comprometidas, que se diferencian a una vía específica (Metcalf. 1989).



Células madre pluripotenciales y multipotenciales En la médula ósea existe una célula madre pluripotencial o muitipotencial que da lugar a dos progenitores mayores: la célula madre linloide y la célula madre mieloide o hematopoyética. La última es una célula precursora común para granulocitos y monocitos, hematíes y megacariocitos, mientras que la



primera origina células B y células T. La prueba de la diferenciación mieloide en modelos animales fue demostrada experimentalmente por TíII (1961), quien inyectó células de médula ósea isólogas en ratones irradiados Entre siete y 10 dias después, se lormaron colonias en el bazo que contenían células eritroides. granulocitos, megacariocitos o una mezcla de tipos celulares. Esto mostró que todas las células en diferenciación de una determinada colonia eran derivadas de una sola célula madre, y después de retrasplantar células de una única colonia con un único tipo de célula diferenciada presente, células madre multipotenciales estaban aún presentes en las colonias individuales. Estas células madre multipotenciales fueron operativamente denominadas unidades formadoras de colonias en el bazo ( UFC-B). Prueba de la presencia de una célula madre hematopoyética multipotencial en el hombre fue derivada de los trastornos mieloproliferativos (policitemia vera, mielofibrosis con metaplasia mieloide. leucemia mieloide crónica). En estos trastornos monoclonales, una célula precursora da lugar a hematíes, granulocitos y megacariocitos anormales, pero no a fibroblastos de médula, y en la mayoría de los casos tampoco a linfocitos. Las células precursoras hematopoyélicas pueden detectarse inmunológicamente mediante anticuerpos monoclonales contra el antígeno CD34. una glucoproteína asociada con precursores hematopoyéticos que se codifica en el cromosoma 1q. Las células fetales de la médula CD34+. C038+ y HLA-DR pueden dar lugar tanto a células del estroma como a elementos linfohematopoyéticos (Queensbury, 1995). Estas células representan las primeras células precursoras conocidas, comprenden menos del 1% de las células de la médula ósea y tienen la morfología de blastos. Las células madre multipotenciales también se encuentran en un pequeño número en la sangre periférica y aumentan con la administración de factores de crecimiento yo algunos agentes quimioterápícos. permitiendo el uso de sangre periférica así como médula ósea para obtener células madre para trasplante de médula ósea (Siena.1989). La célula madre pluripotencial o multipotencial origina células madre comprometidas, que a su vez proliferan o se diferencian y maduran, teniendo como resultado el mantenimiento de un sistema hematopoyético que de hecho es muy sensible a las necesidades variables de oxigenación, defensa y hemostasis. El control de la hematopoyesis incluye varias expresiones de genes, factores de estimulación y mecanismos de retroalimentación.



Células progenitoras comprometidas La célula madre hematopoyética es una célula madre multipotencial que resulta de la influencia del factor de célula madre (FCM): (ligando C-KIT) y del ligando //f-3 en s u s células madre precursoras pluripotenciales (Lyman. 1998: Broudy. 1997). Las células progenitoras comprometidas son los productos de la maduración y diferenciación de las células madre hematopoyéticas. Estas células progenitoras comprometidas tienen un linaje potencial restringido y la capacidad regeneradora disminuida. La célula madre hematopoyética, también conocida como la unidad formadora de colonias de granulocito, eritrocito, macrófago, megacariocito (UFC-GEMM). expresa marcadores de linaje CD34 y CD33. Por la influencia del factor estimulador de colonias de granulocito, monocito (FSC-GM), interleucina-3 (IL-3). factor de célula madre (FCM) y flt-3L: UFC-GEMM se transforma en las células progenitoras de la unidad formadora de colonias granulocito-macrófago (UFC-GMi. Estas últimas células precursoras se diferencian en las células progenitoras de la unidad for madora de colonia de granulocito (UFC-G), precursores de neutrófilos, y unidades formadoras de colonia de macrófago (UFC-M). precursores de monocitos, macrofagos y células dendriticas (Fig. 25-1). Tras la estimulación por los laclores de crecimiento adecuados. UFC-GEMM se diferencia en la unidad formadora de blasto eritrocitica (UFB-E), unidad formadora de colonia megacariocítica (UFC-Meg). unidad formadora de colonia de eosinófilos (UFC-Eo), unidad formadora de colonia de basófilos (UFC-Baso) y unidad formadora de colonia de mastocitos (UFC-Masl). Estas células están comprometidas al desarrollo de hematíes, megacariocitos, eosinófilos, basófilos y mastocitos. La célula madre hematopoyética también da lugar a osteoclastos. que forman parte del sistema monocítico y fagocítico. El compromiso de una célula madre pluripotencial a lo largo de un camino cada vez más especifico es el primer requisito para la diferenciación en la hematopoyesis. Actualmente se piensa que al menos inicialmente es un hecho estocástico, o aleatorio, donde una proporción de células madres



expresan una porción limitada de su repertorio genético y son positiva o negativamente seleccionadas (Trinchieri, 1993). La diferenciación de las células madre e m b r i o g e n i a s (ME) en células madre pluripotenciales y multipotenciales lleva consigo la interacción con células del estroma asi como factores de trascripción y de crecimiento. (Shivdasani. 1996). Los factores de trascripción regulan multitud de aspectos de la diferenciación hematopoyética desde el linaje comprometido hasta la maduración terminal. La diferenciación es un proceso de regulación génica ordenada que origina un único complemento de genes específicos en cada tipo celular. Se ha demostrado que las células ME se diferencian m vitro en la variedad de células sanguíneas precursoras cuando se cultivan con una línea de célula del estroma en ausencia de producción del lactor estimulador de colonias de macrofagos (FSC-M), el cual inhibe la producción de células sanguíneas excepto macrofagos. La manipulación de las condiciones del cultivo con otros factores de crecimiento estimula la diferenciación a otras líneas sanguíneas celulares (Nakono.1994). La primera célula de la médula ósea que es un progenitor de célula del estroma. así como de células hematopoyéticas se reconoce mmunológicamenle por la expresión de CD34 pero carece del antígeno del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) de clase II. HLA-DR. La primera célula hematopoyética es CD34+. HLA-DR+ y CD38- (Deeg. 1993). Un linaje comprometido puede reconocerse por la expresión adicional del antígeno CD38 además de por otros antigenos como CD71 para la diferenciación de eritroides, CD33 para la de mieloides. CD10 para la de linfoides-B y CD7/CD5 para la de linfoides-T (Terstappen. 1991). La selección y diferenciación con restricción del linaje cada vez más estrecho está influido por efectos locales en el microambiente de la médula ósea y factores humorales y probablemente estén involucradas interacciones moleculares del MCH de clase II.



Factores de crecimiento hematopoyético Los factores bioquímicos solubles o unidos a la membrana que contribuyen al control de la hematopoyesis son los factores de crecimiento hematopoyéticos o interleucinas. Están compuestos de glucoproteínas acidas, que son funcionalmente variadas pero estructuralmente conservadas (Kaushansky. 1993). Estas regulan la proliferación y diferenciación de las células precursoras hematopoyéticas y facilitan la función de la maduración de células sanguíneas. Los factores de crecimiento hematopoyético pueden actuar localmente cerca del sitio donde se producen o pueden circular por la sangre. Actúan a bajas concentraciones, son producidas por muchos tipos diferentes de células y normalmente afectan a más de un linaje (Queensbury. 1995). Normalmente actúan sinérgicamente con otros factores de crecimiento y pueden actuar en células neoplásicas. asi como en células normales. Los factores de crecimiento también tienden a aumentar la integridad de la membrana y prevenir la apoptosis. Los genes asociados con los factores de crecimiento hematopoyéticos están identificados, clonados y secuenciados. Sus productos han sido generados por métodos de ADN recombmante. A menudo las estructuras moleculares se reconocen usando métodos informáticos desde datos de la secuencia y se analizan directamente mediante cristalografía y espectroscopia de resonancia magnética. Las moléculas puras se utilizan experimentalmente, y actualmente algunos se utilizan terapéuticamente como medicamentos. La mayor comprensión de los factores de crecimiento hematopoyético y la complejidad de sus actividades hacen difícil la realización de un sencillo resumen. Los factores que aquí se indican junto a sus funciones principales conocidas se enumeran por un orden que facilite sus referencias más que por su importancia. La eritropoyetina (EPO) estimula la proliferación, crecimiento y diferenciación de los precursores de los hematíes, provocando un aumento del cómputo de hematíes, y podría tener un efecto menor en megacariocitos. La EPO tiene un efecto dominante en UFC-Eo, proeritroblastos y eritroblastos basófilos. La estimulación máxima de UFB-E necesita otros factores de crecimiento, como la IL3 y FSC-GM. EPO. una proteína de 18kD (34 a 39 kD cuando está glícosilada) codificada por el brazo largo del cromosoma 7. y que principalmente se produce en el nñón en la vida adulta y es inducida por hipoxia (Bagby, 1991) La EPO recombmante se utiliza para tratar la anemia, particularmente la asociada con insuficiencia renal, quimioterapia o infiltración de médula ósea por cáncer (Mertelsmann. 1994).
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Figura 25-1. Esquema hipotético de la hematopoyesis. UFC-GEMM = unidad (célula) formadora de colonias de granulocito • eritrocito i macrófago megacariocito: UFC-GM = unidad (célula) tormadora de colonias de granulocito -monocito: UFC-M = unidad (célula) formadora de colonias de monocito: UFC-G = unidad (célula) formadora de colonias de granulocito: UFC-Eo = unidad (célula) formadora de colonias de eosinófilos; UFC- Baso = unidad (célula) formadora de colonias de basófilos: UFB-E = unidad (célula) formadora en estallido (burst) de hematíes: UFC-E = unidad (célula) formadora de colonias eritroides: UFC-Meg = unidad (célula) formadora de colonias de megacariocito.
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El factor estimulante de colonias de granulocitos/monocitos (FSC-GM) es un factor de crecimiento panmieloide estimulante de precursores de hematíes, granulocitos. monocitos, megacariocitos y eosinófilos. teniendo como resultado un aumento principalmente de neutrófilos. monocitos y eosinófilos. y una activación de la función fagocilica. Es una glucoproteína de 14- a 35kDa codificada en el brazo largo del cromosoma 5. El FSC-GM se utiliza clínicamente para combatir neutropenia en pacientes que reciben quimioterapia y en aquellos que han sufrido un trasplante de médula ósea (Mertelsmann, 1994). En estos casos podría ocasionar hiperplasia mieloide en la médula ósea. El factor estimulante de colonias de granulocitos (FSC-G) estimula la producción y activación funcional de los granulocitos. Es una proteína de 18-kDa codificada por el brazo largo del cromosoma 17 (Bagby. 1991). El FSC-G normalmente se utiliza para tratar la neutropenia (Mertelsmann, 1994) y quizá provoca menos toxicidad que el FSC-GM (Root. 1999). El factor estimulante de colonias de monocilos/macrófagos (FSC-M) también conocido como factor estimulador de colonias 1ITSC-1] estimula la producción y actividad de monocitos-macrófagos. Está formado por dos tipos de glucoproteína (de 40 kDa a 50 kDa y de 70 kDa a 90 kDa) que son codificadas por el brazo largo del cromosoma 5 (Bagby, 1991). El CSF-1 induce la producción de IL-1 por los macrófagos. El receptor del FSC-1 es el producto del gen FMS y actúa como una tirosincinasa que media la activación celular. La trombopoyetina es un factor de crecimiento principal regulador de la producción de plaquetas (Kaushansky, 1995). Estimula la producción y diferenciación de las células precursoras megacariocíticas. Es esencial para la completa maduración de megacariocitos y para aumentar la producción de plaquetas. Se utiliza para acelerar la recuperación de las plaquetas sanguíneas después de las terapias citorreductoras. Es un polipéptido de 35-kDa que es un ligando al producto del proto-oncogen c-mpl (Kaushansky, 1994). Es un homólogo de la entropoyetina y puede que actúe sobre las mismas células madre. La trombopoyetina y eritropoyetina parecen actuar en competición por una célula precursora común (Wendling, 1994: Lok, 1994: de Sauvage. 1994). La IL-1 es principalmente una citocina activa producida por monocitos, macrófagos, células dendríticas, hnfocitos, fibroblastos, células endoteliales y, en cierta medida, por casi todas las células. Existe en dos formas de proteína de 31-kDa (IL-1« y IL-1 B) codificadas por diferentes genes del cromosoma 2. La IL-1 es inducida por inflamación y tiene como resultado la producción de otras citocinas (IL-3, IL-6. FSC-GM) por los leucocitos, células del estroma y células epiteliales (Bagby, 1991). Es un regulador de la inflamación. La li-2 estimula el crecimiento y activación de linfocitos T. linfocitos B y Hnfocitos citolíticos naturales (NK). Es un producto de 23-kDa codificado en el brazo largo del cromosoma 4 y producido por las células T activadas (Bagby. 1991). Ha sido objeto de un intenso interés debido a un papel como factor autocrino en células T malignas y su uso experimental como un modulador de la actividad terapéutica inmune antitumoral. La IL-2 proporciona un buen ejemplo de las complejidades de las interacciones entre el ligando y receptor del factor de crecimiento. La IL-2 de suero (ligando) se une a los receptores de IL-2 (IL-2R) en las células T, provocando la activación y más tarde la producción de IL-2 asi como regulación a un nivel superior (expresión aumentada) de los receptores de IL-2 en un circuito de retroalimentación (autocrino) positivo. Este circuito es inhibido por la presencia en el suero de receptores solubles de IL-2 que se unen a los ligandos de II-2 disponibles. La IL-3 es un factor estimulante de colonias multipotencial que posee actividades análogas a FSC-GM pero que tiene lugar a un nivel anterior. Es una proteína de 14-kDa a 28-kDa codificada cerca del gen de FSC-GM en el brazo largo del cromosoma 5, y está estrechamente unida a los genes para IL-3, FCS-GM, IL-4 e IL-5. IL-3 es producida por células T. células endoteliales, fibroblastos, macrófagos, y mastocitos. Se activa indirectamente al estimular otras citocinas (Bagby. 1991). La /1-4 es una proteína de 18-kDa producida por células T activadas y mastocitos. Activa células B, células T, macrófagos y mastocitos. Induce el cambio de isotipo de inmunoglobulina G (IgG) a IgE en células B, induce la expresión del receptor de IL-2 en células T, e induce FSC-G y FSC-M en monocitos (Bagby, 1991). Además actúa junto a IL-11 para estimular el crecimiento de la célula madre.



La IL-5 activa células T citotóxicas, induce la secreción de inmunoglobulinas. y estimula a eosinófilos. Es un producto de 50-kDa a 60-kDa del brazo largo del cromosoma 5 que es producida por células T activadas ¡Jandl. 1996). La IL-6 es un amplio factor activador que parece ejercer sus influencias indirectamente a través de sinergia con otros factores. La IL-6 facilita la diferenciación de células B, inicia la secreción de mmunoglobulinas. y actúa como un factor de crecimiento de células malignas del plasma (Teoh. 1997). Funciona junto con IL-3 para aumentar la replicación de precursores mieloídes. en sinergia con IL-2 e IL-4, y estimula la producción de plaquetas. Es un producto de 26-kDa del brazo corto del cromosoma 7 (Jandl. 1996) y es secretada por células T, macrófagos y fibroblastos. La /L-7es un factor de crecimiento que estimula la producción de células Imfoides inmaduras (pre-B y pre-T) y aumenta la producción de citocinas por los monocitos. La IL-7 es una proteína de 17-kDa producida por células del estroma de la médula (Jandl, 1996). La IL-8 es un factor quimiotáctico para neutrófilos, monocitos y células T. Es una proteina de 8-kDa a 16-kDa producida por monocitos. macrófagos. fibroblastos y células T activadas (Herbert. 1993: Jandl. 1996). La IL-9 es un factor de crecimiento de células T y un faclor activador de mastocitos que también tiene efectos en la estimulación y proliferación eritroíde y mieloide. Es una glucoproteína de 30-kDa a 40-kDa codificada en el cromosoma 5 (Quesniaux, 1994). La IL-10 es una citocina linfocitica reguladora que actúa de manera compleja inhibiendo la activación de macrófagos y del subconjunto de células T cooperadoras T H 1 . De este modo inhibe IL-2, IL-3: factor de necrosis tumoral (TNF), interferón y (IFN-y) y FSC-GM. También estimula timocitos y mastocitos. Esta interleucina de 35-kDa a 40-kDa es producida por células T y macrófagos (MacLennan, 1999). La IL-11 origina la formación células B secretoras de inmunoglobulinas antígeno-especificas y actúa en sinergia con IL-3 para estimular la producción de megacariocitos y la proliferación de célula madre pluripotencial. La IL-11 actúa en sinergia con IL-4 para comenzar la proliferación de la célula madre. Es una glucoproteína de 23-kDa codificada en el brazo largo del cromosoma 19 (Querniaux, 1994). La IL-12 es un factor estimulador de células NK y de células T tanto CD4+ como CD8+. Es una glucoproteina de 70-kDa (Quesniaux. 1994) que es el producto de un gen del brazo largo del cromosoma 5 y es producido por células B. La IL-13 es una proteína de 10-kDa producida por células T activadas y presenta una actividad similar a la IL-4. incluyendo electos antiinflamatorios en macrófagos y regulación de funciones de células B. Los genes de IL-13 están localizados en el brazo largo del cromosoma 5. Sin embargo, no estimula células T (Zurawski, 1994). La IL-14 también llamada factor de crecimiento de células B de alto peso molecular. Induce la proliferación de células B. inhibe la secreción de inmunoglobulinas. e induce la expansión selectiva de poblaciones de células B. Es una proteína de 53-kDa producida por células T y algunas células B malignas (Ambrus, 1993). La IL-15es un factor de crecimiento de células T de 14-kDa producido por una diversidad de tejidos. Comparte actividades con IL-2. muestra similitud antigénica parcial, y parece usar componentes del receptor de IL-2 (Grabstein, 1994). La IL-16 es un péptido de 17-kDa secretado por células epiteliales, mastocitos, células T CD8+. células T CD4+ y eosinófilos (Center. 1997). La IL-16 activa células T CD4+ a través del receptor de CD4 induciendo la motilidad celular y actúa como un factor de competencia de crecimiento para células T CD4+ (Cruikshank. 1998). La IL-16 es también un factor quimiotáctico para monocitos y eosinófilos. La IL-17es una citocina de 32-kDa producida por células T CD4+. Induce la secreción de IL-6, IL-8, FSC-G y otros mediadores de la inflamación. Es posible que IL-17 ]unto con IL-1 actúe sobre sinoviocitos para aumentar la reacción proinflamatoria observada en la superficie de las articulaciones de pacientes con artritis reumatoide (Chabaud, 1998). La IL-18 es una citocina producida por macrófagos activados y células de Kupffer. Induce la producción de IFN-y y aumenta la citotoxicidad de las células NK. Los genes de IL-18 están localizados en el brazo largo del cromosoma 11. La IL-18 está relacionada con la familia de IL-1 y es estructuralmente similar a IL-1 (Dinarello, 1998).



El ligando Kit (KL) es el ligando del receptor de la tirosincmasa c-kit y se conoce como factor de célula madre" o "factor de acero' Actúa en sinergia con la mayoría de otros factores de crecimiento incluyendo FSC-GM e IL-3 para estimular progenitores mieloides. eritroides y linfoides (Quesniaux, 1994). El receptor de KL es codificado por el cromosoma 4, mientras que KL o factor de acero es codilicado por el cromosoma 12 (Broudy. 1997). KL estimula el crecimiento, viabilidad y adhesión de células progenitoras primitivas, precursores eritroides (UFB-E: UFC-E), precursores mielodes (GM). precursores megacanocíticos (UFC-Meg) y mastocltos. También estimula el crecimiento de células B, células T. células NK y células dendriticas (Lyman. 1998). El ligando Flt-3 (FL) estimula células precursoras primitivas, a menudo en sinergia con KL. De forma similar al receptor de KL, el receptor de FL es también una tirosina cinasa. Actúa en sinergia con otros factores de crecimiento para estimular células T, células B y células NK y células dendríticas. A diferencia del KL. el FL no estimula mastocitos (Lyman, 1998).



Moléculas de adhesión en la hematopoyesis Las moléculas de adhesión son requeridas para modular muchas interacciones entre células hematopoyéticas y tactores de crecimiento, células del estroma, endotelio y matriz extracelular. Estas moléculas de la superficie celular influyen en la inducción, diferenciación y función de las células hematopoyéticas. Ellas son también responsables de la retención y liberación de las células hematopoyéticas en la médula ósea (Veriaillie, 1998). Existen vanas familias importantes de moléculas de adhesión. Éstas incluyen las moléculas de adhesión de la supertamilia génica de inmunoglobulinas, las integrinas y las selectinas (Long. 1992; Inghirami. 1993). La supertamilia génica de inmunoglobulinas incluye el receptor de células T e inmunoglobulinas. los cuales están especializados en la detección de antígenos. Esta incluye también anligenos linfocilos funcionales (LFA-2 y LFA-3) y moléculas de citoadhesión intercelulares (ICAM-1 e ICAM-2): LFA-2 y LFA-3 están implicadas en el acoplamiento celular de linfocitos T antigenoindependientes. ICAM-1. presente en algunos progenitores eritroides y granulooticos. asi como en macrofagos. parece tener un papel en la citoadhesión de célula progenitora. Las integrinas son receptores de células y también proteínas de la matriz extracelular Cada una está compuesta de dos cadenas de membranas-llave a y b cuya función parece depender de la cadena fi. Las integrinas 131 incluyen seis proteínas identificadas en células T activadas y llamadas antigenos muy tardios (VLAs). La VLA-2 se une a colágeno y a laminina y la VLA-3 se une a colágeno y fibroneclina. La integrina 82 LFA-1 (CD11a'CD18) es el contra-receptor de ICAM-1 y está limitado a células sanguíneas. Ésta y otras integrinas de leucocitos Mac-1([R3] | C D 1 1 b C D l 8 ) ) y glucoproteina (GP) pl 50.95 (CD11&CD18) son necesarias para la migración durante la inflamación. La LFA-1 también está involucrada en la citotoxicidad de célula T y célula NK y. en asociación con otras moléculas incluyendo CD44. en funciones de ontogénesis de células linfoides y mieloides y en migración linfocitica. En un tercer grupo de integrinas están las citoadhesinas. Éstas incluyen glucoproteina plaquetaria llb'llla que está principalmente involucrada en la interacción de plaqueta y pared de vaso sanguíneo. Las moléculas de la familia de selectina LEC-CAM tienen un dominio de unión a lectinas. un dominio receptor de factor de crecimiento endotelial. y un área homologa a las proteínas de unión al complemento: de ahi la sigla LEC. Estas moléculas incluyen un receptor buscador de linfocito (MEL14), que interacciona con un ligando en el endotelio de las vénulas de endotelio alto (HEV) del nodulo linfático, teniendo como resultado la entrada de lintocitos en el nodulo linfático. Una molécula similar, ELAM-1. está involucrada en la interacción de neutrófilos con células endoteliales durante la inflamación. Otra selectina, GP140 (CD62). está también involucrada en la interacción de leucocitos con la célula endotelial. Se ha encontrado en granulos de plaquetas y células endoteliales. se moviliza durante la coagulación y está inducida en neutrófilos y monocitos. Otro grupo de moléculas de adhesión incluye las moléculas tipo mucina y representa una familia de glucoproteínas expresadas en los tejidos del sistema hematopoyético. Estas sialomucinas se han encontrado en células progenitoras. incluyendo células madre que poseen anligenos CD34, CD43:



CD45RA. glucoproteina ligando-1 para la selectina-P (PSGL-1) y CD164 (Verfaillie, 1998). Estudios funcionales demuestran que las moléculas CD164 pueden tener un papel importante en la adhesión de células progenitoras hematopoyéticas a las células del estroma de la médula ósea y puede ser una potente molécula indicadora con la capacidad de inhibir la proliferación de células hematopoyéticas (Zannetlino. 1998) Muchos de los componentes de la matriz extracelular interaccionan con los receptores de las células hematopoyéticas. Estas incluyen fibronectina. trombospondina, ácido hialurónico. hemonectma y sulfato de hepanna. Se conocen receptores para algunos de éstos. El CD44, receptor para el acido hialurónico, es un grupo antigénicamente relacionado de proteínas celulares inducidas de superficie de expresión variable en todos los leucocitos. Se necesita para la granulopoyesis precoz, así como en el tráfico de linfocitos maduros. Se conocen oirás moléculas de adhesión con efectos en la hematopoyesis, e indudablemente quedan muchas más por ser descritas.



TEJIDOS HEMATOPOYÉTICOS Hematopoyesis embrionaria y fetal Al comienzo del primer mes de vida prenatal aparecen las primeras células sanguíneas fuera del embrión en el mesénquima del saco vitelino como islas de sangre. Estas células son predominantemente erilroblaslos primí livos, que son grandes y megaloblásticos. se forman intravascularmente. y retienen su núcleo. A la sexta semana, se inicia la hematopoyesis en el hígado, que se convierte en el principal órgano hematopoyético durante los períodos inicial y medio de la vida fetal. Los entroblastos definitivos, que llegan a ser glóbulos rojos anucleados, se forman extravascularmenle en el higado. y la granulopoyesis y los megacariocitos existen en menor grado. A la mitad de la vida fetal, el bazo y en menor medida los ganglios linfáticos tienen un papel menor en la hematopoyesis, aunque el hígado continúa dominando. En la última mitad de la vida fetal, la médula ósea va adquiriendo progresivamente más importancia como lugar de producción de células sanguíneas. A medida que esto ocurre, el papel del higado disminuye.



Hematopoyesis posnatal Poco después del nacimiento, cesa la hematopoyesis en el hígado y la médula es el único lugar para la producción de hematíes, granulocitos y plaquetas. La célula madre hematopoyética y las células progenitoras comprometidas son mantenidas en la médula. Los linfocitos (del tipo B) continúan siendo producidos en la médula, asi como en los órganos linfoides secundarios, mientras que linfocitos T son producidos en el timo y también en los órganos linfoides secundarios (véase Linfocitos). Al nacer, el espacio total de la médula está ocupado por médula hematopoyética activa (roja). A medida que el crecimiento del cuerpo avanza y el espacio medular aumenta durante la primera infancia, sólo se necesita parte del espacio para la hematopoyesis: el resto del espacio es ocupado por adipocitos. Al final de la niñez, sólo los huesos planos (cráneo, vértebras, caja torácica, hombro y pelvis) y la parle proximal de los huesos largos (lémur y húmero) son lugares de lormacion de células sanguíneas. El resto del espacio medular es adiposo o médula amarilla que puede ser reemplazado por células hematopoyéticas si existe una continua e intensiva estimulación. La circulación medular es cerrada, es decir, las arteriolas que se derivan de las arterias longitudinales centrales (p. ej.. en huesos largos) conectan directamente con amplios senos venosos con los que se anastomosan y finalmente drenan en las venas longitudinales centrales. El endotelio aplanado de los senos está parcialmente recubierto por células reticulares adventicias, una forma de fibroblasto que elabora fibras de reliculina argentólilas. Estas células y fibras reticulares forman la malla que sostiene el estroma de la médula, donde residen las células hematopoyéticas. Las células reticulares son fagocíticas. aunque en mínimo grado pueden hincharse y captar agua, pueden llegar a ser células adiposas, y posiblemente inducir a que las células madre hematopoyéticas lleguen a ser células progenitoras comprometidas. Después



de que se haya producido la proliferación y maduración en el estroma de la médula, las células sanguíneas consiguen la entrada a la sangre a través de o entre las células endoteliales de la pared del seno. Esto requiere el desplazamiento de las células adventicias.



PRODUCCIÓN DE HEMATÍES El eritrocito es un vehículo de transporte de hemoglobina que se produce en las células precursoras de los hematíes, los normoblastos. La función de la hemoglobina es el transporte de oxigeno y dióxido de carbono. El eritrocito también es metabólicamente capaz de mantener la hemoglobina en un estado funcional. Maduración normoblástica (Lámina 25-1) El primer precursor eritroide reconocible es el pronormoblasto (Fig. 25-1 y lámina 25-1A e I). Con cerca de 20 pm de diámetro, es el precursor eritroide más grande. El núcleo tiene un fino, uniforme perfil de cromatina que es algo más diferenciado y más intensamente teñido que el del mieloblasto. La membrana nuclear es prominente. Están presentes uno o más nucléolos prominentes. El citoplasma tiene un carácter heterogéneo y es moderado en cantidad y basolilia: no presenta granulos. El pronormoblasto sufre mitosis y forma dos normoblastos basófilos. El normoblasto basófilo (Lámina 25-1B. C, J, y K) es algo más pequeño y tiene una cromatina ligeramente más gruesa que se tiñe intensamente; la cromatina puede estar parcialmente agregada y el modelo puede sugerir una rueda con anchos radios. La paracromatina (la parte no cromatinímica del núcleo) es nítida y se tiñe de rosa. Los nucléolos existen pero a menudo no son visibles. La proporción nuclearcitoplásmica (N/C) es moderada; alrededor de un cuarto del área celular lotal parece ser citoplasma. El citoplasma es profundamente basófilo. debido a la abundancia de ARN; gran parte de esto es evidente como polirnbosomas en micrografia electrónica. Los bordes celulares de los primeros normoblastos normalmente aparecen irregulares, debido a la presencia de seudópodo. Después de la mitosis del normoblasto basófilo. se pueden observar pruebas de la continua producción de hemoglobina en el citoplasma de las dos células hijas como policromasia, es decir, mezclas de manchas rojas de hemoglobina con azul del ácido ribonucleico (ARN) con formas variables en gris. Esta célula es el normoblasto policromatótilo (Lámina 25-1C, J, K. L y M), que es ligeramente menor que el normoblasto basófilo. El núcleo ocupa alrededor de la mitad del área de la célula, se tiñe intensamente y tiene la cromatina moderadamente condensada, que es claramente distinta a la paracromatina rosa. El normoblasto policromatófilo sufre una o dos divisiones mitóticas. Después de la última mitosis. el núcleo llega a ser pequeño y denso (picnótico) y el estado de normoblasto ortocromático es alcanzado (Lámina 251D) La mitosis ya no es posible. La célula es menor que el normoblasto policromatófilo y tiene una menor proporción N C . El citoplasma contiene mucha más hemoglobina y pocos polirribosomas y permanece ligeramente policromatófik). Finalmente, acompañado de contracciones citoplásmicas y ondulaciones, el núcleo y un pequeño borde del citoplasma son expulsados del normoblasto ortocromático. formando el rettculocito. En extensiones secadas al aire con tinciones de Romanowsky, el reticulocito es policromatófilo como resultado de la retención del ARN. En la médula, las células erítroides que se están desarrollando están normalmente en contacto con macrófagos en lo que se denominan "islotes eritroblásticos" (Lámina 25-1N). Estos islotes erilroblásticos suelen romperse cuando se extiende el aspirado de médula en un portaob|etos. pero a veces pueden verse fragmentos de citoplasma de macrófagos sujetos a los normoblas tos separados, especialmente en extensiones coloreadas en azul de Prusia. Durante la proliferación y maduración, el hierro se transfiere desde la transferrina plasmática al interior de las células en las senes normoblásticas. El pronormoblasto y normoblasto basófilo tienen el máximo contenido en ARN, este comienza a disminuir en los normoblastos policromatófilos a medida que aumenta la cantidad de hemoglobina. La síntesis del ARN disminuye gradualmente en cada estadio hasta llegar a los normoblastos ortocromáticos.



Cuando de|a de existir núcleo (en el reticulocito), la síntesis del ARN cesa, el ARN ya presente permanece durante unos días, y la síntesis de proteína y hemo continúa en el reticulocito hasta que la célula pierde su ARN y mitocondria. Durante este proceso de maduración, tienen lugar 3 ó 4 divisiones mitóticas en un período de tres días, teniendo como resultado la producción potencial de 16 reticulocitos de cada pronormoblasto. Los reticulocitos son mayores que los glóbulos rojos maduros y son viscosos. Permanecen en el estroma de la médula de uno a dos días antes de ser liberados a la sangre En la médula hay un número igual de reticulocitos y de hematíes nucleados y el número de reticulocitos en la médula es ligeramente mayor al de reticulocitos circuíanles. Si sucede una hipoxia suficientemente grave, puede liberarse la reserva de reticulocitos de la medula. Esto duplica aproximadamente el número de reticulocitos circulantes. Normalmente, los reticulocitos permanecen, sintetizando lentamente hemoglobina, durante dos o tres días en la médula y un dia en la sangre. Entonces, los ribosomas residuales, mitocondria y otros orgánulos son eliminados, y los hemalíes maduros circulan alrededor de 120 dias. Durante este tiempo envejecen gradualmente, ciertas actividades enzimáticas disminuyen, y son finalmente destruidos dentro de células lagociticas del sistema reticuloendotelial



Maduración megaloblástica (Lámina25-1) La maduración anormal de los precursores erítroides que tiene lugar en caso de deficiencia de vitamina B, o deficiencia de ácido fóüco (véase Capítulo 26) se conoce como maduración megaloblástica, y las células erítroides anormales se denominan megaloblastos. Debido a la deficiente capacidad de las células para sintetizar ADN, las fases intermitólicas y mitóticas se prolongan. Esto tiene como resultado células agrandadas, y se retrasa la maduración nuclear respecto a la maduración citoplásmica (disociación citonuclear). El aspecto de la cromatina nuclear es más delicado y más abierto'. con paracromatina marcada. Frecuentemente se observan cariorrexis. o rotura de los núcleos, y cuerpos Howeli-Jolly. El desarrollo megaloblástico es paralelo a la maduración normoblástica. Pueden reconocerse los estadios de promegaloblasto. megaloblasto basófilo. megaloblasto policromatófilo y megaloblasto ortocromático ¡Lámina 25-1E a H). ;



Regulación de la producción de hematíes El número de hematíes en la sangre puede eslar regulado por cambios en la velocidad de producción. La tasa de destrucción de hematíes no varia apreciablemente en individuos normales. Se produce un aumento en la producción de hematíes cuando el oxigeno transportado a los tejidos está reducido, como en la anemia, en afecciones cardiacas o pulmonares, y en la baja presión de oxigeno en grandes alturas. La producción de hematíes disminuye cuando un individuo sulre una gran transfusión o es expuesto a una presión de oxígeno alta. La alinidad de la hemoglobina por el oxígeno es modulada por la concentración de fosfatos, en particular de 2.3-difosfogliceralo (2.3-DPG) en el hematíe. Estos fosfatos se combinan con las cadenas B de la hemoglobina reducida y disminuyen su afinidad por el oxigeno (Fig. 25-2). En zonas de hipoxia tisular. a medida que el oxígeno va desde la hemoglobina hacia los tejidos, la cantidad de hemoglobina reducida en los hematíes aumenta, uniendo más 2.3-DPG y reduciendo más su afinidad por el oxígeno, por lo que más oxígeno puede ser transportado a los tejidos. Si la hipoxia persiste, la depieción de 2.3-DPG libre conduce a un aumenlo de la glucólisis. producción de más 2.3-DPG y una continua baja afinidad de la hemoglobina por e oxigeno. La hipoxia tisular induce la formación de EPO. una hormona que circula por el plasma hacia la médula, donde tiene como efecto la producción de más hematíes. Ésta actúa induciendo a las células progenituras comprometidas (UFC-E y UFB-E) en la médula a proliferar y diferenciarse en pronormoblastos. acortando el tiempo de la generación de normoblastos y originando la liberación precoz de reticulocitos a la sangre El resultado es el aumento del número de normoblastos en la médula en una tasa normal respecto a los otros tipos de células, condición conocida como hiperplasia normoblástica.
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La medida de erltropoyetina se lleva a cabo mediante métodos inmunológicos in vitro utilizando suero o plasma, y con ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) el plasma presenta mayor sensibilidad (Lindstedt. 1998). Los niveles elevados son detectados en pacientes con híperplasia eritroide y en anemia aplásica. Los niveles disminuidos por debajo de la tasa normal se observan en individuos normales después de transfusión y en policitemia vera.



Síntesis de hemoglobina Síntesis d e l h e m o . La síntesis del hemo tiene lugar en la mayoría de la células del cuerpo, excepto en los hematíes maduros, pero más a menudo en
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Figura 25-2. Curvas de disociación de oxigeno de la hemoglobina a diferentes concentraciones de 2.3-difosloglicerato (DFG). La curva es sigmoidea y se desplaza a la derecha con concentraciones crecientes de 2.3-DFG: esto tiene como resultado un descenso de la afinidad de la hemoglobina por el oxígeno y aumento del transporte de oxígeno a los tejidos ¡De Duhm J: en Rorth fvl, Astrup P [edsj: Oxygen Aífinity oí Hemoglobin and Red Cel! Aod Base Status [Allred Benzan Simposio IV]. Copenhague. Munksgaard International Publishers.1972. p 583. con permiso).



los precursores eritroides. Succinil coenzima A se condensa con glicina para formar el intermediario inestable ácido c/.-amino-íi-cetoadípico. que es rápidamente descarboxilado a ácido 5-aminolevulínico (ALA) (Fig. 25-3). Esta condensación requiere de piridoxal fosfato ¡vitamina B,J y tiene lugar en la mitocondria. El ALA es excretado normalmente en pequeñas cantidades en la orina, pero en determinadas anomalías de la síntesis del hemo (p. ej.. intoxicación por plomo) la excreción está aumentada. Las dos moléculas de ALA se condensan para formar el monopirrol. porfobilinógeno. catalizado por la enzima ALA-deshidrasa. El porfobilinógeno también se excreta normalmente en pequeñas cantidades en la orina. Las cantidades marcadamente elevadas



Porfobilinógeno Figura 25-3. Formación de porfobilinógeno a partir de succinil coenzima A y glicina. (De Leavell BS: Fundamentals oí Clinical Hematology. 4- ed. Filadelfia, Company WB Saunder, 1976, con permiso.)
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Figura 25-4. Formación del hemo a partir de porfobilinógeno (De Leaveil BS: Fundamentals of Clinical Hematology, 4 ed. Filadelfia, Company WB Saunder, 1976. con permiso.)



aparecen en la orina en porfiria aguda intermitente, y se detectan con facilidad por una reacción coloreada con reactivo de Ehrlich. Cuatro moléculas de porfobilinógeno reaccionan para formar uroporfirinógeno III o I (Fig. 25-4). El isómero tipo III es convenido, pasando por coproporfirinógeno III y protoporfirinógeno, en protoporfirina. En determinados trastornos cuando esta ruta está parcialmente bloqueada, se forma el isómero tipo I de uroporfirinógeno y coproportirinógeno y sus productos oxidados de excreción, uroporfirina I y coproporfirina I. están en cantidad aumentada. La protoporfirina se encuentra normalmente en los hematíes maduros. En intoxicación por plomo y en deficiencia de hierro, los niveles de protoporfirina eritrocitaria libre (PEF) están aumentados. El hierro es introducido en la protoporfirina mediante la enzima mitocondrial ferroquelatasa para formar la molécula del hemo final. Síntesis de g l o b i n a . La síntesis de globina tiene lugar en el citoplasma de los normoblastos y de los reticulocitos. Las cadenas polipeptídicas se sintetizan en los ribosomas. Las pequeñas moléculas específicas de ARN soluble (sARN) determinan la ubicación de cada aminoácido de acuerdo con el código del ARN mensajero (ARNm). El crecimiento progresivo de la cadena polipeptídica comienza en el extremo amino. Este proceso de síntesis proteica tiene lugar en los ribosomas agrupados en polirribosomas. que se mantienen unidos por el ARNm. Como el reticulocito puede sintetizar hemoglobina por lo menos durante dos días después de perder su núcleo, parece que el ARNm para hemoglobina es bastante estable. Las cadenas polipeptídicas liberadas Oe los ribosomas son plegadas espontáneamente en sus configuraciones tridimensionales.



la síntesis de globina, principalmente en el inicio de la cadena, y la interacción de ribosomas con ARNm.



Estructura y función de la hemoglobina En cada molécula de hemoglobina (Hb). se incorpora un grupo hemo en un bolsillo hidrófobo de una cadena polipeptídica doblada (Bunn, 1986). La hemoglobina A del adulto normal consta de cuatro grupos hemo y de cuatro cadenas polipeptídicas (dos cadenas a y dos cadenas B), que forman una molécula de hemoglobina más o menos globular (Fig, 25-5). Los átomos de hierro ferroso tienen 6 enlaces de coordinación: 4 para los nitrógenos pirrólicos del hemo. uno para el nitrógeno imidazólico de la histidina de la cadena de globina (87-a o 92-B). y uno que se une reversiblemente al oxígeno. A medida que aumenta la presión parcial de oxígeno, los 4 grupos del hemo se unen secuencialmente a una molécula de oxigeno cada uno. En el proceso, tiene lugar un cambio en la configuración global de la molécula de hemoglobina, que favorece la unión adicional del oxígeno. La curva de disociación del oxigeno de la hemoglobina de forma sigmoidea refleja el aumento de la afinidad por el oxígeno con el aumento de la presión parcial de éste en los pulmones (véase Fig. 25-2). En los tejidos, la conversión de H b 0 a Hb, el descenso del pH y el aumento de la temperatura producidos por procesos metabólícos y la unión de más 2,3-DPG a la Hb provocan un desplazamiento de la curva de disociación de Hb-oxigeno hacia la derecha, favoreciendo la liberación de oxígeno desde la hemoglobina. 2



El dióxido de carbono ( C 0 ) es transportado en los hematíes y en el plasma. Una pequeña parte del C O del hematíe está disuelto y unido a los grupos amino de la hemoglobina como carbámino-CO;. pero la mayoria está en forma de bicarbonato. La enzima anhidrasa carbónica cataliza la transformación de dióxido de carbono en bicarbonato en los hematíes mientras está en 2
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El control de la síntesis de hemoglobina se ejerce principalmente a través de la acción del hemo. El aumento de hemo inhibe la sínlesis de hemo por inhibición de la actividad y síntesis de ALA smtetasa. El hemo también causa



vuelve a la reserva de aminoácidos del organismo. Por el contrario, el anillo de protoportírina se divide, convirtiéndose en bilirrubina. y siendo excretada del organismo. En el macrófago, el anillo de protoporfirina es dividido por una enzima hemoxidasa en el puente u-metinico, dando lugar a 1 mol de monóxido de carbono (CO) y 1 mol de biliverdina (véase Fig. 12-1). El CO aparece en la sangre como HbCO y finalmente es exhalado. La biliverdina es reducida a bilirrubina en el macrólago. y la bilirrubina. transportada al hígado por la albúmina plasmática (véase Cap. 12). Esta es eliminada del plasma por la célula hepática, conjugada principalmente con glucurónido. y excretada por la bilis. En el intestino, tiene lugar la reducción por bacterias, y la bilirrubina es transformada en urobilinógeno. mesobilirrubmógeno y estercobilinógeno. compuestos que colectivamente son designados como urobilinógenos (véanse Figs. 12-1 y 12-2).



Figura 25-5. La molécula de hemoglobina (tetrámero. peso molecular 64.500 Da). El grupo hemo por cada cadena de pohpéptido monomérica se representa como un disco negro, conectado a un grupo imidazol de histidma. y localizado cerca de la superficie de la molécula en un ""bolsillo" formado por una cadena polipeptidica. Las letras A y H designan segmentos alta-helicoidales de cada cadena polipeptidica A es el segmento amino terminal y H es el segmento carboxi-terminal. Los cuatro monómeros están separados en este dibujo, pero realmente están en contacto a lo largo de un área relativamente grande [a, 6.) de la que se piensa que es el área de contacto fijadora o estabilizadora, y un área más pequeña (a. I)-) de la que se piensa que es el área de contacto funcional, donde tiene lugar el movimiento durante oxigenación y desoxigenación, cambiando la configuración molecular. (De White JM. Dacie JV: Prog. Hematol 1971; 7:69, con permiso.)



el lecho capilar tisular y cataliza la reacción opuesta (la liberación de dióxido de carbono desde bicarbonato) en el hematíe cuando éste está en el lecho capilar de los pulmones.



La valoración del CO exhalado, HbCO o urobilinógeno fecal puede ser usada como medida de la destrucción de hemoglobina. Cuando la producción de hematíes está disminuida y el nivel de hemoglobina circulante es bajo, como en anemia aplásica. el urobilinógeno excretado se reduce. Cuando la destrucción de hematíes está aumentada, como en anemia hemolítica. la cantidad de estos tres esta aumentada. En individuos normales, alrededor del 80% al 9 0 % del pigmento biliar medido como urobilinógeno fecal proviene de la destrucción de hematíes senescentes que han vivido de 100 a 120 días. Sin embargo, alrededor del 10% al 2 0 % del pigmento es excretado dentro de los primeros dias. Este pigmento biliar marcado precoz proviene del grupo hemo no hemoglobinico formado en el hígado, así como de la destrucción de la hemoglobina recién formada en la médula ósea. La mayoría de ésta representa hemoglobina del núcleo y fragmentos del citoplasma del normoblasto ortocromático que se pierden durante el proceso de extrusión nuclear. En determinados trastornos hematológicos. particularmente en la lalasemia, anemia megaloblástica, anemia normoblástica refractaria y porfiria eritropoyética. esta fracción de pigmento biliar precozmente marcada puede estar intensamente aumentada. Esta destrucción mtramedular de hemoglobina, que no aparece nunca en los hematíes circulantes, es conocida como eritropoyesis ineficaz.



DESTRUCCIÓN DE LOS HEMATÍES ERITROCINÉTICA El hematíe experimenta cambios metabólicos graduales durante sus 120 días de vida, y al término de éstos la célula senescente menos viable se retira de la circulación. Determinadas enzimas glucolíticas disminuyen su actividad a medida que las células envejecen. Los hematíes más viejos tienen una superficie menor y un aumento de la concentración de hemoglobina corpuscular media (CHCM) comparado con células más jóvenes. Además, los hematíes envejecidos pierden el ácido siálico de sus membranas, exponiendo una asialoglicoforina. Este antígeno senescente es reconocido y el propio organismo sintetiza un autoanticuerpo. Después de la unión del autoanticuerpo, la célula senescente es retirada de la circulación por el sistema reticuloendotelial. Normalmente casi 3 millones de células por segundo se retiran de la sangre sin ninguna evidencia histológica demostrable de eritrofagocitosis. En algunos estados patológicos, el sistema reticuloendotelial retira los hematíes sensibilizados más jóvenes o anómalos a una velocidad rápida. Por eso, a veces sí que se observa la eritrofagocitosís. En anemia hemolítica autommune. el sislema reticuloendotelial retira los hematíes siguiendo la unión de autoanticuerpos o del complemento a los reticulocitos y hematíes jóvenes. En otros estados patológicos, los hematíes son retirados por defectos estructurales que interfieren en su paso a través de la microcirculación del sislema reticuloendotelial.



El equilibrio entre la liberación de hematíes a la sangre y la eliminación de hematíes de la sangre tiene como resultado una masa de hemoglobina en la circulación relativamente constante. La anemia se produce cuando la eliminación de hematíes de la sangre está aumentada y no puede ser compensada por una producción aumentada, o cuando el paso de hematíes a la sangre está disminuido, o cuando existen ambos procesos a la vez. Cuando se desarrolla la anemia, la hipoxia tisular conduce a niveles elevados de eritropoyetina en el plasma. La hiperplasia normoblástica resultante produce más hematíes para conducirlos a la circulación. La médula en un individuo normal es capaz de aumentar de seis a ocho veces el rendimiento normal de los hematíes con una estimulación extrema. Esta capacidad debe ser comparada con el rendimiento alcanzado en realidad cuando uno está evaluando la respuesta de la médula de un determinado paciente. Pueden necesitarse medidas que evalúan la entropoyesis electiva (producción y paso de hematíes a la circulación), eritropoyesis inefectiva y destrucción de hematíes para determinar el mecanismo y la causa de la anemia.



Mediciones de producción total de hematíes o de hemoglobina



Degradación de la hemoglobina Después de la retirada del hematíe de la circulación, la hemoglobina es dividida por los macrólagos del sistema reticuloendotelial en sus tres constituyentes: hierro, protoporfinna y globina. El hierro queda en depósito y puede ser completamente reutilizado. La globina probablemente sea degradada y



La masa total de células entropoyéticas en el organismo no puede medirse fácilmente. Se hace una valoración examinando una muestra de médula ósea de un lugar normalmente activo y determinando la celularidad y el porcentaje del total de células nucleadas que son entropoyéticas (véase Examen de médula ósea, más adelante). Cuando la actividad medular aumenta, por lo general, las células hematopoyéticas adicionales reemplazan la grasa sitúa-



da en la médula roja antes de que la extensión tenga lugar en la médula amarilla de los huesos largos. Se supone que la muestra es representativa de la médula de manera global, una suposición que por lo general es válida. La recambio del hierro del plasma se calcula por el nivel de hierro en el suero y el ritmo de recambio de hierro radioactivo inyectado desde el plasma. Alrededor del 25% al 3 0 % del hierro no se usa en la eritropoyesis y se loma principalmente del hígado. El 7 0 % al 7 5 % restante se toma de las células eriIropoyéticas y es por tanto una medida de la eritropoyesis total, tanto eficaz como ineficaz.



o cuatro veces más reticulocitos de lo normal. Sin embargo, esto debe ser corregido para los aumentos del tiempo de maduración (desviación); 4 x 1 / 2 = 2. Por lo tanto, están entrando dos veces más reticulocitos a la sangre por día que en un individuo normal, es decir, la producción de hematíe es dos veces la normal. Si sólo está disponible el hematocrito. puede hacerse la misma corrección como sigue: Corrección para anemia: Cómputo reticulocitario del paciente (7%)



Mediciones de destrucción total de hematíes



Hcto del paciente (0.25)
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o de hemoglobina



Cómputo reticulocitario normal (1 %)



La determinación del urobilinógeno fecales una estimación de la excreción total de pigmentos biliares (los productos de destrucción del hemo). Esta medida incluye pigmentos derivados de la hemoglobina lormada y destruida en la médula sin llegar a los hematíes circuíanles. Las limitaciones incluyen una conversión disminuida de bilirrubma en urobilinógeno debido a la administración oral de antibióticos de amplio espectro, y el fracaso del pigmento para alcanzar el intestino en casos de ictericia obstructiva. En trastornos severos del hígado, se excreta menos urobilinógeno reabsorbido en la bilis y más en la orina. El urobilinógeno de la orina no es una buena medida de la excreción de urobilinógeno por dos razones: la eliminación por el riñon en general es un componente menor de la excreción total, y con un higado funcionando normalmente, el aclaramiento del urobilinógeno reabsorbido en el plasma es tan eficaz que aumentos considerables en la circulación sanguínea pueden originar en un pequeño o nulo aumento del urobilinógeno en la orina



Mediciones de la producción eficaz de hematíes Cómputo de r e t i c u l o c i t o s . Como el ARN del reticulocito desaparece casi un día después de su entrada en la sangre, el cómputo de reticulocitos será una medida del número de células que están siendo liberadas desde la médula a la sangre cada día. es decir, una medida de la eritropoyesis eficaz. El cómputo absoluto de reticulocitos se calcula multiplicando el porcentaje de reticulocitos por el cómputo de hematíes. Para dar una expresión significativa de la eritropoyesis debe utilizarse, el cómputo absoluto de reticulocitos, o alguna valoración de éste, y no sólo el porcentaje. El cómputo absoluto normal de reticulocitos es de unos 50 x 10 /I o 1% de los hematíes circulantes. Como el tiempo normal de maduración de reticulocitos en la sangre es de un día. la producción de reticulocitos es de 50 x 10 /l/día.



Hcto normal (0.45)



Corrección para la desviación; . índice de reticulocito corregido (4) x
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Tiempo de maduración (2) Estas correcciones son necesarias para calcular el grado de producción del hematíe en respuesta a una anemia. Un individuo normal con un aporte normal de hierro puede aumentar la producción de hematíes dos veces de lo normal dentro de una semana, si el hematocrito desciende a 0.35, o tres veces de lo normal si el hematocrito desciende a 0.25. Sólo si hay un aporte parenteral de hierro (como en hemolisis) puede alcanzarse la producción máxima de hematíes de seis a ocho veces los valores normales. Si no se ha alcanzado una respuesta apropiada de la médula (rente a la anemia en una o dos semanas, existe alguna alección en la producción de hematíes. La utilización de hierro por los hematíes es una medida de la cantidad de una dosis inyectada de hierro que aparece en la hemoglobina de los hematíes circulantes. Esto proviene del recambio de hierro del plasma y del porcentaje de hierro radiactivo que ha sido inyectado y que aparece en los hematíes circulantes después de dos semanas, suponiendo que ninguna de las células formadas nuevamente se haya destruido en ese intervalo de tiempo. Esto, también, es una medida de la eritropoyesis eficaz.
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Una segunda consideración es el ajuste para el aumento del tiempo de maduración de reticulocitos en la sangre como resultado de la liberación acelerada desde la médula, un efecto de la eritropoyetina. Esto se reconoce por la presencia de grandes células policromáticas o hematíes nucleados en las extensiones de sangre, indicando un desplazamiento de reticulocitos excesivamente inmaduros desde la médula hacia la sangre. Para evitar una valoración por alto de la producción diaria de hematíes, se usa un factor de corrección basado en el tiempo estimado de maduración de reticulocitos en la sangre. Esto varía inversamente con el hematocnto de la siguiente manera (Hillman. 1996):



Mediciones de la supervivencia efectiva de hematíes en sangre La supervivencia eritrocitica puede ser determinada extrayendo una muestra de sangre, marcando los hematíes con cromo-51 ( Cr), inactivando el exceso de C r que queda en el plasma y reinyectando los hematíes marcados en el paciente. El C r está unido a la cadena 13 de la molécula de hemoglobina y la mayor parte no se libera hasta que el hematíe se saca de la circulación y la hemoglobina es degradada. Las mediciones de la radiactividad en los hematíes se realiza a las 2 o a las 24 horas (a tiempo cero, o nivel 100%) y en intervalos de uno a tres dias hasta que más del 5 0 % de la actividad haya desaparecido. Los resultados se expresan normalmente como la mitad del tiempo de supervivencia del = Cr. El rango normal es de 28 a 38 días. (La razón de que no sea de 60 días es que el ' C r se separa de la hemoglobina a razón del 1% por día). Si la producción de hematíes equivale a la destrucción (p. ej., existe un estado constante), la supervivencia del eritrocito también es una medida de la producción eficaz de hematíes. 51
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Resumen Si un paciente tiene un Hcto de 0.25, un cómputo entrocilario de 2,89 x 10' /l, y un cómputo reticulocitario del 7%, tendrá un cómputo reticulocitano absoluto de 202 x 10"/I Como el promedio normal del cómputo reticulocitario absoluto es de 50 x 10 VI, el paciente tiene 2



202 x 10»/| 50 x 1 0 - 1



La eritropoyesis total se refiere a la producción total de hemoglobina o de hematíes; la eritropoyesis eficaz se refiere a la producción de hemoglobina o de hematíes que alcanzan la circulación; y la eritropoyesis ineficaz se refiere a la producción de hemoglobina o hematíes que nunca alcanzan la circulación sanguínea. Eslos conceptos de la eritrocinética enfocados al estudio de la anemia son útiles, especialmente en anemias que no tienen una fácil clasificación.



NEUTRÓFILOS (Lámina 25 2) La célula progenitura común para neutrófilos y monocitos (UFC-GM) se divide y da lugar a las células progenituras para granulocitos (UFC-G) y para monocitos (UFC-M). UFC-G y UFC-M dan lugar a mieloblastos y monoblastos. respectivamente, estimulados por factores estimuladores de colonias para granulocitos y monocitos (véanse Fig. 25-1 y Tabla 25-1).



Morfología de los precursores de neutrófilos El mieloblasto (Lámina 25-2A) es una célula de aproximadamente 15 pm de diámetro con una relación NC moderadamente alta: un gran núcleo ovalado a cuadrangular; un modelo de cromatina uniforme, muy fino: membrana nuclear frágil: y de dos a cinco nucléolos. El citoplasma es azul claro pálido y no tiene granulos. La aparición de granulos azurófilos (-0,5 pm de diámetro) anuncia el primer promielocilo (Lámina 25-2B) e indica que la célula va a ser un neutrófilo. El estadio de promielocito engloba el periodo entero de producción de granulos azurófilos. El promielocito es ligeramente mayor que el mieloblasto. La cromalma nuclear empieza a condensarse un poco, y los nucléolos son un poco menos evidentes. El citoplasma es basófilo y está ocupado por más y más granulos azurófilos (Lámina 25-2C). El estadio de mielocito neutrólilo empieza con la aparición de granulos específicos de neutrófilos, al principio sólo en la región de Golgí: y a medida que se desarrollan más granulos específicos, se extienden a través del citoplasma (Lámina 25-2D a H). Con sucesivas mitosis, el número de granulos azurófilos (cuya producción ha cesado al final del estadio de promielocito) está disminuido. El mielocito neutrófilo inicial, por lo lanto, tiene un fino y disperso modelo de cromatina nuclear, muchos granulos azurófilos y pocos granulos especificos. El mielocito neutrófilo en su fase final tiene el modelo de cromatina algo más condensada. un citoplasma bien lleno de granulos especificos. y bastantes menos granulos azurófilos. El mielocito es el último estadio capaz de dividirse. El siguiente es el metamielocito neutrólilo. distinguido por un núcleo con marcada forma arriñonada con una cromatina más condensada (Lámina 25-2F y G). Desde este estadio en adelante, los cambios en el citoplasma son insignificantes En el neutrófilo en banda (forma de puñal), el núcleo tiene la cromatina más condensada y una forma alargada bastante uniforme. En el estadio en banda tiene lugar la constricción parcial del núcleo, hasta que se forma un fino filamento (en longitud pero no en anchura) entre dos de los lóbulos; en este momento la célula es clasificada como un neutrófilo segmentado. El neutrófilo maduro del hombre tiene dos veces más granulos especificos que granulos azurófilos. Los granulos azurófilos (formados en el estadio de promielocito) contienen enzimas lisosomales (p. ej., hidrolasas acidas: fosfatasa acida, (3 glucuronidasa), peroxidasa. muramidasa y proteínas catiónicas antibacterianas, además de otras enzimas y proteínas. Los granulos especí-



Tabla 25-1



Factores recombinantes hematopoyéticos estimuladores de colonias humanos
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Tamaño proteina (kDa)



FSC-GM



18-22



GM-CSF



14-35



lnterleucma-3 FSC-F



14-28 35-45 (x2) 18-26 (x2>



Eritropoyetma



34-39
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Linajes hematopoyéticos



Monocitos II Fibroblastos Células T n m.e.E.M. Células e n d o t e l i a l e s Fibroblastos Células T n.m.e.b.E.M. Monocitos m Fibroblastos Células e n d o t e l i a l e s Riñon E



Las pfoieinas M-CSF son homoditneros del tamaño indicado Los linajes hema- j topoyeticos que resultan de la acción de los factores en la célula madre y células progenituras son como siguen: n= neutrolilos. m= monocitos; e= eosinófilos; b= basófilos: E= células erítroides. y M= megacariocitos Modificado de Clark SC, Kamen R: Science 1987; 236:1229-1237. © 1987 por la A M O ; y Nathan D O Sic-f C A Prog Hwr-ato 1 9 M 7 1'-. 1 . i m I K H I I I I K O



fieos (formados en el estadio de mielocito) contienen lactofernna. colagenasa. y muramidasa. asi como otras enzimas y proteínas. Los granulos terciarios, similares en tamaño a los granulos específicos, contienen gelatinasa. La fosfatasa alcalina se localiza en otro tipo de orgánulo citoplasmático de densidad más ligera que los granulos específicos. Estos orgánulos aparecen por primera vez durante el ultimo estadio de mielocito.



Distribución y cinética La distribución de esta serie celular en el organismo viene representada en la Figura 25-6. Por cada neutrófilo en los vasos sanguíneos, existen unos 16 precursores en la médula. Desde el momento de la diferenciación en mieloblasto. a través de cinco divisiones mitóticas (tres de las cuales tienen lugar en el estadio de mielocito). se requieren 14 días hasta que la progenie de esta célula alcanza la sangre. Los últimos seis o siete días están dedicados a la maduración y almacenamiento. Cuando un neutrófilo entra en la sangre, se mueve fácilmente entre una reserva de granulocitos circulantes (CGP), que se delecta en el cómputo leucocitario. y una reserva marginal de granulocitos (MGP), que no lo es. ya que está marginada a lo largo de las paredes de los vasos o secuestrada en los lechos capilares En menos de un día después de su llegada, el neutrólilo emigra desde la circulación de una manera aleatoria y entra a los tejidos. Desde aquí, si no forma parte de un exudado inflamatorio, los neutrófilos abandonan el organismo en unos pocos días por secreciones bronquiales, saliva, tracto gastrointestinal y orina, o son destruidos por el sistema reticuloendotelial.



Función Los neutrófilos son capaces de moverse en zigzag, pero su movimiento cambia a en línea recta si a cierta distancia existe un agente de atracción quimiotáctico (p. ej.. una bacteria recubierta por determinados componentes del complemento). Los neutrófilos tienen receptores para la porción Fe de la IgG así como para el complemento (C3) y unen y fagocitan la partícula recubierta. La fagocitosis tiene lugar, con la formación de una vacuola fagocítica que contiene la partícula ingerida: acompañando a este proceso está un incremento en la actividad metabólica y producción de energía Los granulos especificos. seguidos de cerca por los granulos azurófilos. vacían su contenido en la vacuola fagocítica. un proceso conocido como degranulación La actividad bactericida tiene lugar dentro de la vacuola, dependiente de H , 0 , anión superóxido (O,-), mieloperoxidasa y un ion haluro que genera el halógeno libre, o de otra actividad enzimática. Otras sustancias pueden actuar también como factores quimiotácticos. El fragmento C5a es un factor quimiotáctico y también es una anafilotoxina que produce la contracción del músculo liso. Las sustancias liberadas por la bacteria y productos metabólicos del ácido araquidónico también pueden actuar como factores quimiotácticos para los neutrófilos. Por eso. los neutrófilos son importantes en la defensa contra un problema infeccioso (véase Cap. 27). Si sus enzimas son activadas y liberadas fuera de la célula, los neutrófilos puedan provocar necrosis tisular. daño tisular e inflamación.



EOSINÓFILOS Los eosinófilos son producidos en la médula ósea. Los estudios de cultivo in vitro muestran que hay otra célula progenitura comprometida eosinófila (UFC-Eo) en la médula que es diferente de la UFC-GM, UFC-G y UFC-M. Tres factores de crecimiento (FSC-GM. IL-3, IL-5) producidos por linfocitos T influyen en el desarrollo de eosinófilos. La IL-5 inicia la maduración terminal, activación funcional y prevención de apoptosis de eosinófilos.



Morfología de los precursores de eosinófilos La célula precursora del primer eosinófilo reconocible, el mielocito eosinófilo, supuestamente es un mieloblasto. Sin embargo, éste es morfológicamente indistinguible del que origina los neutrófilos y monocitos o a basófilos (véanse Fig. 25-1 y Lámina 25-2). En el mielocilo eosinófilo inicial, los gránu-



los son grandes y basólilos (Lamina 25-2H) A medida que la célula madura, los granulos presentan un color verde oliva (Lámina 25-21) y finalmente el característico color rojo naranja (Láminas 25-21 y 24-1F y G). La maduración nuclear es similar a la del neutrófilo. Los eosinófilos son ligeramente mayores que los neutrótilos y tienen menor cantidad de lóbulos nucleares. Las micrografías electrónicas de eosinófilos muestran granulos caraclerislicos que tienen un denso núcleo cristaloide en una matriz menos densa. Los granulos inmaduros, que aparecen en el mielocito, al principio no tienen cristaloides pero los desarrollan según avanza la maduración. Los granulos maduros son de dos tipos: el granulo mayor (de 0.5 pm a 1.5 pm en su diámetro mayor) con un cristaloide denso, y un granulo menor (0.1 pm a 0,5 pm de diámetro) sin cristaloide. Los granulos menores aparecen más tarde durante la maduración, después del estadio de mielocilo. Los granulos específicos de eosinófilos contienen una proteína mayor básica (PMB) en el núcleo cristaloide; la PMB es tóxica para los parásitos y células, neutraliza heparina e induce la liberación de histamina desde los basófilos. Los componentes del granulo en la matriz incluyen hidrolasa acida, peroxidasa. fosfolipasa y calepsina. Los granulos específicos también contienen una proteína eosináfila catiónica (PEC). neurotoxina derivada de eosinófilo (NDE) y proteina eosinófila X (PEX). La PEC acorta el tiempo de coagulación y altera la fibrinólisis; también inhibe la proliferación de linfocitos y es una pótenle neurototoxina. NDE y PEX son fuertes neurotoxmas (Gleich, 1986) Los granulos menores contienen anlsullatasa: ambos tipos de granulos contienen peroxidasa y fosfatasa acida. La peroxidasa de eosinófilos es diferente al tipo de peroxidasa presente en los neutrólilos y monocitos: además, los eosinófilos no contienen fosfatasa alcalina o muramidasa. Los eosinófilos secretan IL-1, IL-3. IL-6. IL-8. factor de necrosis tumoral a (TNFj y FSC-GM. El TNF parece ser la causa de la fibrosis en la enfermedad de Hodgkin (Roberts, 1999).



Distribución y cinética La cinética de los eosinófilos es similar a la de los neutrófilos. Son almacenados en la médula ósea durante varios dias después de pasar a través de varios estadios de maduración. La vida media en la sangre es aproximadamente de 18 horas antes de entrar en los tejidos donde sobreviven durante por lo menos seis días. Sin embargo, los eosinófilos en los tejidos, son al menos 100 veces más numerosos que el número total de eosinófilos en la sangre: están localizados principalmente en la piel, pulmón y tracto gastrointestinal (esto es las barreras epiteliales frente al mundo exterior).



Función Los eosinófilos actúan como fagocitos y modulan las respuestas inflamatorias. Los eosinófilos abandonan la sangre cuando aumentan los niveles de las hormonas corticoideas suprarrenales. Proliferan en respuesta a estímulos inmunológicos y esta respuesta prolilerativa está mediada, al menos con algunos antígenos. por linfocitos T. monocitos y mastocitos Los eosinófilos destruyen helmintos mediante la generación de oxidantes potentes y liberación de proteínas catiónicas. Los eosinófilos participan en algunas afecciones inflamatorias, particularmente en reacciones alérgicas, asma y determinadas enfermedades miocárdicas (Gleich, 1986). Aunque los eosinófilos fagocitan partículas extrañas y compleíos antigeno-anticuerpo, esta no es su única actividad. Otra función importante de eosinófilos es ilevar a cabo reacciones de hipersensibilidad e inflamatorias. Hay evidencias de que los eosinófilos modulan las reacciones que tienen lugar cuando se degranulan los mastocitos y basófilos histicos Entre los factores quimiotácticos que atraen eosinófilos. el factor quimiotáctico eosinófilo de la anafilaxia (FQE-A) está presente en basofilos y mastocilos: también los eosinófilos contienen sustancias que inactivan los factores liberados por mastocitos y basófilos. como es histamina. sustancias de reacción lenta de la anafilaxia y factor activador de plaquetas (FAP).



BASÓFILOS Y MASTOCITOS Cuando hay una reacción inflamatoria eosinófila intensa o prolongada, normalmente hay formación de cristales de Charcot-leyden. Estos cristales hexagonales bipiramidales están compuestos de bsofosfolipasa localizada en el citoplasma de los eosinófilos (Jandl. 1996). No hay evidencias del desarrollo de basófilos en las colonias in vitro que contienen neutrólilos y monocitos o eosinófilos. Parece que los basólilos se desarrollan desde una célula progenilora comprometida diferente que se deriva de la célula madre hematopoyética.



Morfología Los basófilos se desarrollan desde una célula parecida al mieloblasto. El primer estadio reconocible es un mielocito basótilo. con la aparición de granulos basófilos específicos. Estos granulos (de cerca de 0.2 pm a 1 pm de diámetro) son más grandes que los granulos azurófilos del promielocito y normalmente son de forma irregular. A medida que la célula madura, los granulos llegan a ser más metacromáticos (rojo púrpura) debido al aumento del
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Figura 25-6. Modelo de la producción y cinética de neutrófilos en humanos. Los compartimentos de la medu a y de la sangre están dibujados para mostrar sus tamaños relativos. En el tercio inferior de la figura, se compai an los tiempos de tránsito por el compartimento como proviene de los estudios D F P y de timidma tríbada ( H-TdR). (De Lee GR Foerster |¡ Lukens J y cois.: Wintrobe's Clinical Hematology. 10'. ed. Baltimore. Williams S Wilkins. 1999. a
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contenido de mucopolisacándo ácido (heparina). Durante la maduración, el ARN citoplásmico disminuye, y el núcleo se segmenta parcialmente. Debido a una segmentación nuclear incompleta, no es fácil identificar los estadios análogos al neutrófilo. En los basófilos maduros, el núcleo se ha condensado pero la cromatina difuminada y citoplasma de fondo carece de basofilia (ARN residual) (Lámina 25-2K y L). Por el contrario, los mastocitos hísticos son células de tejido conectivo de origen mesenquimal que contienen granulos citoplásmicos metacromálicos. Son ampliamente distribuidos a través del organismo, incluyendo la médula ósea, timo y bazo, pero no aparecen normalmente en la sangre. En extensiones con tinción de Romanowsky (Lámina 25-2M) son normalmente mayores que los basófilos y tienen una relación N'C baja y un núcleo reticular redondo u oval que está normalmente oscurecido por los abundantes granulos rojos púrpura. Los granulos son menores, más redondos y regulares, y menos solubles que los granulos de los basófilos. Los granulos citoplásmicos son a menudo en forma de huso más que redonda.



Cinética Los basófilos tienen una duración de vida similar a la de los eosinófilos. Su tiempo en la médula es aproximadamente de siete días: circula por la sangre y no es normalmente encontrado en tejidos, al contrario que los mastocitos (Curnutte. 1993), que pueden pasar de 9 a 18 meses en el tejido conectivo (Jandl. 1996). FSC-GM. IL-3 e IL-5 influyen la producción de basófilos. Sin embargo. IL-3 es el factor de crecimiento principal para el crecimiento basófilo. mienlras que el ligando c-kit aumenta el número y estadio de activación de los mastocitos (Lyman. 1998)



Función Con respecto al número circulante, los basófilos responden a corticoides adrenales de modo similar a los eosinófilos. Los granulos de los basófilos contienen histamina heparina y peroxidasa. Los basófilos sintetizan y almacenan histamina y FQE-A Ellos sintetizan y liberan sustancias de reacción lenta de la anafilaxia (SRL-A) y probablemente FAP en el momento de la estimulación, pero no las almacenan. Los basófilos carecen de enzimas hidrolilicas como la fosfalasa acida y alcalina, al menos en cantidades citoquímicamente demostrables. El glucógeno es abundante fuera de los granulos. Aunque ultraestructuralmente diferentes, los mastocitos tienen características citoquímicas similares excepto por la presencia de enzimas proteolíticas y de serotonina. de las que carecen los basófilos. En los tejidos los dos tipos de células parecen funcionar de manera similar. Los basófilos (asi como mastocitos) parecen estar involucrados en reacciones de hipersensibilidad inmediata, como en el asma alérgico. La IgE (reagina) se une fácilmente a la membrana de basófilo y mastocito. Cuando reacciona un antígeno especílico con la Ig-E unida a la membrana, tiene lugar la degranulación con la liberación de mediadores de hipersensibilidad inmediata (p. ej., histamina, SRL-A, FAP, heparina y FOE-A). Esto último produce la acumulación de eosinófilos. que contienen sustancias que tienden a contrarrestar a estos mediadores. Los basófilos también están involucrados en algunas reacciones de hipersensibilidad retardada, "hipersensibilidad basófüa cutánea", como alergias por contacto, donde parecen sufrir un tipo diferente de respuesta de degranulación.



MONOCITOS Y MACRÓFAGOS Los monocitos comparten la misma célula progenitora comprometida de los neutrófilos, la UFC-GM (véase Fig. 25-1).



Morfología En la médula normal, no es posible distinguir morfológicamente el "monoblasto" del mieloblasto La primera célula reconocible en esta serie es el promonocito. que tiene 15 pm a 20 pm de diámetro, algo más grande que el del mieloblasto. La relación N,C es moderada, y el núcleo puede ser ovalado o indentado con modelo de cromatina muy uniforme o ligeramente rayada y de



dos a cinco nucléolos. El citoplasma es basófilo con aspecto de vidrio esmerilado y un número variable de finos granulos azurófilos (Lámina 25-3A). Como los promonocitos incorporan timidina tritiada. sintetizan activamente ADN. El monocito. que esta presente tanto en la sangre como en la médula, es sólo ligeramente más pequeño: tiene una relación N C de moderada a baja y un núcleo indentado o lobulado con una cromatina delicada finamente rayada, sólo ligeramente condensada. Los núcleos son muy poco definidos u oscurecidos. El citoplasma es opaco, más gris que azul, y contiene abundantes granulos azurófilos finos (Lámina 25-3B). Los macrófagos son el componente tisular del sistema monocitico y provienen de monocitos emigrados de la sangre. Los macrófagos son más grandes que los monocitos y miden de 15 pm a 80 pm de diámetro. Tienen membranas celulares irregulares, normalmente con vesículas y seudcpodos. La relación NC es alta con un alargado yo indentado núcleo. Aunque los macrófagos están localizados en prácticamente todos los tejidos del cuerpo, el mayor número de macrófagos se encuentra en el intestino, hígado, médula ósea y bazo. En los promonocitos. monocitos y macrófagos. los granulos contienen hidrolasa acida, arilsulfatasa. esterasa no especifica y peroxidasa. Puede que haya más de un tipo de granulo. A medida que la célula madura, la actividad peroxidasa disminuye y la actividad de fosfatasa acida, arilsulfatasa y esterasa no especifica aumenta. La actividad enzimática reside en el retículo endoplásmico rugoso (RER), aparato de Golgi. vesículas recubiertas y vacuolas digeslivas, lo que indica que en el macrófago las vesículas recubiertas son la segunda forma de lisosomas primarios que envían las enzimas hidroliticas desde el Golgí a las vacuolas digestivas. Además de estas enzimas, los monocitos y macrófagos poseen numerosos receptores de superficie y antigenos de superficie. Los monocitos y macrófagos poseen antigenos de clase I (HLA-A, B, C) y moléculas del complejo gémco de clase II (HLA-DR, DP. DQ). El antígeno de la célula T CD4 (molécula) está presente en los linfootos T cooperadores pero también existe en monocitos y macrófagos. Como la molécula CD4 actúa como un receptor para el virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1), el virus mlecta monocitos y macrófagos junto con células T-cooperadoras. Los monocitos y macrófagos expresan antígenos CD11 (CD11a, b, c), marcadores que definen las glucoproteínas de adhesión de superficie. Los antígenos CD14 y CD68 también están presentes en monocitos y macrófagos. Estas moléculas de superficie normalmente se utilizan para identificar el linaje de células mononucleares en hematología y tumores linfoides malignos.



Cinética Una vez formados los promonocitos. éstos responden al FSC-M y sufren dos o tres divisiones mitóticas en un período de 50 a 60 horas antes de ser liberados a la sangre. En condiciones de mayor demanda, la duración del ciclo puede acortarse, con la pronta liberación de células más inmaduras a la sangre. Los monocitos de la sangre están distribuidos en una reserva circulante y una marginal, en una proporción de 1:3.5. Una vez que los monocitos entran en la sangre, la abandonan aleatoriamente con una vida media de 8.4 horas: este período de tiempo es acortado en esplenomegalia o infección aguda, y puede ser prolongado en monocitosis. Después de aue los monocitos abandonan la sangre, pasan vanos meses, quiza más. como macrófagos hísticos.



Función El monocito se lorma en la médula, se transporta por la sangre y emigra a los tejidos, donde se transforma en un histiocito o macrólago (véase Lámina 24-21) para pasar la mayoría de su vida. Los monocitos de la sangre y macrófagos histicos constituyen el sistema lagocítico mononuclear (sislema reticuloendotelial). El sistema fagocítico mononuclear desempeña un importante papel en la defensa contra microorganismos, incluyendo micobacterias. hongos, bacterias, protozoos y virus. Las células son móviles y responden a factores quimiotácticos (componentes del complemento, asi como linfocinas e interferón y de los linfocitos T activados): llegan a ser inmovilizados por el factor de inhibición y migración (IM) de los linfocitos activados. Eslos participan en



la fagocitosis, un proceso que se favorece si la partícula se recubre por IgG o complemento para los cuales los macrófagos tienen receptores de membrana Después de la fagocitosis, éstos destruyen a los microorganismos ingeridos. Estos fagocitos mononucleares son una parte esencial de la inmunidad humoral y mediada por células. Manipulan o procesan antigenos, proporcionando contacto con el antigeno (o inlormación antigémca) con linfocitos. También responden a vanas linfocinas y monocinas y actúan como célula electora (p. ej.. citotóxica) en la respuesta inmune mediada por células. Los monocitos y macrófagos funcionan en la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos. Tienen la capacidad de destruir a una variedad de células malignas (Wemberg, 1999) iniciando tanto citostasis como citóisis. Algunas de las capacidades de los macrófagos para destruir células malignas puede atribuirse a la producción de peróxido de hidrógeno (H.O,), óxido nitroso (NO) y reactivos de oxigeno intermedios. Los macrófagos eliminan y procesan células senescentes y desechos mediante la fagocitosis y la digestión: por ejemplo, los hematíes, leucocitos y núcleos megacariociticos son eliminados por macrófagos en la médula; partículas inhaladas y eliminadas por los macrófagos alveolares en los pulmones. Los macrófagos pueden "activarse" tanto por factores específicos (p. ej„ anticuerpo citofílico) como por factores no específicos (p. ej.. en respuesta al material fagocitado). La activación provoca un agrandamiento de la célula y aumento del metabolismo, fagocitosis, actividad microbicida, citotoxicidad. secreción de proteínas citolíticas (incluido TNF-ct), y otras de este tipo. Los macrófagos sintetizan y secretan un gran número de moléculas biológicamente activas, incluyendo enzimas, componentes del complemento, proteínas de unión, factores de coagulación, cilocinas y factores de crecimiento, factores quimiotácticos. factores de angiogénesis y lípidos bioactivos. Este sistema, por lo tanto, tiene múltiples funciones que incluyen la defensa del organismo, control de la hematopoyesis y mantenimiento del orden del medio en el interior del cuerpo (Johnston, 1988).



MEGACARIOCITOS Las plaquetas provienen de megacariocitos poliploides. que son las células más grandes de todas las células hematopoyélicas, cuya cifra es menor del 1% del lotal de células nucleadas de la médula. Los megacariocitos surgen de la célula madre hematopoyética multipotencial. y por lo tanto de una célula progenitora comprometida, la UFC-Meg (véase Fig. 25-1). De acuerdo con estudios in vitro e in vivo, lo más probable es que la proliferación de los megacariocitos esté regulada por al menos dos factores humorales: un factor (FSCMeg) que induce a la UFC-Meg a proliferar, y trombopoyetina que promueve la diferenciación y maduración de los megacariocitos (Mazur, 1987; Kaushansky. 1995).



Morfología Las células progenituras comprometidas no son modológicamente distinguibles de los linfocitos. Los diferentes estadios de maduración de los megacariocitos se enseñan en la Tabla 25-2. El desarrollo del megacariocito está caracterizado por endomitosis. división nuclear sin división citoplásmica. que da lugar a ploides que varian desde 2N hasta 64N. La mayoría son 8N y 16N, con menor número a ambos lados. Los lóbulos nucleares no guardan correlación exacta con la ploidia. La cromatina nuclear está intensamente teñida, más dispersa al principio, más compacta y densa al final. Los nucléolos son pequeños en todos los estadios del desarrollo del megacariocito. El primer megacariobiaslo reconocible tiene lóbulos nucleares unos sobre otros y una pequeña cantidad de citoplasma basófilo. En el promegacariocito. los lóbulos nucleares aumentan y se extienden y los granulos rojos rosados llegan a ser visibles, primero en el centro de la célula. El megacariocito granular se caracteriza por la extensión difusa de los granulos rojos rosados a través de la mayoría del citoplasma y por el mayor aumento y dispersión de los lóbulos nucleares. En el megacariocito maduro, el núcleo es más compacto, la basofilia ha desaparecido y los granulos están agrupados en pequeñas aglomeraciones. En un nivel ultraestructural. esto es producido por membranas de supedicie invaginadas (membranas de demarcación) que separan el citoplasma en plaquetas individuales. Las plaquetas son finalmente liberadas como fragmentos citoplásmicos por fusión de las membranas de demarcación. En la médula, los megacariocitos son adyacentes a las paredes de los senos, y las plaquetas son liberadas a la luz.



Megacariocitos en la sangre Los megacariocitos completos o sus fragmentos pueden encontrarse ocasionalmente en extensiones sanguíneas normales. Si se examinan extensiones del estrato leucocitario, éstos están constantemente presentes. Los fragmentos de megacariocitos en las extensiones sanguíneas pueden ser tan pequeños como los linfocitos y se reconocen por la cromatina intensamente teñida (que tiene una separación de cromatina-paracromatina más nítida que los linfocitos) y por los fragmentos de citoplasma de megacariocitos adjuntos. (Lámina 25-3G ). Estos se encuentran con más frecuencia de la normal en procesos míeloptísicos. trastornos mieloprolilerativos o después de estrés o lesión de la médula. Los enanos o mícromegacanocitos (Lámina 25-3H) muestran evidencias de la megacañopoyesis anómala: citoplasma agranular con zonas hialoplásmicas o seudópodos: y asociación con grandes plaquetas atípicas con características citoplásmicas similares. Estos megacariocitos enanos anómalos no suelen encontrarse en cualquier condición excepto en trastornos mieloproliferalivos o mielodisplásicos.



Tabla 2 5 - 2 Características citológicas de los estadios de maduración megacariocítica: los diagramas de las configuraciones nucleares y proporción nuclear/citoplásmica en cada estadio están en la primera columna Tinción citoplasmática (Wright-Giemsa)
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Cinética En el hombre el tiempo de maduración de los megacariocitos en la médula es de unos cinco días. Las plaquetas son liberadas a los senos de la médula durante un periodo de varias horas, y los núcleos del megacariocito lagocitados por macrófagos. Las plaquetas recién liberadas aparecen mayores, metabólicamente más activas, y hemostáticamente más efectivas. Las plaquetas circulan en una concentración estable en un promedio de 275 'I x 10VI. En cualquier momento, cerca de las dos terceras partes del total de plaquetas están en la circulación, y la tercera parte restante está presente en el bazo. En individuos sin bazo, todas las plaquetas están circulando. En enfermedades caracterizadas por esplenomegalia, el 8 0 % al 90% de las plaquetas pueden estar contenidas en el bazo, teniendo como resultado un descenso en la concentración de las plaquetas circulantes (trombocitopenia). Las plaquetas sobreviven de 8 a 11 dias en la circulación. Algunas de las plaquetas son utilizadas en el mantenimiento de la integridad vascular y en taponar pequeñas heridas vasculares (pérdida casual), y otras son eliminadas por el sistema fagocítico mononuclear cuando llegan a ser senescentes.



Función Las plaquetas normalmente funcionan en 1) el mantenimiento de la integridad (estado libre de fuga) de los vasos sanguíneos: y 2) formando tapones hemostáticos para detener la pérdida de sangre desde las vasos lesionados, y, en el proceso, iniciando la coagulación de los factores del plasma (véase Cap. 28).



LINFOCITOS Tejido linfoide primario Durante la vida fetal, los precursores de linfocitos se originan en la médula ósea y se les asigna un linaje antígeno-independiente. La maduración y selección de las células T tiene lugar principalmente en el timo, y la de las células B, en la médula y órganos linfoides periféricos (Denning, 1998: Bertoli, 1988). La población de células T es ampliamente autorregenerable tras la involución tímica. Las células B son sólo capaces de autorregenerarse de modo limitado. Ellas dependen del reclutamiento desde la célula madre de la médula hasta reponer las células B programadas y células del plasma que son incapaces de autorregenerarse (Jandl, 1996). Aunque la maduración de los linfocitos cilolílicos naturales (NK) no se comprende completamente, los datos indican que es una célula precursora común T.'NK (Spits. 1995). Mientras que la diferenciación de la célula NK puede tener lugar en el timo, es probable que la médula ósea sea el principal lugar para el desarrollo de las células NK. D e s a r r o l l o de célula B: médula ósea. Un órgano distinto, la bolsa de Fabñcio. está presente en aves y sirve como lugar principal de desarrollo de célula B. En el hombre, existe un equivalente en el hígado durante la octava o novena semana de gestación, y más tarde se encuentra en la médula ósea después de que las células madre hematopoyéticas hayan poblado ese órgano. Durante la vida adulta, la generación de células B tiene lugar en la médula ósea. La diferenciación de célula B puede ser convenientemente dividida en dos estadios (Cooper, 1987). El estadio inicial de diferenciación de célula B supone la generación de la diversidad antigeno-índependiente. El segundo estadio está regulado por antigeno desencadenante, interacción con célula T, macrófagos y varios factores de crecimiento (Fig. 25-7). Este estadio tiene lugar predominantemente en los órganos linfoides secundarios. Una célula madre da lugar a la primera célula B reconocible en el hombre y en los mamíferos. Esta célula en humanos es la célula pro-B (progenitora), que está caracterizada por el receptor CD19 y TdT, pero no contiene inmunoglobulina citoplásmica o de unión a la superficie (Hagman, 1994). La diferenciación de pro-B requiere la reorganización de los genes de inmunoglobulina. La célula pre-B está caracterizada por la presencia de cadena pesada u intracitoplásmica sin ninguna inmunoglobulina de unión a la superficie (Slg-p+).



Ésta también contiene antígenos HLA-DR, CD19 y otros marcadores de superficie. En la diferenciación de la célula pre-B influyen proteínas humorales. Al llegar a ser una célula pre-B, una célula madre linfoide sufre la reorganización del segmento del gen DJ y VDJ para formar un gen funcional V para la cadena pesada и (Fig. 25-8). Una reorganización productiva del gen de la cadena pesada está seguida de una reorganización del segmento del gen VJ de la cadena ligera. Una célula В puede tener uno o cuatro genes de cadenas lige ras reorganizados. Los controles ejercidos durante el desarrollo de la célula preB permiten la aparición de sólo un gen VH y VJ productivo, limitando a cada célula В hacia una única estructura de anticuerpo (Bertoli. 1988). El cambio de isotipo (cambio de IgM.IgD a lgG1, etc.) y delección del gen para pesada constante (CH) tiene lugar en las células pre-B y en células В más diferenciadas. El cambio de células u a células yl o o2 tiene lugar mediante la formación del bucle de ADN en el cual todos los genes CH que intervienen están suprimidos (Fig. 25-9). Un mecanismo diferente regula la expresión de IgD. Como no hay región cambiante para C, IgD y IgM son normalmente expresadas ¡untas. Las células pre-B dan lugar a células В que característicamente poseen inmunoglobulmas de unión a superficie. En la sangre periférica, aproximadamente del 6% al 15% de las células ñ expresan IgM de unión a superficie (90% de éstas coexpresan IgD). del 1% al 3% IgG, y del 0.5% al 2% IgA. También contienen los marcadores celulares CD19. CD20, CD24 y CD38, Las células В maduras expresan receptores para la porción Fe de los isotipos de Ig, para los fragmentos C3b y C3d del complemento, interferón y factores estimulantes de célula В (IL-4). Las células В maduras expresan también CD19, CD20, CD21. CD22, CD24 y CD38. En el segundo estadio de diferenciación, las células В interaccionan con antígeno en presencia de células T y macrófagos para transformarlos en células plasmáticas. En este proceso, se envia un mensaje interno tras la activación de fosfolipasa С de membrana, que junto a calcio y fosfatidil serina acti van la proteíncinasa C. Como resultado, se activan determinados genes y la célula В soporta un medio proliferativo. Durante este proceso, las células В desarrollan receptores para el factor de diferenciación de célula В (BCDF, IL6), así como transferrina y otros factores de crecimiento. Las células В pre sentan antigeno a las células T- cooperadoras a través de moléculas del complejo mayor de histocompalibilidad de clase II en la membrana de la célula B. Esta interacción activa las células T-cooperadoras para liberar IL-4 e IL6, que se unen a los receptores en la célula B, promoviendo la proliferación de la célula B, diferenciación y formación de células plasmáticas. Las células plasmáticas están caracterizadas por abundante inmunoglobulina citoplásmica, reflejando la inmunoglobulina comprometida de la célula В activada. En este estadio, los receptores de Fe у C3, el antígeno HLA-DR y la inmunoglobulina de unión a superficie son reducidos enormemente, pero los antígenos PCA-1 y PCA-2 están conservados. Asi, los linfocitos que portan Slg dan lugar a células comprometidas para la síntesis de IgM. IgG e IgA. D e s a r r o l l o de célula T: glándula tímica. El timo del hombre tiene dos partes: la corteza y la médula. La corteza está subdividida en dos porciones, la corteza subcapsular y la corteza interna, y está poblada predominantemente por pequeños linfocitos con unas pocas células epiteliales dispersas. Desde la cápsula hasta la región medular se extienden tabiques fibrosos. La médula está compuesta mayormente por células epiteliales con un pequeño componente de linfocitos. En la médula están presentes los corpúsculos de Hassall. que son pequeños islotes de células epiteliales parcialmente hialinizadas. El microambiente del timo es necesario para la diferenciación de las células T, Los protimocitos migran desde la médula ósea o hígado fetal a la glándula tímica donde se convierten en células T funcionalmente maduras para entrar en la circulación y dirigirse a los tejidos linfoides periféricos o secundarios. Los protimocitos pueden ser reconocidos porque expresan c-kit. CD2, CD3 y CD7 como marcadores celulares. A medida que las células del timo maduran, adquieren y pierden ciertos determinantes de membrana que pueden ser reconocidos por algunos anticuerpos monoclonales. La maduración de las células T es compleja: sin embargo, han sido definidos al menos tres estadios con múltiples subestadios intermedios (LeBien. 1995: Paraskevas. 1999b). En el primer estadio, los protimocitos migran tanto desde la médula ósea como desde el hígado fetal hasta la corteza de la glándula tímica. En el segundo estadio, las células pro-T migran primero desde la corteza subcapsular hasta la corteza inlerna y después a la médula del timo (Fig. 25-10).
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Figura 25-7. La dilerenciación de células ore-B en células B tiene lugar independientemente de antigeno, mientras que la proliferación y diferenciación lerminal de células B son conducidas por antigeno Las células madre hematopoyeticas con la ayuda de célula del estrema dan lugar a células pre-B. Estas proliferan (la flecha hueca denota el ciclo celular), reorganizan los segmentos de genes DJ y VDJ, y entonces expresan cadenas p en el citoplasma (cp-r). Una pequeña célula pre-B restante (no mostrada) con los genes VJk reorganizados reúne una molécula lgM> completa, llegando a ser una célula B inmadura y liberándose de la médula ósea. La expresión de los mar cadores de IgD de la célula pasa a la fase madura, la fase de descanso ( G j característica de la mayoria de las células B sanguíneas y de la zona del manto. El cambio de un isotipo alternativo (IgG en este caso) puede tener lugar antes o después del encuentro con el anlígeno. El anlígeno provoca que la célula B restante se agrande (G.) y presente el antigeno procesado y DR al complejo receptor-T3 de la célula T anligeno-especilica Las células T coooeradoras (T„) secretan factores de crecimiento que se unen al receptor nuevamente expresado, más tarde aumenta la proliferación (fases S y M) en los centros de la linea germinal. La célula B activada puede ser inducida a diferenciarse en células plasmáticas, las cuales secretan su abundante IgG citoplásmica. Otra posibilidad es que pueda llegar a ser una célula B de memoria con refinada especificidad preparada para desarrollar una respuesta inmune anamnéstica en su próximo encuentro con el antigeno (De Bertoli LF. Burrows PD: Normal B-lmeage cells: Their difterentiation andidenlilication. Clin LabMed 1988: 8:15, con permiso.)



Durante este tiempo, las células T que poseen la capacidad de reconocer antigenos extraños son retenidas, mientras que las células T que tienen la capacidad de reconocer antígenos propios son eliminadas. Además, las cadenas y y 6 de los receptores de células T (RCT) seguidas de las cadenas RCT 


Figura 25-8. Generación de un gen luncional de Ig que necesita reorganización de ADN. En la linea germinal y en las células somáticas no linloides, los segmentos génicos V, D y J están ampliamente separados en el ADN del cromosoma 14. Una célula comprometida con el linaje B primero sulre reorganización desde D hasta J, yuxtaponiendo los segmenlos D y J. y eliminando las secuencias de ADN que intervienen Esto está seguido de reorganización desde V hasta DJ. generando un exón completo de VDJ La principal transcripción de ARN es procesada para dar paso a un contiguo V (VDJ) mARN. (de Bertoli LF: Burrows PD: Normal B-lineage cells: Their differentiation and idenulication. Clin Lab Med. 1988. 8:15. con permiso.)



RCT. Las células ot/B pre-T expresan Tdt y C D 1 , CD2. CD3, CD4, CD5, CD7 y CD8, mientras que las células yo pre-T presentan Tdt. C D 1 . CD2. CD3, CD5 y CD7. En la médula del timo, las células pre-T pierden la capacidad de producir Tdt a medida que se convierten en células T maduras (tercer estadio) y entonces circulan por la sangre y tejidos linfoides periféricos. Las células T maduras son al menos de tres tipos. Las células T-cooperadoras poseen cadenas ot/B RCT y expresan CD2. CD3. CD4. CD5 y CD7 como marcadores celulares. Las células T supresoras citotóxicas tienen cadenas ot/B y expresan CD2, CD3, CD5, CD7 y CD8 como marcadores celulares. Las células T maduras con cadenas yo RCT muestran CD2. CD3 y CD7 y parecen funcionar como otra población de células citotóxicas (Paraskevas. 1999).



Figura 25-9. Estrategia alternativa para la expresión óe isotipos no igM IgD puede ser coexpresada con IgM por procesamiento alternativo de una transcripción de ARN principal de VDJ-Cp-Cii para dar pase a membrana u (m), secretor p (s). y ARN Óm. La producción de los sotipos IgG, IgA, o IgE lleva consigo la reorganización de ADN. Durante el cambio de IgM a IgG, por ejemplo la recombinación intracromosómica entre regiones cambiantes (s) homologas tiene como resultado la delección de C,. C, , y C3 por lo que Cyl es ahora el primer gen C 3 del exon VDJ Asi, la misma región variable es expresada con una región constante dilerenle. (De Bertoli LF, Burrows PD. Normal Blineage cells: Their dilterentiation and ¡dentilication. Clin Lab Med 1988; 8:15. con permiso! s



Los genes de los RCT están organizados de manera similar a los genes de las mmunoglobulinas. Poseen regiones V, D. J y C y sufren reorganización durante el principio de la maduración de la célula T. Los genes de las cadenas RCT y y íi se reorganizan antes que las cadenas RCT ot/8. Además de las glucoproteinas heterodímeras ( a / 8 o y
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interacción con células epiteliales y Fibroblastos del timo, asi como por la influencia de atocinas, factores de crecimiento y hormonas limicas. IL-1, IL2, IL-3. IL-4, IL-7 y FSC son criticos en el crecimiento y diferenciación de los linfocitos del timo. Las hormonas timicas producidas por las células epiteliales del timo también inducen la función de la célula T. En el área de la zona T del sistema linfoide periférico, el camino de la célula T antigeno-dependiente tiene lugar a través de la unión de los RCT a los péptidos antigénicos asociados a moléculas apropiadas del CMH l y CMH II en macrófagos o células mlerdigitales (CID). Esto tiene como resultado la liberación de IL-1 por los macrófagos activados, que a su vez conduce a la formación de receptores de IL-2 en células T activadas y la subsiguiente síntesis y liberación de IL-2 por estas células T activadas. En este proceso de acti-



Célula T citotóxica Figura 25-10. Maduración de célula T en el hombre.



vación se liberan muchas otras citocinas (incluyendo IL-4, IL-6, IL-10; TNF. e mterferón), y receptores apropiados para citocina son regulados a un nivel superior. Estos hechos tienen como resultado la activación y maduración de células T-cooperadoras, células T supresoras. células T citotóxicas y otras células inmunorreguladoras. Este proceso de activación no sólo aumenta el número de células T antigeno-específicas sino que también altera el inmunofenotipo y cambia la expresión de determinadas moléculas de adhesión en las células T. Por ejemplo. LFA-1 (un heterodímero formado por C D U a y CD18| y VLA-4 (un heterodimero de CD29 y CD49d, CD44 y CD2) son regulados a un nivel superior, mientras que L-selectina (CD62L) es regulada a un nivel inferior (MacLennan. 1999). Los cambios en la expresión de marcadores de adhesión permiten la correcta circulación de células T en el cuerpo. Linfocitos citolíticos naturales (NK): médula ósea. La información inmunofenolípica y funcional sugiere que las células NK y las células T tienen una relación estrecha en su desarrollo. La expresión de proteínas CD3 ha sido encontrada en las células NK del feto humano. Así. es probable que las células NK y las células T tengan un precursor común. Aunque las células NK pueden desarrollarse en el timo, el ambiente tímico no es necesario para su diferenciación. De hecho, parece más probable que la médula ósea sea el principal lugar para su diferenciación (Spits. 1995). Las células NK fetales poseen CD3y. 6, c y CD28, mientras que las células NK del adulto expresan CD2. CD3^. CD7, C D 8 u . CD16 y CD56. FSC, IL-7 e IL-2 son críticos en el desarrollo de las células NK (Spits. 1995). Las células NK proliferan en presencia de IL-2 y su actividad puede ser aumentada por la exposición a interferón-y. Las células NK parecen tener como diana las células infectadas por virus, incapaces de señalizar a las células T citotóxicas (normalmente como resultado de la baja expresión de moléculas de clase I del CMH). Como las células NK poseen la porción Fe de IgG. participan en la tisis de célula anticuerpo dependiente (MacLennan. 1999).



otros sitios (Springer, 1994: Paraskevas, 1999a). Sin embargo, en la vénula poscapilar del tejido linfoide, el linfocito viaja desde la sangre a través del endotelio y en el tejido linfoide, donde puede asentarse o filtrarse y regresar a la sangre a través de la linfa del conducto torácico. Los linfocitos pequeños (Lámina 25-3J) tienen poco citoplasma y. en micrografías electrónicas, presenlan pocos orgánulos y relativamente poco ARN. Después de la estimulación antigénica. los linfocitos pequeños (células B y T. dependiendo de la naturaleza del antigeno) se activan, aumentan su síntesis de ARN y se transforman en un blasto. En las extensiones con tinción de Wnght, estos blastos son células grandes (15 pm a 25 pm) con un citoplasma abundante de color azul intenso, un núcleo reticular grande con cromatma uniforme y nucléolos prominentes (Lámina 25-3J y K). Esla es la célula que se denomina linfocito reticular (linfoblasto no leucémico: "inmunoblaslo"). Si los blastos se derivan de las células B. los nuevos linfocilos funcionan en la producción de anticuerpos (células B, células plasmáticas): si los blastos se derivan de las células T, la progenie actúa en la respuesta inmunocelular. Esta última está controlada por vanos factores solubles producidos por la célula T activada, incluyendo IL-2, la cual induce la proliferación de células T: IL-3, que es un factor estimulador de colonias multipotencial: IL-4, que estimula la proliferación de células B: IL-5. que aumenta la proliferación de eosinófilos, asi como de células B; IL-6, la cual promueve la diferenciación de células B: linfotoxina. que es directamente tóxica para las células; y factor de inhibición de la migración, que promueve la adherencia de los macrófagos y los mantiene en su lugar. Las células plasmáticas tienen citoplasma abundante de color azul, a menudo con bandas claras o vacuolas, un núcleo redondo excéntrico y una zona clara bien definida (Golgi) adyacente a él. El núcleo de las células plasmáticas tiene una cromatina muy agrupada, que está nítidamente definida con respecto a la paracromatina y bastante a menudo ordenada en un modelo radial o de rueda (véanse Láminas 24-2H y 25-3L).



Tejido linfoide secundario En las últimas etapas fetales y durante la vida posnafal. los linfocitos son producidos por el tejido linfoide secundario: bazo, ganglios linfáticos e intestino. Los linfocitos de los órganos Imfoides secúndanos constituyen la dinastía de células madre que han estado influidas por los órganos linfoides primarios. Los órganos linfoides secundarios están asi compuestos de una mezcla de células B y células T. La linfopoyesis en los órganos linfoides secundarios depende solamente de la estimulación antigénica. Las células B y las T tienden a localizarse en partes anatómicamente distintas de los tejidos linfoides en donde la proliferación puede tener lugar.



Función y fisiología del linfocito La función de las células T y su estirpe es mediar la inmunidad celular, que incluye hipersensibilidad retardada, rechazo de trasplante, reacciones de injerto contra huésped, defensa contra organismos inlracelulares (como el bacilo de la tuberculosis y brúcela) y defensa contra las neoplasias. Las células B y su estirpe actúan en la inmunidad humoral, o en la producción de anticuerpos, lanto como linfocitos o después de su transformación en célula plasmática. La mayoría de los linfocilos circulantes son células T que tienen una vida de meses a años. Las células B son una población minoritaria (de 10% al 20% de los linfocitos). probablemente tienen una vida corta medida en dias, y son distinguidos por la presencia de una cantidad considerable de inmunoglobulina en la superficie de sus membranas. Los linfocitos circulan en la sangre y permanecen en órganos linfoides apropiados. Durante el desarrollo fetal, los linfocitos migran desde el hígado fetal hasta la médula ósea o el timo. Después, los protimocitos migran desde la médula ósea al limo, mientras que las células B inmaduras permanecen en los tejidos linfoides secundarios. Después del procesamiento timico. las células T vírgenes también llegan a áreas específicas de los tejidos linfoides periféricos. La circulación de linfocitos está regulada por múltiples moléculas de adhesión de la superficie celular que incluyen las integrinas 1 y 2. selectmas y selectina (L) leucocitaria. La circulación y asentamiento de los linfocitos es un fenómeno complejo y de vanos pasos que no puede explicarse en este capitulo. Se encuentran revisiones completas en



EXAMEN DE LA MÉDULA ÓSEA La aspiración y biopsia de la médula pueden realizarse de forma ambulatoria con un nesgo minimo. Se hace con la misma facilidad que una punción venosa ordinaria y es menos traumática que una punción lumbar. Sin embar go. como en cualquier otro procedimiento especializado, las indicaciones clínicas para el examen de médula deben ser claras. En cada caso particular el médico debe tener en mente alguna predicción razonable del resultado y el consecuente beneficio para el paciente. Sin excepción, la sangre periférica debe ser lo primero que se examina cuidadosamente. Suele ser bastante raro encontrar un trastorno hematológico en la médula ósea sin alteraciones en la sangre periférica Se calcula que el peso de la médula en el adulto es de 1.300 g a 1.500 g. La médula puede sufrir una transformación completa en pocos días y a veces incluso en pocas horas. Por lo general, esla rápida transformación abarca todo el órgano, como lo demuestra el hecho de que una pequeña muestra representada por una biopsia o aspiración suele ser bastante representativa de toda la médula. Esta conclusión coincide con los resultados de los estudios de biopsias obtenidas simultáneamente de varios sitios. De acuerdo con estas observaciones, los distintos lugares elegidos para obtener médula para estudios son en la mayoria de los casos igualmente adecuados. Como consecuencia, la dificultad de acceso, el riesgo implicado, la facilidad para obtener una buena muestra de biopsia y la incomodidad del paciente son los factores principales en la elección del sitio en cada paciente particular. En un determinado lugar, la distribución celular puede variar claramente, con áreas, hiperplásicas o hipoplásicas. Esto sucede en particular justo inmediatamente debajo de la corteza. A veces, la incapacidad de obtener material de un sitio cuantitativa o cualitativamente adecuado puede ir seguido del éxito en otro lugar. También, la necesidad de hacer aspiraciones o biopsias repelidas puede indicar el uso de varios sitios diferentes. El autor considera que la zona preferible es la cresta iliaca posterior. La amplitud del espacio medular permite que tanto la aspiración como la biopsia puedan realizarse con facilidad en cualquier momento. Las técnicas de aspiración y biopsia medular han sido revisadas adecuadamente IHyun. 1988).



Preparación del material aspirado para examen Las dos preparaciones más usadas son las extensiones de médula y los cortes histológicos. E x t e n s i o n e s de médula. Cualquier retraso es indeseable, no importa lo breve que sea. Las extensiones pueden realizarse de forma similar que para un cómputo ordinario de sangre. Las partículas grises de la médula se ven a simple vista. Son el mejor material para la preparación de buenas extensiones y sirven de indicadores para el examen microscópico de los frotis teñidos. E x t e n s i o n e s d i r e c t a s . Se coloca una gota de médula sobre un portaobjetos a poca distancia de uno de los extremos. Con un esparcidor se realiza una extensión de 3 cm a 5 cm, y no más de 2 cm de anchura, arrastrando las partículas pero sin aplastarlas. Detrás de cada partícula queda un rastro de células. I m p r e s i o n e s . Las partículas de la médula también pueden utilizarse para preparar impresiones. Se recogen una o más partículas visibles con una pipeta capilar, con la punta rota de un depresor de madera o con un palillo y se llevan inmediatamente a un portaobjetos adhiriéndolas mediante un ligero movimiento de unción. El portaobjetos se deja secar rápidamente balanceándolo y a conlinuación se tiñe. P r e p a r a c i o n e s a p l a s t a d a s . Las partículas de la médula existentes en una pequeña gota de aspirado pueden colocarse en un portaobjetos cerca de uno de sus extremos. Se coloca otro portaobjetos cuidadosamente sobre el primero. Se ejerce una ligera presión para aplastar las partículas, y se separan ambos portaobjetos deslizando uno sobre el otro en dirección paralela a sus superficies. Todos los frotis deben secarse rápidamente aireándolos o colocándolos frente a un ventilador. A medida que se extiende el material, la aparición de grasa en forma de huecos irregulares en la extensión garantiza que se ha obtenido médula y no sangre. C o r t e s histológicos. La biopsia de la aguja y las partículas de médula coaguladas (fragmentos] se fijan en una solución de acético de Zenker (ácido acético glacial al 5%; solución de Zenker al 95%) durante 6 a 18 horas, o en fijador B-5 durante una a dos horas (Hyun, 1988). Un tiempo excesivo en cualquier fijador produce fragilidad histica. El tejido se procesa habitualmente para su inhibición en parafina, se hacen cortes de 4 pm, y se tiñe habitualmente con hematoxilma y eosina (H&E). Las tinciones periódicas de Giemsa y de ácido de Schiff son frecuentemente útiles. La colocación del tejido en material plástico permite obtener cortes más delgados para ser examinados y una mejor duración de la estructura proteica por lo que la histoquímica e mmunocitoquímica de las enzimas son prácticas para la identificación de los linajes celulares. Los cortes proporcionan el mejor cálculo de la celularidad y cuadro estructural de la médula pero son algo inferiores para el estudio de los detalles citológicos. Otro inconveniente es que no siempre se obtienen partículas adecuadas para cortes histológicos, sobre todo cuando el diagnóstico depende de evidencias medulares (p. ej.. mielofibrosis o metástasis).



Tinción de las preparaciones de médula Tinción de R o m a n o w s k y . Las extensiones de médula deben teñirse con tinción de Romanowsky (p. ej., Wnght-Giemsa) de forma similar a la de las extensiones sanguíneas (véase Cap. 24). En el caso de médulas de mayor celularidad puede ser necesario un tiempo de tinción más prolongado. Prueba de Perls para h i e r r o Procedimiento. Se fija durante 10 minutos una extensión con partículas de médula en vapor de formalína. se sumerge durante 10 minutos en una solución que contiene ferrocianuro potásico al 0,5% y ácido clorhídrico al 0,75% recién preparada, se lava, se seca y se tiñe con Rojo Nuclear Rápido. Interpretación. Si existe hemosiderina o ferritina se produce una reacción de azul de Prusia: el hierro de la hemoglobina no se tiñe. El resultado se indica como negativo o como 1 + a 5+. El hierro almacenado, que se halla en los macrófagos. sólo puede ser evaluado en el frotis de partículas de la médula. En los adultos. 2+ es normal, 3+ ligeramente aumentado. 4+ moderadamente aumentado y 5+ marcadamente aumentado.



El hierro almacenado en la médula se ubica en los macrófagos. Normalmente, se ve un pequeño número de granulos azules. En la deficiencia de hierro, no existen granulos teñidos de azul o son exlremadamente infrecuentes. El hierro almacenado está aumentado en la mayoría de las otras anemias, infecciones, hemocromatosis, hemosiderosis. cirrosis hepática, uremia y cáncer, y tras repetidas transfusiones (véase Lámina 26-1D y £). Los sideroblastos son normoblastos que contienen una o más partículas de hierro teñible. Normalmente, del 2 0 % al 6 0 % de los normoblastos finales son sideroblastos: en el resto, no pueden detectarse granulos azules. El porcentaje de sideroblastos está disminuido en la anemia por deficiencia de hierro (donde el hierro almacenado está disminuido) y también en las anemias comunes asociadas con infección, artritis reumatoide y enfermedad neoplásica (donde el hierro almacenado es normal o aumentado). El número de sideroblastos está aumentado cuando la eritropoyesis está dificultada por otras razones: esto es aproximadamente proporcional al grado de saturación de la transferrina. La reacción de azul de Prusia también puede aplicarse sobre portas previamente coloreados con tinción de Romanowsky para identificar los sideroblastos o para determinar si el hierro está presente en otras células de interés. Cortes. En la mayoría de los casos resultan satisfactorias las tinciones habituales de H&E. Las tinciones de Romanowsky pueden ser utilizadas para obtener buena ventaja con material fijado con Zenker o con B-5. Las tinciones de hierro son realizadas mejor en extensiones que contienen tejido medular paniculado. Éstas son menos sensibles en corles de médula porque algo de hierro se pierde en el procesamiento y un menor espesor de tejido es examinado en los cortes.



Examen de la médula Es aconsejable establecer un procedimiento habitual para obtener la máxima información del examen de la médula. S a n g r e periférica. El cómputo completo de células sanguíneas, incluyendo el cómputo plaquetario y de reticulocitos. debe realizarse el mismo día del estudio y los datos deben incorporarse al informe. El anatomopatólogo o hematólogo que examina la médula debe examinar también cuidadosamente la extensión sanguínea como se ha descrito anteriormente (véase Cap. 24) e incorporar las observaciones al informe de la médula. C e l u l a r i d a d de la médula. La celularidad de la médula se expresa como la relación del volumen de células hematopoyéticas con el volumen total del espacio medular (células más grasas y otros elementos del estroma). La celularidad varía con la edad del individuo y con el lugar. Por ejemplo, a los 50 años de edad, el promedio de celularidad en las vértebras es del 75%; en el esternón, del 60%: en la cresta ilíaca, del 50%: y en las costillas, del 30%. La celularidad normal del hueso ilíaco a diferentes edades ha sido bien definida por Hartsock (1965), como se resume en la Figura 25-11. Si el porcentaje aumenta con la edad del paciente, la médula es hiperceluiar, o hiperplásica: si disminuye, la médula es hipocelular o hipoplásica. La celularidad de la médula se juzga mejor por los cortes histológicos de biopsia o partículas aspiradas (Fig. 25-12) pero deberían calcularse también a partir de las partículas que están presentes en las extensiones de médula. Esto se realiza comparando las áreas ocupadas por los espacios de grasa y por las células nucleadas en las partículas, así como con la densidad de las células nucleadas en la "cola" o precipitación de las partículas. La comparación de las extensiones y cortes en cada muestra de médula permite al observador calcular razonablemente bien la celularidad a partir de las extensiones, lo que es útil en los casos en los que no se dispone de material seccionado. Distribución de las células. La distribución de varios tipos de células puede establecerse de dos maneras. Primero, se examinan varias preparaciones a bajo aumento y después con un aumento mayor; y de acuerdo con la experiencia previa, se estima el número y distribución de las células. En segundo lugar, se realiza un cómputo diferencial de 300 a 1.000 células y se calcula el porcentaje de cada tipo de célula. Lo mejor es una combinación de ambos métodos. El segundo de estos métodos, el cómputo diferencial detallado, es una parte esencial del entrenamiento en este tipo de trabajo sin el cual podría resultar difícil alcanzar la exactitud en el primer método. El cómputo diferencial también facilita un registro objetivo sobre qué variaciones futuras pueden determinarse.



Figura 25-11. La celularidad de la médula en un individuo hematológicamente normal. Porcentaje de celularidad en ordenadas, trente a la edad, agrupada en décadas, en abscisas (De Hartsock RJ. Smith EB. Pelty CS Am J Clin Pathol 1965: 43:326. con permiso.) Primero se realiza un barrido de las extensiones de la médula a pocos aumentos (100x o 200x), buscando irregularidades en la distribución celular, número de megacariocitos y presencia de células anormales. A continuación, se seleccionan áreas en las extensiones donde las células de la médula no aparecen diluidas con células sanguíneas y están separadas y suficientemente extendidas para permitir una identificación óptima. Estas áreas están generalmente justo por detrás de las partículas de médula en la extensión directa, o cerca de las partículas en las extensiones aplastadas. El cómputo diferencial se realiza a 400x o I.OOOx aumentos. En la Tabla 25-3 se dan ejemplos de los intervalos de referencia utilizados para los recuentos diferenciales de la médula a diferentes edades seleccionadas. Los cambios en la distribución de las células de la médula resultan más espectaculares en el primer mes de vida durante este el predominio de granulocitos en el momento del nacimiento cambia a un predominio de linfocitos. El predominio de linfocitos caracteriza la médula ósea durante la lactancia. Normalmente existe una pequeña proporción de linfocitos "inmaduros" o transicionales (cromatina nuclear fina, relación N/C alta, tamaño celular intermedio): puede que estas células incluyan células madre y células progenituras. Estas células probablemente incluyan células designadas como "hematógonas": éstas pueden estar aumentadas en anemia por deficiencia de hierro, púrpura trombocitopénica inmune y otras enfermedades, especialmente en la lactancia.



Figura 25-12. Biopsia de la médula (x 1.470). La celularidad en este caso varia entre el 60% y 70%, lo cual es normal para un adulto. Se observan tres megacariocitos. que es normal para el tamaño del campo. La maduración granulocitica parece normal con todos los estadios presentes. Se observan muy pocos normoblastos (Los normoblastos tienen núcleos que se tiñen intensamente y tienden a aparecer en agrupaciones) La relación mieloideeritroide |M I E ) es superior a 4 : 1 . lo que indica una hiperpiasia eritroide. No se aprecia ninguna otra anormalidad



La relación mieloideeritroide ( M E ) es la relación de granulocilos totales y normoblastos totales. En los recién nacidos y en la lactancia, es algo más alta que en las últimas etapas de la infancia o que en el adulto (Tabla 25-3). En los adultos, el intervalo es amplio: varía desde 1.2:1 a 5:1. Tanto el cómputo diferencial como la relación ME son valores relativos y deben ser interpretados con respecto a la celularidad o con respecto a otra evidencia indicativa de que uno de los sistemas es normal Un aumento de la relación M/E (p. ej., 6:1) puede detectarse en las infecciones, leucemia mieloide crónica, o hipoplasia eritroide. Una disminución de la relación M'E (es decir, 


Tabla 2 5 - 3 Recuentos celulares diferenciales de la médula ósea expresados en porcentaje del total de células nucleadas R O S S E (1977) Tipos celulares Normoblastos totales Pronormoblaslos N. basófilos N. policrornatólilos N ortocromáticos Neutrófilos lotales Mieloblastos Promielocitos Mielocitos Metamielocitos Bandas Segmentados Eosinofilos Basótllos Linfocitos totales Transicionales Pequeños Células plasmáticas Monocilos Megacariocitos Células d e l retículo Relación MIÉ



M A U E R (1969)



Parlo (Promedio. DE)



1 mes (Promedio, DE)



18 m e s e s (Promedio. DE)



Infancia (Promedio, rango)



14.48 t 7.24 0.02 i 0.06 0.24± 0 , 2 5 13.06 ± 6,78 0.69 ± 0,73 6 0 . 3 7 ± 8,66 0.31 ± 0.31 0.79 ± 0.91 3.95 ± 2.93 19,37 ± 4.84 28.89 ± 7,56 7,37 ± 4,64 2.70 ± 1,27 0.12 * 0,20 15.6 11.8 ± 1.13 14,42 ± 5.54 0,00 t 0,02 0.88 ± 0,85 0,06 ±0,15



8.04 ± 5,00 0.10 ±0.14 0.34 ± 0,33 6 . 9 0 ±4,45 0,54 ±1,88 32.35 ± 7.68 0 , 6 2 ±0.50 0.76 ± 0.65 2.50 ± 1,48 11,30 ± 3,59 14.10 ± 4,63 3.64 ± 2,97 2,61 ± 1.40 0.07 ± 0,16 49,0 1,95 ± 0,94 47,05 ± 9.24 0,02 ± 0.06 1,01 ± 0.89 0,05 ± 0.09



8.21 ± 3 . 7 1 0.08 ±0.13 0 5 0 ± 0.34 6,97± 3.56 0,44 ± 0.49 3 0 , 0 6 ± 7.40 0.06 ± 0.08 0.64 ± 0.59 2.49 ± 1.39 12.42 ±4,15 14.20 ± 5,23 6.31 ± 3,91 2,70 ±2.16 0.10 ±0.12 45.5 1,99 ± 1,00 43.55 ± 8.56 0.06 ± 0.08 2.12 ± 1.59 0,07 ± 0,12



23 1 0 5(0.0-1.5) 1.7(0.2-4.8) 18,2(4,8-34.0) 2,7 (0,0-7,8) 57,1 1,2 (0.0-3.2) 1.4 (0.0-4.0) 183(8.5-29,7) 23,3(14.0-34,2)



4,2



4.0



•¡1



12.9(4,5-29.0) 3.6(1.0-9,0) 0.06 (0.0-0,8) 16,0(4.8-35,8)



0.4 (0.2-0.6)



2.9 (1,2-5,2)



J A N D L (1987) Adulto (Promedio, rango) 21,5 (14 2-30.4) 0.6 (0 2-1.4) 2.0 (0 7-3.7) 12.4 (12,2-24,2) 6.5 (2,0-22,7) 5 6 0(45,1-66-5) 1,0(0.5-1,8) 3 4 (2,6-4,6) 11.9 (8,1-16.9) 18,0 (9,8-25.3) 11.0(8.5-20,8) 10.7 ( 8 . 0 - 1 6 0 ) 3.2(1.2-6.2) 


1.8 (0,2-2.2) 1.8(0.2-2.8) < t , 0 (0,0-0,2) 0,3 (0,0-0,5) 2,3(1,2-5,0)



La informacion os de Rosse C y cols. J L a b Clin M e d 1977 89:1??5. M a u e t AM Pediatric H e m a t o l o g y N e w York, M c G r a w - H i l l . 1969; y Jai j ol Hematology Boston, Little. Brown y c o l s 1987



blastos se suelen presentar en grupos y pueden confundirse con células plasmáticas inmaduras y células de mleloma. Los osteoclaslos son células grandes, multinucleadas, con un diámetro de hasta 100 pm que pueden confundirse con megacariocitos. Tienen múltiples núcleos que están separados (no unidos como en los megacariocitos). La cromatina es reticular, y normalmente está presente un nucléolo prominente. El citoplasma puede ser basófilo pero en general tiene granulos rosa púrpura que recuerda a los granulos del megacariocito. A menudo se detectan fragmentos gruesos de material que adquiere un tinte púrpura. En una o más extensiones de médula de pacientes con tumor metastásico en el hueso en el que se ha tomado la muestra se pueden detectar agrupaciones de células neoplásicas metastásicas: dichas células pueden verse en cortes de biopsia pero no en extensiones; en ambos: o. mucho menos frecuente, en una o más extensiones y no en la biopsia. Algunas células neoplásicas metastásicas se parecen los mieloblastos u otros blastos primitivos. La clave para reconocerlas es que casi siempre aparecen en agrupaciones o agregados de células; s i n embargo esto no es cierto para las células de los blastos hematopoyéticos. Evaluación de la b i o p s i a . Los cortes histológicos permiten calcular mejor la celulandad de la médula y el número de megacariocitos que las extensiones de médula (Fig. 25-12). En las preparaciones histológicas adecuadas, la distribución celular y las anormalidades de la maduración pueden determinarse con bastante fiabilidad. Además de una detección más fiable de la presencia de linfomas o tumor metastásico, el cuadro histológico puede muchas veces ser diagnóstico del tipo de neoplasia. Otras lesiones focales no detectables en las extensiones incluyen granulomas, abscesos y lesiones vasculares. En algunas afecciones, como en mielofibrosis y leucemia de célula pilosa, la médula ósea no puede ser aspirada, y es necesaria la biopsia para establecer un diagnóstico. Para detectar anormalidades óseas deberían examinarse siempre las trabéculas. La osteosclerosis con trabéculas óseas gruesas puede acompañar la mielofibrosis o ser congenita. En la osteoporosis, las trabéculas óseas son delgadas. La osteomalacia está caracterizada por un borde de osteoide detectable. En el hiperparatiroidismo se produce osteítis fibrosa y se caracteriza por resorción ósea osteoclástica irregular, fibrosis endóstica y cierta actividad osteoblástica en las zonas de regeneración ósea. Las trabéculas con



ensanchamiento irregular y pedil de "mosaico" son hallazgos típicos en la enfermedad ósea de Paget. Interpretación. El resumen del informe de la médula incluye un cálculo de la celulandad. un cálculo del número de megacariocitos. la relación M'E. indicaciones sobre cualquier anormalidad citológica o de maduración, un cálculo del hierro almacenado y proporción de sideroblastos, e indicaciones sobre cualquier otro hallazgo anormal presente. También se realiza un resumen de las anormalidades en el cómputo de células sanguíneas y en la morfología. Se realiza una interprelación de los resultados observados, que evidentemente incluye un diagnóstico si éste es posible. Al hacer tal interpretación, debería incluirse una integración de las observaciones de la médula y de la sangre con los datos clínicos y otra información del laboratorio. Las alteraciones en la sangre y en las células medulares se exponen con referencia a las enfermedades y trastornos considerados en los siguientes capítulos.



Indicaciones para un estudio medular En las anemias microciticas. la evaluación de las reservas de hierro y de sideroblastos permite la clasificación de las anemias (p. ej., deficiencia de hierro, anemia de enfermedad crónica, sideroblástica). En las anemias macrocíticas, el examen de médula confirmará si el proceso es megaloblástico o no: hay algunos casos en los que los cambios en la sangre son mínimos, y no obstante la médula es megaloblástica. En las anemias normociticas (o anemias macrocíticas) sin un aumento en el índice de la producción de retículocitos, la médula se evalúa para detectar las anormalidades cualitativas y cuantitativas en la eritropoyesis (p. ej., aplasia celular pura roja o mielodisplasia). El estudio de la médula es útil en neutropenia, trombocitopema o pancitopenia para valorar la presencia y normalidad de las células precursoras en cada serie. Esto permite evaluar las probabilidades de producción disminuida, maduración deficiente, o destrucción aumentada como mecanismo de la enfermedad. En citopenias. el examen de médula a veces revelará la presencia de leucemia o de otras neoplasias hematológicas. En las anormalidades de las mmunoglobulinas, puede confirmarse el diagnóstico de mieloma de célula plasmática o macroglobulinemia si están presentes infiltraciones de células plasmáticas anormales o de linfocitos.



El examen de médula es esencial en el diagnóstico y clasificación de la leucemia aguda. Se realiza habitualmente como apoyo al diagnóstico y estadifación de otras neoplasias incluyendo linfomas y tumores metastásicos, y para evaluar la respuesta a la terapia de las enfermedades hematológicas.



Si no se puede aspirar la médula ("punción seca"), es esencial la biopsia La biopsia medular deberia realizarse también si hay cambios sanguíneos que sugieren mielolibrosis con metaplasia mieloide. o si se sospecha de enfermedad granulomatosa o tumor metastásico.
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ANEMIAS Manifestaciones generales Se considera que existe anemia si la concentración de hemoglobina (Hb) o el hematocrito (Hct) está por debajo del limite inferior del intervalo de referencia del 95% para individuos de la misma edad, sexo y localización geográfica (altitud) (véanse Tablas 24-7 y 26-1.) Esto significa que un 2,5% de los sujetos normales podrían ser clasificados como anémicos. De la misma forma, un individuo cuya hemoglobina cae dentro de los intervalos de referencia para la edad y el sexo pero sin embargo es significativamente inferior a sus propios valores de referencia debería ser considerado anémico. La anemia puede ser absoluta, cuando hay disminución de la cantidad de glóbulos rojos, o relativa, cuando se asocia con un mayor volumen plasmático. Las causas de la anemia absoluta se clasifican en dos categorías fisiopatológicas fundamentales: producción deteriorada de glóbulos rojos y aumento de la destrucción eritrocitaria o pérdida en exceso de la capacidad de la médula para remplazar estas pérdidas. Varios autores han incluido a la anemia posthemorrágica en la última categoría (Erslev, 1995; Hillmann, 1996.) La presencia de anemia puede ser un signo de un trastorno subyacente cuya causa deberíamos identificar, ya que su corrección puede ser muy importante para el sujeto. La anemia relativa puede aparecer con el embarazo, macro globulinemia y esplenomegalia. La anemia también puede clasificarse según la morfología de los glóbulos rojos en macrocítica. normocítica o microcítica, un planteamiento que es útil en diagnósticos diferenciales (véase el texto más adelante). Tanto las clasificaciones fisiopatológicas como las morfológicas deberían ser bien comprendidas. Algunas anemias tienen más de un mecanismo patogénico y atraviesan más de un nivel morfológico (p. ej., la anemia por pérdida de sangre).



Signos clínicos de la anemia Los signos y síntomas clínicos resultan de la entrega disminuida de oxigeno a los tejidos y. por lo tanto, están relacionados con concentraciones bajas
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de hemoglobina y volumen sanguíneo, y dependen de la velocidad de estos cambios. Los factores que se modifican son los ajustes compensatorios en el gasto cardíaco, la frecuencia respiratoria y la afinidad de la hemoglobina por el oxigeno. Cuando la anemia se desarrolla lentamente en un paciente que. por otra parle, no está gravemente enfermo, la concentración de hemoglobina puede estar por debajo de 6 g/dl sin que se produzca ningún trastorno o signo físico siempre que el paciente esté en reposo. En general, el paciente anémico se queja de fatigarse con facilidad, de disnea de esfuerzo y con frecuencia de desfallecimientos, vértigo, palpitaciones y dolor de cabeza. Los hallazgos físicos más comunes son palidez, un pulso rápido, hipotensión, ligera fiebre, algún edema dependiente y soplos sistólicos. Además de estos signos y síntomas generales, ciertos hallazgos clínicos son característicos de cada tipo especifico de anemias.



Producción deficiente: deficiencia de hierro Metabolismo del hierro (Andrews, 1998) El hierro es un componente esencial de la hemoglobina, de la mioglobma (en las células musculares) y de ciertas enzimas (en la mayoría de las células). Las dos principales reservas de hierro en el organismo se ilustran en la Figura 26-1. Dos tercios o más del hierro total del cuerpo está en el eritrón (normoblastos y eritrocitos); cada mililitro de glóbulos rojos contiene aproximadamente 1 mg de hierro. El almacén de hierro está presente en los macrófagos del sistema reticuloendotelial de dos formas: ferritina y hemosiderma. La ferrrtina es un complejo hidrosoluble de sales férricas y una proteina. apoferritina. La apoferritina tiene un peso molecular de aproximadamente 450.000 Da y consiste en 24 subunidades con una proporción variable de formas H (pesada) y L (ligeras). La apoferritina forma una concha alrededor de un núcleo cristalino de oxihidróxido férrico (FeOOH) l o s genes responsables de las subunidades H y L se han localizado en los cromosomas 11 y 19, respectivamente. La hemosiderina es insoluole en agua y consiste mayorilariamente en un núcleo de cristales agregados de oxihidróxido férrico con un armazón proteico degradado parcial o completamente La degradación proteica generalmente tiene



Tabla 26-1



Valores de referencia por debajo de los cuales se considera la existencia de anemia al nivel del mar



E d a d (años) 0.6 a 4 5a9 1 0 a 14 Adultos - h o m b r e s Adultos - mujeres Mujeres e m b a r a z a d a s



H b (g/dl)



Hct(l/I)



11 11,5 12 14 1.2 11



0,33 0,345 0.36 0.42 0.36 0.33



se mantiene controlando la absorción. En EE.UU., la ingesta dietética media de hierro es de 15 mg'dia con una absorción del 7% en hombres y 11 mg.'dia en mujeres con un 13% de absorción. La absorción puede incrementarse en deficiencias de hierro, pero solamente un 20% de hierro ingerido procedente de dietas con carnes, y menos en dietas vegetarianas {Hillman, 1996). La absorción tiene lugar principalmente en el intestino delgado, más eficazmente en el duodeno y en el yeyuno superior.



lugar en los lisosomas. La mayor parte del hierro utilizado en la síntesis de hemoglobina procede de la tracción recién liberada de la hemoglobina degradada en macrófagos y transportada a los normoblastos por la transferrina plasmática (una B globulina de peso molecular 80.000 Da. localizada genéticamente en el cromosoma 3). Cada molécula de apotransferrina se une a 2 átomos de hierro. Subsecuentemente, la transferrina se une a los receptores de transferrina (CD71) sobre la membrana de los precursores eritrocitarios. reticulocitos y la mayoría de las células corporales. El complejo transferrinareceptor de transferrina es rápidamente introducido en el interior, el hierro se libera y la apotransferrina vuelve a la circulación y capta más hierro.



El hierro hemo se absorbe más eficazmente que el inorgánico. La absorción de hierro se facilita por ascorbatos y citratos mientras que se inhibe por fitatos y taninos. La producción acida en el estómago disminuye el pH en el duodeno, aumentando así la solubilidad y asimilando el hierro férrico de grupos no hemo. Aunque el mecanismo de entrada del hierro en las células de la mucosa del tracto gastrointestinal superior no se conoce ampliamente, parece que más de una vía tiene lugar, Incluyendo un mecanismo independiente para la absorción del grupo hemo. Estudios recientes sugieren la presencia de un canal de transporte de hierro llamado transportador de metales divalentes (TMDV). que está regulado por las proteínas reguladoras del hierro. El TMDV regula el transporte del hierro desde la superficie del intestino al interior de las células. El transporte del hierro desde las células intestinales al plasma Implica a otras proteínas codificadas por el gen de la hemocromatosis, HFE. localizado en el cromosoma 6. La absorción de hierro es el principal foco de investigaciones recientes en la patogénesis de hemocromatosis hereditarias (Andrews. 1998a).



Se pierde muy poco hierro en el organismo, y principalmente procede de las pérdidas de células en el tracto gastrointestinal y en menor medida procede de la piel y la orina. El promedio de hierro excretado en las mujeres es mayor que en los hombres debido a las pérdidas de sangre menstruales. Aproximadamente 1 mg se pierde cada día, mientras que durante la menstruación la pérdida de hierro en mujeres es de 2 mg/día. El balance de hierro



En el plasma, el promedio total de hierro es de 110 pg/dl (19,7 pmol/l). La mayoría de éste se encuentra unido a la Iransferrina. que tiene una capacidad para unir 330 pg de hierro por decilitro (o 59,1 pmol/l) y por lo que está aproximadamente un tercio saturado. Una pequeña cantidad de hierro en el plasma está como ferritina. El promedio de ferritina en plasma (o suero) es de aproximadamente 100 pg'l en hombres (menos en mujeres: cerca de 50 ug.'l).



Del Comité de Deliciencia de Hierro: Iron d e f i c i e n c y m the United States J A M A j 1968; 2 0 3 : 4 0 7 , c o n p e r m i s o C o p y r i g h t © 1968 por la American Medical Assocalion



M e t a b o l i s m o del h i e r r o



Síntesis d e l a H b (normoblastos)



Degradación d e H B (células R. E.) 2 0 mg/día 14 mg/día



2 0 mg/día 4 mg/día



Absorción



Excreción



0 , 9 mg/día 1,3 mg/día



0 , 9 mg/día 1,3 mg/día



Almacenamiento 1.000 m g 300 m u



Enzimas, mioglobina 160 m g 120 m g



Figura 26-1. Esquema del metabolismo del hierro La cifra superior en cada posición es un promedio para un adulto de 80 kg: la cilra de más abajo es para una mujer de 65 kg. (Datos de Hillman y Finch, 1974.) El hierro plasmático, unido principalmente a la transferrina. ocupa una posición central en el esquema. Este hierro se recambia completamente varias veces al día en el proceso de la síntesis del hemo. Cada dia, 1/120 de los eritrocitos totales de la circulación son destruidos y el mismo número de eritrocitos recientes son aportados en la sangre. Esta proporción de hierro total del eritrón se incorpora al plasma a partir del lugar de la degradación de la Hb, los macrólagos del sistema reticuloendotelial (RE), y viaja (unido a la translerrina) a los normoblastos en la médula. El almacenaje de hierro reside principalmente también en los macrófagos del sistema RE. El hierro absorbido se incorpora a la reserva plasmática, ligada a la transferrina. El hierro excretado procede principalmente de la pérdida de las células.



Anemia por deficiencia de hierro Cuando las pérdidas de hierro superan a la ingesta de hierro durante un periodo lo bastante prolongado de tiempo para que las reservas corporales de hierro se vacíen, no hay suficiente hierro disponible para la producción normal de hemoglobina. Cuando la deficiencia de hierro está muy desarrollada se caracteriza por una anemia hipocrómica microcítica. La deficiencia de hierro se produce solamente cuando hay unas necesidades aumentadas de hierro (p. ej.. durante un rápido crecimiento en la infancia y lactancia o durante el embarazo) o cuando una pérdida excesiva de sangre ha reducido las reservas corporales de hierro (p. ej., hemorragias continuas, menstruación excesiva o múltiples embarazos), La deficiencia de hierro es probablemente la causa más común de anemia en el planeta, afectando a más de 600 millones de personas (Andrews. 1998). Los niños de edades entre 6 y 24 meses son particularmente susceptibles. Esto es debido a una ingesta dietética de hierro insuficiente para cubrir las necesidades de un rápido crecimiento. Después de los primeros 4 a 6 meses de vida, las reservas de hierro presentes desde el nacimiento se han gastado y los niños dependen del hierro obtenido a través de la dieta. Un niño alimentado con leche e hidratos de carbono sin suplementos de alimentos que contengan hierro es probable que desarrolle una anemia por deficiencia de hierro, "anemia de leche' de la lactancia. Defectos en la absorción del hierro y deficiencias posteriores de hierro se producen después de una gastrectomia total o incluso una gastreclomia parcial. Los tratamientos prolongados de las úlceras pépticas y reflujos ácidos mediante bloqueantes H. y bloqueantes de las bombas acidas pueden ocasionar defectos en la absorción de hierro Exceptuando el síndrome de esprue. otras causas de malabsorción de hierro son muy raras. Ya que la deficiencia de hierro aumenta el nivel de absorción tanto de hierro como de plomo, una intoxicación por plomo puede acompañar a una deficiencia de hierro. Si un hombre adulto no tiene ninguna ingesta de hierro ni absorción (lo que es extremadamente improbable), sus reservas corporales de hierro de 1 000 mg podrían durar para 3 ó 4 años antes de que pudiera desarrollar una deficiencia en hierro. Por tanto casi todos los casos de anemia por deficiencia de hierro en hombres son debidos a pérdidas crónicas de sangre. La secuencia de hechos en el desarrollo de una anemia por falta de hierro es generalmente la siguiente: cuando las pérdidas de sangre superan la absorción, aparece un balance negativo de hierro. El hierro se moviliza desde los almacenes, la reserva de hierro disminuye, la ferrítína plasmática disminuye, la absorción de hierro aumenta y la capacidad de saturación plasmática (transferrina) aumenta. Este nivel se conoce como el agotamiento de hierro. Después de que las reservas de hierro están vaciadas, la concentración plasmática de hierro decae, la saturación de la translerrina cae por debajo de un 15% y el porcentaje de sideroblastos disminuye en la médula. Como resultado de la falta de hierro para la síntesis del grupo hemo. la protoporfirina de los glóbulos rojos aumenta. Este segundo nivel es una eritropoyesis deficiente en hierro, la anemia puede que todavia no esté presente. El tercer nivel es una anemia ferropémca ademas de lodas las anormalidades anteriormente mencionadas, la anemia ya se detecta La anemia es al principio normocrómica y normocitica. gradualmente se convierte en microcitica y finalmente en microcítica e hipocrómica. Características clínicas. Los hallazgos clínicos pueden deberse a causas subyacentes a las propias pérdidas de sangre per se. a las manifestaciones generales de la anemia (véase comentarios iniciales) o a la deficiencia de hierro. Aquellas que son probablemente atribuibles a una falta de hierro histico incluyen parestesias, tales como entumecimientos y hormigueo: atrofia del epitelio de la lengua con quemazón o inflamación: fisuras o úlceras en las comisuras de la boca (estomatitis angular): gastritis crónicas que tiende a disminuir las secreciones gástricas pero con pocos síntomas; "pica", que es el deseo de comer sustancias inusuales como polvo o hielo: uñas cóncavas o conm forma de cuchara (coiloniquia): y dificultad al tragar debido a membranas de tejido o estenosis parciales en la unión del esófago y la hipofaringe Los dos últimos hallazgos son bastante infrecuentes Puede darse esplenomegalia pero es bastante raro. Características de laboratorio Sangre. En la anemia por deficiencia de hierro incipiente, la extensión teñida de sangre con frecuencia muestra eritrocitos normocrómicos y normocíti-



cos (Hillman, 1996). En estadios más avanzados, el cuadro es de microcitosis. anisocitosís. poiquilocilosis (que incluye glóbulos elípticos y alargados) y grados variables de hipocromia. Las membranas plasmáticas de las células con deticiencia en hierro son anormalmente rígidas y esta alteración contribuye al desarrollo de poiquilocitos. Los reticulocitos están generalmente disminuidos en valor absoluto excepto después de la terapia con hierro. El volumen corpuscular medio (VCM) es bajo y la HB y Hct son relativamente menores que el cómputo de eritrocitos La fragilidad osmótica puede estar disminuida a causa de que los eritrocitos son más delgados de lo normal (véanse Fig. 24-14; Lámina 26-1). El cómputo de leucocitos es normal o ligeramente bajo. Puede presentarse granulocitopenia y un pequeño número de neulrófilos hipersegmenlados. Cambios megaloblásticos en la deficiencia severa de hierro pueden relacionarse con la actividad disminuida de la enzima ribonucleótida reductasa que contiene un átomo de hierro esencial del grupo no hemo (Beck. 1991). Sin embargo, la detección de neutrótilos hipersegmentados debería hacer surgir la sospecha de una deficiencia leve de folatos. que podría llegar a ser más evidente después de la terapia con hierro (Dallman. 1993). Las plaquetas pueden estar aumentadas, si la falla de hierro es debida a pérdida de sangre o ingesta deficitaria, pero tienden a estar disminuidas si la anemia es severa. Médula. Al principio puede aparecer hiperplasia norrnoblástica. pero en los estadios más avanzados el efecto limite de la deficiencia grave de hierro restringe la eritropoyesis al nivel basal. Los normoblastos son más pequeños de lo normal, deficientes en la cantidad de hemoglobina en el citoplasma y de forma irregular con márgenes desgastados (Lámina 26-1G). Las bandas de neulrófilos gigantes o melamielocilos. si están presentes, raramente se deben a una deficiencia de hierro per se: generalmente indican una deficiencia asociada de cobalamina o folatos (véase más adelante Anemia megaloblásticas). Las tinciones de hierro deben llevarse a cabo de modo habitual (véanse Cap. 25 y Lámina 26-1D y E). No existe hierro almacenado, a menos que se haya administrado hierro en alguna forma. La proporción de normoblastos que son sideroblastos está disminuida (


Fermina sérica. Los valores de referencia, en adultos, son de 12 a 300 pg/l con valores mayores en hombres que en mujeres. La ferritina sérica parece estar en equilibrio con la ferritina histica y es un buen reflejo de las reservas de hierro en individuos normales y en la mayoria de los trastornos. Se ha sugerido la equivalencia de 1 p g l de ferritina sérica con 8 a 10 mg de hierro almacenado. En pacientes con algunos trastornos hepatocelulares, trastornos malignos y enfermedades inflamatorias, la ferritina sérica es una estimación desproporcionadamente alta de las reservas de hierro ya que la ferritina sérica es un reactante de fase aguda. En tales alteraciones, puede existir anemia ferropénica con una concentración de ferritina sérica normal. En presencia de inflamación, las personas con niveles de ferritina menor de 50 p g l a 60 pgi'l pueden responder a terapias con hierro (Finch. 1986). Un valor bajo. 12 p g l . indica bajas reservas de hierro: no se han deteclado valores falsamente reducidos como supuesta indicación de una ferropenia. En la infancia y lactancia, entre los 6 meses de edad y los 15 años, los intervalos de referencia para la ferritina sérica son de 7 a 142 p g l (Sumes. 1974), por lo tanto, más bajos que en recién nacidos o adultos. En hombres la ferritina sérica se eleva gradualmente entre los 18 y 30 años mientras que esto no ocurre en las mujeres (Finch, 1977). Los valores de la media geométrica de la distribución asimétrica de los valores de referencia son de 127 pg.l para hombres y 46 p g l para mujeres. Los niveles de ferritina sérica no sufren variación diurna. Porfifina erilrocitaria. Ya que el grupo hemo se forma por la inserción de hierro en el intenor de la protopodirma IX. esta última está aumentada en la eritropoyesis ferropénica. bien porque sea debido a la deficiencia de hierro o a la anemia por enfermedad crónica. También está aumentada en la intoxicación por plomo y en algunos casos de anemia sideroblástica pero es normal en la talasemia. Un micrométodo relativamente simple de medir porfinnas eriIrocitarias libres'' (PEL) en sangre total ha mostrado ser útil para distinguir microcitosis debido a deficiencia de hierro de la producida por la B-talasemia menor (Stockman, 1975). Los inlervalos de referencia normales fueron de 10 pg/'dl a 99 pg'dl de eritrocitos: en la lerropenia, las portinnas eritrocilarias llegan a estar elevadas cuando la saturación de CFHT es menor del 15%. Un exceso de porfirinas eritrocilarias puede también emparejarse con zinc como zinc protoporfirina. Receptores de la transterrina sérica Los receptores de transferrina (RT) también existen en forma soluble en la circulación. Los RT séricos son producidos por derramamiento de la membrana de RT durante la maduración de los eritrocitos. Los RT séricos varian con la velocidad de eritropoyesis. Los pacientes con anemia aplásica tienen valores más bajos que los valores normales de RT mientras que los pacientes con anemia hemolitica autoinmune tienen valores más elevados. La anemia ferropénica se asocia con niveles de RT aumentados, probablemente como resultado de un aumento en la expresión de la membrana de ¡os RT secundaria a la privación de hierro (Andrews. 1998).



incrementar la producción hasta dos o tres veces lo normal (Hillman, 1996.) El cómputo de reticulocitos alcanzará un máximo entre los 5 y los 10 días, y posteriormente decrece hacia la normalidad. El control de la hemoglobina es lo más adecuado. La Hb deberia aumentar alrededor de 0.1 gdl-día a 0.2 g dl.día después del quinto dia y al menos 2 g'dl durante cada una de las tres semanas siguientes. Después de que la hemoglobina se haya normali zado. debería continuarse el tratamiento con hierro al menos durante dos meses para reponer las reservas de hierro.



Producción deficiente: anemia megaloblástica Macrocitosis con médula ósea normoblástica Las anemias macrocílicas que no son megaloblásticas pueden ser causadas por la pronta liberación de eritrocitos procedentes de la médula, también llamados reticulocitos desviados Esto puede producirse en respuesta a una pérdida aguda de sangre, hemolisis, infiltración de la médula osea y altos niveles de entropoyetina asociada con trastornos por fallo en la medula ósea tales como anemia aplásica. anemia refractaria y síndrome de DiamondBlackfan. La macrocitosis no megaloblástica aparece también en hipoliroidismo, en individuos con una alta ingesta de alcohol y en trastornos hepáticos (Hillman. 1996).



Anemia



megaloblástica



Sangre. Las anemias macrociticas asociadas con megaloblastosis se diferencian de las anemias macrociticas no megaloblásticas en que aparecen en la sangre macroovalocitos y neutróMos gigantes hipersegmenlados iFig. 2415. 24-16.24-27. 24-30, 24-34 y 26-2, Lámina 26-1K). La panotopenia se da por lo general. La anemia es macrocítica con un elevado VCM y se caracteriza por macroovalocitos y con frecuencia anisocilosis y poiquiiocitosis intensas. Los microcitos y dracocitos son comunes. Puede verse el punteado basófilo. los múltiples cuerpos de Howell-Jolly. los glóbulos rojos nucleados con cariorrexis e incluso megaloblastos. La leucopenia está presente. Los granulocitos han aumentado el número de lóbulos, presumiblemente como resultado de una maduración nuclear anormal. Cinco lóbulos en más del 5% de los neutrófilos constituyen hipersegmentación (Herbert. 1985). asi como neutrófilos con 6 o más lóbulos. Se encuentra generalmente trombocitopenia y. en raras ocasiones, es suficientemente grave para ser la responsable de sangrado. Hay que señalar que pueden producirse cambios morfológicos significativos en la sangre en ausencia de anemia y también pueden estar presentes síntomas neurológicos en ausencia de anemia. Médula. La anemia megaloblástica se caracteriza por el agrandamiento de todas las células de rápida proliferación del cuerpo, incluyendo las células de la medula (Lámina 25-1E a H: Lámina 26-1B y H). La anomalía más importante es la capacidad disminuida para la síntesis de ácido desoxirribonucleico (ADN). Las células tienen una prolongada fase de reposo iniermilótica y un bloqueo precoz de mitosis. El numero de figuras mitóticas está aumentado. La



Diagnostico diferencial. La anemia ferropénica debe distinguirse generalmente de otras anemias microcíticas e hipocrómicas. Estas incluyen los rasgos de talasemia, la anemia prolongada de enfermedad crónica y las anemias siderobiásticas (véanse comentarios posteriores de estas entidades). La reserva de hierro en la médula espinal y la ferritina sérica están disminuidas en la anemia ferropénica y normales o elevadas en las otras. En los rasgos talasémicos. las porfirinas eritrocilarias libres (PEL) están normales, el hierro sérico es normal y la condición está presente en los miembros de la familia. En la 6-talasemia. se encuentran elevadas la Hb A_, y algunas veces la Hb F. A decir verdad la Hb A se encuentra con frecuencia disminuida en la deficiencia de hierro. En la anemia de trastornos crónicos (infecciones crónicas, artritis reumatoide, o trastornos neoplásicos) aunque el hierro sérico está bajo, como en la deficiencia de hierro, la CHFT es baja o normal. En las anemias siderobiásticas. que incluyen la intoxicación crónica por plomo, aumen ta el nivel sérico de hierro y el porcentaje de CHFT, detectándose los sideroblaslos patológicos en anillo en la medula ósea. ;



Tratamiento. El primer principio en la terapia es la identificación y corrección de la causa subyacente. Se administra hierro en forma ferrosa oralmente, aproximadamente 200 m g d i a en tres tomas entre las comidas. Esto aportará de 40 mg a 60 mg de hierro absorbido al dia. que junto al hierro producido por el recambio de los glóbulos roios envejecidos será suficiente para



Figura 26-2. Anemia megaloólástica. Megaloblastos ortocromáticos con cuatro cuerpos de Howell-Jolly (abajo). Dos neutrófilos gigantes (uno de los cuales tiene nueve lóbulos nucleares y podría denominarse macropohcito) y un eosinófito con una defectuosa maduración nuclear (arriba, a la derecha) (x 875).



síntesis de ácido ribonucleico (ARN) está menos alterada que la de A D N , por lo que la maduración y el crecimiento citoplasmático continúa, con el consiguiente agrandamiento de las células. La cromatina tina y la prominente paracromatina dan lugar a un patrón de cromatina claramente más abierto que el que suele verse en los precursores eritrocitanos. Los núcleos sufren canorrexis con facilidad y pueden aparecer múltiples cuerpos de Howell-Jolly. Hay generalmente más células análogas a los pronormoblastos y a los normoblastos basótilos (es decir, el promegaloblasto y megaloblaslos basófilos) que las que aparecen en eritropoyesis normales. Esto en ocasiones recibe el nombre de "detención de la maduración" o asincronia núcleo-citoplasmática. Los megaloblastos policromáticos gigantes se distinguen especialmente. Las mismas características generales aparecen en otras lineas celulares. En la serie granulocítica, las células son más grandes, con maduración nuclear retardada y gran masa citoplasmática; a menudo, los propios granulos son mucho más grandes. El modelo de cromatina es menos condensado (más abierto) y como consecuencia el núcleo se tiñe peor. Son comunes las configuraciones nucleares anormalmente contorneadas: el m e t a m i e l x i t o gigante es el más característico de los granulocítos anormales. Los megacariocitos también son grandes y tienen lóbulos nucleares separados o fragmentos nucleares. La médula ósea es hiperplásica. La grasa es reemplazada y la médula roja se extiende por el interior de los huesos largos. El número de precursores entroides (megaloblastos) está aumentado y la relación mieloide-eritroide se encuentra disminuida. Si el proceso megaloblástico se desarrolla incompletamente o si el paciente ha sido tratado de forma inadecuada, los hallazgos pueden ser sólo parciales. Como persisten por más tiempo, las alteraciones granulociticas son especialmente útiles en el seguimiento de anemias megaloblásticas recién tratadas. Los hallazgos medulares son el resultado de los efectos de la síntesis defectuosa de ácidos nucleicos, produciendo megaloblastosis y estrés hipóxico y dando lugar a elevaciones en el número de células entroides. Si el paciente es transfundido con concentrado de glóbulos roios. el número de precursores eritroides disminuye pero las anormalidades otológicas persisten. Eritrocinética. En las anemias megaloblásticas la masa de tejido eritroide está aumentada, el recambio de hierro plasmático es rápido y está aumentado el urobilinógeno urinario y fecal. Estas medidas indican un aumento de la eritropoyesis total que puede llegar a ser tres veces la normal. La disminución en la aparición de hierro en la Hb procedente de los hematíes circulantes y la reliculocitopenia indican una eritropoyesis ineficaz. Además de aumentar la destrucción de los precursores eritroides defectuosos en la médula, la supervivencia de los eritrocitos circulantes es corta, lo que indica hemolisis. Se produce un aumento de la bilirrubma sérica indirecta. El hierro sérico se incrementa, la producción endógena de monóxido de carbono aumenta y generalmente la lactato-deshidrogenada sérica está muy elevada. La muramidasa sérica puede estar elevada, lo que origina una granulocitopoyesis ineficaz. La anemia megaloblástica se debe casi siempre a una deficiencia de cobalamina o ácido lólico. Los hallazgos descritos son similares en los dos casos.



a receptores específicos localizados en las células epiteliales del íleon en donde la cobalamina se absorbe. El Fl por si mismo no se absorbe desde el intestino, se pierde sin reciclar (Whithead, 1998). Una vez absorbida, la cobalamina es transportada en el plasma como metilcobalamina. unida a un grupo de proteínas denominadas transcobalaminas II (TC II) y haptocornnas (diversamente llamadas TCI. TCII. TC III. fijador R. cobalofilina (vide inlra). El noventa por ciento de las cobaiaminas recién absorbidas se une a la TC II. que sirve como principal proleína transportadora, rápidamente entrega la vitamina al hígado, células hematopoyeticas y otras células en división. Alguna cantidad de cobalamina se une a la haptocorrina. que evita su pérdida desde el plasma: esta cobalamina constituye una reserva pasiva en equilibrio con las reservas corporales del hígado pero que no es captada por otras células corporales. Los valores de referencia para la cobalamina plasmática dependen del método de análisis, pero comúnmente son entre 200 ng'l a 900 n g l (150 pmoH - 670 pmol'l). Un tercio de los lugares de unión a las transcobalaminas están normalmente ocupados: el 70%- 9 0 % de la cobalamina plasmática está unida a las haptocorrinas; ésta es evacuada muy lentamente del plasma. Lo que queda se une a TC II. que sólo permanece saturada un 5%: gran parte de la cobalamina recién absorbida y unida a la TC II se elimina del plasma durante las primeras horas, aunque una pequeña fracción permanece ligada durante varias semanas. La relativa importancia de la transcobalamina está ilustrada por los efectos clínicos de su deficiencia congénita. La carencia de TC II conduce a una anemia megaloblástica grave en la lactancia; aunque el nivel sérico de la cobalamina es normal. La ausencia de TC I no va acompañada de anemia o megaloblastosis; aunque el nivel sérico de la cobalamina disminuye (Rosenblatt 1999). Las TC I y III son proteínas del tipo R (que se mueven rápidamente por electroforesis). La TC III probablemente es una isoproteina de TC I. msaturada con cobalamina y asi menos cargada. Gran parte de la TC III del suero queda liberada de los granulocítos durante la coagulación sanguínea in vitro: la TC III no parece captar cantidades significativas de cobalamina plasmática en condiciones normales. Las haptocorrinas (TC I y TC III) pueden derivarse de los granulocítos. glándulas salivares e hígado, asi como de otros tejidos. El aumento de TC I y III explica el incremento total de las proteínas que fijan la cobalamina en las enfermedades mieloproliferativas. La TC II también se sintetiza por otras células incluyendo células renales, enterocitos y hepatocilos. La TC II actúa como un reactante de fase aguda y sus niveles se incrementan en la inflamación y situaciones infecciosas (Carmel, 1999). Los requerimientos diarios de cobalamina eslán entre 2 ug día y 5 ug día. Las reservas corporales de 2 mg a 5 mg durarán varios años si se interrumpe la ingesta como en el caso de que se practique una gastrectomía total (Beck. 1991).



Deficiencia de cobalamina La deficiencia de cobalamina se produce por los siguientes mecanismos.



Metabolismo de la cobalamina (Vitamina BJ La vitamina B. (cianocobalamina) tiene un peso molecular de 1.355 Da. Las dos partes principales de la molécula son 1) "un grupo planar" (el núcleo corrin). una estructura en anillo alrededor de un átomo de cobalto; y 2) un grupo "nudeótido', que consiste en la base 5.6 dimetilbencimidazol. y una ribosa fosfonlada estenficada con 1-amino, 2-propanol. Hay un grupo cianuro como enlace coordinado con el cobalto trivalente. Las diferentes formas de la vitamina B„ resultan de reemplazar el cianuro por grupos hidroxilo. adenosilo. o grupos metilo; genéricamente estos se conocen como cobaiaminas. ?



La cobalamina es la única vitamina que se sintetiza exclusivamente por microorganismos. Se encuentra en prácticamente todos los tejidos animales. Se deposita fundamentalmente en el hígado en forma de adenosilcobalamina. El hígado humano contiene aproximadamente 1 ug por gramo de hígado. La cobalamina se encuentra inicialmente unida a la haptocorrina presente en la saliva o alimentos, se libera por acción digestiva de la tripsina y se une después al factor gástrico intrínseco (Fl). una glucoproteína de 44 kDa producida por las células parietales del estómago. El gen codificador de Fl se localiza en el cromosoma 11. Este complejo cobalamina-FI se adhiere ccn posterioridad



Ingesta i n a d e c u a d a . Una deficiencia dietética es una causa sumamente rara de anemia megaloblástica en Estados Unidos, y sólo se observa en las personas que se abstienen totalmente de los alimentos animales, incluyendo los huevos y la leche. Se sabe que sólo los vegetarianos estrictos desarrollan esta forma de deficiencia de cobalamina. Producción d e f i c i e n t e de f a c t o r intrínseco. Esta es la causa más común de deficiencia de cobalamina. A n e m i a p e r n i c i o s a . La anemia perniciosa (AP) es una deficiencia alimenticia "condicionada" de cobalamina causada por un fracaso de la mucosa gástrica para secretar el factor intrínseco. Esta anormalidad está determinada genéticamente pero normalmente no se manifiesta hasta la edad avanzada: menos del 1 0 % de los casos se dan en personas de menos de 40 años. Las encuestas modernas indican que la AP es tan común en los americanos africanos como en los caucásicos (Carmel. 1999). Características clínicas. Este trastorno se da con igual frecuencia en varones y en hembras. Habitualmente están presentes síntomas de anemia y la combinación de palidez y de ictericia que le da un color amarillo limón a la



piel. La lengua puede estar ulcerada, suave y pálida (glositis atrófica) o roja y áspera (glositis aguda). Los síntomas gastrointestinales pueden ser importantes e incluyen dolor abdominal episódico, estreñimiento y diarrea. Una degeneración difusa e irregular de la sustancia blanca del sistema nervioso central (SNC) afecta óe manera característica los cordones posterior y lateral de la médula espinal (degeneración combinada subaguda) y a veces otros sitios. Las sensaciones simétricas de hormigueo en las partes distales de las extremidades, entumecimiento y parestesias, pérdida del sentido de la posición (dificultad para el equilibrio y la marcha) y del sentido de la vibración (quizás el signo mas constante) son indicativos de neuropatía periférica y lesiones en la columna posterior. La implicación de los cordones laterales aumenta la debilidad, la espasticidad y los reflejos profundos tendinosos. A veces, el cerebro puede estar alectado. y el paciente muestra irritabilidad, inestabilidad emocional o cambios en la personalidad. Los trastornos neuropsiquiátncos pueden estar asociados con deficiencia de cobalamina incluso sin estar acompañados de manifestaciones hematológicas (Lindenbaum. 1988). Anomalías gástricas. La mayoría de los adultos con AP presentan gastritis atrólica de distinta intensidad y el resto, una atrofia gástrica que afecta a todas las capas de la pared. En el ser humano el factor intrínseco (Fl) y el HCI se secretan por las células gástricas parietales: en la AP de un adulto, no existe secreción de Fl y casi siempre existe una aquilia y aclorhidia histaminorefractana: una disminución del volumen del jugo gástrico y una ausencia de secreción de HCI. Anomalías inmunológicas. Se han detectado autoanticuerpos en el suero de los pacientes con anemia perniciosa (Antony, 2000). Los anticuerpos celulares antiparietales reaccionan con las células parietales gástricas y están presentes en más del 9 0 % de los enfermos. Estos anticuerpos de células parietales se encuentran también en pacientes con gastritis crónica, como la que se asocia a la deficiencia de hierro, y en algunos pacientes con tiroiditis y mixedema; también se encuentran en de un 4% a un 5% de controles sanos de edad avanzada. Cuando estos anticuerpos se inyectan crónicamente en ratas, disminuye el ácido hidroclórico gástrico (HCI) en Fl y la secreción de pepsina y producen atrofia gástrica. El antigeno principal para el que se pro ducen estos anticuerpos es la enzima productora de ácido H+, K+-ATPasa, una proteína de 92 kDa presente en la membrana de las células parietales. El otro tipo de anticuerpo es dirigido contra el factor intrinseco. Los anticuerpos antilactor intrínseco se dan en el suero, saliva y jugos gástricos de ceerca del 75% de pacientes con AP. Se dan dos tipos de anticuerpos anti-FI: anticuerpos "bloqueantes', que bloquean la unión de la cobalamina con el Fl, y anticuerpos fijadores, que se unen al complejo de cobalamina-FI e impiden al complejo unirse con los receptores en el íleon. Aunque éstos pueden causar algún deterioro funcional in vivo, no está claro si son la causa o un efecto de la enfermedad. Los anticuerpos Fl se dan en ausencia de AP en un pequeño porcentaje de individuos con hipertiroidismo (enfermedad de Graves) y de forma similar en personas con diabetes msulinodependiente. Los estudios familiares de pacientes con anemia perniciosa revelan una incidencia elevada de la enfermedad en los familiares, teniendo muchos familiares aclorhidria y defectos parciales de la absorción de cobalamina. Los familiares de pacientes con anemia perniciosa también tienen una incidencia mayor de anticuerpos de células parietales y de anticuerpos tiroideos que los sujetos normales. Es posible que la anemia perniciosa del adulto sea una gastritis autommune de determinación genética. Sin embargo, no está clara la relación de la lesión gástrica con los anticuerpos. Anemia perniciosa en niños. Existen dos formas de AP en niños. La anemia perniciosa congénita normalmente aparece temprano en el segundo año de vida. Falta la secreción de Fl o el Fl secretado es defectuoso funcionalmente, pero la secreción de ácido y el aspecto de la mucosa son normales. Los anticuerpos contra células parietales y contra Fl están ausentes. La anemia perniciosa ¡uvenil se suele dar en niños mayores y es como la de los adultos, con atrofia gástrica, aclorhidria y anticuerpos séricos contra Fl y células parietales, aunque estas últimas puedan estar ausentes en un subgrupo de pacientes (Rosenblatt, 1999). Gastrectomia. La extirpación quirúrgica del estómago (total o a veces, incluso parcial) elimina la fuente de factor intrinseco. Esto provocará anemia megaloblástica después de que los almacenes corporales de cobalamina se



hayan gastado, entre 3 a 6 años, si no tiene lugar un tratamiento con cobalamina. Frecuentemente, la anemia se debe en parte a falta de hierro. DÉFICIT EN LA ABSORCIÓN DE COBALAMINA Síndrome de malabsorción. La enfermedad cellaca. el esprúe tropical, la resección del intestino delgado o enfermedades inflamatorias del intestino delgado pueden estar asociadas con múltiples defectos en la absorción, incluyendo otras vitaminas. En las enfermedades que producen una malabsorción. la deficiencia de acido fólico (que es absorbido principalmente en la parte superior del intestino delgado) es más frecuente que la deficiencia en cobalamina (que se absorbe principalmente en la parte inferior del intestino delgado.) La razón de ello es probablemente el menor tiempo necesario para la depleción de las reservas corporales de ácido fólico. El síndrome de Imerslund-Grásbeck es una enfermedad hereditaria autosómica y recesiva que consiste en un defecto en la absorción intestinal de cobalamina en presencia de cantidades normales de factor intrinseco. En muchos pacientes, también se encuentra proteinuria de tipo tubular. Al menos, algunos casos son causados por la ausencia del receptor Fl-cobalamina en el íleon (Rosenblatt. 1999). Falta de disponibilidad de cobalamina. En ciertos países, la mtestación por tenia de un pez (Diphyllobothrium latum) es lo suficientemente frecuente como para ser causa de deficiencia de cobalamina. El parásito compite con éxito con el hospedador por la ingesta de cobalamina. Es más frecuente en Finlandia y apenas se ve en Estados Unidos. Las bacterias del asa ciega del intestino pueden utilizar más preferentemente la cobalamina ingerida que el huésped. DIAGNOSTICO DE LA DEFICIENCIA DE COBALAMINA Detectar una a n e m i a megaloblástica implica la probabilidad de una deficiencia en cobalamina o ácido fólico. Además, la evidencia de alteraciones neurológicas captan a una deficiencia en cobalamina. Estos diagnósticos se pueden establecer por uno de los cuatro métodos. Ensayo terapéutico. A pacientes con una dieta baja en cobalamina y folatos. se les administra una dosis fisiológica vía parenteral de cobalamina (10 ugdía). Una respuesta hematológica óptima indica deficiencia, y consiste en reticulocilosis que comienza sobre el tercer o cuarto día y alcanza un pico al séptimo dia. La eritropoyesis se convierte en normoblástica en unos dos días y la leucopoyesis se normaliza entre los 12 y 14 días (Whitehead. 1998). En una semana el cómputo de leucocitos y plaquetas se vuelve normal y la concentración de hemoglobina comienza a elevarse. Prueba de cobalamina sérica. Este es el método más común de detectar la deficiencia en cobalamina. La prueba microbiológica de la cobalamina sérica utiliza un organismo (p. e j . . Euglena graoiis) que necesita de cobalamina para su crecimiento. Aunque el método microbiológico es preciso y seguro, requiere al menos 48 horas de incubación y está sujeto al electo inhibidor de los antibióticos. La dilución con radioisótopos y las pruebas de quimiluminiscencia son más rápidas y muy utilizadas, dando resultados comparables al ensayo con Euglena. siempre que la proteína fijadora sea especifica para la lorma biológicamente activa de la cobalamina; un preparado de factor intrínseco estandarizado es más adecuado. Sin embargo, estos métodos pueden producir valores falsos normales en aproximadamente un 10% de pacientes con deficiencia de cobalamina (Zittoun. 1999). Los valores de referencia están comprendidos entre 200 n g l y 900 n g l . En la anemia megaloblástica como consecuencia de la deficiencia en cobalamina, la cobalamina sérica es menor de 100 n g l . Los sujetos con deficiencia en folatos y una deficiencia en cobalamina leve y las mujeres embarazadas tienen valores limites entre 100 n g l y 200 n g l . La medida d e T C I I unido a la cobalamina (holo-lranscobalamina II) puede aportar una información adicional, ya que sus niveles caen por debajo de los valores normales antes de que los hagan los valores de cobalamina sérica y probablemente sugiere un estado de balance negativo de cobalamina (Zittoun, 1999). Ensayos con ácido metilmalónico y homocisteina. Ya que para la isomerización de metilmalonato a succinato es necesaria la presencia de una coenzima dependiente de la cobalamina. la excreción de cantidades



aumentadas de metilmalonato se encuentra en la deficiencia de cobalamina. Suponiendo que no exista un error congénito del metabolismo, aciduria metelimalónica, esto es una prueba sensible para la deficiencia de cobalamina, pero no es generalmente necesaria para el diagnóstico. Además los niveles plasmáticos de ácido metilmalónico y homocisteina están también aumentados. Después de varias semanas de tratamiento, sus concentraciones plasmáticas vuelven a la normalidad. Los niveles plasmáticos de estos metabolitos deberían interpretarse con cautela en pacientes con un fallo renal crónico debido a la tendencia de estos metabolitos a acumularse (Ziltoun, 19991. Prueba de supresión de la desoxiuridina. Mide la capacidad in vitro de las células de la médula para utilizar la desoxiuridina en la síntesis de ADN. Normalmente la mayor fuente de timidina para el A D N en las células medulares es la síntesis de novo de desoxiuridina, que necesita enzimas intactas de cobalamina y folatos; así pues menos del 10% de la timidina marcada con tritio añadida ( H-Tdr ) se incorpora al ADN. En médulas megaloblásticas debido a la deficiencia en cobalamina o folatos, la desoxiuridina no puede convertirse elicazmenle en timidina y más cantidad de 'H-Tdr se une al A D N . Un resultado anómalo de la prueba de supresión de desoxiuridina es indicativo de deficiencia de cobalamina o folatos. Esta prueba es muy sensible y produce resultados anormales antes de que la a n e m i a o la macrocitosis aparezcan (Zittoun, 1999). Una prueba de supresión de la microdesoxiuridina de los linfocitos (Herbert. 1985) requiere solamente 1 mi de sangre convirtiendo esta modalidad diagnóstica en muy útil para los recién nacidos y niños. 3



Metabolismo del ácido fólico El ácido fólico o pteroilmonoglutámico contiene Ires partes: pteridina, paminobenzoico y ácido L-glutámico (Beck, 1991). En la naturaleza, el ácido fólico se encuentra principalmente como poliglutamatos poco solubles, con múltiples residuos de ácido glutámico unidos entre sí. El ácido fólico está presente en una amplia variedad de alimentos, tales como los huevos, la leche, los vegetales de hoja verde, la levadura, el higado y las frutas, y se forma también por medio de bacterias intestinales. Los folatos son extremadamente termolábiles y calentamientos prolongados (>15 minutos) en grandes cantidades de agua en la ausencia de agentes reductores destruyen los folatos. Las enzimas conjugasas de la bilis e intestino hidrolizan los poliglutamatos antes de la absorción, la cual es rápida y se produce en el yeyuno proximal. En el plasma un tercio del folato está libre mientras que dos tercios se encuentran unidos a proteínas séricas de modo no específico y aproximado. Una pequeña cantidad de folatos está unida específicamente a proteínas transportadoras de folatos, cuyo significado fisiológico no está claro (Antony, 2000). Los folatos son rápidamente cedidos desde el plasma a las células y tejidos para su utilización. La principal forma de folatos en el suero, los eritrocitois y el hígado es el 5-metiltetrahidrofolato (5-metil- F H J ; el higado es el principal lugar de almacenamiento. Los requerimientos mínimos diarios son de aproximadamente 50 ug de pteroilmonoglutamato o de 400 pg de folatos totales. El intervalo de referencia más característico está comprendido entre 5 pg/l a 21 ug'l (11 a 48 nmol/l) para el folato sérico y de 150 ug/l a 600 ug/l (340 nmol/l a 1.360 nmol/l) para el fólico de los glóbulos rojos.



Deficiencia de ácido fólico (Antony. DETERMINACIÓN DE LAS CAUSAS DE DEFICIENCIA DE COBALAMINA La historia clínica es útil para determinar si la deficiencia de cobalamina o de folatos es la causa de anemia megaloblástica. Las asociaciones clínicas de la anemia perniciosa incluyen historia familiar de AP en un tercio de los pacientes, ciertas deficiencias endocrinas (trastornos tiroideos, diabetes mellitus. hipotiroidismo. enfermedad de Addison) y ciertos trastornos inmunológicos (púrpura trombocitopénica inmune, anemia hemolítica autoinmune e hipogammaglobulinemia adquirida.) La deficiencia en cobalamina es frecuente en vegetarianos estrictos, y en pacientes con parestesias, neuropatías o gastrectomías previas. En pacientes con deficiencia en cobalamina es importante demostrar la falta de Fl. Para ello, se mide la capacidad del paciente para absorber una dosis oral de cobalamina radioactiva. El método usual es la prueba de Schilling. que mide la radioactividad en una muestra de orina de 24 horas. Dos horas después de la administración oral de 0.5 ug a 2,0 ug de cobalamina radioactiva se administra parenteralmenle una dosis elevada y rápida de vitamina no marcada. Los individuos sanos excretarán en torno al 7% de la dosis de 1 ug de cobalamina ingerida por la orina en 24 horas, mientras que los pacientes con carencia de Fl excretarán menos. Si la excreción es lenta, la prueba debe ser repelida usando el mismo procedimiento, excepto que se adeministra Fl de cerdo por via oral junto con la cobalamina marcada. Si la excreción de 24 horas es normal, un valor reducido durante la primera parte será debido a la deficiencia de Fl. Si la excreción persiste anormalmente en la segunda parte del proceso, una explicación por malabsorción de cobalamina debe ser atribuida a algún trastorno intestinal. La validez de los resultados depende de la adecuada función renal y de una recogida de muestras precisa. La prueba de Schilling será anómala para AP incluso cuando el paciente sea tratado con cobalamina y esté en remisión. Algunos pacientes pueden absorber la vitamina B en agua (como se da en la prueba Schilling original) pero fallar al absorber vitamina B, unida a proteínas en los alimentos. Una modificación de la prueba de Schiling se está introduciendo para incluir la B unida a proteínas usando yema de huevo y suero de pollo (Zittoun, 1999). I 2
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Otras pruebas que establecerán el diagnóstico de AP son el análisis directo del Fl demostrando ser deficiente en el jugo gástrico. La combinación de anemia megaloblástica, cobalamina sérica reducida y anticuerpos séricos contra el Fl es esencialmente diagnóstica de AP, y hace necesaria la prueba de Schiling (Lindenbaum. 1983).
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INGESTA INSUFICIENTE DE ACIDO FOLICO Evolución de las anomalías en los d a t o s de l a b o r a t o r i o . Herbert delineó la secuencia de hechos que se producían al comienzo de una anemia megaloblástica por deficiencia de ácido fólico. Después de que exista una dieta deficiente en fólico. las diferentes alteraciones se eslablecen de la siguiente manera: a las tres semanas, bajo fólico en suero: cinco semanas, neulrófilos hipersegmentados en la médula ósea; siete semanas, neutrófilos hipersegmentados en sangre periférica, con la médula ósea mostrando mitosis aumentada y alterada y megaloblastos intermedios con basofilia: 10 semanas, médula ósea mostrando gran cantidad de metamieloatos y megaloblastos intermedios con policromatofilia: 13 semanas, alta excreción de ácido formiminoglutámico (FIGLU) en orina: 17 semanas, bajos folatos eritrocitarios; 18 semanas, macroovalocitosis de eritrocitos con mucha cantidad de metamielocitos en médula ósea: 19 semanas, médula ósea completamente megaloblástica; 20 semanas, anemia (Herbert. 1985). A estas alturas, los cambios en el epitelio intestinal no han aparecido todavía. Por lo tanto, en humanos, con una dieta exenta de ácido fólico, la anemia aparecerá en 3 a 6 meses. Las características de la sangre perilérica y de la médula ósea de la anemia megaloblástica debida a ácido fólico son similares a las causadas por deficiencia en cobalamina; sin embargo, la leucopema y trombocitopenia son menos constantes. Normalmente, la deficiencia en ácido fólico va acompañada de alguna otra complicación. Deficiencia n u t r i c i o n a l de f o l a t o s . La anemia megaloblástica consecuencia de la taita de folatos se asocia comúnmente con una ingesta dietética insuficiente. La dieta normal no contiene un exceso sobre los requerimientos mínimos y las reservas corporales en el adulto son suficientes para cubrir las necesidades de apenas tres meses. La deficiencia de folatos en la dieta es especialmente frecuente en los trópicos y en la India y existe una demanda aumentada en el embarazo, el rápido crecimiento en la lactancia, infección o anemia hemolítica. La deficiencia de folatos en la lactancia no es frecuente en Estados Unidos: la leche humana o la leche fresca de vaca contiene suficientes folatos pero no así la leche hervida, en polvo o la de cabra, La anemia megaloblástica puede aparecer si a la leche de los recién nacidos le faltan folatos. si la dieta es baja en ácido ascórbíco o si existe infección o diarrea. La anemia megaloblástica no es infrecuente durante el embarazo, debido a los requerimientos del feto en folatos. El nivel de folatos del plasma de la madre decae gradualmente durante el embarazo, y en el momento del nacimiento, el nivel plasmático en el recién nacido muestra un promedio de cinco veces el de la madre. La anemia megaloblástica es más frecuente en multí-



paras, puede desencadenarse por una infección y se debe con más frecuencia a una falta de folatos que a una deficiencia en cobalamina. Las mujeres embarazadas deberían tomar, además de hierro, suplementos de ácido fólico. Estudios recientes muestran que un suplemento en fólico durante el embarazo reduce el riesgo de dar a luz a niños con defectos del tubo neural. En EE.UU., las personas de edad avanzada con dieta inadecuada pueden desarrollar una anemia megaloblástica por deficiencia en folatos. Trastornos hepáticos. Las alteraciones hepáticas asociadas con el alcoholismo pueden producir anemia megaloblástica por déficit en fólico debido a que la dieta del alcohólico es inadecuada, y a que el hígado es el principal lugar para el almacenamiento y metabolismo de los folatos (Zittoun. 1999). Sin embargo, con una ingesta adecuada de tólico, la anemia que aparece es macrocitlca y normoblástica, no megaloblástica. DEFECTO EN LA ABSORCIÓN DE FOLATOS Los defectos en la absorción de folatos aparecen asociados a síndromes de malabsorción ya comentados anteriormente y al síndrome del asa ciega en el cual las bacterias utilizan preferentemente el folato. El esprüe no tropical, o la enfermedad celíaca en el adulto, es una importante causa de malabsorción en adultos o niños que se relaciona con el gluten dietético (una proteína del trigo). La anemia megaloblástica por falta de ácido lólico puede incluirse como uno de los signos de malabsorción (Beck. 1991). La biopsia del yeyuno muestra atrofia de las vellosidades La deficiencia en folatos al igual que la malabsorción responde a dietas exentas de gluten. El tratamiento (via parenterai) con ácido fólico corrige la deficiencia en folatos pero no la malabsorción generalizada. El esprúe Iropical es un trastorno malabsortivo vagamente conocido que es frecuente en el caribe. India y Sureste asiático. Los indicios de malabsorción incluyen anemia megaloblástica debido a deficiencia en (oíalos: el tratamiento con lólico produce una considerable mejoría tanto en la malabsorción general como en la anemia, pero también se recomienda un tratamiento antibacteriano adicional.



plasias malignas. Además de inhibir el crecimiento del tumor, también inducirán una hematopoyesis megaloblástica. Además del anteriormente citado problema nutncional en los alcohólicos, el alcohol puede ejercer un efecto directo suprimiendo la eritropoyesis mediante el bloqueo del metabolismo del ácido fólico. Además el alcohol puede interferir en la absorción de folatos y la circulación enterohepática óe folatos. La homocisteína plasmática está generalmente elevada en alcohólicos (Zittoun, 1999). La deficiencia aguda en folatos puede ocurrir en algunos pacientes dentro de las unidades de cuidados intensivos debido a la combinación de tactores (ingesta disminuida, nutrición parenteral total, diálisis, cirugía, sepsis, medicación). Los folatos séricos pueden estar normales. DIAGNÓSTICO DE LA DEFICIENCIA DE FOLATOS Se sugiere que existe una deficiencia en ácido fólico o cobalamina cuando la sangre y la médula osea muestran hallazgos característicos de anemia megaloblástica: en ese caso, suelen medirse los niveles séricos de folatos y cobalamina. Folato sérico y eritrocitario. Un ensayo microbiólogo para la actividad del ácido fólico empleando el Lactobacillus casel es un método útil para el diagnóstico definitivo (Beck, 1991) Métodos de radioisótopos y quimioluminiscencia empleando diferentes marcadores de folato se han empleado ampliamente debido a la rapidez y mayor conveniencia Aunque la correlación con las pruebas microbiológicas es generalmente buena, parece que las discrepancias son frecuentes y basándose en datos tiende a resolverse a favor de las pruebas microbiológicas. Se han encontrado niveles lalsamente ñor males de folatos en glóbulos rojos en un 16 a 4 0 % de los pacientes mediante ensayos microbiológicos (Zittoun. 1999). Al contrario que el folato sérico (que es por entero 5 metiltetrahidiofolato). los folatos de los glóbulos rojos son una mezcla heterogénea de diferentes formas que varían en la longitud de las cadenas de poliglutamato, los cuales son requeridos para los ensayos no microbiológicos (Antony, 2000).



La anemia megaloblástica o la disminución de folatos en suero y glóbulos rojos sin anemia se ha asociado con la utilización prolongada de fármacos antiepilépticos, fenitoma. fenobarbitai y primidona. El problema parece ser una malabsorción del pteroilpoliglutamato inducida por el fármaco. Los anticonceptivos orales causan malabsorción de folatos en una pequeña proporción de mujeres debido a una deconjugación defectuosa de pteroilpoliglutamato (Beck. 1991).



Los niveles de folatos séricos están disminuidos (


REQUERIMIENTO AUMENTADO DE FOLATOS



El folato eritrocitario es la mejor prueba de las reservas corporales de ácido fólico y está disminuido en la anemia megaloblástica consecuencia del déficil de folato. En la deficiencia de cobalamina. sin embargo, el folato eritrocitario está más bajo en dos tercios de los casos, por lo que debe excluirse esto antes de considerar un nivel de tolato bajo como prueba de una deficiencia severa de folato Por todo ello, con frecuencia son útiles tres mediciones para distinguir entre deficiencia de ácido fólico y cobalamina (Tabla 26-2).



Las necesidades incrementadas durante el embarazo y en los recién nacidos (nacimientos múltiples) ya se han mencionado. El intercambio de células aumentado que ocurre en las neoplasias y en la hematopoyesis marcadamente estimulada de las anemias hemoliticas puede dar lugar a una eritropoyesis megaloblástica. La base de ello se encuentra en unas necesidades aumentadas de un apode marginal de folatos. UTILIZACIÓN INADECUADA DEL ÁCIDO FOLICO La utilización inadecuada de ácido fólico es relativamente rara Los antagonistas del ácido fólico, tales como el metotrexato. bloquean el metabolismo del ácido tólico y por ello son utilizados en el tratamiento de neo-



_____



.



Ácido formiminoglutámico en orina. Para la conversión de FIGLU en ácido glutámico dentro del metabolismo de la ñstidina se requieren coenzimas del ácido fólico. Cuando se aporta histidina oral, el FIGLU aparecerá en cantidades aumentadas en la orina si existe deficiencia de folatos. La prueba es útil en pacientes con anemia megaloblástica causada por medicamentos



.



.



Tabla 26-2 Correlación de los niveles de vitamina B, y folatos con el estado clínico: los tres test de laboratorio necesarios para diferenciar las cuatro situaciones clínicas 2



Situación clínica



Vitamina B,. sérica (pg/ml)



Folato sérico (ng/ml)



Folato eritrocitario (ng/ml)



Normal'



Normal (200-900)



Normal (5-16). indeterminado (3-5)



N o r m a l (> 150)



o bajo (


B a j o (< 100) Normal



Normal ( 5 - 6 ) o alto (>16) Bajo



Bajo (< 150) Bajo



Deficiencia de a m b o s



Baje



Baio



Bajo



' N o r m a l incluye e s t a d o s (ransilor o s d e b a l a n c e negativo d e folatos De H e r b e r l V. BicJogy ol disease Meaalobiastic anemias. L a b Invesl 1985. 5;! 3 c o n Dermiso C o o v n a l t t _>or l a U S a n d C a n a d u



antitolato; estos pacientes tienen niveles normales de folatos en suero pero los niveles de coenzimas tisulares están muy disminuidos (Beck. 1991). P r u e b a terapéutica. La prueba terapéutica constituye un método excelente para diferenciar entre deficiencia de ácido fólico y vitamina B,¡. La administración de dosis fisiológicas de ácido fólico (vía parenteral. 50 ug.'día a 200 ug/dia) permitirá una respuesta de reticulocitos adecuada en pacientes con deficiencia en ácido fólico pero no asi en deficiencia de cobalamina. En cambio, las dosis terapéuticas usuales de ácido fólico (5 mgrdía a 15 mg/día) o grandes dosis de cobalamina (500 ug a 1.000 ug) pueden inducir una respuesta parcial en pacientes con anemias megaloblásticas debido a las otras deliciencias. P r u e b a de supresión c o n d e s o x i u r i d i n a . Véase comentario anterior. E n s a y o de la homocisteína plasmática. Al igual que en la deficiencia en cobalamina, la homocisteína plasmática total está aumentada en aproximadamente el 7 5 % de los pacientes con deficiencia en folatos. El nivel de ácido metilmalónico es normal (Zittoun, 1999).



Tratamiento de la anemia megaloblástica Aunque en pacientes anémicos graves puede ser necesario tratar con ambas vitaminas, generalmente es posible determinar cuál es la causante y tratarla únicamente con ella. La respuesta de reticulocitos máxima se consigue en cinco o siete días. Dentro de las cuatro o seis horas después del tratamiento inicial (si es vía parenteral) la médula muestra una disminución de los megaloblastos precoces y la aparición de pronormoblastos. Entre los dos y cuatro días, la médula está predominantemente normoblástica. Las alteraciones granulocíticas vuelven a la normalidad más lentamente y los neulrófilos hipersegmentados desaparecen de la sangre sólo al cabo de 12 a 14 días. La AP se trata por vía parenteral con 1.000 ug de cianocobalamina diariamente (semana 1), 1.000 ug dos veces a la semana (semana 2), 1,000 pg a la semana durante cuatro semanas y después al mes durante la vida del paciente (Antony, 2000). El tratamiento con cobalamina vía oral puede utilizarse en pacientes con deficiencias nulricionales. En la deficiencia de folatos, el tratamiento oral se usa generalmente a dosis de 1 a 2 mg/día; la deficiencia de cobalamina debe excluirse y corregirse si está presente para evitar la aparición de neuropatías por deficiencia de cobalamina. Se ha observado que el uso de suplementos dietéticos de ácido lólico durante la gestación reduce la incidencia de defectos del tubo neural en los bebés.



Otros defectos en la síntesis de nucleoproteínas Otros defectos en la síntesis de nucleoproteínas pueden producir anemias megaloblásticas que no responden a cobalamina o ácido fólico. D e f e c t o s congénitos La orólico aciduria es un trastorno autosómico recesivo poco frecuente en el que ciertas enzimas necesarias para la síntesis de pirimidina están ausentes. Los hallazgos son una excesiva excreción urinaria de ácido orático, un fallo en el crecimiento y desarrollo normal y una anemia megaloblástica que es resistente a la cobalamina y a los folatos. pero responde a la uridina. También se han descrito defectos congénitos de enzimas involucradas en el metabolismo del fólico, como la deficiencia en metiltetrahidrofolato reductasa y glutamato formiminotransferasa. I n h i b i d o r e s sintéticos. Los inhibidores sintélicos de la síntesis de purinas (6-mercaptopurina, lioguanina, azatoprína), de la síntesis de pirimidina (5fluorouracilo) o de la síntesis de desoxirribonucleico (arabinósido de citosina o hidroxiurea) se utilizan como quimioterápicos en neoplasias y pueden de manera concomitante producir megaloblastosis. A n e m i a s r e f r a c t a r i a s Las anemias que son megaloblásticas y que no responden a la cobalamina o al ácido fólico se tratan con los síndromes mielodisplasicos (véase Cap. 27). Las alteraciones megaloblásticas, por lo general, son atípicas y no incluyen las típicas características granulocíticas, pero sí están presentes otras alteraciones displásicas.



Producción deficiente: otras Anemia de trastornos crónicos (Gardner.



2000;



La anemia que más frecuentemente aparece en las infecciones crónicas, artritis reumatoide y enfermedades neoplásicas es generalmente leve y está eclipsada por la enfermedad básica. En general, la anemia no se convierte en severa y tiene alteraciones características morfológicas, bioquímicas y cinéticas: la anemia de los trastornos crónicos (ATC) aparece en un 50% de los pacientes hospitalizados cuando se obtienen datos de laboratorio. Los eritrocitos son normalmente normocíticos y normocrómicos. y ocasionalmente microcíticos e hipocrómicos, aunque el VCM puede ser menor de 61 II. La anisocitosis y poiquilocitosis son ligeras. El cómputo de reticulocitos no está generalmente elevado. Los leucocitos y plaquetas no están especialmente alterados, excepto por la enfermedad causal. La médula es normocelular o mínimamente hipocelular o hipercelular y la distribución celular no está muy alterada. Los normoblastos pueden tener un citoplasma hipocrómico borroso y el aspecto de la hemoglobina en las células puede estar retrasado (como en la anemia ferropénica); los sideroblastos están disminuidos pero las reservas de hierro están normales o aumentadas. La concentración de hierro sérico está disminuida de forma característica, la CFHT está disminuida o normal (en contraste con la anemia ferropénica, en la que la CFHT está aumentada) y el porcentaje de saturación disminuido. La protoporfirina eritrocitaria y la territina sérica están elevadas. El mecanismo patogénico más importante de la ATC es la presencia de altos niveles de citocinas. que pueden producir una disminución en la supervivencia de los glóbulos rojos, un metabolismo férrico alterado, una inhibición directa de la hematopoyesis y una secreción disminuida de la eritropoyetina. El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-alfa) tiene un papel importante en la inflamación y la respuesta inmune. Los niveles de TNF-alfa están aumentados en pacientes con cáncer, artritis reumatoide, infecciones y síndrome de inmunodeficiencia adquirida (sida). La inhibición in vitro de la formación de colonias eritroides humanas (BFU-E y CFU-E) por el TNF-alfa ha sido documentada, de manera similar, se ha implicado una acción inhibitoria de la Interleucina 1 ¡IL-1) y el interferón (IFN-g) sobre la eritropoyesis. Los niveles de EPO (eritropoyetina), aunque por encima de los normales han sido desproporcionados con el grado de anemia, indicando una deficiencia relativa en EPO en la anemia de los trastornos crónicos. Se han sugerido los efectos inhibitorios de las citocinas sobre los lugares de síntesis de EPO como las células renales y hepáticas. La producción de apoferritina incrementada por algunas citocinas, especialmente la IL-1 y el TNF-alfa pueden representar un papel fundamental en el metabolismo alterado del hierro ya que pueden facilitar la retención de hierro en forma de ferrítina en el sistema retículo endotelial (Rapaport, 1987; Gardner, 2000). La anemia generalmente fracasa al tratamiento con hierro. Sin embargo, los pacientes tratados con EPO muestran una mejoría satisfactoria.



Anemia de la insuficiencia renal La correlación entre la gravedad de la anemia y el grado de elevación del nitrógeno urémico de la sangre (BUN) es positiva pero no estrictamente lineal. Cuando el aclaramiento de creatinina cae por debajo de 20 ml/min, el hematocrito es generalmente inferior de 0.30 (Caro, 1995). Varios factores se encuentran Irecuentemente implicados en la anemia de la insuficiencia renal crónica. La producción disminuida de EPO por el riñon dañado es probablemente el factor más importante en la mayoría de los casos en los que el BUN supera los 100 mg.


hemolitica y en la hipertensión maligna se han visto numerosas células irregularmente contraídas y fragmentadas como resultado del daño traumático producido por los glóbulos roios al atravesar los pequeños vasos sanguíneos lesionados. Los cambios en el adenosín tnfosfatasa (ATPasa) de la membrana de los glóbulos rojos y de la transcetolasa pueden convertir a los glóbulos rojos en más sensibles a fármacos oxidantes o sustancias químicas. Además, el sangrado es un problema frecuente en los trastornos renales crónicos debido a la trombocitopenia, en algunos pacientes, o a defectos funcionales de la plaquetas, que aparecen en la mayoría de los pacientes. Debería sospecharse la anemia debido a la falta de hierro por pérdida de sangre. La deficiencia en ácido fólico puede ser un problema en pacientes con programa de diálisis ya que el ácido fólico se moviliza con facilidad en el baño de diálisis.



Anemia en trastornos hepáticos En los trastornos hepáticos puede ocurrir anemia poshemorrágica crónica: una anemia hipoplásica secundaria a una supresión de la médula ósea inducida por virus: anemia megaloblástica por deficiencia en folatos causada por una nutrición incorrecta en cirrosis alcohólica y anemias hemoliticas adquiridas asociadas con la positividad de los glóbulos rojos a la prueba de Coombs. esplenomegalia congestiva o bien alteraciones de los lípidos (Phillips, 1987). Además de esto, existe una anemia asociada con los trastornos hepáticos que se caracteriza por una supervivencia acodada de los glóbulos rojos y una producción bastante inadecuada de los glóbulos rojos. Esto se agrava por un volumen sanguíneo aumentado que parece correlacionarse con el grado de hipertensión portal. Los glóbulos rojos son normocíticos o macrocíticos (macrocilos linos). Con frecuencia las células diana están presentes, especialmente en la ictericia obstructiva (véase Fig. 24-24): esto produce un aumento de la superficie de membrana con un aumento en el contenido de colesterol y lecitma. Sin embargo, la relación fosfolipidos/colesterol es normal. Los reticulocitos pueden estar ligeramente aumentados, y las plaquetas pueden ser normales o disminuidas. La médula ósea puede ser ligeramente hipercelular y la eritropoyesis es más macronormoblástica que megaloblástica. No aparecen los cambios en los leucocitos, que sí pueden aparecer en las anemias megaloblásticas. y este tipo de anemias no responde a la cobalamina (vitamina B.,) o al ácido fólico. La anemia es de origen desconocido. Una pequeña proporción de pacientes con cirrosis severa presenta una anemia hemolitica asociada con "células en espolón", que son glóbulos rojos con proyecciones espinosas similares a los acantocitos. Al igual que las células diana, las células en espolón son secundarias a alteraciones en los lípidos del plasma; éstas han incrementado la superficie de membrana con una membrana con un contenido en colesterol aumentado pero un contenido en foslolipidos normal. Estas células irregulares han disminuido la deformabilidad y tienden a ser atrapadas y destruidas por el bazo (Beck, 1991).



Anemia en trastornos endocrinos La anemia libre de complicaciones en el hipotiroidismo varía de leve a moderada; es normocrómica y normocilica sin reticulocitosis y con una supervivencia de los glóbulos rojos normal. Es reflejo de producción medular disminuida a causa de menor demanda de oxígeno histico y la subsiguiente secreción disminuida de eritropoyetina. Como el volumen del plasma está disminuido en el hipotiroidismo. el grado de anemia aparente puede no ser proporcional a la disminución de la masa de glóbulos rojos. El hipotiroidismo. evidentemente, puede estar complicado por una deficiencia anémica de hierro, particularmente en mujeres, debido a la menorragia. Se observa frecuentemente macrocitosis. Aunque la incidencia de anemia perniciosa en pacientes con hipotiroidismo puede estar aumentada, la mayoría de los casos de macro citosis son debidos a una deficiencia de folatos (Erslev. 1995a). En deficiencia de hormonas corticales adrenales, hay una leve anemia normocrómica normocítica. La etiología no está clara, pero se corrige por administración de hormonas. La secreción deficiente de testosterona en hombres provoca una disminución en la producción de glóbulos rojos de 1 a 2 g H b d l (hasta un valor comparable con el de las mujeres) esto parece ser debido al efecto de los andrógenos en la secreción de EPO.



La deficiencia hipofisaria tiende a provocar una mayor depresión en la concentración de hemoglobina por el efecto en las múltiples glándulas endocrinas y posiblemente la pérdida del efecto de la hormona del crecimiento. Un pequeño número de pacientes con hiperparatiroidismo tienen una anemia normocrómica y normocítica. Esludios iniciales sugieren que la hormona paratiroidea puede suprimir la eritropoyesis normal Otros más recientes fracasaron en sostener esta teoría. La anemia de hiperparatiroidismo eslá relacionada probablemente con la fibrosis de médula o con la secreción secundaria disminuida de eritropoyetina en la calcificación renal (Erslev. 1995a).



Anemia asociada con la infiltración de la médula ósea (anemia mielotísica) Esta anemia eslá asociada con la sustitución de la médula por (o implicación con) carcinoma metastásico. mieloma múltiple, leucemia, lintoma. lipoidosis o enfermedad de almacenamiento y algunas otras afecciones. La característica encontrada en la sangre es la presencia de un número variable de normoblastos y neutrófilos inmaduros. Estos cambios en la sangre son responsables de los términos descriptivos: reacción leucoeritroblástica. anemia leucoeritroblástica y leucoeritroblastosis (véase Tabla 24-5). Está presente la anemia normocrómica y normocítica (ocasionalmente macrocitica) de distinta gravedad. Los reticulocitos están a menudo aumentados, y el número de normoblastos es normalmente desproporcionado a la gravedad de la anemia. El cómputo de leucocitos es normal o disminuido (ocasionalmente elevado), y pueden encontrarse neutrófilos inmaduros e incluso mieloblastos. Las plaquetas están normales o disminuidas, y a veces se pueden ver plaquetas extrañas y atipicas. El examen de la médula normalmente revelará la ateración responsable de esta reacción. El llenado mecánico fuera del tejido hematopoyético por el proceso patológico ha sido asumido pero no probado y probablemente no es la causa normal. A menudo la cantidad de tejido eritropoyético en la médula determinado por estudios morfológicos y cinéticos es normal o elevado. El mecanismo anteriormente descrito en el apartado Anemia de trastornos crónicos puede tener un papel, pero la razón de entrada de células inmaduras a la sangre no está clara. Además de las anemias mielolisicas. los normoblastos circulantes y los neutrófilos inmaduros pueden verse también en anemias hemoliticas. anemias graves debidas a otras causas, infecciones graves e insuficiencias cardíacas congestivas, pero normalmente los normoblastos no son tan numerosos. La reacción leucoeritroblástica asociada con anemias mielolisicas no siempre se puede distinguir en la gráfica de la sangre de mielosclerosis con metaplasia mieloide (MMM), que es una de las enfermedades mieloproliferativas. En la MMM. casi siempre se encuentra un alargamiento del bazo y del higado. En la extensión sanguínea se encuentran más anormalidades graves de los glóbulos rojos, leucocitosis, mieloblastos y granulocitos inmaduros de todas las variedades (no sólo neutrófilos), basófilos aumentados, más plaquetas atipicas. más fragmentos numerosos de megacariocitos y megacariocitos enanos todos estos rasgos son más característicos de la MMM que de una reacción leucoeritroblástica de alguna otra causa. Se necesita un examen de la médula ósea por una biopsia por agujas o por una biopsia quirúrgica para diferenciar la MMM de las anemias mielotisicas.



Anemia



aplásica



El término anemia aplásica (AA) normalmente se refiere a la pancitopenia asociada a una grave reducción en la cantidad de tejido hematopoyético que deriva en una producción deficiente de células sanguíneas. La médula, aunque hipocelular, puede tener zonas desiguales de normocelularidad o incluso de hipercelularidad. El diagnóstico de anemia aplásica grave se realiza en pacientes pancitopénicos cuando se observan al menos dos de los Ires valores siguientes de sangre periférica: granulocitos inferiores a 0,5 x 10VI, plaquetas menores de 20 x 10 /l o reticulocitos menores de 40.000'pl o 1% (corregido para el hematocrito). y cuando la médula ósea es menor de 30% celular (Camitta. 1982). Si no se dan estas características, la anemia aplásica deberá clasificarse como moderada. La incidencia de AA es de 21 millón por año (Alter. 1998). 5



Hallazgos clínicos. El curso clínico puede ser agudo y fulminante, con pancilopenia profunda y una progresión rápida hacia la muerte, o el trastorno puede tener un principio lento y un curso crónico. Los síntomas y signos dependen del grado de las deficiencias: sangrado procedente de la trombocitopenia; infección provocada por neutropenia y signos y síntomas de anemia. Como regla general, no existe esplenomegalia ni adenopatia. El sangrado es la característica más común de la AA, apareciendo en aproximadamente un 4 0 % de los pacientes (Young. 2000). El sangrado generalmente se manifiesta como tendencia a las magulladuras, sangrado de las encías y episodios de sangrado por la nariz. Menos del 5% de los pacientes debutan con infección. Etiología. Las anemias aplásicas son de etiología diversa. Ya desde 1980. en aproximadamente 7 0 % de los casos ningún agente de etiología especifica podría correlacionarse con el trastorno: tales casos se consideran idiopáticos. Las anemias aplásicas relacionadas con fármacos y agentes químicos representan entre el 11 y 20% y las asociadas con hepatitis infecciosa entre el 2 y el 9% de los casos. (Young, 2000). Patogénesis. El fallo hematopoyético puede ocurrir a cualquier nivel de la diferenciación de las células precursoras en la médula ósea. Puede haber células madre insuficientes reconocidas como células iniciadoras de cultivo de término prolongado, o como células madre comprometidas insuficientes (células progenituras). Las células CD34+ de la médula ósea, que contiene la mayoría de las células madre y de las progenituras comprometidas, están notablemente disminuidas en los pacientes de AA. Aunque en la teoría, la AA puede provenir de un microambiente hematopoyético defectuoso, estos defectos no parecen ser la causa en la mayoría de los pacientes (Alter, 1998). Se sugiere que el mecanismo de AA pertenece a dos categorías principales: daño directo y destrucción inmuno-mediada de las células de la médula. El daño directo a las células madre hematopoyéticas y las progenituras podría ser causado por un agente conocido, como los fármacos citotóxicos, irradia ciones y virus, o por un agente desconocido, que de alguna manera altera la capacidad de las células para proliferar y diferenciarse. La destrucción inmuno-mediada de los compartimentos de las células madre y progenituras está causada por activación linfocilica citotóxica. producción de atocina, y eliminación celular específica. Se piensa que los antigenos químicos y víricos inician el proceso inmune destructor (Young. 2000). Pronóstico. Las complicaciones se deben a la infección, sangrado y problemas por sobrecarga de hierro por transfusiones repetidas. El pronóstico parece depender de la gravedad del daño medular. Sin embargo, el cómputo de sangre inicial y la respuesta a la terapia durante los primeros meses de tratamiento son factores importantes de pronóstico (Young, 2000). En una serie de 101 pacientes tratados por métodos convencionales (Williams. 1978). 25% de los pacientes murieron en los cuatro meses siguientes al comienzo de los síntomas. 5 0 % murieron dentro de los 12 meses y el 7 1 % dentro de los cinco años. Aquellos que murieron en los 4 meses presentaban un cómputo de reticulocitos. neutrofilos y plaquetas significativamente menor: un porcentaje más b a p de células mieloides en la médula; y un intervalo más corto entre el comienzo de los síntomas y la visita al médico (Lynch. 1975). Entre otros factores que se han correlacionado con un peor pronóstico se incluyen el sexo masculino, pero no la edad del paciente o la etiología de la aplasia (Williams, 1978). Sin embargo, la edad del paciente generalmente influye sobre la decisión de qué tratamiento debe recibir el paciente. En algunos supervivientes, la recuperación parcial es frecuente. Con la introducción de protocolos de tratamiento moderno mediante terapias mmunosupresoras y trasplantes de médula ósea encontramos tasas de supervivencia a largo plazo mayores del 60%. Los supervivientes tienen un riesgo mucho mayor de desarrollar sindro me mielodisplásico. hemoglobinuna paroxística nocturna y leucemia aguda (Narayanan, 1994). Medidas terapéuticas. El tratamiento incluye el trasplante de médula ósea para los pacientes con enfermedad grave menores de 50 años si hay un donante HLA compatible. La inmunosupresión utilizando globulinas antilinfocilicas, ciclosporina A y corticoides puede inducir una remisión hematológica en algunos pacientes. Los andrógenos parecen ser menos útiles en la estimulación de médulas residuales. Los cuidados de mantenimiento deberían utilizarse con precaución. Ciertamente, los antibióticos apropiados deberían utilizarse para combatir infecciones: sm embargo, se debería considera el



riesgo de sensibilización cuando se administran productos sanguíneos. Se prefiere las plaquetas de donantes únicos, o plaquetas de donantes HLAcompatibles (Alter. 1998). Anemia aplásica idiopatica. En los pacientes con pancitopenia y médula hipocelular se deberían buscar evidencias de exposición significativa a radiaciones, fármacos y sustancias químicas que muestren una conocida c posible tendencia a lesionar la médula para que pueda eliminarse la posterior exposición. No obstante, en aproximadamente un 7 0 % de los casos no se sospecha ninguna relación causal con agentes tóxicos y de ahí que se consideren como idiopáticas. Los síntomas y los signos no difieren pero el comienzo es comúnmente más gradual que en anemias aplásicas por tóxicos o hipersensibilidad. Sangre. Los glóbulos rojos en general son normales en tamaño y forma aunque en algunos casos puede haber grados variables de amsocitosis y poiquilocitosis. La macrocitosis puede ser una característica destacada, particularmente como respuesta a unos niveles elevados de eritropoyetina. La anchura de distribución de los glóbulos rojos (RDW) puede estar incrementada, incluso sin trasfusiones (Elghetany, 1997). La policromasia. el punteado y los normoblastos con mucha frecuencia están visiblemente ausentes. Se observa una leucopenia con una disminución acusada de granulocitos y una linfocitosis relativa. En leucopenias severas, existe también con frecuencia linfocitopenia absoluta. Los granulos neulrófilos pueden ser más grandes que los normales y pueden teñirse de rojo oscuro (diferentes a los granulos léxicos" encontrados en infecciones) y la fosfatasa alcalina de los neutrofilos puede estar elevada. Sin embargo, la desviación a la izquierda de los neutrofilos no se observa en ausencia de infección (Elghetany. 1997). La trombocitopenia es parte del cuadro. El hierro sérico está generalmente aumentado. Los niveles séricos de cobalamina y folatos suelen estar normales; aunque algunos pacientes presentan hipogammaglobulinemia, la mayoría de ellos presentan niveles normales de inmunoglobulinas séricas. Médula ósea. En la mayoría de los casos, el aspirado está formado por glóbulos rojos, linfocitos, algunas células plasmáticas y partículas grasas. Los cortes de médula muestran tejido graso con una fíbrosis modesta e islotes de linfocitos y células plasmáticas (Lámina 26-1C.) Aunque pueden existir zonas focales de normocelulandad o hipercelularidad. la celularidad global está disminuida. Los depósitos de hierro están aumentados. Eritrocinética. El aumento de las concentraciones de hierro sérico es un signo precoz útil de hipoplasia eritroide y refleja la disminución del intercambio de hierro plasmático. Además, la utilización eritrocilaria del hierro está disminuida, y tanto la eritropoyesis efectiva como la total se encuentran, por lo tanto, disminuidas en la anemia aplásica. ANEMIA APLÁSICA ASOCIADA CON AGENTES QUÍMICOS C FÍSICOS Anemias aplásicas tóxicas. Diversos agentes físicos y químicos producen daño en la médula tanto en humanos como en animales expuestos a dosis suficientes. Como ejemplo, las radiaciones ionizantes, los compuestos de mostaza, el benceno y agentes antineoplásicos como busulfán, uretanos, y antimetabolitos. Radiaciones ionizantes. Los efectos dependen de la radiosensibilidad de las células y la capacidad de las células para regenerarse asi como el grado de supervivencia de las células en la sangre. Las células entroides son más sensibles, los granulocítos tienen una sensibilidad intermedia y los megacariocitos son los menos sensibles de los tres. Las células del estroma son bastante insensibles. Después de una exposición aguda a las radiaciones, el cómputo de reticulocitos decae, pero los glóbulos rojos disminuyen lentamente debido a su gran supervivencia. Dentro de las primeras horas, aparece una leucocitosis neuIrolilica debido a una desviación de los depósitos marginados y de los probablemente almacenados en la médula. Después del primerl día se produce una caída de los linfocitos que es la responsable de una leucopenia temprana ya que los linfocitos son sensibles a la radiación y directamente destruidos. Después de más o menos cinco días empiezan a disminuir los granulocitos: las plaquetas disminuyen más tarde Las plaquetas son. a menudo, las últimas en volver a la normalidad en la fase de recuperación.



Anemias aplásicas por hipersensibilidad. Un gran número de (arnacos producen una lesión en la médula en algunos individuos, tras una sola o repetidas exposiciones. Los efectos no se relacionan con la dosis como en la aplasia tóxica. Entre los agentes se incluyen los medicamentos antimicrobianos (salvarsán, cloramfemcol. sulfamidas. clorotetraciclina. estreptomicina), anticomiciales (mefenitoina. trlmetadiona), analgésicos (fenilbutazona). medicamentos antitiroideos (carbimazol), antihistaminicos (tripelennamina), insecticidas (DDT), y otros compuestos químicos, algunos conocidos (compuestos de oro, quinacnna, clorpromacina. tintes del pelo, bismuto, mercurio) y oíros desconocidos. En esta categoría el cloramfemcol es un fármaco importante. Este antibiótico se consideraba que era la causa más común de AA en el apogeo de su uso, que comenzó en 1949. Las reacciones de la médula al cloramfemcol son de dos tipos, que posiblemente no están relacionados (Alter. 1998). En más o menos la mitad de pacientes que reciben cloramfemcol. se encuentra un aumento reversible de hierro en el suero, reticulocitopenia con anemia, neutropenia y trombocitopenia. La médula puede presentar una disminución de células eritroides y una vacuolización de los eritrocitos primitivos y de los precursores de los granulocitos. Estos cambios están relacionados con la dosis, con el tiempo, y son reversibles. En una proporción muy pequeña de personas que toman cloramfenicol se desarrolla una anemia aplásica irreversible que puede ser letal. La pancilopenia aparece de tres semanas a cinco meses tras la última dosificación. No se ha establecido ninguna relación entre la lesión eritropoyética reversible y el desarrollo de la anemia aplásica; puede ser que la sensibilidad individual sea la responsable de esta última. Por esta razón, es esencial aplicar una restricción con el uso de este fármaco, porque controlar su administración con cómputos de las células sanguíneas no es una medida preventiva eficaz. ANEMIA APLÁSICA ASOCIADA CON OTRAS ENFERMEDADES Infección. Infecciones víricas son frecuentemente asociadas con supresión medular limitada, neutropenia generalmente y menos comúnmente trombocitopenia. La aplasia medular se ha descrito como una rara secuela de la hepatitis vírica, que se da algunos meses después del comienzo cuando la hepatitis se eslá resolviendo. Se eslima que causa menos del 0.07% de los casos de hepatitis en niños y del 2% de pacientes con hepatitis no-A, no-B La mayoria de los casos son hepatitis no-A. hepatitis no-B. con sólo raros casos de tipos A o B. Estos pacientes normalmente son varones y de menos de 20 años; el pronóstico normalmente es grave y el trasplante de la médula ósea se considera pronto en el transcurso de la enfermedad (Young, 2000). Los parvovirus se han asociado con una crisis aplásica eritroide transitoria en pacientes con trastornos hemolíticos crónicos (Young, 1984): el virus de inmunodeficiencia humana (VIH) y el virus de Epstein Barr también pueden causar fallo hematopoyético. El mecanismo del fallo de la médula ósea inducido por virus puede relacionarse con una citotoxicidad directa o mecanismos mediados mmunológicamente que provocan la depleción de las células madres y progenitoras o la destrucción del estroma de apoyo (Young, 2000). Hemoglobinuria paroxistica nocturna. Este raro proceso hemolítico (véase comentario posterior) puede ir seguido de una anemia aplásica. Generalmente un cierto grado de hipolunción medular coexiste con la hemoglobinuria paroxistica nocturna (HPN). Curiosamente, en algunos pacientes que presentan anemia aplásica, pueden estar presentes los glóbulos rojos defectuosos característicos de la HPN o aparecer durante el curso de la enfermedad. De acuerdo con Lewis (1967) alrededor de un 15% de los pacientes con anemia aplásica presentan un defecto eritrocitario de HPN demostrable, con hemolisis o sin ella. Sin embargo, con la reciente introducción de técnicas más sensibles como la citometria. hasta el 50% de los pacientes con AA pueden presentar alguna evidencia de HPN: sin embargo, puede que estos hallazgos desaparezcan de manera espontánea (Schrenzenmeier. 1995). Embarazo. Si una paciente con una anemia aplásica aguda se queda embaraza puede que la pancitopenia se haga más severa. Ocasionalmente, sin embargo, la anemia aplásica aparece durante el embarazo y remite después del parto. En algunos de estos casos la aplasia se repite durante el segundo embarazo. Los recién nacidos pueden presentar anemia, trombocitopenia, o leucopenia (Fleming, 1973). Las tasas de supervivencia de la AA en el embrazo han sido relativamente altas para la madre (83%) y el bebé



(75%). La hemorragia es la causa más común de muerte en estos pacienles (Young. 2000). Timomas. Aunque los timomas generalmente se relacionan con una aplasia pura de glóbulos rojos, otros elementos de la médula también puede llagar a estar deprimidos. La pancitopenia. a menudo asociada a una médula hipoplásica. aparece en un 10% a 15% de los casos con timomas. La timectomia causa la remisión de un tercio de los pacientes. La mayoria de los pacientes son mujeres de más de 50 años (Hirst, 1967). Enfermedades inmunológicas. La AA se produce en aproximadamente un 10% de los casos de fascitis eosinofílica. El pronostico de AA es generalmente malo. La AA se asocia con lupus eritematoso sistémico (LES) y artritis reumatoide (AR). aunque también ha de considerarse el papel de los fárma eos en la patogénesis de la AA (Young. 2000). La AA puede también complicarse con esclerosis múltiple, síndromes de mmunodeficiencia congénita y trastornos tiroideos inmunes. ANEMIA APLÁSICA CONSTITUCIONAL El término anemia aplásica constitucional designa a los individuos con una predisposición genética o congénita a insuficiencia crónica de la médula ósea. En un estudio de 134 niños con AA. 40 pacientes fueron diagnosticados con anemia aplásica constitucional. Veintiséis tenian anemia de Fanconi (AF). 10 pacientes tenían anemia aplásica familiar sin signos clásicos de anemia de Fanconi y cuatro pacientes presentaron trombocitopenia amegacariocitica que posteriormente se convirtió en aplasia (Alter, 1998). Entre el 30% y el 3 5 % de la AA en niños es constitucional. Anemia de Fanconi. En la AF. la pancitopenia se hace obvia después de la lactancia y normalmente importante hacia el octavo año de vida. A menudo más de un miembro de la familia es afectado. La anemia normalmente es normocrómica y puede ser macrocítica; se pueden observar niveles elevados de hemoglobina fetal (Hb F) y antígenos i; generalmente la médula es hipocelular. Hay anomalías de desarrollo presentes y pueden incluir hiperpigmentación. talla corta, hipogonadismo. malformaciones de las extremidades (p. ej.. aplasia del radio y malformaciones en los pulgares), microcefalia y malformaciones de otros órganos (p. ej.. corazón y riñones). Los defectos cromosómicos que consisten en roturas aleatorias y redistribuciones están presentes de modo característico tanto en los Imfocitos sanguíneos como en las células medulares. Las roturas cromosómicas se hacen más evidentes cuando las células cultivadas son estimuladas con agentes alquilantes y agentes de enlace en cruz de ADN como la mitomicina C y el diepoxibutano. Un avance en la investigación de AF surgió de la observación de que células híbridas de la AF y células normales provocan una corrección de la fragilidad cromosórmea normal, un proceso conocido como complementación. Ocho grupos de complementaciones y por lo tanto ocho genes separados (A hasta H) se han distinguido hasta la fecha. Se predice una media de supervivencia en la AF de 19 años Los pacientes con AF tienen un riesgo mayor de desarrollar leucemia y tumores no hematológicos. especialmente en el hígado, con una incidencia global de neoplasia del 15% (Alter. 1998). Anemia aplásica familiar. En una porción de los pacientes de AF. pueden aparecer pancitopenia y médula hipocelular sin anomalías importantes del desarrollo. En algunos casos, puede haber hiperpigmentación cutánea, fisuras palpebrales estrechas o talla disminuida. A veces el paciente con AA tiene un familiar con anemia de Fanconi clásica (O Gorman Hughes. 1974). Sin embargo la AA se puede dar en miembros de la familia sin los estigmas de la AF. En este grupo los varones son más propensos a afectarse que las mujeres. La edad de diagnóstico varia desde menos de un año hasta 77 años. Algunos niños presentan manifestaciones de hemorragia secundarias a trombocitopenia amegacariocítica. A medida que progresa esta enfermedad, desarrollan pancitopenia y médula hipocelular. En algunos casos, los pacientes tienen alteraciones del desarrollo asociadas con la anemia de Fanconi. si bien en otros casos no se identilican anomalías. En una serie de pacientes con otros trastornos familiares, se pueae desarrollar pancitopenia y anemia hipoplásica. Algunos pacientes con disqueratosis congénita (hiperpigmentación cutánea reticulada. uñas distróficas y leucoplaquia de la membrana mucosa), síndrome de Shwachman-Diamond (insufi-



ciencia endocrina pancreática y neutropenia) y trombocitopenia amegarocariocítica han desarrollado anemia aplásica (Alter, 1998).



Aplasta ehtrocltaria pura Interrupción transitoria de la eritropoyesis. Puede producirse durante el curso de una anemia hemolítica (a menudo precedida de una infección), y la combinación de aplasia y hemolisis se convierte en una situación potencialmente mortal. La producción de glóbulos rojos puede interrumpirse ocasionalmente durante o tras infecciones bastante leves tanto en niños normales como en adultos, y en este momento la médula ósea presentará la ausencia de casi toda la totalidad de los precursores eritroides inmaduros. Los episodios aplásicos en las anemias hemoliticas crónicas a menudo parecen ser debidos a infecciones por parvovirus B19. Este virus inhibe la eritropoyesis infectando las células progenituras de eritroides maduras (CFU-E). El contraste morfológico del trastorno es la presencia de pronormoblastos gigantes dispersos en el aspirado de médula ósea con una reducción marcada en los precursores eritroides más maduros. La inclusión nuclear puede ser difícil de identificar en la tinción de Wright. Las crisis aplásicas que resultan de la infección por parvovirus son transitorias, con la recuperación de la médula ósea en una o dos semanas después del comienzo (Young. 1984). Eritroblastopenia transitoria de la infancia. La eritroblaslopenia transitoria de la infancia (ETI) se da en niños previamente sanos, generalmente por debajo de ocho años, con la mayoría de los casos entre el año y los tres años de edad. Se caracteriza por una anemia normocítica de moderada a severa, reticulopenia grave y un cómputo de plaquetas aumentado (en 6 0 % de los pacientes). Generalmente, se observa macrocitosis durante la recuperación debido al efecto de los reticulocitos. Con frecuencia se describe una historia de infección vírica en los tres meses anteriores. La médula ósea es generalmente normocelular y muestra una clara ausencia de precursores eritroides, excepto de unas pocas formas tempranas. Los pacientes se recuperan en dos o tres meses sin tratamiento. La patogénesis parece envolver inhibición humoral de la eritropoyesis o disminución de las células madre en muchos de los pacientes que han sido estudiados, pero no se ha podido probar que el parvovirus sea la causa de la ETI (Alter. 1998). Aplasia congénita de glóbulos rojos (anemia de DiamondBlackfan; anemia congénita hipoplásica). Esta es una aplasia constitucional de los glóbulos rojos rara que normalmente se manifiesta claramente durante el primer año de vida pero puede aparecer hasta los 6 años de edad. La anemia grave es normocrómica y ligeramente macrocítica: el nivel de reticulocitos es bajo: los leucocitos están normales o ligeramente disminuidos; las plaquetas están normales o aumentadas; y la médula generalmente muestra una disminución en todas las células de desarrollo eritroide, aunque las líneas celulares granulocíticas y megacariocíticas son normales, En un número pequeño de casos, se detectan precursores eritroides residuales. Estos precursores son mayoritanamente pronormoblastos. La hemoglobina F está elevada ( 5 % a 25%) en un grado no esperado para la edad del paciente y a menudo está presente el antígeno I. La adenosina deaminasa de los glóbulos rojos (ADA) generalmente está aumentada. Estos hallazgos contrastan con la ETI. En la fase anémica de esta última los glóbulos rojos son normocítícos. la hemoglobina F normal, el antígeno I está ausente y las enzimas eritrocitanas se sitúan a un nivel más bajo (característica de una población de células más envejecida) (Alter, 1998). El delecto parece residir en las células progenitoras eritroides diferenciadas. La CFU-E y la BFU-E se hallan disminuidas en la médula y las BFU-E. que normalmente circulan, se encuentran ausentes o disminuidas en la sangre. Además estas células progenitoras muestran una aceleración en la muerte celular programada (apoptosis) y no responden en sistemas de cultivo in vitro a células normales y a niveles usuales de EPO. lo que sugiere un defecto cualitativo. Cerca de un 75% de los pacientes responde, al menos parcialmente, al tratamiento con corticoides y la supervivencia a largo plazo es de un 65%, aunque muchos pacientes requieren la utilización a largo plazo de esteroides (Alter, 1998). Aplasia eritrocitaria pura adquirida. En los adultos de mediana edad el fallo de manera selectiva de la producción de glóbulos rojos raramente ocu-



rre. Son características la reticulocitopenia y la médula celular desprovista de todos los precursores eritroides excepto los más primitivos. La producción de leucocitos y plaquetas es normal. Aproximadamente la mitad de los casos se relacionan con un timoma. generalmente de un tipo de células fusiformes no invasivas. Sin embargo, sólo entre un 5% y un 10% de los pacientes con timoma presentan anemia. La remisión de la anemia se produce en aproximadamente un cuarto de los casos por extracción quirúrgica del timoma. La aplasia eritrocitaria pura adquirida se ha asociado también con otras alteraciones, como fármacos, trastornos vasculares del colágeno, trastornos linfoproliferativos de linfocitos granulares u otras afecciones con aberraciones inmunolégicas. La mayoría de estas anemias parecen ser parte de un amplio espectro de citopenias autoinmunes en las que las células diana son o bien células madres eritroides o normoblastos. En algunos pacientes, se han identificado los anticuerpos que reaccionan con estas células. Los corticoides y los fármacos inmunosupresores se han utilizado en terapéutica pero menos de la mitad de los pacientes logran una remisión satisfactoria (Alter, 1998).



Anemia



sideroblástica



La anemia sideroblástica se caracteriza por glóbulos rojos hipocrómicos y con frecuencia microcíticos, generalmente mezclados en la sangre con células normocrómicas, por lo que la apariencia es dímórfica (véase Fig. 24-18). La concentración sérica de hierro está aumentada, la CFHT está disminuida y el porcentaje de saturación de la proteína fijadora del hierro está muy elevado. La médula muestra muy aumentados los depósitos de hierro, hiperplasia eritroide con evidencia de una hemoglobinízación defectuosa y un número aumentado de sideroblastos. Además aparece un número aumentado de granulos sideróticos por célula, y granulos alrededor de los núcleos (que la mayoría de los autores estiman al menos como un tercio de la circunferencia) formando sideroblastos en anillo (Кос, 1998). (Lámina 26-1E y F). En esos últimos se puede observar por microscopio electrónico el depósito de hierro en las mitocondrias. Estos hallazgos se asocian con defectos en la síntesis del grupo hemo. que pueden deberse a varios defectos enzimáticos. En algunas ocasiones se ven cambios similares a los megaloblastos en las células eritroides pero los cambios característicos de las deficiencias en cobalamina o folatos no se observan en los granulocitos a menos que coexista una deficiencia en fólico. ANEMIAS HEREDITARIAS SIDEROBLÁSTICAS Las anemias hereditarias sideroblásticas incluyen varios modos de herencia (es decir, ligada al cromosoma X, autosómica dominante y autosómica recesiva): las formas ligadas al cromosoma X generalmente presentan bajos niveles de la enzima delta-aminolevulínico sintasa (ALAS). Ocurre en hombres y puede no aparecer hasta la adolescencia. Es raro pero existen estudios familiares bien documentados. En contraste con la anemia sideroblástica adquirida, la anomalía en el sideroblasto en anillo se observa generalmente en los eritoblastos tardíos que no se dividen (Bottomley, 1982). El gen para la isoenzima ALAS-2 (ALAS eritroide) ha sido localizado en el cromosoma X y parece que en la mayoría de las anemias sideroblásticas ligadas al cromosoma X, se produce una mutación puntual de este gen (Xp11,21) (Кос, 1998). Las anemias sideroblásticas hereditarias pueden deberse a un delecto en la mitocondria, es decir, una citopatía mitocondrial: estos trastornos pocos frecuentes se asocian generalmente con manifestaciones sistémicas tales como el síndrome de Pearson (insuficiencia pancreática, vacuolización de las células de la médula ósea, sideroblastos en anillo y un fallo de la médula de grado variable). ANEMIAS SIDEROBLÁSTICAS ADQUIRIDAS Anemia sideroblástica idiopática adquirida. Cuando no pueden identificarse otras causas de anemia sideroblástica. se aplica el término primaria o idiopática. La anemia sideroblástica idiopática adquirida (ASIA) es más común. Tiene su inicio en la edad adulta y aparece en cualquiera de los dos sexos. La anemia dimórtica tiene tanto glóbulos rojos hipocrómicos-microcítieos como macrociticos y el VCM es generalmente alio (Lámina 26-11). Al menos 4 0 % de los eritroblastos (formas tempranas y tardías) en la médula ósea son sideroblastos en anillo. Además de los hallazgos en la médula ya descritos, se observan alteraciones megaloblásticas en un 50% de los casos



que generalmente permanecen después del tratamiento con cobalamina y ácido fólico. Muchos pacientes tienen una leucopema leve y trombocitopenia. La etiología de la ASIA se desconoce. Un subgrupo de pacientes que respondía de modo claro pero incompleto a la terapia con piridoxina ("anemia que responde a la piridoxina") parecía presentar anormalidades primarias en la propia ALA sintetasa. Sin embargo, está aumentando la creencia de que la ASIA puede ser causada por trastornos adquiridos del AON mitocondrial (Gattermann. 1993). Generalmente, se considera que la ASIA constituye un subgrupo de alteraciones mielodlsplásicas (anemia refractaria con sideroblastos en anillo (ARSA) (Bennett. 1982, véase Cap. 27). En un estudio en el que se usó un análisis de la isoenzima glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa (G6PD) de células de sangre periférica de un paciente con ASI, todas las lineas celulares sanguíneas incluyendo los linfocitos B y T resultaron ser clónales (Prchal, 1978). Esto sugiere que, al menos en algunas ocasiones, la ASI es el resultado de una anomalía clonal de una célula madre pluripotencíaria. Además varias anomalías citogenéticas clónales se han descrito en este trastorno. Cerca de un 10% de los pacientes con ASIA desarrollan leucemia aguda. En aquellos que presentan pancitopenia, cambios displásicos incluyendo otras líneas celulares y (especialmente) células blásticas aumentadas, la probabilidad de evolucionar a una leucemia aguda es mayor (Gattermann, 1990). ANEMIAS SIDEROBLÁSTICAS SECUNDARIAS (INDUCIDAS POR FÁRMACOS O TÓXICOS) Esta forma de anemia sideroblástica es secundaria a algún agente que interfiere con la sintesis del hemo. Reconocer la anemia es importante ya que la mejoría hematológíca se consigue si el agente es eliminado. Los fármacos antituberculosos isoniacida. cicloserina y piracinamida producen alteraciones siderobiásticas en algunos pacientes con tratamientos a largo plazo. La intoxicación por plomo es un importante miembro de este grupo ya que la exposición ambiental al plomo generalmente es irreconocible y debe detectarse. El plomo interfiere con la síntesis del hemo al bloquear las enzimas ALA sintetasa. ALA dehidratasa y hemo sintetasa: estos bloqueos son sólo parciales y de diferente intensidad; ALA y coproporfirinas están aumentadas en la orina. El cloramfenicol también puede producir formación de sideroblastos en anillo, probablemente por inhibir la sintesis de proteínas mitocondriales. La deficiencia en cobre o la sobrecarga de zinc pueden producir anemia sideroblástica, células medulares vacuoladas y neutropenia. Grandes cantidades en la ingesta de zinc interfieren con la absorción de cobre y producen deficiencia en cobre. La anemia inducida por el etanol es quizás la más común de las a n e m i a s siderobiásticas reversibles. La deficiencia en folatos, hipomagnesemia y la hipopotasiemia son datos asociados. Después de la retirada del alcohol, los sideroblastos anormales generalmente desaparecen al cabo de unos días. Un pequeño número de pacientes con una variedad de alteraciones inflamatorias de tipo neoplásico tales como artritis reumatoide, linfoma maligno y mieloma múltiple pueden también manifestar anemia sideroblástica.



Anemia



refractaria



Se trata de un grupo mal definido de anemias crónicas que se dan normalmente en individuos mayores de 50 años. Están presentes una anemia normocítica o macrocítica, reticulocitopenia. a menudo pancitopenia, y una médula hipercelular que muestra hiperplasia eritroíde y un grado variable de diseñtropoyesis. A menudo el paciente ha sido tratado con cobalamina, ácido lólico e hierro sin obtener respuesta. El proceso es normalmente progresivo, y en una pequeña proporción de los casos se desarrollan cambios displásicos adicionales en las células medulares con un incremento de células blásticas que evoluciona hacia una leucemia aguda. Por consiguiente, las anemias refractarias se consideran como u n o de los síndromes mielodisplásicos (véase Cap. 27).



Anemia diseritropoyética congénita (ADC) Las anemias diseritropoyéticas congénitas (ADC) representan una familia de anemias refractarias hereditarias caracterizadas por una eritropoyesis inefectiva y una médula eritroíde multinuclear.



Sobre la base de los hallazgos medulares y serológicos se han distinguido al menos tres tipos (Lewis, 1973). La ADC-I tiene cambios megaloblásticos con algún núcleo doble en el 5% de eñtroblastos medulares aproximadamente, puentes de cromatina internuclear. y anemia macrocítica La ADC-II es más común que las otras y muestra binuclearidad y multinuclearidad desde un 10% a un 4 0 % de precursores eritroides con mitosis pluripolares y cariorrexis. La anemia es normocítica. La ADC-II se distingue de las otras porque tiene una prueba sérica acidificada positiva (con algunos, pero no lodos los sueros normales), y una prueba de la hemolisis de la sacarosa negat-va. Se conoce como multinuclearidad eritroblástica con prueba sérica acidificada positiva (HEMPAS. siglas en inglés). Los eritrocitos tienen un antigeno ausente en las células normales o en las de HPN. y alrededor de un tercio de los sueros normales contienen el anticuerpo inmunoglobulina M (IgM) correspondiente. Además los eritrocitos en ACD-II reaccionan fuertemente con anti-i y anti-l. El microscópico electrónico demuestra un exceso de retículo endoplasmático paralelo a la membrana celular, que le da el aspecto de una doble membrana en los eritroblastos maduros y en algunos eritrocitos. Se piensa que la ACD-II está relacionada con una glucosilación anormal de la membrana. La ACD-lll presenta precursores eritroides gigantes, con multinuclearidad más acentuada (gigantoblastos) del 10% al 40% de los precursores entroides. y anemia macrocítica. En comparación con ADC-I y ADC-II, que son autosómicas recesivas, la ADC-lll presenta un herencia autosómica dominante. Un gen putativo de ADC-lll ha sido localizado recientemente en el cromosoma 15 (Alter. 1998).



Anemia por pérdida de sangre Anemia posthemorrágica aguda Se puede perder sangre a través de la circulación externa, o internamente en un espacio hístico o en una cavidad corporal. Si la sangre se pierde en un corto periodo de tiempo en cantidades suficientes para causar anemia, se da una anemia poshemorrágica aguda.



Los individuos normales sanos están capacitados para compensar las pérdidas rápidas de sangre de hasta un 2 0 % del voiumen sanguíneo que circula con pocos sintomas (Hillman, 1996). Tras un único episodio hemorrágico excesivo, las manifestaciones principales son las debidas a la depleción del volumen sanguíneo (hipovolemia). Después de un día aproximadamente, el volumen sanguíneo vuelve a los niveles previos por el movimiento del liquido dentro de la circulación y la anemia se hace evidente. El cambio hematológico más precoz es la caída transitoria del cómputo plaquetario. que puede elevarse hasta niveles altos en el transcurso de una hora. Lo siguiente es una moderada leucocitosis neutrofílica con desviación hacia la izquierda; se puede dar un cómputo máximo de leucocitos de 10 a 35 x 10 l de dos a cinco horas. La Hb y el Hct no disminuyen inmediatamente, sino sólo lentamente a medida que los líquidos hísticos se desplazan hacia la circulación para compensar el volumen sanguíneo perdido. La caída de Hb y Hct puede no reflejar realmente la pérdida de eritrocitos hasta dos o tres días después de la hemorragia. 9í



La anemia que sobreviene al principio es normocrómica y normocítica. con un VCM y una concentración celular media de hemoglobina (CCMH) normales, y únicamente anisocitosis y poiquilocitosis mínima. El incremento de la secreción de la eritropoyetina estimula la proliferación de eritroides en la médula, y los reticulocitos empiezan a llegar a la circulación en Ires a cinco días, alcanzando el máximo a los 10 días aproximadamente. Durante este periodo, puede aparecer en la sangre macrocitosis transitoria (VCM aumentado), policromasia aumentada y normoblastos, Se necesitan de dos a cuatro dias tras la pérdida de sangre para que el cómputo leucocitano se normalice, y alrededor de dos semanas para la desaparición de las alteraciones morfológicas. El retorno a la normalidad de los hematíes es más lento.
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SI la sangre se pierde en pequeñas cantidades durante un largo período de tiempo, faltan las manifestaciones clínicas y hematológicas que caracterizan la anemia poshemorrágica aguda. La regeneración de los eritrocitos se produce con mayor lentitud. El cómputo reticulocitario puede ser normal o ligeramente aumentado. Normalmente no se desarrolla una anemia significativa hasta después del



agotamiento de hierro; por tanto, la anemia es de deficiencia de hierro (q. v.). Al principio la anemia es normocrómica y normocítica, y gradualmente los eritrocitos recién formados se vuelven microciticos. y luego hipocrómicos. El cómputo leucocitano es normal o ligeramente bajo, como consecuencia de la neutropema. Normalmente aumentan las plaquetas, y sólo después, en deficiencia intensa de hierro, tienen tendencia a disminuir. Se debe identificar la causa de la pérdida de sangre, ya que el tratamiento definitivo debe orientarse en este sentido.



En la anemia hemolítica autoinmune. la pendiente de supervivencia del eritrocito forma una linea recta si se representa sobre un papel semilogaritmico (Fig. 26-3). En otras anemias hemoliticas. pueden existir dos poblaciones celulares. En esta situación, la curva de supervivencia puede estar formada por una pendiente inicial aguda seguida de un componente más plano (Fig. 26-4) Este tipo de curvas se ha observado en las anemias hemoliticas hereditarias por deficiencias enzimáticas. anemias de células falcilormes y H P N (Dacie, 1991).



Hemolisis: generalidades



Destrucción



Las anemias debidas principalmente a una destrucción elevada de eritrocitos son anemias hemoliticas. Por tanto, una disminución de la supervivencia del eritrocito demuestra la presencia de hemolisis, aunque esta determinación normalmente no es necesaria en la práctica. Las anemias hemoliticas pueden ser debidas a un defecto del propio glóbulo rojo, una anemia hemolitica intrínseca: normalmente son hereditarias, y se suelen agrupar como defectos de membranas, metabólicos o hemoglobínicos. De olra manera, la hemolisis puede ser debida a un factor exterior al glóbulo rojo y que actúa sobre él, una anemia hemolitica extrínseca: éstas son casi siempre adquiridas. Los términos hemolisis intravascular y hemolisis extravascular se refieren al lugar de destrucción del glóbulo rojo: en la circulación o fuera de ella, respectivamente. E s t u d i o de s u p e r v i v e n c i a e r i t r o c i t a r i a . El acortamiento de la supervivencia del eritrocito es lo que define a la hemolisis. Si el proceso hemolitico es moderado o intenso, los estudios que se indican más adelante bastan para demostrar la presencia de hemolisis. Si el proceso hemolitico es leve u oscuro, se necesitan estudios de supervivencia eritrocitaria. El cromo radiactivo l^'Cr) es conveniente y muy utilizado. El cromo marcado se añade a una muestra de sangre in vitro y se fija a las cadenas B de la hemoglobina. Los eritrocitos cromados se inyectan por vía intravenosa y su desaparición se mide por el cómputo de sangre, que es extraída cada uno o dos días durante 10 ó 14 días. La actividad residual es un Índice de la vida intravascular de los eritrocitos marcados. Como el ' C r emite radiaciones y, la exploración por via externa permite detectar las zonas de destrucción eritrocitaria. s



La vida eritrocitaria se expresa normalmente como el periodo durante el cual permanece la mitad de la radiactividad en la sangre (T. ¡ '''Cr: véase Fig. 26-3) El cromo se eluye normalmente de los hematies a una velocidad de un 1% por día. Por esto, la vida media de los eritrocitos marcados con C r en individuos sanos es de 25 a 32 días en vez de 60. Las pérdidas de sangre, ios cambios del hematocnto y las transfusiones sanguíneas recientes complican significativamente la interpretación de los datos de supervivencia: por consiguiente, se necesita un estado de equilibrio previo para que los resultados sean útiles. 5:
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Los hallazgos de laboratorio varian. dependiendo del sitio de destrucción de la sangre, la cantidad de sangre destruida y la velocidad de destrucción. Si la destrucción es intravascular y la cantidad de sangre destruida es grande, habrá hemoglobina y metalbúmma libres en el plasma (hemoglobinemia y metalbuminemia). La orina puede contener a veces hemoglobina libre y hemosidenna. La hemoglobina libre se disocia fácilmente en dimeros «B («2B2- 2
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Figura 26-3. Resultados de la curva de supervivencia de eritrocitos marcados con CR en un paciente con anemia hemolitica presentando dos poblaciones celulares. En ordenadas aparece el porcentaje de supervivencia. Mediante extrapolación de la curva más plana a tiempo cero, se puede estimar que el 40% de las células tienen una vida media de 100 dias de duración Sesenta por ciento de las células tienen una vida media de anco días de duración. (De Bentley SA: Clin Haematology 1977:6:601. con permiso).
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Extensión sanguínea. La anemia es normocítica o macrocítica. La macrocitosis se debe a la presencia de eritrocitos inmaduros que son más grandes que los normocitos. La policromasia es generalmente destacada; puede ser excesivamente basófila con la presencia de normoblastos: todo ello indica un desplazamiento" de los reticulocitos medulares a la sangre. Otras alteraciones de los glóbulos roios pueden dar una pista de la naturaleza del proceso hemolitico. Los esferocitos sugieren una esferocitosis hereditaria o hemolisis autoinmune (véanse Figs. 24-17 a 24-19); los esquistocitos implican anemia hemolítica por trauma (véase Fig. 24-25); las células falciformes, células diana o los cristales sugieren una hemoglobinopatía (Lamina 26-2). Cuando la anemia hemolítica es aguda, conjuntamente con los eritrocitos se liberan de la médula ósea un mayor número y las lormas más jóvenes de los leucocitos y las plaquetas. El resultado es una leucocitosis con una desviación a la izquierda" y trombocitosis con plaquetas tanto normales como gigantes. го
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Tiempo (días) Figura 26-4. Resultados de la curva de supervivencia de eritrocitos marcados con C r en pacientes con anemia hemolítica autoinmune. Los resultados están representados en papel semilogaritmico. La vida media de las células (MCL) lúe de 9 a 10 días y se registró en un momento en el que el 37% de las células siguen circulando. El tiempo de supervivencia del 50% ( T , Cr) fue de 6 a 7 días. (De Dacíe, J. V.. y Lewis. S.M.: Practical Hematology. 7* ed. Edimburgo. Churchill Livingstone, 1991, p 386.) 5l
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formas de lesión celular. En anemias hemoliticas, hay una inversión del patrón de isoenzimas con LDH, superando a LDI+,. El nivel normal de hemoglobina plasmática está entre 0,5 m g d l y 5 mg di (0.08 pmol'l a 0,78 pmoll). Una elevación de 10 m g d l aporta al plasma un color de amarillo a naranja. Con aumentos más grandes, el color se convierte en rosa. Niveles por encima de 25 mg/d a 30 mg/dl son frecuentes en la anemia hemolítica. Niveles más elevados generalmente indican hemolisis intravascular y aparecen en las reacciones hemoliticas translusionales y en hemoglobinunas paroxislicas "Irías" y nocturnas. Si la hemolisis es primariamente extravascular. no aparece hemoglobinemia. hemoglobinuria m hemosiderínuria. La hemolisis se detecla midiendo un incremento en uno de los productos del catabolismo del "Hemo" (véase Cap. 25). 1. Un aumento en monóxido de carbono (CO) espirado (una técnica de investigación) o del nivel en sangre de carboxihemogíobina. 2. Un aumento en la bilirrubina sérica indirecta; como está unida a la albúmina, no aparece en orina. 3. Un aumento en el urobilinógeno urinario o más consistentemente en el urobilmógeno fecal, El nivel normal de urobilinógeno en una muestra de 24 horas es de 0.5 mg a 4 mg (0.8 pmol a 6,75 pmol) en orina y de 40 mg a 280 mg (0.068 mmol a 0,470 mmol) en las heces. Después de una hemolisis excesiva puede aumentar de 5 mg a 200 mg en la orina y de 300 mg a 400 mg en las heces. El examen de heces es más fiable que el de orina, ya que puede mostrar un incremento cuando el de orina no lo muestra. Puede mostrar un incremento incluso cuando la concentración de bilirrubina sérica no está aumentada ya que el hígado sano puede extraer grandes cantidades de bilirrubina (indirecta) y de urobilinógeno reabsorbido de la sangre. La anemia hemolítica se caracteriza también por un aumento de la producción de glóbulos rojos. Debido a la disponibilidad de cantidades máximas de hierro para la formación de hemoglobina, la producción de glóbulos rojos alcanza el máximo nivel posible (aproximadamente 8 veces lo normal) en anemias hemoliticas crónicas severas, si no intervienen faclores que lo compliquen como una deficiencia en folatos. Si la destrucción de glóbulos rojos supera la capacidad de la medula para reemplazarlos a la misma velocidad, aparece la anemia hemolítica. Con una hemolisis menos grave, la médula puede ser capaz de producir suficientes glóbulos rojos y no aparece anemia; esto se conoce como hemolisis compensada.



Médula ósea. La hiperplasia normobláslica está presente e incluso puede ser de mayor intensidad. Los almacenes de hierro están generalmente incrementados y los sideroblastos son normales o aumentados en número, reflejando la abundancia de hierro disponible para la sintesis de hemoglobina. En las anemias hemoliticas crónicas puede ocurrir un empeoramiento repentino de la anemia y puede deberse a cualquiera de los dos mecanismos básicos. Ocasionalmente, episodios de fallo medular (detención transitoria de la eritropoyesis, véanse comentarios anteriores) caracterizados por una hipoplasia eritroíde y reticulocitopema pueden alterar el equilibrio entre producción y destrucción de los glóbulos rojos. En muchas ocasiones, estas crisis aplásicas se deben probablemente a infecciones por parvovirus (Young. 1984). Por el contrario, un nivel aumentado en la destrucción de los glóbulos rojos se asocia con infección u otras enfermedades que aumentan el tamaño del bazo. Esto no se asocia con aplasia entroide y se denomina crisis hemolítica.



Hemolisis: trastornos de membrana Esferocitosis hereditaria. La esferocitosis hereditaria (EH) afecta a 1 de cada 5.000 personas, ocurriendo predominantemente en descendientes del nordeste de Europa. Se caracteriza por glóbulos rojos esferociticos que son intrínsecamente defectuosos, esplenomegalia e incidencia familiar (la mayoría de las veces de carácter aulosómica dominante). En aproximadamenle del 15% al 3 0 % de los casos, sin embargo, ni el padre ni la madre se ven atectados. El proceso hemolítico varía en gravedad y se corrige por esplenectomia. aunque la esferocitosis persiste. Los hallazgos de laboratorio son los de procesos hemolíticos extravasculares crónicos: evidencia de catabolismo pigmentario aumentado, hiperplasia entroide y reticulocitosis. La prueba de la antiglobulma directa es negativa. Los glóbulos rojos tienen una fragilidad osmótica aumentada de modo característico. En la extensión sanguínea, los esferocitos tienen un diámetro menor y están más intensamenle teñidos que las células normales. Tienen reducción o ausencia de la palidez central; si se presenta la palidez puede ser excéntrica (Fig. 24-17; Lámina 26-2J). El VCM es normal y la CCHM a menudo está aumentada, reflejando una disminución en la superficie de las células. Prueba de la fragilidad osmótica. Se suspenden los eritrocitos en una serie de tubos con soluciones hipotónicas de NaCI que varían entre 0.9% y 0,0%. se incuban a temperatura ambiente durante 30 minutos y se centrifugan. Se mide el porcentaje de hemolisis en las soluciones sobrenadantes y se representa para cada concentración de NaCI. Las células que son más esféricas, con una disminución de la relación superticievolumen. poseen una capacidad limitada para expandirse en las soluciones hipotónicas y se lisan con concentraciones más elevadas de NaCI que las de los eritrocitos bicóncavos normales. Muestran un aumento de la fragilidad osmótica. Por el contrario, las células hipocrómicas y más planas poseen una mayor capacidad para expandirse en soluciones hipotónicas, se lisan a menor concentración que las células normales, y muestran una fragilidad osmótica disminuida (Fig. 29-6). La fragilidad osmótica de la sangre recién extraída normalmente es mayor en la EH. pero normal en los pacientes ligeramente afectados. En la sangre incubada a 37 C durante 24 horas antes de realizar la prueba, la fragilidad osmótica está casi siempre aumentada (Fig. 26-6)



El aumento de la fragilidad osmótica de la sangre recién extraída es característico, pero mespecífico; puede ocurrir en las anemias esferociticas adquiridas. Una mayor diferencia en la fragilidad media (entre después de la incubación y antes de la incubación) se da más en las células EH que en las células de control normales: esto es un dato importante para el diagnóstico de EH. Normalmente se ve una línea de células muy frágiles condicionadas por la pantalla. La linea normalmente desaparece después de la esplenectomía. Las células con una aumento en la relación superficie/volumen son resistentes osmóticas. Estas células se ven en deficiencia de hierro, talasemia. trastornos hepáticos y reticulocitosis. Prueba de autohemótisis. La sangre esterilizada y desfibrinada se incuba a 37 C durante 48 horas (Dacie, 1991). Durante este tiempo, los hematíes sulren una serie compleía de cambios, pierden la membrana y se hacen más esferocíticos. En sangre normal, sin glucosa añadida, la cantidad de autohemólisis a las 48 horas es de 0,2% a 2,0%. En la sangre normal, incubada con glucosa añadida, la cantidad de autohemólisis es menor de 0% a 0,9%. En la EH, la autohemólisis se halla casi siempre aumentada; con glucosa, la lisis disminuye en cantidad variable. Los pacientes con una clara evidencia clínica y de laboratorio de EH rara vez presentan una fragilidad osmótica incubada normal. En estos pacientes la prueba de autohemólisis que resulta anormal es útil para confirmar el diagnóstico de EH (Fukagawa. 1979). Los eritrocitos son anormalmente permeables al sodio y no existe defecto en el metabolismo energético, que en realidad está aumentado. La actividad metabólica aumentada se ha explicado como un intento de compensar un defecto de membrana que pierde cationes, con cambios degenerativos y la pérdida de membrana celular acelerados por el estrés metabólico y físico de paso a través del bazo. Los defectos genéticos en la EH son heterogéneos pero afectan a las proteínas esqueléticas de la membrana de los eritrocitos. La EH puede dividirse en las siguientes categorías patogénicas: 1) deficiencia aislada parcial de espectrina. 2) deficiencia parcial combinada de espectrina y anquirina; 3) deficiencia parcial de la banda 3 de proteínas, 4) deficiencia de proteína 4,2 y 5) otros defectos menos comunes. La mayoría de las alteraciones se relacionan con la sintesís de proteínas anormales, mayoritariamente a través de mutaciones puntuales o desviaciones estructurales (Gallagher, 2000). La pérdida de área superficial en la EH se relaciona probablemente con la separación y pérdida de la bicapa de lípidos de membrana desde e¡ esqueleto. Estudios recientes sugieren que se requiere una densidad normal de espectrina para la correcta cohesión entre la bicapa lipidica y el esqueleto de la membrana (Mohandas. 1993). E l i p t o c i t o s i s h e r e d i t a r i a . Esta enfermedad autosómica dominante incluye probablemente más de una variante genética. En la población americana, la prevalencia es de aproximadamente de 3 a 5 por 10.000. Es más común



Figura 26-6. El efecto de la incubación sobre la fragilidad osmótica eritrocitaria. El cambio en la curva de fragilidad osmótica, desde "antes hasta después de la incubación' se ilustra para sangre normal (1-1 A), y para la sangre de un paciente con esferocitosis hereditaria (2-2A). La sangre en la esferocitosis hereditaria muestra de forma característica un mayor aumento en la fragilidad con la incubación que la sangre normal o incluso que la de la esferocitosis adquirida (p. ej.. anemia hemolitica autoinmune).



en individuos africanos y de ascendientes mediterráneos. Todos los casos de eliptocitosis hereditaria (ELH) se asocian con una debilidad del esqueleto de membrana y asociación defectuosa de las proteínas que sostiene al esqueleto unido (Gallagher, 2000). Según la morfología de los glóbulos rojos, la ELH puede dividirse en tres grupos: 1) La ELH común (incluyendo la piropoiquilocitosis hereditaria (PPH) con ehptocitos que pueden ser en forma de bastoncillo, 2) ELH esferocítica y 3) ovalocilosis del sudeste asiático. La anormalidad más comúnmente encontrada parece ser un defecto en la espectrina que origina una asociación defectuosa de los dimeros de espectrina en tetrámeros de espectrina y oligómeros de especlrina. Oirás alteraciones incluyen un defecto en la proteína 4,1 y una deficiencia en la glucofonna O La PPH se asocia con dos alteraciones: una mutación en la especlrina que provoca la propia disociación de los heterodimeros de espectrina y una deficiencia parcial de espectrina que produce una disminución en la relación espectrina'banda 3. ELH común. La mayoria de las personas con la forma común de ELH ( 9 0 % de los casos) no son anémicos; una minoría del grupo (quizás 10% a 20%) presenta hemolisis leve. Los eliptocitos no hipocrómicos son abundantes en las extensiones sanguíneas, en cifras superiores a un 25% (véase Fig. 24-21), mientras que en sujetos sanos menos de un 5% de los glóbulos rojos son elipticos, aunque un estudio reciente describe porcentajes normales hasta de un 15% (Gallagher, 2000). El grado de deformidad aumenta en preparaciones húmedas selladas. En un subgrupo de la ELH común, especialmente en familias negras, los neonatos alectados tienen de modo transitorio poiquilocitosis moderada, fragmentación de los glóbulos rojos y formas en yema con anemia hemolitica; durante el primer año de vida, la hemolisis disminuye y emerge la típica ELH. El empeoramiento de la hemolisis en el período neonatal se ha atribuido a la presencia de hemoglobina fetal que se une débilmente al 2,3-difosfoglicerato (2,3 DPG). Los niveles más elevados del último ejercen un efecto desestabilizador sobre la interacción espectrina-proteína 4.1 actina (Gallagher, 2000).
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% NaCl Figura 26-5. Fragilidad osmótica eritrocítica. a) Talasemia que muestra una pequeña tracción de células con aumento de la fragilidad {abajo a ta izquierda) y una fracción mayor de células con disminución de la fragilidad [arriba a la derecha), b) Curvas normales en la zona sombreada, c) Esferocitosis hereditaria que muestra un aumento de la Iragilidad osmótica.



Piropoiquilocitosis hereditaria. La PPH es anemia hemolitica congénita severa que se caracteriza por microcitosis, una llamativa micropoiquilocitosis y fragmentación y herencia autosómica recesiva. La PPH representa un subtipo de ELH común. Se produce principalmente en personas de raza negra. En contraste con los glóbulos rojos normales, que muestran "yemas" y se fragmentan cuando se calientan a 4 9 ' O en la PPH. los glóbulos rojos se fragmentan entre 45 y 46 C. EH esferocítica. Este subgrupo supone el 10% de los casos. Aparece una anemia hemolítica de leve a grave y esplenomegalia, en ambos casos con eliptocitos y esferocitos y una fragilidad osmótica y una prueba de autohemó-



lisis alteradas. Están ausentes los poiquilocitos y los fragmentos. Las bases moleculares de este subtipo se desconocen. Ovaloatosis del sudeste asiático Este subgrupo ocurre con elevada frecuencia (20% a 30%) en algunas poblaciones del Lejano Oriente, particularmente en Malasia. Normalmente no se da hemolisis o es leve. Los eritrocitos son menos alargados y tienen el aspecto de ovalocitos estomatociticos. Muchas células contienen uno o dos puentes transversales o una hendidura longitudinal. Esta condición está asociada al aumento de la resistencia a la malaria. El defecto subyacente se relaciona con una mutación en la banda 3 (Mohandas. 1993; Gallagher, 2000). E s t o m a t o c i t o s i s h e r e d i t a r i a ( h i d r o c i t o s i s hereditaria). Este es un trastorno extraño óe transmisión aulosómica. Los individuos heterocigóticos que no tienen anemia y tienen de un 1% a un 25% de estomatocitos en la extensión sanguínea. En individuos presumiblemente homocigóticos. alrededor de un tercio de los glóbulos rojos son estomatocitos. y se da una anemia hemolítica de leve a moderada La anormalidad de la membrana presenta un aumento de la permeabilidad de la membrana hacia Na+ y K+ (y por lo tanto, agua), originando en glóbulos rojos macrociticos e hidratados. El VCM puede ser de hasta 150 fl. La fragilidad osmótica y la autohemólisis aumentan. Aunque el defecto exacto de la membrana no se conoce, varios trabajos indican la ausencia de una membrana proteica localizada en la banda 7 en una región llamada estomatina (Gallagher. 2000). H e m o g l o b i n u r i a p a r o x i s t i c a n o c t u r n a . La HPN es un trastorno intrinseco adquirido de las células precursoras clónales caracterizado por la producción de eritrocitos, granulocitos y plaquetas anormales (Beutler, 1 9 9 9 ; Rosse, 2000). El defecto de los glóbulos rojos les convierte en más susceptibles a la lisis intravascular mediada por complemento. Se han descrito tres tipos de eritrocitos de acuerdo con su sensibilidad in vitro: tipo I con sensibilidad normal, tipo II con sensibilidad media (de tres a cinco veces normalmente) y tipo III con sensibilidad extrema (de 15 a 25 veces lo normal). Varias proteínas con complementos defensivos están disminuidas o ausentes en la HPN. Estas proteínas incluyen: factor acelerador de desintegración (FAD. CD55), membrana inhibitoria de lisis reactiva (MIRL, CD59) y proteínas fijadoras de C8 (factor homólogo de restricción). La FAD es una glucoproteina que antagoniza los complejos convertasa de complemento. MIRL es una proteina que controla el complejo de ataque de la membrana. C5b-9. Otras proteínas que son deficientes en la HPN incluyen CD58 (leucocito con la función antigeno 3), CD14 (proteina receptora fijadora de endotoxinas). CD24, y CD16a (receptora de Fcy). Las enzimas asociadas a la membrana tales como el acetil colinesterasa y la alcalina fosfatasa leucocitaria también pueden ser deficienles. Un trabajo reciente indica que las enzimas y las proteínas deficientes están unidas a la membrana celular por un anclaje glucohpídico común llamado glucosilfosfatidil inositol (IGP). La deficiencia de IGP se da en deficiencia secundaria de proteínas unidas. Por tanto, la HPN puede ser redefinida como la falta parcial o completa de proteínas unidas al IGP en una población de células del sistema hematopoyético (Rosse, 2000). Clínicamente, la HPN se da normalmente en jóvenes adultos y se caracteriza por hemolisis intravascular crónica con o sin hemoglobinuria obvia. Sin embargo, hay hemosideronuria casi constantemente. La hemoglobinuria nocturna típica o relacionada con el sueño está presente en menos del 2 5 % de los pacientes. Los ataques de hemolisis se pueden iniciar por infección, cirugía, transfusión completa de sangre, inyección de colorantes de contraste o incluso por ejercicio intenso. Normalmente la sangre presenta una anemia normocítica con reticulocitosis que es a menudo inferior a la prevista en relación con el grado de la anemia. Sm embargo, la anemia microcítica hipocrómica no es infrecuente y se debe a la pérdida de hierro en la orina. La neutropenia se da en tres quintos y la trombocitopenia en dos tercios de los pacientes en algún momento durante el curso de la enfermedad, así que la pancitopenia es común. La prueba de antiglobulina directa normalmente es negativa. La médula normalmente es hipercelular con hiperplasia normoblástica. pero puede ser hipocelular. En algunos pacientes, puede darse un fallo medular durante el transcurso de la HPN: en otros, el diagnóstico inicial es una ane-



mia aplásica, manifestándose más tarde los signos de la HPN por si mismos. Probablemente se desarrolla una linea anormal de células en una médula aplásica o en regeneración (Lewis. 1967). Las complicaciones trombóticas son corrientes, dándose en el 20% de les pacientes aproximadamente. La trombosis comúnmente se da en venas hepáticas, cerebrales y abdominales. La ausencia de CD59 en plaquetas provoca una externalización de fosfatidilserina, un lugar para complejos potrombinasa. y aumenta por tanto la propensabilidad a la trombosis. La enfermedad puede experimentar remisiones y exacerbaciones parciales. En más de la mitad de los pacientes, la proporción de células anormales y la gravedad clínica de la enfermedad disminuyen con el tiempo. En, aproximadamente, un 3% a un 5% de pacientes con HPN la enfermedad progresa hasta leucemia aguda. Prueba de la hemolisis de sacarosa. Esta prueba se debe realizar siempre que se considere el diagnóstico de la HPN. también en anemias hipopíásicas y en cualquier anemia hemolítica de origen no aclarado (Hartmann. 1970). El principio de la prueba es que la sacarosa proporciona un medio de bajo poder iónico que favorece la unión de los eritrocitos con el complemento. En la HPN, una proporción de hematies es anormalmente sensible a la lisis mediada por complemento. Los eritrocitos lavados del paciente se mezclan con suero normal ABO compatible (reciente o conservado adecuadamente) y sacarosa isotónica (10%). El tubo se incuba a temperatura ambiente durante 30 minutos y luego se centrifuga, y se determina el porcentaje de hemolisis del sobrenadante. Dos tubos de control eliminan el suero, y las células deben ser negativas. Menos del 5% de hemolisis en la muestra es negativo, entre 5% y 10% es sospechoso, y más del 10% es positivo y virtualmente diagnostico de HPN. Los resultados sospechosos se pueden ver en otros trastornos hematológicos, especialmente en anemia megaloblástica y anemia hemolitica autoinmune. Los resultados falsamente negativos se dan si el suero carece de actividad de complemento. Una prueba más simple de exploración, llamada la prueba del azúcar en agua, aplica el mismo principio de mezclar sangre con azúcar y observar la hemolisis. Prueba de suero acidificado (prueba de Ham). El diagnóstico definitivo de HPN depende de la prueba del suero acidificado (Ham. 1939: Dacie. 1991). Con suero acidificado, el complemento se activa por la vía alternativa, se une a los eritrocitos y lisa los hematíes de HPN anormales que pocas veces son sensibles al complemento. Los eritrocitos lavados del paciente se mezclan con suero normal ABO compatible (reciente o conservado adecuadamente) y ácido: después de una hora de incubación a 37 C. los hematíes de HPN se lisan. como indica la Tabla 26-3. El suero propio del paciente puede dar lugar o no a lisis. según el complemento residual, y los otros tubos sirven de control. ,:



En la HPN. normalmente entre el 10% y el 5 0 % de las células se lisan. Si la lisis también se da con el suero inactivado por el calor, la prueba no es positiva, ya que pueden ser responsables las células esferociticas o sensibilizadas por anticuerpos. Una prueba de suero acidificado positiva se da en la anemia diserótropoyética congénita tipo II (ADC-II) o HEMPAS (véanse comentarios anteriores). Sin embargo, en esta situación la lisis no se da con el suero del propio paciente, y sólo se da con aproximadamente un 3 0 % de los sueros normales Además, la prueba de cribado del azúcar en agua es negativa en ADC-II. La citometría de flujo usando tintes inmunofluorescent.es de glóbulos rojos con anticuerpos monoclónicos contra proteínas deficientes tales como CD55. CD58 y CD59 se eslá haciendo gradualmente un método estándar para el diagnóstico de HPN. Los granulocitos proporcionan excelentes objetivos diagnósticos para citometría de flujo. El gen responsable del fenotipo HPN se ha identificado en el cromosoma X y se ha designado glucan inosilol fosfatidil A o PIG-A. Se han descrito más de 120 mutaciones del PIG-A.



Hemolisis: trastornos de la hemoglobina En 1949. Pauling y sus colaboradores describieron un tipo de hemoglobina anormal electrotoréticamente en pacientes con anemia de células falciformes. Sus estudios iniciaron el concepto de enfermedad molecular: esto es. que una



Tabla 26-3



Prueba del suero acidificado



Suero normal fresco Suero del p a c i e n t e Suero normal inactivado por el calor HCI 0,2 N 5 0 % d e eritrocitos del p a c i e n t e 50 % de eritrocitos normales Patrón de lisis en p r u e b a positiva Modilicado de Dacie. J V y
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variación molecular en una sola proteina puede ser responsable del espectro entero de manifestaciones clínicas, patológicas y de laboratorio que caracterizan una enfermedad. El hallazgo posterior de que la anomalía se debía a la sustitución de un solo aminoácido en una cadena polipeptídica de la hemoglobina inauguró el campo de la genética bioquímica. En 1998, se habían identificado 750 variantes de hemoglobinas estructurales (Weatherall, 1999). Más del 75% de éstas son debidas a sustituciones de un solo aminoácido en las cadenas globinas a y 8, que pueden explicarse por una única sustitución básica en el correspondiente tripiete del codón del gen. En un pequeño número de hemoglobinas anormales, la cadena polipeptídica es anormalmente larga o corta como resultado de errores de terminación, mutaciones del desplazamiento estructural, enlrecruzamientos en fase, eliminación de codones o cadenas fusionadas o divididas (Weatherall, 1999).



pasa el 2 0 % en estas afecciones. En recién nacidos, aproximadamente el 10% de la hemoglobina total es una variante cargada negativamente de Hb F, denominada Hb F,, debido a la acetilación de los finales aminoterminales de las cadenas y. La Hb F, se encuentra en todas las etapas del desarrollo fetal y en pacientes con niveles de Hb F elevados. Tanto las cadenas Gy como las cadenas Ay están igualmente acetiladas (Bunn. 1986). Hb A (a Ó ). La hemoglobina A constituye del 1,5% al 3,5% de la hemoglobina del adulto normal. Sus dos cadenas u son iguales que en la Hb A y en la Hb F; sus dos cadenas 8 difieren de las cadenas 13 en sólo 8 de sus 146 aminoácidos. La síntesis de la cadena 8 se inicia tarde en la vida fetal y se produce sólo en normoblastos (no reticulocitos). El nivel de Hb A aumenta gradualmente durante el primer año de vida, en el que se consigue el nivel de adulto. La Hb A aumenta en algunas talasemias íi, en el hipertiroidismo y en algunos casos de anemia megaloblástica. La deficiencia de hierro causa una reducción en la síntesis de Hb A . 2
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El grupo hemo es idéntico en todas las variaciones de la hemoglobina humana. La parte proteica de la molécula (globina) consta de cuatro cadenas de polipéptidos. En individuos normales se encuentran posnatalmente por lo menos tres tipos distintos de hemoglobinas, y se ha determinado la estructura de cada una de ellas. Hb A ( d j U J . La hemoglobina A es la principal hemoglobina del adulto normal. Las cadenas de polipéptidos de la parte globínica de las moléculas son de dos tipos: dos cadenas « idénticas, cada una con 141 aminoácidos; y dos cadenas 8. con 146 aminoácidos cada una. Cada cadena está unida a un grupo hemo. La molécula es elipsoidal, con los cuatro grupos en la superficie, donde funcionan combinándose reversiblemente con el oxígeno (Fig. 25-5). H b F {a¡y¡). La hemoglobina F es la hemoglobina principal del feto y del recién nacido. La afinidad aumentada para el oxígeno de la sangre letal con respecto a la sangre adulta no se debe a la hemoglobina en sí, sino probablemente al medio ambiente de los hematíes. Las dos cadenas a son idénticas a las de la Hb A: y las dos cadena y, con 146 aminoácidos residuales, difieren de las cadenas fi. En individuos normales, la Hb F posee dos tipos de cadenas 7, que difieren en un aminoácido, pudiendo ser alanina (Ay) o glicina (Gy) en la posición 136. La relación de cadenas Gy y Ay cambia de 3:1 en el parto a 2:3 a la edad de 12 meses (Weatherall, 1981). Durante la vida fetal, la Hb F predomina, ya que la producción de la cadena a y de la cadena y es alta (Fig. 26-7). La producción de la cadena 13 empieza antes de la vigésima semana de la vida prenatal, de manera que la Hb A es del 10% del total entre las 20 y las 35 semanas, y del 15% al 4 0 % a la hora del parto. Después del nacimiento, se producen pequeñas cantidades de Hb F; a los seis meses la Hb F normalmente es menos del 8% y a los 12 meses es menos del 5% en el 9 0 % de los niños. Entre los 12 y los 24 meses de edad, la Hb F normalmente es menos del 3% pero varia del 3% al 10% en alrededor del 2 0 % de los niños. Después de la edad de dos años, la Hb F es normalmente menos del 2% en los niños. En adultos sólo se encuentran indicios de Hb F (
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H e m o g l o b i n a s e m b r i o n a r i a s . La cadena zeta (q) es el análogo embrionario de la cadena a y se puede combinar con cadenas épsilon (e) para formar la Hb Gower-1 ( ^ c , ) o con cadenas y para formar la Hb Portland-1 (q e ). La cadena y es la contrapartida embrionaria de las cadenas (y Í3. y 8 y se combina con cadenas a. para obtener Hb Gower-2 (a e¿). Las Hb Gower-1. Portland-1. y Gower-2 son hemoglobinas embrionarias que se dan en embriones y fetos humanos normales con una edad gestacional de menos de tres meses (Figs. 26-7 y 26-8). 2
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Genética. El análisis de los árboles genealógicos ha mostrado que los genes ot y no a se encuentran en cromosomas diferentes, y esos dos genes a funcionantes están en un cromosoma haploide (equilibrados por un único gen 13). La tecnología del ADN, el clonaje de fragmentos humanos específicos de ADN y los mapas de endonucleasa de restricción han proporcionado con



Meses Figura 26-7. Proporciones relativas de las cadenas polipeptidicas de la hemoglobina durante la vida fetal y neonatal. (De Bunn. H. F. Forget, B. G„ Ranney, H. M.: Human Hemoglobins, Filadelfia. W. B. Saunders Company. 1977. con permiso).



más detalle la disposición de los genes de globina (Bunn, 1986). El cromosoma 16 tiene dos genes h) y dos genes ra. Los genes de la cadena ¿. las dos cadenas y. las cadenas o y fi se localizan en el cromosoma 11 (Fig. 26-9). Como en otros genes, las secuencias de codificación (exones) de los genes de globina se interrumpen por secuencias no codificantes de ADN (mirones o secuencias de intervención [IVS]) Los intrones se transcriben a ARN pero se eliminan del ARN premensajero (pre ARNm) mediante reacciones de lusión precisas antes de que el ARNm resultante se transcriba en proteína.



metahemoglobinemia, Hb M. Otras hemoglobinas se designaron con letras del alfabeto, después con nombres geográficos, o ambos, normalmente para distinguir hemoglobinas diferentes con características similares, como su movilidad electroforética. Por ejemplo, existen algunas variantes de la Hb D. G. J y NI. La cadena polipeptidica sobre la que existe la anormalidad puede ser indicada como un exponente (p. ej.. Hb S = a / B . - . Hb I = n 'R "). La designación común es el número del residuo de aminoácido en el exponente junto con el aminoácido sustituido (p. ej.. Hb S = « B ; Hb I = ct - B ) (Fig. 26-10). Las sustituciones de aminoácidos en algunas de las variedades conocidas están clasificadas por las características funcionales en la Tabla 26-4. 2
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Hemoglobinas glicosiladas. El término glicación o glicosilación implica la unión de un azúcar a una proteina. Aproximadamente un 5% de la Hb A sufre la glicosilación post-translacional que origina una unión de azúcares a los residuos de serma. asparragina e hidroxilisina. Las hemoglobinas glucosiladas se han designado como Hb A., (
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Hemoglobinas



anormales y nomenclatura



La hemoglobina normal del adulto se denomina Hb A: la hemoglobina fetal. Hb F: la que se encuentra en células faiciformes. Hb S: y las asociadas con
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Electroforesis de la hemoglobina. Las moléculas de hemoglobina en una solución alcalina tienen una carga negativa neta y se mueven hacia el ánodo en un sistema electrolorético. Aquellas que presentan una movilidad electroforética mayor que las Hb A a pH 8.6 se conocen como "hemoglobinas rápidas": éstas incluyen la Hb Bart y las dos más rápidas, la Hb H y la Hb I. La Hb C es la más lenta de las hemoglobinas comunes. Algunas en orden de movilidad creciente son las hemoglobinas A,. E = O = O G = D = S. F, A. K. J, la Bart. N = I y H (Fig. 26-11). La eficacia de la separación varia según diferentes medios y lampones. Ninguno es útil y adecuado para todas las separaciones y para fines de exploración selectiva. Un método práctico para la electroforesis habitual de la hemoglobina es el acétalo de celulosa en un pH alcalino (Briere, 1965). Es rápido y reproducible y separa las hemoglobinas S. F. C. A y A,. La cuanlificación de las bandas principales se realiza fácilmente Si existe una banda S. se debe realizar una



Figura 26-9. La disposición física de los genes de globina en los cromosomas 11 y 16. El cromosoma 11 tiene cinco genes de globma luncionales de tipo (i y dos pseudogenes no funcionales de tipo B ( y R y y B . ) . El cromosoma 16 tiene cuatro genes funcionales de tipo "y un seudogen no funcional a ( y a , ) . La flecha indica la dirección de la transcripción de dos grupos de genes de globma (De Weatherall. D. J. y Clegg. J. B.: The Thalassemia Syndromes. 3- ed. Oxford Blackwell Scientific Publications. 1981, con permiso). 2



Hemoglobina



Estructura



Nomenclatura



Cuantificación de Hb A . La estimación de la Hb A, visualmente o por densitometría mediante membranas de acetato de celulosa no es fiable (Schmidt. 1975). Los métodos satisfactorios que pueden realizarse fácilmente en un laboratorio clínico son la electroforesis en acetato de celulosa seguida de dilución de la banda de Hb A. y su medición espectrofotométricamente como porcentaje del total (Marengo-Rowe. 1965). La rnicrocromatogralia utilizando dietil-amínoetil (DEAE) celulosa y material de vidrio corriente es más conveniente para un número grande de muestras (Efremov. 1974; Huisman, 1975). 2



Los intervalos de referencia para la Hb A . son de 1,5% a 3,5% de la hemoglobina total. La estimación Hb A2 es útil para identificar individuos con rasgos de lalasemia B. en los que se encuentra elevada hasta un 7%. Los valores de Hb A, de individuos normales no coinciden con los de individuos con talasemia B cuando se realiza en microcromatografía; sin embargo, hay alguna coincidencia con el método de electroforesis en acetato de celulosa (Huisman. 1986). La Hb A, también está ocasionalmente elevada en el hipertiroidismo y en la anemia megaloblástica y puede estar disminuida en la anemia ferropénica. Si un individuo con B talasemia presenta a la vez una deliciencia de hierro grave, la Hb A , que generalmente estaría aumentada, puede estar normal: en estas circunstancias se debería repetir la prueba una vez corregida la deficiencia de hierro. ;
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Q> = Cadena polipeptídica ( a , B. y, 8 o anormal) Q- = Grupo hemo (unido . cadena polipeptídica i Figura 26-10. Configuración y nomenclatura de hemoglobinas normales y anormales. Cada triángulo representa una cadena polipeptídica doblada; la barra unida a su superlicie externa representa un grupo hemo. El dibujo es esquemático. Cada grupo hemo se sitúa cerca de la superficie de la molécula, localizada en un bolsa lormada por pliegues de su cadena polipeptídica y unidos a esa cadena por un grupo imidazol. En la mayoría de las hemoglobinopatías |p. ej.. Hb S. Hb G Fíladelfia). las cadenas polipeptídicas afectadas difieren de las normales en sólo un aminoácido. En la Hb S. la designación se podría escribir también como OjBj ™, y en la Hb G Fíladelfia. a / * - ' ^ , , que indica el lugar de sustitución y el aminoácido que remplaza al que suele estar. (De Krieg AF. Henry JB: Hemogoblin electrophoresis. Clinical pathology correlationes ol hemglobinopathies. N Y State J Med 1967; 67:1275. con permiso). 6



prueba de solubilidad o del fenómeno falciforme. La electroforesis en agarcitrato a pH ácido (Milner. 1975) permite una separación de las hemoglobinas que migran junto al acetato de celulosa: la S de la D y G, y la C de la E y O (Fig. 26-11). Cuando estos dos métodos se combinan con la electroforesis de las cadenas de globina en la urea 6 M . la mayoría de las variantes de la hemoglobina se pueden identificar presumiblemente. Como una alternativa, un enloque isoeléctrico en gel de poliacnlamida permite la separación acertada de la mayoría de las variantes de hemoglobina (Bunn, 1986). La caracterización final de las hemoglobinas anormales escapa del objetivo del laboratorio clínico. Consiste en la purificación de la hemoglobina anormal con electroforesis en bloque de almidón, en experimentos de hibridación para determinar si la anomalía reside en la cadena a o 6. y en la "identificación dactilar". En este último procedimiento, las cadenas polipeptídicas se desdoblan por digestión enzimática hacia péptidos que se separan realizando una electroforesis en papel horizontal con cromatografía vertical posterior. Este mapa de péptidos, o "prueba de la huella digital" se compara con el preparado a partir de la hemoglobina normal, pudiéndose localizar el péptido en el cual se da la anomalía. El péptido normal se eluye y se determina su contenido de aminoácidos. La secuencia de aminoácidos ha sido automatizada. Con el uso de técnicas de genética molecular, la determinación la estructura primaria o secuencia de aminoácidos de las cadenas globínicas puede ahora realizarse determinando la secuencia base de las cadenas de globinas de ARNm o del ADN. Este tipo de análisis es menos laborioso que el secuenciamiento clásico de aminoácidos y es igual de fiable (Bunn. 1986). Los comentarios sobre las técnicas para la identificación de hemoglobinas son aportados por Huisman (1977,1986).



P r u e b a de la desnaturalización a l c a l i n a p a r a la Hb F. La hemoglobina fetal resiste la desnaturalización por álcalis mientras que la hemoglobina adulta no (Singer, 1951). Un hemolizado se alcaliniza y después se neutraliza y la hemoglobina adulta desnaturalizada se precipita como sulfato amónico. Un filtrado contendrá sólo hemoglobina resistente al álcali, que se mide y expresa como porcentaje del total. La modificación de Betke (1959) da unos intervalos de referencia de 0,2 % a 1% para adultos. Niveles elevados de hemoglobina F se encuentran en algunas hemoglobinopatías. en las talasemias B y en la persistencia hereditaria de la hemoglobina fetal (PHHF). En ciertos trastornos hematopoyéticos adquiridos, el nivel de hemoglobina F puede estar elevado. Entre ellos se incluyen la anemia megaloblástica, mielofibrosis, anemia aplásica, leucemias, eritroleucemia, anemias refractarias, embarazo y hemoglobinuria paroxistica nocturna. P r u e b a de la tira de elución a c i d a para la Hb F. La modificación del método original de Kleihauer y Betke por Shepard (1962) es útil para analizar la distribución de HB F entre los glóbulos rojos. Las otras hemoglobinas, excepto la hemoglobina F. se eluyen de los hematíes sobre una extensión secada al aire con un tampón de fosfato-ácido cítrico (pH = 3,3). Sólo la Hb F queda fijada en los glóbulos rojos, y la distribución puede determinarse tras tinción. En adultos normales, casi todos los glóbulos rojos aparecen como indicios. Entre un 1% y un 5% de ellos contienen hemoglobina residual (Hb F). Si el aumento de HB F se debe a la mayoría de los tipos de persistencia hereditaria a la hemoglobina (PHHF). la hemoglobina F se distribuye igualitariamente entre los glóbulos rojos. Si la causa es la talasemia o hemoglobinopatías. la distribución de la Hb F es heterogénea entre los glóbulos rojos. Cromatografía l i q u i d a de alta resolución p o r i n t e r c a m b i o catiónico. La HPLC es un sistema totalmente aulomatizado utilizado para separar determinados porcentajes de hemoglobina A , hemoglobina F y aporta la identificación cualitativa de otras variantes de hemoglobina. Como resultado, este método ha sido utilizado como técnica de detección para las variantes de hemoglobinas. Cuando el método HPLC no muestra vanantes de hemoglobina, no hacen falta más pruebas; sin embrago, si se identifica una variante de hemoglobina, debe realizarse una electroforesis para determinar la cantidad y la naturaleza de la variante (Kutlar, 1984). ?



Síndromes de hemoglobinas anormales En las variantes estructurales de las hemoglobinas, la estructura de una de las cuatro tipos de cadenas polipeptídicas formadas es anormal: esto generalmente se debe a la sustitución de un aminoácido sencillo. Un gran número de variantes de hemoglobina que no producen trastornos se descubren en



reconocimientos médicos. En trastornos significativos clinicamente, la cadena 6 o la cadena (/ están afectadas. Pueden verse afectadas las cadenas y o S pero debido a la pequeña cantidad de hemoglobina involucrada se detectan con menos frecuencia y raramente tienen significación clínica. Dependiendo del tipo de aminoácido y la localización implicada, la hemoglo-



Tabla 2 6 - 4



bina puede ser luncionalmente anormal y tener alteradas las propiedades físicas y químicas. En las talasemias, las cadenas de globmas. generalmente de estructura normal, se producen a un nivel disminuido. La talasemia ß se refiere a una producción disminuida de cadenas ß; por lo que la Hb F («-y-) o la HbA,



Clasificación funcional de las variantes de hemoglobina



I. Homocigóticas: p o l i m o r f i s m o s de h e m o g l o b i n a : v a r i a n t e s más f r e c u e n t e s Hb S a-ñ A n e m i a hemolítica g r a v o : t a l c i f o r m i d a d Hb C a-fl-"** A n e m i a hemolítica leve H b D Punjab ctjy''


1. Hb M B o s l o n



591



CL, "!.-



2 Hb M Iwale 0,"*% 3 Hb M Saskatoon u B: 4 Hb M Milwaukee » B 5 Hb M H y d e Park uti. '• 6. Hb FM O s a k a «¿fe*** 7. Hb FM Fort Ripley ct_,y/ '" B H e m o g l o b i n a s a s o c i a d a s c o n u n a a f i n i d a d alterada p o r el oxígeno 1 A u m e n t o do la afinidad y policitemia a. I Ib C h e s a p e a k e a lì b Hb J C a p e t o w n aß.- • c. H b M a l m o a ß." d Hb Yakima OjfjV**'" e. H b K e m p s e y f Hb Y psi (Ypsilanti) u ß/"< 9 Hb Hiroshima h H b Rainier aßl"'^ i. H b B e t h e s d a 2 Disminución de la a f i n i d a d p u e d e haber a n e m i a leve o c i a n o s i s a . H b Kansas ctjU*" "* b. Hb Titusville a, ""»!)-, c Hb Providence a lì. ' d. Hb A g e n o g i aß e. Hb Both Israel o-A ™ f. Hb Yoshizuka aJV''" ' C. H e m o g l o b i n a s inestables t La Hb p u e d e precipitar c o m o corpúsculos de Heinz tras la espienectomía a. Hemolisis grave: no m e j o r a tras la espienectomía H b Bibba a ' ^fí Hb H a m m e r s m i t h aß * °' Hb Bristol aßf"-™ Hb O l m s t e d aß/'""* b. Hemolisis g r a v e : m e j o r a tras la esplenectomía Hb Torino a/^ß? Hb A n n Arbor u, "'»!.H b Genova «A"" Hb Shepherd's B u s h c< lì. • Hb Köln a ß,* "' H b Wein ctJ3 , c. Hemolisis leve: e x a c e r b a c i o n e s intermitentes Hb L-Ferrara a,' % H b Hasharon a./ fí, H b Leiden a~ß/ ( G l u d e l e c i o n a d o ) H b Freiburg aß/ (Val delecionado) Hb Seattle aß -Hb Louisville tf¡»V»~ Hb Zurich aßj""« Hb G u n Hill aß? ' '(5 a a. d e l e c i o n a d o s ) d . Ausencia d e e n f e r m e d a d H b Etobicoke a-,"""*, H b Dakar ce *l3_ Hb S o g n aß/""" Hb T a c o m a aßi *" 2. Tetrámeros de c a d e n a s n o r m a l e s : a p a r e c e en las talasemias Hb Barl y, HbH ß Hb a_ 1
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Modificado parcialmenie. de Wmslow RM. Anderson WF Las hemoglobinopalias. En StanDury JB. Wyngaarden JB. Frednckson DS y cols (eds) The ol Inherited Disease. 5 ed Nueva York, McGraw-Hill, pp 2281-2317, con permiso 1



Los helerocigotos dobles para la hemoglobinopatia ñ y para la talasemia-Ü s o n bien c o n x i d o s . Aquí, la cantidad de hemoglobina anormal excede a la normal, a diferencia de las hemoglobmopalías 3 heteroagóticas. en las que ocurre lo contrario. Como ejemplo están la talasemia Hb S y la talasemia Hb E.



Celulosa-acetato pH = X.-4



Variantes estructurales de ¡a cadena (i Se piensa que las hemoglobinas S. C. D y E son pohmórficas ya que su frecuencia es superior a la esperada por simple mutación (Lehmann, 1977). Aparecen tanto en formas homocigóticas como en heterocigóticas y afectan a las cadenas 13.



Normal Rasgo falei formes Rasgo de hemoglobina Enfermedad SC Enfermedad si Sangre del cordón g » 
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Figura 26-11. Electroforesis de la hemoglobina, comparación de varias muestras de hemoglobina en acetato de celulosa y agar curato, mostrando movilidades relativas. El control es una muestra compuesta. Las cantidades relativas de hemoglobina no son necesariamente proporcionales al tamaño de la banda; por ejemplo, en rasgos falciformes (Hb AS), la Hb A siempre supera a la Hb S en cantidad (De Schmidt RM. Brosius EF: Methods of Hemoglobinopathy Detection. 6* ed. Atlanta U.S. Department of Health. Education and Welfare. Centers for Disease Controls 1976. [HEW Publ. No (CDC) 77-8266|



( o S ) están con frecuencia aumentadas respecto a la Hb A (u ß ). La talasemia " se refiere a una producción disminuida de cadenas «: Hb A (ot 8 ), la Hb A ( a , 5 ) y la Hb F (tt,y,) están disminuidas proporcionalmente. En la vahante estructural homocigótica de cadenas ß están presentes ambos genes alélicos de las cadenas ß anormales, de manera que no se produce ninguna cadena ß normal. Ejemplos de esto son los trastornos de células falciformes (Hb SS) y la hemoglobina C (Hb CC). Ya que los genes (y la producción de las cadenas) n. y y 6 son normales, la Hb F y la HB A formadas son estructuralmente normales aunque pueden estar mayor en cantidad. 2
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La variante estructural homocigótica de cadenas u, no se ha descrito. En la variante estructural heterocigotica de cadenas ß. además de la hemoglobina normal, las hemoglobinas anormales están presentes; la Hb F y la Hb Aj son estructuralmente correctas. Algunos ejemplos son el rasgo drepanocitico (Hb AS) y el rasgo de hemoglobina C (Hb AC). La Hb A normal excede cuantitativamente a las hemoglobinas anormales presentes debido a una producción más lenta de cadenas ß anormales que de cadenas ß normales, a una destrucción selectiva de los glóbulos rojos con mayores concentraciones de hemoglobina anormal o a una eliminación selectiva de la hemoglobina anormal desde la célula. En la variante estructural heterocigótica de cadenas a. la alteración en las cadenas ot afectará a los tres tipos de hemoglobinas. Por lo tanto, se han encontrado seis tipos diferentes de hemoglobinas: las tres hemoglobinas normales y las tres formas alteradas. Como ejemplos la Hb D Baltimore, la HB Ann Arbor y la Hb M Boston. Existen combinaciones de anomalías. Las alteraciones de dobles heterocigoticos para las dos cadenas ß producen dos tipos diferentes de cadenas ß anormales. Por lo tanto hay dos hemoglobinas anormales y ninguna hemoglobina A. Un ejemplo de esto es el trastorno de Hb SC. Los dobles heterocigotos para cadenas ß y 6, y para a y ß son raras pero han aportado una información muy valiosa. Las últimas tendrán cuatro tipos de hemoglobinas principales en la electroforesis: « ß* : uX ß* : (t' W y a ß . 4
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Enfermedad de las células drepanociticas. El trastorno homocigótico de Hb S es una anemia hemolílica crónica grave, que se manifiesta primero en la infancia temprana y con frecuencia es mortal antes de los 30 años. Sin embargo, con los modernos cuidados médicos, muchos pacientes viven más tiempo. La Hb S aparece casi exclusivamente en población de raza negra ti negra: 1 de cada 600 personas de esta raza en Estados Unidos presentan n anemia drepanocitica (Steinberg. 1999). a En la hemoglobina S. el ácido glutármco en la sexta posición de la cadena p es reemplazado por valina. Esta sustitución se produce en la superlioe de B |. molécula y cambia su carga y, por tanto, su movilidad electroforética. La la H Hb S es libremente soluble cuando está complelamente oxigenada; cuando el oxigeno se elimina de la Hb S. se produce una polimerización anormal de la 0 hemoglobina formando tactoides (cristales líquidos) que son rígidos y deforman la célula en la forma que le confiere su nombre. En el trastorno de Hb S homocigótico. la drepanocitosis aparece con tensiones de oxigeno fisiológicas y la rigidez de las células es responsable de la hemolisis, asi como de las complicaciones. L a s células drepanociticas irreversibles resultan de la reorganización de la membrana durante episodios repetidos de falciformidad e infalciformidad además de la deshidratación celular que reduce notablemente la deformabilidad celular (Mohandas, 1993). Los drepanoatos contienen elevados niveles de calcio que estimulan la pérdida de potasio y de agua (efecto Gardos) y acentúan la deshidratación de la célula (Weatherall, 1999). Los drepanocitos pueden mostrar una adherencia aumentada hacia las células endoteliales. Las células rígidas son más vulnerables a rupturas y son fácilmente atrapadas por el sistema reticuloendolelial. especialmente el bazo, lo que explica la hemolisis. Como resultado de la hemolisis, la hiperplasia medular severa durante la infancia produce cambios óseos: expansión de los espacios medulares óseos, adelgazamiento de la corteza ósea y estnaciones radiales observadas en las radiografías craneales. Son corrientes las úlceras de piernas. Complicaciones. En la primera infancia, se produce un edema doloroso bilateral del dorso de las manos y pies conocido con el nombre de síndrome mano-pie o dactilitis de células lalciformes. Persiste alrededor de dos semanas, se acompaña de cambios de periostitis, como se observa por radiografías, y no se da después de los cuatro años de edad. El bazo es central para tres complicaciones: una crisis de secuestro se refiere a una acumulación repentina de sangre y un rápido aumento de volumen del bazo, lo que da lugar a un choque hipovolémico. Esto puede darse en la primera infancia, cuando existe esplenomegalia y es precedida a menudo por una infección. La asplenia funcional (Pearson. 1969) consiste en una respuesta inadecuada de los anticuerpos bajo algunas condiciones y una incapacidad del sistema reticuloendolelial para eliminar bactenas y partículas materiales de la sangre, probablemente debido a un bloqueo de dicho sistema reticuloendotelial. Esto puede explicar parcialmente el mayor riesgo de infección en niños con esta enfermedad. Las infecciones de Salmonella y neumococos suelen predominar en niños con anemia drepanocitica. Los episodios vasooclusivos dan lugar a infartos progresivos, fibrosis y retracción del bazo, llamadas autoesplenectomia. Aunque la esplenomegalia está presente en la infancia, un pequeño remanente fibroso es lo normal en el adulto. Desde la primaria infancia, ios pacientes no pueden producir orina concentrada, aparentemente como resultado de una lesión anóxica en la médula de los ríñones. La hematuna como resultado de una necrosis capilar es corriente. La insuficiencia renal se da de un 5% a un 20% de adultos (Steinberg, 1999). Las crisis vasooclusivas son episodios debilitantes de dolor abdominal, óseo o articular, acompañados de fiebre, debida probablemente al tapona-



miento de los pequeños vasos sanguíneos por masas de células falciformes. Una necrosis ósea se da entre el 10% y el 5 0 % de pacientes y puede ser un foco de osteomelitis por salmonella. La necrosis aséptica de la cabeza del fémur es una complicación ocasionalmente. El síndrome de pecho agudo representa episodios de dolor agudo de pecho asociados a menudo con una nueva infiltración en la capa del pecho. Aproximadamente el 4 0 % de los pacientes experimentan al menos un episodio del síndrome agudo de pecho (Stemberg, 1999). Aunque se sospechó de una etiología infecciosa en los primeros estudios, hoy se considera que la embolia grasa juega un papel más importante en este síndrome. Las diversas complicaciones como resultado de crisis vasooclusivas recurrentes afectan a muchos órganos corporales (Sleinberg, 1999) Las crisis aplásicas pueden afligir ocasionalmente a los pacientes con anemia hemolitica crónica. El fallo temporal de la producción de eritrocitos que quizá no se observe en una persona con una vida media eritrocítica normal puede causar una sena bajada en la concentración de hemoglobina en la anemia hemolitica. Esto puede ser resultado de infección, particularmente por parvovírius B19. exposición a fármacos tóxicos o deficiencia en ácido fótico: algunas veces no se encuentra causa. Las crisis hemoliticas debidas a un mayor aumento en la hemolisis son raras. Otras causas de incremento en la ictericia (colelitiasis, hepatitis) deberían excluirse. Sangre. La anemia es normocrómica y normocitica; la policromasia está aumentada: están presentes los normoblastos. Las células diana son numerosas y los cuerpos de Howell-Jolly y de Pappenheímer se ven regularmente en niños mayores y adultos como resultado de la asplenia. Las células falciformes se encuentran con frecuencia en la extensión teñida (Fig. 26-12: Lámina 26-2A). El microhematócrito como estimación del grado de anemia no es fiable debido al atrapamiento excesivo de plasma. La fragilidad osmótica está generalmente disminuida y la fragilidad mecánica aumentada. La neutrofilia y trombocitosis son habituales. La médula muestra una hiperplasia normoblástica y unas reservas de hierro aumentadas. Estudios recientes han indicado que el tratamiento con hidroxiurea de algunos pacientes con células falciformes se asocia con una mayor cantidad de Hb F y subsiguiente mejoría de los síntomas (Steinberg, 1999). Prueba del fenómeno talciforme: melabisullito. La adicción de metabisulfito sódico, una sustancia reductora, a la sangre provoca desoxigenación de la Hb y falcitormicidad de Hb S (Lámina 26-20). La prueba no distingue una anemia lalciforme de otros rasgos falciformes u otros síndromes de Hb S ya que todas las células adquieren la torma falciforme: sin embargo la falcitormicidad ocurre de modo más rápido si existen mayores cantidades de Hb S en las células. La prueba positiva puede ocurrir con otras hemoglobinas anormales poco habituales (p. ej., Hb C Harlem y Hb I) y la Hb de Bart. Un falso negativo puede ocurrir si la concentración de Hb S es menor del 10% (como en niños muy pequeños) o si la desoxigenación es inadecuada (p. ej., por deterioro del reactivo). Prueba de solubilidad: ditionito. Los eritrocitos se lisan. la Hb S se reduce con ditionito (hidrosullito sódico) y la hemoglobina reducida es insoluole en



tampones inorgánicos concentrados. Los polímeros de desoxi Hb S obstruyen los rayos de luz y producen opacidad. La prueba es útil para el 'cribado'' o búsqueda de Hb S u otras hemoglobinas falciformes en un gran número de personas. Una reacción positiva (solución turbia) también se produce por la presencia de muchos cuerpos de Heinz, como en los trastornos de hemoglobinas inestables después de la esplenectomia. y en trastornos de las proteínas de la sangre debidos a la precipitación de proteínas plasmáticas. Una reacción negativa (solución clara) se produce con la Hb normal y con la mayoría de las Hb alteradas, y también si la cantidad de Hb S es demasiado pequeña, como en anemias severas o si el reactivo está deteriorado. Electroforesis de Hb. En la electroforesis en acetato de celulosa a pH = 8.6, no se halla ninguna Hb A a menos que los pacientes hayan sido transfundidos recientemente; aproximadamente el 8 0 % de la hemoglobina será Hb S, entre el 1% y el 2 0 % Hb F, y del 2% al 4.5% Hb A (Wrightsone, 1974). La hemoglobina letal se distribuye de manera no uniforme entre los glóbulos rojos. La Hb S. Hb D y la Hb G Philadelphia tienen la misma movilidad electrolorética a pH alcalino, pero de éstas sólo la Hb S da positivo en la prueba de falciformidad. La electroforesis en gel de agar a pH = 6,0. la Hb D y la Hb G migran con la Hb A, de forma diferente que la Hb S (véase Fig. 2611). 2



Rasgo falciforme (Hb AS). El rasgo falcilorme es la hemoglobinopalia más común en Estados Unidos. Esta condición heterocigótica está presente en un 9% de los negros americanos (Schneider. 1976). En circunstancias normales, no hay presencia de signos clínicos o anormalidades hematológicas. Sm embargo, la acidosis o hipoxia en vuelos aéreos, infecciones respiratorias, anestesia o fallo cardíaco congestivo pueden producir delormidad falciforme y complicaciones cardíacas con infarto visceral incluyendo hematuria. La capacidad defectuosa de concentrar la orina aparece en los adultos con este rasgo El rasgo drepanocítico confiere protección a los niños de los efectos letales de la malaria falciparum. lo que podría explicar una mayor distribución de la Hb S en África Central. Las tinciones sanguíneas aparecen normales, excepto quizás por unas pocas células diana. El cómputo celular es normal. La preparación de células falciformes es positiva y casi todos los glóbulos rojos finalmente se hacen falciformes. La prueba de solubilidad es positiva. Electroforesis. Hb A, 5 0 % a 65%: Hb S. 35 a 45%: Hb F normal: Hb A normal o ligeramente elevada hasta el 4.5%. Menos de un 35% de Hb S con frecuencia indica la coexistencia de uno o más genes de «-taiasemia (Weatherail, 1981), que también se asocia con microcitosis. Trastorno de la hemoglobina O El Irastorno homocigótico de la hemoglobina C es una leve anemia hemolitica con esplenomegalia que con frecuencia es asintomática pero de modo ocasional produce ictericia y malestar abdominal. En los Estados Unidos. 0.02% de los negros presentan el Irastorno de la Hb C (Schneider. 1976). La Hb C al igual que la Hb F resulta de una sustitución sencilla de aminoácidos (ácido glutámico por lisina) en la posición 6 de la cadena (5. Sangre. En la sangre se observa una ligera anemia normocrómica. normocitica o microcítica con una mezcla de microcitos y esferocitos. un aumento mínimo de reticulocitos y numerosas células diana La fragilidad osmótica es bifásica, tanto aumentada como disminuida. Se pueden ver cristales hexagonales o en forma de bastoncitos en los hematíes en la extensión teñida, especialmente después de una esplenectomia o si la extensión se ha secado despacio (Fig. 26-13. Lámina 26-2B y C). Los eritrocitos están deshidratados, debido a la pérdida de cationes y de agua como resultado de la interacción de la hemoglobina anormal con la membrana erítrocitaria. Como consecuencia, las células son más rígidas y menos deformables que las normales, aumentando su propensión de ser atrapadas y destruidas en el bazo. El VCM es normal o reducido, y el CCHM está normal o elevado. La r e t i c u l o c t o s es menor de lo esperado, probablemente por una desviación hacia la derecha en la curva de disociación de la oxihemoglobina (Bunn, 1986).



Figura 26-12. Anemia lalciforme. Obsérvese que las células alargadas y puntiagudas presentan mayor densidad en el centro que en los bordes en contraste con los eliptocitos. Moléculas unidas de Hb S reducida formando tactoides distorsionan las células (x 875)



Electroforesis. No existe Hb A; más del 9 0 % de Hb C: menos del 7% de Hb F. La Hb E y la Hb O Arab tienen la misma movilidad que la Hb C en la electroforesis alcalina. Pueden separarse sobre gel de agar a un pH ácido (Fig. 26-11).



las moléculas precursoras del ARNm B. Esto es por la localización de la sustitución básica en el exón 1, cerca del 5 extremo del IVS-1 (Bunn. 1986). En el laboratorio, se puede demostrar que la Hb E es inestable; se precipita anormalmente en una prueba de desnaturalización por calor y con isopropanol. aunque esto no tiene significado in vivo: la supervivencia de los eritrocitos es normal en la enfermedad de la Hb E. F 5



Electroforesis. La Hb E se mueve de forma similar a la Hb A . la Hb C y la Hb O Arab en electroforesis alcalina. En gel de agar a pH ácido, la Hb E se mueve con la Hb A. la Hb O Arab tiende a separase de A, y se distingue la Hb C. En los homocigóticos. la Hb E supone más del 9 0 % de la hemoglobina, con Hb F del 1% al 10% y s i n Hb A. En los heterocigóticos. la Hb A es del 65% al 70% de la hemoglobina total, y la Hb E es del 3 0 % al 35%. Si uno o varios genes de talasemia a también están presentes, la proporción de ia Hb E disminuye y el V C M es también más bajo. Figura 26-13. Enfermedad de la hemoglobina C. después de esplenectomia. Antes de la esplenectomia la única anomalía morfológica era la presencia de células diana. Después de la esplenectomia, están presentes corpúsculos de HoweiiJolly y cristales de hemoglobina, como el del centro. Obsérvese que la mayoría de la hemoglobina en esta célula concreta está en la barra oscura, y la membrana es todavía visible. Algunos de estos cristales son claramente hexagonales (x 875).



R a s g o de la h e m o g l o b i n a C (Hb A C ) . La hemoglobina C prevalece en los africanos occidentales y en alrededor del 2% al 3% de los individuos de raza negra americanos. El estado heterocigótico es asintomático, sin anemia, y puede mostrar hipocromía lave y células diana (hasta un 40%). Eteclroloresis. Hb A, 5 0 % a 6 0 % ; Hb C, 3 0 % a 40%. Proporciones más bajas de Hb C y microcitosis normalmente están asociadas con la coexistencia de talasemia ». H e m o g l o b i n a s D y G. La hemoglobina G Filadelfia es la variante G más común en los afroamericanos. La Hb D Punjab y la Hb D Los Ángeles son idénticas (a¡R ' ) y constituyen la vanante D más frecuente en afroamericanos (


2



Eleclrotoresis. La Hb D y la Hb G Filadelfia (aj**^) tienen una movilidad en electroforesis alcalina idéntica a la de la Hb S pero muestran pruebas negativas de solubilidad y del fenómeno falciforme. La Hb y la Hb G se mueven diferentemente que la Hb S en gel de agar a un pH ácido. Al estar afectadas las cadenas a, la Hb G mostrará una banda doble de Hb A, en electrof o r e s i s alcalinas. Como se ha dicho previamente, la Hb G es algo más frecuente que la Hb D en negros americanos (Schneider. 1976). En el estado homocigótico, la Hb D representa en alrededor del 95% de la hemoglobina total, y la H b A , e s normal. Enel heterocigótico. la Hb D s e cuenta para menos de la mitad de la hemoglobina. 6



E n f e r m e d a d y r a s g o de la h e m o g l o b i n a E. La Hb E (B-' Glu->Lys) es la segunda hemoglobina más prevalente en el mundo y la tercera en Estados Unidos, por detrás de la S y la C. Se encuenlra principalmente en el sudeste asiático, y especialmente en personas de las extracciones de Thai y Burnese. pero también se encuentra en negros y blancos. El rasgo de la Hb E (Hb AE) es asintomático. con microcitosis (promedio de VCM =73) y sin anemia. La enfermedad de la hemoglobina E también es asintomática: se parece al rasgo de la talasemia. con microcitosis (promedio de VCM = 67) y eritrocitosis y anemia, si existe, leve. Las células diana son numerosas en la extensión sangui nea. La talasemia B de la Hb E es una enfermedad más grave que la enfermedad de la Hb E. y se parece a la talasemia B mayor; la Hb A está reducida o no existe. La Hb E se asocia con el fenotipo de la talasemia B tanto como con una cadena de globina estructuralmente anormal ya que la sustitución básica causante de la sustitución del aminoácido también causa la unión alternativa de



ESTADOS DOBLEMENTE HETEROCIGÓTICOS (HEMOGLOBINA n) Una cadena B anormal y diferente, heredada de cada progenitor, puede originar una interacción de la Hb C, D, o E con la Hb S produciendo una anemia hemolítica de gravedad variable. E n f e r m e d a d de la h e m o g l o b i n a S C . La frecuencia de la enfermedad Hb SC es casi la misma que la enfermedad Hb SS en afroamericanos. La gravedad es intermedia entre el rasgo y la enfermedad drepanocílicos. con la aparición de casi todas las manitestaciones de la anemia drepanocitica pero con menos frecuencia. El inicio es normalmente temprano en la infancia, pero las verdaderas dificultades no aparecen hasta la adolescencia o más tarde. Se observa fatiga, disnea por esfuerzo, frecuentes infecciones del aparato respiratorio superior, ataques de ictericia leve y artralgias. Las crisis suelen ser raras y leves. Las crisis dolorosas se dan más a menudo en articulaciones y músculos que en el abdomen. Puede haber un dolor constante en la cadera y lumbalgía con necrosis aséptica de la cabeza del fémur en rayos X. Se han descrito hematuria e infartos espíemeos. Las úlceras de pierna sólo se dan ocasionalmente. En el embarazo hay una tendencia hacia crisis de frecuencia aumentada, tanto clínicas como hematológicas. Las crisis dolorosas están relacionadas con los infartos, y puede haber muerte súbita tras el parto. A diferencia de la anemia drepanocílica. normalmente hay esplenomegalia. La constitución del cuerpo es normal o gruesa, a diferencia de los rasgos asténicos de la anemia drepanocítica. También, hay una mayor incidencia de retinopatía en la enfermedad de la Hb SC que en la enfermedad de la Hb SS. Sangre. La anemia varía entre moderada y muy leve y es normocrómica y normocítica. La anisocitosis y la poiquilocitosis pueden ser leves o graves, y las células diana son numerosas (hasta el 85% de los eritrocitos). En las extensiones están a menudo presentes células talciformes anguladas y rechonchas. La prueba de las células falciformes es positiva. Electroforesis. La Hb C y la Hb S se dan en cantidades casi iguales (del 4 5 % al 5 0 % cada). La Hb F varia desde normal hasta 7%. No existe Hb A. dado que no se pueden formar cadenas B normales. Enfermedad de la hemoglobina SD. La enfermedad SD se parece pero es menos grave que la anemia drepanocítica. y por tanto puede parecerse a la enfermedad SC. La prueba de las células falciformes es positiva. Electroforesis El patrón es indistinguible del de la anemia drepanocitica porque no se pueden separar la Hb S y la Hb D con la electroforesis habitual (alcalina). La electroforesis en gel de agar a un pH de 6.2 separará la Hb S y la Hb D: los estudios de solubilidad (la Hb D es más soluble que la Hb S) y los estudios familiares ayudarán a revelar la verdadera naturaleza de la situación. Uno de los progenitores tendrá probablemente una prueba de células falciformes negativa y una hemoglobina anormal con la movilidad de la Hb S. Existen otras vanantes de cadenas B doblemente helerocigólicas pero son incluso menos comunes. VARIANTES DE -EMOGLOBINA HETEROCIGOTICA Un número de sustituciones de aminoácidos tienen lugar en el grupo hemo. donde provocan el aumento en la estabilidad de la forma metahemoglobina



(Hb M) o alteran la afinidad del hemo con el oxígeno: este último altera normalmente la estabilidad de la molécula. Otras sustituciones afectan las zonas de contacto (/.13; esto también puede cambiar la estabilidad y la afinidad para el oxigeno de la molécula (Bunn. 1994|. Estas hemoglobinopatias funcionales importantes son heteroagóticas: normalmente la concentración de la hemoglobina anormal es menor del 50%. Generalmente, las hemoglobinas con cadenas a anormales forman una proporción menor del total (10% al 25%) que las que tienen cadenas íi anormales (35% al 50%). Hemoglobinas asociadas a metahemoglobinemia y cianosis Hemoglobina M. Siete hemoglobinas anormales se asocian con metahemoglobinemia clínica y cianosis que no responden al azul de metileno (Bunn. 1994) (Tabla 26-4). La característica común es que todas tienen una sustitución de un aminoácido en o cerca del grupo hemo. asi esa metahemoglobma no es generalmente estable y se previene la reducción a hemo ferroso y de ahí su unión reversible con el oxígeno. La metahemoglobina supone no más del 3% de la hemoglobina total en humanos. La cianosis desde el nacimiento se observa en trastornos de hemoglobina M con anormalidades en las cadenas «. o en la Hb M fetal (Hb Fm Osaka) En esta última, la cianosis desaparecerá después de que las cadenas (hayan sido reemplazadas por cadenas 0. aproximadamente a los 6 meses de edad. La cianosis no aparece hasta cerca de los 6 meses de edad en las variantes de Hb M con alteraciones en las cadenas fi. por la misma razón (Bunn. 1994). La cianosis no está asociada, por supuesto, con anomalías enzimáticas de los glóbulos rojos, fármacos tóxicos o trastornos cardiacos cianóticos. condiciones que deben considerarse en el diagnóstico diferencial. Los pacientes generalmente no presentan otros síntomas. Todos los trastornos de Hb M se han descubierto en heterocigóticos. probablemente, debido a que la homocigosis es letal. Algunos tipos de Hb M no se separaran de la Hb A en la electroforesis alcalina. Si el hemolizado se convierte primero a metahemoglobina. la Hb M migrará de modo diferente desde la metahemoglobina normal a pH = 7,1. El espectro de absorción de la Hb M eluida, que puede ser distintivo, se puede comparar con el de la metahemoglobina normal (Bunn, 1994). El análisis de aminoácidos de mapas peptidicos de digestiones tripticas de la hemoglobina anormal servirá para la identificación de Hb M Esto puede llevarse a cabo en un laboratorio de referencia. Hemoglobinas asociadas con afinidad del oxígeno alterada Aumento de afinidad y policitemia. Se han descrito más de 50 hemoglobinas anormales con una alta afinidad por el oxígeno que se asocian con eritrocitosis familiar (Bunn, 1998). Algunas se enuncian en la Tabla 26-4. La curva de disociación del oxígeno se desvia a la izquierda. El P.„, la presión parcial de oxigeno en la que la hemoglobina está saturada al 50%, está disminuido. En condiciones fisiológicas, el P^, normal del total de la sangre es de 26 mm Hg: en este trastorno, está entre 5 mm Hg a 23 mm Hg Como la hemoglobina tiene una mayor afinidad por el oxigeno, los tejidos están relativamente hipóxicos con cualquier Po . dando como resultado un aumento en la producción de eritropoyetina y policitemia. Ya que la sustitución de aminoácidos está en el interior de la molécula, la hemoglobina anormal generalmente es indistinguible de la Hb A en electroforesis (Stamatoyannopoulus, 1971). ?



Hemoglobina Chesapeake. Un anomalía en la cadena « asociada con policitemia asintomática leve fue descrita por primera vez en una familia de raza blanca en 1966. Las características fueron similares a las de la policitemia familiar benigna. La hemoglobina anormal, representando el 30% del total, tenía una afinidad por el oxigeno aumentada que daba lugar a unos niveles de hematocrito significativamente elevados. La hemoglobina anormal puede ser detectada por electroforesis en bloque de almidón o en gel de almidón. Estos trastornos son autosómicos dominantes: sólo se han descrito casos heterocigóticos. La concentración de hemoglobina se encuentra entre 15 g'dl a 23.8 g/dl. Sólo aproximadamente la mitad de estas hemoglobinas anormales pueden separarse de la Hb A por electroforesis en gel de almidón o acetato de celulosa a pH = 8,6. Para establecer el diagnóstico, son necesarias las medidas de la afinidad del oxigeno (Bunn, 1986). Afinidad disminuida y cianosis. 15 hemoglobinas anormales son estables y presentan una afinidad disminuida hacia el oxigeno (véase Tabla 26-4,



Bunn. 1986). Estos individuos tienen anemia leve y una curva de disociación oxigeno-hemoglobina que se desvia hacia la derecha ( P aumentada). Tres de estas variantes se asocian con cianosis. El nivel de hemoglobina puede estar algo reducido sobre la base de un P,, elevado. a



Hemoglobina Kansas. Esta hemoglobina de baja afinidad, descrita en un chico blanco, tiene justamente la propiedad contraria que la Hb Chesapeake. Las características clínicas lueron cianosis desde la lactancia, tensión de oxigeno arterial normal y saturación de oxigeno reducida. La electroforesis después de la conversión a metahemoglobina permite la separación de la Hb A (Reissman, 1961). HEMOGLOBINAS INESTABLES (Bunn. 1998) Se han descrito más de 100 variantes de hemoglobinas en las que la hemoglobina precipita en el interior de los glóbulos rojos como cuerpos de Heinz. Algunas se enuncian en la Tabla 26-4. Aproximadamente un 75% de las alteraciones son en las cadenas 8. Algunas hemoglobinas inestables raras como la Hb F Poole se relacionan con variantes inestables de cadena y. La sustitución o deleción de aminoácidos convierte a la molécula de Hb en inestable. Los precipitados de Hb se unen a la membrana de la célula y acortan su supervivencia: las células son inflexibles: los cuerpos de Heinz se eliminan por el bazo; las células más dañadas tienen una supervivencia aún más corta. La afinidad por ei oxigeno está generalmente alterada y puede estar aumentada o disminuida. Algunas a de eslas hemoglobinas inestables producen "anemias hemoliticas congénitas con corpúsculos de Heinz. Todos los pacientes han sido helerocigotos. Las manifestaciones clínicas han mostrado una variación considerable, desde anemias hemoliticas severas durante el primer año de vida (p. ej.. Hb Hammersmith. Hb Bristol) a anemias hemoliticas crónicas leves (Hb Louisville. Hb Hasharon) que pueden acentuarse con fármacos (Hb Zunch). Unas pocas hemoglobinas inestables se han descubierto de modo accidental en individuos clínicamente normales (Hb Tacoma. Hb Sogn). La ictericia y la esplenomegalia son comunes, como en otras anemias hemoliticas. Lo más distintivo en algunos casos es la excreción de orina muy oscu recida (sólo durante las crisis hemoliticas en algunas vanantes leves). Los pigmentos de la orina parecen ser dipirroles. probablemente un producto de la degradación de las moléculas de hemo después de la separación de las glotonas (Dacie. 1991). La cianosis se presenta en algunos pacientes y se debe a la metahemoglobinuria y suifohemoglobinemia o baja afinidad por el oxigeno. La anemia es normocítica y de normocromica a hipocrómica. lo último debido a la eliminación de la hemoglobina precipitada desde los glóbulos rojos viejos por los macrófagos del bazo y otros órganos reüculoendoteliales. Una característica comente es un abundante punteado basólilo probablemente relacionado con un excesivo agrupamiento de ribosomas. Se pueden observar células mordisqueadas' ( M e cells) ocasionales. Los pacientes con una concentración de hemoglobina relativamente alta en el estado de equilibrio generalmente presentan variantes de hemoglobina con una alta afinidad por el oxígeno y tienen inesperadamente un elevado cómputo de reticulootos (p. ej.. Hb Kóln. Hb Gun Hill). En cambio, los pacientes con una concentración de hemoglobina más bien baja pueden ser relativamente asintomaticos si su hemoglobina tiene una afinidad por el oxigeno baia: sus cómputos de reliculocitos son inesperadamente bajos para la concentración de hemoglobina (Hb Hammersmith). Los corpúsculos de Heinz aparecen raramente en los glóbulos rojos circulantes antes de la esplenectomia. aunque a veces pueden generarse por incubación de los eritrocitos con azul de cresil brillante o azul de metileno reciente. Después de la esplenectomia. los cuerpos de Heinz son fácilmente demostrables en una gran proporción de células. La extensión sanguínea muestra células irregularmente contraidas y un punteado basólilo que puede ser pronunciado. En pacientes esplenectomizados, los cuerpos de Heinz pueden interferir con determinaciones de hemoglobina y con el cómputo electrónico de glóbulos blancos y plaquetas. Antes de medir la absorbencia del hemolizado, debería centrilugarse para eliminar los cuerpos de Heinz. El cómputo de plaquetas y leucocitos debería realizarse por métodos visuales. La electroforesis de la hemoglobina es normal en aproximadamente una cuarta parte de los pacientes. La Hb A puede estar elevada en las variantes



de cadenas B a consecuencia de la pérdida de hemoglobina anormal procedente de las células y este fenotipo puede parecerse a la talasemia intermedia. La Hb F puede estar aumentada hasta un de 10% a un 15%. Las determinaciones claves de laboratorio son la prueba de inestabilidad al calor y la precipitación con isopropanol Prueba de inestabilidad al calor. La mayoría de las hemoglobinas inestables precipitan más rápidamente que las hemoglobinas normales cuando se incuban a 50 C (Dacie, 1991). Tanto las hemoglobinas normales como las inestables precipitan más rápidamente en lampones Tris que en tampones de losfato. En un hemolizado en tampón tris se forma un precipitado fácilmente visible en una hora si está presente una hemoglobina inestable. La muestra control está clara o ligeramente turbia. Una precipitación leve es equivoca. La prueba debería repetirse, asi como también realizar la prueba de precipitación con isopropanol. Los precipitados que comprenden entre el 10% y el 4 0 % de la Hb total se encuentran en los trastor nos de las hemoglobinas inestables. Prueba de precipitación con isopropanol. Un disolvente relativamente no polar debilita las uniones internas de la hemoglobina y disminuye su estabilidad (Carrell, 1972). Una hemoglobina inestable precipita en 20 minutos en un disolvente no polar como isopropanol, mientras que un hemolizado normal permanece claro durante 30 a 40 minutos. Altos niveles de Hb F ocasionan resultados falsamente positivos.



Talasemias Las talasemias comprenden un grupo heterogéneo de trastornos hereditarios de la síntesis de hemoglobina que aparece predominantemente entre personas de origen mediterráneo, africano o asiático. La característica común de estos trastornos es la producción defectuosa de las cadenas polipeptídicas de la hemoglobina, es decir, la velocidad de síntesis está disminuida pero la cadena formada es, en la mayoría de los casos, estructuralmente normal. En las B-talasemias, la producción de cadenas B está disminuida. En las «-talasemias, 6B. 8. y ySB-talasemias ha disminuido la síntesis de las respectivas cadenas polipeptídicas Estas alteraciones diversas constituyen el "síndrome lalasémico'. Weatheralll (1994) y Bunn (1986) han resumido las pruebas de los defectos genéticos en estas enfermedades, que, en la mayoría de los casos, conducen a una deficiencia cuantitativa de ARNm.



Defectos moleculares En las fl-talasemias existe una considerable heterogeneidad en los defectos moleculares. Se han identificado más de 180 mutaciones diferentes como causa de B-talasemia. La mayoría se asocian con una sustitución básica sencilla que produce defectos en la transcripción, replicación del ARN o translación (vía desviaciones de la estructura o codones sin sentido), lo que produce un ARNm disminuido o inestable. En variantes raras, la producción de cadenas B globinas altamente inestables causa B-talasemia (Bunn, 1998). Aproximadamente 20 mutaciones suponen el 80% de todos los alelos para Btalasemia en la población mundial (Weatherall, 1999). En la B°-talasemia, la síntesis de cadenas B está ausente. Los genes de las globinas B están intactos: es muy raro que algún gen este borrado. En algu-
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nos casos el ARNm está ausente: en otros casos el ARNm está presente pero no es funcional. Hay una heterogeneidad considerable en los defectos moleculares. En la talasemia B\ las cadenas de globma están presentes pero disminuidas en cantidad ya que los defectos moleculares han provocado una producción de una cantidad disminuida de ARNm o ARN inestable i Tabla 26-5). En las talasemias 6B. se han descrito diferentes deleaones tanto de los genes 5 como B. En la talasemia yÓB una gran deleción que comprende los genes y y el gen Ó se interrumpe poco antes del gen B. aunque la información de este último se encuentra muy reducida. Las hemoglobinas Lepori tienen cadenas o normales y cadenas 8B anormales. Las últimas son producidas por fusión de genes 86 que son el resultado de entrecruzamiento desigual entre los genes de las globinas 8 y B en la meiosis. Las talasemias u. se deben generalmente a una deleoon genética de diferente extensión. El determinante de la talasemia 


Talasemia-li Las observaciones clínicas y de la hemoglobina en las B-talasemias se resumen en la Tabla 26-6. Los trastornos son muy heterogéneos, lanto fenotipicamente como a nivel de los defectos moleculares. Los términos talasemia mayor, talasemia intermedia y talasemia menor se refieren a la gravedad clínica y no son designaciones genéticas. Talasemia-B homocigótica (talasemia mayor: anemia de Cooley). Con ausencia (B') o disminución intensa (B-) de la producción de la cadena B, la producción de la cadena y se mantiene alta (el nivel de Hb Fes elevado), y hay un exceso de cadenas ot. Los agregados de las cadenas o (rxj son inestables y precipitan en el normoblasto o glóbulo rojo y dañan las células. El exceso de las cadenas rx y sus productos de degradación, hemo. hemina y hierro, que sirven como centros para la generación de especies de oxígeno reactivo, provocan la oxidación parcial de la banda 4.1 y un cociente espectrinabanda 3 reducido en los precursores eritrocilarios. Se eliminan los precipitados y las células, lo que provoca entropoyesis y una anemia hemolitica grave. Además, la agrupación de la banda 3 en la membrana puede estar seguida por una opsonización de IgG autólogo y sus complementos, y una eliminación por macrólagos (Weatherall, 1999). Los hallazgos clínicos incluyen ictericia y esplenomegalia, que se hace evidente en la primera infancia. Los huesos faciales prominentes y los huesos de los carrillos y las mandíbulas dan un aspecto mongoloide. Estos cambios y los



Principales categorías de la B-talasemia y sus defectos bioquímicos y moleculares asociados Síntesis d e l a c a d e n a - • d e H B F
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hallazgos radiográficos de la corteza fina de los huesos planos y largos y del engrosamiento del cráneo con osleoporosis (aspecto de "cráneo en cepillo") reflejan la hiperplasia extrema de la médula ósea en respuesta al proceso hemolitico. Crece achaparrado y la pubertad se retrasa. La mayoría de los pacientes requieren transfusiones regulares y experimentan problemas debidos a la sobrecarga de hierro. Normalmente se desarrolla una sobrecarga de hierro, y la principal causa de muerle es el fallo cardíaco debido a la siderosis del miocardio hacia el final de la tercera década. Sangre. A diferencia de la mayoría de las enfermedades hemolíticas. la anemia es hipocrómica y microcitica Esto probablemente se debe al defecto en la síntesis de la hemoglobina. Se observa poiquilocitosis extrema con formas extrañas, células diana, ovalocitosis. anillos de Cabot, corpúsculos de Howell-Jolly. fragmentos nucleares, siderocitos. anisocromía. anisocitosis, y a menudo normoblastosis extrema. La poiquilocitosis es más sorprendente en pacientes con el bazo intacto; la normoblastosis es más grave después de la esplenectomia Los normoblastos tienen un citoplasma hipocrómico y. especialmente después de la esplenectomia. un agregado de hemoglobina de tinción muy densa (Lámina 26-2F). que probablemente representa cadenas a precipitadas (con el hemo unido). La incubación de la sangre con violeta de metilo (al igual que para los cuerpos de Heinz) tiñe estos precipitados tanto en eritrocitos como en normoblastos. El cómputo de reticulocitos es menos elevado de lo previsto para el grado de anemia como consecuencia de la destrucción de precursores eritroides en la médula. La resistencia osmótica de los eritrocitos, el hierro del suero y la bilirrubina indirecta están aumentados.



Sangre. Normalmente no hay anemia. Característicamente, el cómputo entrocitano está elevado y la hemoglobina y el hematoento están disminuidos. La hemoglobina celular media (HCM) es baja, normalmente menos de 22 pg. y el VCM es bajo, entre 50 fl y 70 fl. La CCHM a veces es baja pero a menudo es normal. En extensiones teñidas, las células tienen un grado moderado de microcitosis y poiquilocitosis; a menudo hay células diana y punteado basófilo (Lámina 26-2E). La fragilidad está reducida. La concentración de hierro en suero es normal o elevada y el nivel de la ferntina sérica es normal. Médula. Puede encontrarse hiperplasia normoblástica y depósitos de hierro elevados. Estudios de hemoglobina. La Hb A, está aumentada en un intervalo de 3,5% a 7%. La Hb F está ligeramente elevada en alrededor de la mitad de los casos. Si la Hb F excede del 5%, es probable que exista un gen con PHHF. En algunos casos de talasemia B heterocigótica. la Hb A está normal. Una clasificación clínicamente útil ha designado los casos con un patrón hemoglobinico normal y cambios hematológicos leí gen 'silente' de la talasemia Bl. como talasemia R tipo 1 con HbA normal y los casos con cambios eritrootarios característicos de la talasemia, como talasemia 13 tipo 2 con Hb A normal. Se necesitan estudios de síntesis de globma para identificar el tipo 1, y para distinguir el tipo 2 de la talasemia a menor (Weatherall, 1983). Sin embargo, los estudios indican que la mayoría de estos casos parecen resultar de la herencia de talasemias 


Talasemias-5B. Este tipo se puede dividir en dos subtipos principales (66) y (86) . Las talasemias (8B) resultan de las deleciones del grupo de genes de globina B de longitudes variables. Las talasemias (8B)- incluyen dos clases principales. La primera provoca la producción de un gen de fusión óB anormal, como Hb Lepore o Hb Kenya. La segunda resulta de dos mutaciones diferentes en el grupo del gen de globina ryoB de forma que el gen de globina B o u. está inactivado parcial o completamente por una expresión aumentada del gen y. La talasemia (8B) ' homocigótica se caracteriza por una talasemia intermedia en ausencia tanto de Hb A como de Hb A-. Los heterocigóticos para la talasemia (86)° tienen talasemia menor, con del 5% al 20% de Hb F distribuida en un patrón heterocelular y Hb A normal o por debajo de lo normal. La hemoglobina Lepore representa un ejemplo de talasemias (SB)(Weatherall, 1994,1999). -



Médula Se observa una hiperplasia normoblástica intensa. Muchos normoblastos tardíos muestran incursiones de cuerpos como en la sangre. La destrucción intramedular de la hemoglobina (eritropoyesis inefectiva) está aumentada más notablemente en la talasemia mayor. Están aumentados el almacenaje de hierro y sideroblaslos. 3



Estudios de hemoglobina. En la talasemia B . la Hb A está ausente, la Hb F llega hasta el 98%, y la Hb A es de alrededor del 2%. En las talasemias B(mediterráneas). la Hb F es del 6 0 % al 95%, con Hb A presente. Aunque la Hb A,, puede estar o no elevada, la relación entre A, y A está siempre aumentada. En negros con talasemias B\ las características clínicas son menos graves ("talasemia intermedia") y la transfusión no es generalmente necesaria; la Hb F es del 20% al 40%. la Hb A2 es del 2% al 5% y los niveles de Hb A son superiores. Talasemia f) heterocigótica (talasemia menor; rasgo de Cooley). Los hallazgos clínicos son los siguientes: los signos de la talasemia B heterocigótica varían desde anemia moderadamente severa (talasemia intermedia) hasta hallazgos clínicos completamente normales. Las formas intermedias severas de la talasemia heterocigótica son raras y se encuentran en individuos procedentes de países mediterráneos pero no en los de raza negra: en los últimos, la talasemia heterocigótica es uniformemente leve. En muchos individuos, hay una anemia microcitica e hipocrómica leve con ligera ictericia hemolitica y esplenomegalia. La mayoría de individuos con talasemia menor no muestran síntomas ni signos físicos anormales.



c
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:



;



Síndromes de hemoglobina Lepore. La Hb Lepore es una hemoglobi na anormal que tiene una cadena u normal combinada con una cadena 8B mixta (Weatherall. 1994). Probablemente se produce como consecuencia de una desorientación cromosómica con cruzamiento y fusión de material genético en el complejo del gen 8B. La hemoglobina Lepore se denominó asi por la familia en la que se describió primero en 1958 (Orkin. 1998). Se han descritos diferentes Hb Lepore. dependiendo del punto de fusión. Como la cadena mixta de 8B se sintetiza a una velocidad lenta, provoca una morfología de los eritrocitos microciticos hipocrómicos que recuerda a las talasemias (Tabla 26-6). La Hb Lepore se desplaza de forma parecida a la Hb S en electroforesis alcalina y normalmente constituye alrededor del 10% de la heme de los heterocigóticos mientras que la H b A , se calcula en un 2% (Weatherall. 1994).



Oíros autores indican que en la Hb Lepore homocigótica, la Hb F es del 9 0 % y la Hb Lepore es del 1 0 % mientras que en heterocigóticos la Hb Lepore constituye del 2% al 4% y la Hb F del 3% al 5% (Orkin, 1998).



Heterocigosis doble para la talasemia í) y la variante de la cadena ñ Los pacientes doblemente heterocigóticos para la talasemia fi y una variante de la cadena de hemoglobina B tienen niveles de Hb A menores que el nivel de la hemoglobina varianle. En el rasgo simple de células falciformes. por ejemplo, el nivel de Hb A siempre es más alto que el de la Hb S. Talasemia de células falciformes (talasemia HB sil). La talasemia Hb S/'B- es más grave que la talasemia Hb S/B'. La anemia y los hallazgos clinicos varían de leves a graves, con manifestaciones similares a las de la anemia de células falciformes (Hb SS). En contraste con la Hb SS. el bazo se mantiene alargado en la talasemia Hb S/B después de la niñez y hasta la vida adulta. Sangre. Hay microcitosis acentuada, hipocromía variable y muchas células diana. Las células lalciformes son poco comunes. El VCM y el HCM son bajos. Estudios de hemoglobina. Las pruebas de solubilidad y de drepanocitosis evidentemente son positivas. En la talasemia Hb S/6-. la Hb A es de 15% a 3 0 % ; la Hb S es de más de 5 0 % : la Hb F es de 1% a 2 0 % ; y la Hb A está aumentada, normalmente por encima del 4,5%. Aunque estos individuos clínicamente pueden recordar al rasgo drepanocítico (Hb AS), en la talasemia Hb SVB' la cantidad de Hb S siempre es mayor que la Hb A; mientras que en la Hb AS. la Hb A siempre supera la Hb S 2



En la talasemia Hb S/B", la Hb A está ausente; la Hb S es del 75% al 9 0 % : la Hb F es del 5% al 20%: y la Hb A, normalmente está aumentada, por encima del 4,5%. Este trastorno recuerda tanto clínica como hematológicamente la enfermedad de células falciformes. La diferencia principal estriba en que en la talasemia Hb S/B", el VCM y el HCM son inferiores y la Hb A, está aumentada. Para una distinción clara a menudo es necesario un estudio de familia (Lehmann, 1977; Wrighstone. 1974). Talasemia de la hemoglobina C (talasemia Hb C/B). Esta se produce principalmente en negros, en los que tiende a provocar una pequeña incapacidad. Los pacientes de origen mediterráneo normalmente tienen anemia hemolítica moderadamente grave. Sangre. El HCM y el VCM están reducidos. En las extensiones de sangre hay células diana hipocrómicas. eritrocitos fragmentados y microesferocitos. muchos de los cuales tienen un aspecto doblado. Estudios de hemoglobina. En la talasemia Hb C/B°, la Hb C es del 9 0 % al



95%, la Hb F es del 5% al 10%, y la Hb A está ausente. En la talasemia C ' 8 \ la Hb A es del 20% al 30%, y la Hb C es del 7 0 % al 80%. Los niveles de Hb A no se pueden estudiar cuando la Hb C está presente, ya que no existen métodos satisfactorios para separar las dos. 2



Talasemia de la hemoglobina E (talasemia Hb E/8). Este trastorno se



manifiesta por una anemia grave, con características clínicas y hematológicas parecidas a las de la lalasemia mayor. Estudios de hemoglobina. Hb E. del 1 5 % al 95%; Hb F, del 5% al 8 5 % . Es



de interés que la Hb A esté casi siempre ausente. Esto enfatíza el hecho de que la ausencia de Hb A no se puede tomar como prueba de homocigosis; debe ser confirmada por estudios familiares.



Persistencia hereditaria de la hemoglobina fetal (PHHF) La PHHF agrupa a un conjunto de alteraciones caracterizadas por una producción de Hb F que persiste más allá de la lactancia sin qe haya anormalidades hematológicas significativas. Aparece en aproximadamente un 0 . 1 % de los americanos de raza negra: hay también una forma griega y otras variantes (Weatherall, 1994). En la raza negra, los homocigotos presentan eritrocitos ligeramente microcíticos e hipocromos sin anemia. La Hb F supone el 100%. No están presen-



tes ni Hb A ni H b A > En los heterocigóticos, no se encuentran anormalidades hematológicas. La Hb F supone entre un 2 0 % y un 30%. y la Hb A^ entre un 1% a un 2 , 1 % y el resto Hb A. Con la técnica de elucción en medio ácido, la Hb F está homogéneamente distribuida entre los eritrocitos en el tipo pancelular o negro de la PHHF. Esto contrasta con la talasemia B o talasemia 6B. en las que la distribución es heterogénea. La PHHF heterocelular más común es el tipo suizo. No se producen cambios hematológicos y la Hb F, que está heterogéneamente distribuida en las células, representa entre un 1% a un 3%. Es difícil definir esta situación ya que coincide con la normalidad. Cuando se hereda un gen de talasemia B. el resultado es una mayor cantidad de Hb F que la que se encuentra exclusivamente en una talasemia B heterocigótica (Weatherall, 1981) La PHHF puede producirse a partir de una deleción del complejo 5B similar a la deleción de la talasemia 5 B . Sin embargo, esta última se asocia con cantidades relativamente más bajas de síntesis de cadenas ( (Weatherall, 1994). Otros casos de PHHF se deben a mutaciones puntuales de los promotores de los genes y (Weatherall. 1999). :



Talasemia-a La talasemia a es probablemente el trastorno genético simple más frecuente en humanos, pero su distribución en el mundo está muy limitada a los trópicos y a las regiones subtropicales (Higgs. 1989). Se ha observado que los portadores resisten la infección por Plasmodium lalciparum. Mientras que existe un gen para las fi-globinas por genotipo haploide. hay dos genes para las cadenas globinas ce. El haplotipo normal se designa como mv. El determinante de talasemia a leve (-ra/) es talasemia 


El determinante de talasemia ra severa (--•) es talasemia ra . también llamada talasemia ct 1. una deleción de dos genes. Se han asociado al menos tres mecanismos moleculares con la pérdida de dos genes (lalasemia ra ). Las deleciones. actualmente de 17 tipos diferentes, pueden eliminar o activar ambos genes de globma. Con menos frecuencia, ambos genes pueden perderse como resultado de un truncamienlo del cromosoma 16. El tercer mecanismo envuelve la eliminación de una región clave reguladora. Hs 40 (Weatherall. 1999). Las principales formas de talasemia a se reseñan en la Tabla 26-7. c



Hidrops fetal con Hb de Bart. La completa ausencia de las cadenas a es incompatible con la vida. Los niños nacen con edema severo, anemia marcada y hepatoesplenomegalia notable. La sangre muestra marcada anisocitosis, poiquilocitosis, microcitosis y erítroblastosis. La incompatibilidad ABO o Rh está ausente. Consecuencia de la ausencia de cadenas a, no están presentes ni la Hb A (u í3 ) 'a Hb F (a-y,). Están presentes grandes cantidades de Hb de Barí (y,) y algo de Hb H (6.); ambas se desplazan más rápidamente que la Hb A en electroforesis alcalina. La Hb de Bart no es menos útil funcionalmente para transferencias de oxígeno. ni



?



;



Enfermedad de la hemoglobina H. Tres de los cuatro genes ra están ausentes. Una anemia crónica con el cuadro clínico de talasemia intermedia es corriente, aunque la gravedad varíe. Se ha descrito la enfermedad de la Hb H en casi todos los grupos raciales, especialmente en el sudeste de Asia, Grecia y zonas del Oriente Medio; es muy rara, sin embargo, en individuos de raza negra. Sangre. El VCM y el HCM están reducidos, con una variación del VCM de 60 fl a 70 II en adultos (Higgs. 1989). La extensión sanguínea muestra hipocromía, células diana y anísopoiquilocitosis (Lámina, 26-2G). Los reticulocitos están normalmente entre 4% y 5%. La tinción vital de la sangre con un colorante oxidante como el azul de cresil brillante induce la formación de cuerpos de inclusión de color azul pálido (precipitados de Hb H) en muchos de los eritrocitos, que contrastan con los precipitados de color azul intenso de RNA en los reticulocitos (Lámina 26-2H). Después de la esplenectomia. se observan grandes corpúsculos aislados de Heinz. Estudios de hemoglobina. La electroforesis de hemoglobina muestra una banda de migración rápida de Hb H (BJ que se cuenta del 4% al 30% de la
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Tabla 2 6 - 7



Talasemia a Patrón de hemoglobina



Síndrome Hidrops fetal Enfermedad por Hb H Talasemia menor



Portador silente Moriría



Genotipo --/--I-a (--lúa •) -laa -al -a aa/a.a •al ota (aoVaa ) aa/utx



Características clínicas



Recién nacido



Después del 1™ ano de vida



Muerte fetal o neonatal con anemia grave



Hb Barí > 8 0 % Hb H, Hb Portland Hb Bart 2 0 % - 4 0 % (presencia de Hb CS) Hb Barí 2 % - 2 0 %



Hb H 5%-30% Trazas de Hb Barí (HB CS 2%-3%) Ninguna



Hb Bart 1%-2% (presencia de Hb CS) Trazas de Hb Bart 0



Ninguna (Hb CS 1%) Ninguna



Anemia hemolítica crónica Anemia leve o inexistente; RBC talasémica



Sin alteraciones clínicas ni hematológicas Sin alteraciones clínicas ni hematológicas



u • Estructura u del gen para la HB Constant Spring; a = gen sin colección de talasemia a. Modihcado de Wintrobe MM. Lee GR; Bogas DR. y cols : Clinical Hematology, 8" ed. Filadelfia, Lea & Febiger. 1981. con permiso.



hemoglobina, e indicios de la migración ligeramente menos rápida de la Hb Bart ( Y ) . La Hb H se puede precipitar in vitro y perder del hemolizado por manipulación descuidada o si se almacena de forma prolongada. La Hb Bart es resistente a los álcalis y se puede medir con la Hb F (que no aumenta en la enfermedad de la Hb H). El porcentaje de la Hb de Bart es del 2 0 % al 4 0 % en el parto; luego disminuye gradualmente, pero el nivel observado en adultos es bastante variable. 4



Preparación de la hemoglobina H. Durante la incubación de dos partes de sangre en una de azul de cresil brillante al 1 % , la Hb H inestable (I3 ) precipita gradualmente como inclusiones pequeñas de color azul pálido, distribuidas uniformemente en la membrana eritrocitaria (Lámina 26-2H) (Jones. 1981). Las inclusiones de Hb H se deben distinguir de 1) los granulos y redes reticulares en los reticulocitos, que son de color azul más oscuro; y 2) corpúsculos de Heinz preformados (Lámina 26-21), que son mayores, también de azul más oscuro, y a menudo unidos a la membrana. Después de 10 a 20 minutos de incubación a temperatura ambiente, hay inclusiones de Hb H en al menos la mitad de los eritrocitos en la enfermedad de la Hb H, y en algún eritrocito más raro en la talasemia 


da lugar a un cuadro similar al de la talasemia. El estado homocigótico se presenta como una anemia leve con microcitosis y de un 5% a un 8% de Hb CS. Hb A normal, y cantidades traza de Hb de Bart. y el resto de Hb A (Weatherall. 1994). El estado heterocigótico no muestra alteraciones hematológicas: Hb A y A normales y aproximadamente un 1 % de Hb CS. La Hb anormal migra más lentamente que la Hb A a pH alcalino y se confunde fácilmente. El gen se comporta de forma similar al gen de un portador silente (rasgo de la talasemia 
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2



4



Talasemia menor (talasemia os heterocigótica o talasemia uhomocigótica). La a u s e n c i a de genes a provoca características similares a la talasemia 13 menor con anemia muy leve, microcitosis con un VCM que varía de 65 a 75 fl, nivel sérico normal de hierro, ferritina sérica normal y protoporfirina eritrocitaria normal (Higgs. 1989). Estudios de hemoglobina. El diagnóstico se mide mejor por la determinación de un 5% a un 6% de hemoglobina de Bart en la sangre de cordón; normalmente sólo se encuentran cantidades trazas (< de 0,5%). En adultos, los cuerpos de inclusión de Hb H se pueden encontrar en algunos casos en un pequeño porcentaje de eritrocitos (quizás 1 en 105), si realmente se buscan de forma exhaustiva (Wasi, 1974) y la muestra se enriquece con eritrocitos que contienen H b H (Jones, 1981). Por otra parte, ninguna indicación de desequilibrio de la hemoglobina puede delectarse mediante la utilización de técnicas estandarizadas, y el diagnóstico debe establecerse por exclusión de deficiencia de hierro, anemia de trastornos crónicos y talasemia 13 o demostrando una menor relación de síntesis de cadenas «'cadenas 13 (aproximadamente 0,6). Portador silente de talasemia u (talasemia «• heterocigótica). En este caso, uno de los cuatro genes para las « globinas está ausente. Aunque en adultos las extensiones sanguíneas y los estudios de hemoglobina son normales, el VCM puede estar normal o ligeramente disminuido con un valor medio de 81,5 fl y un intervalo de 75 a 85 fl (Higgs. 1989). En lactantes, la Hb de Bart supone entre un 1% a un 2% de la hemoglobina de la sangre del cordón. El diagnóstico no puede ser fiable en el adulto con estas técnicas. Hemoglobina Constant Spring. La Hb Constant Spring (Hb CS) es una variante de cadenas rx con 31 aminoácidos extra. Se sintetiza lentamente y



Diagnóstico prenatal de los trastornos de la hemoglobina En poblaciones donde hay una incidencia significativa de formas severas de talasemia o anemia falciforme, se debería realizar un cribado entre las mujeres al comienzo de la gestación para buscar talasemia y los rasgos falciformes (Weatherall. 1985:1994: Alter, 1988). Si ambos padres son portadores, la prevención del trastorno grave es posible mediante consejo genético y ofreciendo diagnóstico prenatal con la opción de aborto terapéutico. El análisis de sangre fetal se ha utilizado desde 1974 para el diagnóstico de talasemia mayor, utilizando muestras obtenidas por aspiración placentaria o fetoscopia con visión directa entre las 18 y las 20 semanas de gestación. Los eritrocitos lavados se incuban con aminoácidos marcados y se determina la velocidad de síntesis de las cadenas re-B-y. Una relación B,'y menor de 0,035 es indicativa de talasemia B homocigótica: la relación 6/y normal a esta edad es de 0,10 a 0.12. Aunque la mortalidad fetal del procedimiento es del 5% al 10%, esta técnica ha sido bien aceptada en varias poblaciones y ha conseguido una importante disminución en la incidencia de nuevos casos de talasemia B mayor en estas áreas. El análisis de ADN letal puede realizarse en muestras de células fetales obtenidas por amniocentesis entre las 16 y las 18 semanas, o por biopsia de vellosidades coriónicas entre las 8 y las 12 semanas de gestación. Esto último es preferible pues permite llevar a cabo el aborto terapéutico dentro del primer trimestre. Las endonucleasas de restricción son enzimas que cortan las moléculas de ADN en fragmentos en lugares específicos dependiendo de la secuencia de bases. Los fragmentos se separan mediante electroforesís en gel, luego se inmovilizan con nitrocelulosa. Las sondas con genes marcados radiactivamente se hibridan luego con el fragmento(s) que contiene(n) el gen y son detectadas por autorradiografia. La identificación directa de las mutaciones genéticas se puede realizar utilizando enzimas de restricción y sondas apropiadas de ADN (Tabla 26-8). De este modo, las deleciones se pueden detectar en las talasemias ix o en algunas formas raras de talasemia B debido a deleciones. La enfermedad de células falcilormes es un buen ejemplo de una variante que es debida a una mutación que afecta a una localización de restricción. Ciertas nucleasas de restrición (Dde; Mst II) parlen el ADN normal a nivel del lugar Fj ~ del gen de la globina. y la mutación falciforme a nivel de B' anula el lugar de partición. Los patrones de los fragmentos de ADN resultantes que s;



:



contienen el gen de la B-globina permiten la distinción entre el ADN normal, el ADN B' heterocigótico. y el ADN Í3 homocigótico (Orkin. 1982). El análisis de la unión de la longitud de la restricción del polimortismo del fragmento (LRPF) depende de los cambios no dañinos de base simple del ADN que son heredados, y elimina la existencia de lugares de restricción enzimática o produce unos nuevos. Si uno de tales lugares está cerca de un gen de globina, se puede usar como un marcador de unión para ese gen. Este acceso requiere el estudio de una familia con múltiples enzimas de restricción para determinar si se puede encontrar LRPF usado como marcador para el gen de talasemia, por ejemplo, en esa familia. S



Las sondas con oligonucleótidos son segmentos cortos de ADN sintetizados que hibridarán las secuencias homologas del gen, pero no si una sola base es diferente. Se usan las mismas sondas para el segmento de ADN normal y para el mismo segmento de ADN que contenga una mutación conocida. La técnica puede definir el genotipo de una persona con respecto a una mutación determinada. Además, las técnicas han utilizado la reacción de la cadena de polimerasa (RCP) que amplifica al ADN y minimiza la cantidad requerida para análisis, y también se han substituido las sondas no radioactivas por radioactivas. Ahora es posible el análisis rápido del ADN fetal que permite la detección de anemia de células falciformes y de talasemia mayor en muchos casos, incluso en una población heterogénea (Kazazian. 1988; Saiki. 1988; Weatherall, 1994).



Hemolisis: trastornos metabólicos La actividad enzimática deficiente en el eritrocito puede provocar anomalías que conducen a su destrucción prematura y a anemia hemolítica; estos trastornos normalmente son hereditarios. Sin embargo, la interferencia con el metabolismo de los eritrocitos o el ambiente oxidativo puede provocar a veces una hemolisis en individuos con eritrocitos son normales. M e t a b o l i s m o e r i t r o c i t a r i o . El eritrocito maduro carece de mitocondria y, por tanto, carece de los mecanismos de fosforilización oxidativa y de la actividad del ciclo de Krebs. La producción de energia es principalmente glucolílica, y el 9 0 % de ésta se obtiene a través de la vía de Embden-Meyerhof. y la glucosa se convierte en ácido láctico con producción neta de 2 mol de ATP (Fig. 26-14). El ATP es necesario en las reacciones celulares que requieren energia: para el transporte activo de cationes a través de la membrana, el mantenimiento de la deformabilidad de la membrana y para preservar la forma bicóncava de la célula. La glucosa recogida por los eritrocitos es independiente de la insulina. Aproximadamente el 90% de la glucosa se consume en la vía glucolítica, mientras que el 1 0 % se utiliza en la vía del fosfato pen-



Tabla 26-8



Las deficiencias en la vía Embden-Meyerhof provocan generación deficiente de ATP y una anemia hemolítica crónica. El mecanismo de la reducción eritrocitaria en este caso está menos claro. No se forman corpúsculos de Heinz. La ausencia de deformabilidad de las células y un bombeo deficiente de caliones son importantes en el proceso hemolitico. Sin embargo, la deficiencia de ATP es difícil de demostrar en muchos pacientes, y otros trastornos asociados con una deficiencia de ATP más grave no están asociados con hemolisis significativa (Prchal, 2000). La derivación del Rapoport-Luebering facilita la conversión del 1,3 difosfoglicerato (1.3 DPG) a 2.3 DPG en lugar de directamente a 3-fosfoglicerato (3 PG) (Fig. 26-14). Si la derivación funciona, la generación de 2 moles de ATP (por mol de glucosa) se elimina; el resultado es que no se produce energia neta en glucólisis. Sin embargo, 2,3-DPG se combina con la cadena B de la hemoglobina y disminuye la afinidad de la hemoglobina por el oxigeno. A una determinada presión parcial de oxígeno, por tanto, el aumento del 2,3 DPG permite que más oxigeno abandone la hemoglobina y vaya a los tejidos; la curva de disociación del oxigeno se desplaza a la derecha (véase Fig. 25-2). La hipoxia estimula evidentemente una actividad aumentada de esta derivación. D e f i c i e n c i a de la g l u c o s a - 6 - f o s f a t o - d e s h i d r o g e n a s a . Aproximadamente un 10% de varones americanos de raza negra a los que se les administró el fármaco antipalúdico primaquina durante la guerra de Corea desarrollaron una anemia hemolitica aguda autolimitada (Beutler, 1994: Prchal, 2000). La relación entre fármacos antipalúdicos y hemolisis se observó al principio de los años 20 (Beutler. 1999). Sólo fueron destruidos los eritrocitos envejecidos, y se estableció finalmente que la deficiencia de los eritrocitos susceptibles era G6PD. Los reticulocitos tienen una actividad enzimática cinco veces mayor que la población de eritrocitos envejecidos (Prchal. 2000).



Algunos trastornos de la hemoglobina que pueden ser directamente identificados por análisis del ADN fetal*



Variantes de h e m o g l o b i n a estructurales H e m o g l o b i n a S (Dde I. Mst II, Mnl 1) H e m o g l o b i n a O A r a b (Eco Rl) H e m o g l o b i n a Lepore Taiasemias a°-talasemia o * - t a l a s e m i a (deleción) a*-talasemia (sin deleción) Deleción en el b a s e par 5 IVS I (Hph I) T codón de iniciación C (Neo I) 6°-talasemia (deleción) í}°-talasemia IVS 2 c r u c e de unión (Hph I) IVS I (- 25 b a s e par) (Fnu 4 h . Ms! II) Codón 6 (-16 b a s e p a r ) (Mst II) Codón 39, terminación de c a d e n a (Mae I) B'-lalasemia IVS 2 745 (Rsa I, K p n l ) -87 C - > G (Avr II)



Desde entonces se ha demostrado que la deficiencia de G6PD está extendida por todo el mundo. Entre caucásicos, la incidencia más alta está en los judíos kurdos; la deficiencia es común en Oriente Medio, países del Mediterráneo y en asiáticos. Como la G6PD está determinada por un gen en el cromosoma X, en el homícigoto varón se encuentra la expresión completa. La expresión parcial se puede encontrar en la hembra heterocigótica que tiene dos poblaciones de eritrocitos, una normal y la otra deficiente. La deficiencia de G6PD limita la regeneración de NADPH, lo que hace que la célula resulte vulnerable a la desnaturalización oxidativa de la hemoglobina. Como, normalmente, la G6PD alcanza el valor máximo en células jóvenes y disminuye con el tiempo de las células, en personas con deficiencia de G6PD las células envejecidas se destruyen preferentemente.



' Entre paréntesis se observan enzimas de reparación apropiadas. De Weatherall. D J : Prenatal diagnosis of inherited blood diseases. Clinic Haematol
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tosa (derivación del monofosfato de hexosa [MHP]). Una fase de la vía glucolítica genera NADH, que tiene un papel importante en la prolección de la hemoglobina frente al estrés oxidativo. La mayoría de la hemoglobina (metahemoglobina) producida en la célula normal (aproximadamente un 3% del total por día) se reduce por la reductasa Met Hb unida a NAD. La derivación del MHP genera NADPH en las primeras dos fases, mediante las enzimas G6PD y 6-fosfogluconato. La producción de NADH está unida a la reducción del glutatión y, a través de este mecanismo, a la preservación de la oxidación de enzimas vitales y de hemoglobina. El GSH reduce pequeñas cantidades de hemoglobina oxidada (metahemoglobina). La actividad de la derivación del MHP aumenta cuando las células se exponen a un fármaco oxidante, probablemente como consecuencia de la producción elevada de NADP. Si una enzima en esta vía carece de actividad, no se produce GSH y la hemoglobina se oxidará por el ambiente oxidativo. La oxidación en los eritrocitos se media por derivados del oxígeno altamente energéticos denominados colectivamente oxigeno activado (Prchal, 2000). Las cadenas de globina se desnaturalizan y precipitan como corpúsculos de Heinz, que se adhieren a la membrana, induciendo rigidez y una tendencia a la lisis. Las deficiencias enzimáticas moderadas en esta vía (p. ej., en G6PD) pueden no asociarse con anemia en condiciones normales; sin embargo, un episodio hemolítico agudo se produce si las células se exponen a un ambiente oxidante (p. ej., fármacos, infecciones).
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La susceptibilidad hemolitica en personas afectadas puede aumentar notablemente durante enfermedades intercurrentes o duranle periodos de exposición a varios fármacos que tienen propiedades oxidantes (Tabla 26-9).
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Figura 26-14. En el texto se describe el metabolismo de los eritrocitos. Normalmente, la mayor parte de la hemoglobina (Metahemoglobina. Hb"-) es reducida a hemoglobina (Hb")por la reductasa de la metahemoglobina ligada con el dinucleótido adeninico de nicotinamida (NAD. Met Hb reductasa). La reductasa de metahemoglobina unida con NADP requiere azul de metileno para su activación y es más efectiva en metahemoglobinemias inducidas por fármacos que en el mecanismo celular normal (GSH= glutalión reducido; GSSG= glutatión oxidado).



La heterogeneidad genética es alta y se han descrito más de 300 variantes. Esta heterogeneidad genética se expresa como variación de la estabilidad y propiedades electroloréticas y catalíticas de las enzimas, el grado de deficiencia, el tipo de células en el organismo afectado, los tipos de fármacos que producirán hemolisis y la susceptibilidad a la hemolisis crónica o a la ictericia neonatal. La isoenzima G6PD más común ("normal") en todos los grupos de población se denomina B. En las personas de raza negra prevalece una variante electroforéticamente más rápida, A. y tiene casi la misma actividad; el 2 0 % de los varones de raza negra tiene esta variante. Un once por ciento de los varones de raza negra tienen el tipo A de G6PD. que sólo presenta de



—



/



Tabla 26-9



Fármacos y agentes químicos que han mostrado claramente ser causa de anemia hemolítica clínicamente significativa en sujetos con deficiencia G6PD



Acetanilida Azul de metileno Á c i d o nalidíxico ( N c g r a m ) Naftaleno Niridazol (Ambilhar) Nitrofurantoina Pamaquina Pentaquina Fenilhldracina



Primaquina Sulfacetamida Sulfanilamida Sullametoxazol (Gantanol) Sulíapiridina Tiazolsulfona Azul de toluidina Tnnitrotolueno



• De Beuller E Hemmolytic Anemia inDisotdersot Red Celi Melabolism, Nueva Y o * . Plenum Medical Book Company, 1978. c o n permiso 1985; 1 4 7 4 7 , con permiso



un 5% a un 15% de la actividad enzimática normal: estos individuos son susceptibles de padecer hemolisis después de ingerir fármacos oxidantes o durante la infección. La variante más común entre los individuos de raza blanca es la G6PD mediterránea encontrada en las poblaciones mediterráneas; el nivel de actividad enzimática en varones afectados es bajo, y con frecuencia llega a niveles inferiores al 1 % . Estos individuos, en general, no son anémicos, aunque pueden presentar anemia hemolítica algo más grave y no autolimitada, asociada con infecciones y con una diversidad mucho mayor de fármacos que la variante de los negros. En un subgrupo de sujetos con deficiencia de G6PD, se puede presentar una hemolisis grave horas después de haber comido habas (favismo). Aunque la gran mayoría de los pacientes con deficiencia de G6PD en todo el mundo no son anémicos, una pequeña proporción de individuos con la variante G6PD mediterránea (y personas con variantes algo más raras) experimentan una anemia hemolítica crónica no esferocítíca. Las observaciones de laboratorio realizadas durante periodos de hemolisis activa son las propias de la anemia hemolítica en general. En la extensión sanguínea, se observan poiquilocitos, algunos esferocilos y células contraidas de forma irregular que se tiñen intensamente y presentan una contracción de la Hb desde una parte de la membrana celular. Probablemente estas son células a las que el bazo ha extraído los corpúsculos de Heinz. Después de la tinción supravital con violeta de metilo, los corpúsculos de Heinz pueden encontrase precozmente en un episodio hemolítico agudo. La deficiencia en G6PD se puede detectar por una de las siguientes pruebas de cribado: la prueba de reducción del colorante, la prueba del ascorbato cianuro, o la de la mancha fluorescente. La confirmación se realiza mediante ensayos cuantitativos.



Corpúsculos de Heinz. Cuando se desnaluraliza. la hemoglobina forma precipitados conocidos como corpúsculos de Heinz (Dacie. 1991). Estos precipitados no se pueden detectar en extensiones sanguíneas secadas al aire con la tinción de Romanowsky. pero con la tinción vital con violeta de metilo o cristal violeta los corpúsculos de Heinz se tienen de color púrpura intenso. Su tamaño varia entre 1 um a 4 pm de diámetro y a menudo se fijan en la membrana eritrocitaria. Ellos también se tiñen. pero menos intensamente, como inclusiones de color azul pálido con las tinciones reticulocilarias como, por ejemplo, el nuevo azul de metileno (Lámina 26-21). La presencia de corpúsculos de Heinz en una muestra de sangre recién extraída indica que 1) se ha ingerido un medicamento o sustancia quimica oxidante (p. ej., fenilhidracina, clorato, naftaleno, dapsona) en cantidades suficientes para superar los mecanismos protectores normales del eritrocito y desnaturalizar la hemoglobina: 2) que se ha ingerido un medicamento como la primaquma (Tabla 26-9) por un sujeto con deficiencia de G6PD (u otro delecto debido a una deficiencia de glutatión reducido) asi que la hemoglobina no se protege de la desnaturalización oxidativa: o 3) el sujeto tiene una hemoglobina inestable o talasemia. Prueba de ascorbato-cianuro. Cuando la sangre se incuba con una solución de cianuro de sodio y ascorbato sódico, se genera peróxido de hidrógeno a partir de la oxidación acoplada de ascorbato y hemoglobina (Jacob, 1966). El cianuro inhibe la catalasa, el peróxido de hidrógeno está disponible para oxidar la hemoglobina, y se advierte el color marrón de la metahemoglobina. Esto ocurre más rápidamente en células deficitarias de G6PD que en las células normales. La prueba de ascorbato-cianuro no es especifica, ya que la deficiencia de piruvatocinasa (PK). HPN y hemoglobinas inestables darán un resultado positivo. Es la más sensible de las pruebas de exploración selectiva, ya que emplea células intactas y detecta la deficiencia en varones negros durante episodios hemoliticos, y en los heterocigotos (Fairbanks. 1969). Prueba de la mancha fluorescente. Se añade sangre total a una mezcla de glucosa-6-losfato (G6P). NADP. saponina y tampón. y una mancha de la mezcla se coloca sobre papel de filtro y se observa la fluorescencia con luz ultravioleta. Si existe G6PD. el NADP se conviene en NADPH. Como en la mayoría de hemolizados existe fosfogluconato dehidrogenasa. es aun más el NADP convertido en NADPH (Fig. 26-14). El NADPH es fluorescente, pero el NADP no. La muestra control normal es fluorescente brillante, y la ausencia de fluorescencia indica deficiencia en G6PD. Al reoxidar cualquier cantidad pequeña de NADPH formado, el glulatión oxidado (GSSG) aumenta la capacidad de la prueba para detectar una deficiencia leve de G6PD. Esta es la prueba de exploración selectiva recomendada para la deficiencia de G6PD (Beutler. 1979b). Análisis cuantitativo de G6PD. Para G6PD. la mayoria de los análisis se basan en la velocidad de reducción de NADP a NADPH. medida por espectrometría a 340 nm. cuando se incuba un hemolizado con G6P (Beutler, 1984). En los heterocigotos o en la hemolisis aguda de sujetos de raza negra con deficiencia de G6PD. el diagnóstico puede ser difícil incluso con este análisis, debido a los niveles aumentados de G6PD en los reticulocitos y eritrocitos más jóvenes. Normalmente, sin embargo, la prueba de exploración selectiva del ascorbato-cianuro es positiva en estos casos. Deficiencia de piruvatocinasa (PK). La deficiencia de las enzimas eritrocitanas más común de la vía glucolítica de Embden-Meyerhof. la deficiencia de PK. provoca una anemia hemolítica leve o moderadamente grave con esplenomegalia (Prchal, 2000). La anemia puede detectarse en la infancia, o no hacerlo hasta la vida adulta en los casos más leves. Los pacientes toleran la anemia bastante bien debido a los niveles elevados de 2.3 DPG. que se dan como consecuencia del bloqueo en la glucólisis. La extensión sanguínea puede no mostrar anomalías eritrocitarias destacadas hasta después de la esplenectomia. cuando ios equmocitos, células contraídas de forma irregular, y eritrocitos dentados pueden ser más prominentes Los cómputos de reticulocitos son elevados y aumentan más Iras la esplenectomia. Las isoenzimas PK se producen por dos genes separados: uno en el cromosoma 15 codificando las isoformas M (músculo) y el otro er el cromosoma



1 codificando las isoformas L (higado) y R (eritrocitos). La complejidad de las isoformas PK es más complicada por el hecho de que la enzima funcional es un tetrámero. La herencia es autosómica recesiva, aunque esto probablemente sólo se cumple en familiares consanguíneos Los mulantes de PK son numerosos y no se detectan en heterocigotos fenotípicamente normales que poseen la mitad de la actividad normal de la PK. La mayoría de los individuos, con anemias hemolíticas por déficit de PK. son probablemente heterocigotos dobles para los dos genes mutantes (Valentine, 1979). La deficiencia adquirida de PK se observa ocasionalmente en trastornos mielodisplásicos y en leucemias (Valentine, 1979: Miwa, 1981). La prueba de autohemólisis da resultados variables. Algunos pacientes muestran solamente un aumento leve en la autohemólisis que se impide parcialmente por glucosa (tipo I), y otros tienen un mayor incremento que no se evita por glucosa (tipo II). No aparecen corpúsculos de Heinz. El diagnóstico se hace por una prueba especifica de exploración selectiva o por análisis enzimático. La esplenectomia está indicada en los casos que requieren transfusiones. Después de la esplenectomia, la concentración de hemoglobina generalmente aumenta entre 1 g. di a 2 g.'dl y los reticulocitos aumentan llamativamente, aunque la hemolisis persista (Miwa, 1981). Prueba de la mancha fluorescente. La piruvatocinasa cataliza la fosforilización de ADP a ATP a partir del fosfoenolpiruvato (PEP) con la formación de piruvato (Beutler, 1984). El piruvalo reduce entonces cualquier NADH presente a NAD con la formación de laclato (Fig. 26-14). Como evidencia de la presencia de PK. se observa una pérdida de fluorescencia del NADH a la luz ultravioleta. Los leucocitos deben eliminarse de la muestra porque normalmente contienen 300 veces más de PK que los eritrocitos. Y en la deficiencia a PK. los deficientes son los eritrocitos, no los leucocitos. Análisis cuantitativo de la PK. Se emplea el mismo principio que en la prueba de exploración selectiva (cribado), pero se mide la velocidad de disminución de la absorbencia a 340 nm. Una prueba de exploración selectiva o un análisis normal de PK (utilizando concentraciones de un sustrato de alto estándar [PEP]) no excluye la anemia hemolítica por deficiencia en PK. Como las enzimas mutantes de PK pueden tener una actividad normal a elevadas concentraciones de PEP y una actividad disminuida a bajas concentraciones de PEP, es necesario realizar el análisis en ambas situaciones (Beutler, 1984). Otras deficiencias de enzimas glucolíticas. Oirás deficiencias enzimáticas en la vía de Embden-Meyerhof son más raras (Beutler. 1994; Prchal. 2000). Si son graves, producen anemias hemolíticas. con dos excepciones: 1) La deficiencia en láclalo deshidrogenasa no presenta manifestaciones clínicas: y 2) las deficiencias en la actividad de la mutasa 2.3 DPG y la 2.3 DPG fosfatasa se dan a la vez produciendo una eritrocitosis consecuencia de la falta de 2.3 DPG. desplazando la curva de disociación de la Hb a la izquierda. Otras deficiencias enzimáticas de la derivación hexosa-monolosfato son más bien raras. Incluyen las dos enzimas que participan en la síntesis del glutatión: y-glutamil cisteín sintelasa y la glutatión sintetasa. Al igual que ocurre en la deficiencia de G6PD, la hemolisis aumenta con la exposición a lármacos oxidantes o a infección. Sin embargo, no hay una buena evidencia de que puedan producirse anemias hemolíticas crónicas por deficiencia de 6-fosfogluconato. glutatión reductasa (GR) o glutatión peroxidasa (GP,) (Beutler, 1994). GR contiene flavin-adenin-dinucleótido. Y con frecuencia, se encuentra parcialmente deficitaria en las carencias dietéticas de riboflavina. GP. está a la mitad de su actividad en aproximadamente un 3 0 % de la población judía como resultado de homocigosis para un gen con baja actividad de GP,; además, la actividad de la GP, depende de la ingesta de selenío. En ningún caso existe una asociación con trastornos hematológicos. Deficiencia de pirimidín-5'-nucleotidasa. Cuando se degrada el ARN en los reticulocitos. los nucleótidos pinmidínicos deben ser defosforilados por la pinmidma 5'nudeotidasa (PN) para poder atravesar la membrana celular (Paglia. 1981). La deficiencia autosómica recesiva de PN provoca una acumulación de pirimidinas, y la degradación defectuosa del ARN ocasiona un



punteado basófilo intenso en los eritrocitos de la extensión sanguínea. Esta es probablemente una de las deficiencias enzimáticas más comunes que origina anemia hemolítica hereditaria (Beutler, 1979a). El trastorno se caracteriza por una hemolisis de leve a moderada, reticulocilosis (-10%i. intenso punteado basofilo y esplenomegalia sin que se aprecie una notable meioria después de la esplenectomia. La prueba de exploración selectiva compara la absorción ultravioleta de un extracto de eritrocitos desproteinizados a 260 nm y a 280 nm. En la deficiencia de PN, el pico de máxima absorción se desplaza desde el normal a 260 nm hasta 280 nm, que es el máximo para pirimidín-uridin difosfato y la citidina difosfato. Se requiere una prueba de confirmación mostrando una disminución de la actividad de la nucleotidasa (Beutler. 1984). La deliciencia de PN adquirida se produce en la intoxicación por plomo y es posiblemente la responsable del punteado basófilo que se produce en esta situación.



Hemolisis: adquirida, extrínseca Agentes



químicos



Agentes hemolíticos en las células normales. La acción de los agentes quimicos depende de la dosis y de otros factores, muchos de ellos sólo conocidos vagamente. Estos varían desde sustancias simples, como el agua, hasta algunas muy complejas. Cuando se usaba agua destilada como liquido para irrigar, se encontró que era responsable de la anemia hemolitica aguda como resultado de introducirse en los conductos venosos durante la resección transuretral. Además de anemia, algunas sustancias químicas producen metahemoglobmemia que se puede manifestar como cianosis (tolueno, trinitrotolueno, nitrobenceno, acetanilida y fenacetina). Algunos pueden producir anemia aplásica (tolueno y trinitrotolueno). La promina, un derivado de la sulfona, da a la sangre un color marrón chocolate debido a la formación de sulfohemoglobinas. La intoxicación por plomo puede producir anemia progresiva, con punteado basófilo. reliculocitosis. normoblastemia, anillos de Cabot. corpúsculos de Howell-Jolly y leucocitosis. El plomo no sólo causa lesiones a los eritrocitos y hemolisis, sino que también produce defectos en la síntesis metabólica del hemo. En casos de exposición crónica al plomo, las características que se encuentran son el punteado basófilo. más en la médula que en la sangre periférica, y coproportirinuria. Estos cambios producen eritrocitos defectuosos, que se eliminan por el bazo. Agentes hemolíticos en las células anormales. Ciertos tármacos y productos químicos que tienen una actividad oxidante (véase Tabla 26-9) pueden producir anemia hemolítica en individuos con deliciencia de G6PD u otros defectos dando lugar a deficiencia de glutatión. Además, las hemoglobinas inestables tales como la Hb Zürich son propensas a la anemia hemolítica inducida por fármacos. Los niños prematuros, aunque tienen niveles altos de G6PD. tiene inestabilidad y niveles bajos del glutatión y pueden desarrollar anemia hemolítica cuando se les administran elevadas dosis de análogos sintéticos hidrosolubles de vitamina K. Hay que recordar que. si la exposición a estas sustancias oxidantes es lo suficientemente alta, se puede producir una anemia hemolítica aguda en individuos normales. Durante los episodios hemolíticos agudos, los corpúsculos de Heinz pueden observarse frecuentemente por tinción directa de la sangre con violeta de metilo. Los hematíes con corpúsculos de Heinz son eliminados de la circulación por el bazo, o los corpúsculos de Heinz son extraídos de los hematíes por acción esplénica. Por tanto, los corpúsculos de Heinz pueden no encongarse en la sangre si el bazo los está eliminando de modc efectivo o si el proceso hemolitico agudo ha cesado. Las pruebas para el déficit de G6PD, la causa subyacente más común de la anemia hemolítica sensible a los fármacos, se han descrito antes en este capítulo.



Agentes



físicos



Calor. Las quemaduras extensas producen anemia hemolítica probablemente a causa de una lesión directa de los hematíes. La extensión sanguínea



puede mostrar anomalías morfológicas importantes en los hematíes, incluyendo fragmentación en yemas de la membrana y microesferocitosis. Las anomalías más graves se encuentran, a menudo, inmediatamente después de quemaduras extensas antes de que haya habido tiempo para que se desarrolle una respuesta reticulocítica (véase Fig. 24-20). Las células que están gravemente dañadas se eliminan rápidamente de la circulación. Hemolisis traumática. La anemia hemolítica caracterizada por anomalías morfológicas llamativas de los hematíes, que incluye Iragmentos (esquistocitos) y células contraidas irregularmente (células triangulares, células en lorma de yelmo), ha sido atribuida a traumas físicos de los hematíes (véase Fig. 24-25. Lámina 26-2L). La base del proceso hemolitico es probablemente un daño a los hematíes en su contacto con el armazón de fibrina perdida (coagulación intravascular) o con lesiones vasculares patológicas. La fragmentación de las células se produce con o sin lisis intravascular. Se reconocen dos categorías principales en este grupo de trastornos, denominado acertadamente "síndrome de la fragmentación de los hematíes". Enfermedad cardíaca valvular y prótesis. Puede darse una hemolisis intravascular crónica asociada a un nivel bajo de haploglobina sérica, hemosiderinuria, reticulocitosis y anomalías de los hematíes (p, ej., esquistocitos y células contraídas irregularmente) después de una sustitución quirúrgica de una válvula del corazón dañada por una prótesis o después de una reparación quirúrgica de un defecto septal con una pieza plástica (Marsh. 1969). Esto se ha atribuido a un daño mecánico de los hematíes en las inmediaciones turbulentas de una válvula desajustada o de una superficie rugosa no cubierta por células endoteliales. El proceso hemolítico se ha mejorado reparando la válvula o cubriendo la pieza con el endotelio. Otros estudios han demostrado que algunos pacientes con una enfermedad cardiaca valvular tienen un proceso hemolítico que puede ser alterado por cirugía. Se ha observado un trauma externo mecánico en la hemoglobinuria de marcha, una condición que se ve en soldados después de una larga marcha y en corredores y otros atletas después de largas prácticas, particularmente en superficies duras. En esta situación, no son frecuentes ni la anemia ni la reticulocitosis. La hemolisis intravascular crónica puede conducir a deficiencia de hierro como resultado de la pérdida de hemoglobina en la orina. Anemia hemolítica microangiopática. Se ha descrito una anemia hemolítica con fragmentación de los hematíes (p. ej-, esquistocitos y células arrugadas irregularmente) en la hipertensión maligna, en la purpura trombocitopémca trombótica y en el carcinoma diseminado, en los cuales un factor común era la presencia de lesiones patológicas que afectan a los vasos sanguíneos pequeños. Se propuso la hipótesis de que la anemia hemolítica en eslas condiciones puede ser una expresión de los efectos mecánicos y. quizás, químicos de las lesiones vasculares en los hemalies. y el proceso fue llamado microangiopático. Se ha reconocido el papel de la coagulación intravascular diseminada o local como un factor importante (aunque no necesariamente el factor desencadenante) en la patogénesis de la microangiopatía y la hemolisis resultante (Brain, 1972). La clasificación de la microangiopatía trombótica (MAT) ha sido controvertida durante muchos años. En la práctica clínica habitual, el término púrpura trombocitopénica trombótica (PTT) se usa a menudo para casos en adultos con síntomas neurológicos predominantes, mientras que el término sindrome urémico hemolitico (SUH) se ha usado para describir casos de niños con microangiopatía trombótica y complicaciones renales predominantes (Lámmle, 1999). Sin embargo, la distinción no siempre es posible y se pueden observar síntomas coincidenles. Los autores sugieren la inclusión de ambas entidades bajo el término PTT SUH. suponiendo un mecanismo patogénico similar con un topismo variable de los órganos Otros agrupan casos esporádicos de SUH con PTT dentro de la MAT idiopátíca y separan la mayoría de los casos de SUH en MAT asociada con toxinas (McCrae, 2000). Los estudios recientes indican una diferencia en los mecanismos patogénicos entre el SUH y la PTT como se expondrá más adelante. El SUH se da más comúnmente en niños menores de dos años y es precedido a menudo por una infección asociada con diarrea Parece que alguno de estos casos es debido a uno de los muchos serotipos 0 de Escherichia coli que produce una verotoxina (llamada así por su toxicidad contra las células



[vero] de los riñones de los monos verdes aldeanos). La £ coli 0157:H7, por ejemplo, produce una verotoxina que es probablemente citotóxica tanto al endotelio vascular como al epitelio intestinal, y ha sido incriminada en comienzos de colitis hemorrágicas asociadas con SUH. Se han identificado más de 100 cepas de verotoxinas producidas por £ coli (McCrae, 2000). La SUH adulta puede ser idiopática. La anemia hemolítica con esquislocitos (debido a la interacción de los hematíes con lesiones trombóticas microvasculares), trombocitopenia variable y uremia son rasgos esenciales. Anteriormente, la muerte ocurría en casi la mitad de los casos; la patología renal ha incluido una glomerulonelritis aguda y lesiones vasculares trombóticas y necróticas asociadas con una necrosis renal cortical, bilateral e irregular. Con un tratamiento de apoyo, que incluye transfusiones y diálisis, algunos investigadores han manifestado que la mortalidad se reduce a un 5% o 15%. Sin embargo, se ha manifestado mayor o menor insuficiencia renal en el 50% de los pacientes aproximadamente. La P l i s e puede dar a cualquier edad pero tiene un pico de incidencia en la tercera década; se da más a menudo en mujeres que en varones. La incidencia anual es de 3,7 casos por 100.000 (McCrae. 2000). La tríada de manifestaciones clínicas presentes en la mayoría de pacientes incluye anemia hemolitica. trombocitopenia y síntomas neurológicos; además, se dan a menudo fiebre y trastornos renales, que constituyen el clásico quinteto. Patológicamente, las lesiones microvasculares oclusivas con trombos de hialina y proliferación endotelial están extendidas a lo largo de todo el cuerpo. Hasta 1997, la etiología era desconocida. Las diferentes teorias incluyen daño endotelial por estrés oxidante, anticuerpos antiendoteliales, anticuerpos anti-CD36 (glucoproteína IV localizada en la microvasculatura), factores agregantes de plaquetas, y liberación en el plasma de grandes multímeros del factor von Willebrand (vWF). En 1996. una proteasa que divide las subunidades de vWF fue identificada en el plasma. En 1997 y en los años siguientes, varios informes indicaron la deficiencia en la proteasa separadora vWF debido a niveles enzimáticos bajos (en casos familiares) o a la presencia del inhibidor de la enzima IgG (en casos no familiares). Estas observaciones fueron confirmadas por estudios posteriores, que mostraban niveles normales de la proteasa separadora vWF en SUH (Tsai, 1998; Lámmle. 1999). En ausencia de proteasa separadora vWF, no se procesarían normalmente los multímeros muy grandes de vWF secretados por las células endoteliales. Estos multímeros altamente adhesivos pueden inducir la agregación de plaquetas en la microcirculación bajo tensión de rozamiento produciendo las manifestaciones clínicas de la PTT. El trastorno es agudo y hasta los años 80 era mortal en más de la mitad de los casos. Con el tratamiento de intercambio plasmático mediante plasmaféresis y transfusiones plasmáticas (además de inhibidores plaquetarios), la tasa de remisión ha mejorado y la supervivencia a largo plazo ahora alcanza el 90% (McCrae. 2000). La preeclampsia y la eclampsia son trastornos microangiopáticos que ocurren durante el embarazo y comparten algunas características de la SHU y la PTT. Aproximadamente entre un 4% y 12% de los pacientes con eclampsia severa desarrollan el síndrome de HELLP; la hemolisis eleva las enzimas hepáticas y baja el cómputo de plaquetas. La mayoría de las pacientes se recuperan a los pocos días después del parto. Un pequeño subgrupo de pacientes desarrollan un enfermedad multisistémica persistente severa que requiere transfusiones plasmáticas (Martin. 1991).



Agentes



La anemia hemolítica por aglutininas frías puede complicar una neumonía por micoplasmas y una mononucleosis infecciosa. Esto se debe al efecto del anticuerpo en los glóbulos rojos. La anemia hemolítica de gravedad variable es frecuente en algunas infecciones bacterianas. Un ejemplo destacado es la septicemia por Clostridium perfringens consecuencia de un aborto séptico o de una intervención del tracto biliar que puede acompañarse de una crisis hemolitica espectacular y que pone en peligro la vida.



Anemias



inmunes



Las anemias hemoliticas inmunes son trastornos en los que la vida de los eritrocitos está disminuida a causa de la acumulación de mmunoglobulinas y/o complemento sobre la membrana de los glóbulos rojos. Las anemias hemoliticas Inmunes pueden agruparse según la presencia de autoanticuerpos, isoanticuerpos o anticuerpos relacionados con fármacos (Tabla 26-10). A n e m i a hemolítica a u t o i n m u n e . Las anemias autolnmunes hemoliticas (AHA) se deben a una respuesta inmune alterada que origina la producción de anticuerpos conlra los propios eritrocitos del huésped, con la posterior hemolisis. La incidencia de la AHA está estimada en 10 casos por millón de personas (Schwartz. 2000). Las AHA pueden clasificarse de acuerdo a las características serológlcas o clínicas (Tabla 26-11). Algunas AHA están mediadas por anticuerpos con una afinidad máxima de unión a 3 7 C, y otras AHA están mediadas por anticuerpos con su afinidad de unión máxima a 4 C. Además, las AHA pueden considerarse según su asociación con otros trastornos. En un estudio de 1834 pacientes, aproximadamente el 40% de los casos de AHA se han asociado con una enfermedad subyacente, mientras que el resto son idiopáticas (Sokol, 1992). s
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Etiología y fisiopatología. Se desconoce la causa de la producción de autoanticuerpos en pacientes con AHA. Sin embargo, se han sugerido diversos mecanismos. Después de una infección en ocasiones se producen anticuerpos autommunes. Esto se observa de manera característica en la producción de Anti-I en pacientes con infección por Mycoplasma pneumoniae. Una hipótesis es que el autoanticuerpo pueda ser una respuesta a la sensibilización de un componente desprendido del Mycoplasma pneumoniae. En la mononucleosis infecciosa, anticuerpos antí-i aparecen en el suero de los pacientes y ocasionalmente pueden producir AHA. Como el antigeno-l está generalmente sobre la membrana del linfocito. quizás en esta enfermedad, la producción de anti-i es parte de un esfuerzo para eliminar las células B infectadas. La cantidad de anticuerpos, su avidez por los autoantigenos del eritrocito y su capacidad para fijar el complemento son variables importantes. La opsonización de los glóbulos rojos los puede destruir en circulación (hemolisis intravascular) o causar su eliminación acelerada desde la circulación por los macrófagos de los tejidos (hemolisis extravascular). Las principales localizaciones de estos macrófagos son el bazo, y en menor nivel el hígado (Schwartz, 2000). El desarrollo de AHA en pacientes con trastornos linfoproliferativos o con trastornos autoinmunes se puede relacionar con algunas anormalidades en



Tabla 26-10



infecciosos



La destrucción de los eritrocitos por el Plasmodium es responsable de la anemia en la malaria. Este hecho se apoya en la observación de que la fragilidad osmótica y mecánica de los eritrocitos parasitados está aumentada. La inhibición de la actividad de la médula puede ser un factor adicional. La hemoglobinuria fulmínate (fiebre del agua negra) es una complicación de la malaria por P. falciparum. La fiebre de Oroya, una enfermedad frecuentemente mortal que aparece en Perú se caracteriza por anemia hemolítica y leucocitosis. La Bartonella Bacillilormis es el agente responsable. La Babesiosis, una infección protozooaria transmitida por garrapatas a partir de roedores o ganado se asocia con hemolisis: los parásitos pueden aparecer en los glóbulos rojos en las extensiones sanguíneas teñidas con la técnica de Romanowsky.



hemoliticas



Clasificación d e las a n e m i a s h e m o l i t i c a s autoinmunes



A n e m i a s hemoliticas autoinmunes A s o c i a d a s con anticuerpos calientes A s o c i a d a s c o n a n t i c u e r p o s fríos C o m b i n a d a s c o n a n t i c u e r p o s Iríos y calientes A n e m i a s hemoliticas isoinmunes E n f e r m e d a d hemolítica d e l recién n a c i d o Incompatibilidad de Rh Incompatibilidad d e A B O A n e m i a hemolítica i n d u c i d a por fármacos Adsorción de los complejos inmunes a la m e m b r a n a del eritrocito Adsorción d e l fármaco a la m e m b r a n a d e l eritrocilo Inducción de a u t o a n t i c u e r p o s por fármacos Adsorción no mmunológica de la inmunoglobulina a la membrana del eritrocito .
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Tabla 2 6 - 1 1



A n e m i a s hemolíticas a u t o l n m u n e s ( A H A ) * AHA tria



Trastorno



AHA caliente



EHF



HPF



AHA mixta



Idiopàtico E n f e r m e d a d i n d u c i d a por fármacos Neoplasia Linfoma n o H o d g k m L e u c e m i a linfocitica crónica Linfoma d e H o d g k i n Carcinoma Miscelánea Infecciones Neumonía por m i c o p l a s m a Neumonía viral Mononucleosis infecciosa Miscelánea E n f e r m e d a d e s d e l colágeno L u p u s eritemaloso sisiémico (LES) Artritis r e u m a l o i d e Otros Trastornos varios Totales



282 (23) 184 (15) 165 (14) 27 65



194(16) 0 81 ( 7 ) 25 4 7 30 15 76(6) 21 10 11 25 15(1) 4 6 5 20(2) 386 (32)
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" Los números entre paréntesis son porcentajes. EHF = trastorno de la hemaglutinina Iría; HPF • hemoglobinuria paroxistica fría Modilicada de Sokoi RJ. Howitt S: Grit Rev Oncol Hematology 1985, 4:125, con permiso. v
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células B, células T, macrófagos o la interacción entre estas células. Quizás la pérdida de función supresora de las células T puede causar en una producción ilimitada de anticuerpos entrocitarios por las células B. Esta hipótesis loma fuerza al observar que la metildopa. un fármaco causante del desarrollo de anticuerpos anti-eritrocito, inhibe la activación de los linfocitos T supresores (Kirtland, 1980). En la AHA asociada a anticuerpos calientes, existe IgG recubriendo los eritrocitos con o sin fijación de complemento. El aclaramiento de eritrocitos se lleva a cabo mayoritanamente en el bazo. En ausencia de fijación de complemento, parece que la fracción Fe de la unión entre eritrocitos e inmunoglobulina interacciona con el receptor Fe presente en la membrana de los macrólagos del bazo localizados a lo largo de los cordones de Bilroth. De este modo, los eritrocitos sensibilizados son retenidos, fagocitados o fragmentados por los macrófagos del bazo durante su paso a través de él. En la AHA asociada con la producción de autoanlicuerpos fríos, los eritrocitos generalmente se recubren con inmunoglobulinas IgM. En estas c i r c u n s tancias, frecuentemente ocurre la fijación del complemento. En la hemoglobinuria paroxística fría (a frigore). el anticuerpo lesivo es una inmunoglobulina IgG que fija el complemento. Si se activa la secuencia completa del complemento, puede producirse hemolisis intravascular. Este fenómeno puede ocurrir en casos de la enfermedad de las hemaglutininas frías así como en la hemoglobinuria paroxística fría. Si la activación del complemento no llega a completarse sino que se detiene en un estado intermedio, puede que la lists intravascular de los eritrocitos no se produzca. Sin embargo, la hemolisis extravascular puede todavía continuar. En esta situación las células sensibilizadas con C3b sobre la membrana se unen en el hígado por interacción de la C3b y sus receptores sobre las células de Kupfer. Los eritrocitos pueden ser fagocitados enteramente o pueden eliminarse porciones de células, lo que provoca la fragmentación y formación de esferocitos. Aproximadamente un 7% de los pacientes con AHA cumplen satisfactoriamente los criterios de diagnostico tanto para anticuerpos calientes como fríos (Sokol. 1992). En estos casos, la IgG y el C3d sensibilizan a los eritrocitos. El suero contiene autohemaglutininas frías IgM (con una reacción óptima a 4 C pero con una elevada amplitud térmica hasta 3 7 C) y autoanticuerpos IgG calientes. s
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AHA asociada con anticuerpos calientes. La AHA asociada con anticuerpos calientes es ligeramente más frecuente en mujeres que en hombres y ocurre con mayor probabilidad en sujetos de 40 años en adelante. Los signos



y síntomas clínicos frecuentemente corresponden a ios de la enfermedad subyacente. Sin embargo, en las personas con AHA idiopática. el paciente puede haber notado la presencia de una ligera infección del tracto respiratorio superior justo antes del comienzo de la hemolisis. A medida que el trastorno progresa, existe más debilidad, mareos y liebre. La ictericia puede ser un motivo de consulta del paciente. Los hallazgos de laboratorio incluyen la presencia de una anemia moderada a severa. El cómputo de neutrófilos puede estar aumentado. En una pequeña proporción de los casos puede existir Irombocitopenia. La extensión periférica frecuentemente muestra esferocitosis, fragmentación de hematíes, policromasia y unos pocos normoblastos (véase Fig. 24-19). El porcentaje de retículocitos está elevado en aproximadamente un 5 0 % de los pacientes. La falta de reticulocitosis no debería ser causa para descartar un diagnóstico de AHA. La médula ósea muestra hiperpiasia normoblástica eritroide. algunas veces con leves cambios megaloblásticos Generalmente existe una disminución en la haptoglobma sérica y un aumento en la bihrrubina no conjugada y la LDH. La fragilidad osmótica y las pruebas de autohemólísis pueden estar normales o alteradas. Las pruebas de antiglobmas directas e indirectas indican la presencia de anticuerpos eritrocílarios. La especificidad de los autoanticuerpos se dirige generalmente contra los antígenos del sistema Rh. Sin embargo, también puede ocurrir actividad contra antigenos U. LW. Kell. Jk y F y . Los anticuerpos calientes más probables son inmunoglobulinas IgG de subclase lgG1 y con menos frecuencia lgG3. Cuando se observa solo lgG2 o lgG4 en los eritrocitos, no existe reacción hemolitica asociada (Petz. 1980). Ocasionalmente, el anticuerpo puede ser una inmunoglobulina IgA y excepcionalmente una IgM. El complemento se puede detectar en la membrana de los erilrocitos en frecuencia ligeramente superior al 50% de los casos. 1



En algunos casos, los glóbulos r o p s sensibilizados contienen menos cantidad de inmunoglobulina que la que se puede detectar utilizando antiglobinas preparadas comercialmente. las cuales son sensibles entre 250 a 500 moléculas de IgG por eritrocito (Gilliland, 1976). En estas circunstancias, los anticuerpos pueden a veces detectarse con una prueba del consumo de antiglobulina. El curso clínico de la AHA asociada a anticuerpos calientes se caracteriza por períodos de remisión y recaídas. En la AHA secundaria, el curso y pronóstico se relacionan con la naturaleza de la enfermedad subyacente. En AHA idiopáticas. las complicaciones del trastorno hemolítico pueden ser graves y conducir a la muerte del paciente.



AHA asociada con anticuerpos trios. La AHA asociada con anticuerpos fríos puede deberse a una inmunoglobulma IgM y. con menos frecuencia, a una IgG. El autoanticuerpo IgM se asocia con un sindrome conocido como enfermedad hemaglutinica fría, mientras que el autoanticuerpo IgG se presenta en la hemoglobinuria paroxistica fría. Enfermedad hemaglutinica fría. La enfermedad hemaglutinica fría se da normalmente en individuos de más de 50 años y más a menudo en mujeres que en varones. En algunos casos, la enfermedad hemaglutinica fría se asocia con un trastorno maligno linforreticular o autoinmune. En otros casos aparece como una complicación de una infección (especialmente con Mycoplasma pneumoniae). Se denominan idiopálicos los casos que no están asociados con un trastorno subyacente. Prácticamente todos los sueros de los individuos normales contienen bajos títulos de aglutininas frías, consideradas como benignas o no dañinas, y son policlonales. Las aglutininas trias postinfecciosas normalmente son policlonales. En cambio, las aglutininas frías monoclonales generalmente son patogenéticas y pueden proceder del linfoma celular B (Schwartz, 2000). Los síntomas y signos varían ampliamente. Algunos individuos pueden sufrir acrocianosis o fenómeno de Raynaud. Otros tienen episodios hemolíticos tras una exposición al frío. Los hallazgos de laboratorio normalmente indican una anemia. Se observa un grado variable de esferocitosis y eritrocitos policromatofílicos en la extensión sanguínea. Puede haber una aglutinación de los hematíes, que debe distinguirse de la formación de apilamientos (véanse Figs. 24-31 y 24-32). Puede existir una leucocitosis leve. La aglutinación de los hematíes puede interferir con los cómputos hematológicos automáticos, sobre todo C C H M , que tiende a ser alta. El anticuerpo frió normalmente es una inmunoglobulina IgM con especificidad anli-l, y menos frecuentemente anti-i, Raramente existen otras especificidades. En la forma idiopática crónica de la enfermedad hemaglutinica fría, el anticuerpo tiende a ser IgM k monoclonal, con especificidad anti-l, o IgM k con especificidad anti-i (Petz, 1980). El autoanticuerpo también es capaz de fijar el complemento. Cuando el título del anticuerpo frío es muy elevado, la variación térmica de la actividad del anticuerpo puede aumentar hasta 37 O La prueba directa de la antiglobulina sólo es positiva si los reactivos tienen actividad anticomplemento. Por esto, normalmente se observa una reacción antig l o b u l i n s positiva con reactivos de amplio espectro y no-y. pero no se produce aglutinación sólo con el reactivo y. En una exposición al frío y un anticuerpo que se une a los hematíes, el complemento puede ser activado en el estado C3b. que se adhiere a los hematíes tras entrar en la circulación sistémica. En la circulación hepática, los macrófagos llevan receptores específicos de C3b. Sin embargo, como que la limpieza hepática requiere de 500 a 800 moléculas C3b por cada glóbulo rojo, la mayoría de las células escapan ilesas (Schwartz, 2000). ¡



Hemoglobinuria paroxistica iría. La hemoglobinuria paroxistica fría es una enfermedad muy rara que se puede dar en individuos de cualquier edad. Las mujeres son afectadas con la misma frecuencia que los varones. Los pacientes presentan sintomas de hemolisis aguda después de una exposición al frió. Se producen escalofríos, fiebre, dolor en la espalda y en las piernas, y hemoglobinuria. La forma aguda puede seguir a una enfermedad vírica aguda, pero la crónica está asociada con sífilis congenita. Los rasgos de laboratorio consisten en anemia, cómputo de reticulocitos aumentado, aumento de la concentración de la bilirrubina indirecta, y la presencia de hemoglobina en la orina. El suero contiene una hemolisina fría con actividad bifásica. Este anticuerpo, descrito por primera vez por Donath y Landsteiner (1904), es una inmunoglobulina IgG que fija en frío ( 4 ) los primeros componentes del complemento (C1 a C4). Cuando la temperatura aumenta de 25 a 37 . se activan los componentes restantes de las proteínas complemento produciendo lisis eritrocitaria. La especificidad del anticuerpo se dirige contra el antígeno P. En general el pronóstico es bueno. AHA asociada con anticuerpos fríos y calientes. La AHA asociada con ambos autoanticuerpos. fríos y calientes, se debe a los anticuerpos calientes IgM y el complemento así como a las hemaglutininas frías. Las mujeres son más propensas a padecerla que los varones. Parece existir una asociación



entre los anticuerpos AHA fríos y calientes combinados y LES. porque del 15% al 4 2 % de estos pacientes tienen LES (Sokol, 1985; Shulman, 1985). En un estudio (Shulman, 1985), 6 de 12 pacientes (50%) padecían una AHA idiopática y cuatro de éstos (33%) padecían trombocitopenia concomitante (síndrome de Evans): los 12 pacientes padecían hemolisis grave que respondía notablemente al tratamiento con corticoides. A n e m i a h e m o l i t i c a i s o i n m u n e . La anemia hemolítica isommune normalmente se da en recién nacidos como consecuencia del paso del anticuerpo antihematíes del feto de la madre a través de la placenta. La enfermedad hemolitica isoinmune del recién nacido se produce con más frecuencia por la incompatibilidad de los antígenos eritrocitarios Rh y ABO entre la madre y el feto. En casos raros, otros antígenos eritrocitarios son responsables de este trastorno. En las enfermedades hemoliticas isoinmunes debidas a la incompatibilidad Rh es necesaria una sensibilización previa para iniciar el proceso. La sensibilización normalmente se da durante el embarazo cuando los hematíes letales Rh (D) atraviesan la placenta y pasan a la circulación de la madre con células Rh -negativas. La sensibilización materna también se puede dar por una transfusión previa incompatible. En cualquiera de estas circunstancias, se producen los anticuerpos maternales IgG contra las células fetales. Si se produce otro embarazo posterior en una madre sensibilizada, los hematíes del feto alcanzan de nuevo la circulación maternal y restimulan la respuesta de los anticuerpos, con el resultado de que los anticuerpos anti-Rh(D) atraviesan la placenta y reducen la vida de los hematíes fetales. En el sistema ABO pueden surgir espontáneamente en la madre anticuerpos anti-A o anti-B del tipo IgG; su presencia no requiere una transfusión o un embarazo previos. Como consecuencia, los niños primogénitos pueden padecer enfermedad hemolítica isoinmune cuando existe incompatibilidad ABO. Las características clínicas de la enfermedad hemolítica isoinmune del recién nacido debida a incompatibilidad Rh varían ampliamente. Algunos recién nacidos sólo padecen ictericia leve. Otros aparecen inicialmente muy pálidos y después desarrollan ictericia. Pueden tener hepalosplenomegalia acentuada. La enfermedad puede complicarse por una diátesis hemorrágica. anomalías importantes del equilibrio acido-base y kernicterus. En los casos muy graves, los pacientes pueden presentar hidroplesía fetal. El examen precoz de la sangre normalmente revela un aumento de los eritrocitos nucleados, que pueden incluir formas tan inmaduras como los pronormoblastos. Aunque este hallazgo dio a la enfermedad su nombre, eritroblastosis fetal, no siempre hay eritroblastosis, especialmente si el examen no se hace inmediatamente después del nacimiento. En este trastorno se ven a menudo hasta 2.0 x 10'' eritrocitos nucleados'l en niños nacidos a término, y hasta 5.0 x 10 ,1 en niños prematuros. Normalmente, el promedio de los hématies nucleados es de 0.5 x 10 /! en los niños a término, y de 1 a 1,5 x 1 0 en los prematuros. Para un examen precoz es más conveniente la sangre de la vena umbilical que la periférica (capilar) porque el cómputo eritrocitario y la hemoglobina pueden ser alteraOos significativamente entre el nacimiento y la ligadura del cordón umbilical. 3
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Generalmente hay anemia macrocítica de gravedad variable y un aumento de los reticulocitos. Ocasionalmente, la anemia se presenta repentinamente al segundo o tercer día. El cómputo de leucocitos está aumentado frecuentemente, con leucocitos inmaduros. Hay una hiperplasia normoblástica pronunciada de la médula. En los niños gravemente afectados, puede haber trombocitopenia. descenso de procoagulantes del complejo protombínico, o coagulación intravascular difusa. Una prueba directa de la antiglobulina en ios eritrocitos fetales indica la presencia de un anticuerpo IgG. Cuando se incuban por separado el suero de la madre y una dilución de eritrocitos fetales con un papel de hematíes 0, se puede demostrar normalmente la presencia de un anticuerpo con especificidad Rh(D). En las mujeres embarazadas Rh-negativas con sensibilidad conocida al Rh(D), se debe medir el título del anticuerpo anli-Rh(D) durante el embarazo como guía para llevar a cabo una amniocentesis. El trastorno hemolitico isoinmune del recién nacido asociado con incompatibilidad ABO es menos grave que el observado con incompatibilidad Rh. Ocasionalmente, se sugiere el diagnóstico por la presencia inexplicable de hiperbilirrubinemia en un recién nacido del grupo A o B de una madre grupo 0.



Tabla 2 6 - 1 2 Fármacos aceptados como causantes de anemia hemolítica Inmune por la adsorción de complejos inmunes a los eritrocitos Eslibofén Quinidina Ácido p a r a - a m i n o s a l i c i l i c o Quinina Fenacetina Insecticidas q u e contienen h i d r o c a r b u r o s clorados Aniihistaminicos Sullamidas



H i d r a c i n a d e l ácido isonicotímco Clorpromacina Aminopirma Dipirona Mellalán Ácido metenámico Suifonil ureas Insulina Rifanpicina



Modificado de Peí? LD Garrally G: Clin Haemalol 1975; 4 1 8 1 . con permiso.



Los hallazgos de laboratorio generalmente muestran una anemia leve y una reticulocilosis modesta. En contraste a la enfermedad Rh isoinmune. la esferocitosis en la enfermedad isoinmune ABO puede ser destacada. Sin embargo, puede no haber anemia. Las células fetales son generalmente débilmente positivas con los reactivos antiglobulinas. El suero de los recién nacidos y las diluciones de las células deberían contener anticuerpos anti-A y anti-B. Además el suero materno debería presentar altos titulos de anticuerpos anti A o anti B de la subclase IgG. A n e m i a hemolítica i n m u n e i n d u c i d a p o r fármacos. La anemia hemolítica inmune puede producirse Iras la administración de fármacos Cuatro mecanismos parecen mediar la hemolisis inmune (Petz, 1980). Adsorción de complejos inmunes a la membrana del glóbulo rojo. Se sabe que muchos fármacos provocan una respuesta de anticuerpos con la subsecuente adsorción de complejos inmunes a la membrana del eritrocito (Tabla 26-12). El anticuerpo inducido por fármacos es generalmente la Ig M y tiende a fijar el complemento, produciendo la ruptura de las células.



El desarrollo de la reacción de antiglobulina positiva depende de la dosis. El 3 6 % de los pacientes tiene una reacción antiglobulina positiva cuando consumen 2 g o más de metildopa al día, y 1 1 % liene una reacción positiva cuando toman sólo 1 g al día. En menos de un 1% de los pacientes aparece una anemia hemolítica inmune. La metildopa también disminuye la actividad lagocitica mononuclear. lo que puede explicar la rareza de la anemia hemolítica pese a la presencia común de anticuerpos (Sokol, 1992) Los pacientes que toman metildopa tienen con f r e c u e n c i a otros autoanticuerpos. tales como anticuerpos antinucleares y factor reumatoide (Schwartz. 2000). Otros fármacos que también han mostrado ser causa de anemia hemolítica autommune de modo similar a la metildopa son la L-dopa. procamamida y ácido mefenámico. Adsorción no inmunológica de la inmunoglobulina a la membrana del glóbulo rojo. Las cefalosporinas parecen alterar la membrana de los eritrocitos, provocando la adsorción no especifica de las proteínas plasmáticas a su superticie. Como resultado, las inmunoglobulinas IgG e IgM pueden quedar unidas a la membrana del eritrocito. Este fenómeno puede entonces causar una reacción positiva directa de la antiglobma (Petz, 1980|.



Diagnóstico de laboratorio de la anemia El diagnóstico y estudio de la anemia requiere el uso y la interpretación apropiada de las mediciones de laboratorio. Una historia detallada y un examen físico son requisitos previos para la utilización eficaz del laboratorio, ambas sirven de guia para las mediciones iniciales y apodan pautas importantes para determinar la naturaleza de la anemia. Se puede investigar si el paciente es anémico determinando si la hemoglobina, el hematoento o el cómputo eritrocitario están por debajo 1) del intervalo de referencia para su edad y sexo, 2) o de los valores anteriores del propio paciente, incluso aunque éstos estuvieran dentro del intervalo de referencia. Después, la tarea es definir la causa o mecanismo subyacentes de la anemia.



Adsorción del fármaco a la membrana de los glóbulos rops. La penicilina y la cefalosporma se combinan con proteínas que están normalmente presentes en la membrana del eritrocito. Estos fármacos, una vez unidos a la membrana del glóbulo rojo, forman grupos hapténicos y provocan una respuesta inmune.



Generalmente, el cómputo hemático total (leucocitos, erilrocitos, Hb, Hct, VCM. HCM. CCMH) y el examen de la tinción de Wright son pane del examen rutinario de sangre. Es posible que lodos estos valores puedan ser normales en la presencia de una anemia macrocítica leve, en la que los eritrocitos no caen por debajo del valor normal y los macroatos presentes (y detectables en la extensión sanguínea) no elevan el VCM por encima del intervalo normal. Una vez que se descubre la anemia, el examen básico de la sangre debería incluir lo siguiente: 1) hemoglobina, hematoento. cómputo de glóbulos rojos, índices eritrocitarios 2) examen de la extensión sanguínea; 3) cómputo de leucocitos 4) cómputo de plaquetas y 5) cómputo de reticulocitos. Con los instrumentos multicanales actuales, todos los valores de glóbulos rojos y los índices correspondientes tienen una precisión comparable. Los índices son valores medios, sin embargo, no detectarán diferentes poblaciones de células que se compensen entre sí Por ejemplo, una deficiencia combinada de folato y hierro puede elevar las poblaciones de macroatos y microcitos hipocrómicos. provocando índices normales. Un examen cuidadoso de la extensión sanguínea es fundamental y son muy útiles las curvas de distribución del volumen celular para definir el tipo de alteración (véase Cap. 24).



Se producen anticuerpos tanto IgM como IgG, pero sólo los anticuerpos Ig G se asocian con hemolisis inmune. El complemento no está involucrado. Los eritrocitos cubiertos, de anticuerpos IgG, son presumiblemente eliminados vía receptores Fe de los macrófagos del bazo.



El tamaño de los eritrocitos, determinado por el VCM y el examen de la extensión sanguínea, determinará el tipo morfológico de la anemia. Además ciertos hallazgos en las extensiones sanguíneas sugerirán qué mecanismos están involucrados.



La prueba de la antiglobulina directa es fuertemente positiva. El anticuerpo procedente de los eritrocitos de los pacientes reaccionará sólo con los glóbulos rojos previamente tratados con penicilina o cefalosporinas.



Cantidades aumentadas de macrocitos policromáticos con o sin normobastos sugieren una entropoyesis aumentada y en pacientes no tratados se debe a hemorragias o hemolisis. En esta situación puede ayudar la historia clínica (de pérdida de sangre) o el examen físico (bilirrubina o esplenomegalia). Entre los hallazgos que sugieren hemolisis están los poiguilocrtos (glóbulos rojos de forma anormal), las células falciformes. formas irregularmente contraidas (que incluyen fragmentos de glóbulos rojos o esquistocitos) y los eslerocitos. Algunas veces es difícil detectar esferocítos en esferocitosis hereditaria debido a una anisocitosis mínima. Los dos hallazgos morfológicos que más ayudan en esta situación son la presencia de un diámetro celular medio (DCM) bajo entre 6.0 um y 6.6 pm (normal = 7.0 um a 7.4 pm) y glóbulos rojos con palidez excéntrica. Las células diana pueden aparecer en hemoglobmopatias. especialmente en la presencia de Hb C. Hb D y Hb E y en las talasemias. También pueden estar presentes en cualquier anemia hipocrómica aunque en menor número.



Los pacientes presentan como síntomas iniciales una hemolisis intravascular aguda, hemogíobinemia y hemoglobinuria. La reacción de la antiglobulina directa es positiva si los reactivos contienen actividad anticomplemento. La reacción generalmente es negativa con el reactivo y ya que éste contiene escasa especificidad anti IgM o de complemento. El diagnóstico puede determinarse incubando el suero del paciente con el fármaco responsable en presencia de eritrocitos diana y observando si se produce aglutinación, lisis o sensibilización de los eritrocitos.



Inducción de anticuerpos por fármacos. En aproximadamente un 15% de los pacientes que utilizan el fármaco anlihipertensivo metildopa se produce una reacción positiva directa de la antiglobulina. El anticuerpo es de la clase IgG y en algunos estudios parece tener especificidad Rh (Crolt. 1968). Sin embargo, otros estudios indican que puede ser un adsorción eritrocítaria no especifica de la y-globulina alterada por la exposición a la metildopa (Gottlieb. 1974). Kirtland (1980) demostró que la metildopa producía una elevación del AMPc linfocitario intracelular y una inhibición de la actividad supresora del linfocitos T. Estos investigadores postularon que estos efectos podían dar una producción de autoanticuerpos no regulada por las células B en algunos pacientes.



hipocromía. Consecuentemente, el VCM asume el principal papel en la detección de anemias hipocrómicas microcíticas. Estas anemias reflejan un defecto cuantitativo en la síntesis de hemoglobina:



Las células diana sin microcitosis se encuentran también en trastornos hepáticos y en ausencia de bazo o función esplénica. Un fino punteado basófilo (que es debido a la precipitación de ARN) puede encontrarse en glóbulos rojos policromáticos asociado con un aumento significativo en la generación de eritrocitos, asi como en respuesta a hemorragias o hemolisis. El punteado basótilo grueso sugiere una anormalidad en la síntesis de hemoglobina. Aparece en las anemias megaloblásticas, talasemias, anemias refractarías, algunas deficiencias enzimáticas de glóbulos rojos y en la intoxicación por plomo. En concreto, la hipocromasia o microcitosis con punteado no es indicativo de anemia ferropénica sino que es sugestivo de talasemia o intoxicación por plomo.



1. Las anemias ferropénicas son debidas a unos requerimientos aumentados o a pérdida de sangre no compensada con la ingesta. 2. La anemia de trastornos crónicos se asocia con infección, neoplasia o enfermedad del colágeno. Esta anemia puede ser normocrómica o normocítica pero en trastornos de larga duración con frecuencia es hipocrómica y microcítica. 3. La talasemia es una deficiencia determinada genéticamente en la velocidad de síntesis de la hemoglobina. 4. La anemia siderobtástica representa el grupo de anemias refractarias con hiperplasia eritroide de la médula en el que el delecto de la síntesis de hemoglobina produce una población de células hipocrómicas microcíticas. La extensión de sangre es dimórfica y los rnacrocitos pueden prevalecer haciendo que el VCM sea normal o elevado.



La combinación de macrodtos ovales (especialmente en forma de huevos) y neutróíilos hipersegmentados indica, con frecuencia, la presencia de anemia megaloblástica. Finalmente, el examen de la extensión sanguínea permite la evaluación de anormalidades cualitativas en los leucocitos y las plaquetas, asi como estimar su número. Las enfermedades hemáticas que pueden sospecharse o detectarse de esta manera son muchas e incluyen la leucemia linfocitíca crónica, la anemia hemolitica compensada, la anemia megaloblástica reciente y las anomalías de los glóbulos rojos, como eliptocitosis hereditaria o de los leucocitos, como la mielodisplasla, o la anomalía nuclear de Pelger-Hüet.



Debido a que la anemia ferropénica es la anemia más frecuente, el primer paso es determinar si al organismo le falta hierro. Cuando no es posible documentar pérdida de sangre, se debería determinar una ferritina sérica, un hierro sérico, la capacidad de fijación del hierro o el estudio de la médula ósea para el hierro. Con ello, generalmente se discriminará entre las dos anemias más comunes dentro de esta categoría, la anemia por deficiencia de hierro y la anemia crónica simple asociada con otros trastornos, frecuentemente infecciones crónicas o cáncer. En ambas, la concentración sérica de hierro es baja, pero en la anemia ferropénica. la capacidad total de fijación del hierro está elevada mientras que en la anemia simple por trastornos crónicos está normal o disminuida. Las reservas de hierro en la médula están suprimidas en la anemia ferropénica pero son normales o elevadas en la anemia de los trastornos crónicos. La anemia ferropénica en un varón adulto casi siempre es indicativa de pérdidas crónicas de sangre: la causa debe encontrarse y corregirse, si fuese necesario.



Después de los estudios básicos que acaban de mencionarse, la elección de otros métodos depende del tipo morfológico de la anemia, tal como está determinado por los índices y la extensión sanguínea.



Anemia macrocitica (VCM aumentado) Las anemias macrocíticas son normocrómicas, según determina su apariencia en la extensión y por la CCMH. El primer paso es asegurarse si la anemia es megaloblástica. Ya se han mencionado las pistas que aporta la extensión. Se debería realizar un aspirado de medula ósea para confirmar la presencia de megaloblastosis. Médula megaloblástica. Si la médula es megaloblástica. con cambios característicos tanto en los glóbulos rojos como en los precursores de los glóbulos blancos, la anemia es con toda probabilidad causada por una deficiencia de folatos o cobalamina. Remítanse a los apartados anteriores para el diagnóstico de la deficiencia de cobalamina o de folatos. Una vez que esté definido el tipo de deficiencia, se puede determinar la causa.



Las anemias hipocrómicas (o eritrocitosis) con punteado basófilo y hierro sérico normal o aumentado son frecuentemente talasemias y las determinaciones que deben llevarse a cabo son la electroforesis de hemoglobinay la determinación de HB A y Hb F; también con frecuencia es necesario el estudio de otros miembros de la familia. Las anemias sideroblásticas incluyen las anemias sideroblásticas refractarias ¡diopáticas, que son parte de los síndromes mielodisplásicos (véase Cap. 27), así como las anemias que se producen después de un tratamiento con ciertos fármacos (isomazida) o en intoxicaciones crónicas por plomo. El punteado basófilo grueso es común en esle tipo de anemias. La Tabla 26-13 resume algunas de las diferencias de laboratorio entre las anemias microcíticas. ;



Médula no megaloblástica. Si la médula no es megaloblástica se deberían investigar las condiciones que pueden estar asociadas con macrocitosis. Entre estas, se incluyen: trastornos hepáticos, anemias hemoliticas, hipotiroidismo, ingesta excesiva de alcohol, anemias hipoplásicas y anemias ref ractanas con médula ósea hiperplásica, que incluyen los síndromes mielodisplásicos. Las anemias asociadas con estos trastornos, aunque pueden ser macrocíticas. generalmente son normocíticas y se pueden considerar, por tanto, dentro de las anemias normocíticas.



Anemias microcíticas e



hipocrómicas



Anemia normocítica y normocrómica (VCM normal) Este grupo de anemias tiene muchas causas. Una aproximación útil es la evaluación de la eritrocinética en un determinado paciente (véase Cap. 25). Con frecuencia, el índice de producción de reticulocitos (IPR) y el examen de la médula ósea será suficiente. El IRP es la medida más sencilla de eritropoyesis efectiva.



(disminución



en el VCM y la HCM) Si el cómputo se lleva a cabo en un aparato multícanal, la CCMH probablemente esté en el intervalo normal, con ligeros a moderados grados de



Tabla 2 6 - 1 3



Características de laboratorio en las anemias microcíticas hipocrómicas Hierro sérico
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CFHT= capacidad de fijación del hierro total; PEL= por irinas eritrootanas libres, í = disminución; N = normal T = aumenlo.



Respuesta óptima de la medula ósea: Índice de producción de reticulocitos superior a dos. Si la producción de los reticulocitos supera dos veces la normal, según se determina por el cómputo absoluto de reticulocitos o IPR, se puede asumir que la médula ha alcanzado una respuesta óptima. Se puede suponer entonces que la causa de la anemia es bien una pérdida aguda de sangre o la hemolisis. Si no se puede probar una pérdida de sangre, debe buscarse una evidencia de que la hemolisis, en realidad, está presente. La hiperplasia eritroide de la médula, la bilirrubma sérica y el urobilinógeno fecal o urinario indicarán si la actividad y la destrucción erilropoyética están aumentadas. La determinación de la supervivencia de los glóbulos rojos puede ser necesaria para probar, en algunos casos, la hemolisis. Una haptoglobina sérica baja y una LD elevada señalan hemolisis, aunque niveles normales no la excluyen. Ninguna de estas medidas especificará si la hemolisis es intravascular o exlravascular pero una hemoglobina plasmática elevada, hemoglobinuria y hemosiderinuria son indicativos de hemolisis intravascular.



Tabla 2 6 - 1 4 Clasificación de la policitemia Policitemia relativa 1. M e n o r v o l u m e n d e l p l a s m a : deshidratación; c h o q u e 2. Policitemia falsa { p o l i o l e m i a por estrés; síndrome de Gaisbóck) Policitemia absoluta 1. Policitemia s e c u n d a r i a (aumento de la eritropoyetina) a) Producción de eritropoyetina a d e c u a d a , hipoxia 1 Insaturación d e l oxígeno arlerial: g r a n altitud; e n f e r m e d a d pulmonar, e n f e r m e d a d de corazón cianotico policitemia d e l fumador, m e t a h e m o g l o b i n e m i a . Hb M 2 Hemoglobinopatía de g r a n afinidad por el o x i g e n o b) Producción m a p r o p i a d a de e r i t r o p o y e l m a 1. Neoplasias: c a r c i n o m a renal, h e m a n g i o m a cerebeloso; h e p a t o m a ; fibromas uterinos; neoplasias corticosuprarrenales 2. Patología renal quistes, hidronefrosis; trasplante c ) Policitemia familiar 2. Policitemia vera



Una vez que se ha determinado una hemolisis excesiva, hay que proceder a conocer el tipo de mecanismo hemolítico. La prueba de antigtobulina directa ¡Test de Coombs) constituye una guía útil para un estudio más detallado.



Modilicado de Berlín. NI l.: Semm. Homatol 1975. 1?339, con permiso. v_



Si la reacción de la antiglobulina directa es positiva usando reactivos de amplio espectro, deberían llevarse a cabo pruebas para determinar la presencia de IgG, IgM o complemento en los glóbulos rojos Si las inmunoglobulinas están presentes en los glóbulos rojos, las pruebas de anticuerpos específicos, aglutininas frías, anticuerpos de Donath-Landsteiner y la electroforesis de las proteínas séricas pueden ayudar a definir el proceso.



pacidad de la médula para responder a la demanda provocada por una ligera disminución de la supervivencia del glóbulo rojo. Algunas de éstas son anemias de trastornos crónicos asociados con infección, cáncer o artritis reumatoide y presentan el defecto en el metabolismo del hierro indicado antes en relación con las anemias microciticas e hipocrómicas.



Si la reacción de al antiglobulina directa es negativa, el siguiente examen que debe llevarse a cabo dependerá de los hallazgos clínicos y de los resultados de las mediciones ya realizadas. Si se sospecha una esferocitosis hereditana, será necesario realizar la fragilidad osmótica antes y después de 24 horas de incubación a 37 C y estudios familiares. Si se sospecha de una anemia hemolítica congenita no esferocítica, será útil la búsqueda de deficiencia en G6PD y PK. la electroforesis de hemoglobinas y una prueba de células falcilormes. Si éstas son negativas, se debería realizar la prueba de inestabilidad al calor, de solubilidad en isopropanol y la aulohemólisis. En el caso de que la talasemia parezca más probable, son apropiadas las determinaciones de Hb A y de Hb F y quizás buscar inclusiones de Hb H. Las talasemias son normalmente anemias microcíticas e hipocrómicas; la talasemia 3 principal, la talasemia B intermedia y la enfermedad de la hemoglobina H son trastornos hemoliticos y pueden tener el IPR aumentado. Si se sospecha una hemolisis inducida por fármacos, eslán indicadas la prueba de determinación de los corpúsculos de Heinz, la prueba selectiva para la G6PD y, si es posible, las pruebas para la determinación de un autoanticuerpo fármaco-dependiente. Si la naturaleza de la anemia hemolítica no está clara, debería practicarse una prueba de agua azucarada para la determinación de HPN. Respuesta inadecuada de la médula: índice de producción de reticulocitos inferior a dos. El mecanismo de la anemia puede ser una entropoyesis ineficaz. Aunque en otras categorías aparecen alteraciones que componan el máximo grado de entropoyesis inefectiva (p. ej., anemia megaloblástica y talasemia). algunas anemias refractarias idiopáticas tienen una médula ósea hiperplásica y una aportación deficiente de células en la sangre. En algunas de éstas, pueden estar présenles anormalidades en los precursores entroides que sugieren una alteración megaloblástica. pero no aparecen las alteraciones granulocíticas y megacariocíticas que se ven normalmente en la anemia megaloblástica. Un cómputo de reticulocitos bajo puede indicar una producción reducida debido a una estimulación inadecuada de la médula. Las enfermedades renales crónicas pueden conducir a una producción deficiente de eritropoyetina. Ciertas endocrínopatías, tales como el hipopituitarismo o hipotiroidismo. pueden provocar la regulación de la producción de hemoglobina a menor nivel c o n o c o n s e c u e n c i a de la menor demanda hística de oxígeno. Un gran número de anemias normocrómicas asociadas con diversas enfermedades crónicas forman un grupo heterogéneo caracterizado por u n a ¡nca-



La incapacidad de respuesta de la médula a la eritropoyetina puede ser debida a una lesión medular por fármacos o productos químicos tóxicos, a causas desconocidas, o a la infiltración de la médula por células neopiásicas o tejido fibroso. En estas alteraciones con cómputos reticulocitarios bajos en las que la médula no produce de forma efectiva eritrocitos, normalmente es útil examinar la médula ósea. Otros estudios para determinar el proceso de la enfermedad subyacente pueden tener que realizarse según los análisis de la médula, la evaluación eritroemética y los hallazgos clínicos.



POLICITEMIA La policitemia (eritrocitosis) se define clásicamente como un nivel de hematoento elevado por encima del nivel normal más que por una concentración de hemoglobina o un cómputo de glóbulos rojos aumentado (Landaw. 1990). La policitemia absoluta se refiere a un incremento de la masa total de glóbulos rojos en el organismo: en la policitemia relativa, la masa total de glóbulos rojos es normal, pero el hematócrilo está aumentado porque el volumen del plasma se encuentra disminuido. La policitemia puede clasificarse según la Tabla 26-14.



Policitemia relativa La policitemia relativa se refiere a un incremento en el hematoento o el cómputo de eritrocitos como resultado de una disminución en el volumen plasmático; la masa total de eritrocitos no está aumentada. Esto se produce durante la deshidratación aguda (p. ej., en diarreas graves o quemaduras) y en pacientes en tratamiento con diuréticos. En la policitemia falsa (síndrome de Gaisbóck), la masa de glóbulos rojos suele ser normal alta y el volumen plasmático normal bajo: estos pacientes se han considerado como un extremo del estado fisiológico normal. Casi todos son hombres, presentan una alta incidencia de lumadores y tenden a ser obesos y tener hipertensión. Weinreb (1975) comparó un grupo de estos pacientes con un segundo grupo, similar excepto en que el hematoento elevado se debía principalmente a una disminución del volumen plasmático. Este último grupo tenia una mayor tendencia a hipertensión e hipercolesterolemia. y una supervivencia más baja. Se ha sugerido el hábito de fumar como una causa de policitemia (Smilh. 1978). Es probable que fumar constituya un factor importante en algunos casos de falsa policitemia.



Policitemia absoluta Producción apropiada de eritropoyetina debido a hipoxia Insaturación a r t e r i a l de oxígeno. La taita de oxígeno en la sangre por cualquiera que sea la razón provoca una insaturación arterial, un aporte defectuoso de oxígeno a los tejidos, aumento de la producción de eritropoyetina, hiperplasia eritroide en la médula y, como resultado, eritrocitosis. La masa de glóbulos rojos está aumentada. Como respuesta a la hipoxia. el 2,3 DPG de los eritrocitos y el P se incrementan. En contraste con la policitemia vera, generalmente no hay leucocitosis o trombocitosis y la tosfatasa alcalina de los neutrófilos es normal. La insaturación de oxígeno arterial puede ser la causa de policitemia en personas que viven en altitudes altas: en pacientes con trastornos pulmonares crónicos y bloqueo en la difusión de oxigeno en la sangre; en la enfermedad del corazón cianótico en la que se produce una derivación derecha a izquierda; en fumadores (Smith, 1978) y en la metahemoglobinemia debido a una deficiencia enzimática, a un efecto de fármacos crónicos o a una hemoglobina estructuralmente anormal (Hb M) (véase el apartado de Hemoglobina M, descrito anteriormente). 5C



Hemoglobinopatia por elevada afinidad de oxigeno. Otra causa de hipoxia tisular es la presencia de una hemoglobina estructuralmente anormal que tiene una alta afinidad por el oxígeno (Adamson. 1975) (véase anteriormente Hemoglobinas asociadas con afinidad de oxígeno alterada). Como en otras hemoglobinopatías. el trastorno se produce en los heterocigotos. La hemoglobina anormal libera menos oxigeno a los tejidos que la hemoglobina normal con la misma P0 ; la curva de disociación se desvía a la izquierda y el P está disminuido. El 2,3 DPG de los glóbulos rojos no está aumentado. Al igual que en la insaturación de oxígeno arterial, existe un aumento en la producción de eritropoyetina y eritrocitosis, Se debe hacer énfasis en que la electroforesis rutinaria de hemoglobina con frecuencia no detecta estas variantes de hemoglobina ya que la sustitución de aminoácidos se produce en uno de los lugares de contacto «B o cerca de la cavidad del hemo. Un P bajo, por lo tanto, es una presumible evidencia de una hemoglobinopatia. Algunas hemoglobinas de alta afinidad asociadas con policitemia son inestables; en estos casos, la prueba de inestabilidad al calor es positiva. 2



esplenomegalia que las personas con policitemia debida a una variante de hemoglobina con elevada afinidad por el oxigeno. La disminución marcada del 2,3 DPG de los eritrocitos asociada con una deficiencia de la actividad de la 2.3 DPG mutasa y de la 2,3 DPG losfalasa provoca policitemia y se hereda, parece ser. de forma autosómica recesiva. En otras familias existe una expansión del conjunto de las células progenituras eritroides sensibles a la eritropoyetina determinada genéticamente (Prchal. 1985).



Policitemia



vera



La policitemia vera es una panmielosis, es decir, una condición en la que se produce una excesiva proliferación tanto en megacariocitos y granulocitos como eritrocitos. Se manifiesta por eritrocitosis, leucocitosis y trombocitosis de grado variable. La etiología es desconocida. La policitemia vera se comenla junto con los trastornos mieloproliferalivos (véase Cap. 27).



Medida de eritrocitos y volumen plasmático El diagnóstico de policitemia absoluta depende de unas mediciones fiables del volumen eritrocitario y plasmático. Los volúmenes eritrocitarios y plasmáticos se miden utilizando marcadores de isótopos radiactivos y el principio de dilución. El marcador más empleado es el C r en la forma de cromato sódico unido a eritrocitos para medir el volumen eritrocitario. El yodo 125 o 131 se une a la albúmina y puede usarse para medir el volumen plasmático. Para una descripción más detallada de la medida del volumen de glóbulos rojos y plasma, consultar el informe del International Cominee for Standization in Hematology (1980). sl
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5C



La intoxicación por monóxido de carbono produce hipoxia por dos mecanismos: reducción directa de la saturación de oxigeno y una interferencia con la liberación de oxígeno desde la hemoglobina (Landaw,1990).



V o l u m e n e r i t r o c i t a r i o . En resumen, la sangre se toma del paciente y los eritrocitos son marcados con Cr. Los eritrocitos cromados se lavan en solución salina. Una dilución proporcional de eritrocitos marcados se inyecta intravenosamente en el paciente. Después de cierto período para lograr el equilibrio, generalmente de 10 a 20 minutos, se obtiene una muestra de sangre del brazo contrario. En casos en que el tiempo de equilibrio pueda prolongarse (como en esplenomegalia, fallo cardíaco o choque), se debe obtener otra muestra 60 minutos después de la inyección. ;,,



La radioactividad de cada muestra se registra mediante un contador de centelleo. El volumen eritrocitario (VE) se calcula utilizando la fórmula: VE (mi) =



Producción inapropiada



de eritropoyetina



N e o p l a s i a s . Las neoplasias, bien sean benignas o malignas, se han asociado con policitemia. Las neoplasias renales representan la mayoría de los casos. En casi todos los casos, la eritrocitosis ha desaparecido después de la resección del tumor. No está claro el mecanismo. Se ha observado que algunas de estas neoplasias contienen y presumiblemente producen eritropoyetina (p. ej„ el hemangioma cerebeloso. hipernefroma. algunos hepatomas). T r a s t o r n o s renales. En otras neoplasias o tumores (por ejemplo, quistes renales, hidronefrosis, carcinoma de ovario, algunos hepatomas), parece que el impacto de la masa sobre el riñon produce un aumento en la producción renal de eritropoyetina como resultado de una presión aumentada o por hipoxia local dentro del riñon. En la mayoría de los pacientes que presentan eritrocitosis después de un trasplante renal, no se han reemplazado los ríñones nativos. La isquemia renal debido a una estenosis de las arterias es el mecanismo probable del aumento en la producción de eritropoyetina y de la eritrocitosis en estos casos. P o l i c i t e m i a familiar. La policitemia familiar más común se debe a la presencia de una hemoglobina de alta afinidad por el oxígeno, que se hereda como un factor autosómico dominante. La excesiva producción autónoma o inexplicable de eritropoyetina que provoca policitemia puede heredarse como un factor autosómico dominante (Distelhorst. 1981) o como un carácter autosómico recesivo (Adamson. 1975). Ambos señalan que una regulación defectuosa de la producción de eritropoyetina puede ser la causa de policitemia. Los individuos con el tipo recesivo presentan complicaciones más prematuramente, tienen mayores niveles de Hb y Hct y con más frecuencia presentan



l (cpm C (cpnvml)



Donde 1= Radioactividad total inyectada (cómputo por minuto) C= Radiactividad de los eritrocitos después de completar la mezcla (cómputo por minuto o por mi de eritrocitos) V o l u m e n plasmático. Se extraen aproximadamente 20 mi de sangre del paciente. Después de centrifugar, separamos el plasma y se añade albúmina marcada con yodo radiactivo. Después de mezclar, el plasma marcado se inyecta intravenosamente ai paciente. En los 10. 20 y 30 minutos siguientes a la inyección se extraen 5 mi de sangre y se mide la radiactividad en un contador de centelleo del tipo de pozo. La radiactividad a tiempo cero ¡P,) se determina señalando tres puntos en un papel semilogarítmico y exlrapolando a tiempo cero. Se prepara un patrón diluyendo una parte proporcional de la albúmina marcada con yodo radiactivo en solución salina con una pequeña cantidad de detergente. El volumen de plasma se calcula utilizando la fórmula: VP (ml) =



S (cpm/ml) x D x V (ml) P° (cpm/ml)



Donde S= índice de cómputo del patrón (cómputo.'min/ml) D= Dilución de la solución patrón V= Volumen de la solución inyectada de albúmina marcada con yodo radiactivo P = índice de cómputos de la muestra de plasma corregido a tiempo cero (cómputo.'min/ml) 0



Tabla 26-15



Efecto clínico de la relación variable entre el volumen eritrocitario y el plasmático Volumen plasmático



Volumen eritrocitario Normal



Alto



Causa



Efecto



Embarazo



Seudoanemia



Cirrosis Nefritis F a l l o cardíaco c o n g e s t i v o Nii-m.-il



:l,l|(i



Estrés



Seudopohcitemia



F a l l o c i r c u l a t o r i o periférico Deshidratación Edema Reposo prolongado en cama Bajo



Normal



Anemia



Reflejo e x a c t o del g r a d o d e a n e m i a



Bajo



Alto



Anemia p o r e l c ó m p u t o sanguíneo



Anemia menos grave de lo indicado



Bajo



Bajo



Hemorragia



A n e m i a m a s g r a v e d e l o i n d i c a d o por e l c ó m p u t o sanguíneo



A n e m i a grave ( c u a n d o Hct < 0,2) Alto



Normal o bajo



Policilemia



Rellejo e x a c t o de la policilemia o



Alto



Alto



Policitemia ( c u a n d o Hct > 0,5)



P o l i c i t e m i a más s e v e r a d e l o a p a r e n t e



Alto



Esplenomegalia acentuada



Seudoanemia



policitemia m e n o s grave de lo aparente



Normal o incluso alto De Dacie JV y



Lewis SM:



Practical H a e m a t o l o g y 5 ' e d . E d i m b u r g o . C lurchill Lrvmgstone. 1975



Interpretación. El volumen normal de eritrocitos para hombres es de 20 a 36 ml/kg y para mujeres es de 19 mlVkg a 31 m l k g . El volumen plasmático para hombres es de 25 m l k g a 43 ml


Los pacientes con policitemia tiene un volumen de glóbulos rojos superior a 36 m i ' kg para hombres y 32 m l k g en mujeres. Los cambios en el volumen eritrocitario y plasmático en diversas condiciones se resumen en la Tabla 26-15.
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Alteraciones de granulocitos y monocitos Neutrofilia



El estudio cuantitativo de los leucocitos incluye la concentración de todos los leucocitos, el recuento total de leucocitos (recuento de glóbulos blancos [WBC]) y las concentraciones absolutas y relativas de las distintas clases de leucocitos. El término leucocitosis se refiere a un incremento en el recuento total de leucocitos por encima del límite superior de referencia por edad y sexo. Leucopenia es un recuento de leucocitos por debajo de lo normal. A pesar de que todos los leucocitos actúan defendiendo el organismo, sus funciones difieren y lo mejor es observarlos como sistemas separados. Un aumento o disminución en la concentración absoluta de células en cada una de las series se denomina neutrofilia (leucocitosis de neutrófilos) y neutropenia; eosinofilia (leucocitosis de eosinófilos) y eosinopenia; basolilia (leucocitosis de basófilos) y basopenia; linlocitosis y linfopenia: monocitosis y monocitopenia. El estudio cualitativo de los leucocitos incluye las anormalidades estructurales en el citoplasma y en el núcleo, así como las anormalidades funcionales. Uno de los objetivos del estudio de los leucocitos es ayudar a establecer un diagnóstico. En ocasiones este único examen puede proporcionar un diagnóstico específico positivo, por ejemplo, en las leucemias. Más frecuentemente, puede contribuir al diagnóstico junio con otros datos clínicos o de laboratorio, por ejemplo, en apendicitis aguda o mononucleosis infecciosa. Otro objetivo es ayudar a establecer un pronóstico. Por ejemplo, la leucopenia en apendicitis aguda o neumonía se considera de pronóstico desfavorable. Por último, el estudio de los leucocitos es útil en el seguimiento del curso de la enfermedad. Por ejemplo, los efectos tóxicos de la radioterapia y quimioterapia pueden reconocerse, y se puede monitorizar la recuperación, examinando los leucocitos. Por estas razones, el recuento de leucocitos se realiza a casi todos los pacientes que ingresan en el hospital, cualquiera que sea su enfermedad.



La leucocitosis por neutrólilos o neutrofilia se refiere a una concentración absoluta de neutrófilos en sangre por encima del límite normal por edad. Los intervalos de referencia se muestran en la Tabla 24-5; las variaciones por edad se comentan en el Capítulo 24. M e c a n i s m o s . Los principales factores que influyen en el recuento de neutrófilos son: 1) el flujo de entrada de células desde la médula ósea; 2) la proporción de neutrófilos en el total granulocítico marginal (PGM) y el total granulocílico circulante (PGC) y 3) la tasa de salida de neutrófilos desde la sangre. La leucocitosis fisiológica se produce por factores o situaciones que no implican daño tisular. El ejercicio intenso, la hipoxía, el estrés o la inyección de epinefrina originarán una disminución del PGM con el aumento correspondiente del PGC, ocasionando una seudoneutrofilia. Esta sencilla redistribución de las células entre el PGC y el PGM podría ser el resultado de la activación inducida por epinefrina de los (5-receptores de las células endoteliales liberando adenosin monofosfato cíclico (cAMP), que altera las propiedades adhérentes de los neutrófilos y aumenta la liberación de neutrófilos a la circulación (Boxer, 1995). El estrés intenso o la inyección de endotoxinas, corticoides o etiocolanolona se traducen en un aumento en el flujo de células a la sangre desde el total almacenado en la médula. Como consecuencia, la maduración y el total de reserva en la médula disminuyen, y tanto el PGM como el PGC están aumentados. Es posible una mayor neutrofilia en esta situación debido al mayor tamaño del total de reserva respecto al PGM y PGC. Es probable observar cayados y metamielocitos. En ambas situaciones, la neutrofilia aguda ocurre como resultado de una redistribución de las células, sin que aumente su producción. La neutrofilia crónica puede ser producida por corticoides, que disminuyen el ingreso de neutrófilos desde la sangre y se traducen en un aumento del



PGM y PGC sin que necesariamente se incremente la producción de neutrófilos. A diferencia de lo anterior, la leucocitosis patológica es un aumento del número de leucocitos que ocurre como resultado de una enfermedad, y habitualmente como respuesta a un daño tisular (Tabla 27-1). Esta leucocitosis es frecuentemente una neutrofilia. Además de la pérdida aleatoria de neutrófilos de la circulación en varias secreciones corporales, los neutrófilos salen de la sangre a través de movimientos ameboides cuando son atraídos a un foco de inflamación tisular, presumiblemente por sustancias quimiotácticas. Desde el PGM, los neutrólilos dejan la sangre, pasan entre los capilares de las células endoteliales, y alcanzan los tejidos. En la infección aguda, el aumento marginal de neutrófilos y el flujo desde la sangre a los tejidos conduciría a neutropenia si no hubiese flujo de neutrófilos desde el compartimento de reserva de la médula hacia la sangre. Como consecuencia de una sobrecompensación de este último, el resultado es un neutrofilia. Habitualmente la producción y los compartimentos de reserva se incrementan entonces en la médula y son capaces de soportar el PGC aumentado y el PGM a la vista de un flujo aumentado de neutrófilos desde la sangre hacia el lugar de la inflamación. En estas circunstancias, la médula mostrará hiperplasia granulocítica (disminución del cociente células precursoras de eritrocitos/células precursoras de granulocitos [E/Gj y aumento de células), con maduración intacta. Si la demanda de neutrófilos es extremadamente grande, como en una infección grave, puede haber depleción del total de reserva de la médula y disminución del PGC (neutropenia) y del PGM. debido a que el aporte de células es insuficiente para la demanda. En estas circunstancias, la médula mostrará un aumento en el número de precursores inmaduros de neutrófilos. Tabla 27-1



Leucocitosis patológicas



Causa Alergia Brucelosis Convulsiones Fármacos y v e n e n o s ACTH Epinefrina Alcanlor Sulfato de c o b r e , lósforo Tetracloroetano. epinefrina Otros (acetanilina, arsénico, b e n c e n o , C O , digitálicos, plomo, fenacelina. trementina, venenos) Factores d e crecimiento mieloide (G-CSF, GM-CSF. M-CSF) Hemolisis Hemorragia Enfermedad de Hodgkin Lmfocitosis infecciosa Mononucleosis infecciosa Leucemia Síndrome de LOffler. periarteritis nodosa anemia perniciosa Policitemia vera Toxemias: a c i d o s i s diabólica. e c l a m p s i a , gota, uremia Tuberculosis



T i p o d e célula Eosinófilo Linfocito, m o n o c i t o Neutrófilo o linlocito Neutrófilo Neutrófilo y eosinófilo Eosinófilo M o n o c i t o , neutrófilo y linfocilo Neutrófilo Neutrófilo. m o n o c i t o Neutrófilo Neutrófilo Neutrófilo eosinófilo y monocilo Linfocito Linfocilo, formas atipicas Granulocito linfocito o monocito Eosinófilo Neulrólilo, eosinófilo, basófilo Neutrófilo Neutrófilo. eosinófilo, linlocito, m o n o c i t o



Tumores q u e afectan Médula y c a v i d a d e s serosas Neutrófilo y eosinófilo Ovario Tracto Gl e h i g a d o Fiebre tifoidea Linfocito



Eosinófilo Neutrófilo



ACTH = hormona adrenocorticotropa; CC = monoxido de carbono; G-CSF = lactor estimulante de colonias de granulocitos: GM-CSF = tactor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos; M-CSF = (actor estimulante de colonias de macrófagos. Gl = gastrointestinal. * ; '



hasta el estado de mielocitos, pero una disminución en el número de melamielocitos, cayados y neutrófilos. Causas Infección. Las infecciones sistémicas ocasionadas por algunas bacterias, hongos, espiroquetas y virus pueden producir neutrofilia. En algunos casos, puede ir precedida por una neutropenia transitoria, sobre todo si la infección es grave. Algunas infecciones bacterianas originan una neutropenia persistente, como la fiebre tifoidea, fiebre paratifoidea y la brucelosis. No está claro si esto es debido al mecanismo descrito previamente para la infección severa, a una depresión tóxica de la médula, o a una combinación de ambos. La apendicitis. salpingitis, otitis media, y otras infecciones localizadas causadas por organismos piogénicos, habitualmente desencadenan neutrofilia. El patrón característico de respuesta a la infección incluye una progresiva leucocitosis neutrofílica, aumento de formas inmaduras (desviación izquierda) y disminución de eosinofilos. Cuando la infección comienza a remitir y la fiebre desciende, se produce una transformación gradual en la composición de la sangre: el número lotal de leucocitos disminuye, y el número de monocitos aumenta. Esta fase monocítica es reemplazada gradualmente por una linfocitosis relativa o ligeramente absoluta y eosinofilia a medida que se produce la recuperación. A continuación, se citan otras alteraciones asociadas con neutrofilia. En algunas de ellas, se activan uno o más de los mecanismos descritos previamente; en otras, el mecanismo no está claro.



Tóxicos Metabólicos. Uremia, eclampsia, gota, acidosis diabética. Fármacos y químicos. Plomo, mercurio, cloruro potásico, digitálicos, epinefrina. corticoides, trementina, etilenglicol. benceno y factores de crecimiento mieloides. Estímulos físicos y emocionales. Calor, frío, actividad muscular, anoxia, dolor, miedo, ira. Destrucción tisular o necrosis. Infarto de miocardio, quemaduras, intervenciones quirúrgicas, lesiones por aplastamiento, fracturas, enfermedad neoplásica (especialmente con necrosis extensa). Hemorragia. Especialmente si el sangrado ha ocurrido en una cavidad serosa (peritoneal, pleural, articular, subdural). Hemolisis. Sobre todo en hemolisis rápidas, como en las crisis hemolíticas o en reacciones hemolíticas poslransfusionales. Alteraciones hematológicas. Síndromes mieloproliferativos, leucemia mieloide, estados postesplenectomizados. T u m o r e s sólidos. En pacientes con tumores sólidos, particularmente carcinoma de pulmón de células grandes, se observa ocasionalmente neutrolilia, Esta neutrofilia es secundaria a diversos factores que incluyen la respuesta a la necrosis lisular y la infección subyacente asi como la producción de factores de crecimiento mieloide (Peterson y Hrisinko, 1993). D e t e r m i n a n t e s . Ciertos factores del huésped modifican el grado de la respuesta neutrofílica. Los niños responden más intensamente que los adultos. El grado de neutrofilia producido puede ser alterado por los mismos factores que afectan la producción de eritrocitos (déficit de hierro, folato o cobalamina) o por fallo de la médula debido a otras causas. Pueden intervenir factores no bien definidos que permiten al organismo localizar una infección: cuanto más localizado el proceso, más pronunciada la neutrofilia. Otros factores que modifican la respuesta de los neutrófilos son debidos más al microorganismo que al huésped. Principalmente las bacterias piogénicas inducen neulrofilia. Dentro de unos límites, cuanto más virulento sea el agente, mayor el recuento de neutrófilos. Sin embargo, cuando la infección es abrumadora, tiende a haber neutropenia y una mayor desviación izquierda como consecuencia del mecanismo descrito previamente. El tratamiento de las infecciones con agentes antibióticos puede modificar la respuesta de los leucocitos a la infección. La terapia con esferoides, a pesar de causar neutrofilia, tiende a dañar la respuesta del huésped a la infección, probablemente debido a la disminución del movimiento de los neutrófilos hacia los tejidos y al aumento de la estabilidad lisosomal.



Neutropenia La neutropenia es una disminución del recuento absoluto de neutrófilos por debajo de 2 x lO-'/l para la raza blanca y por debajo de 1.3 x 10 /I para la raza negra. El término agranulocitosis se ha utilizado para la neutropenia severa; esla casi siempre asociado a una depleción de eosinófilos y basólilos. Si el recuento de neutrófilos está por debajo de 1 x 10'/I, el riesgo de infección es considerablemente superior a lo normal, y si el recuento de neutrófilos es inferior a 0,5 x 1071, el riesgo de infección es aún mayor. 9



Los mecanismos que provocan neutropenia incluyen ( 1 ) disminución del flujo de neutrófilos desde la médula a la sangre como resultado de una ausencia de producción o producción ineficaz; (2) aumento de la retirada de neutrófilos de la sangre: (3) alteración de la distribución entre el PGC y PGM o (4) una combinación de las anteriores. Las neutropenias no están tan claramente clasificadas como las anemias Se ha llevado a cabo un abordaje utilizando datos de medidas radioisotópicas de la actividad proliferativa. tiempo de maduración, supervivencia en la circulación y medida del PGM y PGC, además de los esludios habituales de médula ósea y sangre periférica. En la tabla 2 7 - 2 se ofrece una clasificación. Debe observarse que los fármacos inducen neutropenia a través de diversos mecanismos y es una consideración muy importante en cualquier diagnóstico diferencial de leucopenia. H i p o p l a s i a m i e l o i d e . La agranulocitosis infantil genética de Kostmann es un trastorno autosómico recesivo poco común que aparece al principio de la lactancia La médula suele mostrar un aumento de los granulocitos precursores pero pocas formas maduras, y la supervivencia de los neutrófilos es normal. Parece estar presente un defecto intrínseco en las células precursoras mieloides con dismielopoyesis (Athens, 1 9 9 3 ) . La neutropenia familiar crónica y la neutropenia cíclica parecen ser alecciones autosómicas dominantes. La Ultima tiene una periodicidad de alrededor de 21 días, y parece ser debida a un fallo periódico de las células madre. Los precursores de los neutrófilos desaparecen antes de la disminución de los



Tabia27-2 /



neutrófilos circulantes y reaparecen durante la fase neutropenia Se han descrito otras neutropenias congénitas y familiares (Athens. 1993). Los pacientes con linfocitos disfuncionales suelen presentar algún grado de neutropenia. Los varones con agammaglobulinemia ligada al cromosoma X suelen ser neutropénicos. La neutropenia aislada o la agranulocitosis son raras en adultos. Cuando la médula es dañada por un proceso mieloftísico como carcinoma melastásico o enfermedad de Gaucher, que reemplazan la médula, o bien por lármacos, habilualmente el daño no se limita a la granulopoyesis sino que afecta también a normoblastos y megacariocitos. Sin embargo, debido a la corta vida media de los granulocitos, la neutropenia es el primer electo reconocible en la sangre. Pasan semanas antes del daño hasta que los tejidos errtropoyéticos se manifiestan debido a la larga vida media de los entrocitos. Las plaquetas tienen una vida media bastante corta, pero por otro lado los megacariocitos son más resistentes al daño. Los fármacos son una causa importante de neutropenia y, como se subraya en la tabla 2 7 - 2 . pueden actuar de diferentes maneras. Los fármacos que actúan destruyendo o interfiriendo la mitosis de las células prolilerativas son con frecuencia utilizados en quimioterapia. Electos importantes y limitantes de esta quimioterapia son neutropenia severa con riesgo de infección, y trombocitopenia severa con riesgo de hemorragia: la anemia se conlrola más rápidamente con transfusiones. Los efectos idiopáticos ("idiosincrásicos") de los fármacos son aquellos en los que predominan los factores de susceptibilidad del huésped, esto es. que apenas tienen relación con las dosis y duración del tratamiento farmacológico. G r a n u l o p o y e s i s ineficaz. La neutropenia debida a un aumento de la granulopoyesis ineficaz ocurre en las anemias megaloblásticas. con fármacos antagonistas del folato y en desnutrición. En estas circunstancias suele haber anemia y trombocitopenia asociadas. Por supuesto, la anemia está presente con Irecuencia si la terapia es prolongada y a menudo también la trombocitopenia. La médula suele ser hiperplásica. Además del aumento de la destruc-
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Hipoplasia mieloide



A. Agranulocitosis infantil genética ( K o s t m a n n ) : n e u l r o p e n i a familiar; n e u t r o p e m a cíclica: n e u t r o p e n i a crónica ( h i p o p l a s i c a ) ; neutropemas asoc i a d a s c o n alteraciones Imlocitarias: n e u t r o p e m a mielofüsica B. I n d u c i d a por fármacos 1. Citoloxicos a. A g e n t e s alquilantes (mostaza n i t r o g e n a d a , c i c l o f o s f a m i d a . c l o r a n b u c i l . busulfán) b. Radiaciones ionizantes c. Inhibidores de la mitosis (colchicina. vinblastina, vincristina) d. Dospolimorización d e l A D N ( p r o c a r b a c i n a ) 2 Interferencias metabólicas c o n la síntesis de A D N a A n t a g o n i s t a s de p u r m a s y p i n m i d i n a s (arabinósido do c i t o s i n a ' . m e t o t r e x a t o ' 6-mercaptopurína azatioprina. nidroxiurea). b Similares a fenotiazinas (fenotiacmas. b e n z o d i a c e p i n a s . c o m p u e s t o s antitiroideos". s u l f o n a m i d a s ' . antibióticos, anticonvulsivos) c Otros (cloranfenicol", b e n c e n o " ) 3 Idiopática a A g u d a , de días a s e m a n a s (quinina, q u m i d i n a . i n d o m e t a c i n a . p r o c a i n a m i d a . tiazidas, s u l f o n a m i d a s ' . fenilbutazona". antitiroideos') b Crónica, de m e s e s a años (cloranfenicol", fenilbutazona". b e n c e n o " , sales de oro") //.



Hiperplasia de la médula con granulopoyesis inelicaz



A Síndrome de Chédiak-Higashi. a n e m i a megaloblástica. síndromes mieloproliferativos ( p u e d e n p e r t e n e c e r al p u n t o IV) B I n d u c i d a por fármacos 1. Alteración de la síntesis de ácidos n u c l e i c o s (arabinósido de c i t o s i n a " . m e t o t r e x a t o " , fenitoina) 2. Otros (alcohol, cloranfenicol") /// Supervivencia en circulación disminuida d e b i d o a un i n c r e m e n t o en la ulilización o en la destrucción A infecciones b a c t e r i a n a s : infecciones víricas infecciones por p r o t o z o o s ; n e u l r o p e n i a b e n i g n a crónica de la infancia, neulropenia idiopática crónica en adultos: n e u l r o p e n i a esplénica: n e u l r o p e n i a neonatal por isoinmunización; i n m u n o n e u l r o p e n i a a d q u i r i d a B. I n d u c i d a p o r fármacos ( m e c a n i s m o inmunológico) Aminopirma. a m i d o p i r m a fenilbutazona". sulfapiridinas* IV.



Combinación ele producción alterada (I o II) y supervivencia disminuida (III)



A A n e m i a megaloblástica; infecciones bacterianas graves: infecciones por m i c o b a c t e r i a s ; mielocatexis crónica idiopatica B. I n d u c i d a por fármacos ( m u y p r o b a b l e ) A l c o h o l , inhibidores de purinas y pirimidinas, aminopirina V



Pseudoneutropenia



A



(desviación



desde el lotal granulociiico



circulante



(PGC) al total granulocílico



marginal (PGM)



Endotoxinas



B i n d u c i d a por fármacos: a g e n t e s anestésicos, éter, f e n o b a r b i l a l "Fármacos citados en más de un mecanismo Adaptado de Finch SC: In Williams WJ. Beutler E. Erslev AJ. Lichlman MA (eds) Hematology. 3 r d New York. McGraw-Hili 1983. con autorización



ción de las células en la médula, existen evidencias de que los neutrótilos circulantes tienen una supervivencia más corta. Un aumento de la muramidasa (lisozima) en suero es una evidencia indirecta del aumento del recambio de granulocitos en este grupo de neutropenias con médula hipercelular. S u p e r v i v e n c i a d i s m i n u i d a . En la primera fase de algunas infecciones, puede aparecer una neutropenia transitoria seguida de leucocitosis una vez que la producción de la médula satisface la demanda. Como hemos señalado previamente, en infecciones bacterianas sistémicas graves, la neutropenia con desviación izquierda puede ser debida a la incapacidad de la producción medular para abastecer la utilización periférica. Algunas infecciones bacterianas, brucelosis y salmonelosis en gran medida, son propensas a mostrar neutropenia asociada; asimismo, pueden tener efectos depresores sobre la médula. Los pacientes con infecciones víricas como sarampión y rubéola presentan neutropenia durante varios días después de q u e aparezca la erupción; probablemente esto es debido en parte al aumento de la utilización. La linfocitosis está présenle y persiste después de que la neutropenia remita. La neutropenia en el hiperesplenismo se ha atribuido a la retirada selectiva de neutrófilos por el bazo. Está asociada a hiperplasia neutrofílica de la médula y se corrige con una esplenectomía. La esplenomegalia de diversas causas puede dar como resultado una disminución de la supervivencia de los neutrófilos y neutropenia; se incluyen aquí la esplenomegalia congestiva, el síndrome de Felty, la enfermedad de Gaucher y el linfoma. En algunos casos del síndrome de Felty (neutropenia y esplenomegalia en artritis reumatoide), puede haber implicado un anticuerpo específico contra neutrófilos. Se han acumulado evidencias de que hay anticuerpos capaces de unirse a cualquier clase de leucocitos en condiciones de experimentación adecuadas (leucoaglutminas). La leucopenia del recién nacido puede ser producida por leucoaglutininas procedentes de la madre. Hay estudios que demuestran que los autoanticuerpos pueden ser responsables de la neutropenia inmune y de la panleucopenia inmune. A varios anticuerpos con actividad aglutinante o citotóxica contra antigenos específicos de neutrófilos, se los ha considerado responsables de neutropenia. Se ha visto que un autoanticuerpo con actividad citotóxica contra granulocitos maduros, monocitos y linfocitos así como células precursoras mieloides, daba como resultado un episodio de panleucopenia autoinmune. La neutropenia inducida por fármacos debida a mecanismos inmunes ha sido bien descrita para la aminopirina. Alrededor del 1% de personas, de 7 a 10 días después de tomar el fármaco por primera vez, presentan escalofríos, dolor de cabeza, fiebre y neutropenia con desviación izquierda. Se observa una ligera hiperplasia granulocítica en la médula. Si se continúa con el fármaco, puede ocurrir ulceración de la mucosa y sepsis y los precursores granulocíticos pueden desaparecer de la médula. Si por el contrario el fármaco se interrumpe, el recuento de neutrólilos vuelve a los valores normales en una semana. Estos pacientes desarrollan un anticuerpo, que en presencia del fármaco, intensifica la destrucción de neutrófilos. De los posibles mecanismos implicados, el antígeno es probablemente un complejo fármaco-proteína plasmática; el complejo antigenoanticuerpo se adsorbe en las células de manera no especifica y conduce a su destrucción. C o m b i n a c i o n e s . Como ya se ha indicado, algunas de las condiciones discutidas previamente son probablemente una combinación de destrucción aumentada y producción eficaz alterada. S e u d o n e u t r o p e n i a . Pequeñas dosis de endotoxinas conducirán a una desviación de neutrófilos hacia el PGM desde el PGC, provocando una neutropenia aparente, antes de la leucocitosis. En animales, los agentes anestésicos, como el éler, causarán la misma clase de pseudoneutropenia.



Alteraciones



morfológicas



en



neutrófilos



Además de los cambios cuantitativos, los neutrófilos pueden sufrir alteraciones morfológicas cualitativas. Algunas de ellas, como los granulos tóxicos o las vacuolas citoplasmáticas, son adquiridas y desaparecen cuando lo hace el estímulo que las provocó. Otras son hereditarias y persisten a lo largo de la vida, con o sin deterioro funcional. Estas últimas han sido ilustradas y revisadas con detalle por Brunning (1970).



Debemos tener en cuenta que estas alteraciones de la función de los leucocitos pueden existir sin ninguna anormalidad estructural detectable con los métodos habituales de examen morfológico. G r a n u l a c i o n e s tóxicas. Los granulos tóxicos son granulos citoplasmáticos de color azul oscuro a violeta, que aparecen en metamielocitos. cayados o neutrófilos. Son peroxidasa positivos y pueden ser numerosos o escasos; puede haber menos actividad peroxidasa en los neutrófilos tóxicos que en los normales. La granulación tóxica se encuentra en infecciones graves u otras condiciones tóxicas (Lámina 27-1 A). Normalmente, los granulos de los neutrófilos son de marrón a rosa en los metamielocitos, cayados y formas maduras. Incluso los granulos no específicos o azurófilos, que son azul oscuro en los promielocitos. normalmente pierden su basofilia en el neutrófilo maduro donde constituyen alrededor de un tercio de los granulos en los humanos. Los granulos tóxicos son granulos azurófilos que retienen su basofilia por falta de maduración, o que han desarrollado un aumento de la basofilia en el neutrófilo maduro. Además, divisiones rápidas durante el desarrollo del neutrófilo pueden originar quizás una mayor proporción de granulos del tipo azurófilo. En células normales con tiempo de tinción prolongado o disminuyendo el pH de la reacción de tinción, puede aparecer un aumento de la basofilia o de los granulos azurófilos simulando granulos tóxicos. En condiciones tóxicas también es común la basofilia irregular del citoplasma, que parece reflejar una maduración citoplasmática alterada. Esta basofilia focal se conoce como cuerpo de inclusión de Dóhle (vice intra). Si la posibilidad de artefactos de degeneración puede ser eliminada haciendo extensiones de sangre fresca sin anticoagulante, las vacuolas citoplasmáticas son también signo de cambios tóxicos. Las vacuolas o la depleción irregular de granulos implica que ha habido fagocitosis (Lámina 27-1B). Otro cambio tóxico en el neutrófilo es la aparición ocasional de diversas espículas afiladas o redondeadas, que salen del núcleo. C u e r p o s de inclusión de Dóhle. Son inclusiones pequeñas y ovales en la periferia del citoplasma de los neulrófilos polimorfonucleares. que se tiñen de azul pálido con la tinción de Wright. Son restos de ribosomas libres o del retículo endoplásmico rugoso que persisten desde un estado temprano del desarrollo. Originalmente, los cuerpos de Dóhle fueron descritos por ser especialmente prominentes en la fiebre escarlata, pero se han visto también en otras enfermedades infecciosas, quemaduras, anemia aplásica y tras la administración de agentes tóxicos. Con frecuencia acompañan a los granulos tóxicos en los neutrófilos. Al microscopio, los cuerpos de Dóhle se asemejan a las inclusiones vistas en la anomalía de May-Hegglin (Lámina 27-1C). Anomalía de M a y - H e g g l i n . Es un raro trastorno autosómico dominante que se caracteriza por la presencia de inclusiones azul pálido en los neutrófilos. parecidas a los cuerpos de Dóhle, plaquetas gigantes y en algunas personas, trombocitopenia. Las inclusiones son mayores y más prominentes que los cuerpos de Dóhle que se encuentran en las infecciones (Lámina 27-1C). Han sido descritos en eosinófilos, basófilos y monocitos asi como en neutrófilos (Brunning, 1970). La tinción azul de las inclusiones puede ser evitada tratando previamente las células con ribonucleasa. Al microscopio electrónico, el aspecto de las inclusiones es diferente al de los cuerpos de Dóhle, lo que sugiere alteraciones estructurales del ADN. Anomalía de A l d e r - R e i l l y . Alder describió en 1939 una granulación azurófila densa en lodos los glóbulos blancos de la sangre (Lámina 27-1D). En los neutrófilos se puede parecer a la granulación tóxica, pero no está relacionada con las infecciones y no es transitoria. En 1941 Reilly describió granulocitos similares en algunos pero no todos los pacientes con gargolismo (síndrome de Hurler. o en general cualquier mucopolisacaridosis genética). Otras observaciones han demostrado que esa granulación densa en los neutrófilos puede ocurrir como una característica de la mucopolisacaridosis genélica o aisladamente en personas sanas (Brunning, 1970). En las mucopolisacaridosis genéticas, más frecuente que la anomalía de Alder-Reilly, tiene lugar una inclusión metacromática en los linfocitos rodeada de un espacio claro (Lámina 27-1E). Los macrófagos de la médula contienen con frecuencia una granulación similar (Lámina 27-1F). Este grupo de trastornos es heredado y se caracteriza por deficiencias o alteraciones en varios enzimas lisosomales requeridos para el metabolismo de los mucopolisacáridos. El resultado son depósitos anormales y almacenamiento de



mucopolisacáridos en múltiples órganos. Las alteraciones esqueléticas son importantes. Anomalía de Pelger-Hüet. Este trastorno hereditano autosómico recesivo supone un fallo en la segmentación normal del núcleo de los granulocitos. La mayoría de los núcleos tienen forma de banda con sólo dos segmentos (Lámina 27-1G). La cromatina es bastante compacta, lo que no es normal en los cayados. Cuando aparecen una gran cantidad de neutrófilos en banda en un paciente sin infección u otra causa aparente, el análisis detallado de la extensión sanguínea del paciente y otros miembros de la familia establecerá a veces la presencia de la anomalía de Pelger-Hüet. Estas células funcionan con normalidad. Podemos encontrar una alteración adquirida de la segmentación del núcleo de los granulocitos de apariencia similar, en casos de leucemia granulocitica, síndromes mielodisplásicos y mieloproliferativos, algunas infecciones y tras la exposición a ciertos fármacos (Brunning. 1970); se conoce c o m o alteración pseudo-Pelger-Húet. Además de los cayados y los neutrófilos con sólo dos segmentos, son comunes formas maduras con el núcleo redondo, no segmentado y la cromatina condensada: en contraste con la alteración congénita de Pelger-Húet, se pueden ver núcleos en anillo y otras formas anormales, y el citoplasma suele ser hipogranular. Síndrome de Chédiak-Higashi. Este raro trastorno autosómico recesivo se caracteriza por albinismo parcial, fotofobia, grandes granulos anormales en los leucocitos y otras células granuladas, y frecuentes infecciones piógenas. Tiene lugar una fase acelerada similar al linfoma, con adenopatía, hepatoesplenomegalia y pancitopenia; las infiltraciones linfoides están muy extendidas y la muerte sobreviene a una edad temprana. Granulocitos, monocitos y linfocitos contienen granulos gigantes (Láminas 27-1H e I). que parecen ser lisosomas anormales. Aparecen alteraciones funcionales en los linlocitos. La patogenia de este trastorno está ligada a una anormalidad celular que origina una fusión incrementada de los granulos citoplasmáticos. Aunque el mecanismo aún no está claro, está siendo estudiado actualmente un modelo genético en ratón (Inlrone, 1999).



Alteraciones funcionales de los neutrófilos Los trastornos hereditarios y adquiridos que afectan a los leucocitos pueden dar lugar a una alteración de la función y consecuentemente, susceptibilidad a las infecciones (Boxer. 1995). Con frecuencia, los leucocitos son normales en número y apariencia morfológica. El déficit de factores humorales (anticuerpos, factores del complemento) puede traducirse en un fallo en la quimiotaxis o en la opsonización. Las anormalidades celulares (disfunción de proteínas contráctiles, déficit enzimáticos) pueden dar lugar a defectos en la motilidad. fagocitosis o destrucción de microorganismos.



Eosinofilia 5



La eosinofilia ocurre cuando los eosinófilos en sangre superan 0.35 x 10 /1 cuando se han conlado gran cantidad de células, como en un autoanalizador o en un recuento directo en cámara: ó 0.5 x 10^/1 cuando se realiza un recuento diferencial en 100 ó 200 células. La función principal de los eosinófilos es liberar el contenido de los granulos o especies reactivas de oxigeno generadas por la membrana celular para dañar a un organismo diana o células agresoras (Shunn. 1988). E n f e r m e d a d e s alérgicas. Las enfermedades alérgicas o atópicas como el asma bronquial o la rinitis estacional (fiebre del heno) se caracterizan por eosinofilia. Estas reacciones inmunes mediadas por inmunoglobulina E (IgE). originan la degranulación de mastocitos y basófilos con la liberación de lactores quimiotácticos para los eosinófilos. Los eosinófilos se encuentran en la sangre, en la médula y en el esputo (en asma bronquial) y en las secreciones nasales y conjuntivales (en la fiebre del heno). La eosinofilia en sangre suele ser leve o moderada (0.4 a 1,0 x Wñ). En el asma, el recuento absoluto de eosinófüos es útil en el tratamiento ya que el nivel de eosinófilos se correlaciona proporoonalmente con el estado pulmonar, aconseja la conveniencia de la terapia esteroide y puede indicar la presencia de complicaciones infecciosas.



A l t e r a c i o n e s en la p i e l . La dermatitis atópica y el eczema se acompañan frecuentemente de eosinofilia en sangre, especialmente en niños. En el pénligo. la eosinofilia es característica. La eosinofilia se asocia frecuentemente con reacciones de urticaria aguda pero es rara en la urticaria crónica. I n f e c c i o n e s p a r a s i t a r i a s . La eosinofilia es más pronunciada si los tejidos están invadidos (p. ej., triquinosis) que cuando los parásitos se localizan en el lumen de una viscera (p. ej., cestodos) La eosinofilia desaparece en algunas formas de infección cuando se produce enquislamiento (p. ej„ cisticercosis). En la triquinosis, los niveles de eosinófilos comienzan a aumentar en sangre unos días después de la infección. El pico de eosinofilia ocurre durante la tercera o cuarta semana. Sin embargo, en algunas triquinosis graves, la eosinofilia puede estar ausente. Leucocitosis y eosinofilia que se prolongan a lo largo de meses se observan en la larva migrans (gusano redondo del perro y el galo). En estos casos pueden aparecer lesiones pulmonares (síndrome de Lótfler). Otra infección parasitaria con eosinofilia es la erupción gradual causada por la larva del gusano en gancho del perro y el gato. E n f e r m e d a d e s i n f e c c i o s a s . En algunas enfermedades infecciosas se observa eosinofilia de varios grados. En la fiebre escarlata, la eosinofilia se asocia comúnmente con erupción cutánea, probablemente de naturaleza alérgica, Corea puede asociarse con eosinofilia, pero no otras formas de fiebre reumática. En condiciones caracterizadas por neutrofilia, es rara la eosinofilia: con frecuencia, esto es debido a un aumento en la secreción adrenal de corticoides en la enfermedad. Por ejemplo, cuando una lesión que es responsable de eosinofilia se vuelve infecciosa y supurativa (como cuando se enquista un Echinococcus), la neutrofilia sustituye a la eosinofilia. El mismo fenómeno se observa en infecciones agudas (p. ej.. neumonía por Pneumococcus). E o s i n o f i l i a s p u l m o n a r e s . El síndrome de Lólller se caracteriza por transitorios y repetidos exudados pulmonares acompañados por tos, que con frecuencia producen un esputo que contiene eosinófilos. El síndrome se resuelve en pocas semanas. Puede ser causado por ciertos fármacos, agentes inhalantes o infección por helmintos (gusano redondo) en el periodo de diseminación cuando el parásito pasa de la sangre a los alvéolos pulmonares. El síndrome IPE (infiltración pulmonar con eosinofilia) se refiere a una alteración más grave caracterizada por una fiebre crónica con recaídas, tos, disnea y otros síntomas. La etiología puede ser bacteriana, vírica o infección fúngica: reacción alérgica a fármacos: o infecciones parasitarias. La diferencia con el síndrome de Lóffler parece ser la severidad (Lee, 1993). La eosmolilia tropical pulmonar es un síndrome de tos paroxistica y broncoespasmo asociado con marcada eosinofilia. Se encuentra principalmente en la India, Sudoeste de Asia y Sur del Pacifico. Aparece preferentemente en hombres y en indios, entre los grupos raciales que viven en las áreas endémicas. Los niveles de IgE en suero son muy altos. Sorprendentemente la epinelrina induce un incremento, a pesar de que disminuye los eosinófilos en sangre. La enfermedad es probablemente una reacción hipennmune causada por una microfilaria, que puede encontrarse ocasionalmente en biopsias de pulmón o ganglios linfáticos pero no en sangre. Los pacientes presentan un elevado título en sangre de anticuerpos antililana unidos a complemento. Responden al fármaco antifilana dietilcarbamacina. Síndrome hipereosinofílico. Niveles elevados de eosinófilos persistentes durante largos períodos de tiempo, sin evidencia de causas conocidas de eosinofilia, y signos y síntomas de implicación de órganos son criterios de inclusión de pacientes en este síndrome. El órgano más consistentemente afectado es el corazón, con trombos en las paredes y fibrosis de endocardio y miocardio. Es frecuente la hepatoesplenomegalia. La mayoría de los pacientes tienen algún tipo de reacción de hipersensibiiidad: si algunos pacientes presentan o no una forma de leucemia ecsinofílica, es una cuestión a debate. Independientemente de la causa, grandes cantidades de eosinófilos circulantes parecen dañar el corazón por un mecanismo desconocido.



La eosinofilia reactiva puede a menudo ser diferenciada de la leucemia eosinofilica usando una tinción citoquimica. Las leucemias eosinofílicas suelen presentar una gran proporción de mieloblastos y mielocitos eosinófilos. Además, la presencia de un cariotipo anormal en un paciente con eosinofilia puede sugerir la aparición de un clon leucémico. E n f e r m e d a d e s de la s a n g r e . La eosinofilia está presente en la leucemia mieloide crónica, algunos casos de leucemia mielomonocítica aguda y en menor grado, en otros síndromes mieloproliferativos. En la anemia perniciosa, podemos encontrar eosinofilia moderada en médula y sangre. O t r o s t r a s t o r n o s . La esplenectomía suele ir seguida de eosinofilia y linfocitosis que pueden seguir durante varios meses. No existe una explicación satisfactoria para la aparición ocasional de eosinofilia moderada, incluso severa, general o local, en pacientes con distintas neoplasias y algunos otros trastornos (p. ej., quiste ovárico), La eosinofilia se observa más frecuentemente en neoplasias que afectan a superficies serosas y óseas y cuando hay necrosis. La eosinofilia asociada a tumores malignos, con frecuencia persiste hasta que el tumor primario es extirpado o significativamente reducido. Los eosinófilos pueden ser hipogranulares y vacuolados. Además, el recuento eosinofilico puede exceder de 100 x 10 /I. En la enfermedad de Hodgkin, la mayoría de los pacientes no presentan eosinofilia en sangre, pero cuando aparece, con frecuencia es muy marcada. S



Se han descrito varios fármacos responsables de eosinofilia; pilocarpina, fisostigmina, digitálicos, ácido p-aminosalicílico. sulfonamidas y otros. Por el contrario, la atropina puede disminuir los eosinófilos. La eosinofilia hereditaria raramente aparece en ausencia de otras causas reconocidas de eosinofilia (Naiman, 1964).



Monocitosis Es un aumento del número de monocitos por encima del límite superior de referencia, habitualmente 1,0 x 10 /l (véase Tabla 24-6). La monocitosis aparece en la recuperación de la infección aguda y la agranulocilosis, estados en los que se considera un signo favorable. En contraste, un aumento de los monocitos en la tuberculosis es un signo de mal pronóstico. Puede aparecer monocitosis en endocarditis bacteriana subaguda. En estos casos, los monocitos a veces fagocitan otras células sanguíneas, glóbulos rojos y leucocitos. Puede estar presente en infecciones por hongos, ricketsias. protozoos y virus. La enfermedad infecciosa, sin embargo, es una causa rara de monocitosis. En un estudio de 160 casos de monocitosis absoluta (Maldonado. 1965), más de la mitad (85) estaban asociados con enfermedad hematológica. Veinte presentaban leucemia monocítica o granulocítica: 20 tenían linfoma (la enfermedad de Hodgkin fue el más frecuente): siete tenían mieloma múltiple; seis presentaron alteraciones mieloproliferativas; y 18 fueron de causa indeterminada. Las enfermedades malignas sumaron 13 casos; enfermedades del tejido conectivo, 16: enfermedades infecciosas, nueve: fiebre de origen desconocido, siete; colitis ulcerosa, cuatro; enteritis localizada, cuatro; esprúe no tropical, dos; y cirrosis tres casos. Miscelánea y causas indeterminadas alcanzan los 17 casos restantes. Entre las displasias hematopoyéticas. se observa ocasionalmente una monocitosis inexplicable que precede el desarrollo de una leucemia durante meses o años (véase posteriormente Síndromes mielodisplásicos). 9



Monocitopenia Un descenso en los monocitos circulantes por debajo del valor interior de referencia de 0,2 x 10 /I es una monocitopenia. Pocos estudios se han llevado a cabo sobre monocitopenia. debido a (1) la gran cantidad de células que se deben contar en un recuento diferencial para obtener resultados fiables; (2) el sesgo en la distribución de los monocitos en las extensiones de sangre en cuña en comparación con las obtenidas con un spinner, y (3) la falta de disponibilidad, hasta hace poco tiempo, de sistemas automáticos que permitan el recuento rutinario de gran cantidad de células. En la terapia con prednisona los monocitos descienden durante unas pocas horas después de la primera dosis, pero vuelven a recuperar los niveles originales en 12 horas. La monocitopenia también se ha observado en la tricoleucemia. 9



Eosinopenia La eosinopenia es una disminución del nivel de eosinófilos circulantes por debajo del límite inferior de referencia de 0,4 x 10 /!. Para detectarla se deben contar una gran cantidad de células directamente en cámara o usando instrumentos automáticos. La eosinopenia ocurre en cualquier situación que conlleve estrés agudo debido a la secreción adrenal de epinefrina o glucocorticoides (ambas, causas de eosinopenia), y también en estados inflamatorios agudos. Una rápida disminución en los eosinófilos circulantes tiene lugar como resultado de la migración a los sitios de la inflamación. La liberación de eosinófilos desde la médula es inhibida temporalmente y posteriormente se inhibe su producción. Cuando el proceso agudo remite, puede haber una estimulación inmune de la producción de eosinófilos, mediada por los linfocitos T. Eosinopenia entre 0 y 0,3 x 10 /l también aparece en el síndrome de Cushing y después de la administración de corticoides. 9



Alteraciones de linfocitos y células plasmáticas



9



Basofilia La basofilia es un aumento de los basófilos en sangre hasta un nivel por encima de 0,2 x 10'/l si se calcula con el recuento diferencial y el número total de leucocitos, y por encima de 0,08 x 10 /l si se cuenta directamente en cámara o en un autoanalizador (Gilbert, 1975b). Se observa frecuentemente basofilia en reacciones alérgicas, leucemia mieloide crónica, metaplasia mieloide (mielopoyesis extramedular) y policitemia vera. Puede aparecer basofilia relativa transitoria tras irradiación. Podemos observar basofilia en hipotiroidismo. anemia hemolítica crónica y tras esplenectomía. 9



Linfocitos en individuos normales En individuos normales, el número total de linfocitos y células T más elevado aparece al nacimiento (Fig. 27-1), En ese momento, los linfocitos representan aproximadamente el 9 0 % de todos los leucocitos. Durante los primeros tres a siete días de vida, hay un ligero descenso en el número de linfocitos. Sin embargo, durante la segunda semana de vida, el recuento de linfocitos retorna al nivel observado en el nacimiento. La función celular inmune en el recién nacido es comparable a la normal en adultos. Durante la primera década de la vida, el recuento absoluto de linfocitos y el número absoluto de células T disminuye pero permanece más alto que el observado en el adulto. En la adolescencia, el recuento de linfocitos y el número total de células T han disminuido hasta los niveles observados en el adulto. El número de linfocitos B permanece estable durante todas las fases de la vida (Davey. 1977). En la adolescencia y la madurez, los linfocitos constituyen entre el 20% y el 40 % de todos los leucocitos ó de 1,5 a 4,0 x 10 células/l. 9



Basopenia 9



Una disminución del recuento de basófilos (


Existe desacuerdo en cuanto al número absoluto de linfocitos y células T en individuos de edad. A pesar de que algunos estudios (Diaz-Jouanen. 1975) indican que hay un descenso en el recuento total de linfocitos y células T. otros investigadores encuentran que no hay un cambio significativo en los linfocitos totales o células T en los individuos de edad (Davey 1977: Weksler. 1974). La distribución en adultos de las subpoblaciones linfocitarias ss muestra en la Tabla 27-3. El cociente CD4:CD8 (T colaboradores;! supresores) es habitualmente 2, con un rango entre 1.5 y 3.0. Se encuentran resultados con-



tradictorios en lo concerniente a las subpoblaciones de linfocilos T en neonatos. En comparación con la sangre del adulto, el número total de células T y CD8+ puede ser idéntico o menor, mientras que las células T CD4+ pueden ser iguales o estar aumentadas (De Waele, 1988).



Linfocitosis Es un aumento en el número de linfocitos en sangre periférica; el intervalo de referencia está entre 1,5 y 4,0 x 10 /l en el adulto y entre 1,5 y 8,8 x 10 /l en el niño. Linfocitosis relativa (un aumento en el porcentaje de linfocitos) aparece en diversas condiciones y es más prominente en alteraciones con neutropenia. 9



9



L i n f o c i t o s i s i n f e c c i o s a . Esta infecciosa y contagiosa enfermedad se caracteriza por linfocitosis y afecta principalmente a niños. El periodo de incubación es de 12 a 21 días. Estudios víricos y de anticuerpos han demostrado que existe una relación entre la linfocitosis infecciosa y el virus Coxsackie A, virus Coxsackie B6. virus echo y adenovirus tipo 12. No se ha encontrado asociación con el virus de Epstein Barr (EBV), citomegalovirus o virus herpes. A pesar de que habitualmente la enfermedad no presenta manifesfaciones sistémicas. a veces aparecen vómitos, liebre, molestias abdominales, signos que sugieren alteraciones del sistema nervioso, erupciones cutáneas, infecciones respiratorias de



9



vias altas y diarrea. La leucocitosis (de 20 a 50 x 10 /I, ocasionalmente >100 x 10 /l¡ precede a las manifestaciones clínicas. Del 6 0 % al 9 5 % de los leucocitos en sangre son linfocitos pequeños y maduros, probablemente procedentes de células T (Cassuto, 1977). En contraste con la mononucleosis infecciosa, los linfocitos atípicos (véase más adelante en Linfocitosis) son raros. Es habitual la eosinofilia. La linfocitosis se mantiene habitualmente de tres a cinco semanas, a veces más. Son poco frecuentes otros cambios en la sangre. La médula no presenta alteraciones características: se ha observado un aumento en el porcentaje de linfocitos pero probablemente es un artefacto como resultado de la mezcla con sangre periférica. El aumento de los ganglios linfáticos es raro, y mínimo cuando aparece. El hígado y bazo rara vez aparecen aumentados. Una biopsia de ganglios linfáticos puede mostrar hiperplasia folicular reactiva pero no aparecen cambios característicos. El test de la mononucleosis infecciosa (IM) [vide infra) es negativo. En algunos casos hay un incremento de glóbulos blancos en el líquido cefalorraquídeo (LCR), con un 4 0 % de linfocitos. El curso es benigno. 9



Existe otra forma de linfocitosis infecciosa de curso crónico en niños. El recuento de leucocitos es de 10 a 25 x 10 /l, con un 60% a 80% de linfocitos de aspecto normal. También aparecen una ligera eosinofilia, monocitosis y plasmacitosis. Como regla, los niños presentan inflamación de amígdalas, ganglios linfáticos y bazo, y una historia recurrente de infecciones respiratorias de vias altas. La médula no muestra alteraciones. 5



Tabla 2 7 - 3 Subpoblaciones de linfocitos en sangre periférica de adulto normal Anticuerpo monoclonal representativo
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Conslruida con datos presentados en McMichael AJ (ed): Leukpcyte Typing III. White Cell Differentiation Antigens New York. Oxford Umversily Press, 1987 s
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Figura 27-2. Porcentaje de inaividuos con respuesta inmune a diferentes intervalos oe tiempo. (De Davey FR. Kurec AS: Infectious Mononucleosis, ASCP Hematology Check Sample, Vol 30: H88-10[H-201j. Chicago. American Society ol Clinical Pathologists, 1988, con autorización.)



clínico



T o s f e r i n a . La tosfenna tiene lugar en la infancia, especialmente en niños no inmunizados. El agente etiológico es la Bordetella pertussis (Haemophilus pertussis), que produce una reacción inflamatoria en todo el tracto respiratorio. El periodo de incubación es de aproximadamente dos semanas y los primeros síntomas son los de un resfriado. Más tarde, el paciente desarrolla una tos paroxística con producción de un denso esputo. Con frecuencia aparece dolor en la tráquea y los bronquios. Los pacientes desarrollan con frecuencia una linfocitosis significativa. Se han registrado recuentos superiores a 30 x 10 /!. Los linfocitos son pequeños y maduros. El recuento de linfocitos es superior durante las primeras tres semanas de la enlermedad, para disminuir a partir de la cuarta semana. (Lagergren, 1963). La linfocitosis se debe a la liberación de un factor promotor de linfocitos (FPL) o pertusígeno (una proteina purificada) liberado por el organismo. Este factor causa un aumento transitorio de la movilización de los linfocitos desde los órganos Imfoides seguida por la inhibición de la recirculación de los linfocitos desde la sangre hacia el flujo linfático. Por tanto, la linfocitosis es debida a la redistribución de los linfocitos dentro de la circulación periférica sin aumentar la linfopoyesis (Raí. 1971; Spangrude, 1985). 9



L i n f o c i t o s i s crónica. Una linfocitosis persistente no neoplásica es un hecho poco común en adultos y debe conducir a la sospecha de leucemia linfocitica crónica. La coexistencia de neutropenia o síndrome de Felty clásico sugiere leucemia linfocitica granular (LLG). Sin embargo, la mononucleosis o linfocitosis debida a otros virus aparece ocasionalmente en la vejez. La linfocitosis persistente policlonal se ha descrito en adultos como un hecho infrecuente en fumadores y después de una esplenectomía (Hutchison, 1988). L i n f o c i t o s i s t r a n s i t o r i a de células T a s o c i a d a al v i r u s T-linfotrófico h u m a n o t i p o 1. El virus T-linfotrófico humano tipo 1 (HTLV-1) es un retrovirus asociado con la leucemia de células T maduras, particularmente en áreas endémicas de Japón, área del Caribe y sudeste de Estados Unidos. Se han descrito varios casos de una linfocitosis transitoria de células T en pacientes infectados por este virus (Kinoshita, 1985: Ehrtich. 1988). En la mayoría de los pacientes, la alteración se caracteriza por unos pocos síntomas clínicos que consisten en fiebre, adenopatía limitada y ocasionalmente, erupción cutanea. El recuento de linfocitos en sangre periférica es habitualmente inferior a 20 x lO'/l; sin embargo, del 10% al 40% de esos linfocitos son formas inmaduras. En la mayoría de los casos la linfocitosis es monoclonal y por tanto leucémica. Aunque algunos pacientes con esta infección progresan a leucemia de células T maduras, casi el 90% de los pacientes con anticuerpos frente al HTLV-1 no tienen síntomas. Mientras que la mayoría de los pacientes muestran sólo un síndrome similar a una infección vírica, otros manifiestan una leucemia progresiva crónica, y otros incluso desarrollan una paraparesia espasmódica trófica (Davey. 1991). M o n o n u c l e o s i s i n f e c c i o s a . La MI es habitualmente una enfermedad infecciosa autolimitada del tejido reticuloendotelial con características clínicas, hematológicas y rasgos patológicos asi como alteraciones serológicas especificas.



Meses



Etiología y fisiopatologia. La MI es un trastorno secundario a una infección por el EBV. Cuando la infección primaria tiene lugar durante los primeros años de la infancia, la enfermedad pasa desapercibida con frecuencia. Sin embargo, cuando afecta a adolescentes o adultos, el trastorno resultante es el síndrome de la MI. En la mayoría de los casos, el virus penetra en el organismo a través del epitelio orofaríngeo y los tejidos linfoides, y parece infectar ambos tejidos. El virus se une a los receptores C3d del complemento (CD21 ) en los linfocitos B y penetra en la célula. El virus de Epstein-Barr estimula entonces la síntesis de ADN en las células B e induce la formación de varios nuevos antígenos, incluyendo el anlígeno de la cápsida (VCA), el antígeno de membrana (MA), antígeno temprano (EA), subtipos difuso (EA-D) y restringido (EA-R), antígeno nuclear (EBNA). y el antígeno detectado en la membrana de los linfocitos (LYDMA) (Harrington, 1988). Por tanto, la primera fase de la enfermedad se caracteriza por una infección de las células B que prolileran, desarrollan nuevos antigenos, circulan, estimulan una respuesta inmune y sintetizan inmunoglobulmas (Sixbey, 1984), La respuesta inmune humoral se caracteriza por un incremento en los títulos de anticuerpos IgG e igM de la cápside viral durante el período de incubación y la primera fase de la enfermedad. El título de anticuerpos IgM de la cápside comienza a descender durante la segunda y tercera semanas de la enfermedad y después disminuye hasta niveles indetectables en los siguientes meses (Fig. 27-2). Los anticuerpos IgG de la cápside viral descienden durante la convalecencia pero permanecen detectables para siempre. Aproximadamente de dos a tres meses después del comienzo de la enfermedad, los anticuerpos contra el antígeno temprano del virus de Epstem Barr aparecen y después decaen en los sucesivos dos meses. El título de anticuerpos frente al antígeno nuclear del virus de Epstein-Barr aumenta durante la última etapa de la convalecencia y aparentemente es detectable a lo largo de toda la vida. La respuesta inmune celular en la MI se caracteriza por la proliferación y activación de las células T habitualmente durante la segunda semana de la enfermedad en respuesta a la infección y activación de las células B inducida por el EBV. Debido a que estas células T activadas son mayoniariamente de la subpoblación citotóxicos /supresores. hay una marcada supresión y destrucción de células B infectadas por el EBV. De hecho, la mayoría de los linfocitos atípicos observados en la sangre periférica de pacientes con MI durante la segunda semana de enfermedad poseen el antígeno CD8. Estos linfocitos T citotóxicos/supresores destruyen las células B infectadas y disminuyen la producción de anticuerpos policlonales inducida por el virus de EpsteinBarr Además de las células T citolóxicas. la actividad de los linfocitos citolíticos naturales (NK) tiene un marcado efecto limitando la proliferación de células B infectadas por EBV en los pacientes con MI (Purtilo. 1983). También es probable que las células B infectadas por el EBV sean destruidas, al menos en parte, a través de mecanismos de citotoxicidad celular mediada por anticuerpos, un proceso que requiere la presencia de ambos, anticuerpos y células citotóxicas. Este proceso de proliteración de células B seguido de los efectos inhibidores y destructivos de la producción de anticuerpos, así como los efectos citotóxicos de las células T y NK. tiene lugar en la sangre periférica de



los pacientes, en la médula ósea, tejidos linfáticos, y quizás en un grado más limitado, en todos los tejidos del cuerpo. Características clínicas. La enfermedad se ha observado en pacientes desde los tres meses hasta los 70 años de edad pero es más frecuente en adolescentes y adultos jóvenes. El comienzo es vago, indefinido y similar al de otras enfermedades infecciosas. Los pacientes habitualmente tienen fiebre, dolor de garganta y adenopatia (Tabla 27-4). Complicaciones. De las raras anemias asociadas con MI. la anemia hemolitica es la más común, apareciendo entre el 1% y el 3% de los casos. La causa parece estar relacionada con los anticuerpos anti-i que se producen frecuentemente en la enfermedad. Alrededor de la mitad de los casos presentan trombocitopenia moderada, aunque el recuento de plaquetas normalmente no es inferior a 100 x 1071. Es extremadamente rara la púrpura trombocitopénica con complicaciones hemorrágicas. Del 8 5 % al 100% de los pacientes presenta pruebas de función hepática anormales, indicativas de hepatitis. Es rara la ictericia clínica, pero se han descrito casos con hallazgos hematológicos y serológicos positivos en los que las únicas manifestaciones clínicas fueron ictericia y faringitis aguda. Aproximadamente un tercio de los pacientes con MI tienen estreptococos (i-hemolílicos en su laringe. Por tanto se debe prestar atención a los criterios clínicos, hematológicos y serológicos para distinguir MI de faringitis estreptocócica. Características hematológicas. Los leucocitos están aumentados, normalmente entre 12 y 25 x lO'/l. Recuentos de hasta a 80 x 10 /I se han registrado en escasas ocasiones. La leucocitosis suele ser debida a linfocitosis (60% a 90%) con una gran variedad de linfocitos atipicos. Como regla, el recuento total de leucocitos vuelve a los valores normales en tres semanas. Los linfocitos atipicos presentan alteraciones nucleares y un aumento en la basofiha del citoplasma. El núcleo puede tener cromatina "abierta" y profundas mellas ("linfocitos leucocitoides") (Lámina 27-2E). El citoplasma muestra basofilia. un incremento de granulos azurófilos y vacuolas frecuentes. Algunas células se asemejan a células plasmáticas: algunas parecen monocitos. Los linfocitos de "estrés" son células que tienen un núcleo maduro y relativamente liso y citoplasma abundante y liso con irregular basofilia periférica y radial (Lamina 27-2A. B y C). Son con frecuencia las más numerosas. Ocasionalmente los linfocitos se transforman en células similares a blaslos, presumiblemente en respuesta a la estimulación viral. Estos linfocitos inmaduros representan habitualmente sólo un pequeño porcentaje del recuento total de linfocitos; son linfocitos grandes reticulares (inmunoblastos) con un núcleo reticular denso y un citoplasma abundante y fuertemente basófilo (Lámina 27-2C). En contraste, los 9



linfoblastos de la leucemia linfocítica aguda son habitualmente más pequeños, con una cromatina muy fina y citoplasma escaso (Láminas 27-1L y 272H). Con frecuencia el número de monocitos aumenta transitoriamente. El término mononucleosis se refiere a un aumento de linfocitos no de monocitos. Las alteraciones citológicas no son patognomónicas de MI. Se encuentran células similares en varias alteraciones, incluyendo la mononucleosis porcilomegalovirus, toxoplasmosis y hepatitis infecciosa, y habitualmente en menor medida, en neumonía vírica, varicela, paperas y exantemas víricos en los niños (Tabla 27-5). En la mayoría de los casos, durante la primera semana de enfermedad los neutrófilos están disminuidos en valor relativo y absoluto. En esta etapa puede haber una desviación a la izquierda con un aumento de cayados y melamielocitos. Pueden observarse granulos tóxicos y cuerpos de Dóhle. Los eosinófilos están dentro de los limites normales. La médula ósea de pacientes con MI muestra habitualmente un aumento de la celularidad. Hay un incremento en el numero de linfocitos. macrófagos, células plasmáticas, megacariocitos y células eritroides. La serie neutrofilica aparece disminuida. Alrededor de la mitad de los casos pueden presentar agrupaciones de células mononucleares formando granulomas sueltos. Hallazgos serológicos Anticuerpos helerótilos. Paul (1932) fue el primero en describir la presencia de aglutininas frente a células de carnero en el suero de pacientes con MI. Sin embargo, estas aglutininas no son específicas para la MI y pueden encontrarse en otros trastornos. Davidsohn (1937) demostró que estos anticuerpos heterólilos en pacientes con MI son fijados por los eritrocitos de buey, al contrario que los anticuerpos heterófilos presentes en otras alteraciones. Estos Últimos son lijados por el antigeno de Forssman como el que se encuentra en el riñon del cobaya. El test de aglutinación diferencial (prueba de Paul-Bunnell-Davídshon) es muy especifico para MI (Davidsohn. 1969). La prueba de la mancha para MI (Lee. 1968) se basa en el pnncipio de que los eritrocitos de caballo son más sensibles que los de oveja para detectar MI. Una prueba positiva para MI muestra aglutinación de eritrocitos de caballo con suero con riñon de cobaya, pero no con suero tratado con eritrocitos de buey. La prueba de la mancha ha demostrado ser simple, rápida, altamente especifica y sensible para anticuerpos heterólilos de MI. Se pueden detectar falsos positivos pero es muy raro. La prueba de la mancha está aún en uso, al igual que otros inmunoanálisis similares con látex para la detección de anticuerpos heterófilos (Rogers. 1999). Los falsos negativos se dan principalmente en niños pequeños que producen una cantidad limitada de anticuerpos



Tabla 27-4 Hallazgos clínicos en 106 casos de mononucleosis infecciosa № de c a s o s



Porcentaje



101 93 64



95,3 87,7 60,4



Sin m e m b r a n a Con membrana Esplenomegalia Dolor d e c a b e z a Hepatom egalla Postración



50 14 51 26 24



47,2 13,2 48,1 24.5



Vómitos Dolor a b d o m i n a l A b d o m e n superior A b d o m e n inferior Rigidez o dolor do cuello
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ünladenopatia Fiebre I íirilKJlllS



6 2 6



22.6 10.4 9,4 7.6 5.7 1.9 5.7



№ de c a s o s Erupción cutánea Epistaxis Ictericia Pérdida de p e s o Diarrea Dolores articulares Púrpura Gingivitis Convulsiones Dolor d e dientes Albuminuria P r u e b a para la sífilis positiva Recaídas ( d e 17 días a 2 m e s e s ) Recurrencia (1 año)



5 3 3 2 2 2 2 2 1 1 14 3 7 '



Porcentaje 4,7 2,8 2,8 1,9 1,9 1.9 1.9 1.9 0.9 0.9 13.2 2,8 6,5 (i 9



Tabla 27-5



Causas de linfocitosis



Linfocitosis asociada con linfocitos atipicos — — — — ^ L i n f o c P o r c e n t a j e d e glóbulos b l a n c o s q u e s o n l i n f o c i t o s a t i p i c o s 


Mononucleosis infecciosa Hepatitis infecciosa Síndrome postransfusional Infección por c i l o m e g a l o v i r u s H i p e r s e n s i b i l i d a d al ácido p-aminosalicílico (PAS) Hipersensibilidad a fenitoina (Dilantin) y mefeniloína (Mesantoin)



a)



Infecciones Paperas*, v a r i c e l a ' , rubeola, neumonía atípica. h e r p e s s i m p l e , h e r p e s zoster, roséola infantil, g r i p e " , otras infecciones víricas, tuberculosis, rickettiosis exantemática b r u c e l o s i s " . toxoplasmosis"



b) c)



Radiaciones Oíros E n f e r m e d a d d e Letterer-Siwe Agranulocitosis Intoxicación por p l o m o Estros L e u c e m i a y linfoma"



i



t



o



s



Causas infrecuentes



Sililis terciaria* Sífilis congènita" Viruela Envenenamiento por tetraclorootano Envenenamiento por trinitrotolueno H i p e r s e n s i b i l i d a d a arsénico orgánico Dermatitis severa herpetiforme



i



s asociada con linfocitos maduros y pequeños



Linfocitosis infecciosa Tosferma



'Ocasionalmente se encuentran niveles superiores de linfocitos atipicos Modificado de Wood TA, Frenkel Ep The alypical lymphocyte Am J Med 1967, 42:923. con autorización



helerólilos (IgM). En la MI heterofilo-negativa, el diagnóstico puede basarse en la detección de anticuerpos frente a EBV. Como se ha mencionado previamente, varios anticuerpos son producidos por el huésped en respuesta a la variedad de antigenos del virus de EpsleinBarr (Fig. 27-2). Los anticuerpos frente al antígeno de la cápside viral aumentan dentro de las primeras dos semanas del inicio de la enfermedad. Este anticuerpo, medido por inmunofluorescencia u otro método, se utiliza para determinar la exposición a EBV. El análisis de la presencia de anticuerpos EBV se suele limitar a los pocos casos de MI heterófilo-negativa. Además de los anticuerpos EBV y heterófilos. los pacientes con MI producen con frecuencia anticuerpos frente a varios antigenos. Se han descrito anticuerpos frente a eritrocitos humanos, leucocitos y plaquetas. Los pacientes con MI presentan con mayor frecuencia aglutininas frías. Se han descrito casos de resultados positivos frente al factor reumatoide y antinuclear. Diagnóstico diferencial. Las características clínicas, hematológicas y serológicas de la MI permiten un diagnóstico exacto en más del 9 0 % de los casos. Cuando la prueba heterólila es negativa, se pueden considerar varias posibilidades. El paciente podría tener anticuerpos EBV positivos pero ser heterófilo-negativo. La infección por cilomegalovirus es sin embargo la causa más frecuente de mononucleosis heterófilo-negativa Otras posibilidades incluyen toxoplasmosis, hepatitis infecciosa e ingestión de fármacos (ácido p-aminosallcilico, fenitoina [Dilantin] y diammofenilsulfonas). Curso. La MI es una enfermedad benigna y las complicaciones ocurren en menos del 5% de los pacientes. La enfermedad remite habitualmente en tres o cualro semanas. Las muertes son extremadamente raras, pero tienden a ocurrir en miembros de la misma familia (Purtilo. 1979). Los estudios adicionales indican que los individuos afectados padecen con frecuencia un síndrome linfoproliferativo ligado al sexo. Infección p o r c i t o m e g a l o v i r u s . Algunos individuos infectados por cilomegalovirus desarrollan un síndrome similar a la mononucleosis infecciosa. Esta enfermedad puede ocurrir después de transfusiones masivas de sangre (mononucleosis postransfusional) o de manera espontánea en individuos previamente sanos (mononucleosis por cilomegalovirus). Los pacientes tienen fiebre, escalolrios. malestar y dolor muscular. Puede haber dolor de garganta (pero no laringitis exudativa) y adenopatías. Ocasionalmente aparece esplenomegalia, pero nunca hepatomegalia. Es característica la leucocitosis con linfocitosis absoluta. El 2 0 % o más de los leucocitos suelen ser linfocitos atipicos. El aspirado medular muestra un mayor número de linfocitos normales y atipicos. Las enzimas hepáticas apa-



recen con frecuencia alteradas. En un pequeño porcentaie de pacientes, puede haber un aumento en el título de crioaglutininas, factor reumatoide y anticuerpos antinucleares. No hay aumento de anticuerpos helerólilos, Irente al virus de Epstein-Barr o a Toxoplasma. El diagnóstico se hace habitualmente aislando el citomegalovirus de la orina o demostrando un aumento de anticuerpos por técnicas de hemaglutinación indirecta o de fijación del complemento (Jordan. 1973). T o x o p l a s m o s i s . En niños y adultos, la toxoplasmosis puede producir un trastorno similar a la mononucleosis infecciosa. Los pacientes presentan fiebre, linfadenopatías y un aumento en el número de linfocitos atipicos en sangre periférica. La esplenomegalia es rara. No suelen aparecer faringitis ni infecciones del tracto respiratorio superior. La histopatología de los ganglios linfáticos suele ser inequívoca y está estrechamente relacionada con el elevado título de anticuerpos frente a Toxoplasma (Dortman, 1973). Las biopsias de medula ósea no muestran lesiones patológicas específicas. El diagnóstico se establece demostrando un aumento en los anticuerpos antitoxoplasma. Otras c a u s a s de l i n f o c i t o s i s . Numerosas enfermedades se asocian con linfocitosis. En la Tabla 27-5 se ofrece una relación parcial de enfermedades asociadas con linfocitosis absoluta o relativa.



ünfocitopenia La ünfocitopenia está presente cuando el recuento absoluto de linfocitos está por debajo de 1,5 x 10 /l en adultos y por debajo de 3.0 x 10 /I en niños. Ciertas enfermedades inmunológicas determinadas genéticamente presentan ünfocitopenia entre otros varios defectos inmunológicos tanto en la inmunidad humoral como en la celular. La ünfocitopenia en estas enfermedades se debe a la alteración de la linfopoyesis. Producen ünfocitopenia niveles aumentados de hormonas adrenocorticales, administración de quimioterápicos o irradiación. La alteración del drenaje linfático intestinal con pérdida de linfocitos hacia el intestino debido a diversas causas, se ha visto que es un mecanismo de ünfocitopenia. En casos avanzados de linfomas Hodgkin y no Hodgkin, así como en carcinoma terminal, se observa ünfocitopenia con frecuencia. 9
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Síndrome de i n m u n o d e f i c i e n c i a a d q u i r i d a . El síndrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) suele ser una enfermedad infecciosa progresiva y letal, con alteraciones clínicas, hematológicas y serológicas características.



Etiología. El SIDA es una enfermedad secundaria a una infección por el virus de la inmunodeticiencia humano tipo 1 (HIV-1) y 2 (HIV-2), ARN retrovirus que son alotrópicos para las células T CD4+ y los macrófagos. La infección se propaga a través de las secreciones, excreciones, sangre y tejidos que contienen el virus. Debido al efecto citotrópico del virus del SIDA por las células CD4+, hay una marcada disminución en el numero de células T colaboradoras y un desequilibrio en células T supresoras/citotóxicas en la sangre y en los tejidos linfoides del cuerpo. Como resultado tiene lugar una grave depresión de la inmunidad celular que se caracteriza por infecciones de una gran variedad de organismos oportunistas. Inicialmente las células B no están implicadas y los niveles de inmunoglobulinas son normales o están aumentados. Sin embargo, cuando la enfermedad progresa, hay una mayor proporción de linlomas no Hodgkm, con frecuencia de la linea celular B (Egerter. 1988). Además, la función de los monocitos y las células NK es anormal. Características hematológicas. La alteración hematológica más común en pacientes con sida es la anemia crónica y la linlopenia (80% a 85% de los casos), particularmente de la subpoblación T colaboradores-Inductores (CD4). La trombocitopenia ocurre aproximadamente en el 30% de los casos, y la neutropenia en el 40%. a menudo con desviación izquierda; la primera suele ser de origen inmune ( H o x i e , 1995). El frotis de sangre periférica muestra con frecuencia linfocitos atípicos con apariencia plasmocitoide. Los monocitos suelen ser más grandes con una cromatina nuclear fina y vacuolas citoplasmáticas. Se han descrito también en el SIDA anemia inmune, trombopenia y neutropenia. La médula ósea suele ser de normocelular a hipercelular (Castella, 1985). Hay con frecuencia un gran número de precursores mieloides inmaduros, macrófagos cargados de hierro y células plasmáticas. Aparecen defectos en las células progenituras de la médula ósea como las unidades formadoras de colonias de granulocitos y monocitos (CFU-GM): unidades formadoras de colonias de granulocitos. eritrocitos, monocitos. megacariocitos, células madre pluripotenciales (CFUGEMM); unidades formadoras de colonias de megacariocitos (CFU-MK); unidades formadoras de colonias de eritrocitos (BFU-E), Varios fármacos utilizados en el tratamiento del SIDA y sus complicaciones infecciosas son también mielosupresores.



Alteraciones funcionales de los linfocitos Las alteraciones funcionales de los linfocitos pueden ser heredadas o adquiridas. La inmunodeficiencia puede ser debida a una alteración en monocitos. células B. células T, células madre, células supresoras o una combinación de las anteriores. Las alteraciones funcionales adquiridas de los linfocitos se observan con más frecuencia en patologías linfoides malignas. Una disminución de la función de las células B se observa en la leucemia linfocitica crónica en la que dos tercios de los pacientes presentan hypogammaglobulinemia. En el mieloma multiple, hay una disminución de la síntesis de inmunoglobulinas normales en presencia de altos niveles de paraproteina. En pacientes con enfermedad de Hodgkin. sarcoidosis y lepra, se ha descrito una disminución de la actividad de las células T. En la enfermedad de Hodgkm, la disminución de la actividad de las células T puede ser el resultado de los efectos supresores de los monocitos. En las enfermedades autoinmunes. se ha observado una pérdida de células T supresoras. En malnutrición severa y en pacientes terminales, hay una disminución de la inmunidad humoral y mediada por células. El diagnóstico de las alteraciones funcionales de los linfocitos requiere el uso de pruebas en la piel, clasificación de células B y T y subpoblaciones, medida de inmunoglobulinas y anticuerpos en suero, y una gran variedad de estudios in vitro de linfocitos que registren su respuesta frente a mitógenos y antigenos.



Plasmacitosis Las células plasmáticas normalmente no están presentes en la circulación sanguínea. Aumentan en una variedad de enfermedades crónicas, estados alérgicos, neoplasias y otras condiciones en las que la concentración de y-globulina sérica está elevada. Se han visto también células



plasmáticas en la sangre de pacientes con infecciones víricas como rubeola, sarampión, varicela y paperas. Están moderadamente incrementadas en exantemas cutáneos, mononucleosis infecciosa, sífilis, endocarditis bacteriana subaguda, sarcoidosis y enfermedades del colágeno Su aumento suele estar ligado a un aumento de linfocitos. monocitos y eosinófilos. En la médula de un adulto, están presentes una media de un 1% a un 2% de células plasmáticas Un aumento por encima del 4% es significativo; valores inferiores se encuentran en niños (véase Tabla 25-3). Incrementos por encima del 2 0 % de células plasmáticas se pueden encontrar en una variedad de condiciones además del mieloma múltiple, incluyendo carcinoma metastásico, infecciones granulomatosas crónicas, condiciones unidas a hipersensibilidad y después de la administración de fármacos citotóxicos. Con frecuencia aumentan en la anemia aplásica, lo que probablemente no es más que un incremento relativo. Por otro lado, disminuyen o están ausentes en la agammaglobulinemia.



Reacciones leucemoides Una reacción leucemoide es una respuesta leucocitana excesiva. Incluye leucocitosis de 50 x 10 /l o superiores con desviación izquierda; recuentos inferiores, incluso por debajo de lo normal, con un número considerable de granulocitos inmaduros; y cambios similares, cuantitativos o cualitativos, en linfocitos o monocitos. En función de la célula predominante, las reacciones leucemoides pueden ser neutrofilicas, eosinolílicas. linfociticas o monocíticas. No existe una explicación clara disponible para esta aberración aparentemente temporal en la regulación normal de los mecanismos de control. Las reacciones son irregulares, incluso cuando se asocian al mismo agente desencadenante. ,



Reacciones



leucemoides



neutrofilicas



Puede aparecer neutrofilia excesiva en varias situaciones, incluyendo hemolisis, hemorragia, patologías malignas con implicación ósea, enfermedad de Hodgkin. mielofibrosís. infecciones (especialmente tuberculosis), quemaduras graves, eclampsia y ciertas intoxicaciones. El examen de la sangre es habitualmente más útil que el de la medula. Las reacciones leucemoides carecen del característico recuento diferencial que se observa en la leucemia mieloide crónica (LMC). incluyendo el "pico" de mielocitos. eosinofilia y basofilia. También el hiato leucémico, tan característico de la leucemia aguda, está ausente.



Reacciones



leucemoides



eosinofílicas



Células tan inmaduras como los mielocitos eosinófilos rara vez aparecen en la sangre en la eosinofilia reactiva, en la que el recuento de leucocitos puede exceder 50 x 10 /I. Las reacciones leucemoides eosinolílicas ocurren normalmente en niños y suelen ser causadas por inlecciones parasitarias. El síndrome hipereosinofilico idiopático en adultos es leucemoide (Fauci, 1982). 9



Eritroblastosis En pacientes con o sin anemia, los normoblastos circulantes aparecen frecuentemente acompañados por una reacción leucemoide neutrofilica; esto es por tanto una reacción leucoeritroblástica. Una anemia moderada con normoblastos en sangre periférica es bastante común en el carcinoma metastásico que afecta a médula ósea.



Reacciones



leucemoides



linfociticas



En linfocitosis infecciosas y tosferina pueden aparecer recuentos extremadamente elevados de linfocitos de aspecto normal. Cuando los linfocitos atípicos están marcadamente aumentados o inmaduros (lo que puede ocurrir en afecciones como la mononucleosis infecciosa), la diferenciación con la leucemia puede ser difícil. La tuberculosis puede estar asociada con cualquier tipo de linfocitosis. El examen de la médula suele ser útil, ya que los linfocitos están mínimamente incrementados, sino en todas, en la mayoría de las reacciones leucemoides. en contraste con la leucemia.



NEOPLASIAS Y ENFERMEDADES RELACIONADAS QUE AFECTAN PRINCIPALMENTE A LOS LEUCOCITOS



comités de anatomopatólogos y la intervención de un comité clínico asesor (Harris. 1999). y sus recomendaciones se incluyen en este lexto junio con conceptos del FAB. la clasificación Europea-Amencana de Linfomas Revisada (REAL) (Harns. 1994). PSVG y otros.



Definición y clasificación de leucemias La leucemia es una proliferación neoplásica generalizada o acumulación de leucocitos con o sin implicación de la sangre periférica. Las alteraciones en sangre periférica y la infiltración de tejidos no hematopoyéticos son frecuentes pero no aparecen invariablemente. Las leucemias y trastornos relacionados se han clasificado Iradicionalmente según el curso natural de la enfermedad (aguda frente a crónica) y por la linea de leucocitos predominantes determinada por las características citoquimicas y citológicas. De manera creciente, datos inmunofenotípicos. citogenélicos y de genética molecular se emplean para el diagnóstico, clasificación y asignación del tratamiento. Actualmente se reconoce que la leucemia suele ser el resultado de anormalidades genéticas adquiridas en los precursores hematopoyéticos lo que conduce a una pérdida de la regulación del control hemalopoyético normal en uno o más clones de células ocasionando anormalidades detectables a varios niveles de expresión. Las leucemias agudas tienen unas tasas elevadas de proliferación y suelen mostrar una médula ósea cargada con células inmaduras de las series implicadas con al menos una población sustancial de blastos. Si no se consigue la remisión, suele ser mortal en tres meses. Los pacientes con leucemias crónicas presentan menos tasas de prolileración y mayor proporción de células maduras. Si no ocurre la remisión estos pacientes sobreviven más de un año después del comienzo de la enfermedad. En ambas leucemias, aguda y crónica, la proliferación celular no está compensada por la muerte celular (apoptosis) y las células malignas se acumulan. Leucemia "subaguda" o aguda "latente" son términos utilizados en el pasado para describir lo que hoy se incluye dentro de los síndromes mielodisplásicos (SMD). Frecuentemente se caracterizan por citopenias debidas una hematopoyesis ineficaz y tasas de apoptosis que exceden la proliferación. Los SMD pueden evolucionar a leucemia aguda o los pacientes sucumbir a los efectos de las citopenias. Las leucemias y trastornos relacionados se dividen además según la principal línea celular implicada, a pesar de que es frecuente la alteración de las células madre con implicación de vanas lineas. La leucemia aguda se divide, por tanto, en linfoblástica aguda o leucemia mieloblástica aguda, con subcategorías adicionales; las alteraciones crónicas se dividen en leucemia mieloide crónica y enfermedades mieloproliferativas relacionadas o leucemia Imfocítica crónica y enfermedades linfoproliferativas crónicas relacionadas. Las alteraciones linfoproliferativas en las que los principales implicados son los órganos linfáticos u otros tejidos blandos en lugar de la médula ósea son clasificadas Iradicionalmente como linfomas y se describen posteriormente en este capitulo. Muchos de ellos solapan con o son diferentes presentaciones de enfermedades similares en la médula. Las neoplasias mieloides ocasionalmente aparecen en tejidos blandos, pero suelen ir seguidas de alteración de la médula ósea y no se consideran por separado. A pesar de que conceptualmente es mejor considerar todas las leucemias como alteraciones clónales de las células madre hematopoyéticas, la variedad de enfermedades resultantes con cursos clínicos y terapias diferentes requiere una aproximación taxonómica a la clasificación. Esto se hizo posible por primera vez hace unos 100 años con el desarrollo de la tinción de Romanowsky pero se facilitó extraordinariamente en los años 50 y 60 a través del trabajo de Hayhoe y otros que desarrollaron una aproximación citoquímica a la clasificación de la leucemia. El Grupo Cooperativo FrancésAmericano-Británico (FAB) de clasificación de leucemias y SMD. basándose principalmente en estas técnicas, elaboró una nomenclatura estándar que fue introducida en 1976. Los síndromes mieloprolílerativos han sido ampliamente estudiados por varios investigadores incluyendo el Grupo de Estudio de la Pohcitemia Vera (PVSG). Con los avances en los conocimientos de inmunología, genélica y oncología, se han sugerido varias revisiones para cada uno de ellos. Un grupo internacional de expertos financiado por la Organización Mundial de la Salud (OMS) ha examinado recientemente la clasificación de las neoplasias hematopoyéticas para proporcionar una clasificación actualizada incorporando nuevos conocimientos. El proyecto de la OMS implica a 10



Alteraciones mieloides Leucemia mieloide aguda Características clínicas. La leucemia mieloide aguda (LMA) es la forma más común de leucemia aguda durante los primeros meses de vida. Durante la infancia y la adolescencia es relativamente rara. Sin embargo, durante la madurez y los últimos años de la vida se convierte en la forma más frecuente observada de leucemia aguda. El comienzo de la LMA a menudo se asemeja a una infección aguda, o incluso a una infección séptica. Otros cambios incluyen signos de insuficiencia granulocítica,' con ulceraciones de las membranas mucosas (especialmente la boca y la garganta) y fiebre. El aumento de ganglios linfáticos, bazo e hígado no es pronunciado. Pueden estar presentes malestar general y postración. En casos no tratados, el curso es rápidamente progresivo. Clasificación de L M A . El Grupo Cooperativo FAB publicó propuestas para la clasificación de las leucemias agudas (Benneft, 1976) y revisó los criterios de clasificación de las LMA (Bennett, 1985a, 1985b) basados en la morfología de las células en extensiones de médula y sangre con la tinción Romanowsky y ciertas reacciones citoquimicas adicionales o los niveles séricos de lisozima (Tablas 27-6 y 27-7). Estos criterios ponen como condición la excelencia de las preparaciones técnicas. Los criterios del FAB siguen siendo muy utilizados, son generalmente reproducibles y han demostrado una correlación sustancial con las características clínicas y biomoleculares. Los recientes avances en oncología clínica utilizando correlaciones moleculares y citogenéticas obligan a que sean considerados también en el diagnóstico y clasificación. Los pacientes pueden ser divididos con orientación al tratamiento en función de su edad, hisloria previa incluyendo S M D o tratamiento tumoral previo, y citogenética La clasificación del FAB con modificaciones, sigue siendo útil para la terapia inicial, ya que se puede diagnosticar rápidamente con medios ampliamente distribuidos. El diagnóstico debe ser completado con la citogenética y otros datos. El grupo FAB caracterizó tres tipos de blastocitos: todos ellos tienen un núcleo central con cromatina fina y no condensada y nucléolos prominentes (normalmente de tres a cinco); los blastos de Tipo I carecen de granulos citoplasmáticos. pero los de Tipo II presentan un pequeño número de granulos primarios (azurofilos) Los blastos de Tipo III son similares a los de Tipo II con la excepción de granulos azurófilos más abundantes. Los promielocilos neutrófilos son mayores, tienen menor cociente núcleo/citoplasma y la cromatina nuclear es más densa que en los blastos de Tipo III. El diagnóstico de la mayoría de los subtipos de LMA según los criterios FAB requiere que al menos un 3 0 % de las células nucleadas sean blastos. Ha sido disminuido por la OMS hasta un 20 % con la eliminación de la categoría de SMD, anemia refractaria con exceso de blastos en translormación (RAEB-T). En los subtipos M0. M I . M2. M4 y M6. están presentes mieloblastos (Tipos I y II). Los mieloblastos primitivos, como en M0, se identifican con anticuerpos monoclonales contra anlígenos mieloides asociados (CD13, CD14, CD15, CD33) o demostrando los granulos mieloperoxidasa por microscopía electrónica. Mieloblastos más maduros ( M 1 , M2) se identifican medíanle varias reacciones ciloquímicas con enzimas asociadas a granulocitos. ensayos con mieloperoxidasa (MPO), negro Sudán B (SBB), y ASD-cloracetato esterasa. En el subtipo M3 la célula predominante es un promielocito anormal. Los monoblastos (M4, M5) se caracterizan por reacciones con (/-naftil acetato esterasa (ANA), u-naftil butirato eslerasa (ANB) o lisozima. (ANA también marca los granulocitos precursores débilmente, y en casos cuestionables, la inhibición de la reacción por NaFI confirma la línea monocitica). En la eritroleucemia, predominan los precursores eritroides, mientras que los mieloblastos también están aumentados. En el subtipo M7, los megacarioblastos se identifican mediante anticuerpos contra antigenos asociados a plaquetas o EM para peroxidasa de plaquetas. Los blastos Tipo II y III son característicos en LMA-M2 asociada con i (8: 21) (q22; q22).



Tabla 27-6



Reacciones citoquímicas en células normales de sangre y blastos en leucemia aguda Estearasas P e r o x i d a s a Sudán Negro B
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'La positividad es focal, no difusa 'En la eritroleucemia y en algunos delectos de maduración de eritrocitos, la positividad es fuerte 'Positividad citoplasmática local en una pequeña proporción de LLA. ''Son típicos los puntos densos - = negativo; ± = débil o pocas células positivas; + = moderado; ++ = moderadamente fuerte; +++ = fuertemente positivo (la mayoría de las células): LLA = leucemia linloblástica aguda. LMA (MO) = leucemia mieloblástica aguda con diferenciación mínima; LMA (M1) = leucemia mieloblástica aguda sin maduración; LMA (M2¡ = leucemia mieloblástica aguda con maduración LPA (M3) = leucemia promielocitica aguda: LMMA (M4) = leucemia mielomonocllica aguda; LMoA (M5) = leucemia monocitica aguda; EL (M6) = eritroleucemia aguda: LMEG (M7) = leucemia megacarioblástica aguda; LUA= leucemia indiierenciada aguda. PAS • tinción de Shiff con ácido peryódico. En M1 a M5, las reacciones citoquímicas para las esterasas son aplicables a todas las células mononucleares no eritroides. no linfoides En M6, las reacciones citoquimicas citadas en la tabla se aplican a los eritroblastos. no los mieloblastos. que también están presentes y que probablemente son negro Sudán B o peroxidasa positivos Modilicado de Nelson DA, Davey FR: Leukocyte esterase In Beutler E. Lichtman MA, Coller BS, Kipps TJ (eds) Williams Hematology. 5th ed. New York. McGraw-Hill. 1995. con autorización



La valoración inicial frente a sospecha de LMA se basa en un recuento de 500 células de aspirado medular. En primer lugar es necesario calcular el porcentaje de células precursoras eritroides. El diagnóstico de LMA-M6 (eritroleucemia) se establece cuando más del 5 0 % de las células de la médula ósea son precursores eritroides y cuando los mieloblastos representan más del 2 0 % de las restantes células no eritroides (NE). Se sugiere el diagnóstico de síndrome mielodisplásico cuando menos del 2 0 % (según la OMS) de las células no eritroides son mieloblastos y aparecen alteraciones displásicas en células de la serie eritroide, mieloide o megacariocítica. Una vez establecido el diagnóstico de LMA sólo las células no eritroides deben ser consideradas en el recuento diferencial para posteriormente asignar el subtipo (M1 a M5, M7). Un hallazgo útil en el diagnóstico de LMA es la presencia de bastones de Auer. Con la tinción Romanowsky, los bastones de Auer son inclusiones alargadas o de forma espiral, rojo-púrpura, en mieloblastos o promielocitos (véase Lámina 27-41). Con menos frecuencia se pueden ver en neutrófilos más maduros. Los bastones de Auer derivan de los granulos azurófilos y dan reacción positiva con SBB. MPO. CAE y fosfatasa acida. Los bastones de Auer se pueden encontrar en cualquiera de los subtipos de LMA, pero están especialmente asociados con M1 a M3.



ca, al menos un 2 0 % de los blastos muestran anlígenos mieloides asociados (CD13, CD33, y/o CD14) sin antígenos específicos de linea linfoide. Se expresan con frecuencia algunos antígenos de células madre a menudo asociados a la linea linfoide, que incluyen CD7, CD34 y TdT, y no son específicos de ninguna línea. Leucemia mieloblástica aguda sin maduración (MI). En esta categoría, los mieloblastos (Tipos I y II) representan al menos el 9 0 % de las células no eritroides en la médula ósea (Bennett, 1985a, 1985b) (Lámina 27-4A). M1 puede confundirse con la leucemia linfoblástica aguda, particularmente el subtipo FAB-L2. Al menos el 3% de los blastos se tiñen con MPO o SBB. A veces también presentan tinción positiva para CAE. pero es menos sensible. Los antígenos CD13. CD33 y/o MPO son habitualmente detectados así como otros marcadores menos específicos.



Casos con un bajo recuento de blastos pero con anormalidades citogenéticas asociados con LMA diferenciada y t(8:21). leucemia promielocítíca aguda con t(15:17) y variantes, M4EO con inv (16) y variantes, o anormalidades 11q23 (LLM) son consideradas por la OMS como leucemia aguda y clasificadas según las anormalidades citogenétícas.



Leucemia mieloblástica aguda con maduración (M2j. Los mieloblastos representan de un 2 0 % (según la OMS) a un 8 9 % del total de las células de la médula: los granulocitos, de promielocitos a neutrófilos, superan el 10% de las células no eritroides; y los monocitos y sus precursores están por debajo del 2 0 % de las células no eritroides. Aparecen alteraciones displásicas al menos en una línea celular y se observan blastos Tipo II y Tipo III. Los bastones de Auer suelen estar presentes y pueden ser múltiples o aparecer en células maduras. En esle subtipo, la mayoría de los blastos (habitualmente > 85%) se tiñen con MPO, SBB y CAE (Lámina 274C). Además, hasta un 2 0 % de los blastos se tiñen de manera difusa y fuerte con ANA o ANB. Los niveles séricos de lisozima están dentro de los límites normales.



Leucemia mieloblástica aguda con diferenciación mínima (MO). En la leucemia mieloblástica aguda con diferenciación mínima (M0), los mieloblastos (Tipo I) muestran menos del 3% de positividad con SBB, MPO, o ANA (Bennett, 1991) (Lámina 27-3A). Sin embargo, cuando se examinan los marcadores mieloides o linfoides utilizando citometría de flujo o inmunocitoquímí-



Aproximadamente el 2 5 % de las LMA-M2 presentan la alteración citogenética 1(8:21 )(q22:q22). que une el gen AML1 en el cromosoma 21 con el gen ETO en el cromosoma 8 y da como resultado un transcrito quimérico AML2ETO. Aunque no está restringido a la FAB-M2. es importante identificarlo porque se asocia con una mejor respuesta a la terapia. Estos casos suelen tener



características morfológicas que cuando están presentes sugieren la traslocación: bastones de Auer en neutrófilos maduros, granulos secundarios anormales que oscurecen parcialmente el núcleo, granulos gigantes, anillo periférico basófilo en el citoplasma y neutrófilos bilobulados con lóbulos ampliamente separados. Se requiere un análisis citogenético o molecular para su verificación. La OMS ha clasificado estos casos por separado como AML con 1(8:21). Leucemia promielocitica aguda (M3). En la leucemia promielocitica hipergranular (M3) predominan los promielocitos en la médula, en lugar de los mieloblastos (McKenna, 1982). Los granulos azurófilos son abundantes e intensamente teñidos. Los bastones de Auer se encuentran en casi todos los casos y con frecuencia son múltiples (10 ó más) en una célula (Lámina 27-41). Las complicaciones hemorrágicas son frecuentes, debidas a coagulación intravascular diseminada (CID) iniciada aparentemente por materiales procoagulantes procedentes de los granulos de las células leucémicas.



Tabla 27-7



Clasificación de leucemias mieloides agudas de French-American-British (FAB)



Subtipo



MO Mieloblástica c o n diferenciación mínima



M1 Mieloblástica sin maduración M2 Mieloblástica c o n maduración



M3 Promielocitica, Hipergranular M3V Promielocitica. microgranuiar M4 Mielomonocitica



M 4 E : Miclomonocítica c o n eosinofilia fv15A Monocitica. p o c o diferenciada



M 5 B Monocitica, diferenciada



M6: Entroleucemia M7:



Esta enfermedad se asocia habitualmente con una alteración cromosómica característica, t(15;17)(q22;q21), que lusiona el gen a del receptor del ácido relmoico (RARA) en el cromosoma 17 con el gen PML en el cromosoma 15. El gen fusionado PML-RARA se transcribe en un ARNm quimérico. La leucemia responde habitualmente a la terapia con ácido transretinoico (ATRA), que se suele administrar ademas de la quimioterapia, y el pronóstico es mejor que en otras LMA. La anomalía genética molecular puede detectarse en el laboratorio por citogenética, reacción en cadena de la polimerasa con transcriptasa reversa (RT-PCR) o hibridación in situ fluorescente (FISH). El éxito de la remisión suele ocurrir como un lento proceso de "maduración" más que la aplasia inducida por la terapia seguida de la remisión observada en el tratamiento de otras leucemias agudas. Casos sin alteraciones RARA y algunas traslocaciones diferentes, como t( 11; 17). no responden al ATRA. La OMS clasifica LMA con t(15;l7) y variantes por las anormalidades citogenéticas en lugar de fijarse sólo en la morfología.
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2 3 0 % ' de A N C son blastos Tipo I < 3 % d e blastos s o n Px/SBB positivo 5 2 0 % de blastos son positivos para los a n t i g e n o s mieloides a s o c i a d o s y negativos p a r a los antígenos linfoides > 3 0 % * de A N C son blastos Tipo l y Tipo II 2 9 0 % d e NEC son blastos 2 3 % d e blastos son Px/SBB positivo 2 3 0 % ' de A N C son blastos T i p o I y Tipo II < 9 0 % d e NEC son blastos 2 1 0 % de NEC son promielocitos o granulocitos m a d u r o s < 2 0 % d e N E C son d e línea m o n o c i t i c a Habitualmente > 8 5 % d e blastos son positivos p a r a SBB/Px/CAE > 3 0 % " de blastos y promielocitos hipergranulares anormales Bastones de Auer y b a s t o n e s de Auer múltiples H a b i t u a l m e n t e > 8 5 % de células leucémicas s o n positivas p a r a SBB/Px/CAE 2 3 0 % ' de blastos y promielocitos microgranulares a n o r m a l e s Raros promielocitos hipergranulares Raros b a s t o n e s de Auer y múltiples b a s t o n e s de Auer H a b i t u a l m e n t e > 8 5 % de células leucémicas s o n positivas p a r a SBB/Px/CAE > 3 0 % " de A N C son blastos Tipo I y Tipo II El porcentaje de mieloblastos. promielocitos. mielocilos y granulocitos m a d u r o s es >30% < 8 0 % NEC son m o n o b l a s t o s , p r o m o n o c i t o s o m o n o c i t o s > 2 0 % d e blastos son positivos para SBB/Px/CAE > 2 0 % d e blastos son positivos para a - N A E , u-NBE Igual q u e M4 c o n eosinofilia anormal Éosinófilos c o n g r a n u l o s basófilos a n o r m a l m e n t e g r a n d e s ; los granulos eosinofilicos s o n a m e n u d o PAS positivos; los éosinófilos s u e l e n ser CAE positivos 2 3 0 % " d e A N C son blastos > 8 0 % de N E C son monoblastos, p r o m o n o c i t o s o m o n o c i t o s 2 8 0 % de las células monocíticas s o n m o n o b l a s t o s < 2 0 % de células leucémicas son C A E p o s i t i v a s > 8 0 % de células leucémicas s o n a - N A E , a - N B E positivas 2 3 0 % " d e A N C son blastos 2 8 0 % NEC son m o n o b l a s t o s . p r o m o n o c i t o s o m o n o c i t o s < 8 0 % de las células m o n o c i l i c a s s o n m o n o b l a s t o s < 2 0 % de células leucémicas s o n C A E p o s i t i v a s > 8 0 % de células leucémicas s o n u - N A E , u - N B E positivas 2 5 0 % A N C son eritroblastos 2 3 0 % " d e NEC son blastos A l g u n o s precursores eritroides son PAS positivos 2 3 0 % " de A N C s o n m e g a c a n o b l a s t o s o células leucémicas Las células leucémicas s o n positivas p a r a p e r o x i d a s a de p l a q u e t a s al m i c r o s c o p i o electrónico o para las glicoproteinas Ib o IIb/Illa c o m o se d e m u e s t r a por métodos i n m u n o c i l o q u i m i c o s .
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A N C = l o d a s las células n u c l e a d a s ; NEC = células no e r i t r o i d e s ; S B B = n e g r o S u d a n B; Px = m i e l o p e r o x i d a s a ; C A E = A S D c l o r a c e t a t o est rasa; a - N A E = a-naftil a c e t a t o e s t e r a s a ; a - N B E = a- naftil b u t i r a t o e s t e r a s a ; PAS = Ácido peryódico de Schiff De Bennetf J B , C a t o v s k y D. Daniel M. et a l : Criteria for the d i a g n o s i s ol a c u t e l e u k e m i a ol m e g a k a r y o c y t e l i n e a g e (M7). A n n Intern M e d 1985: 103 4 6 0 a n d P r o p o s e d r e v i s e d criteria for the c l a s s i f i c a t i o n o f a c u t e m y e l o i d l e u k e m i a . A n n Interm M e d 1985 103:620 c o n autorización. " L a s r e c o m e n d a c i o n e s r e c i e n t e s d e l a O M S r e d u c e n los r e q u e r i m i e n t o s d e b l a s t o s p a r a e l diagnóstico d o L M A a 2 2 0 % (Harris. 1999)



Aparecen variantes hipogranular y microgranular de la M3 (M3V), en las que se observan granulos escasos con el microscopio óptico y numerosos pero más pequeños con el microscopio electrónico (Golomb. 1980; Bennett, 1980). El núcleo de la mayoria de las células leucémicas es bilobulado o reniforme y es frecuente la confusión con la leucemia monocítica aguda. Las reacciones con los colorantes citoquímicos son algo menos positivas que en la M3 hipergranular. Los bastones de Auer, simples o múltiples, y los típicos promielocitos hipergranulares están presentes en número variable y parecen ser una forma entre los tipos clásicos e hipogranulares. En la mayoria de los casos de M3V. la t( 15; 17)(q22;q21) aparece, y cuando lo hace, el curso clínico es similar a la M3 convencional. En M3, la mayoría de las células leucémicas se tiñen con MPO, SBB, y CAE. Aproximadamente en el 2 5 % de los casos, más del 2 0 % de las células leucémicas se tiñen de manera fuerte y dilusa con ANA; sin embargo, estas células leucémicas no presentan características inmunofenotípicas de monocitos. Desde el punto de vista clínico, estos casos se comportan de manera similar a otros casos de leucemia promielocitica aguda. Leucemia mielomonocitica aguda (M4). En la leucemia mielomonocitica aguda (M4). los mieloblastos constituyen más del 20% del total de las células de la médula (Lámina 27-3D, E y F). La suma de monoblastos. promonocitos y monocitos es más del 2 0 % pero menos del 8 0 % del total de células no eritroides. Las células de la serie granulocítica (mieloblastos. promielocitos, mielocitos y otras formas más maduras) representan entre el 30% y el 8 0 % de las células no eritroides. Si estos hallazgos en la médula se acompañan de monocitosís en sangre periférica (5 x 10 /l o superior), el diagnóstico de M4 está asegurado. Sin embargo, si el recuento de monocitos es inferior a 5 x 10/1. se necesitan pruebas adicionales de laboratorio (p.ej. lisozima sérica por encima de tres veces el valor normal, o > 2 0 % de blastos que se tiñen por ANA o ANB) (Bennett, 1985a). 9



En la leucemia mielomonocitica (M4). la tinción de las células leucémicas con mieloperoxidasa. SBB, CAE y tinción de Schilf con ácido peryódico (PAS) es variable. En la mayoría de los casos, las células leucémicas muestran una coloración intensa y difusa con ANA y ANB. En casos raros, estas esterasas no específicas no pueden demostrarse y el diagnóstico debe hacerse sólo con la tinción Romanowsky. Puede ser útil la demostración por inmunohistoquímica (antilisozima o CD68) de abundante lisozima intracelular. En un pequeño porcentaje de casos de leucemia mieloide aguda M4. hay una ligera a moderada eosinofilia con eosinólilos anormales ( 1 % a 33%) (Bitler. 1984). Esta variante se denomina leucemia mielomonocitica aguda con eosinofilia (M4EO) (Lámina 27-3B) En raras ocasiones la eosinofilia puede ser muy pronunciada, pero en la mayoria, representa aproximadamente el 5% de las células no eritroides. Muchos de estos eosmófilos poseen granulos basófilos anormalmente grandes, similares a los de los mielocitos eosinólilos. mezclados con granulos normales eosinofílicos maduros. En la tinción con PAS, los granulos eosinofílicos son positivos, mientras que los eosinólilos normales sólo muestran tinción intergranular y los granulos son también positivos para CAE. La tinción de contraste con clorazol rosa rápido suele ser útil para identificar todos los eosinófilos. M4EO se asocia con la alteración cromosómica inv(16)(p13q22) o su variante t(16;16)(p13:q22). La inversión del 16 muestra una fusión del gen CBFBen 1 6 q y M V H t f en 16p, que da como resultado varios ARNm quiméricos (debido a diferentes puntos de rotura) y una proteína de fusión BCGBMYH11. El pronóstico es superior al de otras LMA y RT-PCR y FISH son útiles para el diagnóstico, particularmente cuando los eosinólilos son escasos o no aparentes. Leucemia monocítica aguda (M5). En la leucemia monocítica aguda (M5), el 8 0 % o más de las células no eritroides de la médula son monoblastos, promonocitos o monocitos. Se reconocen dos subtipos en la forma M5 de LMA. El subtipo poco diferenciado (monoblástica, M5A) se caracteriza por grandes blastos que alcanzan el 8 0 % o más de las células monocíticas de la médula (Lámina 27-3C). En el lipo diferenciado (M5B), se observan menos monoblastos ( < 8 0 % de las células monocíticas de la médula) y más promonocitos y monocitos (Lámina 27-1K y Lámina 27-3D) (Bennett. 1985a). En ambas, ANA y ANB marcan las células leucémicas difusa e intensamente ( 8 0 % o más de células leucémicas). Ocasionalmente algunos casos no muestran las esterasas no especificas y el diagnóstico debe hacerse con la tinción Romanowsky o c o n



técnicas inmunofenotípicas. Son particularmente útiles la antilisozima y CD68. La traslocación t(8;16)(p11;p13) se ha asociado en LMA-M5 (o M4) con eritrofagocitosis. Eritroleucemia (M6). El diagnóstico de eritroleucemia (M6) se establece cuando más del 5 0 % de las células nucleadas de la médula ósea son eritroblastos y el 2 0 % (según la OMS) o más de las células no eritroides son mieloblastos. En la mayoria de los casos (M6A). hay una mezcla de varias proporciones entre precursores eritroides y mieloblastos (a veces también están presentes monocitos y megacariocitos anormales). Muy raramente (M6B) no hay una implicación granulocítica aparente en el proceso neoplásico y predominan los eritroblastos primitivos. Con frecuencia son marcadas las anormalidades morfológicas de los eritroblastos, con características megaloblásticas atípicas, formas nucleares raras y formas gigantes multinucleadas. El citoplasma puede presentar seudópodos y/o vacuolas, particularmente en los proeritroblastos y eritroblastos basófilos. Este hecho ha sido previamente descrito como mielosis enltemica. Ocasionalmente se puede ver una progresión en un solo paciente desde una mielosis eritrémica hasta una eritroleucemia para terminar en una leucemia mieloblástica aguda poco diferenciada. Esta progresión ha sido clásicamente designada como síndrome Di Glugielmo. término raramente utilizado hoy en día. En algunos casos de M6, las células eritroides pueden mostrar una intensa positividad citoplasmática frente a PAS. Es granular en los primeros precursores eritroides y difusa en los últimos estados (Lámina 27-4K). Los precursores eritroides son PAS negativos en individuos normales y en la mayoría de las enfermedades, incluyendo la anemia megaloblástica nutncional. Sin embargo, a veces son positivos en la anemia ferropénica. talasemia y anemia refractaria con sideroblastos en anillo. En M6, los mieloblastos se tiñen habitualmente con SBB. MPO y CAE. Con frecuencia está presente un componente monocítico positivo para las esterasas no especificas (Lámina 27-4L). Los precursores eritroides neoplásicos son también positivos a veces para ANA y ANB (Hayhoe, 1984). Leucemia megacarioblástica aguda (M7). El diagnóstico de leucemia megacarioblástica aguda, al igual que otras formas de leucemia mieloide aguda, depende de un infiltrado de blastos que representa el 20% o más de las células nucleadas de la médula. Los megacanoblastos son muy polimórficos; algunos blastos parecen linfoblastos, de las formas L1 y L2. Ofros blastos son mayores y tienen pseudópodos o largas proyecciones citoplasmálicas. El citoplasma suele ser azul claro y puede tener granulos o no. El núcleo tiene de uno a tres nucléolos. Los blastos en M7 permanecen citoquimicamente indilerenciados según las directrices FAB. No se tiñen con SBB, MPO, CAE o ANB. Sin embargo la tinción con ANA es positiva con un patrón citoplasmático focal. La reacción con PAS muestra una tinción granular periférica difusa (a menudo en grandes zonas). Al menos el 30% de los blastos son megacarioblastos (Bennett, 1985b), como se demuestra por la técnica de la peroxidasa de plaquetas (Gorius, 1973) o por métodos inmunofenotipicos utilizando anticuerpos monoclonales contra las proteínas Ib o llb/llla de las plaquetas (Erber, 1987) (Lámina 27-3E). Son típicamente positivos para el antígeno mieloide CD13 y los antigenos de plaquetas/megacariocitos C D 4 1 . CD61 y CD62 Se debe tener cuidado para diferenciar M7 de M0 por citometria de flujo, que puede mostrar positividad artefactual para los marcadores de plaquetas debido a la adherencia de plaquetas a los blastos; debe hacerse mediante el examen inmunocitoquimico. Las células realmente positivas muestran bastantes más marcadores de membrana y/o citoplasmáticos que las plaquetas adheridas. En sangre periférica, suele haber pancilopenia. con marcada leucopenia y anemia. A veces están presentes en sangre fragmentos de megacariocitos. La médula ósea muestra una mielofibrosis generalizada, que con frecuencia causa intentos fallidos para obtener un aspirado medular. Aparecen acumulos de blastos que pueden simular un tumor metastásico como neuroblastoma o carcinoma de células pequeñas. Los niños (de uno a cuatro años) con síndrome de Down (Irísomia 21) tienen una incidencia más elevada de leucemia megacarioblástica. Los blastos tienden a mostrar características eritroides. indicando que derivan de un precursor multipotenaal de megacariocitos y eritrocitos. Suele suce-



der a un episodio previo de leucemia transitoria (LT) en la infancia, que habitualmente también implica a megacarioblastos (Zipursky. 1992). Curso. La tabla 27-7 muestra una distribución aproximada de casos según la clasificación del FAB. A pesar de los avances terapéuticos, sólo una miñona de adultos sobrevive cinco años desde el diagnóstico. La supervivencia a cinco años para los niños ha mejorado hasta un 50°o (Creutzig. 1999). Los pacientes con M3 y M4E tienden a una mejor tasa de respuesta y supervivencia más larga que otros subtipos FAB de LMA (Griffin. 1986). pero supeditado a una citogenética favorable. Las características pronosticas de la leucemia mieloide aguda se recogen en la Tabla 27-8.



Otras formas de leucemia Leucemia indiferenciada aguda (células madre). Es una variedad de leucemia aguda en la que predominan blastos que no pueden ser clasificados por métodos morfológicos, citoquimicos, ultraestructurales. mmunológicos o de análisis de ADN. Esta entidad es poco frecuente. El uso de microscopía electrónica, métodos inmunofenotípicos y técnicas de análisis de A D N han demostrado la linea de células neoplásicas en varios casos de leucemia aguda que se consideraba indiferenciada por los procedimientos morfológicos y citoquímicos habituales (Raghavachar. 1986; Sobol. 1987). El resto de casos expresan típicamente CD34 sin marcadores de diferenciación adicional y tienden a presentar anormalidades en los cromosomas 13,12 o en la región 5q (Cuneo, 1996). Leucemia aguda bifenotiplca/mezcla de líneas. Algunos pacientes con leucemia aguda poseen dos poblaciones separadas de células neoplásicas con diferentes líneas de expresión (bifenotipica) o una población de células leucémicas con múltiples lineas de expresión (linaje mezclado). Casos de leucemia aguda de mezcla mieloide y linfoide y casos de leucemia aguda mezcla de células B/células T se han identificado en pacientes pediátricos y adultos (Sobol, 1987; Stass, 1986). El significado clínico de estas entidades es controvertido y el congreso de consenso del Instituto Nacional de Cáncer (INC) de EE.UU. recomienda que sean clasificados por criterios morfológicos e inmunofenolipicos habituales (Cheson, 1990). Sarcoma granulocítico. Esta neoplasia ha sido también denominada sarcoma mieloblástico, tumor extramedular de células mieloides y cloroma. Representa un tumor localizado de mieloblastos o monoblastos que infiltra sitios extramedulares. Se han descrito estos tumores en la piel, ganglios linfáticos, tejidos del tracto respiratorio superior y nasofaríngeo, mama, ovario, hueso, estructuras perineurales y epidurales. ojos y otras estructuras orbitales y una gran variedad de tejidos blandos (Neiman, 1981). Se han registrado sarcomas granulociticos entre el 3% y el 8% de las autopsias de leucemia mieloide crónica y puede preceder a la leucemia mieloide aguda en un 0.6°o de casos (Muss, 1973).



T a b l a 27-8 Factores pronósticos en la leucemia mieloide aguda Factores Edad Leucocitosis Implicación de C N S Respuesta a la terapia Bastones de Auor Tipo FAB Marcadores celulares Citogenética



Favorable 


Desfavorable  6 0 años > 1 0 O x lOVl Présenle Lenta/Incompleta Ausentes M5. M6. M7 C D 1 3 , C D 1 4 . CD33 -7; del (7q), - 5 ; del (5q),alteracionos 1 i q 2 3 , alteraciones 3 q 2 1 y 3q26, alteraciones complejas de cariotipo
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El sarcoma granulocítico puede ocurrir a cualquier edad. Se pueden encontrar tres entornos clínicos: (1) enfermedad no conocida. (2) síndrome mieloproliferativo conocido y (3) leucemia mieloide aguda (Neiman. 1981). El diagnóstico depende del reconocimiento de la naturaleza de las células primitivas que con frecuencia pueden ser confundidas con tumores solidos, incluyendo linfomas no-Hodgkm. melanomas amelanóticos o carcinomas mdiferenciados Se facilita el diagnóstico con preparaciones de cortes del tumor teñidas con la tinción Romanowsky, con reacciones citoquimicas o inmunofenotipicas. En tejidos fijados con formaldehído puede ser muy útil la reacción con la naftol ASD cloracefato esferasa y el uso de métodos mmunocitoquímicos que emplean anticuerpos monoclonales y pollclonales frente a determinantes encontrados en células mieloides y monocíticas (Davey, 1988). Anti-MPO y CD68 son particularmente útiles para las lineas granulocitica o monocítica en cortes de paralina. Además, puede ser crucial el examen ultraestructural de estos tejidos. Leucemia basofílica aguda. La leucemia basofihca aguda es una rara forma de LMA en la que los blastos diferenciados pertenecen a la línea de los basófilos. La sangre periférica muestra habitualmente a n e m i a y trombopema con leucocitosis. La médula ósea está infiltrada de blastos que parecen linfoblastos o mieloblastos. Los blastos son generalmente negativos para el negro Sudán B y la mieloperoxidasa. Hay un aumento de basófilos maduros o de blastos que se tiñen con azul de toluidina. El diagnóstico se basa con frecuencia en la identificación de los blastos con granulos basófilos por métodos ultraestructurales (Brunning. 1994).



Categorías citogenéticas de LMA El comité clínico asesor de la OMS ha recomendado que se reconozca que vanas categorías citogenéticas específicas pueden tener correlaciones morfológicas pero no correlacionan exactamente con las categorías FAB. Este comité recomienda que éstas deben ser clasificadas principalmente según la anomalía citogenética y excluidas de las categorías FAB utilizadas para casos que carecen de estas traslocaciones. Esto asume, naturalmente, que se conoce el cariotipo. La aplicabilidad de estas recomendaciones es probable que varíe. Las categorías específicas son: 1. LMA con t(8;21)(q22:q22), LMA1/ETO. habitualmente FAB-M2. 2. Leucemia promielocitica aguda con t(l5:17)(q22:q11-12) y variantes. P M L R A R u . FAB-M3. 3. LMA con eosmófilos anormales [inv(16)p13q22) o I(16:16)(p13:q22). CBFB/MYH11). habitualmente FAB-M4Eo. 4. LMA con anomalías 11q23 (MLL). Las tres primeras han sido expuestas con las categorías FAB asociadas. Las anomalías 11q23 están presentes en un grupo de leucemias más amplio. Las anomalías en las bandas cromosómicas 11q23. que implican el gen MLL, no son específicas de LMA. y se encuentran también en LLA. leucemia de varias líneas y ocasionalmente en linfomas. La traslocacíón más frecuente en LMA que implica a esta región es t(9:ll)(p22:q23). Otras incluyen t(6;11)(q27:23). t(10:11)(p12:q23). I(11;17)(q23:q21) y I(11:19)(q23;p13) (Caligiuri. 1997). La mayoría de los casos de t(9:11) muestran dilerenciación monocítica (categorías M4 o M5 de FAB). En general, el pronóstico de LMA con anomalías 11q23 es peor que en otras LMA con la quimioterapia habitual, pero hay evidencias de que los niños con t(9:11) responden de manera similar a los pacientes sin anomalías 11 q23 (Martínez-Climent, 1999). Otras anormalidades citogenéticas se asocian también con la LMA, y algunas de ellas aparecen con frecuencia en LMA secundaria a tratamiento previo con quimiolerápicos que incluyen un agente alquilante. Estas anormalidades se observan también en SMD e incluyen: 3q-, -5. -7, 7q-, +8, +9, 11q-, 12p-, -18. -19,20q-, + 2 1 , t(1;7), l(2;11), y cariotipos complejos. Estas anomalías y/o historia de síndrome mielodisplásico previo, LMA con displasia multilineal y/o LMA en pacientes ancianos se consideran características de mal pronóstico y evidencian un daño genético previo. La quimioterapia previa con inhibidores de la topoisomerasa II (incluyendo epipodofllotoxmas y Adriamicina) se asocia también con leucemia secundaria,



tanto LLA como LMA. pero habitualmente están implicadas distintas alteraciones citogenéticas {vide supra): anomalías 11 q23 (MLL). t(3:21). t(8;21). inv(16) o t(15;17). La anomalía t(6;9)(p23;q34) se ha asociado con M2 o M4. con basofilia y con SMD previo.



Alteraciones mieloproliferativas crónicas Los síndromes míeloproliferalivos crónicos agrupan la LMC. policitemia vera (PCV). mielofibrosis con metaplasia mieloide (MMM) y trombocitopenia esencial (TE). Estos cuatro trastornos se agrupan juntos porque comparten diversas características clínicas y de laboratorio. Son proliferaciones clónales de una célula madre pluripotencial que se diferencia a través de las líneas granulocítica. eritroide y megacariocítica (Adamson, 1976: Fialkow, 1977). Ademas, estos cuatro trastornos siguen un curso crónico que desemboca con frecuencia en una leucemia aguda, mielofibrosis o coagulopatía.



Leucemia mieloide crónica Características clínicas. LMC ocurre en jóvenes y personas de mediana edad. Sin embargo, la incidencia específica por edad aumenta marcadamente a partir de los 50 años. El comienzo es insidioso y la alteración puede ser descubierta accidentalmente en un examen rutinario de sangre. El paciente puede presentar síntomas de anemia, pérdida de peso o simplemente quejarse de malestar. El bazo aumenta progresivamente y el paciente comienza a perder peso, a tener fiebre y sudores nocturnos asociados con un metabolismo aumentado como resultado del recambio de granulocitos. El malestar asociado con el aumento del bazo puede llevar al paciente al médico. Infartos en el bazo pueden producir dolor en el lado superior izquierdo. En las últimas etapas de la enfermedad pueden ocurrir sangrados excesivos o hematomas. Aunque a menudo aparece linfadenopatia, rara vez es prominente. Características de l a b o r a t o r i o 9



Sangre. El recuento de leucocitos es habitualmente superior a 50 x 10 /l y puede exceder a 300 x I0 '/l. El recuento diferencial es característico. Hay un completo espectro de células granulocílicas, desde unos pocos mieloblastos, hasta neutrófilos maduros (Lámina 27-3F). Los mieloblastos suponen menos del 10% de células. Mielocitos y neutrófilos exceden a los otros tipos celulares. Esta distribución bimodal ayuda a excluir otros síndromes mieloprolileralivos y leucocitosis reactivas. El porcentaje relativo de mielocitos neutrófilos aumenta a medida que lo hace el recuento de leucocitos totales. La basofilia está marcadamente presente. Se observa casi siempre eosinofilia, además de la presencia de mielocitos eosinófilos. Los monocitos también están aumentados en la mayoría de los casos. f



En el momento del diagnóstico, la mayoria de los pacientes presenta anemia. En otros, aparece durante el curso de la enfermedad como resultado de un descenso en la producción de glóbulos rojos (RBC), Los eritrocitos son normocrómicos y normocíticos. Habitualmente pueden encontrarse unos pocos normoblastos. La trombocitosis está presente en el momento del diagnóstico en más de la mitad de los pacientes. Menos de un 15% presenta trombocitopenia. Médula. La médula es marcadamente hipercelular. principalmente como resultado de una proliferación de granulocitos, con todos los estados representados. Los precursores de eosinófilos y basófilos están habitualmente aumentados. Los normoblastos tienden a estar disminuidos. Con frecuencia, la médula no puede ser aspirada debido a la densidad de las células agrupadas juntas o (especialmente en la enfermedad avanzada) debido a un aumento de la reticulina, que puede ser demostrado en la biopsia medular. En algunos pacientes se encuentran macrófagos cargados con pigmentos azules (histíocilos azul-mar) o macrófagos que no se distinguen de las células de Gaucher. Es bueno recordar que incluso una médula ósea típica no es diagnóstico de LMC Por otro lado, el diagnóstico puede hacerse en muchos casos a partir de las extensiones de sangre periférica. Fosfatasa alcalina de neutrófilos. La fosfatasa alcalina de neutrófilos (NAP) está marcadamente reducida o ausente en más del 90% de los casos de LMC. Está muy elevada en la policitemia vera: elevada, normal o dismi-



nuida en la mielofibrosis con metaplasia mieloide: y normal o elevada en las reacciones leucemoides. Durante la remisión de LMC con una apariencia normal de la extensión en sangre, en la mayoria de los casos, la NAP continúa siendo baja: aproximadamente en un tercio de pacientes vuelve a los valores normales. La NAP aumenta en las fases acelerada y blástica de la enfermedad. Puede también aumentar en respuesta a la infección como ocurre en los individuos normales. Alteraciones citogenéticas. En más del 9 5 % de pacientes c o n LMC. las células cultivadas de la sangre o médula ósea tienen la alteración citogenetica t(9:22)(q34:q11), que implica al gen ABL1 en el brazo largo del cromosoma 9 y el gen BCR en el brazo largo del cromosoma 22. Al cromosoma pequeño y anormal que se forma tras esta traslocación se le llama cromosoma Philadelphia (Ph ) (Nowell, 1960). El gen fusionado BCR-ABLI se transcribe en un nuevo ARN que da como resultado una proteina que es un factor de crecimiento con actividad tirosina cinasa. Esta proteína tiene una actividad tirosina cinasa mayor que la proteina normal 145 codificada por ABL1. En algunos pacientes con hallazgos hematológicos típicos de LMC pero sin cromosoma Ph' en el canotipo se ha demostrado el gen ABU-BCR mediante análisis molecular con sondas (Morris. 1986) 1



Otros hallazgos. Cobalamma y transcobalaminas séricas aparecen frecuentemente aumentadas como resultado del aumento de la transcobalamina I y se piensa que reflejan el tamaño del pool granulocilico total en sangre. La muramidasa sérica (lisozima) también está aumentada. Curso. El tratamiento con busulfán o hidroxiurea suele controlar la enfermedad en la fase crónica, pero sin remisión hematológica en la médula ósea ni aclaramiento del cromosoma Ph . Se han obtenido mejores resultados con interferón-rt recombinante (IFN-rr). con un período medio de remisión de siete a ocho años. El IFN-u ha conseguido una remisión hematológica completa aproximadamente en un 70% de pacientes con LMC y alrededor de a mitad de los que respondieron mostraron supresión del cromosoma Ph'. En algunos pacientes el gen fusionado BCR-ABL1 desapareció por completo (Yoffe. 1987). La mejor probabilidad de curación se obtiene con un trasplante alógeno de médula ósea durante el primer año o dos de la enfermedad, después del cual el 5 0 % de los pacientes muestra una supervivencia de 5 a 10 años. La selección de la terapia requiere unas consideraciones cuidadosas de los resultados potenciales frente a la morbilidad y mortalidad del trasplante (Silver, 1999). 1



Excepto para aquellos casos que se curan con el trasplante, la enlermedad cambia después de un período medio de alrededor de Ires años con quimioterapia a una fase más agresiva o acelerada. Se caracteriza por uno o más signos de mieloprolileración progresiva: basofilia. trombocitosis. leucocitosis, aumento de la espienomegaha. anemia y mielofibrosis reticular. Estos signos se hacen refractarios a la quimioterapia. Precediendo estos cambios, pueden observarse nuevos clones de células con anormalidades citogenéticas, y con Irecuencia, tiene lugar un cambio en las características de crecimiento in vttro en placas de agar. en las células progenitoras comprometidas. La fase acelerada se caracteriza, en alrededor de un tercio de los casos, por un incremento progresivo en blastos y promielocitos: cuando exceden el 30% de las células en sangre o médula, se considera la fase blástica de la enfermedad. En la mayoría de los casos, la fase blástica sucede a la fase acelerada por unos meses: en una pequeña proporción de casos, la fase blástica puede ser la pnmera presentación de la enfermedad (Peterson. 1976). Estos pacientes tienen habitualmente el cromosoma Ph', con o sin evidencias morfológicas de LMC. como basofilia. La NAP se vuelve normal o elevada en la mayoria de los patrones en la fase blástica. Los patrones morfológicos en la fase blástica de la LMC se asemejan a la leucemia mieloblástica aguda en la mayoría de casos, a pesar de que los bastones de Auer raramente aparecen. Sin embargo, aproximadamente en un tercio de los casos, la apariencia es de LLA (Rosenthal, 1977). En algunos de estos últimos casos, los blastos son positivos para la desoxinucleotidil transferasa terminal (Marks. 1978). La distinción es importante porque la última (LLA) puede responder a la terapia orientada a LLA. pero la primera (LMA) no (Peterson, 1976). La supervivencia media después del comienzo de la fase blástica de la LMC es alrededor de dos meses en total y alrededor de diez meses en pacientes que responden entrando en remisión.



Policitemia



vera (eritremia, policitemia primaria)



La policitemia vera se caracteriza por una excesiva proliferación de elementos eritroides, granulocíticos y megacariociticos en la médula (panmielosis). Se refleja en la sangre como un aumento en la masa de glóbulos rojos, leucocitosis y trombocitosis. Está disminuida la excreción en orina de eritropoyetina. La producción de eritrocitos parece ser autónoma, pero responde a la eritropoyetina cuando el paciente ha desarrollado anemia a través de la pérdida de sangre. La causa de esta panmielosis y pancitosis es desconocida. Características clínicas. Esta enfermedad es ligeramente más frecuente en hombres que en mujeres. Habitualmente comienza a una edad media. Los pacientes afectados presentan cianosis "roja" y la esplenomegalia está presente en dos tercios. Procesos trombóticos o hemorrágicos ocurren en aproximadamente la mitad de los pacientes. Infarto de miocardio, trombosis cerebral, infartos pulmonares o espíemeos y tromboflebitis son los responsables de los episodios trombóticos más frecuentes; la hemorragia digestiva alta, con frecuencia por úlcera péptica, es el problema hemorrágico más común. Es habitual el prurito, especialmente después del baño. ,?



Sangre. El número de eritrocitos es de 6 a 12 x 10 /l, y la hemoglobina de 18 a 24 g/dl, El volumen corpuscular medio (VCM). la hemoglobina corpuscular media (MCH) y la concentración media de hemoglobina corpuscular (MCHC) son normales o disminuidos. Los eritrocitos son hlpocrómicos y microcíticos si hay pérdida crónica de sangre. Podemos encontrar macrocitos, células policromáticas y normoblastos, pero no son una característica prominente de la enfermedad. La producción de glóbulos rojos está aumentada. La destrucción de glóbulos rojos es normal durante el periodo de eritroeltosis; más avanzada la enfermedad, cuando se desarrolla la esplenomegalia. la supervivencia de los glóbulos rojos disminuye. El volumen total de sangre está aumentado, principalmente debido al aumento de la masa de glóbulos rojos, a pesar de que el volumen de plasma puede estar también aumentado en menor grado. La viscosidad de la sangre es elevada y puede resultar difícil preparar buenas extensiones. La velocidad de sedimentación de los eritrocitos (VSG) es reducida. El recuento de plaquetas está aumentado aproximadamente en dos tercios de pacientes, con frecuencia hasta niveles que exceden 1.000 x 10 /l. En el 80% de los pacientes no tratados, las alteraciones funcionales de las plaquetas pueden ser detectadas por estudios de agregación (Gilbert, 1975a). La agregación disminuida en respuesta a epinefrina es la más común pero también la podemos encontrar en respuesta a otros agentes. En la policitemia vera no se han encontrado defectos de coagulación consistentes. 9



Es frecuente una moderada leucocitosis de neutrófilos en el rango de 10 a 30 x 10-/1- En la mitad de los casos se observan granulocitos inmaduros y los basófilos suelen estar aumentados en valor absoluto. La fosfatasa alcalina de los neutrófilos está marcadamente elevada en el 8 0 % de los pacientes. Transcobalaminas y muramidasa séricas suelen estar elevadas. La saturación arterial de oxígeno es normal. Aparece hiperuricemia en algunos pacientes con PCV como resultado del aumento del metabolismo de los ácidos nucleicos, y secundariamente algunos pacientes desarrollan gota o cálculos renales de ácido úrico. El cultivo de células de sangre en agar revela un número normal o aumentado de colonias. La actividad estimulante de colonias (factor estimulante de colonias de granulocilos y monocitos [GM-CSFj) en sangre suele estar aumentada y no depende de la eritropoyetina. Médula. La médula es característicamente hipercelular, con todos los elementos (eritroides, granulocíticos y megacariociticos) compartiendo la hiperplasia; la grasa está disminuida. En un estudio de pacientes de PVSG, 9 0 % presentaban moderada o marcada hipercelularidad; sólo un 6% eran normocelulares y ninguno era hipocelular. El aumento de reticulina también está presente y correlaciona positivamente con la celularidad. Las reservas de hierro están disminuidas o ausentes en el 95% de los casos. Los cultivos in vilro de células de médula demuestran el crecimiento de un numero sustancial de colonias erilroides sin añadir eritropoyetina; esto sugiere que el clon es eritropoyetin-independiente o anormalmente sensible a la eritropoyetina.



Diagnóstico. El criterio de PVSG para el diagnóstico de policitemia vera es el siguiente: 1. Aumento del volumen total de eritrocitos (hombres. >36 ml/kg; mujeres. >32 ml/kg. 2. Saturación arterial de oxígeno normal (>92%). 3. Esplenomegalia o dos de los siguientes criterios: (a) trombocitosis (>400 x 10 /l); (b) leucocitosis (>12 x 10 /l); (c) fosfatasa alcalina de neutrófilos aumentada: (d) aumento de la vitamina B en suero (>900 ug/l) o de la capacidad de unión de la B, msaturada (>2.200 ug/l). 3
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Adicionalmente, los criterios anteriores incluyen el aumenlo y agrupación de megacariocitos, grandes, inmaduros y pleiomórficos en una médula ósea de moderada a marcadamente hipercelular con hiperplasia de los senos dilatados así como un crecimiento espontáneo de megacariocitos o eritrocitos en cultivo, en ausencia de eritropoyetina o trombopoyelina (Michiels, 1997). Si persiste la duda sobre el diagnóstico de policitemia vera, se deben buscar otras causas de policitemia. Curso. La policitemia vera es una enfermedad crónica: habitualmente los pacientes viven de 10 a 20 años bajo un buen control. Flebotomía, clorambucilo, fósforo radiactivo ( P ) e hidroxiurea se han utilizado para controlar las manifestaciones de la enfermedad. Debido a la alta incidencia de complicaciones en los casos no tratados, la cirugía no debe llevarse a cabo a menos que el hematocrito haya sido reducido hasta niveles normales. Entre el 20% y 4 0 % de pacientes pueden presentar anemia progresiva, aumento gradual del bazo y elevación adicional del recuento de leucocitos con más granulocitos inmaduros y más eritrocitos nucleados circulantes. Algunos eritrocitos se hacen ovalados; las células en forma de lágrima (dacrocilos) se vuelven prominentes y las células poiquilocíticas aumentan en número. El aspirado de médula ósea es imposible debido a la mielofibrosis y la esplenomegalia aumenta por causa de la hematopoyesis extramedular. Las manifestaciones en este estadio de la enfermedad no se diferencian de la mielofibrosis con metaplasia mieloide (Lámina 27-5B a G). K



Otra complicación tardía de la policitemia vera es la leucemia aguda (Landaw, 1975). Un incremento del riesgo de desarrollar leucemia se asocia con la policitemia vera por si misma (tratada sólo con flebotomía). A esto hay que añadir el potencial leucemógeno con que contribuyen los agentes mielosupresores efectivos; de éstos, el riego del clorambucilo excede al del -'P. Sin embargo, parece que el tratamiento exclusivo con flebotomía se traduce en una supervivencia más corta que el tratamiento con agentes mielosupresores. 3



Mielofibrosis con



metaplasia mieloide



Sinónimos para el mismo proceso degenerativo básico incluyen mielofibrosis idiopática, mieloesclerosis con metaplasia mieloide, hepatoesplenomegalia mieloide megacariocitica, mielosis aleucémica, metaplasia mieloide agnogénica, metaplasia esencial granulocítica megacariocitica (EMGM) y algunos otros. Definición. Es una panmielosis crónica, progresiva, que se caracteriza por una tríada de hallazgos: varios grados de fibrosis de la médula: esplenomegalia masiva debida a la hematopoyesis extramedular y anemia leucoeritroblástica con marcada anormalidad de glóbulos rojos, normoblastos circulantes, granulocitos inmaduros y plaquetas atípicas. La mielofibrosis con metaplasia mieloide es una enfermedad poco común con una incidencia de un tercio respecto a la LMC. Características clínicas. La enfermedad suele ocurrir en personas por encima de 50 años y es de comienzo gradual, con pérdida de peso, anemia y trastornos abdominales debido al aumento del bazo. Con frecuencia el hígado también está aumentado y el paciente puede aparecer ligeramente ictérico. En la radiografía puede observarse osteoesclerosis difusa o irregular; también puede verse osteoporosis. Sangre. Es característica una anemia moderada normocrómica y normocitica (frecuentemente con algunas células hipocrómicas con punteado basófilo), moderada anisocitosis y marcada poiquilocitosis incluyendo prominentes formas en lágrima (dacrocitos) y elíptocitos. Los normoblastos están a menudo presentes en número no proporcional al grado de anemia y se



observa con frecuencia una ligera reticulocitosis. La anemia puede ser de origen complicado, incluyendo componentes de fallo medular, eritropoyesis ineficaz y hemolisis. El recuento de leucocitos es normal o, más frecuentemente, moderadamente aumentado: están presentes neutrófilos inmaduros y ocasionalmente, incluso mieloblastos. La NAP suele estar elevada pero ocasionalmente puede aparecer normal o disminuida. Los estudios cromosómicos no han demostrado la presencia del cromosoma P h ' , tan característico de LMC. Sin embargo, el 8 0 % de los pacientes adquieren alteraciones cromosómicas no especificas y su aparición refleja con frecuencia la conversión a LMC o LMA. El número de basófilos suele estar aumentado. El número de plaquetas es normal o disminuido (raramente aumentadol y suelen ser atipicas, con diferentes "zonas": un hialoplasma claro y un cromómero central pálido que carece de la habitual concentración de granulos azurófilos (Lámina 27-5E a G). Habitualmente se pueden encontrar, si se buscan, micromegacariocitos del tamaño de linfocitos con núcleo y citoplasma o pequeños megacarioblastos; raras veces aparecen en número considerable (Lámina 27-5E a G). Los estudios en cultivos in vitro de células de sangre generalmente han mostrado un considerable aumento de colonias (CFU-GM) y agrupaciones, similares al patrón de LMC. La actividad estimulante de colonias en suero (GM-CSF) parece ser muy elevada. Frecuentemente está aumentado el ácido úrico en suero. La cobalamina sérica y la transcobalamina insaturada son normales o elevadas. Médula. Suele ser imposible el aspirado de médula y es necesario una biopsia con aguja o quirúrgica: esto ocurre especialmente cuando la enfermedad está más avanzada. La histopatologia de la médula ósea en las primeras lases y en la mielofibrosis clásica idiopática está dominada por megacariocitos atiplóos, grandes e inmaduros con un núcleo inmaduro en forma de nube (Michiels, 1999). En los cortes histológicos aparece un incremento difuso de las fibras de reticulina, que se demuestra con tinción de plata (Rappaport, 1996); puede aparecer fibrosis irregular. Posteriormente, la médula se vuelve más librótica. con islas residuales de megacariocitos atipicos y precursores eritroides y granulociticos. La fibrosis es por pérdida de tejido conectivo con escaso colágeno, pero las fibras de reticulina son abundantes. Se pueden encontrar focos de osteoide y el hueso trabecular es irregularmente delgado (mieloesclerosis). La médula puede mostrar una mezcla de hiperplasia y fibrosis en una muestra o puede variar en diferentes sitios del cuerpo (Lámina 27-5B a E). C u r s o . Una significativa proporción de casos de mielofibrosis con metaplasia mieloide representa un estadio final, después de muchos años de progresión de una típica policitemia vera. El curso habitual de la mielofibrosis con metaplasia mieloide es el de una anemia progresiva con aumento del bazo; la hemolisis se convierte frecuentemente en un elemento que incrementa la anemia. Las infecciones pueden ser un serio problema. La hipertensión portal ocurre entre un 10% y un 2 0 % de los casos y puede ocasionar varices esofágicas sangrantes Puede ser debida a trombosis de la vena porta u obstrucción intrahepática como resultado de una metaplasia mieloide acoplada a un aumento del flujo de sangre portal. La supervivencia media es de unos cinco años, considerablemente menor que en la policitemia vera; sin embargo, los pacientes pueden vivir en ocasiones entre 10 y 15 años. En pacientes con supervivencia más larga, el resultado final es con frecuencia una leucemia aguda.



Trombocitemia esencial (TE) Para distinguirlo de trombocilosis. el término trombocitemia podría probablemente ser confinado a situaciones en las que el recuento de plaquetas está persistentemente aumentado a niveles al menos tres veces por encima de lo normal. La trombocitemia esencial (TE), así definida, habitualmente formará parte del cuadro general de otros síndromes mieloproliferativos: policitemia vera, leucemia mieloide crónica y raramente mielofibrosis con metaplasia mieloide. Sin embargo, ocasionalmente la trombocitemia puede ser la característica predominante del cuadro hematológico y en estos casos suele estar asociada con problemas de sangrado. La evidencia sugiere que la trombocitemia es una alteración clonal similar a la policitemia vera y a la leucemia mieloide crónica.



Características clínicas. Son características las hemorragias espontáneas y recurrentes, que son más comúnmente gastrointestinales. Pueden ir ocasionalmente precedidas o acompañadas por trombosis en las venas superficiales o profundas No se ha descrito púrpura. En el 5 0 % de los casos aparece ligera esplenomegaha. medida con técnicas radioisotópicas. Sangre. La característica más llamativa es el marcado incremento de plaquetas (habitualmente superior a 1000 x io /l), a menudo con formas anormales y gigantes que suelen ir acompañadas por fragmentos de megacariocitos (Lámina 27-51). La leucocitosis de neutrófilos está casi siempre presente y la NAP suele ser normal. Algunos casos presentan anemia hipocrómica microcítica debida a la pérdida crónica de sangre: en otras ocasiones la entrocitosis es evidente. Los defectos de la función de las plaquetas en la trombocitemia suelen ser demostrables. El hallazgo más típico es el descenso de la agregación en respuesta a la epmefrina. s



Médula. La médula muestra un aumento en el número y tamaño de los megacariocitos con citoplasma maduro, núcleo multilobulado y una tendencia a agruparse en una médula ósea normal o con un ligero incremento de células (Michiels, 1999). Puede aparecer hematopoyesis extramedular esplénica. Diagnóstico. Los criterios de PVSG para el diagnóstico de trombocitemia son los siguientes (Murphy. 1986): 9



1. Recuento de plaquetas por encima de 600 x 10 /I. 2. Hemoglobina menor de 13 g/dl o masa de eritrocitos normal. 3. Hierro teñido en médula o fallo de una terapia de hierro durante un mes para incrementar la hemoglobina en 1 g/dl. 4. Ausencia de cromosoma Philadelphia. 5. Ausencia de fibrosis de colágeno en la médula o menos de un tercio del espécimen de biopsia sin esplenomegaha y reacción leucoeritroblástica. 6. Ausencia de causa conocida de trombocitosis (como malignidad, enfermedad inflamatoria crónica o historia de esplenectomía). Adicionalmente, la presencia de megacariocitos grandes con citoplasma maduro, núcleo multilobulado y tendencia a agruparse en una médula normal o con un ligero incremento de células es una característica morfológica (Michiels, 1997). Curso. La mayoria de los casos permanecen estables durante años, pero una pequeña proporción puede mezclarse con otros síndromes mieloproliferativos crónicos o raramente desarrollar una leucemia aguda. Históricamente los agentes alquilantes y el radiofósforo han sido utilizados para tratar la trombocitemia esencial, pero se complicaban con leucemias secundarias Más recientemente se ha utilizado la hidroxiurea pero también es potencialmente leucemógena. Actualmente se utiliza Anagrelide, que es considerablemente más seguro y fiable (Silverstein, 1999).



Alteraciones mielodisplásicas/mieloproliferativas La reevaluación morfológica y clínica de pacientes con LMC que carecen de cromosoma Ph' ha revelado que casi todos estos pacienles tienen un síndrome mieloproliferativo atipico distinto de LMC o una leucemia mielomonocitica crónica (LMMC: un síndrome mielodisplásico según el criteno FAB) (Kaye, 1984). Los niños con LMC Ph' negativo (LMC "juvenil") habitualmente tienen uno o dos años de edad: sus eritrocitos contienen entre un 30% y un 7 0 % de Hb F y muestran también otras características fetales. A esta alteración se le llama ahora leucemia mielomonocitica juvenil (LMMJ) y suele estar asociada con monosomia 7 (Luna-Fineman, 1999). LMMC del adulto puede tener características de síndrome mieloproliferativo (con neutrofilia, monocitosis y esplenomegaha) o SMD (con recuento de neutrófilos normal o disminuido, displasia multilineal. ausencia de organomegalia y morfología similar a anemia refractaria con exceso de blastos RAEB pero con monocitosis). No se han documentado diferencias en los resultados clínicos o biológicos. De manera similar, se ha descrito como LMC atípica (aLMC) un síndrome mieloproliferativo atípico con afectación principal de la serie de neutrófilos. sin cromosoma Ph1 y con displasia multilineal. La OMS no recomienda separar



aLMC. LMMC y LMMJ en categorías SMD y SMP. pero considera que estas alteraciones tienen características mielodisplásicas y mieloproliferativas (Harris. 1999).



Síndromes



mielodisplásicos



Ocurren principalmente en personas por encima de 50 años y habitualmente se presentan como una anemia refractaria a hematínicos con o sin neutropenia o trombocitopenia. El hígado, bazo o ganglios linfáticos no suelen estar aumentados. La médula es hipercelular con maduración anormal en una o más de las tres líneas celulares hematopoyéticas y los blastos suelen estar aumentados. A este grupo de alteraciones se le ha denominado síndromes dismielopoyéticos o "preleucemias" debido a la elevada proporción de casos que finalmente progresan hasta una leucemia aguda abierta. El grupo cooperativo FAB (Bennett. 1976. 1982) ha descrito y clasificado estas alteraciones y su nomenclatura permanece útil, con ciertas modificaciones. Los SMD difieren de los SMP en que suele predominar la citopenia y en la típica ausencia de visceromegalia. Parece ser debido al aumento de la tasa de apoptosis en la célula neoplásica y a la hematopoyesis ineficaz resultante (Greenberg. 1998). Tipos de maduración celular anormal. La disentropoyesis incluye la fragmentación nuclear o cariorrexis. multinuclearidad. tinción irregular del citoplasma, punteado basófilo y sideroblastos en anillo (Bennett. 1986). El número de células eritroides puede estar disminuido o aumentado. Las anormalidades e r i t r o c i t o s en la extensión de sangre incluyen la presencia de macrocilos ovales, anisocromía. punteado basófilo. dacrocilos y reticulocitopenia. La disgranulopoyesis incluye asincronia entre la maduración del núcleo y el citoplasma de los neutrófilos. con granulos azurófilos anormalmente grandes o que no se tiñen y disminución del numero de granulos específicos. En la extensión sanguínea se puede ver hiposegmentación nuclear (anomalía pseudo Pelger-Huét) o una fuerte hipersegmentación y una irregular retención de la basofilia citoplasmática o ausencia de granulos citoplasmáticos. La dismegacariocitopoyesis incluye megacariocitos grandes con núcleo no segmentado, micromegacariocitos y megacariocitos con dos o más núcleos pequeños y no conectados. El número de megacariocitos puede estar disminuido. En la extensión de sangre son frecuentes las plaquetas gigantes hipogranulares; los micromegacariocitos se ven en raras ocasiones Hallazgos en sangre y médula. El Grupo Cooperativo FAB definió cinco tipos de síndromes mielodisplásicos (Bennett, 1982). Algunos observadores ampliaron la clasificación de síndromes mielodisplásicos para incluir la leucemia mielomonocítica crónica en transformación y el síndrome mielodisplásico sin clasificar (Brunning. 1994). mientras que más recientemente el panel de la OMS ha recomendado eliminar las categorías "en transformación" prefiriendo que sean clasificadas como leucemias agudas. Se reconoce también una categoría Intermedia entre SMP y SMD (LMMJ, aLMC, y LMMC; vide supra). Anemia refractaria. Los hallazgos presentes en la anemia refractaria (AR) son anemia con reticulocrtopenia y eritrocitos anormales Los granulocitos anormales son raros y el número de blastos en sangre es menor del 1 %. La médula es de normocelular a hipercelular con hiperplasia entroide y/o disentropoyesis y menos de un 5% de blastos. Anemia refractaria con sideroblastos en anillos. La anemia refractaria con sideroblastos en anillo (RARS), además de los hallazgos de la AR, presenta sideroblastos en anillo que exceden el 15% de todas las células de la médula. Los sideroblastos en anillo son precursores nucleados de RBC en los que las partículas de hierro que se tiñen (hierro incrustado en las mitocondrias) se asocian eslrechamente formando un anillo que rodea al menos dos terceras parles del núcleo. Otras anormalidades asociadas son la maduración delectuosa del citoplasma y los eritrocitos anisocrómicos. Anemia refractaria con exceso de blastos. En la anemia refractaria con exceso de blastos (RAEB). la sangre muestra cilopenia en dos o tres lineas celulares y menos de un 5% de blastos circulantes. La médula



es hipercelular. con hiperplasía variable entroide o granulocitica. Los cambios dispoyéticos están presentes en las tres lineas celulares y entre un 5% y un 2 0 % de las células de la médula son blastos Menos de un 5% de los blastos están presentes en sangre y no se encuentran bastones de Auer. Leucemia mielomonocítica crónica. En la LMMC. la sangre muestra monocitosis persistente (>1 x 10/1). frecuentemente neutrofilia con anormalidades morfológicas y menos de un 5% de blastos. La medula es similar a la de RAEB, pero a menudo con incremento de promonocitos, que pueden ser distinguidos de los mielocitos anormales mediante tinción con esterasas no especificas. Es típico que presenten citopenias en sangre. En la variante mieloproliferativa de LMMC. está presente la neulrolilia y puede haber esplenomegalia. La LMMC es considerada por la OMS como una categoría intermedia con características de SMP y SMD. similar a LMMJ y aLMC. RAEB en transformación (RAEB-T)ZIMA y leucemia mielomonocítica crónica en transformación (LMMC-T)ZIMA. El FAB describe que RAEB-T presenta hallazgos similares a RAEB. pero con uno de los siguientes signos: (1) más de un 5% de blastos en sangre. (2) de 20% a 30% de blastos en médula, o (3) presencia de bastones de Auer. Igualmente, LMMC-T ha sido propuesta (Brunning, 1994) como una LMMC transformada. Sin embargo, un panel de expertos de la OMS ha recomendado que estas categorías sean eliminadas y en estos casos se hable de LMA. Permanecerán en uso durante un período de tiempo, principalmente por los estudios clínicos en curso. Síndrome mielodisplásico sin clasificar. La categoría de síndrome mielodisplásico s i n clasificar se utiliza cuando existen hallazgos clínicos y hematológicos de mielodisplasia. pero sin características específicas que permitan englobarlo en una de las otras seis categorías. Con frecuencia los pacientes presentan citopenias con panhiperplasia de la médula ósea. Suele haber menos de un 5% de blastos en médula ósea, pero poseen un grado de mielodisplasia mayor que el observado en la anemia refractaria o menos sideroblastos en anillo de los requeridos para el diagnóstico de RARS. Curso. El curso de los síndromes mielodisplásicos va desde las formas progresivas lentas (anemia refractaria: anemia refractaria con sideroblastos en anillo) hasta las condiciones más agresivas (anemia refractaria con exceso de blastos) La supervivencia media de las formas más agresivas es aproximadamente de 3 a 22 meses, mientras que en las formas progresivas lentas es de 16 a 52 meses (Mufti. 1986). La progresión a leucemia aguda, cuando ocurre, va acompañada por un descenso de la tasa de apoptosis (Greenberg. 1998).



Alteraciones linfoides Las alteraciones linfoides representan un grupo de condiciones neoplásicas originadas por células del sistema linforreticular. Cuando las células neoplásicas implican predominantemente la sangre y medula ósea, se denominan leucemias. Sin embargo, cuando la condición se limita principalmente a los ganglios linfáticos o'y órganos, se suele llamar Imfoma. Ocasionalmente los linfomas pueden derivar en leucemia; por ejemplo, un linfoma difuso de células pequeñas puede con el tiempo afectar a la sangre y por tanto se hace indistinguible de una leucemia linfocítica crónica. Las leucemias linfociticas y los linfomas surgen de células de una línea comUn y ahora son considerados estadios de la misma enfermedad. Históricamente, las leucemias linfoides y los linfomas han sido clasificados por separado. Las leucemias han sido más extensamente categorizadas por el grupo FAB. Los linfomas han estado sujetos a numerosos esquemas de clasificación a lo largo de los últimos 25 años, en los que han evolucionado rápidamente debido a los avances en inmunología, oncología y genética. Los conflictos entre los esquemas competidores han sido resueltos en gran medida con la aceptación general de la clasificación REAL, que incluye leucemias linfoides y que está basada en el inmunofenotipo así como en la morfología (Harris, 1994). Las modificaciones patrocinadas por la OMS de la clasificación REAL incluyen también los hallazgos cilogenélicos y moleculares. La clasificación REAL se organiza por inmunofenotipo, lo cual es conceptualmente



atractivo. Sin embargo, la organización de esta exposición comienza con la categoría morfológica de leucemia linloblástica aguda.



Leucemia Hnfoblástica aguda Características clínicas. La leucemia Hnfoblástica aguda es la enfermedad maligna más común de niños y adolescentes. En los Estados Unidos hay de 3.000 a 4.000 nuevos casos por año, dos tercios de los cuales son niños. La evolución del tratamiento con una combinación de quimioterapia, tratamiento del sistema nervioso central (SNC) y terapia intensiva para las categorías de alto riesgo ha llevado a tasas de curación de cerca del 8 0 % en niños. En adultos, sólo se curan entre el 3 0 % y 4 0 % , debido en parte a la mayor frecuencia de alteraciones genéticas adversas (Pui, 1998). La incidencia de LLA en adultos aumenta entre la madurez y la vejez, igual que la LMA de alto riesgo genético. Los individuos con esta enfermedad a menudo se presentan con síntomas de fatiga, fiebre y sangrado. Son hallazgos comunes hnfadenopatias generalizadas, esplenomegalia y hepatomegalia. Pueden aparecer otros síntomas debido a que las células leucémicas infiltran varios tejidos del cuerpo. El dolor en la pierna puede asociarse con infiltrados en periostio: dolores de cabeza, náuseas y vómitos con leucemia meníngea, La aparición rápida de inconsciencia suele indicar hemorragia subaracnoidea. Sangre. La anemia está presente cuando las manifestaciones clínicas se han desarrollado completamente. Suele ser normocítica. Con frecuencia aparecen eritrocitos nucleados. Trombocitopema de grado moderado a marcado es la regla. Ocasionalmente el recuento de leucocitos es muy alto (>100 x 10 


Tabla 27-9 Citologia Tamario Cromatina Forma Nucleolos Citoplasma Basolilia



Clasificación de la French-American-British (FAB) de las leucemias linfoblásticas agudas (L) L1



L2



L3



Pequeño Homogénea Regular Raros Escaso Moderada



Grande Variable Irregular Presentes Moderado Variable



G r a n d e y homogéneo Finamente punteada Oval a redonda 1-3 Moderado Intensa



Do Bermeli J M , Catovsky D. Daniel M-Th, el al Proposals tor i h e ciassilicalion of rhe acute leukaemias. French-American-Bnlish (FAB) Cooperative Group. Br J H a e m o l 1976 33 451 c o n a u t o n / a c i o n .



infra). Los pacientes con LLA de linaje T suelen tener un alto recuento de leucocitos y complicaciones del mediastino. La mayoría de los casos muestran TdT, CD7 y CD3 citoplasmàtico, a menudo CD2, CD5, doble positividad o doble negatividad para CD4/CD8, ocasionalmente antígenos NK CD56/CD57 y ausencia de expresión de Ig o antígenos de células B. La forma más frecuente de LLA en niños es la leucemia linfoblástica de precursores В Es característica la expresión en los blastos de TdT, CD19, CD22. CD79a y HLA-DR. Es variable la expresión de CD34. CD10 y cadenas pesadas de inmunoglobulina u citoplasmàtica (cMu). Pueden expresarse los antigenos mieloides asociados CD13, CD33 o CD15. El término LLA de células pre-B se ha utilizado para estos casos con inmunoglobulina u citoplasmàtica. La LLA de células В, o leucemia/linfoma de Burkitt, muestra linloblaslos de morfologia L3 con inmunoglobulina de superficie restringida a una cade na ligera. Típicamente muestran ausencia de TdT, presencia de los antígenos de células В CD19. CD22. CD20. a menudo CD10 y expresión de inmunoglobulínas monoclonales de superficie. Raros casos muestran falla de inmunoglobulina de superficie de membrana o de expresión de TdT, y estos casos requieren confirmación citogenetica. La leucemia/linfoma de Burkitt muestra una tasa de proliferación muy elevada y una progresión rápida de la enfermedad. Mientras que es rápidamente mortal si no se trata, los resultados recientes de la terapia en pacientes jóvenes han sido alentadores.



Anomalías citogenéticas en LLA La leucemia/linfoma de Burkitt muestra anormalidades citogenéticas características que consisten en la traslocación de c-myc en el cromosoma 8q24 a uno de los genes de las inmunoglobulínas (cadena pesada-14q32, >.-2p12 ó



Tabla 27-10



Sistema de puntuación FAB para variantes L1 y L2 Criterio"



E l e v a d o c o c i e n t e N / C > 7 5 % d e células B a j o c o c i e n t e N / C > 2 5 % d e l a s células N u c l e o l o s . 0 - 1 (pequeño) ¿75% d o células N u c l e o l o s : 1 ó más ( p r o m i n e n t e ) > 2 5 % d e l a s c o l u l a s M e m b r a n a n u c l e a r i r r e g u l a r > 2 5 % d e l a s células Células g r a n d e s 5 5 0 % d e l a s células



Marcador + +



-



" L o s criterios q u e no se e n c u e n t r a n (o resullados intermedios) no tienen puntuación. La puntuación total p a r a un c a s o va d e s d e 4 hasta +2 U n a puntuación de O a +? p r o p o r c i o n a un diagnóstico de L1 y u n a puntuación de -1 a 4 C o c i e n t e N/C = c o c i e n t e núcleo/citoplasma De Bennett J M . C a t o v s k y D. Daniel M-Th, et al Proposals lor the classitication ol the a c u l e leukaemias French-American-Brithis (FAB) Cooperative Group Br J H e m a t o l 1976; 3 3 4 5 1 , c o n autorización.



T a b l a 27-11 Clasificación inmunofenotiplca de leucemia linfoblástica aguda ( L L A ) Inmunofenotipo Subtipos
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TdT = d e s o x m u c l e o l i d i l I r a n s l e r a s a t e r m i n a l ; DR = a n t i g e n o de h i s t o c o m p a t i b i l i d a d H L A - D R ; CD = antígenos de diferenciación ( C D 2 y CD5. células pan-T; C D I O . LLA común; C D 1 9 , C D 2 0 . C D 2 4 . células p a n - B ) S l g = i n m u n o g l o b u l i n a de s u p e r f i c i e ; C l g = i n m u n o g l o b u l m a citoplasmática



K--22ql1) para dar t(8;14). t(2;8) ó t(8;22). La mayoria de los casos muestran t(8;14)(q24:q32). C-myc promueve tanto la proliferación como la apoptosis (Le Beau, 2000) y presumiblemente causa una proliferación incontrolada de mmunoglobulinas y células B relacionadas. Sin embargo, estas células son sensibles a la quimioterapia. Las alteraciones del gen MLL en el cromosoma 11 q23 se observan en LMA y en un 5% a un 7% de LLA (Le Beau, 2000). La más común en LLA es t(4;11)(q21;q23) que se asocia con mal pronóstico, recuento elevado de WBC y fenotipo de línea B inmaduro con ausencia de CD10. Es la más frecuente en lactantes con LLA. y muchas (-50%) de las LLA con esta anormalidad son bifenotípicas. La t( 11:19)(q23:p13.3) es la siguiente alteración MLL más frecuente en LLA, pero también ocurre en LMA-M5. Todas las alteraciones I1q23 (MLL). con la posible excepción de t(9;11) en LMA, confieren mal pronóstico. El cromosoma Ph. t(9;22) con resultado de una fusión BCR-ABL, ocurre aproximadamente en un 2 0 % de adultos y un 6% de niños con LLA. Otro 10% de adultos con LLA muestran una traslocación "silente" que puede ser detectada en el ámbito molecular. La t(9;22) es la traslocación más frecuente en LLA adulta y se asocia con mal pronóstico Se encuentran dos tipos: idéntica a LMC implicando a la región bcr de BCR y otra con un punto de rotura más arriba de bcr que produce un mensajero y una proteína quiméricos. La LLA Ph positiva es, con mayor frecuencia, de precursores de células B, a veces con diferenciación mieloide bifenotípica. Otra traslocación. t(1;19). se asocia con LLA de células pre-B (con inmunoglobulina ir citoplasmática). Implica al gen E2A en 19p13. que codifica factores de transcripción. Dos tipos, una equilibrada t(1:19)(q23:p13) y otra descompensada der(19)t(l;19)(q23:pl3).También han sido asociadas con respuesta disminuida a la terapia. Un interesante hallazgo reciente es una traslocación citogenéticamente "silente" o difícilmente detectable, que confiere un pronóstico favorable. Esta traslocación es t(!2;21)(p12;q22), y ocurre aproximadamente en el 2 5 % de las leucemias linfoblásticas de precursores B. El gen TEL en 12p12 se fusiona con el gen AML1 en 21q22 con el resultado de una proteina de fusión. La anormalidad puede ser detectada por análisis de RT-PCR para el ARNm quimérico.



inmunofenotipo de las células neoplásicas. ha surgido un intenso reconocimiento de las alteraciones neoplásicas severas de los linfocitos pequeños maduros. El FAB (Bennelt, 1989) presentó una clasificación de leucemias linfoides crónicas (maduras) B y T, y Brunning y McKenna (1994) ofrecieron una clasificación similar de las leucemias de linfocitos pequeños.



Leucemia linfoide crónica (LLC) de tipo B L E U C E M I A LINFOCÍTICA CRÓNICA DE CÉLULAS B



Características clínicas. La leucemia linfocítica crónica ( L L C ) es rara por debajo de los 40 años; la mayoria de los casos ocurren por e n c i m a de los 60 años. Es por encima de dos veces más frecuente en hombres que en mujeres. El comienzo es insidioso y la enfermedad normalmente se descubre por casualidad durante la investigación de otro problema. La adenopatia. asintomática o asociada con síntomas como debilidad, fatiga, anorexia o pérdida de peso, pueden ser la causa de que el paciente acuda al médico. El aumento de los ganglios linfáticos suele ser evidente y con frecuencia se observa hepatoesplenomegalia (Tabla 27-12). Sangre. El recuento de leucocitos suele estar entre 30 y 200 x 10 1 En las típicas formas de LLC. el 9 0 % o más de las células son linfocitos pequeños de apariencia similar y que parecen normales (Lámina 27-3G). La cromatma nuclear puede estar gruesamente condensada y más claramente separada por paracromatina que en los linfocitos normales o. en algunos casos, la cromatina está menos condensada de lo normal. A veces los nucléolos son evidentes en muchos de los linfocitos. La variación de tamaño es mínima. La cantidad de citoplasma es de pequeña a moderada. Menos del 10% de los linfocitos son grandes o promielocitos o linfocitos reliculares (linfocitos transformados).



(leucemias de linfocitos pequeños)



Con frecuencia no aparece anemia ni trombocitopenia en el momento del diagnóstico. A medida que la médula es ocupada por células leucémicas, se desarrolla anemia, debida a producción dañada. Además, la vida media de los eritrocitos en algunos pacientes con LLC puede estar disminuida. Esto sucede especialmente cuando la esplenomegalia es marcada Alrededor de un 10% de los pacientes desarrolla anemia hemolítica autoinmune. La trombocitopenia es con frecuencia moderada y ocasionalmente se vuelve severa a medida que la enfermedad progresa, de ahí que aparezcan manifestaciones hemorráglcas. La trombocitopenia suele ser debida a hipoprolileración, pero también puede ser causada por un proceso inmune o secuestro esplénico. El grupo de trabajo patrocinado por el NCI (Cheson, 1988) ha ofrecido una clasificación por estadios de casos de LLC. El pronóstico de los pacientes con LLC correlaciona con el tamaño del total de linfocitos totales del cuerpo y la presencia de anemia o Irombocitemia. La supervivencia media de los pacientes con LLC es de unos 6 años.



Durante años, la variabilidad del curso clínico y la heterogeneidad de las células neoplásicas de los pacientes con leucemia linfocítica crónica se aceptaron como parte del espectro de la enfermedad. Sin embargo, con estudios que correlacionan el curso clínico con el aspecto morfológico y el



Médula. Habitualmente el primer hallazgo es la presencia de ligera o moderada linfocitosis. Ya que los linfocitos son morfológicamente normales, el examen de las extensiones de médula puede ser equívoco. Pueden ser útiles las secciones histológicas de partículas aspiradas o material de biop-



La hiperdiploidía ha sido durante mucho tiempo reconocida como un factor pronostico favorable en LLA infantil. Los pacientes con más de 50 cromosomas han mejorado el pronóstico y aquellos con más de 56 han mejorado incluso la respuesta. Estos pacientes suelen tener LLA de linaje de precursores B. Los pacientes con LLA de células T frecuentemente muestran anormalidades de 14q11, 7q34-35 ó 7p15. También se encuentran otras alteraciones del cromosoma 7.
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tricoleucemia entre (HCL)leucemia linfocitica crónica (LLC), leucemia prolinfocitica (LP), linfoma no Hodgkin (LNH) y Comparación LLC



Edad media Cociente hombre/mujer R e c u e n l o m e d i o inicial d e I m f o c i l o s ( x 1071) Lmfadenopatia Esplenomegalia Hepalomegalia Morfología d e l a s células neoplásicas L i n a j e d e l a s células neoplásicas R e s p u e s t a a la l e r a p i a S u p e r v i v e n c i a m e d i a (años)
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55 2:1 'JO



65 6.5:1 350



Moderada Leve Moderada Masiva frecuentemente Moderada De m o d e r a d a a masiva L m f o c i l o s pequeños ( v a r i a n t e Prolinfocito células T c o n núcleo e n h o j a d e trébol) - 9 5 % células B - 9 5 % células B - 5 % células T - 5 % células T Pobre Buena 1 6-7



HCL



60 2.5 1 40



50 4 1 Normalmente panertopenia



Moderada Moderada Moderada Células pequeñas divididas Prácticamente t o d a s l a s células B Aceptable 4-5



Leve Masiva frecuentemente Leve Célula p e l u d a Prácticamente todas l a s células B Buena 5-6



A d a p t a d o de Galton D A G . G o l d m a n J M , Wiltshav» E. et al Prolymphocytic leucemias Br J H a e m a t o l 19/ 4; 27:7. c o n autorización.



sia. Aparecen áreas de linfocitos de tamaño pequeño o mediano con márgenes confusos; los linfocitos están infiltrando los tejidos hematopoyéticos adyacentes. El grado de la inliltración de los linfocitos correlaciona con la supervivencia del paciente. La afectación irregular, nodular o intersticial de la médula ósea por los linfocitos neoplásicos se asocia con una relativamente buena recuperación. Sin embargo, un infiltrado difuso de la médula ósea suele relacionarse con un mal pronóstico (Bartl. 1982: Montserrat. 1987).



La fase leucémica del linfoma de la zona del manto se caracteriza por la presencia de células de tamaño medio con cromalina nuclear condensada y nucleolos poco llamativos con ligeras hendiduras nucleares y cortes (Lámina 27-3J). Sin embargo, los cortes no son tan pronunciados como en el linfoma folicular. En unos pocos casos, aparecen grandes células con citoplasma abundante y ligeramente basófilo similar al de la LLC o mezcla de tipos celulares. TRICOLEUCEMIA



LEUCEMIA LINFOCITICA CRÓNICA, MEZCLA DE TIPOS CELULARES Existen dos subtipos. El primero. LLC del tipo de mezcla de células, está compuesto de linfocitos grandes y pequeños. Los linfocitos grandes tienen citoplasma basófilo más abundante con menor proporción núcleo/citoplasma. La cromalina nuclear está condensada y la presencia de nucleolos es variable Menos del 10% de las células son prolinfocitos. A estas alturas no hay evidencia de que este tipo de leucemia difiera de la clásica LLC. El segundo. LLC'IPL. esta compuesto por una población dimórfica de prolinfocitos (>10% y 


MANIFESTACIONES LEUCÉMICAS DE LINFOMAS NO HODGKIN El término leucemia de células de linfosarcoma se utilizó para resaltar la aparición de células neoplásicas, con frecuencia en gran número (40 x 10"/! de media), en la sangre de pacientes con linfomas no Hodgkin (LNH). El grado de condensación de la cromatina nuclear es variable y el núcleo es oval o partido en más del 3 0 % de las células. La afectación de la médula ósea es frecuente y es típica la localización paratrabecular de la infiltración linfocitica. Ya que este tipo de células suele estar asociado con un linfoma folicular, el término más frecuentemente utilizado es el de lase leucémica de linfoma folicular.



Bouroncle (1958) describió esta rara alteración, que es variable en sus manifestaciones clínicas. La tricoleucemia (HCL) es más frecuente en hombres que en mujeres. La edad media de los pacientes afeclados es de 50 años. El comienzo es insidioso y caracterizado por la proliferación de células anormales en los órganos reticuloendoteliales y en sangre. El hallazgo físico predominante es la esplenomegalia (Tabla 27-12). La pancitopenia o depresión de sólo dos lineas celulares es el hallazgo usual, con un número variable de tncoleucocitos. En la mayoría de los casos resulta difícil el aspirado de médula ósea. La biopsia de médula muestra una médula que varia en su celularidad, que con frecuencia presenta áreas hipocelulares e hipercelulares y fibrosis reticular. Los tricoleucocitos aparecen en gran número. Morfológicamente, las células son de tamaño medio (de 10 a 20 tim de diámetro), con núcleo de redondo a ovalado, aunque en algunas presenta muescas o forma de campana. El patrón de cromatina suele ser uniformemente reticular, y los nucleolos pequeños y poco llamativos. En algunas células, la cromatina está más condensada, pareciéndose a un linfocito. La cantidad de citoplasma es moderada, a menudo con numerosas proyecciones a modo de pelos y bordes deshilachados. que se tiñen de gris con la tinción de Wnght (Lámina 27-6M y N). Ciloquímicamente, estas células contienen fosfatasa acida, resistente a la inhibición con tartrato; esto contrasta con las isoenzimas de la fosfatasa acida presentes en otras células hemáticas (Yam, 1971a). Las células son subtipos de linfocitos B. El curso clínico suele ser crónico, pero puede ser agudo o subagudo. La supervivencia media está enlre cinco y seis años. Tradicionalmente. la esplenectomía ha ofrecido beneficios significativos a muchos pacientes. Sin embargo, se ha descrito que el tratamiento con rx-interferón o 2-deoxicof o r m i c m a induce remisión. LINFOMA ESPLENICO CON LINFOCITOS VELLOSOS ( S L V L ) El linfoma esplenico con linfocitos vellosos (SLVL) es un trastorno con varias características clínicas, de laboratorio y morfológicas similares a HCL. La enfermedad es más común en hombres que en mujeres. Los pacientes suelen estar en la séptima década de vida y se presenta con



Tabla 27-13 Clasificación inmunofenotípica de las leucemias linfoides crónicas de tipo В Subtipos
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S l g = i n m u n o g l o b u l i n a s de superficie; MR = receptor p a r a rosetas de ratón; DR = HLA-DR. C D 5 • a n t i g e n o pan-T y s u b t i p o s de células B: CD1 "c • B2 subfamilia de moléculas de receptor de integrina; C D 1 9 = a n t i g e n o p a n - B : C D 2 2 = antigeno p a n - B . C D 2 3 • s u b t i p o s de células B. C D 2 4 = antigeno p a n - B y algunos granuloo t o s C D 2 5 = TAC (receptor p a r a interleucma 2). FMC7 = receptor p a r a s u b t i p o s de células B. L L C = l e u c e m i a linfocítica crónica; LPL = leucemia p r o l m l o o l i c a . LCI ( L C M ) = linfoma de células intermedias (Imfoma de células de la z o n a del m a n t o ) . LF = linloma folicular. H C L = i n c o l e u c e m i a



esplenomegalia. En contraste con HCL, el recuento de leucocitos es elevado (25 x 10 /l) y aproximadamente la mitad de los pacientes presentan una gammapatia monoclonal, habitualmente IgM. Las células neoplásicas son de tamaño medio, con cromatina condensada. citoplasma moderadamente basófilo y vello ciloplasmálico corto, con frecuencia con distribución polar. La médula ósea puede mostrar infiltrados irregulares o afectación masiva. En el bazo, el infiltrado neoplásico se expande desde la pulpa blanca hacia la roja. La tinción con fosfatasa acida resistente a tartrato (TRAP) suele ser negativa, aunque se han registrado reacciones positivas. Actualmente se considera una forma leucémica de un Imfoma de la zona esplénica marginal.



LEUCEMIA DE LINFOCITOS GRANULARES GRANDES



9



MARCADORES INMUNOLÓGICOS La mayoria de casos de LLC. linfoma folicular, tricoleucemia y leucemia prolinfocitica poseen marcadores celulares inmunológicos que ayudan a identificar el trastorno (Tabla 27-13). Es típico que las células neoplásicas de estas alteraciones posean inmunoglobulinas de superficie, habitualmente restringidas a IgM e IgD y a una sola cadena ligera, lo que apoya el origen clonal de las células leucémicas. La tricoleucemia suele mostrar sólo IgG como inmunoglobulina de superficie. Las células neoplásicas de los casos de LNH pueden tener IgG de superficie además de IgM e IgD. Las células de LNH y LPL suelen tener mayor concentración de IgM unida a la membrana que las células de pacientes con LLC. El diagnóstico de LLC es fuertemente sugerido cuando las células neoplásicas muestran una baia intensidad de inmunoglobulinas de superficie: antígenos CD5, CD19 y CD23; pero son negativas o débiles para los antígenos CD22 y FMC7. En contraste, las células neoplásicas de pacientes con HCL son característicamente CD5 negativas pero CD11c. C D I 9 . CD103 y CD25 positivas. La leucemia prolinfocitica es fuertemente positiva para las inmunoglobulinas de superficie, negativa para las rosetas de ratón y CD11c; pero positiva para los antígenos CD19, CD22. CD23 y FMC7. Los marcadores de superficie de LNH se describen más tarde.



Leucemias linfoides de células T El fenotipo inmunológico de las células neoplásicas de pacientes con leucemia linfoide crónica ha indicado que un pequeño porcentaje de casos deriva de la línea celular T (Tabla 27-14).



Tabla 27-14



La edad media en estos pacientes es de 63 años. Es inusual ver pacientes pediátricos con esta enfermedad. Los pacientes suelen permanecer asintomáticos pero en el 3 0 % de los casos aparecen síntomas relacionados con artritis reumatoide y/o síndrome de Felly. Aproximadamente la mitad de los pacientes presentan esplenomegalia y neutropenia. La anemia y trombocitopenia se pueden ver solas o asociadas con neutropenia. La linfocitosis es una característica constante. Los linfocitos granulares grandes son de tamaño moderado, con citoplasma azul claro y núcleo excéntrico con cromatina condensada. Los granulos citoplasmáticos son azurófilos y varían en número y tamaño. La médula ósea exhibe un moderado infiltrado de linfocitos granulares. El resto de elementos medulares está presente y muestra una maduración completa. Inmunolenolipicamente hay varios subtipos de leucemia de linfocitos granulares grandes. El más frecuente es positivo para CD3 y a menudo para CD8, muestra expresión variable de CD16 y CD57 y carece de lunción de células NK. Otro tipo es negativo para antígenos CD3 y CD8, pero positivo para CD56 y función de células NK (Brunning, 1994). Esta alteración suele tener un curso crónico con las complicaciones principales relacionadas con el aumento de infecciones como resultado de la neutropenia. Casos reactivos con CD3 y CD56 tienden a volverse agresivos (Genlile, 1994). LEUCEMIA-LINFOMA DE CÉLULAS T ADULTAS La leucemia/linfoma de células T adultas (LLTA) es endémica en el sudoeste de Japón, la cuenca del Caribe, el sudeste de Estados Unidos y África central. El agente etiológíco en esta enfermedad maligna es HTLV-1 (Poiesz. 1980). La transmisión del HTLV-1 puede ocurrir de madre a hijo, a través de drogas por vía intravenosa, contacto sexual o transfusión sanguínea. Sólo una minoría de individuos infectados con HTLV-1 desarrolla LLTA. Algunos individuos muestran sólo un síndrome parecido a una gripe, otros desarrollan una leucemia progresiva e incluso otros desarrollan una alteración hnfoproliferativa agresiva que afecta con frecuencia a ganglios linfáticos, piel, hígado, bazo, médula ósea y sangre (Davey, 1991). Los hallazgos de laboratorio indican una anemia moderada, trombocitopenia y linfocitosis. La extensión de sangre muestra la presencia de células blásticas moderadamente grandes. Es característico el contorno del núcleo ondulado o en hoja de trébol con cromatina condensada. Los nucleo-



Clasificación inmunofenotípica de las leucemias linfoides crónicas de tipo T Diagnóstico



Linterna/leucemia de células T adultas L e u c e m i a prolinfocitica T
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Síndrome de Sézary/micosis f u n g o i d e s
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L e u c e m i a T-LGL (indolente)



+ +



L e u c e m i a T-LGL agresiva
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TdT = desoxmucleotidiltransferasa terminal: C D 3 = antigeno pan-T, C D 4 = antigeno de células T c o l a b o r a d o r a s . C D 8 = antigeno de células T supresoras C D 2 5 = células T activadas, células B activadas macrófagos activados C D 5 6 = antigeno de linfocitos citollticos naturales. C D 5 7 = aniigeno de linfocitos otoliticos naturales: LGL = linlocito g r a n u l a d o g r a n d e



los son pequeños o están ausentes y el citoplasma es agranular y basófilo. En la forma crónica, del 1 0 % al 5 0 % de las células en sangre periférica son anormales, mientras que en la forma aguda más del 5 0 % de las células exhiben características morfológicas. La médula ósea del 5 0 % al 6 0 % de los pacientes puede mostrar afectación de mínima a marcada. Los pacientes pueden mostrar una alectación variable de bazo, ganglios linfáticos, hígado y huesos. En la forma crónica, la esperanza de vida es de uno a dos años, mientras que en la forma aguda, la supervivencia es menor de un año.



cerebriforme (Lamina 27-61 y J). Además, cuando existe linfocitosis (especialmente en el paciente eritrémico). la enfermedad se denomina síndrome de Sézary. Las células neoplásicas de los pacientes con micosis fungoide y síndrome de Sézary parecen ser linfocitos T: en casi todos los casos, las células demuestran actividad colaboradora. La enfermedad puede seguir un curso crónico prolongado. Sin embargo, después de la infiltración de los ganglios linfáticos, la enfermedad se vuelve más progresiva y la muerte, habituaimente debida a una infección, ocurre en unos dos años.



LEUCEMIA PROLINFOCITICA T



Linfoma



La leucemia prolinfocitica es una alteración poco común con una media de edad de 69 años y la enfermedad es ligeramente más frecuente en hombres que en mujeres. Los pacientes presentan una marcada linfocitosis (200 x 10'.'l). anemia y trombocitopenia. En la mayoría de los casos la célula neoplásica es un prolinfocito: sin embargo, aproximadamente en el 2 0 % de los pacientes, los linfocitos carecen de las características distintivas y no poseen un nucléolo prominente. La leucemia prolinfocitica T es una enfermedad maligna rápidamente progresiva con una supervivencia que suele ser inferior a un año.



El linfoma maligno es una proliferación neoplásica de uno de los tipos celulares del tejido linfopoyético-reticular. Si aparece una mezcla de más de un tipo celular, probablemente representa una variación en tamaño, configuración o grado de diferenciación de un tipo celular, más que líneas celulares separadas. Habitualmente, el linfoma comienza en. y afecta predominantemente a los ganglios linfáticos, aunque otros lugares como el bazo y el tracto gastrointestinal (Gl) son también frecuentes áreas de origen. A medida que la enfermedad progresa, la proliferación se extiende al tejido linfático desde el sitio de origen. En la enfermedad avanzada, se encuentra infiltración de células neoplásicas en muchos órganos del cuerpo y varias formas de linfoma (p. ej. linfocitos pequeños, linfoblástico y Burkitt) presentan estados leucémicos como parte de su progresión natural. Éstos pueden ser clasificados como leucemia/linfoma.



MICOSIS FUNGOIDE Y SÍNDROME DE SEZARY La micosis fungoide es una neoplasia linforreticular que afecta principalmente a la piel. A medida que la enfermedad evoluciona, las células neoplásicas infiltran los ganglios linfáticos y otros órganos viscerales. La micosis fungoide es dos veces más frecuente en hombres que en mujeres. Suele afectar a individuos entre la madurez y la vejez. La enfermedad aparece en primer lugar como una dermatitis exfoliativa. eczematoide. psoriaforme o no especifica. Las lesiones tienden a formar placas y después tumores que a menudo ulceran. Algunos pacientes desarrollan eritrodermia generalizada. Las biopsias de piel revelan células linfociticas y mononucleares infiltradas en la dermis. Células neoplásicas y linfocitos de apariencia normal infiltran la epidermis y forman agrupaciones conocidas como abscesos de Pautrier (Lámina 27-6K). Suelen ir acompañados por paraqueratosis y acantosis, típicamente sin espongiosis (aunque la espongiosis puede aparecer) y estiramiento de las crestas interpapilares. El núcleo de las células neoplásicas tiene con frecuencia una apariencia cerebroide (Lámina 276L). El inmunofenotipo suele ser de células CD4+ T con pérdida frecuente de CD7. En estadios avanzados de la enfermedad, las células neoplásicas infiltran los ganglios linfáticos, hígado, bazo y otros órganos. Ocasionalmente están presentes en sangre periférica células mononucleares atipicas con núcleo



Tabla 27-15



maligno



Los linfomas se han dividido tradicionalmente en dos grupos principales, enfermedad de Hodgkin (EH) y LNH. La enfermedad de Hodgkin se caracterizó en primer lugar y a pesar de que con frecuencia se han establecido terapias con éxito, el conocimiento biológico de la EH sólo está empezando. Los LNH han sido intensamente estudiados en las décadas recientes y bastante bien comprendidos a nivel biológico. La subclasifícación de la EH ha permanecido relativamente estable desde el trabajo de Lukes y Buller (Lukes, 1966), mientras que la de los LNH ha sido variable y discutida con varios esquemas en competición. Hay formas de transición de linfomas con características intermedias entre EH y LNH y es posible que la separación algo arbitraria de estas dos clases finalmente desaparezca. Las clasificaciones de LNH que actualmente tienen más influencia en los anatomopatólogos en ejercicio son la de Rappaport. Lukes y Collins, Lennert (Clasificación Kiel) y la Working Formulation del NCI. Todas ellas han sido previamente revisadas (Harris, 1994). Mientras que la mayoria de los protocolos de tratamiento en los Estados Unidos en la última década han utilizado un sistema patrocinado por el NCI (Proyecto de Clasificación de Linfoma No Hodgkin Patológico. 1982), ha sido ampliamente superado por
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la clasificación REAL, que incluye a EH y LNH. asi como las leucemias linfoides (Harris, 1984). El sistema REAL (Tabla 27-15) incorpora morfología, inmunofenotipo y algunas características clínicas y genéticas y parece tender un puente al vacio internacional previo (Berard. 1997). La nomenclatura de la clasificación REAL será utilizada en este texto, con modificaciones de la OMS (Harris. 1999). LlNFOMAS NO HODGKIN N e o p l a s i a s de células B Leucemia/linfoma linfoblástico de precursores B. La mayoria de estos casos son leucemias y han sido descritos previamente en este capitulo. Los linfomas linfoblásticos B (sin implicación de médula o sangre) ocurren con poca frecuencia y pueden representar la mayoría de los casos de linfoma linfoblástico localizado en niños. La presentación más frecuente es en la piel o como lesiones óseas localizadas. Es posible que sean presentaciones muy tempranas de leucemia linloblástica B. Las células neoplásicas tienen morfología de blastos con infiltraciones difusas de células pequeñas (núcleo más pequeño que el núcleo del histiocito) con cromatina difusa, nucléolo poco llamativo, citoplasma escaso, alta lasa mitótica y frecuentemente un patrón en "cielo estrellado" de histiocitos mezclados (indicando alta tasa de apoptosis). Los blastos expresan típicamente TdT. CD19 y/o CD79a, CD22 y HLA-DR. No expresan Ig de superficie y expresan variablemente CD10 y CD34. Habitualmente se reordenan los genes de las cadenas pesadas de las Ig y a veces los de las cadenas ligeras. También pueden ser reordenados los genes de los receptores de las células T. La citogenética no está bien definida pero puede ser similar a LLA de células B. Linfoma de linfocitos pequeños (B/SLL)/Leucemia linfocítica crónica (LLC-B)/Leucemia prolinfocitica. B-SLL (Lámina 27-6A) se clasifica con la leucemia linfocítica crónica B y leucemia prolinfocitica B. B-SLL es un Imfoma común de los adultos de edad media o avanzada, habitualmente indolente, aunque incurable. Los tumores muestran infiltrados difusos de pequeños linfocitos maduros con cromatina condensada y de escaso a moderado citoplasma. Son característicos los prolinfocitos mezclados y los centros de proliferación. Las tasas mitóticas son muy bajas. Aparecen casos con diferenciación plasmocitoide (inmunocitoma linfoplasmocitoide en la clasificación de Kiel y SLL con características plasmocitoides en la Working Formulation) y a menudo presentan inclusiones inlracitoplasmáticas de Ig, incluyendo las que invaginan el núcleo (cuerpos de Dulcher). Los casos plasmocitoides no parecen representar una enfermedad diferente, sino una vanante con peor pronóstico. Con frecuencia son causa de macroglobulinemia de Waldenstrom, produciendo síntomas debidos a una paraproteína IgM monoclonal en suero. B-SLL y B-CLL tienen un lenotipo característico de células B (CD19/CD20) monoclonales (con Ig débiles de superficie) con CD23. coexpresión de CD5. CD22 débil o ausente y CD10 ausente. Este patrón es muy útil para distinguirlo del linfoma de células del manto, linfoma difuso de células pequeñas dentadas y linternas de la zona marginal, que tienen diferentes implicaciones clínicas. La proteina Bcl-2 se detecta con frecuencia pero no la ciclina-Dl. Las variantes plasmocitoides carecen a menudo de CD5. Los genes de las cadenas pesadas y ligeras (monotipo) se reordenan. aparece trisomia 12 en un tercio de los casos y anormalidades 13q en el 25%. Linfoma de células del manto. Desde que se publicó la clasificación REAL, se ha r e c o n x i d o que el linterna de células del manto (LCM) es una forma peligrosa de linfoma que combina el hecho de ser refractario a la terapia con un curso clínico agresivo. El que sea refractario es probablemente en parte debido a una fuerte expresión de Bcl-2 que también se observa en las células del manto normales, linfomas foliculares y algunas otras leucemias, linfomas y tumores sólidos. Bcl-2 inhibe las vías apoptóticas desencadenadas por algunas quimioterapias. El tumor suele mostrar un patrón difuso o a veces, de zona del manto. En el patrón de zona del manto, se ven con frecuencia en el centro de los ganglios, centros germinales atrofíeos que también pueden verse como pequeños folículos desnudos en un infiltrado difuso. El núcleo es de tamaño pequeño a



mediano con cromatina dispersa y un moderado incremento en la tasa mitótica. La membrana nuclear típica es ligeramente irregular y ocasionalmente aparece un núcleo pequeño, redondo y partido (Lámina 27-6B) A menudo aparecen histiocitos dispersos con citoplasma ligeramente eosinófilo. Una variante blástica o "blastoide" muestra un núcleo ligeramente mayor con cromatina similar a los blastos y mayor tasa mitótica simulando un Imfoma linfoblástico. Son células B (CD19. CD20, CD22) monoclonales (IgM y IgD de superficie monotipo) con coexpresión característica de CD5 (y CD43) y ausencia de CD23. La expresión de ciclina-Dl se observa frecuentemente por inmunohisloquímica. a pesar de que el inmunofenotipo por citometria de flujo parece ser más fiable para distinguir enlre LCM y otros linternas. Los genes de las cadenas pesadas y ligeras (monotipo) se reordenan. La mayoria de los casos tienen 1(11:14) afectando al gen de las cadenas pesadas de las Ig y bcl-1 con sobrexpresión de PRAD-1 que codifica ciclina-D1. Sin embargo, en el diagnóstico de laboratorio muchos casos no muestran una traslocación de bcl-1 demostrable por PCR y algunos no exhiben una expresión demostrable de ciclina-Dl. Estas anormalidades ayudan al diagnóstico cuando son positivas, pero el significado de las pruebas negativas es ambiguo. Linfoma folicular. El linfoma folicular (LF) es en realidad un grupo de linternas relacionados de los centros germinales derivados de las células B. La distinción entre los subgrupos es algo arbitraria. El patrón morfológico del conjunto (Lamina 27-6E) es una recapitulación de los folículos de los ganglios linfáticos, pero con diversidad limitada de tipos celulares y ausencia de proliferación de otras estructuras de los ganglios linfáticos. Los tumores muestran generalmente folículos cargados más uniformes de lo habitual, sin capas diferentes y con participación de poca corteza, y que carecen de los centros germinales normales "cuerpos teñibles". macrófagos y polarización. Lo más frecuente es que células irregulares pequeñas (células pequeñas divididas o centrocitos) predominen con un número variable de células grandes mezcladas (células grandes divididas o no divididas o centroblastos). Puede haber también infiltrados difusos. El término "folicular" indica un patrón folicular mayor del 75%; "folicular y difuso" se refiere a casos con un patrón folicular enlre 2 5 % y 75%; "difuso" se refiere a casos con menos de un 75% de patrón folicular. El gradiente otológico está basado en el número promedio de centroblastos (CB) por campo de gran aumento (hpl; 400x) dentro de los folículos neoplásicos: Grado 1 : 1 - 5 CB/hpf (células pequeñas divididas). Grado 2: 6 - 1 5 CB/hpf (mezcla células pequeñas divididas y grandes). Grado 3: >15 CB/hpf (predominan las células grandes). Las categorías previas de la Working Formulation de "diluso de células pequeñas divididas" y "difuso mezcla de células pequeñas divididas y células grandes" están incluidas en esta nomenclatura como "linfoma folicular, grado 1 (ó 2). predominantemente difuso". Sin embargo, el linfoma difuso de células B grandes (DLBCL) es considerado por los autores de la OMS como una entidad diferente incluso cuando aparece en LF. En estas situaciones, recomiendan dos diagnósticos, como "linfoma folicular, grado 3/3 (75%). con linfoma difuso de células B grandes (25%)", cuando el DLBCL ocupa el 25% de la muestra de tumor. La implicación leucémica del LF también puede presentarse y se conoce como "leucemia de células de linfosarcoma". La citometria de flujo es Útil para distinguir entre ellos. LLC y leucemia de células del manto o linfomas de la zona marginal. Las células lumorales muestran una Ig de superficie monotipica (clara) de cualquier subtipo, expresión de marcadores de células B (CD19, CD20, CD22, CD79a). habitualmente con CD10 y variable CD23; CD5 ausente. La mayoría de LF muestra una traslocación t(14;18), en la que el gen Bcl-2 es yuxtapuesto con el gen de las cadenas pesadas de Ig y la proteína Bcl-2 se expresa inapropiadamente. La inhibición subsiguiente de la apoptosis se considera como un mecanismo patogénico primario de LF. La expresión de Bcl-2 por inmunohistoquimica es útil para distinguir LF de hiperplasia linfoide reactiva pero no lo distingue de otros linfomas. El LF también muestra reordenamiento de los genes del receptor de las cadenas pesadas y lige-



ras de las Ig clónales. Sin embargo, la Iraslocación Bcl-2 puede interferir en la detección por PCR del reordenamiento de Ig y los ensayos para ambos reordenamientos, Ig y Bcl-2 son requeridos para el diagnóstico molecular. Linfoma de células B de la zona marginal. Los linfomas de la zona marginal son entidades recientemente reconocidas, previamente incluidas bajo la terminología de SLL. Difieren clínica e inmunológicamente de SLL e incluyen varios tipos, que comparten un curso clínico relativamente lento y la presencia de un número variable de pequeños linfocitos con abundante citoplasma, centrocitos (células pequeñas con núcleo irregular) y células plasmáticas. Algunos ocurren en la mucosa asociada al tejido linfoide (MALT) del tracto Gl, glándulas salivares, pulmones y otros órganos epiteliales. Otros aparecen en la zona marginal esplénica y algunos pueden ser primarios en los ganglios linfáticos. El linloma de MALT de células B de la zona marginal extranodal es un linfoma indolente que se ve con frecuencia en el estómago y que ahora parece ser un antígeno que dirige la proliferación clonal de las células B. Están a menudo en relación con la infección por Helicobacter pylori, también asociados con úlceras gástricas y los casos precoces pueden responder a la terapia antibacteriana. Otros pacientes presentan alteraciones autoinmunes como el síndrome de Sjogren o la tiroiditis de Hashimoto. La terminología de los linfomas de MALT se refiere sólo a aquellos en los que predominan las células pequeñas, a pesar de que las células grandes y otros linfomas agresivos pueden ocurrir también en los mismos tejidos. La mucosa gástrica u otras mucosas son infiltradas por pequeños linfocitos que forman agrupaciones en el epitelio que se conocen como lesiones linfoepiteliales (Lámina 27-6C). La submucosa contiene infiltrados difusos de pequeños linfocitos, centrocitos, linfocitos monocitoides y células plasmáticas. Los centros germinales, aparentemente reactivos en todo el proceso, están presentes con frecuencia y las células plasmáticas suelen ser abundantes en la periferia de las lesiones y generalmente son monoclonales. La demostración de la monoclonalidad por inmunohistoquímica (IHC) o el ensayo del reordenamiento de los genes de Ig son útiles para confirmar el diagnóstico. Linfomas de la zona marginal esplénica. Previamente fueron designados en la literatura como linfomas esplénicos primarios con (o sin) linfocitos vellosos circulantes. El bazo muestra una expansión de la zona marginal normal en la periferia de la pulpa blanca por linfocitos con pequeño núcleo y abundante citoplasma con límites celulares definidos. La infiltración de la pulpa roja ocurre también con frecuencia y las células neoplásicas pueden circular en la sangre incluso en ausencia de afectación de la médula ósea. Las células circulantes suelen tener "vello" citoplasmático, o bordes mellados con frecuencia en un patrón bipolar y simulando Iricoleucemia. Linfomas de la zona marginal nodal. Han sido llamados "linfomas de células B monocitoides" y se asemejan a la hiperplasia reactiva de células B monocitoides que se observa en algunas alteraciones, incluida la toxoplasmosis. El pronóstico puede ser similar al LF. Los senos infiltrados de linfocitos con pequeño núcleo y cromatina condensada exhiben abundante citoplasma con límites celulares definidos (Lámina 27-6D). Los linfomas de la zona marginal de cualquier tipo tienen fenotipo similar, que los distingue de otras neoplasias de células B pequeñas, con Ig de superficie, frecuentemente Ig citoplasmática, marcadores de células B (CD19. CD20; CD22, CD79a), expresión de CD23 y ausencia de CD5 o CD10. Los genes de las cadenas pesadas y ligeras (monotipo) de Ig se reordenan. Se ha descrito trisomía 3 y t(1 ;18) en linfomas extranodales. Tricoleucemia. Véase anteriormente en el apartado Leucemia linfática crónica de lipo B. Plasmacitoma/ Mieloma de células plasmáticas. Véase más adelante en Discrasias de células plasmáticas y enfermedades malignas linforreticulares asociadas con síntesis anormal de inmunoglobulínas. Linfoma difuso de células B grandes. DLBCL (Lámina 27-6F) es una condensación de varias categorías de sistemas de nomenclatura previos. Puede presentarse con una variedad de categorías citológicas diferentes, con predominio de centroblastos, centrocitos grandes, inmunoblastos plasmocitoi-



des y otros. Ya que un caso concreto puede mostrar morfología variable en diferentes sitios de biopsia debido a verdadera variación o a artefactos del proceso, la reproducíbilidad de las subcategorias previas es limitada. Además, actualmente no existe suficiente evidencia citogenética o molecular para subdividir DLBCL. DLBCL aparece en sitios nodales y extranodales y a cualquier edad. Es frecuente en pacientes inmunosuprimidos, a menudo en asociación con EBV y es el linfoma más común del SNC. DLBCL se presenta con infiltración difusa por células grandes (núcleo mayor que el de los histiocitos o células endoteliales) con morfología variable. Puede haber centroblastos y/o centrocitos con escaso citoplasma y múltiples nucleolos. Algunos casos muestran inmunoblastos plasmocitoides con un gran núcleo, uno o más prominentes nucleolos y abundante citoplasma anfolílico que puede ser excéntrico. Otros casos muestran morfología celular polimórfica con células grandes y pequeñas, células plasmáticas y otras células inflamatorias y células gigantes de tipo Reed-Sternberg (Reed-Stemberg-like). Incluso otros muestran células gigantes con citoplasma claro. Las células neoplásicas muestran Ig de superficie, a veces Ig citoplasmáticas y marcadores de células B (CD19, CD20, CD22, CD79a). CD30 aparece ocasionalmente en un número variable de células. La expresión de CD20 por IHC suele ser muy útil en el diagnóstico en secciones de parafina, ya que la citomelría de flujo puede ser dificultada por razones técnicas por el gran lamaño de las células. Hay reordenamiento de los genes de las cadenas pesadas y ligeras (monotipo) de las Ig. Las anormalidades Bcl-2 y/o bcl-6 y la expresión de proteínas es frecuente en DLBCL (Skinníder, 1999). El linfoma primario de mediastino (timico) de células B grandes es el único subtipo de DLBCL aceptado por la clasificación REAL. A menudo aparece en adultos, de jóvenes a mediana edad, y es más frecuente en mujeres. La histología es variable, pero la esclerosis es frecuente y pueden aparecer células claras, células multilobuladas o células de tipo ReedSternberg. Los síntomas suelen estar relacionados con la localización, con dificultad para respirar o síndrome de la vena cava superior y con frecuencia, invasión local o recurrencía local después de la terapia. Las anormalidades en el gen bcl-6 son infrecuentes, al contrario de otros DLBCL (Capello. 2000). Linfoma de Burkitt. El linfoma de Burkitt (LB) fue descrito por primera vez por Dennis Burkitt en 1958 en mandíbulas de niños africanos. Representa aproximadamente un tercio de los LNH pediátricos, pero también ocurre en adultos. Existen varios tipos epidemiológicos de LB. El prototipo es el LB "endémico", que ocurre predominantemente en niños en África y otras regiones ecuatoriales y está asociado con EBV. El LB "esporádico" ocurre en lodo el mundo en niños y adultos y no suele estar asociado con EBV. Los pacientes con HIV u otras formas de inmunosupresión tienen con frecuencia LB relacionado con EBV que sin embargo es diferente de la forma endémica en el ámbito molecular. El LB es un tumor muy proliferativo que crece muy rápidamente. Recientemente se han hecho progresos importantes en la terapia con niños afectados. El tumor (Lámina 27-6G) muestra una infiltración difusa con bordes empujando de células de tamaño medio relativamente uniformes con núcleo de redondo a oval que contiene de tres a cinco nucleolos moderadamente prominentes en una paracromatina relativamente clara. El citoplasma es moderado, basófilo y tiende a formar cuadrados entre las células adyacentes. Las vacuolas citoplasmáticas cargadas de lípidos pueden verse en impresiones. Presentan tasas mitóticas y apoptóticas elevadas y un marcado patrón de macrófagos en "cielo estrellado". En la mayoría de los casos, la histología es diferencial, pero hay cierto solapamiento con DLBCL y ocasionalmente con linfoma linfoblástico. Las células tumorales muestran Ig de superficie monolipica y marcadores de células B (CD19, CD20, CD22, CD79a) y expresan típicamente CD10. En el LB, c-myc está traslocado a un gen de inmunoglobulina en t(8;14) implicando al gen de la cadena pesada de Ig ó t(2;8) afectando al gen de la cadena ligera K O t(8;22) afectando a C-myc pierde su regulación lo que conduce a una proliferación incontrolada. Los genes de Ig se reordenan.



Linfoma de tipo Burkitt ( B u r k i t t - l i k e ) . El linfoma de tipo Burkitt (Burkittlike) (BLL) es una entidad algo controvertida con características intermedias entre LB y DLBCL. Fue incluido en la clasificación REAL, pero los primeros borradores de las recomendaciones de la OMS aconsejaron eliminarlo debido a que los datos sugieren que son simples variantes de DLBCL. Posteriormente ha vuelto a incluirse. Los estudios clínicos de pacientes pediátricos sugieren que es clínicamente similar al LB (Hutchison. 1989). No existen datos biológicos suficientes para estar seguros de la importancia de este tumor en adultos. Modologia. La histología es similar al LB. excepto porque generalmente hay más pleomorfismo con presencia de células grandes (hasta el 25%) y de mediano tamaño con mayores irregularidades en el núcleo y a veces nucléolos más prominentes. El citoplasma suele ser menos inequívoco que en LB. La dificultad se encuentra frecuentemente en los tumores Gl en los que la fijación puede no ser óptima y la distinción entre BLL y DLBCL suele ser complicada. Inmunofenotipo. Las Ig de superficie suelen estar presentes y los marcadores se asemejan a los del LB o DLBCL. Genética. En la mayoría de los casos no es bien conocida. Hay evidencia de ausencia de fraslocaciones de c-myc (Yano, 1992). La OMS sugiere que BLL sea diagnosticado en aquellos tumores que sean morfológicamente intermedios entre LB y DLBCL, que tengan traslocación c-myc como en t(8:l4) o vanantes y/o que presenten una fracción de proliferación mayor del 99% medida por Ki-67 o índices similares. N e o p l a s i a s de células T y l i n f o c i t o s citolíticos n a t u r a l e s Leucemia/linfoma linfoblástico de precursores T (T-LBL). El linfoma linfoblástico T es probablemente una presentación primaria en tejidos de una leucemia linfoblástica T, descrita más extensamente en este capitulo, pero a menudo muestra un fenotipo timico más maduro (Crist, 1988). Son linfomas relativamente comunes de adolescentes y adultos jóvenes (un tercio de los LNH pediátricos) y también ocurren en edades más avanzadas. Típicamente aparecen en el mediastino y/o ganglios linfáticos periféricos y son comunes los derrames pleurales. Aparece con frecuencia dificultad para respirar y síndrome de la vena cava superior, lo que se traduce en la necesidad de terapia y la limitación de los procedimientos de diagnóstico. Modologia. T-LBL muestra usualmente una implicación difusa de los tejidos con pequeños blastos. La tasa mitótica es elevada, suele haber un patrón en "cielo de estrellas" y el núcleo de los blastos es típicamente más pequeño que el de los histiocitos. La cromatina es difusa, los nucléolos suelen ser poco llamativos, el perfil nuclear puede ser ondulado o liso y el citoplasma es escaso. Sin embargo, algunos casos muestran características similares a LLA FAB-L2 con mayor núcleo, nucléolos más prominentes y más citoplasma (variante de células grandes) y es difícil distinguirlo del linfoma de Burkitt sólo con la histología. A veces las células neoplásicas muestran implicación selectiva de las zonas T de los ganglios linfáticos y/o patrón de infiltración tipo leucemia en partes blandas. Inmunofenotipo. Los casos de T-LBL expresan típicamente TdT. CD7 y CD3 citoplasmático (con o sin CD3 de superficie); expresan variablemente CD1a y muestran doble negatividad o doble positividad CD4/CD8. Algunos casos con fenotipo tímico tardío muestran CD4 o CD8. como en las células T periféricas, pero también muestran CD1a y/o TdT. CD43 y/o CD45Ro pueden ser positivos en IHC. CD16 y/o CD57 también pueden estar presentes. Genética. Frecuentemente se reordenan los genes del receptor de células T, pero los genes de las cadenas pesadas de Ig también pueden estar reordenados. La citogenética es variable. N e o p l a s i a s de células T/NK periféricas Las neoplasias de células T periféricas comprenden una diversidad de entidades clínicas que son sin embargo mucho menos comunes que los linfomas de células B. Varias categorías de la clasificación REAL (LLC/ILP de células T, leucemia LGL y micosis fungoide) se explican en otras secciones de este capítulo. La mayoria de las otras entidades pueden ser generalizadas como liniomas de células T/NK periféricas. Puede no ser necesario subclasificarlos por criterios citológicos. pero los síndromes clínicos son esenciales para su clasificación y los criterios genéticos serán probablemente de creciente importancia.



Linfoma de células T/NK periféricas, inespecifico. Estos tumores son generalmente proliferaciones difusas de células neoplásicas con citología variable y a menudo polimórfica. Algunos casos muestran proliferaciones difusas de células de mediano o gran tamaño, otros muestran linfocitos pequeños e irregulares junto con células grandes y otros pueden mostrar mayoria de pequeños linfocitos con núcleo irregular. A menudo están presentes células plasmáticas y/o eosinófilos, los histiocitos pueden ser abundantes y formar agregados y pueden eslar presentes células gigantes tipo Reed-Sternberg. La clasificación REAL sugiere usar descripciones de tipo celular: células de tamaño medio, mezcla de células grandes y medianas, y células grandes. Inmunofenotipo. Estas neoplasias son característicamente diversas y los patrones anormales de expresión de antigenos T son útiles para el diagnóstico. Los antigenos Pan-T (CD3, CD2, CD5 y CD7) suelen estar présenles en alguna combinación, pero es frecuente que uno o más, aberrantemente, no se expresen. Los casos CD4+ son más frecuentes que los CD8+. pero también pueden ocurrir casos con doble positividad y doble negatividad. En secciones de parafina. CD3. CD45Ro y CD43 son útiles si son positivos, pero los dos últimos también aparecen en tumores mieloides y en algunos linfomas de células B. Es también rara la expresión de CD68. Genética. Los genes del receptor de células T suelen estar reordenados. El Imfoma de células T angioinmunoblástico es una enfermedad que en un primer lugar se pensó que era un proceso reaclivo anormal, pero ahora se considera un linfoma debido a los genes del receptor clonal de células T y de curso relativamente agresivo. Los pacientes a menudo tienen fiebre. Imfadenopatías, perdida de peso, erupciones y adenopalia policlonal. Modologia. Los ganglios linfáticos muestran infiltrados celulares paracorticales difusos y sueltos de pequeños linlocitos atípicos con mmunoblastos mezclados y a menudo células plasmáticas, histiocitos y eosinófilos. Los vasos arborescentes (vénulas endoteliales altas [HEVj) muestran paredes débilmente PAS positivas. Las células dendrílicas foliculares están incrementadas y a menudo están presentes grupos de células claras de tamaño medio que anuncian una enfermedad mas agresiva o la transformación a un linfoma más agresivo. Inmunofenotipo. Similar a PTCL, inespecifico. con expresión habitual de CD4. Genética. Reordenamiento habitual de los genes TCR y ocasionalmente de los genes IgH. trisomia 3 ó 5: el genoma EBV puede estar presente Linfoma de células T angiocéntrico. Estos linfomas han sido descritos como granuloma letal de línea media, reticulosis polimórfica, linfoma de células T/NK nasal'tipo-nasal e incluye algunos casos de granulomatosis linfomatoide. Son linfomas exlranodales más comunes en Asia que afectan a la nariz, paladar, piel y otros lugares. El síndrome hemofagocítico se asocia a veces con ellos. Modologia. Un infiltrado linfoide polimórtico incluyendo un número variable de linfocitos irregulares e inmunoblastos y frecuentemente células plasmáticas y eosinófilos muestra invasión y destrucción de los vasos sanguíneos a menudo con resultado de necrosis isquémica. El infiltrado es angiocéntrico y angioinvasivo. Inmunofenotipo. Marcadores asociados a células T y/o NK, variables. Linfoma intestinal de células T. Este tumor poco común aparece en la mucosa intestinal del yeyuno, habitualmente en pacientes con enteropatia sensible al gluten y muestra infiltrados variables de células pequeñas, medianas y grandes. Es un Imfoma agresivo. Inmunofenotipo. Hay expresión de CD3, CD7, СОЮЗ y habitualmente CD8 sin CD4. Genética. Reordenamiento de los genes del receptor (i de células T. Linfoma/leucemia de células T adultas. Este linfoma es más frecuente en pacientes con infección retroviral por HTLV-1. Clásicamente aparece una adenopalia difusa con afectación de médula ósea y sangre y con hypercalcemia, pero la histología es variable. Suelen predominar células deformadas de mediano y gran tamaño y pueden estar presentes células tipo ReedSternberg. Las células deformadas aparecen con frecuencia en la médula. Esto se describe también con las leucemias en este capítulo. Inmunofenotipo. Similar a PTCL, inespecifico, con expresión de CD25. Genética. Los genes del receptor de células T están clonalmente reordenados y aparece el genoma de HTLV-1.



Linfoma de células grandes anaplásicas (ALCL). ALCL fue recientemente reconocido por primera vez como un LNH reactivo con el anticuerpo asociado a Hodgkin Ki-1 (anti-CD30) (Stein, 1985). ALCL primario es más común en adolescentes y adultos jóvenes y comprende entre un 1 0 % y un 15% de los linfomas pediátricos. Es probable que los casos en gente joven fueran previamente pasados por alto con inmunofenotipo de rutinas y revisiones retrospectivas muestran que alrededor de la mitad de los linfomas pediátricos de células grandes han sido de fenotipo T con morfología "inmunoblástica polimórfica". que actualmente se asocia con ALCL (Hutchison, 1991). Además, la morfología es variable y no es diagnóstica por si misma y una variedad de ALCL "secundarios" (incluyendo progresión de otros linfomas, tumores postrasplante y linfomas asociados a EBV y HTLV-1) también expresan CD30. ALCL primario aparece asociado con anormalidades crornosómicas que involucran a la región 2p23 como 1(2:5) (p23;q35) en la que el gen para una tirosi na cmasa del linfoma anaplásico se lusiona con la proteína lanzadera nucleolar nucleofosmina, resultando una proteína de fusión NPM-ALK, altamente expresada. Se han propuesto los términos ALKoma y ALKlinloma (Benharroch, 1998). También ocurren anormalidades genéticas variantes que implican a ALK, habitualmente con sobrexpresión ALK (Falini. 1999). ALCL secundario y ALCL primario culáneo suelen ser ALK negativos. Las implicaciones clínicas de ALCL primario o secundario no están todavía completamente aclaradas. ALCL muestra habitualmente infiltrados difusos o agregados de células grandes, a veces pleomórficas con abundante citoplasma y núcleo hendido o con forma de herradura y a veces núcleo multilobulado como una corona. Son frecuentes los ganglios linfáticos sinusales y la afectación paracortical superficial, láminas cohesivas de células tumorales que simulan con frecuencia carcinoma y algunos casos muestran un patrón polimórfico tipo Hodgkin. No se observan auténticas células Reed-Sternberg. Las variantes histológicas incluyen células pequeñas y tipos linfohistiocíticos, pero también expresan ALK y si no, muestran un fenotipo similar. Esencialmente todas expresan CD30 y los casos más primarios (al menos en jóvenes) expresan también ALK. ALK suele ser nuclear y citoplasmática. pero en variantes genéticas es sólo citoplasmática. Ligeramente más de la mitad muestran fenotipo de células T periféricas por IHC. pero con expresión variable de CD3, CD43 y CD45Ro. Hay expresión variable de CD45, CD25 y EMA. CD68 o CD15 sólo se expresan ocasionalmente. Casos negativos de células T han sido descritos como "nulos". Los raros casos de células B son clasificados con LBCL.



una gran célula binucleada o multinucleada con cada núcleo llevando una gran inclusión como un nucléolo y que puede mostrar asociación con EBV. Celularidad mixta, esclerosis nodular y subtipos deplecionados de linfocitos han sido descritos como EH "clásica". Las células RS en la EH clásica expresan CD15 y CD30 y algunas, CD20. Suele ser detectable Ig policlonal citoplasmática. La ausencia de marcadores de células T es característica. Los estudios de reordenamiento de los genes de /gy TCR son negativos en la EH, pero análisis sofisticados sugieren que la mayoría de los casos de EH derivan de linfocitos B y que las células RS están clonalmente relacionadas (Stein. 1999). El EBV está asociado con una sustancial proporción de casos de EH clásica (Herbst, 1992). La enfermedad de Hodgkin puede ocurrir desde la primera infancia hasta la vejez. Una frecuencia incrementada se observa entre los 15 y los 35 años y por encima de los 50. Predominan los hombres, especialmente en la infancia; la enfermedad en las mujeres por debajo de los 30 años suele ser del tipo esclerosis nodular. Clasificación. El diagnóstico se hace mediante histología, habitualmente por biopsia de un ganglio linfático (Tabla 27-16). La EH con predominancia linfocitica (LP) muestra numerosos linfocitos con mezcla de células "L&H" (de la nomenclatura previa EH "Linfocitica & Histiocítica") sin necrosis o fibrosis y pocas células Reed-Sternberg (Lámina 27-7E). El pronóstico es mejor en este grupo, que tiende a estar localizado en los ganglios cervicales y ocurre con mayor frecuencia en varones jóvenes. Se observan patrones de crecimiento nodular y difuso. EHLP es una alteración de células B, particularmente la forma nodular (Pinkus, 1985), que puede progresar con número creciente de células L&H hasta convertirse en DLBCL. Las células L&H suelen marcar con CD45 y CD20, con Ig policlonal citoplasmática y EMA variable. La esclerosis nodular se caracteriza por anchas bandas de colágeno separando ganglios de tejido linfático y la presencia de "células lacunares", que son grandes histiocitos atípicos con abundante citoplasma pálido. Las clásicas células Reed-Sternberg son difíciles de encontrar (Lámina 27-7D). Esta variedad de enfermedad de Hodgkin es común, con frecuencia presentándose como una masa mediastinica en mujeres jóvenes.



ENFERMEDAD DE HODGKIN



El tipo celular mixto muestra un infiltrado polimórfico de linfocitos, células plasmáticas, eosinófilos, histiocitos y células Reed-Sternberg, que a menudo son bastante numerosas. Puede aparecer necrosis y fibrosis desorganizada. El tipo depleción de linfocitos ¡Lámina 27-7F) es poco común, suele presentarse en la vejez y puede estar asociado con fibrosis difusa. A veces se asocia con una enfermedad febril aguda acompañada por pancitopenia y linfopenia. Puede haber ausencia de adenopatía perilérica. aunque algunos pacientes tienen un agrandamiento generalizado de los ganglios linfáticos. Es común la afectación de la médula ósea, pero la linfocitosis y trombocitosis, que se observan con frecuencia en otros tipos de EH, habitualmente están ausentes (Neiman, 1973).



Como nomenclatura de la enfermedad de Hodgkin permanece la de la conferencia Rye (Lukes, 1966). La enfermedad de Hodgkin es generalmente observada como un linfoma maligno, pero tiene una apariencia histológica diferente en la que las células que reaccionan con la neoplasia habitualmente predominan bastante más que las células neoplásicas en si. El sello de la enfermedad de Hodgkin es la célula Reed-Sternberg (Lámina 27-7C), que es



Sangre. Aproximadamente el 5 0 % de los casos presenta anemia normocítica, a veces severa. El recuento de leucocitos puede estar elevado, normal o disminuido. El recuento diferencial puede mostrar neutrofilia. linfopenia, monocitosis y/o eosinofilia. La neutropenia puede estar presente cuando hay afectación de la médula ósea. El recuento de plaquetas puede estar aumentado, normal o dís-



La mayoría exhiben t(2;5)(p23:q35). pero también se observan variantes, entre ellas, t(1;2)(q25;p23) o Ínv(2)(p23:q35); del 4 0 % al 6 0 % muestran reordenamientos TCR y la mayoría de los restantes no muestran evidencia molecular de líneas celulares T o B.



Tabla 27-16 Clasificación histológica de la enfermedad de Hodgkin Subtipo



Alteración morfológica principal



Predominancia linfocitica



Nodular o d i l u s a , linfocitos a b u n d a n t e s , p o c a s células R e e d - S t e r n b e r g , no fibrosis



Esclerosis nodular



Patrón n o d u l a r f o r m a d o p o r b a n d a s de colágeno birrefrmgente; m o d e r a d o número de linfocitos.



Celularidad



Implicación d i l u s a . n u m e r o s a s células R e e d - S t e r n b e r g . m o d e r a d o número de linfocitos,



mixta Depleción d e linfocitos



eosinófilos. células plasmáticas Implicación difusa, c e l u l a r i d a d d i s m i n u i d a ; células R e e d - S t e r n b e r g o c a s i o n a l m e n t e n u m e r o s a s , de f o r m a s extrañas



Porcentaje de casos 7
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eosinófilos, células plasmáticas v a n a n t e lacunar de células R e e d - S t e r n b e r g 23 2



minuido. eslo úllimo especialmente con implicación de la médula. La fosfatasa alcalina de los neutrófilos está elevada durante la actividad de la enfermedad y vuelve a la normalidad durante la remisión. Los hallazgos en sangre y médula asi como las características histológicas parecen ser manifestaciones de la respuesta del huésped a la enfermedad. Los estudios inmunológicos en la enfermedad de Hodgkin han demostrado que la inmunidad mediada por células está alterada cuando la enfermedad se extiende. Médula. La incidencia de afectación de la médula ósea en los casos no tratados de la enfermedad de Hodgkin es aproximadamente del 10% (Bartl. 1982b). Las biopsias positivas de médula ósea varían con el estadio de la enfermedad (estadio I. 1 % ; estadio II, 2%; estadio III. 25%; estadio IV. 45%) y con el patrón histológico (predominancia de linfocitos, 8%: esclerosis nodular, 4 % ; celulandad mixta. 9%; depleción de linfocitos. 22%). En el 8 0 % de los materiales de biopsia de médula ósea no afectada, hay una variedad de reacciones no específicas. Frecuentemente hay hiperplasia granulocítica. ligera monocitosis y eosinofilia. En algunos casos hay hipoplasia de médula y en otros hay granulomas de células epiteliales y nodulos linfoides. Las últimas características con frecuencia se asocian con un pronóstico favorable (Bartl. 1982b). Estadificación clínica. La determinación del estadio clínico se emplea para determinar la extensión de la enfermedad en el momento del diagnóstico. Además de la historia y el examen físico, se realizan estudios radiográficos extensos, exploración con radioisótopos, recuento completo de sangre (CBC), recuento de plaquetas, ESR, loslatasa alcalina de neutrófilos, biopsia de médula ósea, estudios de función hepática, análisis de orina y pruebas cutáneas para hipersensibilidad retardada La enfermedad en estadio I está limitada a los ganglios linfáticos de una región anatómica o dos regiones contiguas en un lado del diafragma. La enfermedad en estadio II implica más de dos regiones contiguas o dos regiones no contiguas en un lado del diafragma. La enfermedad en estadio III se presenta a ambos lados del diafragma, pero confinada al tejido linfoide. La enfermedad en estadio IV afecta a la médula ósea y algún otro órgano además del tejido linfoide. Todos los estadios se clasifican adicionalmente como "A" si los síntomas sistémicos están ausentes o "B" si están presentes. Una aproximación agresiva al tratamiento de la enfermedad de Hodgkin ha dado como resultado una mejora de la supervivencia, con muchas curaciones, sobre todo en pacientes jóvenes.



Discrasias de células plasmáticas y enfermedades malignas linforreticulares asociadas con síntesis anormal de inmunoglobulinas Gammapatia pohclonal se refiere a un aumento en suero de varias inmunoglobulinas diferentes que son producto de varios clones diferentes de células plasmáticas. Suele ser una respuesta a una estimulación antigénica. Gammapatia monoclonal se refiere a un aumento en suero de una clase específica, subclase y tipo de molécula de inmunoglobulina (o fragmento de ella); es el producto de células plasmáticas o linfocitos que se origina de una sola célula o clon. La gammapatia monoclonal se encuentra en el mieloma múltiple, algunos linfomas (incluyendo la macroglobulinemia de Waldenstróm y la enfermedad de las cadenas pesadas), algunos pacientes con amiloidosis primaria, unos pocos pacientes con carcinoma y algunos individuos sin enfermedad subyacente conocida (gammapatia monoclonal benigna). El último grupo puede constituir hasta un tercio de todas las gammapatías monoclonales; incluye individuos de edad madura que tienen una concentración menor de inmunoglobulina homogénea (


dencia de esta enfermedad es igual en hombres que en mujeres. El sintoma más común es el dolor óseo y son frecuentes las fracturas espontáneas. Los síntomas neurológicos pueden ser prominentes con la invasión del tumor que ha roto la corteza ósea en los nervios espinales o la columna vertebral. La destrucción ósea conduce a la movilización del calcio, con un aumento del calcio en suero y calcificación metastásica. El crecimiento de las células de mieloma en la médula produce tumores múltiples, que aparecen en los rayos X como múltiples puntos de lesiones osteoporóticas; ocasionalmente el crecimiento es difuso y aparece como osteoporosis difusa. Es frecuente una inusual propensión a las infecciones debido a la alterada producción de anticuerpos. Sangre. Suele haber anemia normocrómica normocítica; los normoblaslos pueden aparecer en sangre. El recuento de leucocitos está ligeramente disminuido, normal o ligeramente aumentado. Ocasionalmente pueden encontrarse neutrófilos inmaduros o incluso mieloblastos. El recuento de plaquetas suele ser normal pero puede estar disminuido. La característica más llamativa de la extensión sanguínea es el marcado grado de formación de pilas celulares, que puede hacer difícil el recuento de células. Médula. La médula ósea muestra la presencia de células plasmáticas o células de mieloma. variando desde menos del 1% hasta más del 90%. dependiendo del grado de afectación en el lugar de aspiración de la médula. El diagnóstico suele depender de la presencia de al menos 10% de células plasmáticas del total de células nucleadas de la médula ósea. Citológicamente, las células pueden ser indistinguibles de células plasmáticas normales, pero suelen mostrar cromatina anormal, como menos condensación de la cromatina nuclear, nucléolos grandes, ausencia de zona perinuclear clara, citoplasma azul brillante o varios grados de anaplasia (Lámina 27-7K y L). La disociación entre la maduración del citoplasma y el nUcleo es una característica distintiva de las células de mieloma. La madurez de las células plasmáticas y la extensión de la infiltración de las células plasmáticas en el espécimen de biopsia correlaciona significativamente con la supervivencia del paciente (Bartl, 1982c). Los pacientes con mayoria de células plasmáticas inmaduras y gran infiltración de la médula tienen un mal pronóstico mientras que aquellos con células plasmáticas maduras e infiltrados irregulares tienen mejor supervivencia. Inmunoglobulinas. La globulina sérica suele estar aumentada, con frecuencia de forma llamativa. Este aumento es el responsable de la tendencia a la formación de pilas celulares y la elevada ESR. La electroforesis de proteínas séricas muestra habitualmente un punto M. una banda homogénea en la región y ó p\ con menos frecuencia aparece hipogammaglobulmemia (cuando las células plasmáticas neoplásicas sólo producen cadenas ligeras). La mmunoelectroforesis indica que la proteina monoclonal es IgG en más de la mitad de los casos de mieloma múltiple. IgA en aproximadamente un quinto. IgD en menos del 1% e IgE muy raramente. En cada uno de estos grupos de mieloma. algunos pacientes secretan cadenas ligeras ( K Ó A,) además de la molécula completa de inmunoglobulina. Aproximadamente en la cuarta parte de los pacientes con mieloma múltiple, las células plasmáticas anormales sólo producen cadenas ligeras (proteina de Bence Jones). En este último grupo se observa hipogammaglobulinemia porque las cadenas ligeras son nitradas a través del glomérulo renal, quedando poca o ninguna en suero, además del hecho de que la producción de inmunoglobulinas por las células plasmáticas no malignas está reducida de manera importante en todos los pacientes con mieloma múltiple. Aproximadamente el 5% de las proteínas de mieloma son crioglobulinas, es decir, proteínas que precipitan en el suero enfriado y se redisuelven al calentarlo.



El mieloma múltiple es una proliferación neoplásica de células plasmáticas o células plasmáticas morfológicamente anormales (células de mieloma). que ocurre primariamente en la médula ósea, en nodulos o de manera difusa. Aunque las células plasmáticas también proliferan en los ganglios linfáticos y el bazo, estos órganos raramente aumentan.



Es frecuente la proteinuria en el mieloma múltiple. En algo más del 50% de los pacientes, las cadenas ligeras de inmunoglobulinas se detectan por electroforesis de un concentrado de orina en la que migran como una estrecha banda en la región de las y-globulinas. Si existe daño renal, también se encuentran en orina albúmina y moléculas de inmunoglobulinas completas. La excreción de cadenas ligeras de inmunoglobulinas a veces produce una obstrucción y pérdida de nefronas, y lo que se conoce como mieloma de nñón. La insuficiencia renal es frecuente y es la forma de presentación del mieloma múltiple en algunos casos.



Características clínicas. El mieloma múltiple es raro por debajo de los 40 años. La edad media en el momento del diagnostico es de 62 años. La inci-



La amiloidosis. que está presente entre un 10% y un 15% de los casos de mieloma múltiple, puede ser un factor en el fallo renal. Las fibras de amiloide



Mieloma



múltiple



en el caso del mieloma parecen tener como principal componente proteinico las cadenas ligeras de las moléculas de inmunoglobulínas. El diagnóstico de mieloma múltiple es seguro si la médula contiene gran cantidad de células plasmáticas morfológicamente extrañas y de apariencia maligna. Si en la médula aparece gran cantidad de células plasmáticas de apariencia normal y precursores de células plasmáticas, el diagnóstico no se establece a menos que se demuestren mediante rayos X lesiones óseas liticas excavadas (punch-out) o que una proteinuna de cadenas ligeras o una gammapatía monoclonal estén también presentes. Se ha demostrado la importancia pronostica de varias medidas diferentes de laboratorio y características clinicas. Las características clínico-patológicas se han correlacionado con la masa total de células lumorales y se han utilizado como base para un sistema de estadificación clínica (Tabla 27-17) (Durie, 1975). Los niveles séricos de pVmicroglobulina también correlacionan con el estadio de la enfermedad y la supervivencia en el momento del diagnóstico (Bataille. 1984). La medida de la p\-microglobulina sérica puede ser muy útil para evaluar la respuesta al tratamiento, particularmente en los pacientes con enfermedad de cadenas ligeras. La supervivencia media después del diagnóstico es aproximadamente de tres años. En casi un 5% de pacientes se desarrolla leucemia aguda (habitualmente mielomonocítica). Puede ir precedida de anemia sideroblástica.



Leucemia de células plasmáticas En el mieloma múltiple se encuentran a menudo unas pocas células plasmáticas en sangre periférica. Sólo en las raras situaciones de mieloma en que circulan un gran número de células plasmáticas (> 2 0 % de los leucocitos en



Tabla 27-17 Sistema de estadificación clinica de mielomas Supervivencia media Estadio I



E s t a d i o II



M a s a pequeña d e células de mieloma ( < 0 . 6 x 1 0 " células/m") Criterio: Todos los s i g u i e n t e s H b > 100 g/l C a l c i o sérico < 3 . 0 m m o l / l R a y o s X : e s t r u c t u r a ósea n o r m a l o u n a s o l a lesión T a s a d e producción d e componentes M valor d e i g G < 5 0 g/l valor de IgA < 30 g/l Excreción d e c a d e n a s l i g e r a s en o r i n a < 4 g / 2 4 h M a s a i n t e r m e d i a d e células de mieloma ( 0 , 6 - 1 , 2 x 1 0 ' 2 células/m ') Criterio: No ajustarse al estadio I ni a l III



Macroglobulinemia de



Waldenstrom



Las macroglobulinas (inmunoglobulínas IgM) constituyen del 3% al 10% de las proteínas séricas. Tienen un elevado peso molecular (10 Da), una constante de sedimentación de 18 a 20 unidades Svedberg y un alto contenido en carbohidratos, y se caracterizan por una cadena pesada p y cadenas ligeras K" ó Pueden observarse aumentos de macroglobulinas séricas policlonales en infecciones crónicas o enfermedades de colágeno La macroglobulinemia monoclonal se encuentra en unos pocos individuos sin enfermedad detectable, en algunos casos de linfoma maligno y en leucemia linfocitica crónica. Parece que la macroglobulinemia de Waldenstrom se debe a una variante plasmocitoide de LLC/ILS-B. Características c l i n i c a s . La macroglobulinemia de Waldenstrom aparece en individuos por encima de los 40 años, con un pico de incidencia entre los 60 y los 70 años. Se caracteriza por una proliferación general de linfocitos (y células plasmáticas) y la presencia de al menos 1 g/dl de IgM monoclonal en suero, que alcanza al menos el 15% de las proteínas totales en suero. Las características clínicas de la enfermedad son efectos del aumento de macroglobulinas en suero, que suele causar síntomas debidos al aumento de la viscosidad, y la proliferación celular por sí misma es responsable de la hepatoesplenomegalia y de alguna adenopatia. En contraste con el mieloma múltiple, son raros el dolor óseo y las lesiones osteolíticas en las radiografías. La hiperviscosidad y pastosidad de la sangre pueden conducir a alteraciones visuales, síntomas neurológicos. daño de la función renal e insuficiencia cardiaca congestiva de predominio derecho. Los fenómenos hemorrágicos pueden ser causados por macroglobulinas que se adhieren a las plaquetas, interfiriendo con su función, y por la formación de complejos con factores de coagulación plasmáticos, que alteran su actividad. La crioglobulmemia ocurre algo más frecuentemente que en el mieloma y puede ser responsable de la sensibilidad al frío y del fenómeno de Raynaud. Sangre. La anemia normocrómica y normocitica a veces se asocia con trombocitopenia o pancitopenia. Habitualmente se encuentra linfocitosis relativa o ligera linfocitosis absoluta. En la extensión de sangre está presente una marcada formación de pilas celulares y la velocidad de sedimentación suele ser extremadamente rápida, aunque puede ser lenta si las macroglobulinas están presentes y la prueba se lleva a cabo a bajas temperaturas. La anemia es ocasionalmente hemolítica con prueba de Coombs positiva.



64 meses



Médula. A menudo la médula no puede ser aspirada con facilidad. El número de células linfoides está aumentado. Suelen parecer pequeños linfocitos normales, pero a veces están presentes células plasmocitoides y el número de células plasmáticas está incrementado. Las inclusiones PAS positivas se observan con frecuencia en el citoplasma y el núcleo de las células linfoides. El número de mastocitos tisulares está incrementado.



;



E s t a d i o III



sangre o > 2 x 1 0 ' 1 | se utiliza el término leucemia de células plasmáticas. Los pacientes con leucemia de células plasmáticas tienden a presentar infiltración tisular, estadio avanzado de la enfermedad y baja supervivencia.



32 meses



M a s a g r a n d e d e células de mieloma ( > 1 . 2 x 1 0 " células/m ) Criterio: A l g u n o d e los siguientes H b < 85 g/l C a l c i o sérico > 3 . 0 m m o l / l L e s i o n e s óseas l i t i c a s a v a n z a d a s T a s a d e producción d e componentes M 6 meses valor de i g G > 70 g/l valor de I g A > 50 g/l Fxcreción d e c a d e n a s l i g e r a s e n o r i n a > 12 g / 2 4 h 2



Subclasilicación A = V a l o r d e c r e a t i n m a sèrica < 2 0 m g / l B = V a l o r d e c r e a t i n m a sèrica > 2 0 m g / l De Durie BGfv 1. Salmon SE: A clinical s t a g i n g s y s t e m for multiple m y e l o m a Correlation of mea s u r e d m y e l o m a cell m a s s with presenting clinical features, resp o n s e to treatment a n d survival C a n c e r 1975: 36 8 4 2 c o n autorización



Inmunoglobulínas. La globulina sérica suele estar marcadamente aumentada. La viscosidad relativa del suero puede ser fácilmente medida usando un viscosimelro Oslwald. El tiempo medio de descenso del suero a temperatura ambiente se expresa como cociente del de agua destilada. El rango normal es de 1.4 a 1.8. Es considerablemente elevado en la mayoría de pacientes con macroglobulinemia. Los síntomas de hipervíscosídad aparecen en la mayoría de enfermos cuando la viscosidad relativa en suero está entre 6 y 8. a pesar de que el umbral varia de unos casos a otros. La identificación de la paraproteina se logra por inmunoelectroloresis. Junto con las cadenas pesadas u. sólo se encuentra un tipo de cadena ligera. La IgM monoclonal total excede con frecuencia los 10 mg/ml (1 g/dl). Alrededor del 10% de los pacientes presentan proteinuria de cadenas ligeras.



Enfermedad de las cadenas pesadas Un pequeño número de pacientes produce y secreta fragmentos de cadenas pesadas sin cadenas ligeras asociadas. Algunas de estas proteínas muestran mutaciones estructurales.



Enfermedad de cadenas pesadas gamma. La enfermedad de las cadenas pesadas gamma (7-HCD) clínicamente se parece más al linfoma maligno que al mieloma. con adenopatía, hepatoesplenomegalia. fiebre y propensión a las infecciones. La anemia está constantemente presente, a menudo con leucopenia y trombocitopenia, Los linfocitos atipicos y células plasmáticas aparecen con frecuencia en sangre y unos pocos casos terminan en leucemia de células plasmáticas. La médula suele ser anormal con incremento de células plasmáticas, linfocitos y eosinófilos, lo cual no es diagnóstico. Habitualmente, pero no siempre, la apariencia histológica del tejido linfoide indica una enfermedad linfoproliferativa maligna. En la mayoria de los pacientes se ha encontrado un "pico" bastante ancho de proteína sérica en la región |i-y acompañado por hipogammaglobulinemia. El diagnóstico se hace por inmunoelectroforesis demostrando que esta proteina reacciona con antisuero para cadenas y. pero no para cadenas ligeras. La proteina también se encuentra en la orina en cantidades variables, aunque pueden ser necesarias técnicas de concentración para demostrarlo. Enfermedad de cadenas pesadas alfa. La enfermedad de las cadenas pesadas alfa (u-HCD) parece ser más común que y-HCD y afecta a un grupo de edad más joven. El patrón clínico uniforme en la mayoría de los pacientes es malabsorclón y diarrea acompañando a una infiltración linfobláslica masiva de la mucosa intestinal o un linfoma histiocitico del intestino. En unos pocos pacientes, el tracto respiratorio también está implicado. La médula ósea y otros órganos linfoides no están afectados. Habitualmente la electroforesis de proteínas de rutina es negativa, pero pequeñas cantidades de cadenas a pueden ser detectadas en suero y a veces en orina por inmunoelectroforesis. La proteína anormal no contiene cadenas ligeras. Enfermedad de cadenas pesadas mu. Los pocos pacientes que se han descrito con enfermedad de cadenas pesadas mu (p-HCD) han tenido leucemia linfocítica crónica con células plasmáticas vacuoladas en la médula. La electroforesis de rutina en suero sólo muestra hipogammaglobulinemia. La cadena pesada u se detecta por inmunoelectroforesis en suero; no aparece en orina. Sin embargo, en la mayoria de los pacientes, la orina contiene cadenas ligeras K- en grandes cantidades (Franklin, 1975).



Pruebas de laboratorio útiles en el diagnóstico de neoplasias hematológicas El diagnóstico y clasificación de muchas neoplasias hematológicas ha avanzado considerablemente con la aplicación de técnicas citoquimicas, inmunocíloquímicas, citogenéticas y de análisis de A D N . El uso de procedimientos ciloquimicos e inmunocitoquimicos ha ayudado a identificar la linea y el estado de maduración de las células hematopoyéticas normales y neoplásicas. El empleo de las técnicas citogenéticas y de análisis de ADN ha facilitado en gran medida el reconocimiento de ciertas anormalidades cromosómicas y genéticas en patologías hematológicas específicas y ha proporcionado una nueva perspectiva en la etiología y patogenia de estas enfermedades.



Análisis



citoquimicos



Con frecuencia es difícil diferenciar los blastos leucémicos de una leucemia linfoblástica aguda de los de una leucemia mieloide aguda (particularmente leucemia mieloblástica aguda sin maduración. M 1 : leucemia monoblástica aguda. M5A y leucemia megacarioblástica aguda, M7) utilizando solo extensiones teñidas con la tinción Romanowsky. Varios procedimientos de tinción citoquímica son útiles para realizar esta distinción. Cuando los resultados de una reacción citoquímica apropiada se utilizan junto con la apariencia morfológica en extensiones teñidas con Wright-Giemsa, se puede llegar a un diagnóstico preciso en la mayoría de los casos. Las siguientes reacciones citoquímicas han demostrado utilidad en el diagnóstico y clasificación de varias patologías hematológicas. Tinción con negro de Sudán B y peroxidasa (Mieloperoxidasa). El negro de Sudán B liñe los fosfolípidos y esteróles. Parece teñir lanío los granulos azurófilos como los específicos de los neutrófilos. mientras que la peroxidasa se encuentra sólo en los granulos azurófilos (Sheehan. 1947). Los granulos citoplasmáticos se finen débilmente con el negro de Sudán B en los pre-



cursores de neutrófilos e intensamente en los neutrófilos maduros. Los granulos eosinófilos son también positivos, pero muestran con frecuencia una palidez central. Los monocitos pueden permanecer sin teñir o contener unos pocos granulos positivos. Linfocitos y linfoblastos son negativos, pero al menos algunos mieloblastos contienen granulos positivos al negro de Sudan (Lámina 27-4B y E). La reacción con la peroxidasa se basa en el principio de que en presencia de peróxido de hidrógeno, la mieloperoxidasa de los granulos de los leucocitos oxida el dihidrocloruro de bencidina desde una forma sin color a un derivado azul o marrón que se localiza en el lugar de la enzima (Kaplow. 1965, 1975). La actividad mieloperoxidasa está presente en todos los estados de desarrollo del neutrófilo y se localiza en los granulos azurófilos (no específicos). Los eosinófilos muestran una intensa reacción. Los linfocitos. basófilos maduros y formas eritroides no se tiñen. Los monocitos se finen menos intensamente que los neutrófilos y el precipitado granular es más pequeño. Utilizando 3.3'-diaminobencidina-HCI (DAB) como sustrato para la reacción peroxidasa en lugar de bencidma-HCI el resultado es una mayor proporción de blastos positivos en la leucemia mieloide aguda (Cardullo. 1981). DAB demuestra catalasa asi como mieloperoxidasa y la reacción citoquímica se ha denominado hidroperoxidasa. El negro de Sudán B y las reacciones peroxidasa muestran patrones aproximadamente similares en los distintos tipos celulares (Tabla 27-6) (Hayhoe, 1984). En nuestra experiencia, las reacciones con negro de Sudán B e hidroperoxidasa son de alguna manera más sensibles que la reacción de la mieloperoxidasa. Estas técnicas son las más útiles para distinguir subtipos de leucemia mieloide aguda de linfoblástica aguda La actividad peroxidasa puede estar ausente en algunos neutrófilos tóxicos de pacientes con infección, leucemia mieloide aguda y el raro déficit congénito de mieloperoxidasa. Esterasas. Las esterasas de los leucocitos hidrolizan un esler derivado del naftaleno (Yam, 1971b; Li, 1973). Se libera un componente naftol (o naftil) que rápidamente se acopla con una sal de diazonio presente en la mezcla, dando como resultado un precipitado de color brillante en o cerca del sitio de actividad enzimática. Las reacciones citoquímicas para esterasas son positivas en muchos tipos celulares. La reacción cloracetato esterasa, que utiliza naftol ASD cloracetato como sustrato, es positiva en neutrófilos y precursores y débil o negativa en monocitos y precursores y otras células sanguíneas (Lámina 27-4C). Las reacciones de la cloracetato esterasa son similares a las del negro de Sudán B y la peroxidasa en las leucemias agudas, pero son más especificas para neutrófilos. Mientras la cloracetato esterasa es más marcadamente negativa en monocitos que el negro de Sudán B o la peroxidasa. es también menos sensible que éstas en las tinciones de la serie granulocítica. Las esterasas no especificas, que utilizan u-naftil acetato o u-naftil butirato como sustratos, son fuertemente positivas en monocitos pero débiles o negativas en granulocitos (Lámina 27-4F y L). Los megacariocitos son positivos para la ot-naftil acetato esterasa. pero negativos para la (/.-naftil- butirato esterasa. Los macrófagos son positivos para ambas. La «-naftil acetato esterasa es también positiva en basófilos y células plasmáticas, focalmente positiva en el resto de linlocitos T y débilmente positiva en normoblastos de algunos individuos normales El fluoruro sódico inhibe la reacción en monocitos, megacariocitos, plaquetas y células plasmáticas, pero no en neutrófilos o linfocitos (Li. 1973). Cuando la reacción se lleva a cabo a pH 8. la (/.-naftil butirato esterasa puede ser utilizada para diferenciar subpoblaciones de linfocitos T, linfocitos B, células nulas y monocitos. La 


convierte los grupos hidroxilo de átomos de carbono adyacentes en aldehidos (Hayhoe, 1964). Los dialdehídos resultantes se combinan con el reactivo de Schiff para dar un producto de color rojo. Por lo tanto, una reacción positiva se observa en polisacáridos, mucopolisacáridos y glicoproteinas. En las células de la sangre, una reacción PAS positiva suele indicar la presencia de glucógeno. Esto se demuestra por digestión con amilasa y la consiguiente pérdida de tinción. Los neutrófilos reaccionan en todos los estados de desarrollo, más fuertemente en el estado maduro. Lo mismo ocurre con los eosinófilos. El glucógeno no está en los granulos sino en el citoplasma de fondo. Los mieloblastos contienen unos pocos y pequeños granulos PAS positivos. Los monocitos presentan una débil reacción de tinción en forma de finos granulos. Los linfocitos pueden contener unos pocos granulos, grandes o pequeños. Los normoblastos suelen ser PAS negativos. En la eritroleucemia (Lámina 27-4K) y en la talasemia, algunos de los precursores eritroides son PAS positivos. Esto es cierto en menor medida en la anemia por déficit de hierro y en la anemia sideroblástica. En la leucemia linfoblástica aguda, los linfoblastos contienen a menudo grandes y gruesos grumos de material PAS positivo (Lámina 27-4H). En la leucemia linfocitica crónica y en los linfomas no Hodgkin asi como en la mononucleosis infecciosa, los linfocitos pueden tener aumentado el número de granulos PAS positivos. Fosfatasa a c i d a . La fosfatasa acida en las células hidroliza el sustrato, ácido fosfórico naftol AS-BI (Katayama. 1977). El naftol liberado es insoluble y se acopla con pararrosanilina "hexazótido". El precipitado coloreado en el citoplasma de las células indica actividad fosfatasa acida. Si en la solución hay ácido tartárico L(+), inhibe las isoenzimas de la fosfatasa acida que están presentes en la mayoria de las células pero no en las células de la tricoleucemia. Granulos rojos en el citoplasma indican actividad fosfatasa acida. La reacción es positiva en varios grados en la mayoria de los leucocitos normales (y anormales). Los monocitos se tiñen más intensamente que los neutrófilos y precursores. Los linfocitos suelen tener poca actividad: las células T parecen reaccionar positivamente; las células B suelen ser negativas. La reacción con la fosfatasa acida es útil principalmente para confirmar el diagnóstico de tricoleucemia (vide supra) y la presencia de TRAP en las células anormales. Sin embargo, se debe tener en cuenta que una pequeña fracción de casos de tricoleucemia no muestra esta reacción (Katayama, 1977). En la subclasificación de leucemia Hnfoblástica aguda, la positividad focal clara para fosfatasa acida en los blastos ha sido usada como evidencia en favor del origen celular T, pero esto ha sido superado por las técnicas inmunológicas. F o s f a t a s a a l c a l i n a de neutrófilos. La enzima se localiza en los neutrófilos. desde metamielocitos hasta segmentados, probablemente en una fracción granular "terciaria". Puede ser detectada por exposición al sustrato (un naftol fosfato) en presencia de una sal de diazonio (azul fuerte o violeta fuerte) a pH alcalino de 9,5 (Kaplow. 1963). El sustrato es hidrolizado por la enzima, liberando un fosfato y una arilnaftolamida. Esta última se une inmediatamente a la sal de diazonio, formando un colorante azo. Después de la tinción se cuentan 100 neutrófilos maduros y se valoran (de 0 a 4) según la intensidad de la tinción, desde negativo hasta la más intensa. Sumando las puntuaciones de los 100 neutrófilos nos dará un marcador total con un rango posible de 0 a 400. Los valores de referencia deben ser determinados para cada laboratorio y suelen estar entre 20 y 100. Actividad incrementada aparece en infecciones, policitemia vera, enfermedad de Hodgkin y en algunos casos de mielofibrosis con metaplasia mieloide. Se encuentra actividad disminuida en leucemia mieloide crónica; leucemias mieloides agudas: hemoglobinuria paroxística nocturna; anemia aplásica; hipofosfatasia hereditaria y algunas infecciones víricas, especialmente mononucleosis infecciosa.



Ensayos



estos métodos han sido empleados en el diagnóstico y clasificación de las neoplasias hematológicas. La demostración de la limitación de cadenas ligeras de inmunoglobulínas es un indicador sensible de clonalidad en procesos linfoides B maduros. Es ampliamente reconocido que los procedimientos de inmunofluorescencia por citometría de flujo son más sensibles y más fiables para marcar antígenos de superficie que los métodos inmunocitoquímicos (Sobol. 1988). Sin embargo, estas últimas técnicas permiten un examen citológico más detallado de las células neoplásicas asi c o m o la identificación de los constituyentes citoplasmáticos. Además, los ensayos inmunocitoquímicos no requieren equipamiento especializado y pueden llevarse a cabo en laboratorios hematológicos de rutina (Kurec, 1988). E n s a y o s de i n m u n o f l u o r e s c e n c i a . Anticuerpos monoclonales específicos de linaje conjugados con sustancias fluorescentes, dirigidos contra determinantes de las células mieloides o linfoides. son incubados con suspensiones de células mononucleares. En casos de leucemia, los estudios de inmunofenotipo se realizan mejor en muestras de médula ósea, donde suele haber un mayor porcentaje de blastos. En los linfomas, se necesita una porción del ganglio linfático en una suspensión celular para la evaluación del mmunofenotipo. Tras la incubación, las células marcadas son enumeradas por citometría de flujo. Las preparaciones celulares pueden teñirse con dos o más fluorocromos. Por ejemplo, un anticuerpo monoclonal es conjugado con isotiocianato de fluoresceína y un segundo anticuerpo monoclonal, con ficoentrina. Esto permite la identificación de antígenos en una o dos poblaciones celulares (Keren, 1989). Los ensayos que utilizan múltiples (habitualmente tres o cuatro) fluorocromos y técnicas de barrera específicas pueden identificar patrones anormales de expresión de antígenos que sugieren anomalías específicas y pueden ser útiles para identificar enfermedad residual mínima (Weír, 1999). Métodos inmunoenzimáticos. Estas técnicas son principalmente útiles para IHC y ensayos inmunocitoquimicos. Fueron utilizadas originalmente con secciones de tejido congelado, pero ahora están disponibles muchos anticuerpos útiles que reaccionan con epitopos de antigenos preservados en secciones de parafina que se procesan rutinariamente. En general, estos ensayos utilizan un anticuerpo primario específico monoclonal no marcado de ratón para identificar un antígeno celular o de membrana. Una inmunoglobulina de conejo (u otras especies) anti-ratón (anticuerpo secundario) conjugada con una molécula como biotina o fosfatasa alcalina se aplica entonces y se une al anticuerpo primario. Se aplica un agente detector como avidina, estreptavídina u otro anticuerpo formando complejo con reactivos enzimáticos (p. ej„ peroxidasa de rábano o fosfatasa alcalina) y se visualiza después de una reacción química cromogénica. Por ejemplo, en el ensayo fosfatasa alcalina antifosfatasa alcalina (APAAP), que fue utilizado en primer lugar en anticuerpos reactivos de parafina, la fosfatasa alcalina hidroliza el sustrato naftol-AS-BI fosfato o naltol-AS-MX fosfato, a fosfato y arilnaftolamida, que se une al colorante rojo fuerte de diazonio, formando un precipitado ¡nsoluble (Kurec, 1988). La fosfatasa alcalina endógena se bloquea con el uso de levamisol. Un precipitado rojo brillante se forma en el sitio del antigeno-anticuerpo. Los antigenos de membrana exhiben una tinción lineal y los antígenos citoplasmáticos demuestran una tinción celular focal o difusa (Cordell, 1984). En las reacciones avidina-biotina-peroxidasa, la diaminobencidina hidroperoxidasa (DAB) reacciona con la peroxidasa de rábano para formar un precipitado marrón. La avidina (o estreptavidina)-biotina-fosfatasa alcalina se usa también frecuentemente y algunos otros sistemas equilibran simplicidad y sensibilidad. Los reactivos peroxidasa generalmente proporcionan una tinción permanente, mientras que la fosfatasa alcalina muestra menos interferencias de enzimas (peroxidasas endógenas) en células hematopoyéticas, que deben ser neutralizados con peróxido de hidrógeno. Una lista parcial de anticuerpos monoclonales que han demostrado su utilidad en el diagnóstico y clasificación de las neoplasias hematológicas se presenta en la Tabla 27-18.



inmunológicos



El uso de anticuerpos monoclonales con técnicas fluorescentes o inmunoenzimáticas ha sido útil en la identificación de la linea y el estado de maduración de las células tanto linfoides como mieloides. Como resultado.



Anomalías



cromosómicas



El análisis de los cromosomas es útil en el diagnóstico y clasificación de las neoplasias hematológicas (Yunis, 1986; Le Beau. 2000) (véase Capítulo 62).



Tabla 27-18 Anticuerpos monoclonales útiles para el ¡nmunofenotipo de las alteraciones neoplásicas linfoides y mieloides CD



Principal reactividad celular o sección de taller



CD1a CD2 CD3 CD4



Thy, D C . s u b t i p o B T T S u b t i p o T (colaborador)



CD5 CD7 CD8 CD9 CD10 CD11b



Subtipos T, B T S u b t i p o T (supresor) Pre-B, M. Plt Lint p r o g , L L A C . g e r m ctr. B. G M. G . N K M . G. NK. s u b B M. G M. ( G ) . L H C G. ( M ) . B B Subtipo B Citopl B/superficie subtipo B S u b t i p o B, act. M. Eo B, G T B. M activados T. B activados; R e e d - S t e r n b o r g M, P r o g . LMA Prog M, Plt, (B) Linf Prog, PC, A c t T B. c a r c i n o m a s Plt Plt Plt Leucocitos



CD11c CD13 CD14 CD15 CD19 CD20 CD21 CD22 CD23 CD24 CD25 CD30 CD33 CD34 CD36 CD38 CD40 CD41 CD42a CD42b CD45 CD45RO CD56 CD57 CD61 CD62 CD68 CD71 CD79a CD99 C D 103



S u b t i p o T, B, G. M NK, linfocitos a c t i v a d o s NK, T. s u b B, c e r e b r o Plt Plt activ Macrófagos Células proliterantes, M a c Células B Células T Adhesión



Componente de membrana reconocido o nombre común gp49 Receptor C D 5 8 (LFA-3), g p 5 0 C o m p l e j o s C D 3 (5 c a d e n a s ) , g p / p 2 6 , 20. 16 Receptor HlV/clase II, g p 5 9 gp67 gp40 Receptores clase I. g p 3 2 a o |i dimero p24 E n d o p e p t i d a s a neutra, g p 1 0 0 , LLAC Receptor C 3 b i gp 155/95 g p 150/95 A m i n o p e p t i d a s a N. g p 1 5 0 gp55 3-FAL, H a p t e n o X gp95 P37/32 c a n a l iónico? Receptor C3d/EBV (CR2), p 1 4 0 g p 1 3 5 , homología mielina-asociada. Gp ( M A G ) FceRII, g p 4 5 - 5 0 gp41/38? IL-2R c a d e n a \i g p 5 5 g p 1 2 0 . Ki-1 gp67 gp105-120 g p 9 0 , Plt GP IV p45 g p 5 0 , homología c o n receptor N G F C o m p l e j o GP llb/llla y GP llb Plt GP IX Plt, g p 2 3 GP Ib Plt, g p 1 3 5 / 2 5 LCA. T200 T200 restringido g p 1 8 0 g p 2 2 0 / 1 3 5 , N K H 1 , isoforma d e N-CAM gp110, HNK1 Integrina 133-, VNR c a d e n a B Plt GP Illa G M P - 1 4 0 (PADGEM), g p 1 4 0 gpUO Receptor de transferrina mb-1. Igu E2, M I C 2 H M L - 1 (Marcador de Iricoleucocitos)



Datos de K n a p p W. Dorken B. Rieber. et al: CD A n l i g e n s 1989 Blood 1989 7 4 : 1 4 4 8 - 1 4 5 0 : a n d Schlossman SE Boumsell L Gilks, et al: CD Anligens 1993 J linmunol 1994; 152:1-2. CD = a n l i g e n o s de dilerenciación; T h y = timocitos. DC • células d e n d r i t i c a s ; B = lintocitos B: T = linlocitos T; M = monocito/macrólago; Plt = p l a q u e t a s G = granulocitos; Lint Prog = p r e c u r s o r e s linfoides. L L A C • l e u c e m i a linfoblástica a g u d a c o m U n : G e r m Ctr = centros germinales; NK = linfocitos citoliticos naturales, s u b = s u b t i p o : Cytopí = c i t o p l a s m a ; Act = a c t i v a d o ; Eo = eosinófilos; PC • células plasmáticas; gp = g l i c o p r o t e i n a . LFA • a n t i g e n o a s o c i a d o a función de linfocito.



En muchos de los síndromes mielodisplásicos. leucemias y linfomas no Hodgkin, existe una alteración cromosómica específica. Los tipos más frecuentes de anormalidades citogenéticas son traslocaciones equilibradas, óelecciones cromosómicas y manifestaciones citogenéticas de amplificación de genes (cuerpos de cromatina extracromosómicos doble-minuto y regiones homogéneas teñidas integradas en los cromosomas) (Brodeur, 1986). Asociadas con estas alteraciones estructurales se encuentra la activación de



oncogenes como resultado de la traslocación de protoncogenes a sitios cromosómicos más activos o debido a pérdida de genes supresores, reguladores o de diferenciación (Le Beau, 2000). Una lista de las anormalidades cromosómicas más comunes asociadas con neoplasias hematológicas se presenta en la Tabla 27-19. Las técnicas moleculares utilizadas en el diagnóstico de leucemia, linfoma y para monitorizar la enfermedad residual en leucemia'linfoma se describen en el Capítulo 65.
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; ;. . ; •, ' I ' - ' ' .. , -""v Anomalías cromosómicas asociadas con neoplasias hematológicas



Tipo de neoplasia 1 M A (M2) LMA(M3) LMA (M4E) LMC LLA (L3) y linfoma de Burkill



Linfoma folicular N e o p l a s i a s d e células T



Anormalidad cromosomica t(8:21 )(q22;q22) l(15;7Xq22;q21) inv(16)(p13:q22) t(9;22)(q34;q11) t(8.14)(q24;q32) I(2;8)(p13;q24) I(8;22)(q24;q11) t(14;18)(q32;q21) I(8;14)(q24;q11) t(7;14)(q35;q11)
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Genes implicados



AML-1 G e n d e l r e c e p t o r d e l ácido r e t i n o i c o Desconocido



c-ABL 1 c-MYC



"



••



~



:



~ \ . WBMHUW



1111111111 i



m a



F r e c u e n c i a a p r o x i m a d a (%) 20 100 20 100 100



Cadenas pesadas de Ig C a d e n a ligera K C a d e n a ligera X



BCL-2



85



c-MYC ( 8 q 2 4 ) R e c e p t o r d e células T c a d e n a i t



TCL-1 R e c e p t o r d e células T c a d e n a | }



I(11.14)(q13;q11)



TCL-2 R e c e p t o r d e células T c a d e n a a



LMA-M4/IMA-M5



LMA-M6 LMA-M7 SMD LLA (L1 y L2) LLA (L1 y L2)



I(9:11)(p22;q23) del(11)(q23) I(10-11)(p11-p15;q23) I(11;l7)(q23;q25) t(11;19)(q23;p13) t(11q) - 5 / d e l (5q). -7 / del (7q) Defectos complejos t(1;22)(p13:p13) D e f e c t o s múltiples - 5 / del (5q) - 7 / d e l (7q) I(9.22)(q34;q11) I(1;19)(q23;p13)



Múltiple



35



33



c-ABL 1 PBX1.E2A



2 0 - 2 5 (adultos) 5 - 6 (niños)



LMA = leucemia mieloide aguOa L M C = l e u c e m i a m i e l o i d e crónica; L L A « l e u c e m i a linfoblástica a g u d a . Véase el texto para descripción de s u b t i p o s -
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ANATOMÍA DE LA FUNCIÓN PLAQUETARIA Una buena extensión de sangre periférica (Lámina 24-1) ofrece la posibilidad de evaluar el número, tamaño y distribución de las plaquetas y su estructura al microscopio óptico. A pesar de que sutiles anormalidades en la estructura de las plaquetas suelen requerir el uso del microscopio electrónico, pueden ser evidentes una marcada ausencia de plaquetas, granulación asimétrica y superficies claramente aberrantes. En extensiones de muestras sin anticoagulante obtenidas por punción en el dedo, es característico que aparezcan acúmulos de plaquetas. En caso de observar anormalidades, siempre se deben tener en cuenta los artefactos que resultan de una inadecuada extracción o manipulación del espécimen y se debe obtener un nuevo espécimen si no hay una explicación satisfactoria aparente para esa anormalidad. En casos en que se sospechen anormalidades estructurales de las plaquetas, el microscopio electrónico permite una caracterización mucho más precisa del defecto (White, 1990.1998). Es fundamental que se cumplan meticulosamente los protocolos establecidos para la obtención y procesamiento de muestras de plaquetas para estudio ultraestructural, con el fin de evitar atribuir por error cambios debidos a la activación in vitro a verdaderas anormalidades características de las plaquetas in vivo. En la Figura 28-1 se muestran las características normales de las plaquetas que pueden observarse ultraestructuralmente. La superficie externa de las plaquetas, el glicocálix. es rica en glucoproteínas. Una banda submembranosa de microlúbulos, compuesta por la proteína tubulina, proporciona el soporte estructural para el disco celular normal. Se pueden ver también microtUamentos contráctiles. Están compuestos principalmente por actina y miosina plaquetaria. Por medio de varios métodos se ha demostrado que un extenso sistema canalicular abierto dentro de la plaqueta está en comunicación directa con el medio exlracelular. El sistema tubular denso se observa con frecuencia en estrecha proximidad al sistema canalicular abierto. Este sistema, derivado aparentemente del retículo endoplásmi-



co liso, muestra tinción positiva para la actividad peroxidasa de plaquetas (Breton-Gorius, 1972), acorde con su papel dentro de la plaqueta de sitio para el metabolismo del ácido araquidónico. El sistema tubular denso funciona también como una bomba que secuestra calcio, proporcionando bajos niveles de calcio citoplasmático en el resto de la plaqueta. Dentro del citoplasma de las plaquetas se pueden reconocer varias inclusiones. Pueden identificarse milocondrias y glucógeno. Pueden observarse también u-gránulos ligeramente teñidos, granulos nucleares densos ("ojo de buey") con menos frecuencia, lisosomas y peroxisomas. Los granulos rt contienen diferentes proteínas que incluyen flbrinógeno plaquelario, factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor von Willebrand (vWF), proteina de unión al factor V (Hayward, 1991, 1993), selectina P (Stenberg, 1985; Berman, 1986). |i-tromboglobulina (JiTG) y factor 4 plaquetario neutralizante de heparina (PF4). Se sabe que los granulos nucleares densos son el sitio de almacenamiento de una reserva no metabólica de adenosin difosfato (ADP), adenosin trifosfato (ATP), 5-hidroxitnptamina (5-HT) y calcio. En los últimos años, un estudio detallado de las glucoproteínas de membrana de las plaquetas ha conducido a un mayor entendimiento de la función plaquetaria. Como se ilustra en la Figura 28-2 se puede valorar el estado de las glucoproteínas de las plaquetas de un paciente a través de marcadores radiactivos, y más recientemente, marcadores químicos con bíotina no radiactiva (Fabris, 1992; Solum, 1995) unidos a aminoácidos o residuos de azúcares de las glucoproteínas de superficie, solubilización de las membranas plaquetarias o separación eleclroforética en geles de poliacrilamida de las proteínas solubles y autorradiografia de los geles. En la Tabla 28-1 se presenta una relación de las glucoproteínas de membrana de plaquetas que actualmente se cree que funcionan como receptores para ligandos de adhesión. Cuantitativamente domina el complejo del receptor de la glucoproleína (GP) llb/llla (también llamada (/, „(),). con aproximadamente 50.000 copias por plaqueta, seguido del complejo del receptor GP Ib'IX con unas 25.000 copias por plaqueta. (Obsérvese que este complejo receptor puede ser designado alternativamente como GP Ib'IXJV o GP



Figura 28-1. Discos plaquetarios. El diagrama resume las características ultraesttucturales observadas en una delgada sección del disco plaquetano cortada en el plano ecuatorial Los componentes de la zona periférica incluyen la capa exterior (ECl. la unidad de membrana Inlammar (CM) y el area submembrana que contiene filamentos especializados (SMF) que forman la pared de las plaquetas y líneas de canales de la superficie conectados con el sistema canalicular (CS) La matriz del interior de la plaqueta es una zona sol-gel que contiene microfilaments de actma. filamentos estructurales, la banda circular de microtubules (MT) y glucógeno (Gly). Entre los elementos formes incluidos en la zona sol-gel hay mitocondrias (M), granulos (G) y cuerpos densos (DB). En conjunto, consliluyen los orgánulos. Los sistemas de membrana incluyen el sistema canalicular conectado a la superficie (CS) y el sistema tubular denso (DTS). que sirve a la plaqueta como retículo sarcoplásmico La micrografia electrónica muestra una plaqueta seccionada en el plano ecuatorial (x 30.000) que revela la mayoría de estructuras indicadas en el diagrama. (De While JG: In Bloom AL. Forbes CD, Thomas DP. Tuddenham EGD [eds]: Haemostasis and Thrombosis. New York. Churchill Livingstone, 1994 con autorización.)



Ib/V/IX. reconociendo que GP V forma una estrecha asociación no covalente con GP Ib y IX). El número de copias del resto de complejos se cree que es mucho menor. El análisis de una variedad de polimorfismos entre las principales glucoproteinas de membrana de las plaquetas respecto a su posible asociación con un aumento del riesgo trombótico está siendo actualmente investigado en varios laboratorios (Bray. 1999). Aunque han sido obtenidas pocas conclusiones firmes, aproximaciones basadas en los estudios de laboratono. a nivel tanto fenotipico como genotipico, serán cada vez más importantes, particularmente para predecir la respuesta individual de un paciente a la terapia antitrombótica. A pesar de que no se visualizan fácilmente en los micrográficos electrónicos de las plaquetas, los foslolipidos de la membrana de las plaquetas y en particular la fosfatidilserina son de una adicional importancia funcional significativa. Debido a la asimetría de los fosfolípidos, la carga negativa de la fosfatidilserina no se expresa abundantemente en la membrana exterior de las plaquetas en reposo: la rotura de esta asimetría tras la activación de las plaquetas conduce a la formación de una superficie plaquetaria procoagulante (Solum, 1999).



Actividad de las plaquetas en la hemostasia y su determinación en el laboratorio A través de la activación del sistema de coagulación se libera trombina, que es un potente estimulante para la activación de las plaquetas. Tras la estimulación con trombina, colágeno u otros varios agentes, las plaquetas cambian su forma de discoide a esférica, emiten seudópodos. sufren una contracción interna que conduce a la centralización de sus granulos a y granulos nucleares densos, y por último, liberan de la célula el contenido de esos granulos. El contenido de los granulos a, granulos nucleares densos o incluso granulos lisosomales puede ser liberado dependiendo de la intensidad del estimulo. Como resultado de la activación de las plaquetas tienen lugar unos cambios conformacionales en el complejo GP llb/llla (Sims 1991; Philips, 1991; Frelinger. 1991: Calvete. 1999), que dan lugar a la formación de receptores capaces de unir varias proteínas plasmáticas, siendo la más importante el fibrinógeno (Bennett. 1979). Tras una lesión vascular, las plaquetas de la sangre rápidamente se adhieren al subendotelio expuesto. En condiciones menos exigentes, como son



las características de la circulación venosa, las plaquetas se pueden unir directamente al colágeno expuesto. En condiciones más privativas presentes en la circulación arterial, se cree que la adhesión se inicia a través del vWF circulante unido al colágeno subendotelial expuesto y el vWF unido a la superficie se une entonces a las plaquetas por la vía del complejo receptor de plaquetas GP Ib/IX/V (Figura 28-3). Para conseguir la formación de un tapón de plaquetas estable, se requiere también GP llb/llla. El fibrinógeno funciona como el mayor ligando adherente para GP llb/llla y esta facultad lo convierte en un componente esencial en la agregación plaquetaria. In vivo. los agregados de plaquetas que se desarrollan dentro de los vasos se denominan trombos. Además de los cambios altamente significativos en la conformación del complejo GP llb/llla de la membrana de las plaquetas que ocurren como resultado de la activación plaquetaria. también tiene lugar una importante translocación de la selectina P desde su sitio de almacenamiento intracelular (/.-granular a la superficie exterior de la membrana de la plaqueta. El significado biológico de este suceso está siendo todavía dilucidado, pero ya parece ser de gran alcance. La expresión de la glucoproteína selectina P ligando-1 (PSGL-1) por neutrófilos, monocitos, células endoteliales dañadas, así como una variedad de otras células que se expresan en ciertos estados patológicos (Evangelista, 1999) proporcionan un medio para la adhesión por estas células de las plaquetas. El análisis de la expresión de la selectina P de las plaquetas puede incrementar su importancia no sólo en el contexto del estudio de la hemostasia, sino también en el de la inflamación y otras respuestas patológicas.



El examen inicial de laboratorio de las plaquetas incluye un recuento plaquetario. Esta medida se ha convertido actualmente en un componente de rutina del recuento total de sangre (CBC) en la era de la instrumentación para el recuento electrónico de partículas. Muchos analizadores proporcionan adicionalmente el valor del volumen plaquetano medio (MPV) y pueden mostrar un histograma de los volúmenes plaquetanos. En individuos sanos, el MPV varia inversamente con el recuento de plaquetas, por tanto, es mejor hacer la interpretación de los valores de MPV como anormalmente altos o bajos con la referencia del recuento de plaquetas del paciente (Bessman, 1981,1986). Recientemente, los instrumentos automalizados han iniciado adicionalmente una aproximación a la medida de la madurez plaquetaria. como reflejo de su contenido en ácido nbonucleico (ARN) (análogo a la medida de reticulocitos en la sene eritroide). Estas medidas ofrecen la posibilidad de detectar una respuesta trombopoyética de la medula uno o varios dias antes de lo que se pueda detectar por los métodos tradicionales. La evaluación de la extensión en sangre periférica puede permitir al menos una verificación preliminar de la medida del recuento y de la distribución del tamaño plaquetario. Debido a que las plaquetas pueden sufrir diferentes grados de activación y la subsiguiente diseminación en la preparación de la extensión de sangre periférica, el tamaño aparente de distribución de las plaquetas en la extensión puede, en algunos casos, desviarse significativamente de la distribución real de volúmenes En casos de trombocilopenia grave por debajo de la linealidad establecida por un autoanalizador determinado, o cuando los fragmentos celulares pueden estar falseando el recuento automático, se puede hacer un recuento manual por contraste de fases en una cámara hemocitométnca (Brecher, 1950). Sin



Figura 28-2. Análisis de las proteínas de plaquetas y los anticuerpos antiplaquetarios mediante etectroforesis en gel SDS-poliacnlamida e inmunotransferencia. Esta figura es una reproducción artística del material original, que permite una presentación mas clara y consistente del análisis clásico. Las proteínas solubles de las plaquetas fueron separadas por electroforesis en un gel que contenía un gradiente de poliacrilamida desde un 7% a un 12%. Excepto en la línea 9 en que las proteínas se redujeron con un 5% de |J-mercaptoetanol, el resto de las muestras eran no reducidas Las ordenadas marcan la posición de las principales glucoproteinas de la membrana plaquetaria en la forma no reducida; por lo tanto, esta notación no es aplicable a la linea 9. La linea 1 representa una tinción con la proteina azul brillante de Coomasie de todas las plaquetas normales. Entre las pnncipales glucoproteinas de membrana, sólo GP llb es separada de otros polipéptidos y presentada como una banda distinta. De las líneas 2 a la 4 se representan autorradiogralías de las proteínas de superficie de las plaquetas marcadas por radíoiodinaaón catalizada por lactoperoxidasa, y las lineas 5 a la 7 representan fluorografías de plaquetas marcadas por tratamiento secuencial con neurammidasa. galactosa oxidase y sodio PH] borohidrato (para marcar los carbohidratos de la superficie celular). De las lineas 2 a la 5 se representan plaquetas normales. Lineas Зуб representan plaquetas de un paciente con el síndrome Bemard-Soulier. La ausencia de GP Ib puede verse con ambas técnicas, mientras que la ausencia aparente de GP V, GP IX, y una banda de elevado peso molecular que puede contener complejos de GP Ib sólo puede verse en la línea 6. Las lineas 4 y 7 representan plaquetas de un paciente con trombastenia de Glanzmann, demostrando su deficiencia de GP llb y GP Illa. Las líneas 8 y 9 son Iranslerencia western de las proteínas de plaquetas no reducidas (linea 8) y reducidas (linea 9) utilizando como anticuerpo primario una mezcla de antisuero policlonal de conejo anti-GP llb y anti-GP Illa. La reducción de los puentes disulfuro produce la disociación de GP llb en dos subunidades: GP libo:, con una migración ligeramente más rápida que GP llb, y GP llb|i. que puede verse en la posición de Pm = 22.000. La glucoproteína Illa es aparentemente nca en puentes disulfuro intramoleculares y muestra un mayor tamaño y menor migracxjn electroforetica después de la reducción. (De Nurden AI George JN, Phillips DR: Platelet membrane glycoproteins: Their structure function, and modrfication m disease In Phillips DR. Shuman MA ¡edsj: Biochemistry of Platelets. Orlando. FL. Academic Press. 1996. con autorización.)



Tabla 2 8 - 1 Glucoproteínas adhérentes de la membrana de las plaquetas
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embargo, se debe tener en cuenta que este recuento manual, realizado en un número relativamente pequeño de plaquetas, tiene un coeficiente de variación superior al obtenido cuando el autoanalizador es utilizado dentro de sus rangos lineales, y a menos que esos recuentos sean realizados por una persona experimentada, hay una probabilidad significativa de introducir un error. El intervalo de referencia para el recuento de plaquetas es aproximadamente de 150 a 400 x 10 /L 9



Las pruebas de laboratorio disponibles actualmente no reflejan fielmente la habilidad de las plaquetas para llevar a cabo su enormemente compleja serie de funciones de manera consecuente con la hemostasia normal. Durante anos, el patrón de medida tiempo de hemorragia se ha utilizado en muchos laboratorios como una especie de test "global" para la adecuación de la hemostasia primaria. En este procedimiento, se utiliza un mecanismo desechable que consiste en una hoja cargada con un resorte que desciende vertical-
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Pared del v a s o dañada Figura 28-3. Adhesión de las plaquetas a la pared de los vasos y formación del coágulo de plaquetas. La adhesión de las plaquetas a la pared del vaso dañado es iniciada por las plaquetas circulantes, un hecho independiente de integrina mediado por la unión de GP Ib- V- IX- a vWF (panel izquierdo). La postenor adhesión estacionana y la agregación primana de las plaquetas requieren señales internas a través de la unión a c . | i . (panel central). La completa diseminación de las plaquetas, agregación y formación de un coágulo hemostático efectivo requiere también señales exteriores a través de a | } (panel derecho). (De Shaltil SJ, Kashiwagi H, Pampón N: Integnn signaling: The platelet paradigm. Blood 1998,91:2645. con autorizadón.) 6
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mente dentro de la epidermis {Hoyer, 1982) o bien una hoja que corta la epidermis a la vez que hace un arco rotativo (Buchanan, 1989). En estas pruebas se coloca un manguito de presión sanguínea alrededor del brazo y se infla para mantener una presión constante de 40 mm de Hg. Se realiza entonces un corte estándar en la superficie del antebrazo, se activa un cronómetro y a intervalos de 30 segundos las gotas de sangre que resultan se recogen en un papel de filtro (con cuidado de que el papel no toque el borde de la herida). Cuando la sangre ya no mancha el papel de filtro, se detiene el cronómetro. También se ha descrito un instrumento más automatizado, que suministra no sólo el tiempo de hemorragia, sino además la cantidad total de sangre perdida, la máxima tasa de sangrado y un patrón de sangrado desde la incisión (Tamai, 1998). En recuentos de plaquetas por encima de 100 x 10-/L. los tiempos de hemorragia suelen estar dentro de los intervalos de referencia establecidos por el laboratorio. Tiempos de hemorragia prolongados en estos casos están frecuentemente asociados con la ingestión previa de fármacos de acción antiplaquetaria (p. ej. aspirina), enfermedad de von Willebrand. anormalidades congénitas de las plaquetas o anomalías adquiridas de la función plaquetaria (p. ej., uremia). A pesar de que la prueba del tiempo de hemorragia realizada cuidadosamente puede proporcionar información útil duranle la evaluación de un paciente con historia de sangrados frecuentes, su utilidad es menor en el contexto más frecuente de estudios preoperatorios de pacientes asintomáticos. En una extensa revisión de artículos publicados sobre el alcance de los sangrados clínicos, Rodgers (1990) concluyó que los datos disponibles no proporcionan evidencia convincente de que la relación entre el recuento de plaquetas y el tiempo de hemorragia tenga un valor predictivo Útil en el paciente individual encontrado en la práctica clínica. Concluye además que el grado de sangrado desde un patrón estandarizado de corle en la piel no es Hable, en un paciente concreto, para predecir el nesgo de sangrado en cualquier sitio del cuerpo, como el sitio de la intervención quirúrgica. En un estudio prospectivo de 40 pacientes con historia negativa de sangrado y sin ingesta reciente de fármacos antiinflamatorios no esteroideos que se sometieron a un bypass de arteria coronaria, se encontró que no había una relación predictiva entre el tiempo de sangrado preoperatorio y el sangrado perioperatorio o postoperatorio (De Caterina, 1994). Aunque existen claras limitaciones a la utilidad del tiempo de hemorragia —particularmente para un tiempo de hemorragia normal o ligeramente prolongado en el contexto de un paciente generalmente asintomátlco— el uso adecuado de este test sigue siendo de utilidad, y un tiempo muy prolongado, en ausencia de artefactos técnicos, proporciona una elevada sospecha de una alteración subyacente de la hemostasia primaria. Recientemente se han desarrollado varios sistemas de experimentación ex vivo en los que las fuerzas restrictivas juegan un papel predominante. Incluyen variaciones de viscosimetros cono-y-porta y cámaras de láminas paralelas, así como instrumentos más automatizados en los que se requiere que las plaquetas de la sangre fluyan a través de un tubo artificial para formar un tapón hemostático Iras la simulación de una herida de punción (Mammen, 1998) o la exposición a una suspensión de fibras de colágeno (Li. 1998). La provisión de superficies cubiertas con colágeno o varias proteínas de adhesión (viscosimetros cono-y-porta o cámara de laminas paralelas) o una mezcla de colágeno con epinefrina o ADP (Mammen. 1998) permite la posibilidad de detectar deficiencias en la hemostasia primaria que dependan de la adhesión de las plaquetas. Estos mecanismos se han introducido recientemente en la práctica clínica, pero ofrecen la promesa creciente de proporcionar una valoración global de la hemostasia primaria de la que carecía previamente el instrumental del laboratorio. Estos aparatos ofrecen el potencial de detectar alteraciones heredadas o adquiridas relativas a plaquetas y a vWF. dependiendo, por supuesto, del nivel de gravedad de la patología concreta. Se pueden obtener valores adicionales de un defecto sospechado de la función plaquetaria a través de estudios de laboratorio de agregación y secreción de plaquetas en respuesta a una batería de agentes estimulantes de plaquetas. Cuando un determinado plasma con citrato rico en plaquetas se agita continuamente en un agregómetro de plaquetas y atraviesa un haz de luz a través de la suspensión, se puede monitorizar la agregación de las plaquetas en respuesta a un estímulo químico añadido mediante cambios en la transmisión de la luz (Zucker, 1989). El cambio de la forma discoide a la esférica se observa como un descenso en la transmisión, mientras que la



Figura 28-4. Medida simultánea de la agregación de plaquetas y la secreción de ATP. Trazo superior: Agregación plaquetaria. La agregación progresiva muestra una desviación hacia abajo, con un plasma neo en plaquetas aiustado iniciaimente al 90% escala vertical completa y un plasma pobre en plaquetas al 10%. Trazo inferior: Secreción de plaquetas. El aumento de la secreción de ATP muestra una desviación hacia amba. Como indica la flecha de la derecha, el ATP es añadido después de la respuesta secretora como un estándar interno de calibración (De Miller JL: Platelet fuention testing: An improved approach utilizing lumi-aggregalion and an interactive computer system. Am J Clin Pathol 1 9 8 4 : 8 1 : 4 7 1 , con autorización.)



posterior formación de agregados de plaquetas permite pasar más luz a través de la suspensión al fotodetector y se registra como un aumento en la transmisión de la luz. En instrumentos equipados con un segundo canal para monitorizar la secreción, la liberación de ATP de los granulos densos de las plaquetas se mide simultáneamente (Figura 28-4). Esto se realiza añadiendo sustrato y enzima fluorescentes, luciferina y luciferasa, al plasma rico en plaquetas: entonces el ATP liberado funciona como un cofactor en la reacción productora de luz luciferina-luciferasa. y se registra la emisión de luz con un segundo fotodetector Debido a la diferencia de las longitudes de onda, los canales de agregación y liberación pueden ser monilorizados independientemente (Miller, 1984). Puede asumirse en la mayoría de los casos que la liberación de ATP refleja la liberación de otros constituyentes de los granulos densos, que se determinan con menos facilidad (p. ej. ADP, serotonina, calcio). La serotonina también se puede medir directamente (Holmsen, 1989). Como se muestra en la Tabla 28-2, hay múltiples agonistas de los receptores localizados en la membrana plaquetaria Tras la unión del agonista al receptor, se inicia una compleja serie de pasos de señalización interna (Figura 28-5). Algunos de esos agonistas naturales, junto con vanos estímulos adicionales de plaquetas, pueden utilizarse en el diagnóstico de laboratorio en un esfuerzo por determinar si en uno o más casos la señal agonista-receptor no funciona correctamente. Con frecuencia, los agonistas empleados son colágeno, epinefrina, ADP, ristocetina, ácido araquidónico y ¡onóforo de calcio A23187. A pesar de que claramente es de una importancia primordial como estímulo de las plaquetas in vivo, la trombina es difícil de emplear con el plasma rico en plaquetas, debido a la interferencia de la formación de fibrina. Sin embargo, la y-trombina parcialmente tnpsinizada, retiene la actividad estimulante de plaquetas pero carece de la actividad coagulante y puede resultar útil (Charo, 1977). Además, las secuencias del péptido activador del receptor de trombina (TRAP) que derivan de la región extracelular enlace -ligando de la proteína G de las plaquetas unida al dominio transmembrana siete del receptor de trombina (Furman. 1998) pueden ser útiles para evaluar la función plaquetaria. A través de la medida de la impedancia. se puede evaluar la agregación de las plaquetas no sólo en PRP, sino también en sangre completa (Cardinal. 1980). Después de añadir el agonista de plaquetas a la sangre agitando, la conductancia entre dos electrodos cae a medida que las plaquetas se agre-
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gan a la superficie del electrodo. La curva resultante de la impedancia eléctrica frente al tiempo comparte algunas similitudes con la curva de la transmisión de la luz frente al tiempo, a pesar de que se observan diferencias características entre estas dos aproximaciones (Ingerman-Wojenski, 1984; Joseph, 1987). Cuando la impedancia de la agregación se combina con la medida de



la secreción de ATP en muestras de sangre completa (Ingerman-Woienski, 1984), se puede realizar una evaluación relativamente rápida de la función plaquetaria que sólo requiere un pequeño volumen de sangre. Las características contráctiles de las plaquetas activadas también producen la contracción (o "retracción") de los coágulos formados. En el tubo
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Figura 28-5. Representación esquemática de la respuesta normal de las plaquetas y de las alteraciones congémtas de la función plaquetaria. (CO = cicloxigenasa: DAG = diacilglicerol: IP, = inositoltrifosfato; MLC = cadenas ligeras de miosina; MLCK = cinasa de las cadenas ligeras de miosina; PIP, = fosfatidilinositol 4.5 difosfato: PLC = fosfolipasa C: PLA_, = fosfolipasa A ; vWF = factor von Willebrand; vWD = enfermedad von Willebrand. (De Rao AK. Arterioscl Thromb Vase Biol 2000; 20:286, con autorización.) ¿



de ensayo, la retracción del coágulo puede ser valorada cuantitativamente (Taylor, 1970). En la Irombocitopenia o la trombastenia de Glanzmann, la retracción del coágulo está retrasada o es incompleta. Como se demuestra por estudios de inhibición con anticuerpos monoclonales (Coller. 1983). GP llb/llla parece ser requerida para la retracción del coágulo. A pesar de que los sitios de unión FtDG al fibrinógeno juegan un importante papel en la unión del fibrinógeno a GP llb/llla, con la posterior agregación plaquetaria mediada por fibrinógeno, esludios recientes indican que los sitios del fibrinógeno requeridos para la agregación de plaquetas son realmente distintos de la región dentro de la fibrina que se requiere para la retracción del coágulo (Rooney, 1996,1998). Como la retracción del coagulo facilita marcadamente su lisis posterior (Carroll, 1981), mediante este proceso las plaquetas pueden desarrollar un importante papel a la hora de facilitar la destrucción final del coágulo formado. Las plaquetas no sólo sirven como llave para mediar en la hemostasia primaria, sino que también desarrollan un importante papel en la coagulación. Mientras que la vía del factor tisular, que implica la formación secuencial de los factores Vlla y Xa. inicialmenle se traduce en la formación de pequeñas cantidades de trombina, esta vía es bloqueada rápidamente por la vía del inhibidor tisular (TFPI) y por eso mismo es probable que no sea adecuada para soportar la hemostasia normal (Broze, 1990). Sin embargo, las cantidades de trombina que se forman pueden jugar un papel critico en la activación de factor XI a Xla en la superficie de la plaqueta activada. La activación de las plaquetas (p. ej.. por ADP o colágeno) genera la formación de sitios de unión de alta afinidad para el factor XI. El quininógeno de elevado peso molecular o la protrombina pueden servir como colador para la activación por la trombina del factor XI unido a las plaquetas (Baglia, 1998: Oliver. 1999). Desde que se conoce que a diferencia del factor XI. los llamados factores de contacto (p.ej. factor XII, precalicteina. quininógeno de alto peso molecular) no se necesitan para la eficacia de la hemostasia secundaria, estos recientes hallazgos parecen proporcionar un marco razonable para entender cómo la superficie plaquetaria puede facilitar la interacción entre la vía del factor tisular y la vía intrínseca de la coagulación. Tras la estimulación de las plaquetas por los agonistas, existe una pérdida progresiva de la asimetría de los fosfolipidos de la membrana de la plaqueta que resulta del aumento del movimiento de la bicapa o "flip-fíop" de fosfatidil serina y otros fosfolipidos desde la superficie interna a la superficie exlerna de la membrana (Hemker, 1983). Se cree que una proteina transmembrana rica en prolina denominada "trepadora" (Comfunus. 1996: Zhou. 1997) está involucrada en el proceso. La disponibilidad de una superficie fosfolipoproteica altamente ordenada permite que la activación de los factores IX, X y protrombina ocurra en la superficie plaquetaria. Adicionalmente la plaqueta contiene factor V endógeno, que parece jugar un papel clave en la formación en la superficie plaquetaria del receptor para el tactor X activado (Miletich, 1978). El efector celular receptor-1 de proteasa (EPR-1), una proteina de membrana dependiente de la activación plaquetaria (Bouchard, 1997), junto con el factor V activado, se requiere para mediar la unión del factor Xa a la superficie de la plaqueta activada para formar un complejo funcional protrombinasa.



Vías de activación plaquetaria mediante estímulos de las plaquetas Se han realizado considerables progresos en los últimos años para dilucidar las vías de señalización fundamentales de la función plaquetaria. Estas vías incluyen señales desde fuera hacia dentro, señales intracelulares y señales desde dentro hacia fuera. Después del primer suceso de unión de un ligando extracelular a un receptor especifico de la plaqueta (como los receptores purinérgicos de ADP. los receptores adrenérgicos de epinefrina, los receptores de trombina y similares), la ocupación del receptor desencadena una señal de fuera hacia dentro que es transducida por la proteina G y otras proteínas de transducción (Figura 28-5). Entonces suceden una cascada de señales químicas, con una serie de fosforilaciones especificas que ocurren típicamente. Como resultado de estos procesos se desencadenan varios acontecimientos. Éstos incluyen el cambio de forma, la secreción de materiales de los granulos de las plaquetas y un cambio en el estado conformacional de GP llb/llla que hace a esta importante glucoproteína competente para unir



fibrinógeno u otras proteínas adherentes como se ha descrito previamente. La movilización del ácido araquidónico de la membrana fosfolipidica y su metabolismo a través de la vía de la ciclooxigenasa para formar el potente agente proagregante tromboxano A-, es un mecanismo intermedio bien definido actualmente que aparece en respuesta a varios estímulos plaquetarios. Sin embargo, incluso después de que potentes agentes inhibidores de la ciclooxigenasa como el ácido acetil-salicílico (aspirina) hayan bloqueado esta vía, estímulos fuertes como la trombina. concentraciones elevadas de colágeno y el ionóforo de calcio A23187 siguen siendo capaces de producir una respuesta completa de agregación. Excepto en el caso de una simple aglutinación celular, como la inducida por ristocetma, todos los agentes agregantes plaquetarios requieren la presencia de iones de calcio libre. El papel del calcio en la función de las plaquetas parece múltiple, incluyendo promover la contracción del coágulo y los fenómenos secretores y la formación (o desenmascaramiento) de los receptores de membrana. Se puede esperar que agentes que interfieren en el flujo de calcio intraplaquetario (p. ej.. anestésicos locales), en las proteínas de unión al calcio (p. ej., fenotiazinas). o en el calcio libre extracelular (p. ej.. quelantes) produzcan resultados inhibitorios cuando se estudia la función plaquetaria. A pesar de que el camino de las vías de la activación plaquetaria sigue estando incompleto, actualmente está claro que la activación de las plaquetas implica una relación altamente ordenada entre los receptores de membrana para los estímulos de plaquetas, las proteínas de unión a nucleotides de guanina, las fosfolipasa C y A,, el calcio, la proteina cinasa C y los receptores de membrana para ligandos de adhesión. Se espera que con el desarrollo de técnicas más simples para el análisis de varios de estos parámetros, la caracterización definitiva de la etiología de las enfermedades estará más disponible para pacientes con alteraciones plaquetarias funcionales.



ALTERACIONES PLAQUETARIAS CUANTITATIVAS Trombocitopenia Un descenso en el número de plaquetas circulantes puede resultar de una gran variedad de causas. Como se muestra en la Tabla 28-3 en el caso de la trombocitopenia inlantil, vanas medidas clave de sangre o médula ósea en el laboratorio pueden contribuir al diagnóstico, dependiendo de la presentación clínica de la trombocitopenia. Establecer la etiología de una trombocitopenia congénita en un caso individual puede ser un reto, que requiere de técnicas especializadas. Los estudios de Muraoka (1997) e Ihara (1999) han demostrado que una alteración en la expresión o en la función del receptor c-mpl para trombopoyetina puede ser responsable de al menos algunos casos de trombocitopenia amegacariocítica congénita. Las anemias aplásicas adquiridas que implican a las series granulocilica y eritroide. así como la línea megacanocitica se observan más comúnmente que las aplasias megacariocíticas puras. Puede ser motivo de aplasia la exposición a tóxicos químicos, las enfermedades víricas y frecuentemente otras causas inexplicables. Puede ser necesario un estudio de la médula ósea con el fin de valorar si la trombocitopenia se debe, al menos en parte, a un fracaso en la producción de plaquetas. Los aspirados medulares con frecuencia son menos fiables que las biopsias de médula para determinar el número real de megacariocitos presentes. En algunas circunstancias, podemos encontrar anomalías en la estructura del megacariocito, aunque la mera presencia de una proporción incrementada de megacariocitos basólilos más inmaduros, no debe considerarse como evidencia de una alteración cualitativa de los megacariocitos. En contraste con la estimación del número de megacariocitos. suele ser difícil valorar las anomalías en el tamaño o lóbulos en una biopsia o sección de un coágulo. Esto se debe a que una biopsia puede mostrar sólo una pequeña proporción de megacariocitos relativamente grandes. En estos supuestos, una tinción Romanowsky bien preparada de una citologia de un aspirado o una preparación de un fragmento de biopsia. suele ser más útil. Se puede observar un número disminuido de plaquetas circulantes en espíenomegalia de cualquier causa, como resultado del secuestro de plaquetas por el bazo.



Tabla 28-3 Diagnóstico diferencial de trombocitopenia infantil
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Como se muestra en el número de ejemplos especílicos en la Tabla 28-4. una amplia variedad de mecanismos pueden ser causa de trombocitopenia ocasionando un aumento en la destrucción plaquetana. Una de las formas más importantes y frecuentes de consumo intensificado de plaquetas es el trastorno adquirido púrpura trombocilopémca mmunológica (PTI). La historia clínica será habitualmente más útil para llegar a un diagnóstico temporal, y en particular, para distinguir entre las formas aguda y crónica de la PTI (Tabla 28-5). El estudio de inmunoglobulinas asociadas a las plaquetas en pacientes con sospecha de PTI se ha utilizado mucho, en un esluerzo por identificar los procesos inmunes. Sin embargo, el valor predictivo de los hallazgos positivos es cuestionable, ya que las inmunoglobulinas que no influyen en la supervivencia de las plaquetas o en su función pueden asociarse con las plaquetas en una gran variedad de estados clínicos (Kelton, 1982). Alternativamente están disponibles varias técnicas inmunoenzimáticas (ELISA): en éstas se obtienen anticuerpos unidos a plaquetas propias del paciente o anticuerpos del paciente que han sido incubados con plaquetas normales tras disolverse en detergente, capturados en una fase sóli-



da por anticuerpos monoclonales dirigidos contra la glucoproteína diana concreta como GP llb/llla y probados con inmunoglobulina G humana (IgG) (Kiefel, 1991, 1987; McMillan. 1987). No obstante, una guia práctica publicada por la Sociedad Americana de Hematología en 1996 (George. 1996) dio una visión baslante poco entusiasta sobre el valor real proporcionado por el estudio de las inmunoglobulinas asociadas a plaquetas o los anticuerpos antiplaquetarios en la evaluación de la sospecha de PTI. Sin embargo, siguen los esfuerzos por mejorar estas pruebas. Una técnica muy innovadora de citometria de flujo emplea transferencia de energía de resonancia fluorescente entre los anticuerpos del paciente y unos anticuerpos monoclonales conocidos anti GP llb/llla o GP Ib/IX para incrementar la especificidad de la delección del anticuerpo (Koksch, 1995). Algunos laboratorios han utilizado la técnica de la inmovilización con un anticuerpo monoclonal del antigeno plaquetario (MAIPA) para detectar anticuerpos obtenidos directamente del suero del paciente o eluídos de las plaquetas de pacientes, dirigido contra un complejo glucoproteico especifico de plaquetas (Hewitt, 1994; Clofent-Sánchez, 1996; Cordiano. 1996). Es de gran im-



Tabla 28-4 Mecanismos de la destrucción de plaquetas Tipo de trombocitopenia Mediada por anticuerpos Destrucción d e p l a q u e t a s m e d i a d a p o r a u t o a n t i c u e r p o s p o r vía del sistema reliculoendotelial ( R E S )



Destrucción d e p l a q u e t a s m e d i a d a p o r a l o a n l i c u e r p o s v i a R E S



A n t i c u e r p o s frente a a n t i g e n o s m i c r o b i a n o s a d s o r b i d o s sobre plaquetas Destrucción d e p l a q u e t a s v i a R E S d e p e n d i e n t e d e fármacos m e d i a d a por anticuerpos Activación d e p l a q u e t a s m e d i a n t e unión d e I g G F e d e I g G d e p e n d i e n t e d e fármacos a r e c e p t o r e s F C T R I I B d e p l a q u e t a s



Ejemplos específicos PTI; PTI " s e c u n d a r i a " ( p e j . , t r o m b o c i t o p e n i a i n m u n e a s o c i a d a c o n e n f e r m e d a d l i n f o p r o l i f e r a t i v a . e n f e r m e d a d v a s c u l a r d e l colágeno. i n f e c c i o n e s c o m o m o n o n u c l e o s i s i n f e c c i o s a , síndrome d e inmunodeficiencia humana) T r o m b o c i t o p e n i a n e o n a t a l a l o i n m u n e , púrpura postransfusión. t r o m b o c i t o p e n i a a l o i n m u n e p a s i v a : transfusión r e l r a c t a n a aloinmune de plaquetas Trombocitopenia asociada a malaria Púrpura trombocitopénica i n m u n e i n d u c i d a p o r d r o g a s ( p e j . q u i n i n a , quinidína. s u l f a m i d a s , v a n c o m i c i n a , e t c . ) Trombocitopenia inducida por heparina



No inmune Activación d e p l a q u e t a s p o r l a vía d e l a I r o m b i n a o c i t o c i n a s inflamatorias



Destrucción d e p l a q u e t a s p o r l a v i a d e l a ingestión d e macrólagos (hemofagocilosis) Destrucción d e p l a q u e t a s p o r m e c a n i s m o s d e s c o n o c i d o s ( p . e j „ posible protemasa aclivadora de plaquetas) Pérdida d e p l a q u e t a s e n s u p e r f i c i e s a r t i f i c i a l e s A u m e n t o d e l a s u p e r v i v e n c i a d e las p l a q u e t a s a s o c i a d a a enfermedad vascular



Coagulación i n t r a v a s c u l a r d i s e m i n a d a ( C I D ) ; s e p t i c e m i a y o t r o s síndromes d e r e s p u e s t a i n f l a m a t o r i a sistèmica ( p . e j . síndrome d e d i f i c u l t a d r e s p i r a t o r i a d e l a d u l t o , síndrome d e e m b o l i a g r a s a , pancreatitis) I n f e c c i o n e s , síndromes l i n f o p r o l i f e r a t i v o s m a l i g n o s Púrpura trombocitopénica trombótica ( P T T ) ; s i n d r o m e urèmico hemolitico (SUH) Comunicación e x t r a c o r p o r a l : catéteres i n t r a v a s c u l a r e s Enfermedad cardiaca congenita y adquirida cardiomiopatia embolia pulmonar



M o d i l i c a d o de Warkenlin TE, Kelton J G : T h r o m b o c y t o p h e n i a d u e to platelet destruction a n d hypersplenism. In Hoffman R. Benz EJ, Shaltil SJ, el ai (eds): Hematology: Basic Principles a n d Practice. 3rd ed N e w York, Churchill Livingstone. 2000. p 2 1 3 9 , c o n autorizacidn.



Tabla 28-5 Características clínicas de la púrpura trombocitopénica inmunológlca Niños Aparición P i c o d e e d a d (años) S e x o (F: M ) PreseniaciOn Debut



Síntomas Recuento de plaouetas Curso Remisión espontánea E n f e r m e d a d crónica Respuesta a



Adultos



2-4 Igual



15-40 2.6:1



A g u d o ( l a mayoría c o n síntomas 


G r a d u a l (la mayoría c o n síntomas >2 meses) Púrpura (las h e m o r r a g i a s n o s u e l e n ser g r a v e s ) La mayoría 


83% 24% 71%



2% 43% 66%



89%



64%






3% 4% 5%



esplenectomia Recuperación final completa Morbilidad y mortalidad Hemorragia cerebral Muerte por hemorragia Mortalidad por e n f e r m e d a d crónica refractaria M o d i f i c a d o de G e o r g e J N . El-Ha Coller BS. K i p p s TJ ( e d s ) Willian 1995. p 1316. c o n autorización.



ister RH In Beuller E. üchtman M A . ogy. 5 l h ed New York. M c G r a w - H i l l .



portancia continuar con la evaluación de éstas y otras técnicas, si los métodos de laboratorio van a ocupar un papel central en la evaluación de la PTI (Beardsley, 1998). La trombocitopenia inducida por fármacos se debe considerar siempre como una causa de trombocitopenia aguda. Puede ser particularmente difícil de identificar en pacientes que estén tomando varios fármacos. Se ha creado una página web (ht1p://moon.ouhsc.edu/jgeorge/database.html) que intenta proporcionar una actualización anual de la gran cantidad de fármacos que se han registrado como causa de trombocitopenia. Sin embargo, algunos fármacos como la quinidina, las sales de oro o las sulfamidas, producen trombocitopenia con una frecuencia superior a la mayoría de los otros fármacos. Particularmente en el caso de estos fármacos, el laboratorio puede jugar un importante papel en la identificación del agente causante si se puede demostrar un aumento en los anticuerpos del paciente dirigidos contra las plaquetas utilizando uno de los ensayos descritos anteriormente para PTI que incluya in vitro ese fármaco. Adicionalmenle. los fármacos antagonistas de GP llb/llla de plaquetas como ReoPro (abciximab). Integrelin (eptifibatide). Aggrastat (tirofiban) y otros agentes de administración parenteral u oral, se están utilizando en la práctica clínica o en ensayos clínicos. Actualmente se están desarrollando una variedad de técnicas para monitorizar la ocupación de los receptores de GP llb/llla con el fin de optimizar la dosis (Quinn, 1999; Greilich, 1999). Sin embargo, además del efecto cualitativo anticipado sobre la función plaquetaria, los pacientes pueden experimentar varios grados de trombocitopenia después de la administración de antagonistas GP llb/llla (Madan, 1999). Esta trombocitopenia es más probable que resulte de una respuesta inmune al fármaco, o una exposición de los sitios de unión de las glucoproteínas diana que es reconocida por el anticuerpo del paciente. La exposición por fármacos de epítopos de proteínas plaquetarias normales, que de otra forma no estarían expuestos, puede ser la etiología subyacente de la trombocitopenia inducida por heparina (TIH). En esta alteración, los pacientes que reciben tratamiento con heparina desarrollan anticuerpos que parecen unirse por su región F(ab)', al PF4 que se ha liberado de sus sitios de almacenamiento intracelular (Amiral. 1999). Se piensa que la especificidad de los anticuerpos TIH va dirigida contra epítopos PF4 expuestos cuando se forman los complejos hepanna-PF4. o alternativamente contra epítopos que consisten en parte de PF4 y parte de heparina en los lugares en que estas moléculas están en estrecho contacto (Vi-



sentin, 1999), Por lo tanto, se han desarrollado ensayos que utilizan complejos de PF4 y heparina o una molécula similar asociada, como diana para los anticuerpos en el suero de pacientes con sospecha de TIH (Amiral, 1992). En contraste con los ensayos de antígeno. hay una serie de ensayos de activación plaquetaria. donde se incuba el suero del paciente con plaquetas patrón y se miden uno o más de una variedad de efectos desencadenados. Estos efectos incluyen la medida de la secreción de serotonina radiactiva previamente captada por las plaquetas, liberación quimiolummiscente de nucleótidos de adenina endógenos, agregación de plaquetas y producción de microparticulas de plaquetas (Warkentin, 1999b). La realización con éxito de los ensayos de activación de plaquetas es técnicamente exigente y depende particularmente de la selección de donantes de plaquetas cuyas plaquetas sean sensibles a la activación por suero TIH. En general, los ensayos de antigeno suelen ser más sensibles a la presencia de anticuerpos TIH que los ensayos de activación plaquetaria. y pueden ser útiles para monitonzar la seroconversión subclinica de anticuerpos TIH. Por otro lado, debido a la gran sensibilidad de los ensayos de antígeno para la detección subclinica de anticuerpos, en realidad, los ensayos de activación plaquetaria pueden tener mayor valor predictivo positivo para la TIH clínica (Warkentin, 1999b). En pacientes para los que se ha establecido un diagnóstico de TIH, se pueden administrar formas alternativas de terapia anticoagulante, como hirudina o danaparoide. La monitorización en el laboratorio en el caso de la hirudina puede hacerse mediante el tiempo parcial de tromboplastina (PTT) o alternativamente, el tiempo de coágulo con ecarina (ECT) (Potzsch, 1997; Nowak. 1996) y en el caso del danaparoide. determinando su actividad anli-Xa usando un sustrato cromogémco (Greinacher. 1999). En los casos en los que la etiología de la trombocitopenia del paciente no está clara a pesar de una minuciosa evaluación, debe procederse a la valoración de la supervivencia plaquetaria. Esto se debe llevar a cabo marcando plaquetas propias del paciente o heterólogas con isótopos radiactivos y siguiendo la supervivencia de las plaquetas reinlundidas. Los marcadores cromo-51 ("Cr) y diisopropilo fluorofosfato (DF-'P) utilizados en el pasado proporcionan algunos problemas metodológicos y han sido gradualmente sustituidos por mdio-111 f " l ) (Heaton. 1979. 1989). La medición con éxito de la vida media plaquetaria utilizando el marcador no radiactivo biotina se ha descrito en perros (Heilmann. 1993) y en ratones (Ault, 1995; Mannmg, 1996). Sin embargo, este método no se podrá aplicar en el hombre hasta que el aspecto referente al potencial tóxico e inmunogenico se conozca completamente. También se han descrito métodos no isotópicos basados en la recuperación del malondialdehído formado en plaquetas recién liberadas por la médula tras la ingesta de aspirina (Sluart. 1975) y en la escisión de la porción extracelular de la glucoproteína Ib (Beer. 1994) Hasta hace poco tiempo, se consideró que la alteración microangiopática conocida c o m o purpura trombocitopénica trombótica (PTT) y el síndrome urémico hemolitico (SUH) estaban estrechamente relacionados y eran mejor diferenciados en función de la presentación clínica que de los hallazgos de laboratorio. Esta situación cambió drásticamente en 1998, cuando dos grupos independientes (Tsai, 1998; Furlan, 1998a) demostraron que la patogenia de la PTT estaba relacionada con la actividad deficiente de una proteasa que actúa sobre vWF plasmático. Esto da como resultado unas moléculas vWF inusualmente grandes (también llamadas UlvWF) que son capaces de unir plaquetas y de producir trombos de plaquetas en la microcirculación (Moake. 1986: Tsai. 1998) En contraste, la actividad de la proteasa que rompe vWF parece ser normal en el SUH (Furlan, 1998b). La mayoría de los pacientes con PTT parecen haber adquirido un autoanticuerpo contra la proteasa, aunque ocasionalmente algunos pacientes presentan un déficit hereditario de la proteasa. El diagnóstico de laboratorio original del déficit de proteasa implicaba hacer reaccionar el plasma del paciente con un sustrato vWF sin proteasa, realizar en el vWF degradado una electroforesis en gel, ¡nmunotransferencia y después demostrar la anormal persistencia de polímeros vWF de elevado peso molecular. Recientemente se ha descrito una simplificación de este método (Gerntsen. 1999), donde la evaluación polimérica de vWF que reacciona con la proteasa se sustituye por un ensayo de la habilidad de este vWF para unirse a superficies recubiertas de colágeno. Se ha visto



que existe una correlación excelente entre la actividad de la proteasa que actúa sobre vWF en el ensayo original y la pérdida de la actividad de unión a colágeno por el vWF degradado.



Trombocitosis El incremento del número de plaquetas, o trombocitosis (Tabla 28-6), puede verse como un proceso reactivo, benigno, o una manifestación de un síndrome mieloproliferativo (Griesshammer, 1999). La extensión sanguínea debe confirmar un recuento automático de células, demostrando que el aumento de partículas corresponde realmente a plaquetas y no a fragmentos celulares u otras entidades. La citología permite también la posibilidad de evaluar variaciones en el tamaño de las plaquetas, apariencia morfológica y tendencia a agruparse. En una trombocitosis autónoma que forma parte de un síndrome mieloproliferativo, pueden verse a veces grandes plaquetas hipogranulares. Se ha establecido que los procesos reactivos no suelen producir recuentos plaquetarios por encima de 1000 x 10 /L mientras que en los procesos mieloproliferativos sucede frecuentemente; sin embargo, este criterio no es fiable ni para el diagnóstico ni para tomar la decisión de cuándo instaurar la terapia antiplaquetana. Particularmente en el caso de los síndromes mieloproliferativos, un paciente determinado puede presentarse asintomático, con tendencia a hemorragias o con tendencia a trombosis; en la actualidad, la aproximación clínica más apropiada parece ser la respuesta a dichas tendencias una vez que se hacen evidentes. A menos que existan factores de riesgo adicionales, es menos probable que los procesos trombóticos ocurran en trombocitosis



secundaria que en Irombocitosis primaria (Griesshammer, 1999). En casos documentados de síndromes mieloproliferativos se han descrito anormalidades en la estructura de megacariocitos y plaquetas, en los receptores de superficie de membrana plaquetana, en los patrones de agregación plaquetana, en la actividad coagulante plaquetaria y en el metabolismo del ácido araquidónico. A pesar de las anormalidades estadísticamente significativas cuando se comparan poblaciones de pacientes con síndrome mieloproliferativo o con trombocitosis reactiva, en un paciente concreto los parámetros de tamaño plaquetario y los estudios de función plaquetaria es poco probable que sean capaces de diferenciar estas alteraciones (Sehayek. 1988).



ALTERACIONES HEREDITARIAS DE LA FUNCIÓN PLAQUETARIA (Tabla 28-7)
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Tabla 28-6 Situaciones donde se pueden encontrar un recuento plaquetario elevado Sindromes mieloprolilerativos Trombocitemia esencial (primaria) Policitemia vera L e u c e m i a m i e l o i d e crónica M i e l o t i b r o s i s idiopática Trombocitosis secundaria E n f e r m e d a d e s m a l i g n a s , i n c l u y e n d o l a s hematológicas E n f e r m e d a d e s i n f l a m a t o r i a s crónicas, i n c l u y e n d o hematológicas malignas E n f e r m e d a d e s del tejido conectivo E n f e r m e d a d inflamatoria intestinal Tuberculosis C i r r o s i s hepática P a n c r e a t i t i s crónica Arteritis t e m p o r a l Neumonía crónica Enfermedades inflamatorias a g u d a s Infección Síndrome mucocutáneo g a n g l i o n a r Pérdida a g u d a d e s a n g r e Déficit d e h i e r r o A n e m i a hemolílica Cirugía Esplenectomía O t r a s cirugías R e s p u e s t a a fármacos Vincristina Epinefrina Interleucina-lp" Respuesta al ejercicio Recuperación d e u n a t r o m b o c i t o p e n i a ( r e b o t e " ) Retirada de inmunosupresores, incluyendo alcohol T e r a p i a p a r a déficit d e v i t a m i n a B. Prcmaturidad Déficit d e v i t a m i n a E e n l a c t a n t e s Miscelánea" O s t e o p o r o s i s . e n f e r m e d a d cardíaca, t r a s p l a n t e r e n a l , d i a b e t e s m e l l i t u s . g a n g r e n a s e c a , f a l l o r e n a l , síndrome nefrótico. e m b a r a z o , c o n v u l s i o n e s , h i p e r p l a s i a multicéntrica a n g i o l o l i c u l a r d e n o d u l o s linláticos, f a m i l i a r ?



' L a trombocitosis ha s i d o descrita do m a n e r a infrecuente o inconsislenle en una v a r i e d a d de c o n d i c i o n e s , a l g u n a s de las c u a l e s s o n incluidas aquí para completar M o d i f i c a d o de Williams WJ In Beutler E L i c h l m a n MA Colter BS, K i p p s TJ (eds): Williams H e m a t o l o g y 5th e d New York M c G r a w - H i l l , 1 9 9 5 , p 1 3 6 1 c o n autorización



Anomalías en la superficie de membrana Llegar a entender las alteraciones cualitativas de las plaquetas en términos moleculares ha supuesto el mayor avance en las alteraciones que implican anormalidades en los complejos de glucoproteínas de la superficie de membrana llb/llla y Ib/IX. La evaluación de laboratorio de estas alteraciones se sigue desarrollando. En extensiones de sangre no anticoagulada preparada de pacientes con la trombastenia de Glanzmann. existe un número plaquetario normal y apariencia individual normal, pero las plaquetas muestran una tendencia característica a permanecer aisladas, sin las agrupaciones plaqueta-plaqueta que se ven en las extensiones de sangre normal. En el agregómetro, las plaquetas muestran un marcado fracaso en la agregación en respuesta a prácticamente todos los agentes agregantes excepto ristocetina (Fig. 28-6). La reacción de liberación plaquetaria también suele ser normal con estímulos potentes como ionóloro de calcio o trombina, pero puede estar disminuida con estímulos débiles como ADP o epinefrina. La retracción del coágulo está disminuida, de moderada a intensamente. En la primera bibliografía sobre trombastenia de Glanzmann se describió una variedad bastante amplia de anormalidades celulares adicionales. Sin embargo, un concepto unificado de esta enfermedad surge de los estudios de Nurden y Caen (Nurden, 1975) y de Philips y cois. (Philips, 1977), donde los pacientes con trombastenia de Glanzmann comparten un descenso en el contenido de GP llb y GP Illa. Como consecuencia de la anormalidad de GP llb y Illa, las plaquetas de pacientes con trombastenia de Glanzmann no se unen al yodo-125 ( l) a fibrinógeno tras la estimulación con ADP o epinelrina (Bennett, 1979; Mustard, 1979). Esta ausencia de los normalmente inducibles sitios de unión al fibrinógeno parece ser la lesión patológica dominante de la trombastenia de Glanzmann. l2S



v



Como el antigeno plaquetario P l se asocia con GP Illa, este antigeno se encuentra típicamente disminuido en pacientes con trombastenia de Glanzmann (Kunicki. 1978a; Von dem Borne, 1981) La estimación relativa de las moléculas GP llb/llla de las plaquetas a través de su unión a anticuerpos monoclonales específicos permite el diagnóstico de trombastenia de Glanzmann por citometría de flujo requiriendo sólo un pequeño volumen de sangre para el análisis (Montgomery, 1983; Kempfer. 1991). La cuantificación real de las moléculas presentes de receptores plaquetanos se realiza con mayor exactitud mediante el estudio de la unión de anticuerpos monoclonales frente a GP llb/llla marcados radiactivamente (Scudder, 1992). El análisis de glucoproteínas plaquetarias mostrando una pérdida del complejo llb/llla proporciona el diagnóstico definitivo de estos pacientes (Fig. 28-2). La sintomatologia clínica deriva de la homocigosis o doble heterocigosis de la expresión de estos defectos, con los individuos heterocigotos simples habitualmente sin manifestaciones hemorrágicas. La caracterización definitiva de estos defectos en pacientes individuales, incluyendo la distinción entre auténtica homocigosis por una mutación simple y heterocigosis compuesta por diferentes mutaciones, puede llevarse a cabo mediante técnicas moleculares (Bray. 1994; Rúan, 1998; French, 1998; Rosenberg, 1998; Gonzalez-Manchon, 1999). El frotis de sangre de un paciente con enfermedad de Bernard-Soulier puede parecerse al de algunos pacientes con PTI en que las plaquetas tienden a ser mayores de lo normal y hay una trombocitopenia de ligera a moderada. Los hallazgos en el agregómetro casi siempre son recíprocos a los de



Tabla 28-7 Criterios diagnósticos de Categorías principales /



teraciones hereditarias de la función plaquetaria



Patrón de agregación en plasma rico en plaquetas



Liberación de ATP y serotonina



Defectos de la superitele de membrana Trombastema d e M a r c a d a m e n t e d i s m i n u i d o c o n Puede estar d i s m i n u i d a con Glanzmann todos los a g e n t e s e x c e p t o colágeno A D P y c o n ristocetma (que p u e d e epinefrina; normal c o n moslrar una o n d a simple t r o m b i n a e ionóforo do reversible) calcio



E n l e r m e d a d d e Bernard- M a r c a d a m e n t e d i s m i n u i d o c o n Disminuida c o n ristocetma n s t o c e l i n a . sin corrección (o con el veneno de Soulier c o n el tactor V o n Wíllebrand. serpiente botrocetina) p u e d e estar d i s m i n u i d o con trombina; r e s p u e s t a n o r m a l a otros a g e n t e s



E n l e r m e d a d de Von Willebrand tipo plaquetario



Aumentado con concentraciones El c r i o p r e c i p i t a d o p r o d u c e bajas de ristocetma; liberación por sí m i s m o ; aglutinación únicamente c o n n o r m a l c o n otros a g e n t e s el factor aislado Von Willebrand: respuesta normal a otros agentes.



Defectos d e l receptor de A u m e n t a d o n o t a b l e m e n t e o colágeno a u s e n t e c o n colágeno; respuesta normal a otros agentes Sindrome de Scott //



D e f e c t o s de los granulos Deficiencias en los granulos d e n s o s (síndromes de Hermansky-Pudlak. Chédiak-Higashi, Wiskott-Aldrich y aplasia d e radio c o n trombocitopenia) o anomalía a i s l a d a



Normal



D i s m i n u i d a c o n colágeno



Normal



Agregación d i s m i n u i d a , Disminuida particularmente en la s e g u n d a fase, c o n a g e n t e s débiles, h a b i t u a l m e n t e , r e s p u e s t a normal al ácido araquidónico, ionóforo de c a l c i o y altas concentraciones de agentes débiles



D i s m i n u i d o c o n todos los Déficil de granulos a (síndrome de plaquetas agentes grises)



Disminuida c o n todos los a g e n t e s



Délicit c o m b i n a d o d e granulos d e n s o s y granulos a



Disminuida



Disminuido



Herencia



O t r a s anomalías características



Autosómíca recesiva



Glucoproteinas lib y/o Illa disminuidas, ausentes o funcionalmente anormales, el fibrinogeno plaquetario puede estar disminuido, retracción del coágulo disminuida; disminuida la agrupación de plaquetas en la extension de sangre Habitualmenle Las plaquetas se ven g r a n d e s en autosómíca la extensión de sangre y recesiva, raras frecuentemente disminuidas en variantes numero; las glucoproteinas Ib autosómicas y/o IX disminuidas, ausentes o dominantes funcionalmente anormales, disminuida la adherencia al s u b e n d o t e l i o o a las partículas de cristal; disminuyen los receptores para anticuerpos d e p e n d i e n t e s de qumidina Autosomica Trombocitopenia borderline. disminución selectiva en dominante p l a s m a de los polímeros de mayor peso molecular del tactor Von Willebrand; aumenta la unión a plaquetas del factor Von Willebrand normal Disminución de la adherencia a colágeno a bajas y altas tasas de unión; puede estar asociada c o n déficit de trombospondina plaquetaria; p u e d e revertir a la normalidad en la menopausia Exposición d e f e c t u o s a de la actividad procoagulante d e las plaquetas Autosómíca Disminución d e l contenido de los (excepto granulos densos en ADP ATP. el síndrome de 5-HT y calcio; aumento del Wiskott-Aldrich, cociente ATP/ADP en q u e está l i g a d o plaquetas, albinismo al sexo) oculocutáneo y depósito reliculoendotelial ceroide en Hermansky-Pudiak trombocitopenia asociada con Chédiak-Higashi, WiskottAldrich y aplasia de radio con trombocitopenia; en el síndrome de Wiskott-Aldrich se observa defecto WASP, disminución de la supervivencia de las plaquetas autólogas y un aumento de IgG asociada a plaquetas Autosómíca Plaquetas grandes de aspecto pálido en la extensión de sangre, acompañadas de trombocitopenia; disminución de los granulos u por microscopía electrónica; disminución del contenido celular de librinógeno plaquetario, tactor 4 plaquetario, selectina P y factor de crecimiento derivado de plaquetas; posible fibrosis de médula Se ha descrito heterogeneidad en la deficiencia de los granulos La TaUa continua en la pagina siguiente



la trombastenia de Glanzmann: la agregación y liberación son normales con todos los agentes excepto con nstocetina. Además, la reacción de liberación inducida por trombina puede estar disminuida.



A diferencia de la enfermedad de Von Willebrand (vWD). donde también existe aglutinación plaquetaria disminuida en respuesta a la ristocetina, en la enfermedad de Bernard-Soulier al añadir vWF exógenos (presentes en frac-



Tabla 28-7



Criterios diagnósticos de las alteraciones hereditarias de la función plaquetaria (Continuación)



Categorías principales ///.



Patrón de agregación en plasma rico en plaquetas



Liberación de ATP y serotonina



Otras anomalías características



Herencia



Defectos en la transducción de señales



Defectos en la Disminuida con ADP. D i s m i n u i d o c o n ADP, movilización d e l c a l c i o epinefrina. respuesta normal epinefrina, respuesta n o r m a l al colágeno, trombina y al colágeno, trombina y otros otros agentes fuertes agonistas fuertes D i s m i n u i d a c o n ADP, D i s m i n u i d o c o n ADP. Defectos en la epinefrina, colágeno; e p i n e f r i n a , colágeno: movilización d e l ácido r e s p u e s t a n o r m a l al ácido respuesta normal al ácido araquidónico araquidónico araquidónico Disminuida con agentes Disminuido c o n agentes Contenido normal de débiles: respuesta n o r m a l débiles; sin r e s p u e s t a al ATP y A D P d e los a las e n d o p e r o x i d a s a s de ácido araquidónico p e r o granulos densos, plaquetas respuesta normal a las defectos en el endoperoxidasas de m e t a b o l i s m o d e l ácido plaquetas araquidónico IV.



Todavía d e s c o n o c i d o s los m e c a n i s m o s moleculares exactos q u e s u b y a c e n al defecto



Parece normal la formación de p r o d u c t o s de lipoxigenasa del C-ácido araquidónico exógeno IJ



Miscelánea



Alteraciones aisladas de Variable agregación y liberación c o m o hallazgos concomitantes en varios estados patológicos incluyendo síndrome de Epstein, anomalía de MayHegglin, síndrome de Down, alteraciones hereditarias del tejido conectivo y enfermedad cardíaca congénita



Variable



H e t e r o g e n e i d a d d e defectos



ATP = adenosin trifosfato; A D P = a d e n o s m difosfato: 5-HT = 5-hidroxitriptamína (serotonina); WASP = proteina Wiskott-Aldnch a s o c i a d a : IgG = inmunoglobulma G.



ciones de plasma crioprecipitado) no se restaura la aglutinación plaquetaria inducida por ristocetina. Esta importante diferencia se atribuye a que mientras en vWD existe un déficit de vWF en plasma, en la enfermedad de BemardSoulier el déficit se encuentra en el receptor de membrana plaquetaria al que vWF debe unirse para la homeostasis normal. Cuando se analizan las glucoproteinas de superficie de membrana plaquetaria de pacientes con enfermedad de Bernard-Soulier (Fig. 28-2), se observa un descenso marcado en GP Ib (Nurden, 1975). Sin embargo, cuando se emplean técnicas muy sensibles para la detección de esta glucoproteína, pueden detectarse cantidades residuales de Ib (Drouin, 1988; Finch, 1990). Los estudios en fragmentos de restricción de longitud polimórfica (RFLP) en una familia con enfermedad de Bernard-Soulier demuestran que, de hecho, el defecto molecular subyacente en la enfermedad de Bernard-Soulier puede que no se deba al gen que codifica la cadena a de GP Ib (Finch, 1990). A pesar de que se cree que GP Ib contiene el sitio real para la unión dependiente de ristocetina de vWF. se sabe que GP IX forma un complejo 1:1 con GP Ib (Berndt, 1985) y hay un déficit marcado en la enfermedad de Bernard-Soulier (Clemetson, 1982; Drouin, 1988). Además, se ha descrito que las plaquetas de pacientes con enfermedad de BernardSoulier son deficientes en GP V (Berndt, 1983; Stricker, 1986). Los estudios moleculares han identificado una variedad de mutaciones puntuales específicas o deleciones en GP I b - a , GP lb-|i y GP IX que cuando están presentes en homocigosis o en doble heterocigosis, originan un fenotipo clásico Bernard-Soulier. Una mutación puntual en la región rica en leucina de la cadena r« de GP Ib también puede producir un fenotipo Bernard-Soulier incluso cuando se expresa sólo en un alelo simple (Miller. 1992: Ware, 1993). Es interesante que mientras prácticamente todas las plaquetas normales poseen un sitio de unión para los anticuerpos antiplaquetanos que surgen en pacientes con hipersensibilidad a quinidina o quinina, las plaquetas de pacientes con enfermedad de Bernard-Soulier no parecen tener este receptor



(Kunicki. 1978b). Berndt (1985) proporcionó la evidencia de que estos anticuerpos pueden unirse a GP IX, a la subunidad |J de GP Ib o a una región definida por la asociación de GP Ib y IX. Sin embargo, Pfueller (1988) sugirió que la trombocitopenia inducida por quinidina o quinina puede resultar de anticuerpos que son bastante heterogéneos entre los pacientes, reconociendo nuevos antígenos compuestos de varios epitopos en la superficie de la plaqueta y el fármaco, o de nuevas conformaciones de las glucoproteinas de las plaquetas inducidas por el fármaco, Adicionalmente, en algunos pacientes los anticuerpos dependientes de quinidina también pueden dirigirse contra epitopos existentes en el complejo GP llb/llla (Pfueller. 1988; Chong. 1991; Visentin, 1991; Nieminen, 1992). En el trastorno hemorrágico autosómico dominante denominado enfermedad de von Willebrand Upo plaquetario (Miller, 1982: Weiss, 1982), es característico que los pacientes tengan un recuento plaquetario por debajo de lo normal, actividad normal del factor VIII de coagulación y antigeno vWF y actividad disminuida de cofactor ristocetina. En la electroforesís de plasma en gel de agarosa, hay un descenso selectivo de los polímeros de alto peso molecular, similar al observado en vWD tipo 2. Sin embargo, a diferencia de las plaquetas de pacientes con vWD tipo 2, las plaquetas de pacientes con v W D tipo plaquetario muestran una capacidad incrementada para unir vWF normal (Miller, 1983). En el diagnóstico de laboratorio, esta unión aumentada se refleja en la capacidad de concentraciones inusualmente bajas de ristocetina (0,3 a 0,5 mg/ml) para producir intensa agregación de plaquetas en esta alteración, un hallazgo observado también en la enfermedad von Willebrand Tipo 2B (Ruggeri. 1980). Sin embargo, cuando se añaden crioprecipitados a las plaquetas de vWD tipo plaquetario, sin otros agentes agregantes adicionales, aquéllos son capaces de inducir agregación; en contraste, el crioprecipitado añadido a plaquetas normales o de vWD Tipo 2B no produce agregación. Las plaquetas de pacientes con vWD tipo plaquetario también muestran reacciones de agregación únicas con vWF no asialo (factor asialo von Willebrand) (Miller, 1987). Se ha visto que las bases



moleculares de vWD tipo plaquetario se deben a una mutación de una sola base que provoca la sustitución de una glicina por una valina en el aminoácido 233 de la cadena a de la glucoproteina (Miller. 1991). Una sustitución de valina por metionina justo seis aminoácidos más allá, en el residuo 239, ba sido posteriormente descrita en dos familias adicionales (Russell, 1993; Takahashi. 1992). Se cree que estas mutaciones producen cambios conformacionales en el receptor que conducen a una unión vWF anormalmente elevada (Pincus, 1991; Miller, 1996). Nieuwenhuis (1985.1986) describió la ausencia de GP la de elevado peso molecular (168.000 Da) en una mujer de 33 años con un trastorno hemorrágico moderado, cuyas plaquetas no mostraban respuesta al colágeno. Kehrel (1988) identificó una segunda paciente con hallazgos similares pero cuyas plaquetas carecían adicionalmente de trombospondina intacta. Lo más interesante es que no sólo la tendencia hemorrágica sino también las anormalidades funcionales y estructurales de las plaquetas de esta paciente desaparecieron al comienzo de la menopausia. Además de las anormalidades en el receptor de glucoproteínas, se han identificado defectos en los constituyentes de membrana relacionados con
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la expresión de los fosfolipidos de superficie. La pérdida de la actividad procoagulante de las plaquetas característica del síndrome de Scoit (Weiss. 1994) parece atribuible a una activación defectuosa de la scramblase (Solum, 1999). El incremento patológico de la actividad procoagulante de las plaquetas asociado con la lormación de microparticulas se ha postulado como el factor etiológico en algunas formas de trombosis venosa, la más notable en asociación con la trombocitopenia inducida por heparina (vide inlra).



Anomalías en los granulos de almacenamiento Se han descrito varias alteraciones de plaquetas que exhiben como alteración primaria una deficiencia en uno o más tipos de granulos de almacenamiento. Se reconocen actualmente varios síndromes que afectan en particular a los granulos densos, todos ellos asociados con anormalidades clínicas adicionales distintas de las propias de las plaquetas. El microscopio electrónico puede ser una herramienta Útil en la caracterización de las anormalidades de los granulos de almacenamiento (White, 1998).
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Figura 28-6. Estudios de agregación plaquetaria. A. patrón normal. La uustiacicn conlmua en la pagina siguiente



Figura 28-6. (Continuación). B. paciente con trombastenia de Glanzmann. (Modificado de Miller JL: Congenital platelet dysfunction and von Willebrand's disease. In Schumackher H. Rock W. Stass S [edsj: Handbook of Hematologic Pathology. New York. Marcel Dekker. 2000. pp 606-607. con autonzación).



En el síndrome de Hermansky-Pudlak (Hermansky, 1959: Shotelersuk, 1998). los pacientes presentan un déficit de granulos densos. Manifiestan característicamente un albinismo oculocutáneo y los macrófagos del sistema reticuloendotelial contienen depósitos de tipo ceroide. Los pacientes con el síndrome Chédiak-Higashi. (Introne. 1999) pueden ser también parcialmente albinos y son propensos a infecciones frecuentes. Como en los granulocitos de los pacientes con esta alteración, se pueden encontrar en el citoplasma de las plaquetas granulos de inclusión gigantes. Los pacientes con el síndrome Chédiak-Higashi. así como aquellos con el síndrome WiskottAldrich (Grottum, 1969) y el síndrome de aplasia de radio con trombocitopema (TAR) (Day, 1972) tienen un recuento de plaquetas disminuido además de deficiencias en el contenido de los granulos densos. A diferencia de otros síndromes, que muestran un patrón de herencia autosómico recesivo, el síndrome de Wiskott-Aldrich es ligado al sexo. Mutaciones en la proteina asociada a Wiskott-Aldrich (WASP), que interacciona con moléculas que contienen SH3 y es importante en la regulación del citoesqueleto, parecen ser la fisiopatologia subyacente en esta alteración, aunque los mecanismos moleculares precisos responsables de las anormalidades de las plaquetas



son todavía poco comprendidos (Shcherbina, 1999: Sullivan, 1999; Ochs. 1998). Pacientes con alteraciones que implican a los granulos densos se han caracterizado por mostrar agregación plaquetaria disminuida, particularmente de segunda fase, con agentes débiles (ADP. epinefrina, bajas concentraciones de colágeno). Sin embargo, el ácido araquidónico y altas concentraciones de los agentes débiles, así como los agentes más fuertes (lonóforo de calcio, trombina). pueden producir un grado de agregación relativamente normal. La liberación de los materiales de los granulos densos (ADP, ATP, serotonina, calcio) está típicamente disminuida en estos pacientes. En las anormalidades en los granulos de almacenamiento, el ensayo del contenido celular total de ADP y ATP revela un aumento característico en el cociente ATP/ADP. r e f r i a n d o descenso de nucleótidos en el pooíde almacenamiento de granulos densos. Esto es debido al bajo cociente ATP/ADP (2:3) en el pool de almacenamiento comparado con un cociente mucho mayor (de 8:1 a 10:1) en el poolmetabólico citoplasmálico (McNicol, 1994; Nozaki. 1988). Se debe resaltar que en pacientes con sospecha de déficit en el pool de almacenamiento de plaquetas, una respuesta de agregación plaquetaria normal



no excluye este diagnóstico, como se demuestra en un estudio que comprende 106 pacientes con tiempos de hemorragia prolongados y descensos establecidos bioquímicamente en el nivel de serotonína y ADP en plaquetas (Nieuwenhuis, 1987). También se han descrito pacientes con ausencia de a.-gránulos. Debido al color gris pálido de estas grandes plaquetas en extensiones de sangre teñidas con Romanowsky. esta alteración se ha llamado síndrome de plaquetas grises (Raccuglia, 1971). Por microscopía electrónica parece haber un descenso selectivo de los granulos o, (White, 1979) y los análisis bioquímicos han confirmado descensos asociados en el contenido celular de fibrinógeno de plaquetas, PF4, |i-tromboglobulina y factor de crecimiento derivado de plaquetas. Como la selectina P almacenada en los granulos « normalmente se recoloca en la membrana citoplasmátlca de las plaquetas después de la activación plaquetaria, puede ser posible, al menos en algunos pacientes, confirmar el diagnóstico por citometria de flujo (Lages. 1977). Se ha descrito que tanto la agregación como la reacción de liberación de las plaquetas están característicamente disminuidas en pacientes con el síndrome de plaquetas grises.



Anomalías en la transducción de señales Algunos pacientes con distintos grados de hemorragia clínica parecen tener un complemento normal de granulos de almacenamiento, pero la secreción por sus plaquetas está, de alguna manera, dañada (Rao, 1988). Los mecanismos de este daño incluyen potencialmente una lesión en algún lugar en la secuencia de reacciones que siguen a la transducción de señales (Fig. 28-5). De hecho, se han descrito varios pacientes en los que una anormalidad subyacente parece implicar una alteración en la movilización del calcio (Lages, 1981; Hardisty, 1983; Rao, 1989). Déficit de la G-proteína G a , (Gabeta, 1997) y en la isoforma |i¿ de PLC (Lee, 1996) son ejemplos de alteraciones en la vía de señalización de las plaquetas que se ha visto que causan un daño en la función plaquetaria. Se puede sospechar una alteración en la movilización del ácido araquidónico desde los fosfolipidos de la membrana en pacientes cuyas plaquetas no se agregan bien en respuesta a agonistas como ADP. epinefrina y colágeno incluso respondiendo con normalidad a la adición directa de ácido araquidónico (Rao, 1984). En contraste, cuando las plaquetas no responden al ácido araquidónico pero muestran una agregación normal y un patrón de liberación en respuesta al endoperóxido P G G y la posibilidad de ingestión de fármacos ha sido absolutamente eliminada, se debe considerar un déficit de la enzima ciclooxigenasa. En algunos pacientes también se ha enconlrado déficit de tromboxano sinletasa (Defreyn, 1981; Wu, 1981; Mestel, 1980). 2



ALTERACIONES ADQUIRIDAS DE LA FUNCIÓN PLAQUETARIA Pacientes con hemoslasia normal previa pueden adquirir distintas alteraciones de la función plaquetaria. La causa más frecuente es la ingestión de fármacos con efectos inhibitorios sobre las plaquetas {vide infra), pero algunos otros estados patológicos pueden también afectar adversamente la función plaquetaria. Pacientes con síndromes mieloprolilerativos pueden presentar no sólo alteraciones en el número de plaquetas, sino también anomalías cualitativas. De particular interés es el análisis de la expresión del receptor Mpl de trombopoyetina en la superficie de las plaquetas que ha demostrado recientemente niveles muy reducidos en pacientes con policitemia vera y mielofibrosis idiopática ¡Moliterno, 1988). Ha habido adicionalmente un número de publicaciones de otras anormalidades de las plaquetas, como en los receptores de membrana (Bolin, 1977; Thibert, 1995). actividad coagulante de las plaquetas, trombospondina de los granulos « plaquetarios, contenido de nucleótidos de adenina o síntesis de prostaglandinas. Estos estudios rara vez permiten un diagnóstico hematológico específico por sí solos; sin embargo, el hallazgo de una convincente anormalidad cualitativa de las plaquetas en un paciente previamente asintomático puede ser de alguna ayuda para distinguir un auténtico síndrome mieloproliferativo de un proceso reactivo. En un contexto similar, a veces pueden ser útiles estudios de agregación de plaquetas, más frecuentemente revelando disminu-



ción de la respuesta a epinefrina (Schafer, 1984), pero ocasionalmente también a otros estímulos de plaquetas. Las anormalidades estructurales se han identificado no sólo en las plaquetas (Maldonado, 1974a) sino también en los megacariocitos (Maldonado, 1974b) en algunos pacientes con síndromes mieloproliferativos. La demostración de la actividad peroxidasa de las plaquetas mediante citoquímica ultraestructural puede permitir la identificación de la estirpe megacariocitica en crisis blásticas de leucemia mieloide crónica (LMC) (Breton-Gorius, 1978), leucemia megacarioblástica aguda (Thomas, 1970) o en otras neoplasias hematológicas. La disponibilidad de anticuerpos monoclonales específicos para glucoproteinas de plaquetas ha facilitado la identificación del linaje megacarlocitos/plaquetas en ambas leucemias, agudas y crónicas. Parece haber una concordancia excelente entre las técnicas inmunológicas y de peroxidasa de plaquetas (Tabilio. 1984). Se ha observado frecuentemente que los pacientes con mielomas o síndromes mieloproliferativos asociados con paraproteínas tienen tiempos de hemorragia prolongados y función plaquetaria anormal. Se ha propuesto que el recubrimiento de las plaquetas por las inmunoglobulinas puede ser responsable de la agregación alterada (Bang, 1972), pero también pueden estar implicados otros mecanismos. Ocasionalmente los pacientes con alteraciones linfoproliferativas pueden desarrollar anticuerpos frenle a antígenos plaquetarios específicos. La cirugía a corazón abierto utilizando comunicación extracorporal se asocia típicamente con un descenso en el número de plaquetas circulantes y con el desarrollo de defectos de la función plaquetaria (McKenna, 1975; George, 1986; Kestin, 1993). Se ha descrito depleción de los granulos u. (Harker, 1980) de las plaquetas después del bypass. La infusión de prostacicllna durante la revascularización quirúrgica en animales de experimentación, a dosis demasiado bajas para prevenir la liberación de las proteínas granulares, previene no obstante la prolongación del tiempo de hemorragia (Malpass, 1981). Este hallazgo infravalora las complejidades implicadas en aclarar los mecanismos que subyacen el daño hemostático en estos procedimientos (Bick, 1985; Mammen, 1985). Adicionalmente, la activación de los sistemas de coagulación y fibrinolíticos, anticoagulación con heparina y neutralización de la heparina con protamina —hechos que típicamente acompañan la cirugía a corazón abierto— puede contribuir claramente al desarrollo de una descompensación hemostática (Bick, 1985; Mammen. 1985). La antiproteasa aprotinina puede proporcionar cierta protección a las plaquetas en el marco de la comunicación extracorporal (Orchard, 1993), Desde el punto de vista del laboratorio, hay una creciente oportunidad para monitorizar el grado de activación plaquetaria resultante por técnicas de citometria de flujo (Michelson, 1999), incluyendo no sólo marcadores de activación de GP llb/IIIA y expresión de selectina P, sino también la redistribución de GP Ib (Michelson, 1994: Maquelin, 1998) y, más recientemente, la formación de microagregados de plaquetas-leucocitos. Con el uso creciente de antagonistas GP llb/llla junto con procedimientos cardiovasculares invasivos, puede ser adicionalmente importante proporcionar la monitorización de laboratorio de la ocupación de los receptores GP llb/llla (Coller, 1997; Greilich. 1999: Quinn, 1999). El déficit adquirido en el pool de almacenamiento ha sido descrito en pacientes con lupus erilematoso sistémico y otras enfermedades autoinmunes, PTI crónica, coagulación intravascular diseminada y otras alteraciones, hematológicas y no hematológicas. Los mecanismos que conducen al déficil parecen ser variados. Se han demostrado deficiencias en los granulos densos en plaquetas aisladas por medio del cociente ATP/ADP y por alteraciones en la captación de serotonina. Desde hace tiempo se ha sabido que los pacientes con uremia sufren alteraciones de la hemostasia primaria. Se ha visto que los niveles aumentados en sangre de ácido guanidinosuccínico (Horowitz, 1970) y ácidos fenólicos que pueden encontrarse en los pacientes urémicos, son capaces de inducir disfunción de las plaquetas normales in vitro. Adicionalmente, se ha descrito en pacientes urémicos un aumento de la producción vascular de prostadclina (Remuzzi, 1977) y un descenso de la producción plaquetaria de tromboxano (Smith, 1981) y podría esperarse que ambas alteraciones contribuyan a la alteración de la hemostasia. Una gran variedad de mecanismos que implican interacciones de las glucoproteinas de las plaquetas con ligandos de adherencia, depleción de las reservas de nucleótidos de adenina y disponibilidad de los fosfolipidos de las plaquetas para acti-



var los factores de coagulación contribuye casi con seguridad a los defectos hemostáticos en los pacientes urémicos (Mezzano. 1996: Eberst, 1994). Además, si el paciente se vuelve anémico, ocurre un empeoramiento adicional de la hemostasia primaria, probablemente debido al descenso descrito en la adhesión vascular de las plaquetas en condiciones de flujo cuando el hematocrito esta disminuido (Tuntto, 1980). Finalmente, ha sido propuesta una sintesis fascinante de los hallazgos que implican no sólo las plaquelas y el plasma sino también los vasos (Noris, 1999): se ha encontrado que el aumento del nivel del ácido guanidinosuccínico en el plasma del paciente estimula la producción de óxido nítrico por el endotelio vascular, lo que podría inhibir la reactividad de las plaquetas. .—_
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Tabla 2 8 - 8 Fármacos que afectan a la función plaquetaria 1. Fármacos q u e i n h i b e n la síntesis de t r o m b o x a n o Inhibidores de la c i c l o o x i g e n a s a Aspirina Antiinflamatorios no esteroideos Indometacina. lenilbutazona. ibuprofeno. suifinpirazona. s u l i n d a c o , ácido meclofenámico 2. Antagonistas d e l receptor de A D P Ticlopidina. c l o p i d o g r e l 3. Antagonistas del receptor de GP llb/llla C7E3 ( a b c i x i m a b ) , tirofiban, e p t i f i b a t i d e 4



Fármacos q u e a u m e n t a n c A M P o c G M P p l a q u e t a r i o A c t i v a d o r e s de la ademlatociclasa P r o s t a g l a n d i n a s l„ D , E, y análogos Inhibidores de la fosfodieslerasa Dipiridamol Cilostazol Melilxantinas (Cafeína, leofihna. ammofilina) Óxido nítrico y d o n a n t e s de óxido nítrico ?



5. Antimicrobianos Penicilinas Cefalosporinas Nitrofurantoína Hidroxicloroquina 6. Fármacos c a r d i o v a s c u l a r e s Bloquéenles B-adrenérgicos ( p r o p a n o l o l ) Vasodilatadores (nitroprusiato. nitroglicerina) Diuréticos ( f u r o s e m i d a ) Bloqueantes d e los c a n a l e s d e c a l c i o Quinidina Inhibidores del e n z i m a convertidor d e angiotensina 7. Anticoagulantes Heparina 8. A g e n t e s trombolíticos Estreplocinasa. activador tisular d e l plasminógeno. urocinasa 9. Psicotrópicos y anestésicos Antidepresivos triclclicos Imipramina. amitriptilina nortriptilina Fenotiacinas C l o r p r o m a c i n a , p r o m e t a c i n a , trifluoperacina Anestésicos locales Anestesia general (haiolano) 10. A g e n t e s quimioterápicos Mitramicina BCNU Daunorrubicina 11. A g e n t e s misceláneos Dexlranos Hipolipemiantes (clofibrato, halofenato) A c i d o e-aminocaproico Antihistamínicos Etanol Vitamina E A g e n t e s de c o n t r a s t e radiológico A g e n t e s alimenticios (cebollas, a j o . jengibre, c o m i n o tumeric. clavo, h o n g o negro d e l árbol) De Rao AK: Acquired qualitative platelel delects InColman RW. Hirsh J, Marder VJ, Salzman EW (eds) Hemostasis and Thromcosis. 4th ed Philadelphia. Lippincott Williams & Wilkins 2000
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Tabla 28-9



Evaluación de pacientes con sospecha de alteraciones en plaquetas



Historia y e x a m e n físico Evaluación detallada de episodios hemorrágicos: debut, frecuencia. duración y g r a v e d a d , n e c e s i d a d de transfusión y sitios característicos de afectación S a n g r a d o a s o c i a d o a cirugía o traumatismo: a m i g d a l e c t o m i a . extracción d e n t a l y circuncisión Historia de f a r m a c o t e r a p i a : incluyendo formulaciones multiingredientes q u e p u e d a n contener aspirina u otros agentes antípiaquetarios Historia familiar: patrón de herencia y g r a v e d a d de la hemorragia E x a m e n físico c o m p l e t o : i n c l u y e n d o s i g n o s de hemorragia reciente ( p e t e q u i a s . e q u i m o s i s , púrpura, etc.), movilidad de las a r t i c u l a c i o n e s restringida y hallazgos a s o c i a d o s c o n anomalías congénítas particulares (radio ausente, albinismo, telangiectasia y alteraciones hereditarias del tejido conectivo) P r u e b a s de coagulación y s i s t e m a fibrinolítico P r u e b a s de c r i b a d o (y defmilivas. si está i n d i c a d o ) para detectar a n o r m a l i d a d e s no relacionadas c o n las plaquetas Evaluación básica de p l a q u e l a s en el laboratorio C B C incluyendo recuento de plaquetas (y si es posible volumen p l a q u e t a r i o ) c o n un c o n t a d o r electrónico de células Evaluación ciloiógica de las plaquetas en sangre periférica: número de plaquetas, tamaño, apariencia y tendencia a formar acumuios Tiempo de hemorragia H a b i t u a l m e n t e o m i t i d o en a u s e n c i a de historia clínica q u e sugiera u n a alteración de la hemostasia primaria o en presencia de t r o m b o c i t o p e n i a significativa; p u e d e ayudar en el diagnóstico de la e n f e r m e d a d Von Willebrand o en alteraciones luncionales de las plaquetas Evaluación d e l factor Von W i l l e b r a n d en p l a s m a A n t i g e n o lactor Von Willebrand Actividad funcional del factor von Willebrand. mas frecuentemente m e d i d a c o m o a c t i v i d a d del cofactor ristocetina Estudios de la función p l a q u e t a r i a Agregación p l a q u e t a r i a (y liberación simultánea de ATP c u a n d o se utiliza la reacción fluorescente lucifenna-lucilerasa) en p l a s m a rico en p l a q u e l a s o sangre completa en respuesta a agonistas c o m o ADP. epinefrina. colágeno, ristocetina. trombina Retracción de coágulo de utilidad limitada, a pesar de q u e p u e d e estar dañada en la trombastenia de G l a n z m a n n Estudios e s p e c i a l i z a d o s relativos a la función plaquetaria Cuantificación de los r e c e p t o r e s de p l a q u e t a s para hgandos de a d h e r e n c i a medíanle e n s a y o s c o n a n t i c u e r p o s monoclonales o unión d e l l i g a n d o a c o m p l e j o s de glucoproteinas principalm e n t e llb/llla ó Ib/IX Evaluación por e l e c l r o l o r e s i s en g e l de poliacniamida SDS o transferencia w e s t e r n de las glucoproteinas de m e m b r a n a de las plaquetas Adhesión de las p l a q u e l a s a s u p e r f i c i e s definidas en sistemas de flujo ex vivo Estudios de agregación plaquetaria i n d u c i d o s por corles E s t u d i o s de captación y liberación de serolonina radioactiva Estudios e s p e c i a l i z a d o s relativos a la disminución del número de plaquetas Estudios de a n t i c u e r p o s antiplaquetas medíanle suspension de p l a q u e t a s i n m u n o f l u o r e s c e n t e . citometría de flujo, técnicas de c a p t u r a d e a n l i g e n o s d e glucoproteína d e m e m b r a n a d e las p l a q u e t a s , etc Estudios de a n t i c u e r p o s antiplaquetas d e p e n d i e n t e s de fármacos por los métodos a n l e n o r e s Evaluación de la t r o m b o c i t o p e n i a i n d u c i d a por heparina c o n r e s p e c t o a la h a b i l i d a d del suero d e l paciente para estimular r e s p u e s t a activa por las p l a q u e t a s normales (secreción de s e r o t o n i n a , formación de m i c r o p a r t i c u l a s . etc.) en función de varias c o n c e n t r a c i o n e s de heparina M e d i d a de la v i d a m e d i a de las plaquetas por métodos radiactivos y no radiactivos E x a m e n al m i c r o s c o p i o electrónico de la ultraestruclura de las plaquetas Análisis de los constituyentes de los g r a n u l o s intracelulares; granulos a, granulos d e n s o s y granulos lisosomales Evaluación de la a c t i v i d a d c o a g u l a n t e de las p l a q u e t a s CBC = recuento completo de sangre, ATP = adenosin trifosfato. ADP = adenosm diloslato La función de las plaquetas es inhibida in vivo e in vitco por un gran número de fármacos. Algunos de los principales fármacos conocidos que alteran la función plaquetaria se exponen en la Tabla 28-8, según su mecanismo de acción sobre las plaquetas. La interpretación de los tiempos de hemorragia o de las pruebas de función de las plaquetas se complica considerablemente



cuando el paciente ha consumido recientemente uno o más de estos agentes. Hay una considerable variación entre lármacos en cuanto a la duración de los electos antiplaquetarios. En el caso del antiintlamatorio no esteroideo ibuprofeno. se ha visto que la función plaquetaria vuelve a la normalidad en las 24 horas desde la última administración oral (Mclntyre. 1978: Cronberg. 1984) En contraste, en el caso de la aspirina, que acetila irreversiblemente la enzima ciclooxigenasa de las plaquetas, se puede prolongar hasta 10 días, hasta que las plaquetas circulantes afectadas sean completamente reemplazadas por plaquetas nuevas. Se deben planificar estudios electivos de función plaquetaria para minimizar la exposición reciente a fármacos, hasta el punto de que sea improbable que la abstinencia de la medicación comprometa significativamente la salud o bienestar del paciente.



EVALUACIÓN DE PACIENTES CON SOSPECHA DE ALTERACIONES EN LAS PLAQUETAS La evaluación de pacientes con historia clínica o síntomas que sugieren tendencia hemorrágica implica considerar los sistemas de coagulación y fibnnolíticos, así como las plaquetas en sangre. Una aproximación a esta evaluación se subraya en la Tabla 28-9. Una historia conducida cuidadosamente puede ser el factor único y más importante que conduce al diagnóstico en muchos pacientes. Determinar si es probable que la alteración sea congenita o adquirida es lo más importante. Un recuento de plaquetas junto con un tiempo de hemorragia prolongado puede ayudar a determinar si la tendencia hemorrágica es explicable solamente por el descenso del número de plaquelas, o si otra anomalía está presente. Como el v W D es bastante más común que las alteraciones congénitas de la lunción plaquetaria. una evaluación de la alteración de la hemostasia primaria frecuentemente necesitará el análisis del complejo factor VIII/vWF, como se expone en el Capítulo 29. Finalmente, a pesar de que muchos pacientes serán adecuadamente diagnosticados con la aplicación de estudios básicos, algunos pacientes requerirán uno o más de los estudios especializados indicados en la Tabla 28-9 con el lin de alcanzar un diagnóstico delinitivo.
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M e c a n i s m o s anticoagulantes n o r m a l e s



A n t e c e d e n t e s hemorrágicos Valoración de l a b o r a t o r i o en el diagnóstico de los t r a s t o r n o s hemorrágicos



PERSPECTIVA GENERAL DE LA HEMOSTASIA La hemostasia lleva consigo la formación de coágulos sanguíneos para parar la hemorragia de los vasos dañados, y los sistemas naturales anticoagulantes y fibrinolíticos que limitan la formación del coágulo al lugar de la lesión, impidiendo la formación de coágulos más allá del vaso dañado. Los defectos en la formación del coágulo o fibrinólisis hiperactiva pueden conducir a trastornos hemorrágicos. y los defectos en los sistemas anticoagulantes o fibrinólisis defectuosa conducen a una hipercoagulabilidad. Estos defectos pueden ser hereditarios o adquiridos. Cada vez existe un formulario más amplio de determinaciones del laboratorio que pueden utilizarse para proporcionar un diagnóstico específico en los pacientes afectados. También se utilizan a menudo varios anticoagulantes terapéuticos nuevos, y el laboratorio de coagulación puede ofrecer nuevas pruebas para monitorizar estos anticoagulantes.



MECANISMOS DE LA COAGULACIÓN SANGUÍNEA NORMAL En el capitulo 28 se describe la formación del tapón plaquetario. que proporciona la hemostasia inicial en respuesta a la lesión en el vaso sanguíneo. El tapón plaquetario posteriormente se conforma en coágulo de fibrina, que permite una hemostasia más duradera. De un pasado se sabe que la fibrina puede formarse a través de dos mecanismos de coagulación, llamados mecanismos intrínseco y extrínseco. Estos mecanismos se llamaron así porque el factor tisular, el factor activador del m e c a n i s m o extrínseco, se consideraba 'extrínseco" por su localización en las superficies celulares que normalmente no están en contacto con la circulación, o en las células que no expresan normalmente el lactor tisular. Como se muestra en la Figura 29-1. el mecanismo intrínseco incluye los factores VIII, IX, XI y XII. asi como la precalicreína y el quinmógeno de alto peso molecular. El mecanismo extrínseco incluye el factor VII y el factor tisular (lactor III). Los dos mecanismos convergen en un mecanismo común, implicando a los factores I (fibrinógeno). II. V y
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X. El mecanismo intrínseco se activa cuando el factor XII se une a una superficie "extraña" cargada negativamente expuesta a la sangre, con la consecuente activación del factor XI. después el IX. después el X. seguido por el II. y finalmente el fibrinógeno se convierte en fibrina. Se cree que iri vivo, la coagulación se inicia principalmente a través del mecanismo extrínseco, por la exposición de la sangre con el factor tisular (FT) en el lugar del vaso lesionado. El factor tisular expuesto se une al factor VII o al factor VII activado (factor Vlla). El complejo FT • Vlla activa al factor X así como al factor IX (Osterud. 1977). El factor IX activado activa a su vez al factor X. Como se menciona arriba, el factor X activado activa entonces al factor II para formar trombina. que entonces convierte fibrinógeno en fibrina. La trombina puede que active al factor XI, proporcionando una retroalimentación positiva al mecanismo intrínseco (Gailani, 1991; Naito. 1991). Después de la activación inicial del mecanismo extrínseco, el inhibidor del mecanismo del factor tisular (IMFT) inhibe al complejo FT I Vlla, paralizando fundamentalmente el mecanismo extrínseco (Broze, 1995). Desde aquí, la formación continuada de fibrina depende del mecanismo intrínseco. En este modelo de coagulación, la capacidad para activar al factor IX ( por FT / Vlla) y al factor XI (por trombina) sin el tactor XII indica que el factor XII. la precalicreína, y el quinmógeno de elevado peso molecular del mecanismo intrínseco no son necesarios en los mecanismos normales procoagulantes. Esto concuerda con la observación de que las carencias de los tres últimos factores no están asociadas con síntomas hemorrágicos. mientras que las deficiencias de los otros factores pueden causar una tendencia hemorrágica. Como muestra la Figura 29-1, la activación del lactor X por el factor IX activado requiere del factor VIII activado como colador. La activación del factor II por el lactor X activado requiere del factor V activado como cofactor. Además, ambos pasos requieren fosfolípidos aniónicos, como el fosfolípído de las membranas plasmáticas de las plaquetas activadas en el tapón plaquetario. Los tactores de la coagulación se reúnen en la superficie de las plaquetas activadas y asi llegan a estar concentrados en el lugar de la lesión vascular. Muchos de los pasos en el mecanismo de la coagulación también requieren calcio. La trombina activa los factores V, VIII, XIII, y probablemente el XI, así como las plaquetas. El factor XIII activado estabiliza la fibrina mediante filamentos de fibrina cruzados (Bajaj. 1999).



Mecanismo intrínseco



Figura 29-1. Cascada de la coagulación simplificada. A, La cascada de la coagulación se ha dividido históricamente en dos mecanismos principales, los mecanismos intrínseco y extrínseco: ambos culminan en la formación de fibrina a través del mecanismo común. Actualmente se cree que la activación del factor IX mediante el complejo lactor Vlla • FT juega un papel muy importante en la iniciación de la hemostasia normal. Una vez que la coagulación está activada, el lactor Xa se une ai IMFT (inhibidor del mecanismo del factor tisular). el cual entonces inhibe eficazmente el factor Vlla i FT. El complejo factor Villa / IXa llega a ser el generador dominante del lactor Xa asi como de la formación de trombina y fibrina. Este modelo concuerda con la observación de que las deficiencias en los factores VIII. IX y. en menor grado, el XI causa diátesis hemorrágica, mientras que la ausencia del lactor XII. PC. o de CEPM no. En el mecanismo intrínseco, el factor Xlla activa la precalicreína en calicreina. La calicreína activa entonces más factor Xlla desde el lactor XII. CEPM actúa como un colador en estas reacciones y en la activación del factor XI por el factor XII. La calicreína libera bradicimna desde el CEPM. el cual tiene actividades vasoadivas. B, El TPT (tiempo parcial de tromboplastina activado) mide el tiempo de coagulación desde el lactor XII a través de la formación de fibrina. El TP (tiempo de protrombina) mide el tiempo de coagulación desde el laclor VII a través de la formación de fibrina. (FT = factor tisular [una proleína transmembrana: así éste es asociado con losfolípído in vivo]: PC = precalicreina: CEPM = quininógeno de elevado peso molecular: FL = losfolípído: Ca " = calcio.) 2



Mecanismos de la fibrinólisis normal La fibrinólisis es el proceso de degradación del coágulo de fibrina una vez que éste ya no es necesario. La fibrinólisis también ayuda a prevenir la formación del coágulo fuera de la zona del vaso lesionado. Este proceso se inicia por el activador del plasminógeno tisular (AP-t) o por el activador del plasminógeno de tipo urocínasa (AP-u): ambos convierten el plasminógeno en plasmina. La plasmina entonces degrada el coágulo de fibrina y el fibrinógeno nativo, formando fragmentos llamados productos de degradación del fibnnógeno.'librina (PDF). La plasmina también inactiva los (adores Va y Villa. Las células endoteliales son la principal fuente de AP-t: el AP-u se encuentra en la orina así como en el plasma, y mantiene el tracto renal limpio de coágulos sanguíneos (Levin, 1982; Sobel. 1952). Los dímeros-D son PDF especifico que se forman sólo mediante la degradación de la fibrina medíante la plasmina y no por la degradación del fibrinógeno nativo mediante la plasmina (Fig. 29-2). De este modo, la presencia de dimeros-D indica que se ha formado fibrina. Los mecanismos de la fibrinólisis parecen estar conectados con los factores de contacto del mecanismo intrínseco de la coagulación en que la activación in vivo del factor XII puede tener como resultado la generación de plasmina. y la plasmina puede activar el factor XII. La calicreína convierte el APu en una forma más activa (Francis. 1995). Sin embargo, la importancia in vivo de estas observaciones es incierta. Varios sistemas de regulación previenen un exceso de fibrinólisis; si no. podría tener como resultado hemorragia. Entre ellas están la antiplasmina (anteriormente (/ -antiplasmina). que inhibe la plasmina. y el inhibidor del activador de plasminógeno-1 (IAP-1). el cual inhibe al A P I y al AP-u.



EVALUACIÓN DE LOS MECANISMOS DE COAGULACIÓN EN EL LABORATORIO El tiempo parcial de tromboplastina activado (TPT) se utiliza como una determinación general de la integridad del mecanismo intrínseco y del común, y el tiempo de protrombina (TP) es una determinación general de la integridad del mecanismo extrínseco y del común. El TPT mide el tiempo que se requiere para formar el coágulo de fibrina, empezando con la activación del factor XII. hasta el paso final en el cual el fibrinógeno se convierte en fibrina. El TP mide el tiempo de formación del coágulo de fibrina, empezando con la activación del factor VII. hasta el paso final en el cual el librinógeno se convierte en fibrina. Como puede verse en la Figura 29-1 y Tabla 29-1, las deficiencias del Tabla 29-1



E f e c t o s de l a s d e f i c i e n c i a s h e r e d i t a r i a s o a d q u i r i d a s e n e l TP y T P T



TPT p r o l o n g a d o . TP normal Deficiencias del factor(es) Vili, IX XI o XII del mecanismo intrínseco TP p r o l o n g a d o , TPT normal Deficiencia d e l laclor VII d e l m e c a n i s m o extrínseco O c a s i o n a l m e n t e , deficiencia leve a m o d e r a d a del factor(es) fibrinógeno, II. V o X d e l m e c a n i s m o común Tanto TP c o m o TPT p r o l o n g a d o s Deficiencia del lactor(es) fibrinogeno II, V o X del m e c a n i s m o común D e f i c i e n c i a s múltiples de laclor



v



TP = tiempo de protrombina; TPT = tiempo parcial de tromboplastina activado



(actor I (fibrinógeno). II, V y X en el mecanismo común pueden prolongar tanto el TP como el TPT (aunque deficiencias más leves de los factores II, V, VII o X pueden prolongar el TP sin prolongar el TPT, dependiendo de la sensibilidad de los reactivos). Las deficiencias de los factores VIII. IX, XI y XII del mecanismo intrínseco prolongan sólo el TPT. Una deficiencia del factor VII se asocia con la prolongación sólo del TP. La deficiencia de un factor aislada puede ser hereditaria, pero esto es mucho más raro que las deficiencias de factor adquiridas múltiples producidas por trastornos hepáticos, coagulación intravascular diseminada (CID), warfarina. o los efectos inhibitorios sobre los factores de los anticoagulantes lúpicos, heparina u otros anticoagulantes (Tabla 29-2).



Tabla 29-2 Causas adquiridas de las prolongaciones del TP y/o TPT Trastornos adquiridos / alteraciones que afectan antes a TP y más que al TPT Warfarina Disminuye la lunción de los laclores I . VII. IX. X (y proteína C y proteína S) Deficiencia de vitamina K Disminuye la función de los factores II, VII. IX. X (y proteina C y proteína S) Disminuye la síntesis hepática de los factores Disfunción del higado de la coagulación: lodos ios factores pueden estar disminuidos excepto el factor VIII Coagulación intravascular Todos los factores pueden estar variablemente diseminada (CID) disminuidos, incluyendo al lactor VIII Amiloidosis El factor X, y ocasionalmente otros factores, pueden estar disminuidos



Para realizar un TPT, se mezcla el plasma del paciente con calcio y fosfolípido ("tromboplastina parcial"), que son cofactores requeridos en la cascada de la coagulación, y un activador del mecanismo intrínseco como sílice, caolín, celite, o ácido elágico. Para realizar un TP, el plasma del paciente se mezcla con calcio y tromboplastina. La tromboplastina es un extracto tisular (p. ej. del cerebro) que contiene abundante fosfolípido y factor tisular, y por lo tanto esta mezcla activa el factor VII / mecanismo extrínseco. Algunos reactivos del TP más nuevos usan factor tisular recombinante purificado al cual se ha añadido fosfolipido. Cuando el TPT está prolongado, pueden realizarse estudios añadidos para determinar si la etiología de la prolongación es un deficiencia de un factor o un inhibidor del factor (Fig. 29-3). Los inhibidores del factor son sustancias que inhiben las reacciones de coagulación. Estos normalmente son anticuer-



Ejemplo, PRODUCTOS DF DEGRADACIÓN DE FIBRINA ( I N C L U Y E DÍMEROS-D)



Trastornos adquiridos / alteraciones que afectan antes al TPT y más que al TP Inhibe los factores lia. Xa. IXa. Xla, Xlla, Heparina y probablemente al Vlla Inhibe la función del cofactor del fosfolípido Anticoagulante lúpico en la coagulación: TP generalmente normal Proteinuria



Ocasionalmente disminuye los factores XI y XII. TP generalmente normal



TP = tiempo de prolrombina; TPT = nenipo parcial de Iromboplaslina activado.
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Final, PRODUCTOS DE DEGRADACIÓN DE FIBRINÓGENO (NO DÍMEROS-D)



Figura 29-2. Formación y degradación del coágulo de fibrina (fibrinólisis): dímeros-D contra productos de degradación de fibrina (PDF). A, Diagrama simplificado de la conversión de fibrinógeno en fibrina por la trombina. Mientras la trombina convierte el fibrinógeno en monómeros de fibrina, los fibrinopéptidos A y B son liberados. Los monómeros de fibrina se polimerizan entonces para formar el coágulo de fibrina. Diagrama simplificado de la degradación de (B) fibrina y (C) fibrinógeno por la plasmina (fibrinólisis) (Francis. 1995). Los análisis de PDF detectan los productos de degradación de la fibrina, incluyendo los dlmeros-D. y los productos de degradación del fibrinógeno. Un análisis positivo de PDF indica que el fibrinógeno y y o un coágulo de fibrina está siendo degradado (fibrinólisis por la plasmina). El análisis de dímero-D es específico para un producto particular de la degradación de fibrina. Un análisis positivo de dímero-D indica que el coágulo de librina se ha producido y está siendo degradado (fibrinólisis por plasmina).



pos (como los anlicoagulantes lúpicos o inhibidores específicos del lactor) o anticoagulantes como la heparina o hirudina. Cuando el TPT está prolongado, la posibilidad de que la heparina esté en la muestra debe ser lo primero que se excluya tratando la muestra con un enzima que degrade la heparina (heparinasa). Si no, algunos laboratorios miden el tiempo de trombina (TT), que es el tiempo de coagulación de trombina producida por la formación de fibrina. El tiempo de trombina es muy sensible a la heparina (o hirudina) y llega a estar prolongado incluso si existen pequeñas cantidades de heparina (o hirudina). Si la prolongación del TPT no se debe a la heparina o hirudina. entonces se realiza un estudio de mezcla. En el estudio de mezcla 1:1. el plasma normal se mezcla con un volumen igual al del plasma del paciente, y se mide entonces el TPT de la mezcla. La mezcla se incuba normalmente más de dos horas, porque determinados inhibidores muestran un efecto inhibitorio sólo después de una incubación prolongada. Hay tres tipos de resultados en el estudio de mezcla del TPT: 1. Si el TPT de la mezcla es normal, y continúa normal después de incubación prolongada, entonces los resultados indican la presencia de deficiencia de un factor. En esta situación, el plasma normal en la mezcla proporciona el laclor que era deficiente en el plasma del paciente. Puede haber uno o más factores deficientes. Deberían entonces realizarse análisis para los factores VIII. IX. XI y XII para identificar las deficiencias del factor especifico Si el TP está también prolongado, los análisis del faclor del mecanismo común pueden también ser considerados.



2. Si el TPT en el plasma mezclado continúa prolongado, el resultado sugiere la presencia de un inhibidor, más comúnmente un anticoagulante lúpico. Asi. se deben realizar análisis del anticoagulante lúpico. Si la heparma o hirudina está presente, también mostrará este tipo de resultado en el estudio añadido. Los inhibidores de factor especifico contra un factor particular de la coagulación son posibilidades muy raras, y se tratarán posteriormente. 3. Si el TPT en el plasma mezclado es inícialmente normal (o significativamente más corto que el TPT del plasma del paciente) pero llega a ser prolongado después de una o dos horas de incubación, los resultados sugieren la presencia de un inhibidor del factor VIII. Debería entonces realizarse un análisis del factor VIII y, si disminuye (normalmente 
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Figura 29-3. A. Evaluación del TPT prolongado. La evaluación del TPT prolongado se centra en el estudio de mezcla de TPT. Véase el texto para más información. Si el TP está también prolongado, también se puede considerar los análisis del factor del mecanismo común: si los tactores VIII. IX, XI, XII y el TP son normales, también se pueden considerar los análisis de precalicreina, y del quinmógeno de elevado peso molecular. B. Evaluación del TP prolongado. La evaluación de un TP prolongado se centra en el estudio de mezcla de TP. Es raro que los inhibidores de factor prolonguen el TP sin prolongar el TPT Véase texto para más información.
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cíente en el factor que está siendo medido. Basándose en el resultado del TP y TPT de esta mezcla, la cantidad de factor puede ser determinada comparando el tiempo de coagulación TP o TPT con una curva estándar que traza los niveles de factor conocidos con los tiempos de coagulación. Los niveles de factor están expresados como porcentaje de las concentraciones del plasma normal o como unidades por mililitro de plasma normal. Por definición, el plasma normal contiene 100% (1 U / mi) de cada factor. La presencia de un inhibidor, como un anticoagulante lúpico. puede causar disminuciones por artefacto de factor in vitro. Por lo tanto, los análisis del factor deberían realizarse a múltiples diluciones. A mayores diluciones, la interferencia del inhibidor disminuirá debido a la dilución del inhibidor. Los análisis cromogénicos de factor e inmunoanálisis (análisis de antigeno) están comercialmente disponibles para algunos de los factores de coagulación. Estos no implican un tiempo de coagulación y, por lo tanto, los anticoagulantes terapéuticos, anticoagulantes lúpicos y otros inhibidores no interfieren con estos análisis (excepto en algunos casos cuando el inhibidor o anticoagulante se dirige específicamente contra el factor que está siendo ensayado).



TRASTORNOS DE LA COAGULACIÓN SANGUÍNEA Antecedentes hemorrágicos Un paso importante en la evaluación de un paciente con hemorragia es el antecedente de hemorragias. Los pacientes pueden sangrar debido a un defecto anatómico o quirúrgico'yatrogénico a pesar de que existan cantidades adecuadas de plaquetas y de factores de la coagulación funcionando. Una pista para dilerenciar una coagulopatia de una lesión estructural sangrante es la hemorragia por múltiples lugares. Un paciente con una coagulopatia es mucho más probable que sufra hemorragia en múltiples lugares, mientras que un paciente con una lesión estructural a menudo tiene pérdida de sangre por un único lugar. Si se sospecha de una coagulopatia más que de una lesión estructural, los antecedentes pueden servir para predecir si el cuadro es hereditario o adquirido. Un antecedente familiar de hemorragia o de hemorragia previa desde la niñez es una pista para que exista un trastorno de la coagulación hereditario. Una persona con un trastorno adquirido no es probable que presente un antecedente hemorrágico con trastornos hemostáticos previos. La existencia de más información en el historial puede utilizarse para determinar si la etiología se debe a las plaquetas o a los factores de la coagulación. Con los trastornos plaquetanos, los síntomas de hemorragia tienden a ser inmediatos tras una provocación de la hemostasia, debido a la incapacidad para formar un tapón plaquetario normal. Una vez que la hemorragia está controlada, se suele corregir. Por otro lado, con un factor de coagulación anormal, la aparición de la hemorragia normalmente se retrasa después de la provocación, porque el tapón plaquetario inicial proporciona una hemostasia precoz. Un gran avance de la hemorragia puede posteriormente desarrollarse como resultado de la formación de fibrina dañada debido a las anormalidades de los factores de coagulación. Las petequias y hemorragia de la mucosa son características de los trastornos plaquetarios. mientras que los hematomas, hemartrosis y hemorragias mucosas son características de deficiencias graves de factor de coagulación. Observe que las magulladuras y los síntomas de hemorragia de la mucosa como son la epistaxis y la menorragia tienen lugar en ambas categorías de trastornos.



Valoración de laboratorio en el diagnóstico de los trastornos hemorrágicos La prueba del laboratorio está indicada si existe un antecedente sospechoso de trastorno hemorrágico. Además, muchos médicos realizan las pruebas de coagulación preoperatorias de rutina en pacientes asintomáticos antes de una intervención quirúrgica. Muchos otros médicos realizan pruebas de coagulación preoperatorias rutinarias sólo si el historial del paciente sugiere un trastorno hemorrágico. o si se espera que la intervención tenga un riesgo de hemorragia significativo o si la intervención altera el estado de la coagulación, como en intervenciones de bypass cardiopulmonar. En cualquier caso, el estudio de la coagulación tipicamente se inicia con un TP, TPT y recuento plaquetario. Si el TP o TPT es anormal, se realizan fibrinógeno y un estudio



de mezcla TP y i o TPT, y posteriormente pueden realizarse análisis del factor apropiado o esludios de inhibidor (Fig. 29-3). Si el recuento plaquetario es anormal, puede evaluarse la trombocitopenia como se ha visto en el capitulo 28. Si el TP, TPT y recuento plaquetario son normales y existe un antecedente sospechoso de una tendencia hemorrágica hereditaria, pueden realizarse las pruebas para la enfermedad de Von Willebrand (vWD), porque éste es el trastorno hemorrágico hereditario más común. Si el patrón de Von Willebrand también es normal, se consideran otras pruebas que incluyen el fibrinógeno (si no se ha realizado ya), agregación plaquetaria. factor XIII. disfibrinogenemia (vide intra). IAP-1 y antiplasmina. En algunos pacientes, los análisis para los factores VIII, IX o XI pueden considerarse a pesar de tener un TPT normal, porque las deficiencias moderadas de estos factores algunas veces se asocian con hemorragias, pero no prolongan el TPT. dependiendo de la sensibilidad de los reactivos del TPT. Las deficiencias hereditarias moderadas de otros factores determinados, con TP / TPT normal y hemorragia, se consideran por lo general extremadamente raras.



Trastornos hereditarios de la hemostasia Enfermedad de Von Willebrand La enfermedad de Von Willebrand es el trastorno hemorrágico hereditario más común, encontrándose en hasta un 1% de la población general (Rodeghiero. 1987; Werner, 1993). Muchos casos continúan sin diagnosticar debido a que la hemorragia en muchos pacientes es leve y existen muchas dificultades para realizar la prueba de la enfermedad. El factor de von Willebrand (FvV) es un polipéptido sintetizado en las células endoteliales y en los megacariocitos, que se polimeriza para formar polímeros que contienen más de 100 subunidades. Éste es secretado por las células endoteliales al plasma y subendotelio y también está presente en las plaquetas (Nichols. 1997). La hemostasia en los lugares donde existe un endotelio dañado se consigue mediante la formación tanto del tapón plaquetario como del coágulo de fibrina. El factor de Von Willebrand juega un papel en estos dos acontecimientos. Primero, el factor de vW media la adhesión plaquetaria al endotelio lesionado, que es el primer paso en la formación del tapón plaquetario. El factor de von Willebrand media la adhesión plaquetaria mediante la unión a la glicoprotelna Ib (GPIb) en la superficie de la plaqueta y la fijación al subendotelio expuesto sobre la lesión endotelial. Segundo, el FvW tiene un papel indirecto en la formación del coágulo de fibrina funcionando como una proleína trasportadora protectora del factor VIII. El factor VIII es un importante participante en la cascada de la coagulación, que culmina con la formación del coágulo de fibrina. Los niveles del factor VIII a menudo están disminuidos en la EvW, porque la vida media del factor VIII está acortada cuando no está unido al FvW en el plasma. De este modo, cuando la cantidad o calidad del FvW es anormal, la hemostasia está afectada, teniendo como resultado un trastorno hemorrágico. Los síntomas de la hemorragia se parecen a los de un defecto en la función de las plaquetas, ya que la adhesión de las plaquetas está dañada. Asi. los síntomas más comunes son epistaxis, tendencia a los hematomas, hemorragia con extracciones dentales y menorragia. El hemartros no es común, apareciendo sólo en los pacientes afectados más severamente, a diferencia de los pacientes con hemofilia, que a menudo presentan hemartros. Se han descrito muchas variantes de la EvW, pero el esquema de la clasificación se ha simplificado recientemente en tres tipos (Sadler, 1994). El tipo 1 es con mucho la forma más común, representando la mayoría de los casos. La EvW de tipo 1 está caracterizada por una deficiencia cuantitativa parcial del FvW. Aunque la cantidad de FvW está reducida, la función de las moléculas individuales del FvW que son sintetizadas es normal. La EvW de tipo 1 es normalmente un trastorno hemorrágico de leve a moderado. La EvW de tipo 2 está caracterizada por deficiencias cualitativas del FvW. A menudo la cantidad del FvW también está reducida. La EvW de tipo 2 puede ser grave, pero es más frecuente como trastorno hemorrágico de leve a moderado. La EvW de tipo 2 además se subdivide en cuatro categorías (Tabla 29-3). El tipo 2A y el lipo 2B se caracterizan por una pérdida de polímeros del FvW de elevado peso molecular (Fig. 29-4). Los polímeros de mayor peso mole-
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c o h e r e d a d o la enfermedad oe Von Willebrand lipo t p u e d e n mostrar antigeno del lactor de Von Willebrand disminuido, cofactor de ristocetina, agregación plaquetaria inducida por ristocetina y un desde polimeros. si muestran tromnocitopenia en el tipo 2N es la m e d i a de la relación tactor VIII / antigeno del tactor de Von Willebrand. la c u a l es 0.28. Las relaciones s o n de Meyer 1997.
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Figura 29-4. Análisis polimérico del Factor de Von Willebrand (FvW). A, El análisis polimérk» incluye la separación de los polimeros por lama ño mediante electroforesis en gel de agarosa del plasma del paciente, seguido de la detección poliménca usando anticuerpo anti-FvW radio marcado o unido a enzima. El análisis polimérico es típicamente normal en la EvW de tipo 1. 2N o 2M. Aunque en los pacientes de tipo 1 todos los tamaños de los polímeros están disminuidos en cantidad (las bandas de polímeros en el análisis de polímeros con gel son de intensidad más suave), esto es típicamente dilicil de distinguir de lo normal en un análisis de polímeros, pues muchos pacientes tipo 1 sólo están levemente afectados. Todos los polímeros pueden aparecer disminuidos en enfermedades de tipo 1 graves, como se indica por la forma gris en la figura. Las anormalidades leves se ven con algunas variantes de los tipos 2M y 2N. Los polímeros de elevado peso molecular están ausentes en los tipos 2A y 2B. Los polimeros de tamaño inlermedio también están ausentes en muchos de los pacientes de tipo 2A. En la EvW de tipo 3 se encuentra un descenso grave o ausencia total de polímeros. B. Autorradiografía de electroforesis con agarosa SDS (1,4%) usando anticuerpo anti-FvW marcado con - I , La ausencia de polimeros de elevado peso molecular es evidente en el paciente con EvW de tipo 2B. I B



cular tienen más función hemostática que los polimeros de peso molecular más bajo. Por lo tanto, en estos trastornos la función total con relación a la cantidad de moléculas de FvW está reducida. En el tipo 2A. la pérdida de polimeros de elevado peso molecular se debe al ensamblaje y secreción defectuosa de los polímeros o proteólisis aumentada de los polimeros (Lyons. 1992; Nichols, 1997) (Fig. 29-5). Las mutaciones de la EvW de lipo 2B conducen a un aumento de la unión del FvW a la GPIb, el receptor del FvW en las plaquetas (Ruggeri, 1980a). Las plaquetas cubiertas con FvW son expulsadas del torrente sanguíneo en una proporción aumentada, lo que conduce a la pérdida de polimeros de elevado peso molecular, asi como a la Irombocitopenia. La EvW de tipo plaquetario o seudo-Evw es un trastorno raro donde la mutación en el gen de la GPIb de las plaquetas (no el gen del FvW) conduce a un aumento de la unión del FvW a la GPIb. teniendo como resultado los mismos hallazgos que en la EvW de tipo 2B descrita con anterioridad (Miller. 1996).



Necesitado para la formación de polímero desde dímeros



Las EvW de tipo 2M y 2N son raras. Las mutaciones del FvW de tipo 2M causan un descenso en la función a pesar de la presencia de polímeros de tamaño normal, a menudo porque la mutación afecta a la capacidad del FvW para unirse a la GPIb de las plaquetas (Sadler, 1994; Meyer, 1997). En la EvW de tipo 2N (Normandía), la capacidad de unión del factor VIII al FvW está afectada y, por consiguiente, la vida media del factor VIII está acortada, Así, el FvW está en cantidad normal y tiene la función de adhesión a las plaquelas normal, pero los niveles del lactor VIII están disminuidos. Como resultado, los pacientes con el tipo 2N son frecuentemente diagnosticados erróneamente como que tienen hemofilia A (Mazurier, 1992). La EvW de tipo 3 es un trastorno hemorrágico grave poco frecuente caracterizado por una deficiencia cuantitativa grave del FvW tal que el FvW es típicamente indetectable. Las deficiencias de tipo 1. 2A. 2B y 2M se heredan de manera autosómica dominante, mientras que los tipos 3 y una variante rara del 2A son aulosómi-
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Figura 29-5. La base molecular de la enfermedad de Von Willebrand. El gen del factor de Von Willebrand (FvW) está localizado en el cromosoma 12. Las mutaciones oel ADN que causan la enfermedad de von Willebrand de tipo 2A (EvW) están principalmente agrupadas en una región del gen que codifica para un lugar importante para la proteólisis en la degradación natural del FvW. Estas mutaciones conducen a una proteólisis aumentada o una secreción deteriorada del FvW. Otras mutaciones de tipo 2A menos comunes afectan a la dimerizaaón o multimerización del FvW. Las mutaciones del tipo 2B se agrupan en una región del gen que codifica el lugar de unión para la glicoproteina plaquetaria GPIb lo que causa un aumento en la unión del FvW a la GPIb. La mutaciones del tipo 2M se agrupan en la región de unión de la GPIb plaquetaria del gen. pero estas mutaciones conducen a una disminución en la union del FvW a la GPIb Las mutaciones de tipo 2N están localizadas en la porción del gen que codifica el lugar de unión del factor VIII. Las mutaciones de la EvW de tipo 1 y 3 no están aún bien caracterizadas, pero hasta ahora no parecen estar agrupadas en ningún dominio funcional particular.



cas recesivas. El tipo 2N puede ser autosómico recesivo o heterocigoto compuesto c o n la EvW de tipo 1 (Peerlinck. 1992). Las pruebas del laboratorio para la EvW se resumen en la Tabla 29-3. A menudo se requieren pruebas repetidas, porque tanto el F v W como el tactor Vil llegan a estar elevados por encima de la linea basal durante las reacciones de fase aguda (incluyendo incluso enfermedades menores, herida o estrés), embarazo, uso de estrógenos, o en recién nacidos. Una elevación de un valor bajo o en el limite del FvW dentro del rango normal durante cualquiera de estas condiciones a menudo enmascara el diagnóstico de EvW. La determinación de un reactante de la fase aguda como es el librinógeno es útil para calcular la probabilidad de que un paciente se encuentre en una reacción en fase aguda en el momento de la prueba. Los niveles del factor de Von Willebrand también están influidos por el grupo sanguíneo ABO a través de un mecanismo desconocido. En un gran estudio de personas normales, el promedio del nivel del FvW era del 75% en el grupo sanguíneo 0 . 1 0 6 % en el grupo A. 117% en el grupo B y del 123% en los individuos del grupo AB. El promedio total del nivel del FvW fue del 100% (Gilí. 1987). El patrón de prueba típica de la EvW consta de tres análisis. El análisis del colador de la ristocetina evalúa la tunción del FvW midiendo la unión mediada por la ristocetina del FvW a la GPIb de las plaquetas (Weiss, 1973). El análisis del cotactor de la ristocetina se realiza mezclando el plasma del paciente con ristocetina y formallna fijada a plaquetas normales comercialmente disponible y midiendo la cantidad de aglutinación de las plaquetas en un agregómetro. El segundo análisis en el patrón es el análisis de anligeno del tactor de von Willebrand. La metodología actual es un enzimoinmunoanálisis (ELISA), que mide la cantidad de FvW al margen de la calidad de la función del FvW. El tercer análisis en el patrón es un análisis del tactor VIII Este es un análisis de coagulación basado en el TPT que mide la actividad del factor VIII. Como se menciona anteriormente, el FvW sirve como proteina de transporte para el tactor VIII. y niveles de factor VIII están a menudo disminuidos cuando el FvW está disminuido. Cuando el FvW está muy disminuido, el nivel del factor VIII puede llegar a estar muy disminuido, lo que puede prolongar el TPT. En muchos de los pacientes con EvW. la enfermedad es leve o moderada y el TPT es por lo tanto normal. En la EvW de tipo 1, los resultados del cofactor de ristocetina, antigeno del FvW y factor VIII están todos disminuidos aproximadamente en el mismo grado. Los pacientes con EvW de tipo 2A, 2B y 2M muestran típicamente un descenso del factor de la ristocetina que no es proporcional al descenso en el antigeno del FvW y de factor VIII. En la enfermedad de tipo 2N, sólo el factor VIII está disminuido. Valores muy disminuidos o indetectables se observan en la enfermedad de tipo 3. Si los resultados del patrón anterior parecen indicar la EvW de tipo 2 o de tipo 3. puede realizarse un análisis de polímeros del FvW para confirmar el diagnóstico (Ruggen. 1980b) (Fig. 29-4). Si el análisis de polímero parece indicar la EvW de tipo 2B, se realiza una prueba de agregación plaquetaria inducida por ristocetina para confirmar o refutar un diagnóstico de tipo 2B (Ruggeri, 1980a). Esta prueba es similar en principio al análisis del cofactor de la ristocetina. Éste se realiza mezclando las propias plaquetas del paciente y plasma con ristocetina, y midiendo la agregación plaquetaria en un agregómetro. Esle análisis es menos sensible para diagnosticar la EvW que el análisis del cofactor de la ristocetina. pero es útil para la confirmación de un diagnóstico de la EvW de tipo 2B Las plaquetas de pacientes con el tipo 2B llegan a estar anormalmente cubiertas con FvW m vivo, debido a la afinidad aumentada del FvW mulante por la GPIb de las plaquetas. Como resultado, las plaquetas del paciente muestran una agregación aumentada en este análisis. La EvW tipo plaquetario también muestra una agregación aumentada en este análisis, debido a la mutación en la GPIb de las plaquetas, lo que aumenta su afinidad por FvW. En contraste, en otros tipos de EvW puede haber un descenso en la agregación plaquetaria inducida por ristocetina, debido al descenso en la cantidad de FvW y ' o función. Además la prueba especializada de la coagulación puede ser realizada para distinguir el tipo 2B de la EvW de tipo plaquetario. Los pacientes de tipo 2N pueden diagnosticarse erróneamente de hemofilia A. Las dos enfermedades pueden distinguirse por el modelo de la herencia. La EvW de tipo 2N se hereda autosómicamente. mientras que la hemofilia A es una enfermedad recesiva ligada al X. Se dispone en un número limitado de laboratorios de investigación de un análisis que mide 'a capacidad del



FvW para unir factor VIII. Los pacientes con el tipo 2N muestran en este análisis un descenso en la unión del factor VIII. Por último, el tiempo de hemorragia está a menudo prolongado en la EvW Sin embargo, no es una prueba ni necesaria ni fiable para el diagnóstico. Los episodios hemorrágicos en muchos pacientes pueden ser tratados con DDAVP (desmopresina) si es necesario, ya que DDAVP aumenta temporalmente los niveles de FvW y del factor VIII de dos a tres veces. Como un pequeño porcentaje de pacientes no responden a DDAVP. normalmente se administra a los pacientes una dosis de prueba de DDAVP mientras se encuentran asmtomáticos, con determinaciones de sus niveles de FvW antes y después del DDAVP, para asegurar que sus niveles de FvW aumentan con DDAVP Los pacientes hemorrágicos que no responden al DDAVP o pacientes con EvW grave pueden ser tratados con concentrados de factor VIII que contienen FvW (p. ej„ Humate-P, Alphanale, Koate).



Deficiencias hereditarias de factores de la coagulación y otros trastornos hemorrágicos heredados Las deficiencias de los factores pueden ser cuantitativas o cualitativas. En los trastornos cuantitativos, el nivel del factor determinado por métodos rutinarios basados en el coágulo (análisis de actividad funcional) es similar al resultado obtenido por inmunoanálisis (antígeno). En los trastornos cualitativos, los resultados del análisis basado en el coágulo (funcional) están disminuidos, pero el nivel del antígeno es significativamente mayor o normal, indicando la presencia de una proteina disfuncional. Deficiencias del factor VIII (Hemofilia A) o factor IX (Hemofilia B) La hemofilia A (deficiencia del factor VIII) es la entermedad hemorrágica hereditaria grave más común, afectando a 1 de cada 5.000 a 10.000 hombres. La hemofilia B (deficiencia del factor IX) también es una enfermedad hemorrágica hereditaria grave, afectando a 1 de cada 25.000 a 30.000 hombres. La hemofilia A y B son enfermedades recesivas ligadas a X, porque los genes del factor VIII y del factor IX están localizados en el cromosoma X. Por lo tanto, con rara excepción, sólo los hombres se afectan. Las mujeres que portan la mutación de la hemofilia en uno de sus cromosomas X son portadoras (Hoyer, 1994; Ljung, 1990). La gravedad clínica de la hemofilia A o B depende del nivel del factor, así que menos del 1% del factor VIII o IX produce hemofilia grave con hemorragia espontánea, del 1% al 5% produce hemorragia moderada, y más del 5% se considera hemofilia leve donde la hemorragia sucede principalmente ante un traumatismo o cirugia más que espontáneamente. El nivel basal del factor se mantiene relativamente constante en un individuo y en los miembros de una familia. Las manifestaciones hemorrágicas incluyen riemartros: hematomas en las partes blandas incluyendo hemorragias en los músculos; se producen marcas fácilmente; hemorragia excesiva en las intervenciones, traumatismo, extracciones dentarias y circuncisión; hemorragia en el tracto gastrointestinal o genitourinario; epistaxis; cicatrización de las heridas escasa: y. de forma infrecuente, hemorragia umbilical. Pueden tener lugar hemorragias intracraneales, particularmente después de un traumatismo. La prueba de la hemofilia se propone en los pacientes hombres con hemorragias inexplicables, especialmente si el TPT está prolongado con un TP y el recuento plaquetario normales. Los descensos en el factor VIII o IX por debajo del 20% al 3 0 % pueden causar prolongaciones del TPT, dependiendo del reactivo del TPT. Como hasta el 30% de ios casos de hemofilia A o B surgen de nuevas mutaciones, no siempre existe un antecedente familiar. El modelo de herencia es recesivo ligado al X. Las pruebas iniciales para la hemofilia son los análisis del factor VIII y del factor IX. También es frecuente realizar un patrón de prueba de von Willebrand. En la EvW, los niveles del factor VIII están disminuidos en menor importancia que FvW. Asi. las pruebas para el FvW evalúan si un descenso en el factor VIII representa la EvW o hemofilia A. El patrón de von Willebrand también es útil para prevenir el estado portador de la hemofilia A en mujeres. En mujeres portadoras de hemofilia A. la relación entre el factor VIII y el FvW es aproximadamente de 0.5:1. En personas normales la relación es aproximadamente 1:1, ya que el lactor VIII circula en el plasma con el FvW. La confirmación del estado portador a menudo requiere estudios familiares o genéticos (vide mira). Tanto el factor VIII como el FvW pueden estar elevados durante las reacciones en fase aguda, incluyendo el embarazo. Por lo tanto, si se determina que un paciente presenta



unos reactantes de la fase aguda elevados, las pruebas deberían repetirse cuando la reacción aguda haya pasado. Finalmente, el factor VIII es lábil a la temperatura ambiental. Por lo tanto, puede verse un descenso de leve a moderado del factor VIII en muestras que no se hayan procesado y almacenado apropiadamente. El gen del factor VIII es bastante grande, y se han identificado numerosas mutaciones que causan la hemofilia A. Por lo tanto, la prueba genética puede ser difícil. Se ha mostrado que un tipo de mutación recientemente identificada, una inversión del intrón 22, causa hasta el 4 0 % de la hemofilia A grave en blancos (Naylor. 1992). Este descubrimiento simplifica la prueba genética en estas familias. Los estudios o métodos del polimorfismo en la longitud del fragmento de restricción (PLFR) que identifican directamente la mutación pueden ser útiles en las familias sin inversión en el intrón 22. También se han identificado las numerosas mutaciones que causan la hemofilia B. Como la hemofilia A. a menudo se puede obtener la prueba genética para el estado portador de la mujer o detección prenatal con el análisis de PLFR o métodos que directamente demuestran la mutación. Muchos pacientes con hemofilia llegan a estar infectados con el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) como resultado del tratamiento con concentrados del factor antes de la existencia de prueba de VIH en donantes de sangre. Actualmente, los concentrados del factor VIII y IX se tratan para destruir el VIH y otros virus, y los donantes de sangre son sometidos a una revisión del VIH. Se han publicado casos de mujeres portadoras con niveles del factor VIII menores del 5 0 % y síntomas de hemorragia. En casos extremadamente raros, las muieres portadoras pueden estar afectadas si tienen inactivación desequilibrada (lionización) del cromosoma X normal, síndrome de Turner u otras anormalidades raras del cromosoma X, o si son hermanas de un hombre afectado y una mujer portadora (Roberts, 1995). D e f i c i e n c i a s h e r e d i t a r i a s de o t r o s f a c t o r e s de la coagulación. Las deficiencias hereditarias de los factores I (fibrinógeno). II, V, VII, X. XIII. precalicreína y quininógeno de elevado peso molecular (CEPM) son raras (Tabla 29-4). La deficiencia del lactor XI es común entre individuos de ascendencia de judíos asquenazíes. La deficiencia del factor XII es relativamente común. A diferencia de las deficiencias del factor VIII y IX, que tienen una herencia recesiva ligada a X, las deficiencias hereditarias de los otros factores de la coagulación tienen una herencia autosómica. Las deficiencias del factor XII. precalicreina o quininógeno de elevado peso molecular no están asociadas a ningún nesgo de hemorragia. Con las deficiencias de los otros factores, los síntomas hemorrágicos pueden incluir hematomas: epistaxis; menorragia; hemorragia con cirugía, traumatismo, extracciones dentales, posparto, y circuncisión; hemorragia umbilical (especialmente con la deficiencia del factor XIII o afibrinogenemia; Wde mira); o hemorragia en el tracto gastrointestinal o genitourinario. Las hemorragias intracraneales pueden ocurrir con deficiencia del factor XIII y se han descrito junto con fibrinogenemia y deficiencia grave del factor II, V, VII o X. Los hemartros y hemorragias musculares, características de las deficiencias del factor VIII y IX, son menos comunes pero pueden suceder en las deficiencias de otros factores. El aborto espontáneo y la escasa cicatrización de heridas son complicaciones de las deficiencias del factor I y XIII (Al-Mondhiry, 1994; Haverkate, 1995: Galanakis. 1992; Giangrande, 1997; Kane, 1988: Cooper, 1997a, 1997b; Modi. 1993; Seitz, 1996). Las deficiencias del factor pueden prolongar el TP y lo TPT. dependiendo del factor y de la gravedad de la disminución del nivel del factor (Tabla 29-1). Las deficiencias del fibrinógeno (factor I) pueden prolongar el TP y el TPT. La forma cuantitativa homocigota, denominada afibrinogenemia, tiene como resultado una deficiencia cuantitativa grave de fibrinógeno y un aumento del riesgo de hemorragia. La forma heterocigota de esta deficiencia es la hipofibrinogenemia. con una reducción menos grave del nivel de fibrinógeno y pequeñas o ninguna hemorragia (Al-Mondhiry, 1994). La disfibrinogenemia es una deficiencia cualitativa de fibrinógeno. caracterizada por la producción de fibrinógeno disfuncional. La mayoría de los pacientes con disfibrinogenemia son heterocigotos. Se han presentados casos raros de homocigosis. Los pacientes con disfibrinogenemia normalmente son asintomáticos o presentan escasas hemorragias, pero se han presentado hemorragias graves. De manera interesante, algunos casos de disfibrinogenemia están asociados con trombosis, con o sin hemorragia. El tiempo de trombina y el tiempo de venombina A (reptilasa). que miden el tiempo de coagulación



durante la conversión del fibrinógeno en fibrina, a menudo se encuentran prolongados en la disfibrinogenemia. Los análisis que miden la función del fibrinógeno mostrarán niveles inferiores a los análisis que miden la cantidad de fibrinógeno (análisis "antígeno" o inmunológico). El TP y TPT también pueden estar prolongados (Galanakis. 1992; Cote. 1998; Haverkate. 1995). En general con deficiencias hereditarias de factor, ios individuos heterocigotos deficientes tienen aproximadamente el 5 0 % (más comúnmente dentro del 3 0 % al 60%) del valor normal para el factor afectado. Como se menciona previamente, las deficiencias heterocigotas u homocígotas del factor XII, precalicreina o CEPM no se asocian a hemorragia (Halbmayer. 1994). Las deficiencias heterocigotas de los otros factores normalmente son asintomáticas o tienen tendencia a la hemorragia más leve que las deficiencias homocígotas (Tabla 29-4). Los heterocigotos con deficiencia de factor XI o XIII pueden presentar síntomas hemorrágicos (Modi, 1993: Seitz, 1996). Los heterocigotos con deficiencia de fibrinógeno (hipofibrinogenemia o disfibrinogenemia), factor II o factor X a veces tienen síntomas leves de hemorragia. Con raras excepciones, las deficiencias heterocigotas del factor V o VII son asintomáticas. Por el contrario, las deficiencias homocígotas de estos factores (fibrinógeno, II, V, VII, X, XI y XIII) tienen una incidencia aumentada de síntomas hemorrágicos. Sin embargo, los niveles del factor V. VII o XI no siempre se correlacionan con la gravedad de los síntomas. En general, las deficiencias del factor VIII y IX suelen ser las más graves, mientras que las deficiencias de fibrinógeno y factores II, V o XI suelen ser más leves que las deficiencias de factor VIII o IX. Las deficiencias graves del factor VII o X pueden tener una presentación clínica tan grave como la hemofilia A o B. Las recomendaciones para la prueba para las deficiencias del factor fueron descritas previamente (véase anteriormente en Evaluación de los mecanismos de coagulación en el laboratorio, Antecedentes hemorrágicos y Valoración de laboratorio en el diagnóstico de los trastornos hemorrágicos). Brevemente, la prueba para las deficiencias de factor se propone en individuos con un alargamiento inexplicable del TP o TPT. Primero se realizaría un estudio de mezcla para confirmar que la prolongación se debe a una deficiencia de un factor más que a un inhibidor (Fig. 29-3). Entonces, se realizaría el análisis del factor apropiado para identificar el factor deficiente. Como las causas adquiridas de las deficiencias de un factor generalmente son más comunes que las causas hereditarias, un paciente al que se le encuentra la deficiencia de un factor debería ser evaluado para las posibles etiologías adquiridas (Tabla 29-2). Si es más probable una etiología hereditaria en la disminución, el diagnóstico puede ser confirmado midiendo el factor en los familiares. Cuando está indicada la prueba de la precalicreina (Fig, 29-3), puede realizarse un análisis de detección de la precalicreina mediante la preincubación de la muestra de la prueba del TPT durante 10 minutos antes de añadir el calcio. Un TPT prolongado que se acorta después de los 10 minutos de incubación es sospechoso de una deficiencia de precalicreina. Además, si se realiza un TPT con ácido elágico como activador del mecanismo intrínseco, el TPT será normal en deficiencias de precalicreina. Puede realizarse un análisis de lactor específico para precalicreina usando técnicas basadas en el coágulo como se describe anteriormente. También está disponible un análisis cromogémco de precalicreina. La prueba para la deficiencia del factor XIII se indica en individuos con antecedentes hemorrágicos, particularmente con rasgos de hemorragia prolongada, hemorragia umbilical o aborto espontáneo, donde el patrón inicial de pruebas es negativo (véase el apartado anterior Valoración de laboratorio en el diagnóstico de los trastornos hemorrágicos). El TP y TPT son normales en la deficiencia del factor XIII porque el factor XIII estabiliza el coágulo después de formarse el coágulo de fibrina. Un análisis cualitativo del factor XIII evalúa la estabilidad del coágulo en urea 5M. Los coágulos formados por un individuo normal continúan estables en urea 5M, mientras que los coágulos de pacientes con factor XIII deficiente se disuelven en urea. Este análisis detecta sólo los pacientes afectados más gravemente con una actividad del factor XIII del 1% al 2% o menor. Se ha desarrollado un análisis cuantitativo cromogémco pero aún no está disponible en muchos laboratorios de EE.UU. D e f i c i e n c i a s h e r e d i t a r i a s c o m b i n a d a s de f a c t o r de coagulación y e n f e r m e d a d e s hemorrágicas h e r e d i t a r i a s de la fibrinólisis. Las deficiencias combinadas de factores son muy raras. Una deficiencia combinada de los factores V y VIII es un trastorno autosómico recesivo que se origina, en la mayoría de las familias estudiadas hasta ahora, en una mutación de un gen del compartimento intermedio del retículo-Golgi endoplásmico del cromosoma



Tabla 29-4



D e f i c i e n c i a s d e f a c t o r d e l a coagulación



Deficiencia de factor



Nivel r e q u e r i d o . . . para h e m o s t a s i a „ qu.rurg.ca K



¿Riesgo hemorrágico en defiencia heteroclgota?



tjSSLm



hemorraq c o . ,. . . en d e f i c i e n c i a s



h o r n o c i g o t a ?



Vida m e d i a biológica del f a c t o r



Fibrinógeno (lactor 1)



100mg/dl



Sí



A veces



72-120 horas



Prolrombma (factor II) Factor V



10%-40%



SI



A veces



72 horas (48-120 horas)



10%-30%



Si



No (raras e x c e p c i o n e s )



12-36 horas



Factor VII



10%-25%



Sí'



No (raras e x c e p c i o n e s )



4-7 horas



Factor VIII



Cirugia mayor o Si (recesivo h e m o r r a g i a mayor: ligado a X) 80%-100%



No (raras e x c e p c i o n e s ; los heterocigotos son mujeres portadoras)



8-12 horas



Postoperatorio: 30%-50% H e m o r r a g i a menor 30%-50% Cirugia m a y o r o Si (recesivo hemorragia mayor: ligado a X) 50%-80%



No (raras e x c e p c i o n e s ; los heterocigotos son mujeres portadoras)



18-24 horas



Factor IX



Postoperatorio: 4 0 %



Factor X Factor X I



1



Factor XII Precalicreina y CEPM Factor XIII



Hemorragia menor: 30%-50% 10%-40%



Sí



A veces



24-48 horas



15-50%



A veces*



A veces



40-80 horas



0% 0%



No No



Nc



48-52 horas



>5%-50%"



Si



A veces



Ñc



9-12 dias



P r o d u c t o de transfusión y dosis 1 bolsa de crioprecipitado/7 kg c o m o se necesite para mantener fibrinógeno > 1 0 0 m g / d l ; u n a bolsa a u m e n t a fibrinógeno en aproximadamente 10 m g / d l 10-20 mi PFC/kg. entonces 3 ml/kg q12-24 horas c o m o sea necesario 10-20 mi PFC/kg. entonces 3-6 ml/kg q 1 2 h c o m o sea necesario 10-20 mi PFC/kg. entonces 3-6 ml/kg q 4 h c o m o sea necesario



Opciones terapéuticas adicionales PFC c o n t i e n e fibrinógeno, pero e n m u c h o mayor volumen q u e e n crioprecipitado Puede usarse C C P para hemorragia seria si es necesario



C o n c e n t r a d o s de factor VI la o. si es necesario para hemorragia seria, CCP



40-50 U c o n c e n t r a d o de factor VIH/kg DDAVP es la primera linea q12h c o m o sea necesario, normalmente de tratamiento para pacientes 7-10 dias (1 U de c o n c e n t r a d o de factor VIII / kg c o n hemofilia A m o d e r a d a q u e r e s p o n d e n a DDAVP a u m e n t a el factor VIII in vivo 2%) 15-25 U de c o n c e n t r a d o de factor VIII / kg q 12h durante 7-10 dias 15-20 U de c o n c e n t r a d o de factor VIII q 12-24h c o m o sea necesario 50-80 u n i d a d e s de concentrado de factor IX/kg q 12-24h normalmente durante 7-10 dias (1 U de c o n c e n t r a d o de factor IX/kg a u m e n t a el factor IX in vivo 1%) 40 U de c o n c e n t r a d o de factor IX / kg q 12-24h normalmente durante 7 dias 30-40 U de concentrado de factor IX q12-24h c o m o sea necesario 10-20 mL PFC / k g . entonces 3-6 Puede ser u s a d o C C P si es ml/kg q 12h c o m o sea necesario necesario para hemorragia seria 10-20 mL PFC / k g , entonces 5-10 C o n c e n t r a d o s de factor IX están ml/kg q 1 2 h c o m o s e a n e c e s a r i o d i s p o n i b l e s en algunos países Tratamiento no i n d i c a d o Tratamiento no i n d i c a d o 500 mi de plasma o 1 bolsa de crioprecipitado/10 k g q 3 s e m a n a s



C o n c e n t r a d o s de factor XIII h a n sido usados en ensayos clínicos



' L o s niveles de factor v, vil o XI no siempre están bien correlacionados c o n la g r a v e d a d de la hemorragia. "Las deficiencias de factor XIII tradicionalmente se ha p e n s a d o q u e eran asintomáticas a niveles cerca del 5%; sin e m b a r g o , estudios recientes indican q u e los individuos heterocigotos c o n niveles por e n c i m a d e l 5% p u e d e n ser sintomáticos. L o s c o n c e n t r a d o s de factor XI p u e d e n favorecer la aparición de c o m p l i c a c i o n e s tromboembólicas q = c a d a : PFC = p l a s m a fresco c o n g e l a d o ; C C P = c o n c e n t r a d o s completos de protrombina (no todos los C C P contienen cantidades significantes de lactor Vil: el uso de C C P ha sido a s o c i a d o c o n c o m p l i c a c i o n e s t r o m b o e m bólicas): DDAVP = d e s m o p r e s m a . C E P M = quininOgeno de elevado peso molecular Información de Menitove (1995). también E d m u n d s (1994), Laposata (1989). R o b e n s (1995. 1994). recomendaciones d e l fabricante de c o n c e n t r a d o de lactor IX y véase el texto para bibliogralia en lo q u e respecta al n e s g o de hemorragia en deficiencias heterocigolas y homocigotas. !



Tabla 2 9 - 5 A(¡



Causas de la coagulación intravascular diseminada



IÍIH



Infecciones Daño tisular C o m p l i c a c i o n e s del e m b a r a z o Desprendimiento d e p l a c e n t a Embolia del fluido amniotico Hígado a g u d o g r a s o d e l e m b a r a z o A b o r t o séptico Reacción hernolitica a g u d a a la trasfusión E n f e r m e d a d d e l hígado ( e s p e c i a l m e n t e si está presente u n a a n a s tomosis de Le Veen) M o r d e d u r a s d e s e r p i e n t e ( e s p e c i a l m e n t e víboras s e r p i e n t e d e cascabel) Deficiencia h o m o c i g o t a de la proteina C Síndrome de dificultados respiratorias en el adulto Trastorno de la m e m b r a n a hialina Crónica Tumor m a l i g n o E n f e r m e d a d d e l hígado A n e u r i s m a aórtico Felo muerto retenido H e m a n g i o m a gigante 18 que parece disminuir el transporte intracelular de los factores V y VIII (Nichols. 1998). Se ha descrito una deficiencia combinada de los factores vitamina Kdependiente II. VII. IX y X. que al menos en algunas familias, se debe a una mutación en el gen y-glutamil carboxilasa (Brenner. 1998). El gen codifica para un enzima que carboxila los residuos glutamato en los factores de coagulación vitamina K-dependiente, una reacción que es necesaria para la función normal de estos factores. Los trastornos hemorrágicos hereditarios resultantes del exceso de fibrinólisis son raros. Se ha presentado una deficiencia del IAP-1 o antiplasmina en unas pocas familias con tendencia hemorrágica. y los análisis funcionales o antigénicos están comercialmente disponibles.



Trastornos adquiridos de la coagulación sanguínea y terapias anticoagulantes Un numero de trastornos adquiridos o condiciones afectan a la coagulación sanguinea (Tabla 29-2). Coagulación I n t r a v a s c u l a r d i s e m i n a d a . La CID es un trastorno de la coagulación adquirido resultante de la excesiva activación del sistema de coagulación, normalmente debido a un daño lisular masivo o sepsis. Los sistemas



anticoagulante y fibnnolitico normales están ocupados y no pueden contener la activación de la coagulación, la cual llega a ser sistémica. dando como resultado la formación de trombos microvasculares diseminados Las plaquetas, los factores de coagulación y los anticoagulantes naturales descienden, debido a la formación de trombos. El consumo de los tactores de coagulación causa prolongaciones del TP y TPT. y pueden conducir a la hemorragia. La deplecion de las plaquetas también contribuye al nesgo de hemorragia. El sistema fibnnolitico se activa para disolver los trombos de fibrina, provocando un consumo de plasminógeno para convertirse en plasmina, y la formación de PDF incluyendo dimeros-D. Los PDF pueden contribuir a la hemorragia, porque afectan a la formación del coágulo de fibrina e interfieren con la función plaquetaria. En la CID aguda, el síntoma clinico más obvio es la hemorragia, aunque la gradual trombosis microvascular diseminada subyacente conduce a la isquemia tisular y como consecuencia al fracaso mulliorgánico. Los hallazgos claves del laboratorio son dimeros-D o PDF elevados. TP y • o TPT prolongados, y plaquetas y fibrinógeno disminuidos o disminuyendo. Este patrón puede necesitarse más de una vez para mostrar que el fibrinógeno y.' o las plaquetas van disminuyendo con el tiempo. El fibrinógeno está disminuido aproximadamente en un 5 0 % de los casos de CID aguda, el TP está prolongado en aproximadamente un 7 0 % y el TPT está prolongado aproximadamente en un 50% de los casos agudos de CID. Asi, es importante observar que estas pruebas también pueden ser normales en algunos casos (Spero. 1980). Las causas de CID aguda se muestran en la Tabla 29-5. La CID crónica puede desarrollarse cuando la activación del sistema de la coagulación es de baja calidad y crónica. El tumor maligno es la enfermedad subyacente clásica que puede causar CID crónica. Las características clínicas y los hallazgos del laboratorio en la CID crónica pueden ser mucho más discretos que en la CID aguda. Los niveles de fibrinógeno y de plaquetas están comúnmente elevados, porque pueden aumentar durante las reacciones en fase aguda en respuesta a una enfermedad, herida u otras condiciones. El TP y TPT pueden en realidad estar acortados, presumiblemente debido a un aumento de los factores de coagulación activados circulantes. Puede aparecer trombosis de vasos grandes en la CID crónica del tumor maligno. La anormalidad principal del laboratorio para la CID aguda o crónica es la existencia de dimeros-D o PDF. ninguno de los cuales es especifico para CID. Las causas de la CID crónica se muestran en la Tabla 29-5. Los esquistocilos se observan en el frotis de sangre periférica casi en un 5 0 % de los casos de CID aguda (Gilbert. 1993). Los esquistocilos se producen por hemolisis microangiopática de los hematíes al romperse por pasar por los filamentos de fibrina. Un gran número de pruebas de la coagulación pueden ser anormales en CID aguda o crónica, pero su utilidad clínica continúa sm aclararse. Éstas incluyen descensos en las proteínas anticoagulantes naturales antitrombma. proteína C y proteina S: tiempo de protrombina prolongado: indicadores de la coagulación elevados (Fig. 29-6); y la aparición de indicadores de fibrinólisis (Fig. 29-7). El tiempo de trombina esta a menudo prolongado debido a la disminución del fibrinógeno yo PDF elevados. Los



Figura 29-6. Indicadores de la activación de la coagulación. Los indicadores de la activación de la coagulación se muestran en negrita en esta figura. Las pruebas para estos indicadores están come'cialmente disponibles pero no se utilizan de forma habitual en la práctica médica. Al convertirse la protrombma en trombina, se libera un péptido, denominado Iragmento de prolrombina 1.2. Al convertirse el fibrinógeno en fibrina, se liberan dos peplidos denominados fibrinopéptido A y fibnnopeptido B. y como resultado se forman monómeros de fibrina que entonces se polimenzan pa^a formar fibrina. Mientras que se forma la trombina, la antitrombma se une a la trombina, formando un complejo trombina-anlitrombma. inhibiendo de ese modo a la trombina para evitar una excesiva coagulación. Aunque no se muestra en la figura, también existe un consumo de plaquetas (trombocitopenia) y de los indicadores de la activación de plaquetas fp. e j , factor plaquetario 4 y |5-tromboglobulina) El fibrinógeno y antitrombma pueden ser consumidos, asi como la proteina C y proteina S.



Complejo trombina-antitrombina I I I (TAT)



Figura 29-7. Indicadores de la fibrinólisis. Los indicadores de la librinólisis se muestran en negrita en esta figura. Las pruebas para estos indicadores indicadores están comercialmente disponibles pero, aparte del dimero-D y PDF, no se utilizan de lorma habitual en la práctica médica. Mientras el plasminógeno se convierte en plasmina, los niveles de plasminógeno pueden disminuir. Cuando la plasmina degrada a la fibrina, se desprenden dos fragmentos peptidicos. denominados fragmento Bp" 1-42 y fragmento A a , y se forman los PDF y dimeros-D. Cuando se forma la plasmina. la antiplasmma se une a la plasmina, formando un complejo plasmina-antiplasmina, inhibiendo de ese modo a la plasmina para evitar una fibrinólisis excesiva. La actividad de la antiplasmlna y AP-t puede llegar a estar disminuida, y el IAP-1 aumenla.
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PDF elevados interfieren con la polimerización de la fibrina, prolongando el tiempo de trombina. Los indicadores plasmáticos de la activación plaquetaria. como el factor plaquetario 4 y jí-lromboglobulina, también se pueden delectar. Ninguno de estos indicadores es específico de CID. El tratamiento de la CID puede ser difícil. El principal tratamiento es el tratamiento de las enfermedades subyacentes. Las transfusiones de plaquetas, plasma congelado fresco (PCF) o crioprecipitados pueden ser útiles en los pacientes hemorrágicos. Los niveles de fibrinógeno deberían mantenerse por encima de 100 mg.'dl con crioprecipitados o PCF. Deben hacerse seguimientos del TP, TPT, recuento plaquetario y ' o fibrinógeno para controlar el efecto de las transfusiones y para determinar la necesidad de nuevas transfusiones. El uso de heparina, para disminuir la hemorragia mediante la inhibición de la formación de fibrina y así disminuir el consumo del factor de coagulación, continúa siendo controvertido. Los concentrados de antitrombina parecen ser prometedores en los ensayos realizados en pacientes con CID (Eísele, 1998). Disfunción d e l hígado. La disfunción del hígado es otra causa común de un trastorno de la coagulación adquirido. La mayoria de los factores de la coagulación son sintetizados predominantemente o exclusivamente en el hígado. El factor VIII es sintetizado en el hígado y en otro lugar, y el factor VIII llega a estar elevado durante las reacciones en fase aguda. Por lo tanto, el factor VIII está normal o elevado en enfermedad del higado. Los otros factores de la coagulación están variablemente disminuidos. El factor VII tiene una vida media más corta, y a menudo es el que antes y más severamente disminuye. Los factores XI y XII tienen una vida media más larga y puede que continúen normales hasta tarde en el curso de la enfermedad del hígado. A causa del factor VIII normal o elevado y de los factores XI y XII a menudo normales, el TPT normalmente se prolonga más tarde que el TP en los pacientes con enfermedad hepática. W a r f a r i n a ( C o u m a d i n ) y déficit de v i t a m i n a K. Éstas tienen las mismas bases moleculares para sus efectos. La warfarina se utiliza como un anticoagulante terapéutico porque afecta a la regeneración de la vitamina K activa, de ese modo disminuye la cantidad de vitamina K activa. La vitamina K en su forma activa es un cofactor en una reacción que carboxila los residuos del ácido glutámico para formar residuos de ácido y-carboxiglutámico en los factores II, VII. IX y X así como en la proteína C y proteína S. Este paso de carboxilacion se necesila para la actividad normal de estas proteínas. Como resultado, la deficiencia de vitamina K o terapia con warfarina disminuye la actividad de estas proteínas y prolonga el TP. Los pacientes con deficiencia leve de vitamina K o niveles bajos de antícoagulación con warfarina pueden tener un TPT normal. La deficiencia de vitamina K puede surgir no sólo por la warfarina, sino también por síndromes de malabsorcíón de grasas (ya que la vitamina K es una vitamina liposoluble). malnutrición y uso de antibióticos. Los antibióticos que destruyen la flora intestinal pueden predisponer a una deficiencia de vitamina K porque las bacterias normalmente proporcionan vitamina K. Determinados antibióticos tipo cefalosporina interfieren directamente con la regeneración de la vitamina K y la carboxilasa dependiente de vitamina K (Lipsky, 1984). Los recién nacidos también tienen tendencia a la deficiencia en vitamina K.



La vitamina K puede administrarse en el tratamiento de la deficiencia en vitamina K o intoxicación con warfarina. Para determinar Si un paciente con TP prolongado tiene carencia de vitamina K. se administra vitamina K, después se repite el TP de 12 a 24 horas más tarde. Si el TP en ese momento es normal, entonces la deficiencia en vitamina K seria la explicación más probable para la prolongación del TP inicial. Para tratar la intoxicación con warfarina (relación hemorrágica o internacional normalizada [RIN]>5). puede administrarse vitamina K o PCF (Hirsh. 1998). El efecto de la vitamina K en el TP es total a las 12 a 24 horas después de la administración. Si se administran dosis mayores de vitamina K. los pacientes pueden posteriormente llegar a ser resistenles a la warfarina transitoriamente. La warfarina se controla mediante la RIN. El objetivo terapéutico habitual es una RIN de 2 a 3. La RIN se calcula con el TP. y se calcula para hacer comparaciones a pesar del tipo de reactivo del TP (también conocido como tromboplastina) usado entre diferentes laboratorios: TP del paciente RIN = TP med o normal El índice de sensibilidad internacional (ISI) es una medida de la sensibilidad de un reactivo particular del TP. Los diferentes reactivos del TP tienen sensibilidades diferentes para las deficiencias de los factores. Por ejemplo, con un reactivo insensible, el TP no llegaría a prolongarse hasta que los niveles del lactor estuvieran muy disminuidos, mientras que con un reactivo sensible, el TP llegará a estar prolongado con deficiencias del lactor más ligeras. Los reactivos insensibles tienen valores del ISI más altos, hasta de 3,0. Los reactivos sensibles tienen valores del ISI más bajos, por debajo de 1.0. El ISI para cada reactivo lo determina el fabricante. Se necesitan de cuatro a cinco días para que la acción antitrombótica de la warfarina haga efecto, porque las vidas medias de los factores II y X son relativamente largas. Por esta razón, los pacientes que necesitan anticoagulación inmediata se tratan con un anticoagulante de acción inmediata, como la heparina, mientras que se espera a que la warlarina llegue a ser terapéutica. La heparina típicamente se conlmúa hasta que el RIN se encuentre en el rango deseado durante dos días consecutivos (Hirsh, 1998). En determinadas situaciones como con anticoagulantes lúpicos o el uso concomitante de hirudina con warfarina, pueden realizarse análisis alternativos para controlar la warfarina porque el TP / RIN estará elevado por la hirudina y ocasionalmente por los anlicoagulantes lúpicos (Molí. 1997). Los análisis alternativos, como los análisis cromogénicos del lactor X, no se afectan con la hirudina ni por los anticoagulantes lúpicos. Sin embargo, aún no se han estudiado a fondo los análisis alternativos en estas situaciones. H e p a r i n a . La heparina se usa como un anticoagulante porque inhibe los factores activados II, X, IX, XI, XII y probablemente el VII (Rao, 1993: Lawson, 1993). Su mecanismo de acción es aumentar sensiblemente la actividad de la antitrombina. un anticoagulante natural. Los niveles terapéuticos de la hepa-



riña, utilizada para el tratamiento de trombosis venosa profunda (TVP) y otras indicaciones, prolongan el TPT. Cuando el TPT está sensiblemente prolongado, a menudo también se ven prolongaciones más leves del TP. dependiendo del reactivo del TP. Bajas dosis de heparina. diseñadas para la prevención de la trombosis venosa profunda, generalmente no prolongan el TPT o el TP y no se controlan con pruebas del laboratorio. Las dosis más altas (niveles terapéuticos) de heparina se controlan más comúnmente con el TPT. Cuando se utiilizan dosis muy altas, como en cirugía por derivación cardiopulmonar. el TPT está tan prolongado que no se produce coagulación en la mueslra de la prueba, por lo que en su lugar se utiliza el tiempo de coagulación aclivado (TCA). El análisis del anti-factor Xa puede también utilizarse para controlar la heparina. y esto es particularmente útil en pacientes con una prolongación de base del TPT, como en pacientes con anticoagulante lúpico o deficiencia del factor XII. El rango terapéutico estándar es de 0.3 a 0,7 unidades anti-Xa i mi. o un TPT que es al menos 1,5 veces la media del rango normal (cada laboratorio determina su propio rango del TPT terapéutico). El análisis del anti-Xa determina la capacidad de la heparina en el plasma del paciente para inhibir una cantidad conocida de factor Xa, que puede utilizarse para calcular la cantidad de heparina en plasma. El TCA es un análisis completo de la coagulación sanguínea y normalmente se realiza en la habitación del paciente. Toda la sangre se recoge en un tubo que contiene un activador como celite o caolín, e inmediatamente se coloca el tubo en un instrumento que registra el tiempo hasta que se forma un coágulo (Olson, 1998). En pacientes con vías periféricas, una explicación común para una prolongación del TPT inesperada es la presencia de heparina en la mueslra. Las muestras a menudo se recogen a través de las vias, que se mantienen permeables mediante heparina. La heparina puede contaminar fácilmente las muestras, incluso desechando la sangre inicial extraída. Estas muestras pueden tratarse con heparinasa. un enzima que degrada a la heparina. para confirmar que la prolongación del TPT se debe a la heparina. El TPT debería acortarse hasta un nivel real después del tratamiento con heparinasa en estas muestras. En general, las muestras de coagulación se extraen mejor de forma periférica antes que a través de vías heparinizadas. La protamina puede utilizarse si está indicada la restitución urgente de heparina. Las dos complicaciones potenciales principales en la terapia de la heparina son la hemorragia y la Irombocilopenia inducida por la heparina (TIH). Se recomienda controlar detenidamente el recuento de plaquetas durante al menos 20 dias en pacientes con heparina. Si el recuento de plaquetas disminuye, está indicada una rápida consideración de un diagnóstico de TIH. porque la TIH puede causar trombosis que puede ser mortal. Heparina de bajo peso molecular. La heparina de bajo peso molecular (HBPM) puede usarse en muchos pacientes en lugar de heparina estándar no Iraccionada. y ésta parece ser, al menos, tan eficaz y segura (ten Cate. 1995). Se produce mediante la rotura de la heparina en cadenas de polisacáridos de longitud más pequeña. Debido a las cadenas de longitud más corta, la HBPM se une mucho menos a los reaclantes de la fase aguda, plaquetas, factor 4 plaquetario, macrófagos y a otros lugares. Esto tiene como resultado un efecto anticoagulante más previsible, y por consiguiente menor dependencia del control del laboratono, un incidencia mucho menor de TIH, y una media de vida más larga (cerca de cuatro horas) comparada con la heparina (cerca de una hora y media a dos horas). En contraste con la heparina. el aclaramiento de la HBPM depende de la función renal y la vida media llega a estar prolongada en insuficiencia renal. La HBPM inhibe el factor Xa de dos a cuatro veces más que al factor Ha (trombina). porque se necesitan las cadenas de alto peso molecular (largas) para inhibir al lactor Ha. Así, como la HBPM inhibe predominantemente al lactor Xa, el TPT y el TP no están significativamente prolongados, y el control del laboratorio se consigue con los análisis del anti-factor Xa. El rango terapéutico para la HBPM no está bien definido, pero es aproximadamente de 0,4 a 1,1 U/ml para dos dosis dianas y más alto para una dosis diana. La dosis profiláctica tiene un nivel esperado de factor anti-Xa de 0,1 U/ml a 0,4. Los niveles de anti-Xa deberían determinarse cuatro horas después de la inyección (niveles máximos). Normalmente no se requiere de un control del laboratorio, especialmente para la dosis profiláctica. El conlrol periódico del laboratorio puede ser considerado para pacientes con insuficiencia renal, embarazo, obesidad, uso prolongado, pacientes pediátricos y pacientes con alto riesgo de hemorragia o trombosis. La protamina puede utilizarse si está indicado un cambio emergente de HBPM. Como con la hepari-



na, se recomienda un control periódico del recuento plaquetario para pacientes que reciben HBPM (Laposata. 1998). Danaparoide (Orgaran). Este es un anticoagulante ha sido aprobado por la Food and Drug Administration (FDA) para la prevención de TVP. Quizás lo más importante es que éste fue el primer fármaco que llego a ser aprobado por la FDA en los Estados Unidos que es una alternativa adecuada para la hepa riña en pacientes con TIH. Es un heparinoide compuesto de glicosaminoglicanos de bajo peso molecular que inhibe predominantemente al factor Xa. con una pequeña cantidad de inhibición del lactor Ha (la relación tactor anti-Xa / Ha es de hasta 28); como con HBPM. danaparoide muestra menos unión a las proteínas y células m vivo comparado con la heparina. teniendo como resultado un efecto anticoagulante más previsible y por lo tanto menos dependiente del control del laboratorio. Danaparoide no parece inducir TIH de novo, peto se han presentado casos raros de TIH persistente cuando pacientes con TIH preexistente posteriormente se tratan con danaparoide. Si se desea un control del laboratorio, se pueden utilizar los análisis de factor anti-Xa, Normalmente hay poca o ninguna prolongación de otros análisis como el TP o TPT. El rango terapéutico para el tratamiento de TVP es de 0,5 a 0,8 U i mi de factor anti-Xa. Para profilaxis de TVP. el nivel esperado para anti-Xa es más bajo Si se usa la vía subcutánea, se deberían obtener niveles de anti-Xa seis horas después de la inyección (niveles máximos). Danaparoide tiene una vida media larga, que es incluso mas larga en insuficiencia renal, y no hay agente que lo revierta (Laposata. 1998; Magnani. 1993). Hirudina. La hirudina (lepirudina, Refludan) es un anticoagulante que se ha aprobado por la FDA para el tratamiento de trombosis en pacientes con TIH (Greinacher, 1999). En una proteina recombinante. clonada originalmente desde una sanguijuela. Es un inhibidor directo de la trombina (factor Ha). Como con la HBPM y danaparoide, la hirudina muestra menos unión a las proteínas y células in vivo comparado con la hepanna. teniendo como resultado un efecto anticoagulante más previsible y menos dependiente del control del laboratorio. Sin embargo, con el uso de hirudina aún se aconseja un estrecho control. La hirudina prolonga el TP. TPT, tiempo de trombina y TCA. Entre estos análisis, con el que mejor se alcanza la monitorízación es con el TPT. y el rango terapéutico para el tratamiento de TVP es un TPT que sea 1,5 a 2.5 veces la media del normal. Los nuevos análisis, como el tiempo de coagulación de ecarina, pueden ser mejores que el TPT en la monitorízación de la hirudina pero no se pueden conseguir fácilmente en los Estados Unidos en este momento, A diferencia de la heparina o HBPM. la hirudina no causa un síndrome de tipo TIH. Normalmente, la vida media es similar a la heparina, cerca de una hora. Pueden desarrollarse anticuerpos contra la hirudina, según parece como resultado de una vida media prolongada de la hirudina. Las desventajas de la hirudina incluyen la falta de un agente disponible que revierta su acción y una vida media espectacularmente prolongada en insuficiencia renal (Van Cott. 1999). Proteinuria. Ocasionalmente, una protemuria significativa, como la que se observa en pacientes con síndrome nelrótico, se asocia a disminución de factores XI y XII (Green, 1976). Se han encontrado otras anormalidades en los niveles de factor. Reacción de lase aguda. La enfermedad, heridas, estados inflamatorios o estrés comúnmente conducen a lo que se ha denominado una reacción en fase aguda, donde un número de proteínas se elevan por encima de los niveles básales. El embarazo se asocia a una respuesta similar. Los niveles elevados vuelven a la normalidad después de que los acontecimientos se resuelven. Un número de proteínas de la coagulación se afectan durante una reacción en fase aguda. El fibrinógeno. factor VIII y FvW llegan a elevarse hasta tres veces e incluso más (Pottmger. 1989). Los niveles de proteína S puede que disminuyan (véase más adelante el apartado Hipercoagulación) El TPT se acorta junto con la elevación en el factor VIH. Inhibidores de factor específico. Los anticuerpos que inhiben la actividad de un factor específico de la coagulación pueden desarrollarse esponláneamente o en asociación con determinados medicamentos, enfermedades autommunes u otros cuadros. Puede que se desarrolle una enfermedad hemorrágica adquirida grave. Estos anticuerpos pueden presentarse también cuando un paciente con una deficiencia de factor hereditaria sufre una transfusión con un producto como PCF o un concentrado de factor que contiene el factor deficiente en el paciente. El inhibidor de factor clínicamente importan-



le más común es un inhibidor del lactor VIII. Los inhibidores del lactor VIII se desarrollan casi en el 10% al 20% de los pacientes con hemofilia A grave y menos comúnmente en hemofilia A leve o moderada, tras la inyección de productos con factor VIII terapéutico. Raramente, los inhibidores del factor VIII pueden presentarse también espontáneamente en personas sin hemofilia hereditaria, dando lugar a una hemofilia A adquirida. Los inhibidores del factor VIII provocan una actividad del lactor VIII disminuida y por lo tanto un TPT prolongado. Como se describió previamenle y en la Figura 29-3, los inhibidores del laclor VIII presentan un modelo característico en el estudio de mezcla del TPT donde el TPT del plasma mezclado inicialmente es normal (o c o n s i derablemente más normal que el TPT del plasma del paciente) pero llega a estar prolongado en el transcurso de una a dos horas de incubación. En pacientes con hemofilia A y un inhibidor del lactor VIII. el titulo del inhibidor a menudo aumenta después del tratamiento con productos que contienen lactor VIII. mientras que esto no ocurre en pacientes con un inhibidor del factor VIII autoinmune. El inhibidor se mide en unidades Bethesda (UB). Cada unidad Bethesda del inhibidor disminuye la concentración del tactor VIII en el análisis en un 50%. Por lo tanto, i UB disminuye el factor VIII desde un 100% a un 50%. 2 UB lo disminuyen en un 25%. 3 UB lo disminuye en un 12,5%. etcétera. El laclor VIII porcino puede usarse en lugar del factor VIII humano en el análisis de Bethesda para determinar si el anticuerpo tiene reacción cruzada con el lactor VIII porcino. Si hay una pequeña o no hay reactividad cruzada, el factor VIII a menudo se usa para trata la hemorragia. Otros tratamientos incluyen concentrados del complejo de protombma y concentrados del factor Vlla. Los inhibidores autoinmunes pueden tratarse con terapias inmunosupresoras. Los inhibidores del factor IX se desarrollan en un 2% al 12% aproximadamente de los pacientes con hemofilia B grave, y menos comunmente con hemofilia B leve o moderada, tras transfusiones terapéuticas de productos que contienen lactor IX (Shapiro, 1975). Muy raramente, los inhibidores del factor IX pueden también presentarse espontáneamente en personas sin hemofilia hereditaria, dando lugar a u n a hemofilia B adquirida. Los inhibidores del factor IX causan actividad disminuida del factor IX y por consiguiente un TPT prolongado. Como se describió antes, el TPT prolongado causado por un inhibidor del factor IX continúa prolongado en el estudio de mezcla del TPT. Puede realizarse un análisis de unidad Bethesda del factor IX para cuantificar el título del inhibidor. Oíros inhibidores de factores aparecen ocasionalmente después de la exposición a preparados de 'adhesivo de fibrina", que se administran tópicamente e intraquirúrgicamente para conseguir una hemostasia. El adhesivo de fibrina se prepara añadiendo trombma bovina al fibrinógeno humano, en forma de crioprecipitado. El sistema inmune del paciente afectado considera a la trombina bovina como extraña, y forma un anticuerpo contra ella. Frecuentemente, también existen trazas de factores bovinos V. VII o X y pueden también generarse anticuerpos contra estos factores. Estos anticuerpos para los factores bovinos de la coagulación tienen a veces reacciones cruzadas contra el correspondiente factor humano de la coagulación, pudiendo conducir a la hemorragia. En una serie, 1.7% de los pacientes expuestos a las preparaciones de la trombina bovina desarrollaron un inhibidor clínicamente significativo con hemorragia (Dorion. 1998). También se han observado otros inhibidores específicos de factor, pero muchos son extremadamente raros. Éstos incluyen inhibidores para los factores I (fibrinógeno), II, V. VII, X, XI, XII, Xlll y precalicreina. Los inhibidores del factor V puede que se comporten como inhibidores del factor VIII en el estudio de mezcla, con prolongaciones cada vez mayores del TPT (o TP) tras una a dos horas de incubación (Crowell. 1975). Otros inhibidores de factor lo más probable es que se comporten como inhibidores del factor IX en los estudios de mezcla, con prolongación inmediata del TPT (o TP) en el plasma mezclado. Anticoagulantes lúpicos. Los anticoagulantes lúpicos se encuentran habitualmente con inhibidores adquiridos (anticuerpos) dirigidos contra complejos proteína-fosfolípido. Normalmente prolongan el TPT. Por lo tanto, también puede que interfieran con los análisis de la coagulación basados en el TPT, como los análisis para los factores VIII, IX. XI y XII. Como se trató anteriormente, la interferencias provocan deficiencias ficticias del lactor en los análisis de lactor basados en el TPT En estos análisis, los niveles del factor



parecen aumentar típicamente hacia la normalidad con diluciones de olasma cada vez mayores porque el inhibidor no se encuentra en la dilución. Los anticoagulantes lúpicos no interfieren con los análisis cromogémcos o de antigeno (inmunológico). Los anticoagulantes lúpicos no están asociados con hemorragia, excepto en los raros casos en los que una trombocitopenia o deficiencia del factor II grave acompaña al anticoagulante lúpico. La deficiencia del factor II se desarrolla pocas veces como resultado de un anticoagulante lúpico unido a factor II y aclaramiento aumenlado del complejo (Bajaj. 1983). La inhibición específica del factor II no es una característica de esta complicación. Lo que es más importante es que el anticoagulante lúpico puede estar asociado con trombosis, y por lo tanto este tema se trata a continuación en la Hipercoagulación. Disfibrinogenemia adquirida. Los pacientes con enfermedad hepática o hepatoma pueden tener una disfibrinogenemia adquirida (Galanakis, 1992), o reacciones de fase aguda con producción de niveles altos de fibrinógeno (D. Galanakis. comunicación personal. 1999). Amiloidosis. La deficiencia adquirida del factor X puede resultar de una amiloidosis pnmana porque el laclor X se une al amiloide (Fuñe, 1977). Ocasionalmente, otros factores de la coagulación pueder también estar disminuidos en la amiloidosis (Marcatti. 1995). Habitualmente se ha observado una prolongación del tiempo de trombina y tiempo de venombina A (reptilasa) debido a la inhibición de la conversión del fibrinógeno a fibrina (Gastineau. 1991). Trastorno adquirido de Von Willebrand. Ésta es una siluacion rara oue puede ocurrir espontáneamente o asociada a una variedad de trastornes subyacentes como neoplasias hematológicas o enfermedades autoinmunes (Tabla 29-3). Terapia trombolítica. Los agentes terapéuticos fibnnoliticos se utilizan en determinadas situaciones clínicas, particularmente en el infarto agudo de miocardio, pero también en casos seleccionados de Iromboembolismo pulmonar y trombosis venosa o arterial. Los agentes fibrínoliticos incluyen AP-t recombinanle. urocinasa, estreptocinasa (procedente de estreptococos) y derivado acilado de la estreptocinasa (complejo activador anisoilado esfreptoemasaplasminógeno [CAAEP]). Como estos agentes lisan el trombo, se puede detectar la presencia de indicadores de la fibrinólisis. incluyendo PDF. dímeros-D, fibrinógeno y plasminógenos disminuidos, tiempo de trombina prolongado, y otros indicadores mostrados en la Figura 29-7. El TP y o TPT pjede que también estén prolongados. En general, la monitorización del laboratorio de la terapia trombolítica no se considera habitualmente necesaria. 1



HIPERCOAGULACIÓN Mecanismos anticoagulantes normales Varios sistemas fisiológicos anticoagulantes previenen la formación del coágulo sanguineo lejos del vaso lesionado, limitando la formación del coágulo a los lugares con hemorragia o daño. Los sistemas anticoagulantes principales son la proteína C y la proteina S, antitrombina (anteriormente antitrombina III) e IMFT. El IMFT se trató anteriormente en el apartado de los Mecanismos de la coagulación sanguínea normal. El sistema de la proteina C y proteina S es activado por la trombina y trombomodulina Las células endoteliales expresan trombomodulina en su superficie, que se une a la trombina e inactiva la actividad procoagulante de la trombina. La proteína C se une al complejo trombomodulina-trombma y asi llega a convertirse en la proteína C activada. La proteína C activada, con la proteina S como cofactor. inhibe la coagulación degradando los lactores V y VIH activados. La proteína C activada inicia también indirectamente la fibrinólisis (Nesheim. 1997). La antritrombina funciona como anticoagulante inhibiendo la trombina asi como los factores Xa. IXa. Xla, Xlla. calicreína. y prooablemenle el factor Vlla La actividad de la antritrombina se acelera enormemente por la interacción con glicosaminoglicanos del sulfato heparinico o heparina. El sulfato heparínico se localiza in vivo en la superficie de la célula endotelial.



Estados de hipercoagulabilidad hereditarios Asi como los trastornos hemorrágicos surgen de las deficiencias de factores de coagulación o de fibrinólisis excesiva, los trastornos trombóticos sur-



gen de las deficiencias de los componentes en los sistemas anticoagulantes naturales o de fibrinólisis defectuosa. La presencia de múltiples factores de nesgo para la trombosis aumenta a menudo sinérgicamente el riesgo de trombosis. Por ejemplo, la presencia de la mutación de Leiden del lactor V además del uso de anticonceptivos orales está asociado con una incidencia mucho más alta de trombosis que cualquier otro factor de riesgo solo (Bloemenkamp. 1995). Por lo tanto, generalmente se lienen en cuenta una completa evaluación de los factores de nesgo trombóticos adquiridos o hereditarios en todos los pacientes que sufren una valoración de la hipercoagulabilidad. R e s i s t e n c i a de la proteína C a c t i v a d a . La resistencia de la proteina C activada es la predisposición hereditaria para trombosis venosas más comúnmente conocida (Fig. 29-8). El primero que la describió fue Dahlback en 1993; ésta representa un 2 0 % de los pacientes sin seleccionar con un primer episodio de trombosis y un 50% de la trombosis familiar (Koster, 1993; Svensson. 1994). La proteína C activada normalmente degrada a los factores V y VIII activados mediante división proteolítica en los residuos específicos de arginina, inhibiendo así la coagulación. Los individuos con resistencia a la proteína C activada tienen un factor V mutado que es resistente a la degradación por la proteina C activada. Cerca del 95% de los casos se deben a una mutación puntual, conocida como la mutación de Leiden del factor V, en uno de los lugares de división de la arginina en el gen del factor V. La mutación de Leiden del lactor V en su forma heterocígota se presenta en un 5% de la población blanca general y es menos común o rara en otros grupo étnicos (Rees, 1995). El riesgo de trombosis venosa se multiplica por tres o siete en individuos hererocigotos para la mutación de Leiden del lactor V, y se multiplica por 80 en homocigosis (Ridker, 1995; Rosendaal, 1995). El riesgo para trombosis arterial continúa siendo incierto. En el análisis original para la resistencia a la proteina C activada, se realiza un TPT en presencia y ausencia de proteína C activada suministrada exógenamenle (Dahlback, 1993: Svensson, 1994). La proteína C activada exógena degrada los factores Va y Villa del paciente, prolongando asi el TPT. La relación del TPT con la proteína C activada contra el TPT basal (sin proteina C activada) es calculada. Los individuos normales por lo general tienen una relación mucho mayor que o igual a 2,0. y los individuos con factor V Leiden normalmente tienen una relación menor que 2,0. Sin embargo, la prueba original no es un cálculo exacto para la presencia de la mutación de Leiden del factor V. Por lo tanto, para mejorar la capacidad de diferenciar a los individuos con resistencia a la proteína C de los normales, se diluye primero el plasma del paciente 1:5 veces con plasma deficiente en factor V. Usando esta modificación, la sensibilidad y especificidad se aproxima al



Figura 29-8. Frecuencia en trombosis venosa familiar y año de descubrimiento de estados hipercoagulables hereditarios. 'Homocisteina fue la primera sospechosa de iniciar la trombosis por K.S. McCully años antes, pero la hipótesis recibió una mayor atención en 1994. (DA = deficiencia en antitrombina; C = deficiencia en proteína C; S = deficiencia en proteina S RPCA = resistencia a la proteina C activada: HC = hiperhomocistenemia: 20210 = mutación G20210 de protrombina).



100% para la detección de la mutación de Leiden del factor V (Jorquera, 1994). La causa de las mejorías de los resultados con esta modificación es que la dilución en plasma deficiente en factor V elimina esencialmente el efecto de las deficiencias del factor y ascenso del factor que alteran el TPT de base. Se han desarrollado un número de otros métodos para evaluar la resistencia a la proteína C activada, pero ninguno de éstos métodos más nuevos son de uso común actualmente. La prueba de referencia para el factor V de Leiden es el análisis del ADN. normalmente mediante la metodologia de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) (Bertina, 1994). La mutación de Leiden del factor V elimina un lugar de restricción Mn1 I, El ADN se aisla de la sangre total y el lugar de la mutación se amplifica por PCR. El producto de PCR es digerido con Mni I, La ausencia de la división (vini I en el lugar de la mutación indica la presencia de la mutación de Leiden del factor V. Los helerocigolos y homocigolos pueden identificarse de forma especifica. También se han descrito numerosas modificaciones más novedosas de la prueba basada en el ADN para la detección de la mutación de Leiden del factor V.



Deliciencia de proteina C, proteina S y antitrombina. Las deficiencias hereditarias de proteina C, proteina S y antitrombina tienen lugar en un 0,14% a un 0.5%, 0,7% y 0.17% de la población general, respectivamente (Miletich, 1987; Rodighiero. 1997; Tait, 1994,1995). Cada una de estas deficiencias explica del 1% al 9% de los pacienles con trombosis venosa (Heijboer, 1990: Melissari. 1992: Rodeghiero. 1997; van der Meer. 1997: Van Cott. 1998). En un estudio, la deficiencia heterocígota multiplicó el riesgo de trombosis venosa de dos a siete veces (van der Meer, 1997). Generalmente se observa que la deficiencia de antritrombina conlleva un riesgo más alto para trombosis que la deficiencia de proteina C y proteina S, o resistencia a proteina C activada. Los individuos deficientes heterocigotos por lo general tienen niveles de proteína C o proteina S en el rango de 35% al 65% de lo normal, o niveles de antitrombina en el rango de 35% al 75% de lo normal. El primer hecho trombótico normalmente se presenta entre los 10 y 50 años de edad. Los individuos deficientes en proteina C o proteina S están también en un riesgo aumentado de necrosis de piel inducida por Coumadina. El nesgo de trombosis arterial es incierto, pero parece presentarse más frecuentemente en deficiencia de antitrombina que en deficiencia de proteina C o proteína S. Los pacientes con déficit homocigoto con niveies de proteina C o proteina S muy disminuidos se presentan como recién nacidos con púrpura fulminante y CID. Esta situación es incompatible con la vida a no ser que se inicie una terapia anticoagulante y de sustitución con PCF. Las deficiencias de antritrombina homocígotas son incompatibles con la vida, exceplo para individuos con un subtipo de mutación unida a heparina. quienes sobreviven pero sufren trombosis grave. En contraste con la resistencia a la proteina C activada, se conocen muchas mutaciones diferentes en el gen de la proteina C que confieren deficiencia en proteína C. como es el caso también del gen de la proteína S y del gen de la antitrombina. Por lo tanto, la prueba del ADN para estas tres deficiencias generalmente no está disponible fuera de laboratorios de investigación especializados. Estas deficiencias son o cuantitativas (tipo I) o cualitativas (tipo II). En las deficiencias de tipo I. se hacen proteina C, proteína S o moléculas de antritrombina, pero en cantidad reducida. Las deficiencias de tipo II son deficiencias cualitativas, en las cuales se sintetizan cantidades normales de una proteína defectuosa; asi. la función de la proteina está disminuida. Para hacer pruebas de la deficiencia de proteina C. proteina S o antitrombina, hay dos tipos principales de análisis, funcional y antigénico. Los análisis funcionales miden la actividad de la proteína. Los análisis antigénicos son inmunoanálisis que determinan la cantidad de la proteina, independientemente de la calidad de su función. En consecuencia, las deficiencias de tipo I se caracterizan por un descenso en la proteina C. proteina S o antitrombina tanto funcional como antigénica. En contraste, las deficiencias de tipo II se caracterizan por niveles antigénicos normales y niveles funcionales disminuidos. Como resultado, si sólo se realizan los análisis antigénicos. las deficiencias de tipo II no se detectarán. Por lo tanto, debería realizarse un análisis funcional como análisis de chequeo inicial para las deficiencias. Si ei resultado está disminuido, debería realizarse un análisis antigénico para determinar si la deficiencia es de tipo I o tipo II. Los análisis funcionales pueden basarse en la coagulación o ser cromogénicos para la proteína C. estar basados en la coagulación para la proteína S



y ser cromogénicos para la antitrombina. Los análisis funcionales basados en la coagulación pueden sufrir interferencia de las condiciones que afectan a los tiempos de coagulación, como niveles elevados de factor VIII (que pueden disminuir erróneamente el resultado en los análisis basados en el TPT) o anticoagulantes lúpicos (que pueden erróneamente aumentar el resultado de los análisis basados en el TPT). Las elevaciones tienen lugar durante reacciones en fase aguda. En adultos, el 6 0 % de la proteina S del plasma está unida a la proteina de unión a C4b. El resto, denominado proteina S libre, es la forma funcionalmente activa. Se encuentran disponibles los análisis antigénicos tanto para la proteina S libre como para la proteína S total (libre más unida). Vanas condiciones causan deficiencias adquiridas de proteina C, proteina S y / o antitrombina, y éstas deben excluirse antes para hacer un diagnóstico de una deficiencia hereditaria. La proteína C y proteína S son proteínas vitamina K-dependientes sintetizadas en el hígado. Por lo tanto, los anlicoagulanles orales o deficiencia de vitamina K disminuyen la proteina C y proteína S. y sus niveles básales no pueden ser determinados durante la terapia con anticoagulantes orales. Los pacientes no deberían haber recibido antícoagulantes orales durante al menos 10 días anles de la prueba. Los trastornos del higado pueden conducir a niveles de proteina C, proteína S y antitrombina disminuidos, debido a una síntesis hepática disminuida. La trombosis reciente o activa, intervenciones quirúrgicas o CID consumen proteina C. proteína S y antitrombina. y de ese modo disminuyen los niveles de estas proteínas. La terapia con L-asparaginasa disminuye la proteína C, proteina S y antitrombina mediante la disminución de la síntesis hepática. La proteína S puede ser disminuida por eslrógenos incluyendo anticonceptivos orales, terapia sustitutiva con estrógenos y embarazo. La proteina de unión a C4b se aumenta habilualmente durante las reacciones en fase aguda, lo que puede que disminuya la cantidad de proteina S libre, y por consiguiente la proteina S funcional, ya que la proteína S libre representa la forma funcionalmente activa. La administración de dosis máxima de heparina provoca una reducción de hasta un 3 0 % en los niveles de antitrombina en varios dias; los niveles de anlitrombina vuelven al normal cuando se suspende la heparina (Rao. 1981). El síndrome nefrótico se ha asociado también con niveles de antitrombina disminuidos. Al nacer, los niveles de proteina C. proteina S y antitrombina están disminuidos comparados con el adulto (Andrew, 1987). Los niveles de proteina S y antitrombina alcanzan los valores normales del adulto a los seis meses de edad. Los niveles de proteina C aumentan hasta casi los niveles del adulto a los seis meses de edad Sin embargo, la proteína C puede permanecer por debajo de los valores normales del adulto hasta los 10 años de edad (Andrew. 1992). Mutación del gen de la protrombina (G20210A). Recientemente, se ha descrito una mutación en el gen de la protrombina asociada con un nivel aumentado en plasma de protrombina. La mutación incluye una transición de guanina por adenina en el nucleótido 20210. La forma helerocigota de esta mutación se encuentra en el 2.3% de los individuos normales, y en un 6.2% de los pacientes con trombosis venosa, por lo que representa un aumento por 2.8 del nesgo de trombosis venosa (van der Meer. 1997). El propio nivel de protrombina también guarda una relación con un riesgo aumentado de trombosis, con cociente de posibilidades (odds ralio) de 2,1 para niveles por encima del 115%. La mutación también puede que aumente el riesgo de trombosis arterial. La prueba para la mutación normalmente se realiza mediante un análisis basado en PCR iPoort. 1996). Hiperhomocisteinemia. Las elevaciones de homocisteína se han implicado en un nesgo aumentado de trombosis venosa o arterial y ateroesclerosis (Boushey, 1995: den Heijer, 1996; Simioni, 1996). La homocisteina es un aminoácido derivado de la metionina que puede convertirse en cisteina. Los mecanismos metabólicos que incluyen homocisteina requieren de vitaminas B. , B, y folato para funcionar correctamente La hiperhomocisteinemia puede ser genética, como resultado de una mutación en una de las enzimas metabólicas en estos mecanismos, o adquirida (p. ej., como resultado de una deficiencia de vitaminas B.„ B. o folato). Otras causas adquiridas incluyen disfunción renal, carcinoma, hipotiroidismo y determinados fármacos. En la población general es muy común una mutación homocigota en el gen de la reductasa metileno tetrahidrofolato \ RMTHF). El gen RMTHF codifica una de las enzimas en los mecanismos metabólicos de la homocisteina. La mutación :



se denomina variante termolábil. y para su delección se utiliza una prueba de PCR Sin embargo, los estudios involucrados en esta mutación han tenido resultados conflictivos. y es posible que la mutación sea clínicamente significativa sólo en individuos con carencia de folalo (Rozan, 997). 1



Efectos de niveles elevados de factor de coagulación. Al igual que las deficiencias de determinados factores de coagulación predisponen a la hemorragia, los niveles altos de determinados factores de coagulación pueden predisponer a la trombosis, aunque en la mayoría de los casos se necesitan más estudios para confirmar la relación con la trombosis. Algunos estudios han incluido análisis genéticos para polimorfismos asociados con niveles más altos de un factor de la coagulación determinado. Por ejemplo, los niveles altos del factor VII y / o determinados polimorfismos del factor VII se han asociado con un riesgo aumentado de infarto de miocardio (Meade, 1993; lacoviello. 1998). Los niveles del laclor VII pueden estar afectados por los lípidos de la dieta, y los niveles de factor VII guardan correlación con los niveles de tnglicéhdos y colesterol (Mennen, 1996). Los niveles altos de fibrinógeno también se han relacionado con un riesgo aumentando de infarto de miocardio (Ma, 1999). Las elevaciones en el factor VIII se han asociado con una incidencia aumentada de trombosis venosa (Van der Meer. 1997). y se ha propuesto un polimorfismo en el factor XIII para prevenir la trombosis venosa (Cario. 1999). El polimorfismo G20210Aen el factor II indiscutiblemente se ha asociado con niveles elevados del factor II y trombosis como se describió previamente. La incapacidad para degradar el factor V (resistencia a la proteína C activada, mutación de Leiden del factor V) también es un factor de riesgo para trombosis como se describió anteriormente. Disfibrinogenemia y anomalías en el cofactor II de la heparina, trombomodulina, IMFT. La disfibrinogenemia es una causa rara de hipercoagulabilidad. con una prevalence estimada del 0.8% en pacientes con trombosis venosa (Haverkate. 1995). La disfibrinogenemia se ha tratado ya en la sección previa de coagulación. Otra situación de hipercoagulabilidad hereditaria muy rara que tiene pruebas disponibles comercialmente es la deficiencia del cofactor II de la heparina. No se ha probado que la deficiencia del cofactor II de la heparina aumente el riesgo de trombosis. Se han presentado dos pacientes trombolilicos no relacionados con mutaciones en trombomodulina (Norlund. 1997). Se ha publicado la posibilidad de que las mutaciones del IMFT predispongan a la trombosis (Kleesiek. 1999). Defectos en la fibrinólisis. Los defectos en la fibrinólisis pueden predis poner a la trombosis, pero no está clara la asociación. El riesgo irombótico con deficiencia en plasminógeno no está bien precisada, pero el riesgo parece estar incrementado en la presencia de un segundo factor de nesgo de hipercoagulación (Zuger. 1996). La actividad disminuida del AP-t o incrementada del IAP-1 se han estudiado como factores de nesgo para trombosis venosa o arterial, con conclusiones no claras (Hong, 1999).



Estados de hipercoagulabilidad adquiridos Las situaciones que con frecuencia predisponen a la trombosis venosa incluyen el postoperatorio, traumatismos, embarazo, anticonceptivos orales, obesidad e inmovilidad Una variedad de situaciones médicas se asocian con trombosis, incluyendo la trombocitopenia inducida por heparina, CID crónica, tumor maligno, síndrome nefrótico. hemoglobinuria paroxistica nocturna, lupus eritematoso sistémico, policilemia vera y trombocitemia esencial La hiperhomocisteinemia. que puede ser hereditaria o adquirida, se trató previamente. Anticuerpos antifosfolípido. Los anticuerpos antifosfolípido son autoanticuerpos adquiridos dirigidos contra complejos fosfohpido-proteina. Estos anticuerpos se asocian con un riesgo aumentado para trombosis arterial o venosa, trombocitopenia y aborto espontáneo recurrente. El mecanismo de trombosis no está del todo claro, aunque se han propuesto varios mecanismos. Los dos tipos de anlicuerpos antifosfolípido principales son el anticoagulante lupico y anticuerpo anlicardiolipma. Los anticuerpos antifosfolípido se encuentran en un 3% a un 5% de la población general. En un estudio prospectivo reciente incluyendo individuos con anticuerpos antifosfolípido. la relación de trombosis por año fue del 1 % en individuos sin antecedentes de trombosis. 4% en pacientes con lupus eritematoso sistémico, 5,5% en pacientes con anlecedente de trombosis, y 6% por año en individuos con un titulo alto de anticuerpo inmunoglobulina G (IgG) anticardiolipina (>40 unidades IgG fosfolípido) (Finazzi. 1996)



L a s p r u e b a s de a n t i c u e r p o s antitoslolípido deberían incluir p r u e b a s p a r a el a n t i c o a g u l a n t e lúpico así c o m o u n a p r u e b a p a r a a n t i c u e r p o anticardiolípina. P a r a a u m e n t a r la s e n s i b i l i d a d , se s u g i e r e n d o s p r u e b a s de detección sistemática (cribado) p a r a el a n t i c o a g u l a n t e lúpico ( B r a n d t , 1 9 9 5 ) . Las p r u e b a s p a r a a n t i c o a g u l a n t e lúpico s o n análisis b a s a d o s e n e l t i e m p o d e coagulación, c o m o e l t i e m p o d e v e n e n o d e víbora d e R u s e l l , t i e m p o d e coagulación d e caolín, t i e m p o d e p r o t r o m b i n a d i l u i d a ( p r u e b a d e inhibición d e t r o m b o p l a s t i n a tisular) o análisis b a s a d o s en TPT. L o s a n t i c o a g u l a n t e s lúpicos p r o l o n g a n d i f e r e n t e s t i e m p o s d e coagulación e n e l l a b o r a t o r i o p o r q u e s e u n e n a l fosfolípido y d e e s e m o d o interfieren en la c a p a c i d a d d e l fosfolípido p a r a servir c o m o un c o f a c t o r e s e n c i a l en la c a s c a d a de la coagulación ( F i g . 2 9 - 1 ) . L o s análisis de c r i b a d o de a n t i c o a g u l a n t e lúpico n o r m a l m e n t e t i e n e n u n a concentración b a j a de fosfolípido p a r a a u m e n t a r la s e n s i b i l i d a d . C u a l q u i e r r e s u l t a d o a n o r m a l ( p r o l o n g a d o ) e n c r i b a d o s e repite después d e u n a m e z c l a 1:1 d e p l a s m a d e l p a c i e n t e c o n p l a s m a n o r m a l p a r a d e m o s t r a r q u e e l t i e m p o d e coagulación continúa p r o l o n g a d o en la m e z c l a (Fig. 2 9 - 3 ) . L o s análisis de confirmación d e m u e s t r a n típicam e n t e q u e a l añadir u n e x c e s o d e fosfolípido. e l t i e m p o d e coagulación s e acorta h a c i a l a n o r m a l i d a d . E s i m p o r t a n t e a n o t a r q u e u n T P T habitual p u e d e estar o no p r o l o n g a d o por un a n t i c o a g u l a n t e lúpico. d e p e n d i e n d o de la cantid a d d e f o s f o l i p i d o e n e l r e a c t i v o d e l T P T L o s análisis d e a n t i c o a g u l a n t e lúpico b a s a d o s e n e l T P T están diseñados p a r a o b t e n e r u n a concentración b a j a d e fosfolipido y a u m e n t a r la s e n s i b i l i d a d . Las análisis p a r a a n t i c u e r p o s anticardiolípina s o n E L I S A q u e u s a c a r d i o l i p i n a , un fosfolípido, u n i d o a la f a s e sólida. El diagnóstico d e l síndrome de a n t i c u e r p o antifosfolípido r e q u i e r e de u n a p r u e b a positiva e n e l patrón d e p r u e b a del a n t i c u e r p o antifosfolípido ( a n t i c o a g u l a n t e lúpico y / o a n t i c u e r p o anticardiolípina) en d o s o c a s i o n e s s e p a r a d a s , s e p a r a d a s por lo m e n o s de 6 a 12 s e m a n a s , en el c a s o de t r o m b o s i s , t r o m b o c i t o p e n i a o m u e r t e letal r e c u r r e n t e s .
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S i s t e m a de g r u p o sanguíneo L u t h e r a n ( I S B T № 0 0 5 )
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CONCEPTOS INMUNOHEMATOLOGICOS BÁSICOS El término inmunohematologia hace referencia al estudio serológico. genético, bioquímico y molecular de antigenos asociados con estructuras de membrana en los constituyentes celulares de la sangre, y a las propiedades y reacciones inmunológicas de todos los componentes y constituyentes sanguíneos. Los descubrimientos fundamentales en el área de la inmunohematologia han jugado un papel integral en el desarrollo de la medicina transtusional. que representa una rama de la bioquímica clínica que incluye la transfusión de sangre, de sus componentes y de sus derivados (véase cap. 31). En esta relación integrada, los inmunohematólogos realizaron una serie de exámenes serológicos de laboratorio, evaluaron e interpretaron las reacciones observadas, y proporcionaron selectas y avanzadas investigaciones para ayudar en el estudio de la patogénesis, diagnóstico, prevención y tratamiento de la inmunización asociada con la transfusión, el embarazo y el transplante de órganos La inmunogenética (véase cap. 40) ha asumido un papel creciente reemplazando métodos inmunohematológicos empleados en la resolución de problemas de paternidad (véase cap. 67). A lo largo de los años, la investigación en el campo de la inmunohematologia ha contribuido signilicativamente al conocimiento fundamental de la genética humana (véase cap. 62) y la inmunologia (véase parte V), y al esclarecimiento de la función y estructura de la membrana celular, y ha sido aplicada en el área de la antropología y las investigaciones criminológicas. La hemaféresis (véase cap. 32) ha facilitado y mejorado el almacenamiento de tejido (véase cap. 33)
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y ha dirigido terapias con preparación y modilicación de componentes y derivados de la sangre.



Antígenos de grupo sanguíneo El término grupo sanguíneo se refiere no sólo a los sistemas antigénicos eritrocitarios codificados genéticamente, sino también a la diversidad inmunológica expresada por oíros constituyentes de la sangre, incluyendo leucocitos, plaquetas y plasma. Los antigenos constituyentes de la sangre que son producidos por alelos en un locus de un solo gen o por un grupo de locus estrechamente ligados componen un sistema anligénico de grupo sanguíneo. La mayoría de los genes de grupo sanguíneo, con unas pocas excepciones, se localizan en los cromosomas autosómicos y se heredan siguiendo las reglas mendelianas de herencia, siendo útiles marcadores genéticos. La mayoría de alelos de grupo sanguíneo también demuestran codominancia, lo que significa que los heterocigotos genéticos en un locus particular expresarán productos de ambos genes (véase cap. 62). Muchas estructuras asociadas a la membrana de las células sanguíneas y los componentes del plasma pueden ser definidas como antígenos porque tienen la capacidad de reaccionar con un anticuerpo complementario o con un receptor celular. La mayoría de estos antigenos son también inmunógenos. ya que son capaces de provocar una respuesta inmunológica mediada por anticuerpos si son introducidos como sustancias extrañas dentro de un huésped sensible. Cada antígeno puede tener varios epilopos diferentes o determinantes antigénicos específicos. Los epitopos son regiones diferenciadas



del antigeno mmunológicamente activas, cuya configuración molecular aporta la capacidad de mteractuar con receptores específicos de la membrana de los linfocitos o con anticuerpos complementarios secretados. En el proceso de la estimulación antigénica muchas células esfán involucradas en el reconocimiento de los varios epitopos contenidos dentro de un antígeno complejo (véanse Capítulos 34, 36, 37 y 40).



Inmunogenicidad La capacidad de un antígeno de provocar una respuesta i n m u n e se conoce como inmunogenicidad. La inmunogenicidad de un antigeno viene determinada no sólo por sus características innatas sino también por la inmunosensibilidad genéticamente determinada del huésped. Las características del antigeno que determinan su inmunogenicidad incluyen el grado de extrañeza: el tamaño y configuración molecular, que pueden cambiar con la temperatura, el pH y el ambiente iónico; y la complejidad antigénica, determinada por el número de epitopos o determinantes anfigénicos disponibles. Los antígenos de grupo sanguíneo varían grandemente en su capacidad de provocar una respuesta inmune. Los antigenos A. B y D (Rh.) son ciertamente los más mmunogénicos, y por lo tanto en todas las transfusiones sanguíneas se debe cotejar la compatibilidad en cuanto a estos antigenos entre el donante de sangre y el receptor. Aproximadamente del 50% al 75% de los individuos D-negativos pueden producir anti-D si son transfundidos sólo con una unidad de sangre D-positiva. Después del antigeno D, el K es el siguiente más inmunogénico, con el Fy* y otros antigenos incluidos dentro del sistema Rh, como el C, c. E, y e también clasificados como bastante inmunogénicos basándose en la frecuencia con que sus correspondientes anticuerpos son encontrados. Utilizando el mismo criterio, otros antígenos de grupo sanguíneo corrientes como Fy . JM, JM. y s son mucho menos inmunogénicos. Las mmunogenicidades relativas de algunos antigenos eritrocitarios clínicamente importantes se reflejan en la tabla 30-1. !



Características



químicas



La composición y complejidad química y el tamaño molecular de un antígeno determinan muchas de sus propiedades físicas y biológicas, incluyendo la inmunogenicidad. Por regla general, los polisacáridos puros no son inmunogénicos, excepto en ciertas especies como los humanos y ratones (Goodman, 1994). Además, los lipidos o ácidos nucleicos puros no son inmunogénicos, pero pueden ser anligénicos, ya que pueden servir como haptenos. Los haplenos son grupos químicos bien definidos que son demasiado pequeños para ser inmunogénicos por si mismos, pero que son capaces de reaccionar con un anticuerpo específico inducido cuando el hapleno está unido a una proteina transportadora. Aunque las proteínas puras pueden ser mmunogenicas. los inmunogenos más potentes son generalmente glicoprotemas o lipoproteinas macromoleculares complejas. Por lo tanto, no sorprende que los antigenos eritrocitarios cuya composición química ha sido determinada sean generalmente glucoproteinas, lipoproteinas o glicolipidos. Los experimentos con polímeros de cadena peptídica han puesto de manifiesto que la inclusión de aminoácidos aromáticos en proteínas como tirosina y fenilalanina contribuye grandemente a Tabla 30-1
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Potencia relativa 0.10 0,0338 0,0112 0,0022 0,0008 0,0006



'Estas airas representan el porcentaje relativo de personas que son negativas con respecto a un antígeno especifico que en caso de sor transfundidos con una unidad de sangre positiva para ese correspondiente antígeno. desarrollarían anticuerpos para ese antigeno especifico Cuando la potencia relativa del antigeno K es do 0.1 según lo estimado por Komstad ( 1 9 5 7 ) la potencia rela-
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aumentar la inmunogenicidad (Goodman, 1944) En las glicoproteinas. la inmunogenicidad también puede estar influenciada por la extensión de la ramificación en las cadenas laterales del polisacándo. Mientras que la inmunogenicidad de un antígeno se relaciona con la estructura molecular compleja total, las zonas donde el antígeno se combina con el anticuerpo específico (esto es, los epitopos) están generalmente limitadas a una o a unas pocas estructuras simples como azúcares terminales o residuos amínicos o de ácidos grasos con frecuencia localizados en el exterior del antigeno y que corresponden a las superficies más móviles de la molécula (Owen 1998). Con frecuencia se hace referencia a ellas como las estructuras inmunodominantes porque determinan la especificidad de la interacción antigeno-anticuerpo con la óptima energia de fijación.



Densidad



antigénica



El número de sitios antigénicos de una sustancia extraña, ya sea una molécula o una célula compleja, contribuirá a la fuerza y al resultado final de una respuesta mmunoiogica. Los estudios de antígenos del grupo sanguíneo han demostrado que la densidad anligénica contribuye a la eficacia de la fijación del anticuerpo y también a la amplitud de la activación del complemento, determinando por lo tanto la posibilidad de hemolisis de eritrocitos. Varias técnicas han sido utilizadas a lo largo de los años para determinar el número de copias de ciertos antígenos de grupo sanguíneo en la membrana del hematíe. El radioinmunoanálisis (RÍA) (Hughes-Jones,1971) o el análisis inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA) (Caren, 1982), utilizando anticuerpos policlonales o monoclonales específicos marcados con un isótopo radiactivo como el yodo 125 ( I) o con una enzima, se han utilizado para calcular indirectamente el número de sitios antigénicos midiendo el número de anticuerpos marcados unidos. Otro método utiliza anti-mmunoglobulina G (IgG) marcada con ferritma contra hematíes sensibilizados con varios anticuerpos de grupo sanguíneo IgG para detallar los sitios antigénicos por microscopía electrónica (Masouredis. 1980). Más recientemente, la citometria de flujo automatizada utilizando anticuerpos marcados con isotiocianato de (luoresceina (ITCF) ha sido utilizada para cuantidcar y analizar la distribución de los antígenos eritrocitarios para un número de sistemas de grupo sanguíneo (Nance.1988). La Tabla 30-2 enumera las densidades estimadas de algunos sitios antigénicos en cada hematíe. ,!S



Anticuerpos de grupo sanguíneo Inmunoglobulinas y unión antigénica Las inmunoglobulinas son moléculas proteicas que son producidas en respuesta a estimulaciones antigenicas y que demuestran actividad específica de anticuerpo Para entender los anticuerpos, primero hay que familiarizarse con la estructura y función de la inmunoglobulina; esto se revisa en los Capífulos 34 y 37, En las Tablas 30-3 y 30-4 se detalla información sobre las inmunoglobulinas que es relevante para el banco de sangre. La especificidad de un anticuerpo está determinada por las regiones hipervariables o determinantes de complementariedad de una molécula de inmunoglobulina. Hay tres regiones hipervariables en cada una de las cadenas ligera y pesada de que consta la molécula de inmunoglobulina (Roitt. 1997). como se puede ver en la Figura 37-1. La heterogeneidad de la secuencia de aminoácidos en las regiones hipervariables. que permite la variación en la configuración de las cadenas peptídicas en los bucles variables, determina la especificidad de combinación para cada anticuerpo. El sitio de combinación de un anticuerpo, donde está en contacto físico con un determinante antigénico o epilopo, se denomina parátopo. Para antígenos lineales simples (epitopos secuenciales), el sitio de combinación puede estar en contacto con cinco o seis aminoácidos o unidades de hexosa. En el caso de un antigeno de proteina globular, incluso 16 aminoácidos de lo que generalmente es un epítopo discontinuo o conformacional pueden estar en contacto con el sitio de combinación del anticuerpo (Roitt, 1997) La fijación supone la formación de múltiples enlaces no covalentes entre el antigeno y aminoácidos del parátopo. Las fuerzas de atracción entre el antigeno y el anticuerpo, que incluyen fuerzas eleclroestáticas. fuerzas de vanderWaal. puentes de hidrógeno e interacciones hidrofobias, se convierten en significativas cuando la distancia entre los grupos que interaclúan es peque-



Tabla 3 0 - 2



Número de zonas de membrana para determinados antígenos erltrocitarios nativos estimado por radioinmunoensayo'
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'Figuras tomadas do Molhson (1993) ña. Como resultado, cuanto mejor sea el ajuste fisico entre el epitopo y el parátopo. más alta es la energia total de unión, y más grande es la alinidad de la reacción resultante entre anticuerpo y antigeno (Roitt, 1997).



paciente y con ese mismo antigeno en las células de otros individuos. Los autoanticuerpos de los hematíes se tratarán más tarde en este capítulo. Algunos aloantícuerpos para antigenos eritrocitarios se denominan "producidos naturalmente* o "naturales", esto es. cuando el estimulo antigénico es desconocido. Los anticuerpos naturales pueden aparecer regularmente en el suero de personas que carecen del correspondiente antigeno, como en el sistema de grupo sanguíneo ABO Otros anticuerpos naturales parecen ser producidos sólo en un cierto porcentaje de la población que carece del antígeno respectivo. La mayoría de aloantícuerpos de grupo sanguíneo se producen como resultado de la inmunización a antigenos eritrocitarios extraños, por exposición a transfusión de componentes sanguíneos o por el embarazo, generalmente en el momento del parto. La presencia de dichos aloantícuerpos eri-



Ale-anticuerpos y autoanticuerpos de grupo sanguíneo La mayoría de los anticuerpos de grupo sanguíneo clínicamente significativos se encuentran dentro de las clases de mmunoglobulinas IgG o IgM: ocasionalmente hay lormas IgA entre autoanticuerpos y contra antígenos en ciertos sistemas de grupo sanguíneo. Los anticuerpos de grupo sanguíneo se clasifican generalmente como (1) aloantícuerpo. que reacciona con un antígeno extraño no presente en los propios hematíes del paciente, o como (2) autoanticuerpo, que reacciona con un antígeno de las propias células del
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Propiedades importantes de las cinco clases de inmunoglobulinas humanas (Ig)
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'Valencia de 10 sólo so observa en algunos haptenos muy pequeños Modificado de Roitt 1 Essential Immunology 8' Ed Oxford. Blackwell Scienc 5S Ltd . 1997. con permiso Tabla 30-4



Algunas propiedades conocidas de las cuatro subclases de inmunoglobulinas G



Subclases de IgG Clases d e c a d e n a s p e s a d a s M a r c a d o r e s alotipicos Vida m e d i a m vivo (dias) Concentración plasmática relativa (%) Paso placeniario Fijación de c o m p l e m e n t o Unión a macrólago Union a proteina de Staph A A n t i c u e r p o s q u e m u e s t r a n restricción de s u b c l a s e s Modificado por Roitt 1 Essential Immunology 8' Ed Oxford. EU \
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Figura 30-1. Acción del lactor I en la liberación de hematíes recubiertos-C3b secuestrados por el sistema reticuloendotelial.



trocitarios u otros antígenos de célula sanguínea hace necesaria la selección de componentes específicos antigeno-negativos para la transfusión. La identificación de aloanticuerpos, junto con la selección y/o preparación de componentes sanguíneos compatibles, continúan siendo algunas de las más importantes funciones de un servicio de medicina transfusional.



Sistema del complemento y banco de sangre El complemento juega un papel clave en la fisiolopatologia de la hemolisis debido a su implicación en la sensibilización y destrucción de cualquier hematíe transfundido por aloanticuerpo o en la destrucción de hematíes autólogos en el caso de un autoanticuerpo. El complemento también es importante en algunas pruebas inmunohematológicas en la detección de reacciones antígeno-anlicuerpo in vivo o in vitro; esto se tratará posleriormente. En el Capítulo 38. se presenta una descripción más detallada de los componentes del complemento, su detección y cuanlificación. y sus cambios en varias enfermedades.



Papel del complemento en la destrucción del hematíe La combinación de aloanticuerpos o autoanticuerpos con antígenos eritrocitarios es la causa más corriente de activación del complemento en la superficie del hematíe in vivo. El complemento puede también ser activado en los hematíes por la via de la reacción de un complejo transportador/ hapteno con un anticuerpo, como se ha visto en el caso de los complejos penicilina-hematíe reaccionando con anticuerpos antipenicilina. Los componentes de la cascada del complemento pueden también adherirse a la membrana por la vía de un mecanismo no especifico inducido por ciertos fármacos o cuando los hematíes son "transeúntes inocentes" en otra reacción inmune. Los complejos hematíe-anticuerpo generalmente activan el complemento por la via clásica. No obstante, el modo de destrucción y la extensión de la hemolisis de los hematíes involucrados en la activación del complemento depende primariamente de la clase de inmunoglobulina involucrada y de la actividad del sistema retículo-endotelial (RE) de un individuo. Hemolisis intravascular. La hemolisis intravascular de los hematíes se debe generalmente a anticuerpos dirigidos contra los antígenos eritrocitarios ABO Raramente, otros anticuerpos de grupo sanguíneo IgM que exhiben un amplio rango térmico, como algunos anticuerpos IgG que son potentes activadores del complemento (p. ej., anticuerpos del sistema de grupo sanguíneo Kidd). pueden también inducir hemolisis intravascular. La lisis intravascular se produce cuando grandes cantidades de complemento son rápidamente acti-



vadas, dando lugar a una completa activación de la cascada del complemento con ensamblaje del complejo terminal de ataque a la membrana (C5b6789). Este complejo polimeriza a formar poros en la membrana del hematíe de forma que el fluido extracelular entra en la célula, provocando que se hinche y estalle por lisis osmótica. H e m o l i s i s e x t r a v a s c u l a r . Los anticuerpos IgG causan la mayoría de las hemolisis extravasculares como resultado de la activación del sistema RE en la eliminación de células cubiertas con componentes específicos del complemento. Cuando los anticuerpos IgG reaccionan con antigenos eritrocitarios y son capaces de activar el complemento, las proteínas reguladoras de la cascada del complemento paran generalmente el proceso de activación en el nivel C3/C4. El C3b unido al hematíe puede ser degradado en presencia del factor I y del factor H hasta iC3b enzimáticamente inactivo. El receptor de la membrana eritrocitaria CR1 para C3b actúa como un colador en la posterior degradación de iC3b en C3c y C3dg por el factor I (Freedman, 1994) (Fig. 30-1). Otro receptor de membrana que se encuentra en muchos tipos de células, incluidos los hematíes, denominado factor acelerador de la descomposición (FAD), actúa inhibiendo la formación de la C3 convertasa, C4b2b. y también acelera su descomposición, una vez formada. En los hematíes, el FAD también aparece para llevar el sistema antigénico de grupo sanguíneo Cromer. Inicialmente. una mayoría de hematíes cubiertos con C3b/iC3b como resultado de un reacción inmune in vivo con anticuerpo IgG son rápidamente secuestrados en el hígado por monocitos y macrófagos con receptores para estos productos de división enzimática de C3 (Tabla 30-5). Aunque las células fagocíticas tienen receptores para C4b, el papel, si tienen alguno, de C4b en la hemolisis inmune de los hematíes no está definido (Freedman. 1994). Una parte de los hematíes secuestrados en el hígado son inmovilizados y destruidos por fagocitosis con una vida media de aproximadamente 2 minutos (Mollison, 1993). Pasados de 15 a 20 minutos, sin embargo, la destrucción se aminora, y muchas de las células escapan a la destrucción extravascular a través de la acción de la proteina reguladora del complemento, factor I, como se describió previamente. El C3dg, fragmento de iC3b producido por la división del factor I, continúa unido al hematíe, pero no tiene propiedades enzimáticas ni opsonizantes; de este modo, los hematíes secuestrados cubiertos con C3dg son posteriormente liberados de nuevo a la circulación perilérica para sobrevivir normalmente (Fig. 30-1). La posterior acción de las proteasas séricas sobre la C3dg unida a la célula circulante separa el fragmento C3g, dejando el C3d unido a la membrana del hematíe. Los hematíes sensibilizados por anticuerpos IgG que fracasan en la activación del complemento son eliminados por el sistema RE por células fago-
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Tabla 30-5



.



R e c e p t o r e s d e c o m p l e m e n t o e n las células h u m a n a s



Receptor CR1 (CD35)



Ligando C3b. Cab



C 3 d . C 3 d g iC3b C R 2 (CD21) iC3b CR3 ( C D 1 1 W 3 D 1 8 ) *



Distribución Hematíes, neutrólilos. m o n o c i t o s macrófagos. línfocitos B. células dendriticas foliculares Células B M o n o c i t o s macrófagos, neutrófílos. células asesinas naturales



CR4 (CD11C/CD18)- ¡C3b ' M i e m b r o s de la familia de receptores de integrmas



cíticas con receptores Fcy para la región Fe de IgG. Aunque la fagocitosis no depende del complemento. Mollison (1989) demostró que los hematíes cubiertos con IgG y complemento tienden a mostrar una eliminación acelerada por el hígado, mientras que los hematíes cubiertos sólo con IgG tienden a ser destruidos más lentamente en el bazo con un patrón de eliminación lineal simple con una vida media mínima de 20 minutos. Teóricamente, los hematíes cubiertos sólo con anticuerpo IgG pueden ser también diana de mecanismos de citotoxicidad celular dependientes de anticuerpo (Mollison, 1993), porque las células asesinas naturales poseen receptores Fcy.



Papel del complemento en las pruebas serológicas Hemolisis. Ocasionalmente, los aloantícuerpos o autoanticuerpos del suero pueden ser deteclados en pruebas serológicas en virtud de hemolisis in vitro debido a la completa activación del complemento durante el proceso de las pruebas. La hemolisis se considera la reacción positiva más fuerte que puede ocurrir en una prueba diseñada para detectar anticuerpos de hematíes. Los anticuerpos de grupo sanguíneo que se sabe provocan hemolisis in vilro incluyen formas inmunes de anti-A y anti-B : anti-P,. anti-P y anti-PP.P : antiJk y anti-Jk : anti-Le» y anti-Le-"; y anli-Vel. Ciertos procedimientos como la prueba de Donath-Landstemer, han sido diseñados intencionadamente para detectar hemolismas de grupo sanguíneo especificas en el suero. Este prueba requiere de la utilización de una muestra de sangre fresca para asegurar un adecuado suministro de complemento disponible, porque el complemento es relativamente inestable y se deteriora durante el almacenamiento. Es también importante no tratar la muestra con anticoagulantes como EDTA o citrato, porque al quelar los iones de calcio por el anticoagulante se puede impedir la activación del complemento. -
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Test directo de antiglobulina (TOA). Para la detección serologica de la fijación del complemento in vivo causada por autoanticuerpos o aloantícuerpos, se utiliza generalmente suero pohespecífico de antiglobulina humana (AGH), que contiene anti-lgG y actividad anticomplemento, para la prueba inicial directa de antiglobulina (véase más adelante el apartado, Prueba de antiglobulina humana). Esto es especialmente importante cuando el TDA ha sido realizado como ayuda al diagnóstico de la anemia hemolítica autommune fría o algunas formas de anemia hemolítica inducida por fármacos donde la única sustancia detectable en el hematíe que sirva como evidencia de una reacción inmune in vivo puede ser el complemento. Los hematíes circulantes que están involucrados en la activación de la cascada del complemento tendrán mayontariamenle C3d en la superficie como resultado de la degradación de C3b por la proteína reguladora del complemento (Fig. 30-1). Por lo tanto, la AGH poliespecífica debe contener un minimo de reactividad anti-C3d, pero generalmente también contiene alguna reactividad anli-C3b.



para asegurarse de que se están detectando componentes del complemento que se han unido in vivo. Test indirecto de antiglobulina (TÍA). No está claro si se necesita o no la reactividad anticomplemento en los reactivos de antiglobulina humana utilizados para la detección de anticuerpos séricos mediante la prueba indirecta de antiglobuhna (véase más adelante el apartado Prueba de antiglobulina humana). Se han descubierto anticuerpos que podrían detectarse sólo por su habilidad de unirse al complemento in vitro. pero son extremadamente raros (Vengelen-Tyler, 1996). Hay un ligero riesgo, sin embargo, de que se pudieran pasar por alto ejemplos clinicamente significativos de anticuerpos dependientes del complemento al utilizar un reactivo de AGH que carezca de actividad anticomplemento. Otra ventaja de utilizar AGH poliespecífica que contenga actividad anticomplemento es que las reacciones en la prueba indirecta de antiglobulina con frecuencia son más potentes que las observadas solo con el anti-lgG monoespecifico (Wright. 1979) Sin embargo, muchos laboratorios prefieren utilizar anti-lgG en la prueba de detección e identificación de anticuerpos y en los procedimientos de pruebas cruzadas, porque el uso del reactivo podría evitar la detección de la activación del complemento por auloaglutininas o aloantícuerpos reactivos en frío clínicamente insignificantes.



ANTÍGENOS Y ANTICUERPOS DE LOS HEMATÍES Se han descrito en la bibliografía unos 700 antígenos eritrocitarios y se han organizado por la Sociedad Internacional de Transfusión de Sangre (ISBT) en 25 sistemas de grupo sanguíneo (Tabla 30-6A.SL Muchos antigenos eritrocitarios descritos son antigenos de alta frecuencia o antigenos públicos, expresados por la mayoría de los donantes, mientras que otros son extremadamente raros (antígenos privados). En la siguiente sección, se repasarán los antígenos y anticuerpos eritrocitarios más comunes que se encuentran en el servicio de transfusión. La Tabla 30-7 enumera los diversos anticuerpos eritrocitarios comúnmente encontrados según la clase de inmunoglobulina. fase serologica de detección, importancia clínica, y estadísticas en cuanto al hallazgo de sangre compatible



Sistema de grupo sanguíneo ABO (ISBT № 001 y 018) Originalmente descubierto en 1900, el sistema de grupo sanguíneo ABO es el grupo sanguíneo más importante para la selección y transfusión de sangre. Son antigenos de grupo histosanguíneo, y por ello los epítopos ABO pueden encontrarse en muchos tejidos y líquidos corporales, incluyendo hematíes, plaquetas y células endoteliales (Issitt. 1998). Como están tan extensamente expresados, los antígenos ABO también se tienen muy en cuenta en los transplantes de órganos sólidos y de médula ósea. El sistema de grupo sanguíneo ABO consiste en tres antigenos. A. B y H, y cuatro fenotipos: Grupo A, B. AB. y O. A y B son antígenos autosómicos codominantes (ISBT N° 001) y se expresan en los hematíes de los grupos A, B y AB. respectivamente. En cambio, el fenotipo grupo O es un fenotipo autosómico recesivo, reflejando la ausencia de un gen funcional A o B. Los individuos del grupo O expresan el antigeno H (ISBT № 018), el precursor biosintético de los antigenos A y B (véase más adelante). El grupo O es el fenotipo ABO más frecuente en la mayoría de la población estudiada, particularmente entre los nativos americanos. La expresión de los antígenos ABO en los hematíes se acompaña generalmente de la presencia de anticuerpos naturales frente al antigeno(s) antitético desaparecido. La tabla 30-8 muestra las reacciones y frecuencias serológicas de los cuatro fenotipos ABO más importantes. El sistema ABO también contiene diversos fenotipos asociados con expresión antigénica ABO debilitada, anómala, o completamente ausente. Los subtipos ABO más comúnmente encontrados en el banco de sangre son A, y A , encontrados en el 80% y 20% de los donantes del grupo A, respectivamente. Los donantes A. se distinguen de los donantes Aj por la aglutinación de sus hematíes con Dolichos billorus. una lectina anti-A,. Una comparación de hematíes A y A indica diferencias cuantitativas y cualitativas en la expresión del antigeno A entre los dos (Tabla 30-9). El sistema ABO también contiene diversos fenotipos adicionales A débil (A,, A,, A,,, A , AJ y B débil (B„., B , B,, ?



Algunos reactivos poliespecíficos pueden además tener anti-C4b o C4d. Los fragmentos de complemento C4 pueden ser detectados frecuentemente en células autólogas cuando el complemento se ha activado in vitro por aglutininas frías en el suero del paciente después de que se haya extraído la muestra de sangre. Consecuentemente, para una interpretación válida de los resultados del TDA, se recomienda utilizar una muestra tratada con EDTA
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Tabla 3 0 - 6 A



Terminología de los genes del sistema de grupos sanguíneos y productos génicos Nombre los sistemas de símbolos génicos
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B„). Las características serológicas de muchos subtipos de grupo A, B y O débil se muestran en la Tabla 30-10. La expresión anómala de A B O puede ser heredada (c/s-AB.B[Aj) o adquirida (B adquirido). En el lenotipo c/s-AB. ambos antigenos. A y B. son sintetizados por el mismo enzima y se heredan como un único alelo autosómico dominante. Del mismo modo, el fenotipo B(A). que es un fenotipo autosómico dominante caracterizado por la expresión de indicios de antigeno A sobre hematíes del grupo B, se debe a la síntesis de antigeno A por la enzima gen-B. El fenotipo B adquirido, por su parte, es una modificación enzimática adquirida de los eritrocitos de grupo A in vivo. El fenotipo B adquirido generalmente se produce en el marco de una infección bacteriana o de un cáncer, y refleja la desacetilación enzimática del antígeno de grupo A para formar un antígeno "tipo-B" en los hematíes. Los fenotipos c/s-AB, B(A), y B adquirido generalmente se detectan por discrepancias en la tipificación ABO o en las pruebas de paternidad (Issitt, 1998)
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Tabla 3 0 - 6 B Algunos ejemplos de terminología de alelos de grupos sanguíneos Sistema de grupo sanguíneo Tradicional Rh Lutheran Kell Duffy Kidd Diego Scianna
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El sistema ABO también contiene dos fenotipos nulos, el Bombay y el paraBombay. En el lenolipo clásico Bombay (Oh), ningún antígeno AB o H está presente en los hematíes o en las secreciones. La ausencia o sólo indicios de antigenos ABH son detectados en los hematíes de los individuos del fenotipo para-Bombay, algunas veces acompañados por una expresión normal de antígenos ABH en secreciones y líquidos corporales. Como sera tratado posteriormente, los individuos Bombay y para-Bombay poseen genes mulantes H Mientras que ningún antigeno H es sintetizado en el fenotipo Bombay clásico, una pequeña cantidad se sintetiza en el para-Bombay. lo que explica la expresión de indicios de ABH encontrada algunas veces en los hematíes para-Bombay. A diferencia en los hematíes, la presencia o ausencia de ABH en secreciones en individuos para-Bombay y Bombay depende de la herencia de un segundo gen, Secretor (Se), una enzima tipo-H relacionada con el sistema de grupo sanguíneo Lewis (véase más adelante). Los individuos para-Bombay que tienen antígenos ABH en sus secreciones tienen al menos un gen Se. Los individuos Bombay y para-Bombay no secretores carecen del gen Se tse/sel y por consiguiente no expresan ABH en la saliva y otras s e c r e c i o n e s . Para una exposición más detallada del gen Se. véase el sistema de grupo sanguíneo Lewis. Como los individuos Bombay carecen de todos los antígenos ABH. anti-A. anti-B y anti-H, están presentes en sus sueros
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LUI. LU2 KEL 1. KEL2 FY1, FY2 JK1. JK2 DU. DI2 SCI. SC2



ISGN RH'D RH-29 LU'A. LU-B KEL \ KEL "2 DARC-A. DARC-B SLC14A Í-A.SLC14A1-B SLC4AVA. S L C 4 A 1 ' B SC'I. SC-2
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Los antigenos ABO son antígenos carbohidrato y, por consiguiente, representan una modificación postranscripción de glicoprotelnas y glicolipidos. En las glicoprotelnas y polilactosaminilceramidas de hematíes, los antigenos ABO están generalmente expresados en oligosacáridos de cadena tipo 2. caracterizados por repetidos motivos lactosaminil (Gal|i1-4GlcNAc|5l-3)„ (Fig. 30-2). En los glucoeslingofipidos. los antigenos ABO pueden ser expresados en múltiples precursores de oligosacándos (cadena tipo 1. 2. 3 y 4). Los antígenos ABH expresados en las glicoproteínas y la mayoría de los glicoesfingolipidos del eri-



Tabla 30-7



Características serológicas y significado clínico de los aloanticuerpos de hematíes Fase de reactividad más frecuente
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% aproximado de donantes compatibles



Significado clínico



Negros



15 30 70 20 2 98 91 0.2 98 99,9 


8 68 98 1 2 100 97 0.1 99.9 0,1 81 1 90 77 9 5 30 26 69 3 1 96 


17 23 28 22 28 45 11 0 92 


" E x h i b e n características m i x t a s d e p a t r o n e s d e c a m p o s d e aglutinación. t O c a s i o n a l m e n t e p u e d e n m o s t r a r h e m o l i s i s in vitro. t - L a mayoría d e l o s e j e m p l o s a n l i - M t i e n e n u n c o m p o n e n t e pequeño p e r o i m p o r t a n t e d e I g G .
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Tabla 30-8



Resultado de rutina del grupo ABO y frecuencias de fenotipo Suero contra hematíes de fenotipo conocido



Células frente a antisuero Anti-A + +



Anli-B



A



B



_



+



+ +



O A B Ab



+ +
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Cifras c a l c u l a d a s a partir de Mourant (1976).



Tabla 30-9
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Blancos



Negros



Nativos americanos



¿h 40 11



•I'! 27 20 4



79 16 4 
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Asiáticos ••'•!)



28 27 5



Características diferenciadoras de los subgrupos A, y A
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A.



Grupo Diterencias cuantitativas Reacción c o n a n t i - A d i l u i d o N ' d e s i t i o s antigénicos: A d u l t o Recién n a c i d o Diterencias cualitativas Reacción c o n l e c t i n a d e Dolichos billorus ( a n t i - A , ) Anti-A, en plasma Variantes de glicollpidos eritrocitarios c o n a n t i g e n o s Actividad /v-acetil-galactosamil transferasa ^



Frecuencias (%) en población de EE.UU. Interpretación
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A,



++++ 1.000.000 310.000



++ 250.000 140.000



++++ No A", A , A , A" ( c a d e n a s ramificadas lineales y complejas) Actividad normal p H óptimo 6



0 1%-8% A°. A " ( s o l o l i n e a l e s ) Actividad disminuida p H óptimo 7
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Tabla 30-10



Diferenciación serológica de los grupos A B O Hematíes con anti-
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Sustancia en saliva de secretores A. H A, H A. H A. H H A. H



Nivel de Sitios transferasa antigenicos por en suero GR 10 Normal (actividad 810-1 I 7 0 óptima a p H 6 ) 3



Disminuida (actividad óptima a p H 7 ) Ba|,i Muy baja Baja ( p u e d e existir e n z i m a A. y A ) Normal Baja Normal Normal
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B. H B, H H Ninguna' ( B o m b a y clásico)



750 1.700



' L o s s u b g r u p o s Ax g e n e r a l m e n t e lienen anti-A,, p e r o no siempre. ' S e han e n c o n t r a d o secretores B o m b a y ( p a r a - B o m b a y ) . ' L a e s p e c i f i c i d a d d e l a n t i g e n o se demostró únicamente tras p r o c e d i m i e n t o s de adsorciOn/eluciOn. ' P u e d e tener anti-A,. e n s u e r o m l = c a m p o mixto (población menor de a g l u t i n a d o s )



trocito (cadena tipo 2, 3 y 4) son endógenamente sintetizados por precursores eritrocitarios. En cambio, los antigenos ABO de cadena tipo 1 (Fig. 30-2) son sintetizados en la mucosa gastrointestinal, secretados al plasma, y adsorbidos pasivamente por las membranas del hematíe. La síntesis de anlígenos ABO de cadena tipo 1 está vinculada al sistema de grupo sanguíneo Lewis. El primer paso en la síntesis de antigenos ABH es la síntesis del antígeno H o de grupo 0. el precursor biosintético inmediato de los antigenos A y B (Fig. 30-2). El antígeno H se forma por la adición de fucosa (Fue), en un enla-



ce a 1 - 2 , a una galactosa terminal. Esta reacción es catalizada por dos enzimas diferentes, dependiendo de si la lucosa está siendo añadida a un receptor oligosacárido de cadena tipo 1 o tipo 2. La fucosiltransferasa tipo 1 (FucT1). el producto del gen H. cataliza la formación de antígeno H de cadena tipo 2. En cambio, la fucosiltransferasa tipo 2 (FucT2). el producto del gen Se. cataliza la transferencia de fucosa a los precursores de cadena tipo 1 para formar antígeno H de cadena tipo 1 (Lowe, 1994). Como se indicó antes, los individuos Bombay y para-Bombay tienen mutaciones en el gen H (Kelly,



GlcNAcßl-3Gal-R



A n t i g e n o A de cadena tipo I



A n t i g e n o B de cadena tipo I



Figura 30-2. Síntesis de cadenas H tipo 1 y tipo 2 y anlígenos AB. El aceptor de galactosa para el gen aminotransferasa Fue71, Fue 72. A y B se marca en negro. Los epitopos con carbohidratos terminal que denotan los antigenos H. A. y B del grupo sanguíneo se destacan en gris (Fuc=fucosa. Gafcgalactosa: GalNAc=N-acetilgalactosamina; R=otros oligosacándos)



1994). Los Bombay y para-Bombay no secrelores también tienen mutaciones en los genes Se o Fue72. Una vez que el antígeno H se ha formado, puede servir como sustrato para las glicosiltransferasas del gen A y gen B. El antigeno A se forma por la ghcosiltransferasa gen A. que añade una A/-acetilgalactosamina (GalNAc), en un enlace 


Biología



molecular



Los genes para la síntesis de los antígenos AB y H han sido clonados. El F u c l l (gen H) y el FucT2 (gen Se) están localizados juntos en el cromosoma 19 (19q13.3) y reflejan una duplicación génica (Lowe, 1994). El Fue7") es una glucoproteina transmembrana tipo II de 365 aminoácidos, compuesta por un dominio catalítico carboxi-terminal grande de 240 aminoácidos, que está anclado dentro de la luz del Golgi por un dominio citosólico transmembrana corto. Se han detectado más de 20 mutaciones (pérdida, supresión, corrimiento del armazón, sin sentido) en el gen FucT1 en individuos Bombay y para-Bombay (Issitt, 1998: Fernández Mateos, 1998). La biología molecular del Fue72 o gen Se se trata en la sección del sistema de grupo sanguíneo Lewis. El locus del gen ABO se localiza en el cromosoma 9 (9q34) y codifica las glicosiltransferasas A y B (Yamamolo.1995). El gen es grande, abarcando 18 Kb, y contiene 7 exones. El producto del gen ABO es una glicoproteina transmembrana tipo II de 41-kDaltons y 353 aminoácidos. Como la glicosiltranslerasa H. las glicosiltransferasas A y B poseen un dominio carboxi-terminal enzimáticamente activo intraluminal grande, seguido por un dominio citosólico transmembrana corto. Una comparación entre los enzimas A y B muestra una homología de cerca del 98%, diferenciándose por sólo cuatro aminoácidos en residuos 176. 235, 266 y 268 (A/B:Arg176Gly. Gly235Ser. Leu266Mel y Gly268Ala). El aminoácido 268 es absolutamente fundamental en la determinación de la actividad y la especificidad de sustrato (UDPGalNAc frente a. UDP-Gal) de la enzima, Específicamente, un Gly268 da lugar a la utilización de UDP-GalNAc para sintetizar el antigeno A, mientras que Ala268 es especifica para la síntesis de UDP-Gal y antígeno B. La especificidad de sustrato también está influida por los residuos de aminoácidos 235 y 266. El polimortismo en el residuo 176 no es biológicamente significativo (Yamamoto, 1990). La clonación y secuenciación del locus gen ABO ha descubierto también las bases moleculares de muchos subtipos nulos y ABO. El fenotipo nulo más común asociado con el locus gen ABO es el fenotipo grupo O. Al menos son conocidos cuatro alelos grupo O: O', O ™', O' y O . Los alelos QI y | o'"" son los alelos grupo O más comunes. Ambos dan origen a una proteina truncada enzimáticamente inactiva como resultado de una supresión de nucleótido en el nucleótido 261 (Olsson. 1996a). El alelo O- por otro lado, contiene una única mutación de pérdida en el residuo aminoácido 268 (Arg268), el residuo aminoácido fundamental para la actividad glicosiltranslerasa A y B (Yamamoto, 1995). El alelo O parece representar una recombinación genética de los alelos A- y A (véase más adelante, Olsson, 1996b), 1
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1



Diversos subtipos ASO también son el resultado de mutaciones en el locus gen ABO. Dos mutaciones están asociadas con el alelo A : una sustitución P r o l 5 6 L e u y una supresión de un único nucleótido (nucleótido 1060). Esto último da lugar a la traducción de 21 aminoácidos más en el extremo carboxi-terminal del enzima y es responsable de la actividad enzimática disminuida, del punto isoeléctrico alterado, y la especificidad de sustrato restringida de la glicosillransferasa A, (Yamamoto, 1995), El alelo A " se caracteriza por una inserción de nucleótido, llevando a una mutación de corrimiento del armazón (aminoácido 269) y a la traducción de 37 aminoácidos más (Olsson, 1995). La mutación de corrimiento del armazón en el alelo A puede ser particularmente perjudicial debido a su proximidad inmediata al residuo aminoácido 268. Las mutaciones puntuales únicas 2
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Los anticuerpos contra los antígenos ABO son los más importantes en la medicina transfusional. En general, los anticuerpos ABO son naturales, surgiendo en ausencia de estimulación inmune por transfusión o embarazo. Se cree que el estímulo inmune para la formación de anticuerpos ABO puede ser la exposición a sustancias del tipo-ABH encontradas en la naturaleza (p. ej.. polisacáridos bacterianos). Los anticuerpos ABO son débiles o están ausentes en el suero de los recién nacidos antes de los tres o seis meses de edad Los niveles adultos de anticuerpos ABO son alcanzados de los 5 a los 10 años de edad y sólo descienden ligeramente en edades avanzadas (Aul der Maur. 1993). Los anticuerpos ABO más frecuentes son anti-A. anti-B y anti-A,B El antiA,B se encuentra exclusivamente en individuos del grupo O y parece reconocer un epitopo común a los antigenos A y B. Antes del desarrollo de los reactivos de tipificación de anticuerpos monoclonales anti-A y anli-B. anti-A.B lúe útil en la identificación de subgrupos A, y B débil. En general, los anticuerpos ABO son delectados como aglutininas salinas a temperatura ambiente, con reactividad óptima a 4 ' C (Tabla 30-11). La mayoría de los anticuerpos ABO naturales son de isotipo IgM, aunque también existen anticuerpos I g A e IgG con especificidad ABO (Rieben,1991). Los anticuerpos ABO pueden también producirse después de una estimulación inmune por translusión o embarazo. A dilerencia de las aglutininas naturales ABO. los anticuerpos ABO inmunes son predominantemente del isotipo IgG y son reactivos a 4 ' C y 37 C. Además, dichos anticuerpos son generalmente de titulo más alto y menos fácilmente neutralizados por sustancias solubles de grupo sanguíneo. Los anticuerpos ABO pueden fijar el complemento y pueden causar hemolisis m vivo e in vitro. Clínicamente, los anticuerpos ABO son causa de reacciones hemolíticas transfusionales y de la enfermedad hemolílica del recién nacido. Los anticuerpos ABO son también causa de rechazo agudo en transplanles de órganos sólidos. C o m o consecuencia, los transplantes de órgano sólido deben ser ABO compatibles con el suero del receptor. En el transplante de médula ósea ABO incompatible, los anticuerpos ABO pueden dar lugar a hemolisis y a retraso en el reimplante de hematíes y megacariocitos (Petz, 1987).
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parecen ser las responsables de la actividad enzimática disminuida de los alelos A , A", A'™, A " , B , B' y B (Yamamoto. 1955; Olsson, 1999). En cambio, los alelos c/s-AB y B(A), que pueden sintetizar los antigenos A y B. son quimeras moleculares con características de ambos alelos consensuados gen A y gen B. El fenotipo c/s-AB es esencialmente un alelo A' con una sustitución Ala268 tipo B. Del mismo modo, el alelo B(A) es un alelo B que contiene una sustitución del aminoácido tipo-A en el nucleótido 235 (Gly235) (Yamamoto, 1995). Esto último demuestra la capacidad de los aminoácidos 235 y 266 de influir en la especificidad del sustrato de los enzimas A y B.



ANTICUERPOS ABO MENOS COMUNES A n t i - A , . Antí-A, es un anticuerpo natural encontrado en el suero de algunos individuos A . A B . A, y A,. El anti-A, hemaglutina hematíes A, pero no eritrocitos de individuos con A u otros fenotipos grupo A débil. Aunque raramente. anti-A, ha sido implicado en reacciones transfusionales y rechazo de órgano sólido. ?



?



A n t i - H . Anti-H generalmente es un anticuerpo natural benigno en el suero de no secretores A, y A.B. El anti-H reacciona de lorma variable con hematíes de diferentes tipos ABO, reflejando diferencias en la cantidad del antigeno H presente. Como consecuencia. anti-H reacciona más fuertemente con los hematíes del grupo O. seguido de A^. A B , B. A. y A.B. Debido a que el antigeno H está presente de algún modo en todos los glóbulos rojos, el antí-H es un autoanticuerpo en la mayoría de los individuos. Anti-H también puede ser un aloanticuerpo clínicamente significativo. En los individuos Bombay (O,), el anti-H es frecuentemente una potente hemolisma de título elevado con una extensa amplitud térmica. Debido a que todos los glóbulos rojos expresan algo de antígeno H. la localización de unidades de hematíes compatibles puede ser extremadamente difícil en estos pacientes.



Tabla 30-11



Anticuerpos ABO Suero



Especificidad



Grupo



Incidencia



Titulo 1:32-2048 Porcentaie 1:256 Principalmente Igfvt Titulo 1 8-512



Calostro ( i g A ) Saliva (IgA) Lagrimas L i q u i d o ascítico



Todos



Porcentaie 1:64 Principalmente I g M



Anti-A en varias e s p e c i e s de caracol Anti-B en salmón y h o n g o s , Fomes lomentarius



0 . 0„



Todos



A? A'. A-B



1%-8% Mayoritana 22-35% Todos



P u e d e haber títulos mayores en e m b a r a z o por la estimulación i n m u n e R e a c t a n t e s c o n hematíes A, y B, N o r m a l m e n t e sin i m p o r t a n c i a clínica R e a c c i o n e s Iransfusionales infrecuentes



Anli-A



B



Todos



Anli-B



A



Anli-A. B



Anli-A.



o„ Anli-H



Papel



Otras fuentes



Características



A , . A . B no secretores



Suero de g r u p o h u m a n o 0 y B con células A L e c t m a Do/ichos bifloras L e c t m a Ulex europaeus 2



Usualmente autoglutinina fría b e n i g n a , e x c e p t o en el fenotipo O,,



Algunos



A l g u n a s e s p e c i e s d e anguilas Pollos inmunizados



biológico



Teorías sobre la herencia del Rh



Aún no se conoce el papel biológico de los anlígenos A B H . La disminución de la expresión de los antigenos A y B puede producirse en neoplasias. y con frecuencia está asociada con un incremento del potencial metastático. Además, múltiples estudios han asociado tipos A B O específicos con una mayor incidencia de muchas enfermedades, incluyendo Irastornos autoinmunes. neoplásicos e infecciosos. Para una revisión completa de ABH y enfermedad humana, se remite al lector a Issitt (1998) y a Garratly (1994a).



Sistema de grupo sanguíneo Rh (ISBT № 004) La primera caracterización y la más importante desde el punto de vista clinico de los antigenos del sistema Rh se realizó cuando Landstemer y Wiener (1940) publicaron estudios de experimentos en animales enlocados a la inmunización de cobayas y conejos con hematíes del mono Rhesus. El antisuero resultante aglutinaba el 8 5 % de los hematíes humanos, y el antigeno definido se denominó tactor Rh (rhesus). Más tarde se informó de que este anli-Rh tenía la misma especificidad que los anticuerpos estudiados anteriormente por Levme y Stetson (1939) que eran responsables de la enfermedad hemolitica del recién nacido. Curiosamente, posteriormente se vio que el anti-Rh desarrollado por Landsteiner y Wiener reconocía un antigeno de grupo sanguíneo diferente denominado LW por sus descubridores. Hoy, el sistema Rh es probablemente el sistema antigénico eritrocitario más complejo en los humanos, englobando unos 50 anlígenos, muchas variantes lenotipicas, y complejas relaciones etiológicas. Por lo tanto, la siguiente revisión es esencial y destaca la información más actual. Para una revisión histórica del sistema Rh con mas detalle, se invita a los lectores a consultar Issitt (1988).



y sistema de clasificación Utilizando cinco antisueros básicos, anti-D. anti-C. anti-E, anti-c y anti-e, Wiener identificó cinco diferentes factores o antigenos (Tabla 30-12) que. en estudios de población y familiares, parecían heredarse como dos complejos de hasta tres factores cada uno. Había ocho posibles combinaciones de complejos de tres factores si uno incluye "d" como designación de la carencia de D. porque el anli-D nunca ha sido demostrado. Wiener no utilizó la nomenclatura DCE, formulada más tarde por Fisher y Race, en ninguno de sus estudios o publicaciones. En su lugar, utilizó un sistema basado en su teoría de la herencia de los anlígenos Rh. Wiener propuso un sistema de herencia de locus único con ocho alelos comunes alternos codificando estructuras de membrana a las que se hace referencia como aglutinógenos. Cada individuo podría producir dos aglutinógenos, heredados de ambos padres, expresando hasta tres diferentes determinantes antigénicos La nomenclatura de Wiener para los ocho diferentes genes y alelos está reflejada en las Tablas 30-13 y 30-14. Fisher y Race más tarde propusieron una teoría de herencia diferente, y un sistema de nomenclatura basado en la evidencia genética de la naturaleza antitética o aléhca de los antigenos C/c y E/e (Race, 1948). Como el entrecruzamiento en el sistema Rh no se había documentado bien, estos investigadores propusieron un sistema de tres locus o sublocus estrechamenle ligados en cada cromosoma, que eran heredados como un bloque de genes



Tabla 30-13 Comparación de las nomenclaturas de Wiener y Fisher-Race para los haplotipos Rh y las frecuencias de sus poblaciones* Frecuencia de la población de E E . U U . Wiener



Tabla 30-12



Comparación de las nomenclaturas de Wiener, FísherRace y Rosenfield para los antígenos del sistema sanguíneo Rh



Wiener



Fisher-Race



Rosenfield



Rh, rh' rh" hr' hr"



D C E



Rh1 Rh2 Rh3 Rh4 Rh5



e



Ff



fí' Ff Ff r r' r" r



Fisher-Race* Dee DCe DcE DCE dee dCe dcE dCE



Blancos 0.04 0.42 0.14 0,00 0.37 0,02 0.01 0.00



Nativos N e g r o s a m e r i c a n o s Asiáticos 0,44 0.17 0.11 0.00 0.26 0.02 0.00 0.00



0 02 0 44 034 0.06 0,11 0.02 0.01 0.00



0.03 0,70 0.21 0.01 0.03 0,02 0,00 0.00



'Cifras calculadas a partir de Mourant ( 1976) 'En la nomenclatura de Fischer-Race. *d" significa la ausencia de antigeno D



Tabla 3 0 - 1 4 Frecuencias de fenotipos Rh comunes" Reacción con anti-' D
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Rh^Rh,



DcE
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Rh, Rh,
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Frecuencias Blancos 0,1176(89%) 0,0084 (6%)



Negros 0,0374(100%)



1



Nativos americano" 0,2992 (89%) 0,0088 (3%) 0,0135 (4%)



0,0056 (5%)



0.294 (97%)



0,0132 (4%)



0,0084 (2.8%) 0,0060 (0.2%)



0,1495(63%) 0,0884 (37%)



0,0176 (15%)



0,042 (50%)



0.0968 (85%)



0,0968 (63%)



0.0136(15%)



0,042 (50%) 0,0126 (50%)



0,1035 (90%) 0,0176 (91%)



0.0572 (37%) 0,029 (81%)



0.017(9%)



0,007 (19%)



0.0748 (85%) 0,194 (92%) 0.017 (8%)



0 , 0 2 (88%)



0,012(100%)



0.053(100%) 0.116(94%)



0,0165 (5%) 0,3108 (95%) 0,0112 (10%)



0,0296 (95%) 0,1369 (100%) 0.0055 (100%)



0,490 (93%) 0,028(7%) 0,044(100%)



0,007 (6%)



0.003(12%) 0,0016(5%)



0,0126 (50%)



0.1936(46%) 0,2286 (54%) 0.0676(100%) 0,0014 (100%)



0,0028 (100%)



0.041 (100%) 0.0004 (8%) 0.0044 (92%)



0,0009 (33%) 0,0018 (67%)



0.0121 (100%) 0.0044 (100%)



0,0009(100%) 0,0012(100%)



0,0022(100%)



"Estimadas de las trecuencias de haplotipos ( p . q de la Tabla 30-13) utilizando p- en los h o m o c i g o t o s y 2 p q en los hete'ocigotos. t+ = Positivo; - = Negativo. i%= Porcentaie de g e n o t i p o s para un d e l e r m i n a d o g e n o t i p o



(haplotipo). También introdujeron la nomenclatura DCE para denominar a los alelos. incluyendo el uso de "d" para designar la carencia del locus D (Tabla 30-13). Aunque muchos encuentran la nomenclatura de Fisher y Race más fácil de recordar y de entender, ambas, la suya y la de Wiener, se utilizan todavía comúnmente para almacenamiento de la sangre, y por ello, uno debe conocer ambos "lenguajes", particularmente al leer una bibliografía del sistema Rh antigua. Rosenfeld propuso un sistema numérico para denominar los antígenos en 1962, debido a que el creciente número de anlígenos Rh convirtieron al sistema alfabético en poco práctico (Tabla 30-12). Se apreció también que esta nomenclatura no contenía conclusiones en cuanto a la herencia genética de los antígenos.



Bioquímica y biología molecular Se han conseguido unos progresos importantes en el descifrado de la bioquímica y la biología molecular del sistema de grupo sanguíneo Rh. Ahora se sabe que el Rh consiste en tres proteínas integrales de membrana: RhD, RhCcEe, y glicoproteina asociada a Rh (RH50,RhAG). La RhD y



RHCcEe son proteínas altamente homologas, diferenciándose en aproximadamente 30 aminoácidos. Ambas son proteínas con múltiples poros de 30 kDaltons y 416 aminoácidos que contienen 12 dominios transmembrana, seis bucles extracelulares y un terminal amino y carboxi citoplásmico (Figs. 30-3 y 30-4). Ambas proteínas poseen dos a tres moléculas de palmitato (ácido graso C16) covalentemente unidas a residuos cisteína transmembrana. La palmitatización (palmitoylation) de las proteínas Rh puede ayudar a mantener la asimetría fosfolipídica de la membrana del góbulo rojo (Avent. 1999). La RhAG es una glicoproteina con múltiples poros de 45 a 70 kDaltons. relacionada en su evolución con las glicoproteinas RhD y RhCcEe. RhAG es una glicoproteina de 409 aminoácidos con 12 dominios transmembrana y una única gran cadena lateral de carbohidrato unido al N en el primer bucle extracelular. En general, hay aproximadamente 170.000 moléculas de cada tipo de proteínas Rh y RhAG por hematíe. El RhD. RhCcEe y RhAG son proteínas eritroides especificas (Avent, 1999). En la membrana del hematíe, las proteínas RhD, RhCcEe y RhAG se encuentran como una parte de un complejo inmune Rh, compuesto por dos moléculas de Rh (RhD y RhCcEe) y dos moléculas de RhAG (Eyers, 1944).



Prolcinu RhC'clic



Proteína RhD Aminoácidos l)-ospccificos



Figura 30-3. Proteína RhD. La proteína RhD es una proteína con múltiples poros con 12 dominios de Iransmembrana. que se ilustran con los cilindros grises oscuros. El antigeno G. en el residuo aminoácido (aa)103 y los nueve aminoácidos "Despecifícos" en el tercer, cuarto y sexto bucle extracelular se muestran con flechas continuas. Las mutaciones sin sentido, que dan lugar a la expresión débil de D. se muestran con flechas discontinuas.



Figura 30-4. Proteína RhCcEe. La proteína RhCcEe es una proteína con múltiples poros con 12 dominios de transmembrana, que se ilustran con los cilindros gris oscuro La localización de los antígenos C\ C", G/C/c, y E/e se muestran con las flechas. Se piensa que el antígeno Rh32 se localiza en el tercer bucle extracelular. Una mutación del octavo dominio transmembrana produce los antigenos V y Vs. (aa = residuo aminoácido)



La importancia de RhAG para la expresión y correcto ensamblaje de las proteínas Rh no debe ser subestimada. En ausencia de proteína RhAG funcional, ninguna proteína RhD ni RhCcEe sería expresada (fenotipo Rh_ ). Además de RhAG, las proteínas Rh deben estar topológicamente asociadas con otras diversas proteínas eritrocitarias, incluyendo CD47, la glicoproteína LW (ICAM4), glicoproteína DARC o Dutfy, banda 3, y glicoforina B. Por lo menos dos antígenos no Rh, Fy y U, pueden requerir interacciones no covalentes entre Rh y glicoproteína DARC (Fy ) o glicoforina B (U) (Ridgwell, 1994).



menudo se relacionan con la formación de nuevos antígenos de baja incidencia (p.ej. Rh23. Rh30, Rh32. Rh33).
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Los genes para las proteínas RhD. [RHD) y RhCcEe (RHCE) abarcan 65 kb en el cromosoma 1p34-36.1, y comparten en cerca del 9 2 % la identidad de secuencia. El gen RhAG {RHAG) reside en el cromosoma 6p11.1 y comparte un 3 6 % de homología con los genes RHD y RHCE. Los tres genes poseen 10 exones y al menos una secuencia de consenso GATA-1 en la región promotora (Iwamoto, 1998; Cherif-Zahar, 1994). La GATA-1 es una proteína reguladora transcripcional eritroide que se requiere para la expresión de muchos genes específicos eritroides. Se cree que los genes RHAG y RH surgieron por duplicación génica hace de 250 a 350 millones de años. Una segunda duplicación génica hace de 8 a 11 millones de años dio lugar a los alelos ce y D (haplotipo cDe o R°). Los restantes alelos RhCcEe se cree que son el producto de mutaciones puntuales, recombinación y conversión génica de los genes R H D y RHCE (Avent, 1999). ANTÍGENO D La clonación de los genes RHD y RHCE permitió entender la compleja inmunología de muchos antígenos y fenotipos Rh. El antígeno D, el más inmunogénico de todos los antígenos Rh, reside en la proteína RhD. Las evidencias actuales sugieren que D es un antígeno altamente complejo, y cuenta tanto con aminoácidos específicos como con la estructura terciaria de la propia proteina RhD. Hasta ahora, se han identificad nueve aminoácidos "Despecificos" (Metí69, Metí 70, Ile172, Phe223, Ala226, Glu233, Asp350, Ala353 y GIÍ354) como epítopos D funcionales. Los nueve aminoácidos asientan a lo largo de los bucles externos tercero, cuarto y sexto de la proteína RhD, creando seis distintos racimos o huellas de epítopo D (Fig. 30-3). La forma en que el sistema inmune reconoce estos racimos es motivo de intensa investigación (Avent, 1999). ANTÍGENO D DÉBIL



Aproximadamente el 1% de los individuos D-positivos tipifican como D débil (históricamente conocido como D"), caracterizado por una aglutinación débil o ausente de hematíe por anti-D durante pruebas serológicas de rutina. En los individuos D débil, el antígeno D generalmente se detecta sólo con el uso de reactivo antiglobulina humana. Un fenotipo D débil puede producirse en algunas muestras de D parcial (véase más adelante), como resultado de supresión de antigeno D por dCe en trans. en el fenotipo R h , o a través de la herencia de un alelo autosómico recesivo RhD mutante. Esto último tiene lugar para la mayoría de los fenotipos D débil presentes en la población general. Hasta la fecha, se han detectado 18 mutaciones diferentes, representando 14 alelos RHD mutantes, asociadas con el fenotipo D débil. Todas las mutaciones descritas son mutaciones de pérdida, produciendo sustituciones de aminoácidos, a lo largo de las regiones no conservadas de los dominios transmembrana y citoplásmicos (Fig. 30-3). Debido a su localización, existe la hipótesis de que estas mutaciones pueden interferir con el ensamblaje o la inserción eficaz de la proteina RdH. Además, como todas las mutaciones son intramembranosas o intracelulares, se asume que no alteran significativamente la presentación de epítopos D en los bucles exlracelulares (Wagner, 1999). Esto puede explicar por qué la mayoría de los individuos D débil no fabrican aloanti-D cuando son transfundidos con sangre D-positiva {véase más adelante). T O j



ANTÍGENO D PARCIAL



Los antígenos D parcial son proteínas RhD con epítopos D perdidos. Aunque tipifican como D-posítivas, las personas con antígenos D parcial pueden fabricar anticuerpos aloanti-D reactivos a hematíes alogénicos pero no autólogos. El aloanti-D producido por estos individuos reconoce epítopos D-específícos desaparecidos en sus propios hematíes. El D parcial puede deberse a mutaciones de pérdida o de recombinación genética de genes RHD y RHCE (Avent. 1999). Los fenotipos D parcial surgidos por recombinación genética a



FENOTIPO RH NEGATIVO O SUPRESIÓN D



El Rh negativo (D-) se produce casi en el 15% de los donantes blancos, casi siempre en asociación con un fenotipo cde/cde o rr. En la mayoría de los blancos, el D- refleja una supresión de todo el gen RHD (Colin.1991). En los negros, el D- puede ser el resultado de supresión génica o aparecer por la herencia de un gen RDH disfuncional. Cerca de un 6 0 % de los negros Dheredan un alelo RHD mutante que contiene una duplicación interna del par de bases (pb) 37 y una mutación sin sentido (Avent, 1999). En algunos donantes D- japoneses y blancos también se han encontrado genes RHD que contienen mutaciones sin sentido y supresiones de nucleótidos (Peng,1998; Andrews. 1998), ANTÍGENOS C/c, E/e Y RH COMPUESTO



En contraste con la complejidad del epítopo antígeno D, los antígenos C/c y E/e reflejan polimorfismos de aminoácido único en la proteina RhCcEe (Fig, 30-4). El epitopo C/c se localiza en el segundo bucle extracelular en el residuo 103, donde Ser103 es antigeno C y Pro103 es antígeno c. Tres polimorfismos de aminoácido más (Cys16Trp. lle60Leu y Ser68Asn) pueden ayudar a estabilizar los antígenos C y c respectivamente. El epítopo E/e asienta a lo largo del cuarto bucle extracelular en el residuo 226 (E/e:Pro226Ala). Los cuatro antigenos son completamente inmunogénicos y son capaces de estimular la producción de aloantícuerpos. Además, debido a que existen epítopos C/c y E/e en la misma proteína, pueden producirse aloantícuerpos dependientes de la expresión de ambos antígenos. C/c y Ele. Se han descrito cuatro aloantícuerpos con especificidad de Rh "compuesto": anti-ce (f o Rh6). antiCe (Rh7). anti-cE (Rh27) y anti-CE (Rh22). Estos anticuerpos reaccionan sólo con hematíes que portan los antígenos apareados apropiados, en c/'s, en la misma proteína RhCcEe (Tabla 30-15). ANTÍGENO G



Otros diferentes antígenos Rh de baja y alta frecuencia también se llevan en la proteína RhCcEe. El antígeno G (Rh12) es un antigeno de alta frecuencia presente implícitamente en todos los hematíes D-positivos y C-positivos. Durante mucho tiempo se apoyó la hipótesis de que G era un epitopo común a ambos antígenos, D y C. Esto fue recientemente verificado cuando el antígeno G fue identificado como un Ser103. un antígeno de tipo-C, en la proteína RhD (Figs. 30-3 y 30-4) (Faas, 1996). No es sorprendente, por tanto, que los aloantícuerpos anti-G tengan especificidad anli-C y anti-D (anti-C+D) y con frecuencia estén acompañados por anti-C (anti-G+anti-C). ANTÍGENOS C" Y C"



Los antígenos de baja frecuencia localizados en la proleina RhCcEe incluyen C (Rh8), presente en un 1% de donantes blancos, y C ( R h 9 ) , un antígeno Rh exlremadamente raro (menos del 1% de los donantes) (Fig. 30-4). En general. C y C están sólo expresados en hematíes C-positivos, generalmente en asociación con un fenotipo CDe (R ). Ambos antígenos son el resultado de la sustitución de un aminoácido único en el primer bucle extracelular (C ':Gln41->Arg; C : Ala36->Thr). Curiosamente, los individuos homocigóticos para el antígeno C o para el C carecen del antigeno w
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Tabla 30-15
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Reacciones de anticuerpos a cuatro componentes de antigenos Rh con los ocho haplotipos Rh



Anticuerpo



H a p l o t i p o s c o n reacción p o s i t i v a



CE



R-" (DCE) r> ( d C E ) R' (DCe) r (dCe) R- (DcE) r" ( d c E ) R" ( D c e ) r (dce)



Ce cE ce(l)



Rh de alta frecuencia, MAR o Rh52 (Avent. 1999). Los aloanticuerpos contra C y C no son infrecuentes, particularmente en el suero de pacientes con anemia hemolitica autoinmune caliente o en multitransfundidos (Issitt, 1998). w
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ANTÍGENOS V Y VS s



El V (Rh10. ce ) y el VS (Rh20, e*) son dos antigenos poco comunes expresados casi exclusivamente en negros ( 3 0 % de los donantes negros). La mayoría de los donantes negros positivos para el antígeno V son VSpositivos y viceversa. Ambos antígenos resultan de la misma mutación Leu245—>Val en el octavo dominio transmembrana de la proteina RhCcEe (Fig. 30-4). Exisle la hipótesis de que esta mutación altera la conformación del dominio(s) externo para exponer o crear nuevos antigenos con especificidad V y VS. Un cambio inducido en la conformación de la proteina puede también explicar el C debilitado y la expresión alterada del antígeno e (ce'.e ) observados en algunos hematíes V-positivos y VS-positivos El antígeno V puede ser suprimido por una segunda mutación eonformacional". Gly336—>Cys. en el undécimo dominio transmembrana (Daniels. 1998). s



FENOTIPOS C/C Y E/e DÉBILES Y SUPRIMIDOS



Como en el caso del D, existe una expresión debilitada o ausente de los antígenos C/c y E/e. Las expresiones E parcial y e débil pueden deberse a mutaciones puntuales o a supresiones de nucleótidos. En cambio, los fenotipos de supresión D»» (D+,C-,c-,E-,e-,Rh37+), D- - (TD+,C-,c-,E-.e-.Rh37),DCy De-, son el resultado de la recombinación genética entre los genes RHCE y RHD para ceder híbridos RHCE-D-CE Como consecuencia, hay una total ablación de los epítopos Ee y/o Ce con algunos recombinantes que expresan nuevos antigenos Rh de baja frecuencia (Rh37). Además, muchos recombinantes (p. ej..D- -) demuestran expresión antigenica D exaltada en las pruebas serológicas debido a doble dosis de algunos epítopos D en ambas proteínas RhD y RhCE-D-CE mutante (Avent. 1999). FENOTIPO R H „ „ N



Los hematíes Rh,,,,, carecen de lodos los antígenos Rh, debido a una ausencia aparente de proteínas RhD y RhCcEe. Además, los hematíes Rh carecen de los antígenos de alta frecuencia Fy y LW y pueden tener expresión marcadamente disminuida de los antigenos S/s y U. La ausencia de estos anligenos no-Rh refleja la compleja asociación topológica de las proteínas Duffy, LW y glicoforina B con proteínas Rh en las membranas de los glóbulos rojos De lorma extremadamente rara (menos de 1 en 6 millones), los hematíes R h tienen anormalidades en la morfología entrocitaria (esferocitos, estomatocitos), contenido de agua, volumen celular, flujo de cationes y asimetría fosfolipídica. Las células Rh,,,,, muestran fragilidad osmótica aumentada y una vida media en circulación acortada, con frecuencia acompañada por una anemia hemolitica leve (síndrome de la deficiencia de Rh). Como los individuos Rh, , pueden sensibilizarse a muchos antigenos, incluidos antigenos de alta frecuencia, el soporte transfusional puede ser muy difícil. Algunos individuos Rh , aloinmunizados pueden producir anti-Rh29. que reacciona con todos los hematíes excepto con Rlv,,. nijl



El fenotipo Rh„, puede surgir de dos orígenes genéticos distintos: regulador y amorfo. Históricamente, se pensaba que las personas del tipo R h . j amorfo eran homocigóticas para un alelo Rh silencioso o amorfo. Ahora se sabe que el tipo R h . , amorfo es el resultado de mutaciones perjudiciales en el gen RHCE en gente D-negativa. Como resultado, hay una ausencia de las proteínas RhD y RhCcEe en los hematíes Rh.,,,-amorfos. Debido a la ausencia de proteína Rh, los glóbulos rojos Rh„ ,-amorfos tienen expresión reducida (pero no ausente) de RhAG (Rh50) (Cherif-Zahar, 1998: Huang, 1998a). u



El fenotipo R h puede también resultar de mutaciones en el gen RHAG. Como el RhAG se requiere para la expresión de la proteina Rh en las membranas de los hematíes, las mutaciones en RHAG afectan negativamente a ambas proteínas. Las mutaciones en RhAG son la causa más frecuente del fenotipo R h . j y son la etiología del denominado "tipo-regulador' de Rh„ . Se reconocen al menos seis a siete alelos RHAG murantes con algunos individuos Rh,,,, homocigóticos para el mismo alelo y otros heteroogóticos para dos diferentes mulantes RHAG. Se producen mutaciones de pérdida en tres alen u l



los, incluida una que interfiere con el procesamiento del ARNm. Todas las mutaciones de pérdida se producen en los dominios transmembrana (GIÍ380Val, Gli280Arg, Gli297Glu) o en los dominios citoplásmicos (Val270lle) de la proteina RhAG. Se producen mutaciones del sitio de ensamblaje en otros dos alelos RHAG Rh ,. llevando a una perdida del procesamiento del pre-m-ARN. salteado de exones y mutaciones de cornmiento del armazón. Se producen mutaciones de corrimiento del armazón y supresiones de nucleótidos en otros dos genes RHAG Rh.„ (Cherif-Zahar, 1996; Huang 1998b. 1999a: Hyland, 1998). FENOTIPO R h



m o d



También se observan mutaciones en R H A G en el fenotipo R h . Los hematíes Rlv„, tienen expresiones Rh y RhAG marcadamente disminuidas, detectables sólo mediante cuidadosos estudios de adsorción y dilución. Como los individuos Rh,,,,, las personas con Rh„ ..pueden presentar indicios bioquímicos del síndrome de deficiencia de Rh con una discreta anemia hemolitica. Se han estudiado dos muestras R h . l a s dos conteniendo un única mutación de pérdida diferente en el g e n RHAG. Una mutación (Ser79Asn) está en el primer bucle citoplásmico y puede producir rotación intracelular de la proteina RhAG (Cherif-Zahar, 1996). Una segunda mutación implica al codón de iniciación metionina (Metí lie) Esto último disminuye, pero no invalida, la traducción del mARN debido a la presencia de dos residuos de metionina inferiores (Met8 y Metí 6), que son capaces de servir como codones de iniciación alternativos (Huang, 1999b). La traducción ineficiente de m A R N , junto con la síntesis de una proteína RhAG mulante truncada, puede explicar la expresión disminuida de proteínas Rh y RhAG en la última muestra R h ^ , , . m n



Anticuerpos



Rh



Los anticuerpos contra los antígeno Rh se encuentran rutmanamente en el banco de sangre (véase Tabla 30-7). D es el antígeno Rh más mmunogénico. seguido de c, E, C y e (Harmening, 1989). En general, los anticuerpos contra los antígenos Rh son el resultado de estimulación inmune a través de transfusión o de embarazo. La excepción son algunos ejemplos de anti-C- y aniiE, que pueden ser producidos naturalmente. La mayoría de los anticuerpos contra antígenos Rh son del ¡solipo IgG (IgGl e lgG3). aunque se conocen raros ejemplos de IgM o IgA. Los anticuerpos anti-Rh son reactivos a 37"C y generalmente son detectados en la fase AGH de la prueba La reactividad de los anticuerpos anti-Rh puede ser potenciada con hematíes tratados enzimáticamente. Clínicamente, los anticuerpos contra Rh están relacionados con reacciones hemoliticas transfusionales. Sin embargo, debido a que los anticuerpos Rh no fijan el complemento, casi siempre se aclaran los hematíes incompatibles por destrucción extravascular. Debido a la inmunogenicidad del antígeno D, los pacientes Rh-negativos podrían ser transfundidos con hematíes Rh-negativos para prevenir la sensibilización al antígeno D. Esto es particularmente cierto en chicas jóvenes y mujeres en edad fértil. Para transfundir a pacientes aloinmunizados. las unidades de hematíes deben ser negativas para el antígeno Rh de interés, y con prueba cruzada compatible con el suero del receptor a través de la fase A G H de la prueba. Una posible excepción puede ser los pacientes R'R' (CDe


Tabla 30-16



Sistema de grupo sanguíneo de Lewis Frecuencias (%) Adultos de EE.UU.



Posible genotipo G e n Se
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sean transfundidos. La mmunoglobulina Rh se debe administrar en las 72 horas de exposición con el fin de prevenir inmunización activa. La inmunoglobulina Rh no se administra a mujeres Rh-negativas que ya estén inmunizadas al antigeno D (es decir, que tengan anti-D). También puede ser necesario proporcionar mmunoglobulina Rh a mujeres Rh-negativas con aloanlicuerpos anti-G. Como se indicó anteriormente, anti-G se comporta como un anti-C-anti-D debido al reconocimiento de un antígeno Ser103 o tipo C en las proteínas RhD y RhCcEe. En general, la EHRN secundaria a anti-G o a anli-C+ant¡G es leve comparada con la debida a anti-D. Como estas mujeres todavía pueden convertirse en inmunizadas a epítopos Despecificos en la proteína RhD. en algunos bancos de sangre se tiende a administrar la mmunoglobulina Rh a mujeres Rh-negativas con anticuerpos anli-G (Shirey, 1997). La separación de anti-G de un verdadero anti-C+anti-D es muy laboriosa, requiriendo adsorción y dilución secuenciales (Yesus. 1985). Una pista que sugiere la presencia de anti-G es un título de anti-C al menos cuatro veces más alio que de anti-D (Shirey, 1997). No es necesario, sin embargo, separar anli-G de anti-C+anti-D en las Iranstusiones rutinarias. Con muy raras excepciones, los hematíes negativos para los antígenos D y C lo son también para el antigeno G.



Papel



biológico



Aún se desconoce la función fisiológica especifica de las proteínas Rh. aunque existe una fuerte creencia respecto a que las proteínas Rh pueden constituir un transportador de membrana. Las proteínas Rh son homologas a transportadores de amonio de la familia Mep/Aml. Además, se han descubierto homólogos del tipo-Rh en formas de vida invertebradas como el gusano nematodo Caenorhabditis elegans y en una esponja marina, Geodia cyúomum (Avent, 1999).



Sistema de grupo sanguíneo Lewis (ISBT № 007)



Sustancias Lewis y ABH en saliva y plasma Grupo 0 Le' Tipo 1 H Le . Le" Tipo 1 H Precursor d e c a d e n a Tipo 1 ( L e ' ) 1



Grupo B



Grupo A



Le' Tipo 1 H y B. Le-, L e BLe Tipo 1 H y B Precursor de ca Tipo 1 (Le )



LeTipo 1 H y A. Le , Le . ALe" Tipo 1 H y A Precursor d e c a d e n a T i p o 1 (Le' ) 1



1



1



Lewis en sus hematíes. La cantidad de antígeno Lewis en hematíes también viene determinada por el tipo ABO. Los hematíes Le (a-D+) de donantes del grupo O parecen tener mas antigeno Le que las Le (a-b+) del grupo A. y que las células B. Como se tratará más adelante, los donantes de los grupos A, y B pueden convertir L e a A L e y BLe , respectivamente (Issitt, 1998). r
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Bioquímica Aunque están biosinlélicamente relacionados uno con otro, los antigenos L e y L e no son antigenos aléhcos ni antitéticos pero reflejan la compleja interacción de dos glicosillransferasas distintas, la fucosiltransferasa tipo II (FucT2) y la fucosiltransferasa tipo III (FucT3). FucT3 es el producto del gen Lewis (gen Le) y es una lucosiltransferasa «1-3/4. mientras que FucT2, el producto del gen Se. es una fucosiltransferasa (/.1-2. Las referencias más antiguas señalan la necesidad de la acción del gen H en la síntesis del antigeno Le". Esto era antes de la clonación del gen Se, que revelo concluyentcmente que este último es una fucosiltransferasa «1-2 distinta y es la enzima responsable de la síntesis del antigeno Le". Una comparación entre las especificidades de sustrato de los genes H y Se indica que el gen H. involucrado en la síntesis de ABO. es relativamente específico para gheoconjugados de cadena tipo 2 (Gal(51-4GlcNAc-R). En cambio, los genes Se y Le fucosian preferentemente gheoconjugados de cadena tipo 1. que difieren de los precursores de cadena tipo 2 en la unión de la galactosa terminal (Gal|313GlcNAc-R) (Lowe,1994). 1
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En la tabla 30-16 y la figura 30-5 se muestra cómo los genes Le. Se y ABO interactúan para dar lugar a las diferentes combinaciones de fenotipos de hematíes Lewis y a las sustancias secretadas en plasma y saliva La molécula precursora para todos los anlígenos Lewis y glicoesfingolipidos ABH-activos de cadena tipo 1 es la sustancia precursora de cadena tipo 1 lactotetraosilceramida, conocida históncamente como el antigeno L e . Esta ultima sirve como un sustrato precursor de ambas fucosiltransferasas. el gen Le y el gen Se. El gen Se o FucT2 fucosila el precursor de cadena tipo 1 para formar el antígeno H de cadena tipo 1, el precursor de los antigenos Le- y A y B de cadena tipo 1. El gen Le o FucT3 puede utilizar el precursor de cadena tipo 1



El sistema de grupo sanguíneo Lewis se compone de dos antígenos, Lewis (Le ) y Lewis (Le ). En los hematíes, los antigenos Lewis se localizan en glicoesfingolipidos, compuestos de un grupo de cabeza carbohidrato Lewisactivo unido a una cola lipídica ceramida (N-acetil esfingosma). Al contrario de la mayoría de los anlígenos eritrocilarios, los antígenos Lewis no tienen origen eritroide. Los antigenos Lewis se sintetizan en el tracto gastrointestinal y son absorbidos pasivamente por los hematíes desde una colección de sustancia Lewis soluble secretada presente en el plasma. Entre los tejidos y fluidos que expresan antigenos Lewis se incluyen el plasma, la saliva, hematíes, plaquetas, linlocilos, endotelio, uroepilelio y mucosa intestinal. En algunos tejidos, los anlígenos L e w i s pueden ser expresados en diversos glicoconjugados incluidos glicoesfingolipidos, glicoproteinas y mucinas (Hauser, 1995; Issitt, 1998).



0 el antigeno H de cadena tipo 1 para formar los antigenos Le" y Le", respectivamente. Para resumir los tres principales fenotipos Le en los donantes de EE. UU.. el lenotipo Le (a+b-) refleja la herencia de al menos un alelo del gen Le. pero no del gen Se. En estos donantes, FucT3 añade fucosa al cuarto carbono de la N-acetilglucosamina (GIcNAc) para formar el antigeno L". Como estos donantes carecen del gen Se (se'sel. no se fabrica ningún precursor H de cadena tipo 1. Como resultado, sólo Le estará presente en el plasma, en la saliva y en los glóbulos rojos.



En el adulto existen tres fenotipos Lewis, Le (a+b-). Le (a-b+), y Le (a- b-). El Le (a+b+) se observa sólo raramente, generalmente en hematíes de niños muy pequeños o en individuos de ascendencia polinesia, japonesa o taiwanesa (Issitt. 1998; Elmgren, 1996). Como se puede ver en la Tabla 3016. el Le (a-b-) es cinco veces más frecuente entre los negros que entre los blancos. El lenotipo Le (a-b-) también se observa umversalmente en neonatos debido a la expresión del desarrollo del gen Le. A los dos o tres años de edad, la mayoría de los niños expresarán niveles adultos de antígenos



El fenotipo del hematíe Le (a-b+) resulta de la herencia de ambos genes, Le y Se. FucT3 convierte un pequeña cantidad de precursor de cadena tipo 1 en antígeno Le"; sin embargo, la cantidad es pequeña comparada con la cantidad de antígeno Le fabricada. Para sintetizar el antigeno Le , el gen Se o FucT2 primero añade un terminal fucosa «1-2 al precursor de cadena tipo 1 para formar antígeno H de cadena tipo 1 (Fig. 30-5). En las publicaciones y libros más antiguos, algunas veces se refieren al antígeno H de cadena tipo 1 como el antigeno Le-. FucT3 seguidamente añade una
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Figura 30-5. Síntesis de antigenos Lewis y de cadena ABH tipo 1 (Cer=ceramida; Fuc=fucosa; Gafegalaclosa; GalNac=N-acetilgalactosamina: Glc=glucosa: GlcNAc=N-acetilglucosamína; Le=Lewis).
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segunda lucosa a Le-" para formar antigeno L e . Aunque pudiera parecer lógico que Le pudiera también resultar de la adición de una fucosa terminal al antígeno L e por Fue 72. esto no se produce. La presencia de una fucosa interna tan cerca del terminal galactosa parece inhibir la actividad de FucT2. probablemente mediante obstaculización estérica del enzima (Lowe, 1994). Debido a que los antígenos H de cadena tipo 1 y L e portan un epítopo terminal Fuc«l-2Gal-R o antigeno H. ambos pueden servir como sustrato para las glicosiltranslerasas gen A y gen B (Fig. 30-5). Como consecuencia, los donantes del grupo A y el B secretan glicolipidos Le" y de cadena lipo 1 con actividad de grupo sanguíneo A y B junto con antígenos Le", Le ' y H de cadena tipo 1. En los donantes del grupo A,, Ale" es el anligeno L e más importante encontrado en el plasma (Lindstrom, 1992). 1
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El fenotipo de hematíes Le (a-b-) se produce en individuos que carecen del gen Le. Los individuos que son negativos para los alelos Le y Se (le/te. se/se) son incapaces de sintetizar antígeno L e o antígeno H de cadena tipo 1. Como resultado, sólo la sustancia precursora de cadena tipo 1 o el antigeno Le* están presentes en las secreciones y en el plasma. En cambio, los individuos que heredan al menos un alelo Se pueden expresar gliolipidos de cadena tipo 1 con actividad ABH. 1
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molecular



El gen Fue73 fue clonado en 1900 en el laboratorio de John Lowe. Es una glicoproteína tipo II de 361 aminoácidos, que posee un dominio transmembrana citosólico corto, que está anclado a un dominio carboxi-terminal de 327 aminoácidos dentro de la luz del Golgi. Este último contiene el dominio catalítico de la molécula y tiene actividades lucosiltransferasa a l 3 y fucosillransferasa («1-4. El gen Fue73 se localiza en el cromosoma 19p13.3 cerca de otros dos genes fucosiltransfera «1-3. FucTS y FucT6. Los tres fucosiltransferasa «1-3 son altamente homólogos, lo que está en concordancia con la duplicación génica (Weston. 1992). El gen Fue73 está



altamente expresado en el colon, estómago, intestino delgado, pulmón y riñon, con expresión más débil en glándula salivar, vejiga, útero e hígado. El Fuc76 es coexpresado con el Fue73 en la mayoría de los tejidos (Carneron. 1995). Al menos cinco mutaciones de pérdida en el gen Fuc73 se asocian con un fenotipo Le (a-b-) o nulo (Tabla 30-17). La mayoría de los alelos mulantes Fuc73 poseen dos mutaciones emparejadas dependientes de la elnia. Como ejemplo, el alelo predominante Le nulo en blancos es el 7202C/C314T, mientras que el alelo 759G/G508A es común en Japón. Cuatro de las mutaciones descritas (7202C. C314T, G508A y T1067A) se producen en el dominio catalítico de la molécula, mientras que la quinla [759G) se produce en el dominio transmembrana. En una serie de experimentos correctos de transfección en los que se utilizaron genes Fuc73 mutados por ingeniería genética, las mutaciones de pérdida en los nucleótídos 202. 508 y 1067 inactivaron por completo el Fuc73. La mutación C3147. que siempre se produce en tándem con la mutación 7202C. no altera independientemente la actividad catalítica de la molécula, pero actúa sinérgicamente con la mutación 7202C. En cambio, la mutación 759G tiene actividad enzimálica normal pero reduce la retención de la molécula en el Golgi. Los individuos que poseen sólo la mutación 759G, en ausencia de las mutaciones 71067A o G508A. conservan aún actividad Fuc73 débil. Estos individuos tipifican como Le débil (Le"), caracterizado por un fenotipo de glóbulo rojo (a-b-) y por la presencia de sustancia Lewis-activa en la saliva (Elmgren. 1997; Mollicone, 1994; Nishihara. 1999). El mismo laboratorio que clonó el gen Fuc73 clonó el gen Fuc72 o gen Se en 1995. Fuc72 se localiza en el cromosoma 19q13.3 como una parte del racimo génico de 100-kb que incluye el gen H{Fuc71) y el Sed. un seudogén de tipo-Fue72 inactivo. Una comparación entre Fuc72 y FUC71 (gen H) muestra una identidad de secuencia cercana al 68°ó en el dominio catalítico carboxi-terminal. A diferencia del Fuc71. el Fue72 posee dos codones de iniciación alternativos, dando como resultado una glicoproteína de 332 o



de 343 aminoácidos. Ambas isoformas de glicoproteína son secretadas y comparten características y actividad enzimáticas similares. La Fue72 se expresa por los epitelios intestinales, del colon y pulmonares (Rouquier, 1995; Kelly. 1995). Como era de esperar, los fenotipos no secretor y secretor parcial son el resultado de mutaciones en el gen FucT2 (Tabla 30-17). Tres mutaciones, G428A. G849A y C571T, dan lugar a codones de finalización prematuros. En donantes estadounidenses y europeos, la mayoría de los no secretores son homocigóticos para la mutación G428A, mientras que las mutaciones G849A. G571Ty G428A se encuentran en poblaciones taiwanesas y polinesias (Kelly, 1995; Kudo.1996; Henry, 1996b; Yu, 1996). Los no secretores de estas dos últimas poblaciones pueden ser homocigóticos para un alelo nulo único o helerocigóticos para dos diferentes alelos nulos. El fenotipo secretor parcial ha sido vinculado a una mutación ,43857, llevando a una sustitución de He por Phe en el residuo 129 (Henry, 1996a; Yu, 1995).



previa). Curiosamente, algunas mujeres Le (a-b+) pueden transitoriamente convertirse en fenotípicamenle Le (b-), al desarrollar el anti-Le", durante el embarazo. Los anticuerpos contra los antígenos Lewis pueden jugar un papel en el rechazo del injerto renal en algunos individuos Le (a-b-) (Spitalnik. 1984). Para la transfusión, los pacientes con anticuerpos anti-Lewis reactivos sólo a temperatura ambiente pueden ser transfundidos con seguridad con hematíes con prueba cruzada compatible pero no necesariamente antigeno-negativas. En cambio, formas de anti-Le- o anti-Le- que son hemolíticas in vitro o fuertemente reactivas en la fase AGH de la prueba podrían recibir hematíes antigeno-negativos. Si no hay sangre antigeno-negativa disponible para un paciente con un anticuerpo anti-Lewis clínicamente significativo (esto es. hemolisis in vitro o in vivo), la inlusión de plasma, que contenga el antígeno Lewis soluble de interés, antes de la transfusión puede ser útil para neutralizar o inhibir el anticuerpo circulante (Mollison, 1993).
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Como los ABO, los anticuerpos contra los antígenos Le' y L e son anticuerpos IgM producidos naturalmente (Tabla 30-7). La mayoría de las formas se delectan como aglulinmas a temperatura ambiental; sin embargo, algunas formas son reactivas a mayor temperatura y pueden también detectarse en la fase AGH del prueba, particularmente si se utiliza AGH policlonal. Aunque no es frecuente, algunas formas de anti-Le y anti-Le pueden demostrar hemolisis in vitro. Como L e * y Le" son glicoesfingolipidos, la reactividad anticuerpo puede potenciarse con un tratamiento previo sobre los hematíes con enzimas proleolílicas. La reactividad anticuerpo puede neutralizarse añadiendo una sustancia Lewis soluble disponible comercialmente o de plasma que contenga el antígeno soluble Lewis que interese. El anti-Le puede observarse en individuos de fenotipo Le (a+b-) y Le (a-b-). mientras que el anli-Le se observa sólo en individuos Le (a-b-). El anli-Le no se observa en el fenotipo Le (ab-t), ya que estos individuos sintetizan una pequeña cantidad de Le*. Algunas formas de anti-Le" también demuestran especificidad ABH (anti-Le- '. anti-Le . anli-Le"), reaccionado más enérgicamente con hematíes Le -positivos de ciertos tipos ABO. a
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Junto a la transfusión, los antigenos del grupo sanguíneo Lewis juegan un importante papel en la enfermedad. El Helicobacter pylori. agente causante de gastritis y úlceras, se une a antígenos H. Le y L e ' por la vía del reconocimiento de un epitopo FuC(/.1-2Gal terminal (Boren. 1993). Esto último parece explicar la incidencia creciente de úlceras y cáncer de estómago entre grupo sanguíneo O y secretores. Un fenotipo Lewis nulo y/o no secretor también se ha asociado a una mayor incidencia de vaginitis recurrentes por candida e infecciones del tracto urinario (Shemfeld. 1989; Hilton. 1995). La expresión aberrante de sialil-Le" se produce en muchas células cancerosas gastrointestinales y uroepiteliales y puede contribuir a la metástasis tumoral. El sialil-Le es un ligando para la molécula de adhesión endolelial selectina-E y puede mediar interacciones célula tumoral-endoteho (Takada. 1993). El sialil-Le es también el epitopo para el marcador tumoral CA 19-9. un marcador serológico útil para monitonzar pacientes con procesos malignos gastrointestinales y de otros tipos (Peclasides, 1996: Cascinu, 1997). r
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En general, los anticuerpos anti-Lewis rara vez tienen importancia clínica, aunque se conocen algunos casos de reacciones hemolíticas transfusionales secundarias a anti-Le . Los anticuerpos contra los antigenos Lewis tampoco se asocian a la enfermedad hemolítica del recién nacido, ya que los anticuerpos IgM no son capaces de atravesar la barrera placentería y los antígenos Lewis están virtualmente ausentes de los hematíes fetales (véase exposición a



Tabla 30-17



Sistema de grupo sanguíneo P (ISBT № 003 y colección ISBT № 209) El sistema de grupo sanguíneo P se compone de tres antigenos de grupo sanguíneo muy importantes: P\ P. y P,. Como los antígenos de grupo sanguíneo Lewis, los antigenos del grupo sanguíneo P son glicoesfingolipidos. formados por un carbohidrato anligénicamenle activo parte unido covalente-
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La síntesis de los antigenos P'. P y P. procede de la adición secuencial de azucares a lactosilceramida, una ceramida dihexosa (CDH) (Fig.30-6) El primer paso es la síntesis del antígeno P\ el precursor fundamental de todos los glicoesfingolipidos de tipo globo. Para labricar el antígeno P\ el gen F" (Gb sintetasa o UDP-galactosa; lactosilceramida ix1-4 galactosiltransferasa) añade una galactosa, en un enlace »1-4. a la galactosa terminal de CDH. El antigeno P" puede servir luego como sustrato para el gen P (Gb, sintetasa, UDP-A/-acetilgalactosamina: globotriaosilceramida p i - 3 Nacetilgalaclosaminiltransferasa), la cual añade un |i1-3 unido a W-acetilgalactosamlna a la galactosa terminal del antigeno P\ El antigeno P puede posteriormente servir como precursor biosintético en la síntesis de más antígenos de la lamilia globo: el antigeno Luke. un antígeno entrocilario de alia frecuencia; el antígeno Forssman (GalNAcexl-3GalNAc|i1 -3Galexl-4Gal(314Glc[J1-1Cer) un antigeno heterófilo presente en muchos tejidos animales: y antigenos A B H de cadena tipo 4. que tienen un núcleo antígeno P y un terminal ABH-activo (Issitt, 1998). El antígeno P,. por otro lado, no está relacionado con el antigeno P" ni con el P. Como se muestra en la figura 30-6. el antigeno P, es un glicoesfingolipido de la familia neolacto o de cadena tipo 2. En los individuos P., el gen P, cataliza la adición de una galactosa u l - 4 terminal a paraglobósido. Aunque ésta reacción (Gal«l—>4Gal-R) es muy parecida a la catalizada por el gen P\ datos genéticos y bioquímicos indican que el gen P, es una galactosiltranslerasa «1-4 distinta (Issitt, 1998). Además, el gen P. es una glicosiltransferasa glicoesfingolipido-especifica: el antígeno P. no se expresa en glicoprofeínas enlrocitarias. a pesar de la presencia de múltiples precursores de cadena tipo 2 (polilactosamina) en los glicanos rV-unidos (Yang. 1994). Hasta ahora, no han sido clonados ningún gen P, P, o P,. Estudios genéticos sugieren que el gen P. se localiza en el cromosoma 22q11.2-ter (Vengelen-Tyler. 1996). ;i
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tipos raros "nulos" (P, . P \ p) y débiles (P variante, P débil) (Issilt, 1998; Kundu 1978.1980).



Tabla 3 0 - 1 8 Sistema de grupo sanguíneo P



mente a una cola lipídica ceramida. que ancla la molécula dentro de la bicapa lipidica de la membrana. Los antígenos P- y P son antígenos de glóbulo rojo de alia frecuencia, presentes en hematíes de más del 99% de los donantes. Los hematíes son particularmente ricos en antígeno P. que constituye casi el 6% del total de los lípidos de los hematíes (van Deenen, 1974), Los antigenos P- y P también se expresan en células no erilroides, incluidos linfocitos, plaquetas, plasma, riñon, pulmón, corazón, endotelio, placenta, uroepitelio, libroblastos y sinoviocitos (Cooling, 1995; Spitalnik, 1995). En cambio, el antigeno P, se expresa únicamente en hematíes. Aproximadamente el 79% de los donantes blancos y el 9 4 % de los negros expresan P, en sus hematíes (Tabla 30-7). La expresión de P, varia con frecuencia en cuanto a su fuerza entre distintos individuos y se puede perder con almacenamiento in vitro a temperaturas frías. Se han descrito varios fenotipos de grupo sanguíneo P (Tabla 30-18). El fenotipo P. es el más frecuente y se caracteriza por la presencia de P\ P y P, en la membranas del hematíe. El fenotipo P. es el segundo más frecuente y se diferencia del fenotipo P, sólo por la ausencia del antígeno P, en los hematíes. Juntos, los fenotipos P, y P representan casi el 100% de todos los donantes. El sistema de grupo sanguíneo P también contiene diversos feno?



En la figura 30-6 se explica cómo surgen los diferentes fenotipos de grupo sanguíneo P. Prácticamente toda la gente hereda ambos genes, P
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Antijjeno l.ukc (SSF-:A4) Figura 30-6. Síntesis de los antígenos de la sangre P (Cer=ceramida: Gakgalactosa: GalNac=N-acetilgalactosamma: Glc=glucosa. GlcNAc=N-acetilgiucosamina; SSEA= antígeno embrionario estadio-especifico).



y P, y expresa los anlígenos P- y P en sus hematíes (fenotipo P ). La mayoría de los individuos (el 80%) también heredan el gen P, y de esle modo expresan una pequeña cantidad de antígeno P, (fenotipo P,). En cambio, los individuos del raro fenotipo P- carecen de un gen funcional P, dando lugar a una ausencia de antígeno P y un acumulo de CDH y P en las membranas de las células. Del mismo modo, los individuos del fenotipo p carecen de un gen F*funcional. Estos individuos, por lo tanto, no pueden sintetizar antigeno P ni antígeno P y sólo expresan CDH en sus membranas eritrocitanas. Hay también una expresión incrementada del antígeno "p" o sialoparaglobosido (SPG) (NeuAc(/.2-3Gal|i1-4GlcNAc|i13Gal|i1-4Glc|)1-1Cer) en hematíes p debido a un incremento compensatorio de la síntesis de neolactoglicolípidos. Existe la hipótesis de que los fenotipos P' variante y P débil descritos por Kundu y col. (1980. 1978) reflejan una expresión/actividad disminuidas de los genes Py P\ respectivamente. 7
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Anticuerpos de grupo sanguíneo P ANTI-P, Clínicamente, el anticuerpo más frecuentemente observado es el anti-P,, que se delecta en un cuarto a dos tercios de los donantes P (lssitt, 1988). El anti-P, es un anticuerpo producido naturalmente del isotipo de IgM y con frecuencia se detecta como una aglutinina débil a temperatura ambiente Raras formas de antí-P, se reactivan a 3 7 C o demuestran hemolisis in vitro. Debido a que la expresión de P. puede variar en su fuerza entre distintos individuos, el anti-P. puede no reaccionar con todas las células P,-positivas probadas. Ya que el anti-P. puede ligarse al complemento, puede detectarse en la fase antiglobulina indirecta de las pruebas si se utiliza AGH especifica. La reactividad anticuerpo puede eliminarse por suero precalentado o al añadir una sustancia P, soluble. Las fuentes de sustancia soluble P. son el líquido del quiste hidatídico, gusanos de tierra y ciertos huevos de pájaro. Los títulos de anti-P, con frecuencia se encuentran elevados en pacientes con hidatidosis quística, con fasciola hepática (tremátodo hepático), y en los criadores de pájaros (Issitt, 1998). Algunos ejemplos de anti-P. tienen especificidad de grupo sanguíneo I (anti-IP,). ?



En general, el anti-P, no es clínicamente significativo y raramente se requiere transfusión de sangre antígeno-negativa. Específicamente, los pacientes con un anti-P, reactivo sólo a temperatura ambiente pueden ser transfundidos con seguridad con hematíes P^positivos con prueba cruzada compatible a 3 7 ' C en la fase AGH. Esto no es cierto para los pacientes con un anti-P, reactivo a 37'C o con un anti-P, que muestra hemolisis in vitro. Debido al riesgo de reacciones hemolíticas transfusionales inmediatas o retardadas, estos pacientes deberían sólo recibir hematíes P.-negativos (P,) con prueba cruzada compatible. El anti-P, no es una causa de la enfermedad hemolitica del recién nacido.



Papel biológico A diferencia de muchos antigenos, se desconoce el papel fisiológico de los antigenos de grupo sanguíneo P. Hay alguna evidencia de que el antígeno P' puede estar asociado con la modulación y el tráfico del receptor del inferieron a (Ghislain. 1994). Los antigenos de grupo sanguíneo P pueden también jugar un papel en la diferenciación celular y en la neoplasia Los antigenos P- y P sen expresan dilerencialmente durante la maduración de la mucosa intestinal y de los linfocitos humanos, y son marcadores de apoptosís en las células B del centro germinal (Mangeney, 1991; Wiels, 1991; Jacewicz, 1995), En la neoplasia, el antigeno P" incrementado es un rasgo característico en el linloma de Burkitt y en la leucemia linloblástica (Kalisiak, 1991; Wiels. 1991). Diversos antigenos de grupo sanguíneo P son receptores para patógenos microbianos. El antígeno de grupo sanguíneo P es el receptor para el parvovirus B19. un virus ADN de cadena simple. El agente eliológico del eritema infeccioso, el parvovirus B19. puede estar asociado con múltiples secuelas clínicas incluyendo crisis aplasicas (Coolmg, 1995). Los antigenos P, y P* son receptores para la toxina shiga, producida por Shigella dysenteriae y para cepas de Escherichia coli enterohemorrágico (ECEH) Además de gastroenteritis, la infección por ECEH es la causa más frecuente del síndrome hemolitico urémico adquirido en la comunidad, y probablemente refleja la unión de la toxina al antigeno P" en el endolelio glomerular vascular (Boyce. 1995; Cooling, 1998). Los antigenos de grupo sanguíneo P. P- y Luke en el uroepilelio son receptores celulares para P-limbriae. una adhesina bacteriana y factor de colonización expresado en cepas uropatogénicas de E. Coli (Slromberg, 1990). El antígeno P* también sirve como receptor para Streptococcus sws y Pseudomonas aerugtnosa (Haalaja, 1994; Sudakevitz. 1996).



Antígenos I e i (Colección ISBT № 207) C o m o los antígenos de grupo sanguíneo ABH. Lewis y P. los antígenos I e i son carbohidratos complejos en glicoproteinas. polilactosamimlceramidas y glicoesfingolipidos Debido a que I e i no son antigenos antitéticos diferenciados, no son un sistema de grupo sanguíneo pero se clasifican como una lista de grupo sanguíneo. Bioquímicamente, los antigenos I e i son oligosacándos de cadena tipo 2 y pueden servir como el precursor carbohidrato para la síntesis de ABH de cadena tipo 2 y antígenos relacionados (Figs. 30-2 y 30-7). Los antigenos I e i terminan en un epitopo inmunológicamente activo Gal|i1 -4GlcNAc|il-3R o lactosaminil, y se diferencian sólo en la complejidad de su "columna vertebral" carbohidrato. Los anticuerpos anti-i preferentemente se unen a oligosacándos de cadena tipo 2 no ramificados o lineales, mientras que los anticuerpos anti-l reconocen grupos polilactosaminil complejos ramilicados (Fig 30-7).



ANTI-PP,P"



Debido a que el enzima (o enzimas) responsable de la síntesis de glicanos de cadena tipo 2 ramificados parece estar pobremente expresado en el momento del nacimiento, el antigeno I está virtualmente ausente en los hematíes del cordón umbilical y letales (l-i+). Sobre los 18 meses de edad, el nivel de antígeno i desciende y el de I asciende hasta el observado en los hematíes adultos (I+Í-) (Hakomori, 1981). También se observa un incremento de la expresión de i en el lenotipo un raro fenotipo de hematíe autosómico recesivo (Tabla 30-19). Un i incrementado también puede verse en la anemia diseritropoyélíca congénita (ADC) y en los trastornos hemoliticos crónicos. En estos últimos, la expresión incrementada de i en los hematíes refleja una hematopoyesis estresada (Navenot. 1997). En cambio, el antigeno i incrementado observado en hematíes de la ADC es el resultado de defectos específicos en la glicosilación (Fukuda. 1990).



El anti-PP,P" (conocido históricamente como anti-Tj") es una mezcla separable de anti-P, anti-P,, y anti-P" en el suero de individuos p. Estos anticuerpos son producidos naturalmente y pueden ser sólo IgM o IgM más IgG (lgG3). Debido a que los anticuerpos anti-PP.P son potentes hemolisinas. los pacientes del fenotipo p sólo pueden ser transfundidos con hematíes p. En las mujeres, anti-PP,P' y anti-P están asociados con una mayor incidencia de aborto espontáneo. Las plasmaféresis precoces y frecuentes se han utilizado con éxito terapéutico en mujeres embarazadas aloinmunizadas de los fenotipos p y P" (Spitalnik, 1995).



Generalmente, Anti-I y anti-i son anticuerpos del isotipo IgM, reactivos a temperatura ambiental o más fría (Tabla 30-7). Los autoanticuerpos para el antígeno I son relativamente frecuentes y generalmente son aglutininas frías a bajos títulos. Aunque es generalmente benigna, la hemolisis secundaria a altos títulos de anti-l se puede observar en la anemia hemolílica autommune fría secundaria a un proceso maligno o a infección por Mycoplasma pneumomae. El autoanli-¡ es relativamente poco frecuente; sin embargo, se han detallado formas de autoanti-i potente en mononucleosis infecciosa y en cirrosis alcohólica.



ANTI-P El anti-P es también un aloanticuerpo IgM producido naturalmente en el suero de individuos P" (y p). Es una potente hemolisina. y puede causar hemolisis in vivo seguidamente a la transfusión de hematíes P-positivos (P, y P ). Un autoanticuerpo con especificidad anti-P se observa también en pacientes con hemoglobinuna paroxistica por frío (HPF). En los pacientes con HPF, este autoanti-P es una hemolisina bifásica IgG. y pueden ser diagnosticados por la prueba de Donath-Landstemer (véase posteriormente Autoanticuerpos de los hematíes). 2
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Figura 30-7. Estructura de los antígenos sanguíneos I e i Se describen los epitopos laclosamil terminal mmunológicamenle activo (Gakgalactosa; GlcNAc=N-acetilglucosamina: R= otros oligosacándos).



antígeno I



El aloanti-l es relativamente raro y se encuentra como un anticuerpo producido naturalmente en los individuos l mientras que el aloanti-i nunca se ha detectado (Mollison. 1993). Como ambos antígenos I e i forman la columna vertebral precursora para otros antígenos de grupo sanguíneo, algunos anticuerpos tienen especificidad aumentada frente a antígenos li y ABH (anti-IH, anti-IA, anti-IB y anti-iH). Para más información sobre los antigenos li, véase por favor la exposición sobre anticuerpos fríos al final de este capítulo.



En la membrana del hematíe, la glicoforina A está presente como un dímero. generalmente asociado a una banda 3. el intercambiador aniónico de los hematíes (IA1). Aparentemente la interacción electroestática entre un ácido glutámico (Glu658) en banda 3 y un residuo aminoácido en la glicoforina A es la responsable de la expresión de Wt*. un antigeno de hematíe de alta incidencia. Se cree que un aminoácido en o cerca del epitopo ENEP/HAG (residuo aminoácido 65) en la glicoforina A está involucrado en la formación de W(Bruce, 1995; Poole, 1999). Los antigenos M y N se localizan en el extremo amino-terminal de la glicoforina A (Huang.1995).



Sistema de grupo sanguíneo MNSs (ISBT № 002)



Los antigenos S/s y U se localizan en la glicoforina B. una glicoproteína eritrocitaria relacionada (Fig. 30-8). La glicoforina B es una glicoproteína de 20 kDaltons y 72 aminoácidos compuesta de un dominio /V-terminal extracelular grande que contiene 11 glicanos O-unidos. Aunque la glicoforina B comparte una homología considerable con la glicoforina A en el terminal amino. la glicoforina B es más pequeña, careciendo tanto de un /V-glicano como de una cola citoplásmica (Fig. 30-8). La glicoforina B está también presente en un número menor de copias (170.000 a 250.000 por célula) que glicoforina A. En la membrana del glóbulo rojo, la glicoforina B parece estar extrechamente asociada con el complejo inmune Rh. El epitopo S/s se localiza en el aminoácido 29 (Issitt. 1998).
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Descubierto en 1927. el grupo sanguíneo MNSs fue el segundo sistema de grupo sanguíneo identificado después del ABO. Hoy, el sistema de grupo sanguíneo MNSs se compone de unos 40 antigenos de los cuales sólo cuatro, que representan dos pares de antígenos alélicos o autosómicos codominantes (M/N y S/s), se encuentran habitualmente en el entorno clínico. Como se puede ver en la tabla 30-20, los antigenos M y N están distribuidos equitativamente entre negros y blancos, con aproximadamente el 25% de los donantes homocigóticos para cada uno de ellos. En cambio, el antigeno S es casi dos veces más Irecuente en blancos (57%) que en negros (30%). En una minoría (menos del 1%) de negros, se puede observar un fenotipo S-s- o nulo. En estos individuos, la ausencia de antígenos S/s se acompaña generalmente de una ausencia de antigeno U, un antigeno de glóbulo rojo de alta frecuencia presente en la misma glicoproteína que los antigenos S/s. Como los antígenos Rh, los antigenos de grupo sanguíneo MNSs están expresados sólo en hematíes.



Bioquímica Los antígenos M/N se localizan en la glicoforina A, una proteína de hematíe muy importante, existiendo casi un total de un millón de copias de ella por célula. Estructuralmente. la glicoforina A es una glicoproteína tipol de 31 kDaltons y 131 aminoácidos compuesta de un dominio extracelular grande de 72 aminoácidos, un dominio transmembrana y una cola citoplásmica corta (Fig. 30-8). La molécula está fuertemente glicosilada. y posee una cadena lateral de 15 carbohidratos O-unidos, y un carbohidrato A/-unido. Los glicanos O-unidos se componen de mono- (17%), di- (78%), y trisialooligosacáridos (5%), unidos a un residuo serina o a un residuo treonina. Debido al gran número de glicanos O-unidos sialilados en la glicoforina A. cerca del 6 0 % y el 5 0 % del peso molecular total es carbohidrato y ácido siálico, respectivamente. No sorprende que la glicoforina A sea la sialomucina más importante en los glóbulos rojos y contribuya significativamente a la carga negativa global o potencial zeta de los glóbulos rojos.



Biología molecular Los genes para las gheoformas A y B han sido clonados y secuenciados. Ambos genes se localizan en el cromosoma 4q28-q31 como una parte de un racimo génico de 330-kb que codifica las glicoforinas A, B, y E (5-A-B-E-3). Algunos estudios indican que las glicoforinas B y E surgen de la glicoforina A mediante duplicación génica y recombínación no homologa. Como muchos antígenos de grupo sanguíneo, la región promotora contiene secuencias consensuadas para diversos elementos c/s-regulatorios. incluyendo Sp1 y GATA1 (Vlgnal, 1990: Rahuel. 1994). Una proteina reguladora transcripcional eritroide. GATA-1, es probablemente la responsable de la expresión especifica eritroide de los genes glicoforina A y B. Esto ha sido demostrado para la glicoforina B donde la GATA-1 desplaza una proteína represora, que normalmente une el promotor de la glicoforina B y bloquea la transcripción génica (Rahuel, 1992). La mayor estabilidad del mARN de la glicoforina A (más de 24 horas) respecto al de la glicoforina B (menos de 17 horas) puede explicar los mayores números de glicoforina A en los hematíes (Rahuel. 1994).
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Tabla 30-19 Antígenos 1 e i Fuerza antigénica relativa Fenotipo ' «M» i^ l, 1 n
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Figura 30-8. Glicoforina A y B. La glicoforina A y glicolorina B poseen glicanos ligados a O de 11 a 15, que consisten fundamentalmente en disialotetrasacaridasa (78%), que recorre la mitad aminoterminal del dominio extracelular, La molécula de glicoforina A también tiene un N-glicano bicatenano simple, que se muestra como ramificaciones. El dominio transmembrana simple de ambas moléculas se muestra mediante un cilindro gris oscuro. Los antígenos alélicos, M y N, residen en el extremo aminoterminal de la glicoforina A y difieren solo por un aminoácido en posición 1 y 5 (véase la tabla incluida) El antígeno N también está presente en el extremo aminoterminal de la glicoforina B y se denomina antígeno N' (véase la tabla incluida). Los antígenos S/s se localizan en el aminoácido 29 de la glicoforina B. El antígeno U se localiza entre los residuos 29 a 36, o de 33 a 40. Los antígenos antitéticos ENEP y HAG se localizan en el aminoácido 65 de la glicoforina A. El antigeno W r . formado por una interacción electrostática no covalente entre la glicoforina A y el brazo 3, puede implicar a los aminoácidos en o cerca del epítopo ENEP/HAG (Poole, 1999).



La naturaleza bioquimica de los antígenos MNSs se conoce desde hace mucho tiempo. Los antígenos M y N están situados en el extremo amino terminal de la glicoforina A (aminoácidos de 1 a 5) e incluyen proteína y carbohidrato como parte del epítopo inmune. Son, sin embargo, las diferencias de aminoácidos en las posiciones 1 y 5 las que definen los antígenos M/N (Fig. 30-8. recuadro). No sorprende, por tanto, que diversas variantes antigénicas M y N de baja incidencia sean el resultado de diferentes sustituciones de aminoácidos (Ms, M ) y/o de la expresión alterada de glicanos Ounidos (M,, T m , Can). Junto con la glicoforina A, el antigeno N es también expresado en el extremo amino-terminal de la glicoforina B. Se hace referencia a este último como antígeno N' para distinguirlo del antígeno N en la glicoforina A (Issitt. 1998). c



El antigeno de alta incidencia ENEP y su antígeno alélico de baja incidencia, HAG, se localizan en el aminoácido 65 de la glicoforina A. Una única sustitución del aminoácido. Ala65—»Pro, es la responsable de los antígenos ENEP y HAG, respectivamente (Poole, 1999). La pérdida de ENEP se asocia con expresión aberrante de W r , aportando peso a la hipótesis de que tanto glicoforina A como banda 3 se necesitan para la expresión de Wr° (Poole, 1999). :



A diferencia de la complejidad de los antígenos M/N, el antígeno S/s es el resultado de una única sustitución de aminoácido en la glicoforina B, donde Met29 es el antígeno S y Thr29 es el antígeno s. El antigeno U, un antígeno de alta incidencia en los hematíes, se presenta también en la glicoforina B. El epitopo exacto reconocido por los anticuerpos anti-U parece diferir entre las diferentes muestras; sin embargo, al menos dos estudios localizaron un epítopo anti-U entre los aminoácidos de 33 a 40, y de 29 a 36. respectivamente (Issitt, 1997; Blanchard, 1994). También se han determinado las bases moleculares de los diversos fenotipos débiles, quiméricos y nulos. Casi todos los fenotipos nulos descritos parecen suponer mutaciones del sitio de ensamblaje o grandes delecciones de las glicoforinas A y B. Hay dos distintos fenotipos nulos glicoforina A, el tipo En



(a-) Finlandés y el tipo En (a-) Inglés. El En (a-) Finlandés es un fenotipo nulo glicoforina A que resulta de una gran delección de glicoforina A (exones de A2 a A7) y una recombinación con glicoforina B para formar un hibrido glicoforina A (exón A1)-glicoforina B (exones de B2 a B5) tipo Lepore. El tipo En (a-) Inglés resulta de la herencia de dos diferentes alelos nulos, el tipo En (a-) Finlandés y el M -. Como En (a-), el alelo Fv1 se caracteriza por una gran delección de glicoforina A, al igual que de glicoforina B, dando origen a un hibrido glicoforina A-E. Debido a que carecen tanto de glicoforina A como de glicoforina B, los homocigóticos M*/M son negativos para los antígenos M/N, S/s y U. Una ausencia de los antígenos S/s y U puede también producirse con el fenotipo Henshaw-positivo (He+), Aunque el fenotipo He+ es realmente debido al acontecimiento de una conversión génica (véase más adelante), algunas formas poseen una mutación del sitio de ensamblaje en el exón 5, lo que lleva a la excisión del exón 5 durante el procesamiento del ARNm con una consiguiente mutación de corrimiento del armazón y pérdida de antígenos S/s y U en la proteína traducida (Issitt, 1998). 1
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Diversos antígenos MNSs raros surgen también de eventos de recombinación y conversión génica entre la glicoforina A y la glicoforina B. Los antígenos Hil, S A I y clases V y XI de Miltenberger son híbridos tipo Lepore glicoforina A-B, mientras que St y Dantu son glicoforina B-A o híbridos anti-Lepore. Muchos otros antígenos Miltenberger son ejemplos de conversión génica donde segmentos de una glicoforina están insertados dentro de la otra para formar glicoforina B-A-B e híbridos A-B-A (Huang, 1995). a



Anticuerpos



MNSs



Los anticuerpos contra los antígenos M y N son anticuerpos producidos naturalmente de isotipo IgM, generalmente detectados como aglutininas salinas a temperatura ambiente (Tabla 30-7), Anti-M y anti-N pueden mostrar dosificación, reaccionando más débilmente con células heterocigóticas (M/N)



680



SECCIÓN IV



•



HEMATOLOGÍA, C O A G U L A C I Ó N Y MEDICINA TRANSFUSIONAL



que con homocigólicas (M/M o N/N). Debido a que los anligenos M y N se localizan en la glicoforina A, la reactividad de anti-M y anti-N se elimina con un tratamiento previo de los hematíes con enzimas proteolíticas o neuraminidase. Algunas formas de anti-M y anti-N pueden ser potenciadas mediante la acidificación del suero a pH 6.5, con el uso de un diluyeme albúmina, o por premcubación de hematíes antigeno-positivos en una solución que contenga glucosa. Clínicamente, el anti-M es un anticuerpo encontrado frecuentemente en el banco de sangre. En cambio, el anti-N es claramente infrecuente, a pesar de que el 25% de los pacientes son negativos para el antigeno N (homocigóticos M). La rareza del anti-N se debe a la presencia del antígeno N' en la glicoforina B. Cuando se observa, el anti-N es generalmente un autoanticuerpo. reaccionando tanto con el antígeno N como con el N'. Un autoanti-N (antiN) se puede observar también en pacientes sometidos a hemodiáhsis. El formaldehido utilizado para esterilizar el equipo de diálisis parece reaccionar con la leucina terminal en los antígenos N y N'. creando un neoantígeno (Issitt, 1998). En general. anti-M y anti-N son anticuerpos clínicamente insignificantes, y sólo ocasionalmente causan reacciones transfusionales hemolíticas o enfermedad hemolítica del recién nacido. En cambio, en pacientes que carecen de glicoforina B (S-s-U-) se observan potentes aloanticuerpos anti-N hemolíticos. En estos pacientes, se conocen casos de reacciones hemolíticas transfusionales importantes y de enfermedad hemolítica del recién nacido seguidas de la transfusión o exposición a hematíes Nposilivos. A diferencia de anti-M y anti-N. los anticuerpos contra antígenos S. s y U son siempre clínicamente significativos (Tabla 30-7). Todos son anticuerpos del isotipo IgG, reactivos a 37 C. que surgen por inmunoestimulación mediante transfusión o embarazo. Algunos ejemplos de anti-S y anti-s pueden mostrar dosificación. La modificación enzimálica de hematíes con proteasas. pero no con neuroaminidasa. puede disminuir la reactividad de algunos anti-S y anti-s. La reactividad de anti-U es resistente a digestión proteolítica. Los tres anticuerpos son una causa de reacciones hemolíticas transfusionales y de enfermedad hemolítica del recién nacido.



Papel biológico A pesar de la prevalencia de las glicoformas A y B en los hematíes, todavía se desconoce su papel biológico: no hay ninguna secuela hematológica o patológica asociada con la ausencia de estas glicoforinas. Las glicoforinas A y B podrian jugar un papel en las infecciones por Plasmodium falciparum. Muchas cepas de P. falciparum se adhieren a los hematíes por la via del reconocimiento de acido siálico en la superficie celular. Debido a que las glicoforinas A y B están fuertemente sialiladas, una disminución o ausencia de glicoforina de hematíe puede conferir resistencia a la infección por P. falciparum. Se pueden obtener resultados similares con tratamiento de los hematíes con neurammidasa (Garraty. 1994a)



Sistema de grupo sanguíneo Lutheran (ISBT № 005) El sistema de grupo sanguíneo Lutheran (Lu) contiene 18 antígenos incluyendo cuatro pares de antígenos alélicos o antitéticos (Tabla 30-21). Los 10 antigenos restantes son antígenos de alta incidencia cuyas parejas anlitéticas aún no se han descrito debido a la rareza del estatus homocigótico y/o debi-
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Bioquímica Los antigenos Lutheran se localizan en una glicoproteina de paso único tipo 1 con un peso molecular de 85 kDaltons y 78 kDaltons (Parsons. 1987). La glicoproteina de 85 kDaltons es la i s o t e r m a predominante encontrada en los hematíes y tejidos normales. Miembros de la supertamilia de las mmunoglobulinas, la glicoproteinas de 78 kDa y 85 kDa comparten un dominio extracelular grande (518 aminoácidos) común con cinco regiones de mmunoglobulina y cinco lugares potenciales de /V-glicosilación (Fig. 30-9). Tres dominios mmunoglobulina son del tipo de región constante 2 (C2), mientras que los dos restantes son dominios de región variable ( V ) . La dilerencia de 7 kDaltons entre las isotermas 78 kDaltons y 85 kDaltons refleja la longitud de la cola citoplásmica carboxi-terminal. Especificamente, la isoforma de 85 kDaltons contiene unos 40 aminoácidos más no presentes en la molécula de 78 kDaltons. Además de su larga longitud, el dominio ciloplásmico de la isoforma de 85 kDaltons posee un motivo SH3. el cual es un sitio potencial de unión para la proteína Src (Cartron, 1998).
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El gen para Lutheran se localiza en el cromosoma 19q13.2-13.3. Es un gen de 12 5 kb. que contiene 15 exones: el ensamblaje alterno del exón 13 es el responsable de la isoterma menor de 78 kDaltons (El Nemer, 1997; Rahuel. 1996). Aunque ningún box TATA o CAAT está presente en la región promotora o de flanqueo 5' del gen, este posee secuencias de consenso para diversos elementos c/s-reguladores incluyendo los ubicuos S p i . AP2, E G R - 1 , Ets. y GATA-1, una proteina de unión de transcripción eritroide (El Nemer, 1997). Hasta ahora se conocen las bases moleculares de sólo dos alelos Lulheran (Fig. 30-9). Los antígenos L u / L u reflejan una transición G->A en el nucleótido 229. dando lugar a un His (Lu-) o a Arg (Lu") en el aminoácido 77 del primer dominio (tipo V) de la glicoproteina Lutheran. Del mismo modo, los antígenos A u ' / A u " son el resultado de la sustitución Thr ( A u . Lu18) a Ala ( A u , Lu19) en el residuo 539 del quinto dominio (Cartron. 1998). Se han secuenciado otros siete antígenos Lutheran a uno de cinco dominios inmunoglobulina utilizando un archivo de mulantes de delección Lutheran. En resumen, los antigenos LuVLu , Lu5, y probablemente Lu12. se localizan en el dominio 1, seguidos de los antígenos Lu 4 y de Lu 8/9 en el dominio 2. Lu 20 y Lu 6 (dominio 3), Lu 7 (dominio 4), y Au'/Au* y Lu 13 (dominio 5). El mapeo de los antigenos Lu 6 y Lu 12 es provisional (Parsons, 1997). d
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do a su baja inmunogemcidad. El Lulheran es un componente menor de las membranas de los hematíes, promediando sólo de 2000 a 5000 moléculas por célula, y puede variar en fuerza entre los diferentes donantes (Issiti. 1998). Incluso en un único individuo, hay una considerable heterogeneidad en la expresión del Lutheran. con sólo del 4 0 % al 5 0 % de hematíes positivos para los antigenos Lutheran por citometria de flujo I E I Nemer. 1998). Los antígenos Lulheran se expresan de forma general en los tejidos humanos. Además de en los hematíes, la glicoproteina se expresa por el colon, intestino delgado, ovario, testículos, próstata, limo, bazo, páncreas, riñon, músculo esquelético, hígado, pulmón, placenta, cerebro, corazón y médula ósea (Rahuel, 1996).
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debilitada del antigeno Lutheran. El XS2 no tiene ningún efecto en CD44 y se asocia realmente con expresión aumentada del antígeno i y con expresión disminuida del I. Ninguno de los genes In(Lu) o XS2 se han idenlifícado o clonado hasta la fecha. Debido a que ambas formas, ln(lu) y XS2, de fenotipo "Lu nulo" expresan algún antígeno Lulheran en los hematíes y otros tejidos, ningún fenotipo se asocia con aloanticuerpos para antigenos Lutheran de alta incidencia (anti-Lu3) (Rao. 1995).
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Los anticuerpos contra los antígenos Lutheran son infrecuentes en el banco de sangre (Tabla 30-7). Anti-Lu' y anti-Lu pueden surgir por estimulación inmune, aunque muchas formas de anti-Lu parecen producirse de forma natural (Issitt, 1998). Los anticuerpos anti-Lutheran generalmente son del isotipo IgG. aunque algunas formas son mezclas de IgG. IgA e IgM. Tanto anti-Lu como anti-Lu" se detectan en la fase AGH de la prueba y pueden ser inhibidos por una previa digestión de hematíes con quimiotripsina y tripsina. Muchas formas de anticuerpos anti-Lu" y algunos antiLu" pueden también detectarse como aglutininas salinas a temperatura ambiente. Posiblemente debido a que no todos los hematíes expresan antigenos Lutheran detectables (El Nemer, 1998). el anti-Lu puede mostrar aglutinación en campo mixto, caracterizada por una población menor de pequeños aglutinados en un fondo de hematíes no aglutinados. Los anticuerpos contra los antígenos Lutheran se asocian sólo raramente con reacciones hemoliticas transfusionales o enfermedad hemolitica del recién nacido. ;
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Figura 30-9. Glucoproreína Lulheran. Los antígenos Lulheran se localizan en uno de los cinco dominios de inmunoglobulinas (V, tipo-C2). El dominio transmembrana se dibuja como un cilindro de color gris oscuro. La longitud del dominio citoplásmico puede variar de 19 aminoácidos (forma de 78 kDa) a 59 aa (isoforma de 85 kDa). La última posee un realce de unión aceptado para la proteina Src (dominio SH3).



Aunque es raro, un fenotipo nulo Lutheran ha sido también descrito. Curiosamente, el fenotipo Lu nulo puede surgir de tres distintos orígenes genéticos: autosómico recesivo, autosómico dominante y recesivo ligado a X, Sólo el tipo autosómico recesivo es un fenotipo nulo verdadero, caracterizado por una completa ausencia de glicoproteina Lutheran en los hematíes. El fenotipo autosómico recesivo refleja homocigosidad para dos alelos amorfos silentes (Lu). En el único individuo estudiado hasta la fecha, la ausencia de glicoproteina Lutheran resultó de una mutación puntual, llevando a un codón sin sentido, en el exón 6 (Cartron, 1988). Debido a que el fenotipo Lu nulo autosómico recesivo carece completamente de glicoproteina Lutheran en los hematíes, los pacientes pueden fabricar un anti-Lu3, un aloanticuerpo tipo-anti-Lu ", después de una transfusión de hematíes. a



biológico



Biológicamente, Lutheran es un receptor de alta afinidad para laminina, una proteína de membrana basal involucrada en la diferenciación celular, adhesión, migración y proliferación. Parece que la sobreexpresión de la glicoproteina Lutheran en el carcinoma ovárico y otros cánceres facilita la adhesión celular al tumor y a metastatizar (Rahuel. 1996). En los pacientes con drepanocitosis, la expresión aumentada de Lulheran en las células falciformes y en los reticulocilos puede contribuir a la fisiopatologia de las crisis vaso-oclusivas. Los pacientes con drepanocitosis tienen evidencias indirectas de daño vascular crónico con manifestación de células endoteliales microvasculares y exposición de la membrana basal vascular (Solovey. 1997). En eslos pacientes, la exposición aumentada de laminina en el subendotelio trombótico, junto con expresión aumentada del receptor de laminina en reticulocitos y células falciformes, pueden originar la adhesión de hematíes y la estasis circulatoria (El Nemer, 1998). Ya que Lutheran se expresa tarde en la diferenciación entroide, no parece que juegue un papel en la adhesión a la matriz extracelular de la médula ósea (El Nemer, 1998). Sin embargo puede que sí esté involucrado en la migración de los hematíes fuera de la médula ósea (Southcot!, 1999).



Sistemas de grupo sanguíneo Kell y Kx (ISBT № 006 y 019)



A diferencia del tipo autosómico recesivo, las formas autosómicas dominante y ligada a X del fenotipo Lu nulo se caracterizan por una expresión muy débil del antígeno Lu que sólo puede ser detectado por técnicas de adsorción y elución. El fenotipo autosómico dominante o In(Lu) es la forma más frecuente de los fenotipos "Lu nulo". Producidas en 1 de cada 3.000 individuos, los hematíes In(Lu) expresan sólo 500 moléculas de Lutheran por hematíe, menos del 2 5 % de lo normal. Además, hay una expresión debilitada de diversos antígenos no relacionados, incluyendo P., i, y CD44, una molécula de adhesión que portan los antigenos de grupo sanguíneo Indian y AnWj. Se desconoce cómo In(Lu) regula la expresión de Lutheran y otros antígenos. La hipótesis más divulgada es que In(Lu) es una proteína de unión ADN especifica entroide capaz de suprimir la transcripción génica (Rao, 1995). Los hematíes In(Lu) pueden mostrar leves anormalidades incluyendo poiquilocitosis aumentada y hemolisis aumentada al ser almacenados en conservantes sanguíneos comunes como dextrosa citrato ácido (Bailas, 1992).



Identificado por primera vez en 1945, el sistema de grupo sanguíneo Kell se compone actualmente de 26 antigenos de alta y baja frecuencia (Tablas 30-22 y 30-23). Once de los antígenos Kell pertenecen a cinco series de antígenos alélicos o anligénicos. Muchos antígenos Kell son de alta incidencia (más del 9 9 % de la población) y sus parejas antitéticas no se han identificado por la rareza extrema y/o a la baja inmunogenicidad del carácter homocigótico. Algunos antígenos Kell muestran diferencias raciales importantes en su expresión: J s (KEL6) es mucho más frecuente en negros (19,5%) que en blancos (menos del 1%). Aunque menos llamativo, el antigeno Ul o KEL10 se observa en el 2.6% de los nativos finlandeses pero es muy raro en otras poblaciones. El antígeno Kell se encuentra sólo en hematíes y en sus precursores.



La forma recesiva ligada al X se debe también a un gen inhibidor. Localizado en el cromosoma X, el XS2 se caracteriza también per una expresión



Los antígenos Kell (ISBT N- 006) se localizan en una glicoproteina de 93 kDalton y 732 aminoácidos, que posee un dominio citosólico amino-termi-
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nal corto de 47 aminoácidos; un dominio transmembrana único; y un dominio extracelular grande de 665 aminoácidos que incluye el carboxilo terminal (Fig. 30-10). Hay seis sitios de W-glicosilación potencial, como se determina mediante secuencia consensuada Asn-X-Thr/Ser. en los residuos aminoácidos 9 4 , 1 1 5 , 1 9 1 , 345, 627, y 724 (Lee, 1991). Sin embargo, sólo cinco (94, 115, 345, 627 y 724) se cree que son glicosilados en la glicoproteina Kell "tipo salvaje" (k. KEL2). En el fenotipo K E L 1 , la sustitución Thr-»Met en el residuo 193, vacía el sitio de glicosilación en Asn191 (Asn X-Met), dejando sólo cuatro lugares potenciales de glicosilación (Fig. 30-10) (Lee. 1991). En general, la molécula tiene una estructura terciaria plegada compleja debido a la formación de múltiples enlaces disulfuro por los 15 residuos cisterna presentes en el dominio extracelular de la molécula (Lee. 1997). Debido a su naturaleza altamente plegada, la glicoproteina Kell es bastante resistente a la digestión proteolítíca, pero es sumamente sensible a los agentes sulfidril-reductores como el ditiotreitol (DTT), el bromuro de 2-aminoetilisotiouronio (AET), el 2-mercaptoetanol (2-ME), y el ZZAR una combinación de DTT y papaína cistein-activada (Vengelen-Tyler, 1996). Se estima que los glóbulos rojos expresan aproximadamente de 2000 a 6000 copias de proteína Kell por célula (Issitt, 1998).
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Bicapa lipidica Tabla 30-2C
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Figura 30-10. Dibujo de una proteína KELL y XK. KELL es una proteína unida covalentemente a la proteina XK por una unión disulfuro ( - - - - ) a través de Cys72 de Kell y Cys374 de XK. Las zonas de antígenos diferentes de Kell se dibujan con flechas continuas. La zona más oscura del extremo carboxilermmal de KELL representa el dominio que tiene la mayor homología a otras familias de proteínas NECK (NEP-24.11. ECE-1, KELL). El detalle de HELLH es una secuencia aceptada compartida con una metaloproleinasa dependiente de zinc. Los dominios transmembrana de las proteínas Kell y XK se dibujan como cilindros de gris oscuro. Los lugares de N-glucosilación se indican con estructuras ramificadas. La zona de N-glucosilación marcada con un asterisco no se ve en personas con fenotipo KEL1-positivo.
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En la membrana del hematíe, la glicoproteína Kell está unida envalentemente a la proteína XK (ISBT № 019), una proteína con múltiples poros no glicosilada con 444 aminoácidos, que contiene 10 dominios transmembrana (Fig. 30-10) Codificada por un gen en el cromosoma X p 2 1 , existe la hipótesis de que la proteina XK es una proteina de transporte de membrana, aunque esto aún no ha sido demostrado. En los hematíes, la proteina XK esta unida covalentemente a la proteina Kell a través de un enlace disulfuro en cisteína (Cis547) en el quinto bucle extracelular de la proteina XK y Cis72 de Kell. En ausencia de la proteina XK (fenotipo McLeod), la expresión de Kell está disminuida en los hematíes, lo que sugiere que la proteina XK puede ayudar a transportar Kell. Sin embargo, recientes estudios de transfección en las células C O S , muestran transporte normal y plegamiento de la proteina Kell en ausencia de proteína XK (Fusso. 1998) Tampoco la expresión de XK depende de la expresión de Kell. A diferencia de la Kell. la proteína XK está normalmente expresada por diversos tejidos no eritroides incluido el hígado, el músculo esquelético, corazón, cerebro y páncreas (Ho, 1994),
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cuerpos contra las proteínas XK (KEL15) y Kell (anli-Km, KEL20). Como las células K°K" expresan fuertemente el antígeno Kx, estas células no pueden ser transfundidas a los individuos McLeod (Vengelen-Tyler, 1996). Probablemente la base molecular del fenotipo McLeod sea heterogénea entre familiares pero parece establecerse en dos categorías, supresión génica y mutaciones del lugar de ensamblaje. En pacientes con el fenotipo McLeod y enfermedad granulomatosa crónica (véase más adelante), parece que hay una delección del gen X K e n el cromosoma X. En otros pacientes, el fenolipo McLeod parece deberse a mutaciones del lugar de ensamblaje. De los Ires pacientes no emparentados estudiados hasta ahora, cada uno de ellos contenía una única mutación puntual en un mtrón (intrón 2) que interfiere con el procesamiento normal del ARNm. Dos pacientes poseían una mutación puntual diferente en el sitio de ensamblaje donante 5 del mirón 2. mientras que el tercero tenia una mutación (AG-*AT) en el sitio de ensamblaje aceptor 3 (Ho. 1994; Daniels. 1996). Las mutaciones en el sitio de ensamblaje pueden llevar a un procesamiento anormal de ARNm como resultado del salteado del exón, utilización de sitios de ensamblaje alternativos, o inhibición del ensamblaje normal (Ho, 1994), La expresión disminuida de Kell se observa también en el fenotipo Kell, junto con los fenotipos negativos KEL3 (KpVKp' ) y KEL13. algunos fenotipos Gerbich-negativos. y en pacientes con autoanticuerpos para Kell. Por razones aún no claras, los antígenos Kell que están en enlace c/s (es decir, en el mismo alelo KEL) con KEL3 o el antigeno antitético para KEL13 (KEL13-negativo) están con frecuencia marcadamente disminuidos. Existe la hipótesis de que los polimorfismos aminoácido que definen los antigenos KEL3 y KEL13 "antitético" pueden llevar a una inserción ineficiente de la glicoproteína Kell en las membranas de hematíes (Lee, 1997); Issitt, 1998). Esta supresión de la expresión del antigeno Kell puede ser particularmente drástica en pacientes heterocigólicos para el K y alelos KEL3 o KEL13 "antitético" (Kp'VK", KEL13-/K ) (Ford, 1977; Marsh, 1974). De forma similar, se informó de una expresión casi ausente de Kell en un paciente homozígólico para KEL3 y hemicigótico para el fenotipo McLeod (Daniels. 1996). m M



El gen codificador de la glicoproteína Kell fue clonado en 1991. Este gen contiene 19 exones. que abarcan 21 '5 Kb en el cromosoma 7 (7q33) cerca del gen de la fibrosis quistica. La región promotora del gen contiene un box CACCC y dos secuencias de unión consensuada para GATA-1. un factor de unión regulador de la transcripción entroide. Otra secuencia de consenso GATA-1/Sp1 se localiza en el exón 1 cerca del codón de iniciación de traducción metionina. Kell comparte una homología considerable con diversas endopeptidasas neutrales, incluyendo el antígeno de la leucemia linfocítica aguda común (CALLA, CD10), el enzima 1 convertidor de la endotelina (ECE-1), la endopeptidasa neutral 24.11 (EPN-24.11) y la PEX. La región de mayor homología asienta en la mitad carboxi-terminal de la molécula (aminoácidos del 550 al 652) y algunas veces se hace referencia a ella como el dominio NECK (familia N-24.11. E C - 1 . K) Esta región relativamente conservada comparte del 3 4 % al 3 6 % de homología con los dominios catalíticos carboxi-terminales de EPN-24.11 y E C E - 1 , así como también con un motivo pentamérico de unión de cinc (HELLH), una característica (recuente de metaloproteinasas cinc-dependientes (Lee, 1991, 1995).
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El K e l l " es otro fenotipo autosómico recesivo, que engloba un número de diferentes fenotipos Kell débil. Parece que el fenotipo Kel™ representa una variedad de variantes Kell que. como KEL3 y KEL13. son capaces de disminuir la expresión de la glicoproteína Kell en los glóbulos rojos. Como el fenotipo K°K , algunos individuos Kell""-" tienen expresión aumentada de Kx (KEL15) y pueden formar un aloanticuerpo anti-KEL5 (anli-Ku) después de una transfusión. C



Gracias a la clonación del gen Kell, se conocen las bases moleculares y bioquímicas de diversos antígenos Kell (Lee, 1997). Como se puede ver en la tabla 30-22, todos los aloantígenos Kell identificados y secuenciados hasta ahora son sustituciones de un único par de bases, con su posterior polimorfismo aminoácido, en la proteina Kell traducida. Además, casi todos los polimorfismos aminoácidos se producen en la mitad amino de la molécula. Sólo un polimorfismo Kell (KEL6) se produce en el dominio NECK relativamente conservado (aminoácidos del 550 al 665), un sitio catalítico potencial (Lee, 1997), Además de los 26 aloantigenos descritos, el sistema de grupo sanguíneo Kell contiene diversos fenotipos asociados con una ausencia o con una disminución de la expresión del antigeno Kell. El K K" es un fenotipo nulo autosómico recesivo caracterizado por una completa ausencia de la glicoproteína Kell. Como consecuencia, los individuos K'K tipifican como negativos para todos los antigenos Kell excepto KEL15 (antigeno Kx). el cual está en realidad aumentado debido al desenmascaramiento de la proteina XK normalmente críptica. De los dos pacientes K K estudiados hasta ahora, uno posee una mutación puntual en el exón 4, llevando a un codón de finalización prematuro. La base molecular del fenotipo nulo Kell en el otro paciente no ha sido clarificada aún (Lee. 1997). Los individuos K'K pueden formar un anti-Ku (KEL5), un anticuerpo anti-Kell reactivo a grandes rasgos, que reconoce todos los hematíes excepto las K"K". Existe un descenso en la glicoproteína Kell en el fenotipo McLeod. El fenotipo McLeod es un fenotipo ligado a X recesivo caracterizado por una ausencia total de la proteína XK (antigeno Kx. KEL15) y por una expresión débil/ausente de todos los antígenos proteína Kell. C o m o se verá más tarde, el fenotipo McLeod se asocia con una serie de anormalidades clínicas y de laboratorio. Después de una transfusión, los individuos McLeod pueden fabricar un anti-KL (KEL9), una combinación de aloanti-



No está claro por qué los pacientes con autoanticuerpos anti-Kell tienen una disminución transitoria en la expresión del antigeno Kell Debido a que muchos de estos pacientes desarrollan autoanti-Kell seguidamente a infección bacteriana, se postula que un enzima microbiano u otros agentes modifican la glicoproteína Kell. reduciendo de este modo la expresión de ciertos antigenos Kell (Issitt, 1998). La expresión disminuida del antigeno Kell conocida en algunos fenotipos Gerbich-negativos (Ge:-2.-3 y Ge:-2,-3,-4) está aún menos clara. Debido a que los antigenos Gerbich se localizan en las glicoforinas C y D, se especula que Kell y glicoforina C pueden ser vecinos cercanos en la membrana del glóbulo rojo.



Anticuerpos



Kell



Los anticuerpos contra los antígenos de grupo sanguíneo Kell son frecuentemente del isotipo IgG y se detectan en la fase AGH del prueba i Tabla 30-7). El anticuerpo más frecuentemente encontrado contra el sistema de grupo sanguíneo Kell es anti-KELl, el cual es el segundo en inmunogenicidad tras el Rh D. Debido a que los antigenos Kell son sensibles a agentes reductores sulfhidrilo, la actividad de los anticuerpos anti-Kell puede ser eliminada al tratar previamente los hematíes con AET DTT, 2-ME o ZZAP La inmensa mayoria de anticuerpos anti-Kell se deben a una estimulación inmune por transfusión o embarazo, aunque se conocen ejemplos de aloanlicuerpos antiKell producidos naturalmente, particularmente en el contexto de una sepsis bacteriana (Judd, 1981) En general, los anticuerpos dirigidos contra antígenos en el sistema de grupo sanguíneo Kell son clínicamente significativos. Pueden estar asociados con reacciones hemoliticas translusionales inmediatas y retardadas. Los
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anticuerpos anti-Kell también se asocian a la EHRN. La EHRN secundaria a anticuerpos anti-Kell maternos se caracteriza con frecuencia por reticulocitopenia, bajas cifras de normoblastos circulantes y niveles bajos de bilirrubinemia. Estudios recientes han mostrado que la anemia fetal observada con anticuerpos anti-Kell maternos (específicamente anti-KEL1) es debida a la supresión directa de células progenitoras enlroides por anticuerpos (Vaughan. 1998).
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A pesar de la homología de Kell con otras endopeptidasas neutrales, no se han descrito para Kell función proteolitica u otras funciones biológicas. No hay tampoco síndromes clínicos o secuelas conocidas asociadas al lenotipo Kell nulo. Sin embargo, la capacidad de anti-Kell para suprimir la eritropoyesis fetal sugiere un posible papel para Kell durante la diferenciación y maduración eritroide (Vaughan, 1998). Además, recientes estudios han mostrado que Kell es losfonlado In vivo posiblemente por caseína cinasa 1 y 2 (Carbonnet, 1998). Ya que la fosforilación proteica regula un gran número de funciones biológicas, estos resultados apoyan un papel fisiológico para Kell. Es interesante resaltar que CALLA (CD10). otra proteina NECK, también sirve como sustrato para la caseína cinasa 2 (Carbonnet, 1998). A diferencia de Kell, la ausencia de proteina XK se asocia de forma importante con diversos hallazgos anormales clínicos y de laboratorio. Los hematíes McLeod tienen una supervivencia acortada, una permeabilidad al agua disminuida y una morfología eritrocitaria anormal (acantocitos). Además, los pacientes pueden desarrollar degeneración neuromuscular en edades avanzadas. Los pacientes con el síndrome de McLeod. caracterizados por anormalidades hematologías y neuromusculares, presentan arreflexia sobre los cuarenta años, que progresa después a dístonia y movimientos coreicos. También pueden verse distrofia muscular y cardiomiopatía de comienzo tardío, acompañadas por aumento de la creatina cinasa sérica y de anhidrasa carbónica 3. Tanto los defectos hematológicos como los neuromusculares en los pacientes de McLeod se cree que son consecuencia de la ausencia de la proteína XK en hematíes, cerebro, corazón y músculo esquelético (Ho, 1994). Es curioso que el gen de la enfermedad de Huntington. otro trastorno neurodegenerativo, se localiza cerca del gen XK en el cromosoma X (Issitt. 1998). El fenotipo McLeod también puede asociarse con la enfermedad granulomatosa crónica (EGC), un defecto funcional de los neutrófilos que provoca infecciones bacterianas de riesgo vital recurrentes y graves. En dos tercios de los pacientes, la EGC resulta de la deleción o mutación del gen del cilocromo b {CYBB) en el cromosoma X. Debido a la proximidad de los genes CYBB y XK en el cromosoma X. aproximadamente el 7% de los pacientes con EGC ligada al X también expresan un fenotipo McLeod (Curnutte, 1995).
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sentes en todos los hematíes excepto en los de fenotipo Dufly nulo. El antigeno Fy4, originalmente descrito en hematíes Fy (a-b-), se piensa ahora que es un antígeno distinto no relacionado. Entre los blancos, los antígenos Fy y Fy' están expresados en el 6 6 % y el 8 3 % de los donantes, respectivamente En cambio, el fenotipo Duffy nulo o Fy (a-b-) es el predominante en negros (Tabla 30-24). Además de en los hematíes, los antígenos Dufly están expresados en las células de Purkinje del cerebelo y en células endoteliaies de vénulas poscapilares. Hay además publicaciones que indican la presencia de antigenos Duffy en las células endoteliaies del glomerulo renal, conducto recto, capilares tiroideos y pulmonares, células escamosas alveolares tipo 1. y células epiteliales de los lúbulos colectores renales (Chaudhuri. 1997; Hadley, 1997).



Bioquímica Los antigenos Duffy se localizan en el DARC o receptor antígeno Duffy para las quimocinas (Fig. 30-11) Este último es una glicoproteína integral de membrana de 35 a 43 kDaltons. que contiene un ammo terminal extracelular de 62 aminoácidos, siete dominios transmembrana y un terminal carboxiio inlracelular rico en residuos de serma y treonina. El dominio ammo terminal posee dos o tres lugares de (V-glucosilación y está unido al tercer bucle extracelular por un enlace disulfuro, formando de este modo una estructura hepatohelicoidal en la membrana celular. Existe un segundo enlace disulfuro entre el primer y el segundo bucles exlracelulares. Los antígenos F y . Fy" y Fy6 se localizan en el dominio amino terminal del DARC y son sensibles a división proteolitica. El dominio amino terminal es también el lugar de unión para el Plasmodium vivax y desempeña un papel en la unión de la quimocina. El antígeno de alta incidencia, Fy3. se localiza a lo largo del tercer bucle extracelular (Hadley. 1997).
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El Duffy fue el primer antígeno de grupo sanguíneo localizado a un aulosoma humano y fue clonado en 1993. Localizado en el cromosoma 1q22-23, el gen Duffy es un gen de 1.014 pares de bases que contiene dos exones, un primer exón superior pequeño que codifica los siete primeros aminoácidos, y un segundo exón que codifica el resto de la molécula (Hadley. 1997). La región iniciadora contiene secuencias consensuadas para múltiples elementos c/s-reguladores incluyendo AP-1, Sp1 y GATA-1. una proteina de unión activadora de la transcripción eritroide que controla la Iranscnpcion de DARC en los hematíes (Iwamoto. 1996). Hasta ahora, los estudios de genética molecular han identificado cuatro alelos Duffy: FY'A. FY'B. FY'Fy y FY'X, responsables de los fenotipos F y , Fy . Fy nulo y F y . respectivamente. Estudios filogenéticos indican que Fy'B es el gen ancestral de primates humanos y no humanos, que dio origen con el tiempo a los alelos FY'A, FY'Fy y FY'X (Li, 1997). Los alelos antitéticos, FY'A y FY'B, difieren en un único par de bases (G-»A) en el nucleótido 131, dando lugar a ácido aspártico (Fy ) o glicina ( F y ) en el aminoácido 42. El fenotipo Fy íFY'X], caracterizado por una expresión de Fy' extremadamente débil, resulta de una transición de par de base C—>T en el nucleótido 286. llevando a una sustitución Arg->Cys en el aminoácido 89 (Arg89Cys) en el primer bucle ciloplásmíco de DARC. Esto último puede llevar a una inserción ineficiente de la proteina en la membrana celular (Tournamille. 1998). En 1



Sistema de grupo sanguíneo Duffy (ISBT № 008) El sistema de grupo sanguíneo Duffy (Fy) fue descubierto en 1951 y se compone de cinco a seis antígenos, F y , Fy , Fy3. Fy5 y Fy6. F y y Fy" son antigenos antitéticos y son los dos aloantigenos Duffy más frecuentemente encontrados en la clínica. Fy3, Fy5 y Fy6 son antigenos de alta incidencia pre1
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FY"A= alelo Fy. FY"B= alelo Fy.: FY'Fy- alelo FVB transportador de T- 365C o facilitador de mutación GATA-1; FY'X= gen FY'B que contiene la mutación sin sentido o del lacilitador Spl con escasa expresión Fy, FY'amorlo= gen FY silente que contiene mutaciones disruptivas (delecaones. sin sentido, de corrimiento del arma/ón) véase el lexto acompañante)
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más resultaron tener mutaciones puntuales únicas, que conducían a codones de finalización prematuros en los residuos 138 y 97, respectivamente (Cartron. 1998).
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Duffy



Los aloanticuerpos contra los antígenos Duffy son generalmente del ¡sotipo IgG. siendo resultado de estimulación inmune por transfusión o embarazo (Tabla 30-7). Son reactivos a 37 C y sólo se detectan en la lase AGH de la prueba. Los anticuerpos contra los antigenos F y , F y , y Fy6, los cuales se localizan en el dominio amino-terminal grande de DARC, pueden ser inhibidos por previa digestión proteasa de los glóbulos rojos. En cambio, los antigenos Fy5 y Fy3 son relativamente resistentes a la digestión proteasa. Clinicamente. el anli-Fy es el aloanticuerpo mas frecuentemente encontrado, y puede ser observado en individuos Fy (a-) de todas las razas En cambio, el anti-Fy sólo se observa en personas que no son de raza negra. Como se comentó, los individuos negros Fy (b-) expresan el antigeno Fy en las células endoteliales y en otros tejidos. Los aloanticuerpos contra los antígenos de alta incidencia Fy3 y Fy5 son raros, produciéndose sólo en individuos Fy nulo. El anti-Fy3 se comporta como un anti-Fy , reaccionando tanto con hématies Fy (a+b-) como con hematíes Fy (a-b+). El anti-Fy5 también reacciona como un a n t i - F y , pero requiere la presencia de antigenos Rh para tener reactividad. El anti-Fy6 no ha sido observado clínicamente, pero es el epítopo para un anlicuerpo monoclonal anti-Duffy. Clinicamente, los anticuerpos contra F y , Fy y otros antigenos Duffy están asociados con reacciones hemoliticas fransfusionales y enfermedad hemolitica del recién nacido. íb
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Figura 30-11. Glucoproleina Duffy o DARC {Dully Antigen Receptor tor Chemokine molecule). DARC contiene un dominio aminoterminal extracelular de 62 aa y siete dominios transmembrana, que se muestran con cilindros de color gris oscuro. Existe una unión disulfuro ( - - - - ) entre el dominio aminoterminal y el tercer bucle. Existe una unión disulfuro entre el segundo y primer bucle extracelular Existen tres lugares de N-glicosilación indicados como ramificaciones. Las zonas Fy3, Fy6. y F y ' F y de los antigenos se indican con flechas. La zona de unión para el Plasmodium vivax se encuentra enlre el aminoácido 8 y el 44 e incluye los antigenos Fy6 y Fy'Fy . La zona de unión a quimoema se encuentra en una hendidura entre el dominio aminoterminal y el tercer bucle extracelular. La mutación que se origina en el fenotipo F y . caracterizado por la expresión débil de Fy se encuentra en el primer bucle citoplásmico. :



,:



otros individuos, la expresión débil de DARC puede reflejar una mutación en un sitio de unión Sp1 en el iniciador del gen Duffy (Moulds. 1988). Una tercera mutación (AlalOOThr) encontrada en individuos Fy> ha sido también descrita en muestras Fy (a+b+) y Fy (a+b-). y puede representar un frecuente polimorfismo aminoácido clínicamente insignificante (Parasol, 1998: Mallinson. 1995). La base molecular del fenotipo frecuente Fy nulo o Fy (a-b-) representa un único defecto especifico entroide en la transcripción. Genéticamente, los individuos negros Fy (a-b-) son homocigóticos para el alelo FY'B: esto es. su fenotipo por tipificación molecular A D N es Fy (a-b-). Además, estos individuos expresan el antígeno Fy en células no erilroides como las células endoteliales. La ausencia de la expresión de Fy en los glóbulos rojos es debida a una mutación puntual en la región promotora del gen Duffy (alelo FY'Fy). Específicamente, hay una mutación (T->C.-365) en la secuencia de unión consensuada para GATA-1. un factor de unión de transcripción eritroide que regula la expresión de muchos genes en hematíes (Iwamoto. 1996; Moulds, 1998). Como resultado, la transcripción de Duffy está suprimida en los glóbulos rojos, pero no en las células endoteliales u otras células, las cuales utilizan otros elementos potenciadores del promotor. Debido a que Fy se expresa en células no eritroideas, los individuos negros Fy (a-b-) no fabrican anti-Fy" después de translusión o embarazo.
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biológico



Biológicamente, la protema Duffy o DARC puede jugar un papel en la homeostasis de quimoema. DARC comparte una secuencia bastante homologa a diversos receptores de quimocmas. Estudios de DARC han mostrado que es un receptor de quimoema multiespecifico potencial, capaz de unir quimocinas de las familias C-X-C y C-C, que originan sobre todo procesos inflamatorios agudos y crónicos, respectivamente. Entre las quimocinas que se ha visto que se unen a DARC in vitro se incluyen la interleucina 8 (IL-8) y el factor estimulador del crecimiento del melanoma (FECM) de las familias de quimocinas C-X-C y C-C. RANTES (regulado tras activación, expresado en célula T normalmente) y el péplido quimiotactico de monocitos (PQM-1 ) Aunque DARC se une a estas quimocinas. no transmite una señal mtracelular Iras la unión y tampoco presenta quimocinas en una forma biológicamente activa a leucocitos diana. Además, no hay ningún síndrome clínico asociado con el fenotipo Fy nulo en individuos no negros, quienes presumiblemente carecen de DARC en todas las células (Mallinson, 1995). Es posible que DARC actúe como un depósito de quimocinas, absorbiendo quimocinas circulantes. El sitio de unión para las quimocinas de DARC está en una hendidura que rodea el dominio amino terminal y el tercer bucle extracelular (Fig. 30-11). El antígeno Fy3 no es parle del sitio de unión de las quimocinas (Hadley, 1997). DARC también es el receptor del hematíe para Plasmodium vivax y Píasmodium knowlesi. relacionados con la malaria en primates, capaces de invadir hematíes humanos. El sitio de unión de P vivax se localiza en el dominio amino terminal extracelular (aminoácidos del 8 al 44) e incluye los epitopos Fy6. F y / F y (Chilnis. 1996). No sorprende que los hematíes Fy (a-b-) sean resistentes a la infección por P. vivax. Como consecuencia, el fenotipo Fy lab-I es el fenotipo Duffy predominante enlre los negros a través del proceso de la selección natural. :



6



A diferencia de los negros, el fenotipo Fy (a-b-) en blancos probablemente refleja más un deterioro del gen Duffy (FY'amorio) con una ausencia de DARC en todas las células En tres casos estudiados hasta ahora, la ausencia del antígeno Duffy en los glóbulos rojos de un individuo blanco Fy (a-b-) era debida a una supresión de 14 pares de bases (nucleótidos del 287 al 301), dando lugar a una mutación de corrimiento de armazón y a un codón de finalización prematuro (Mallinson, 1995). Dos donantes blancos Fy (a-b-)



Sistema de grupo sanguíneo Kidd (ISBT № 009) El sistema de grupo sanguíneo Kidd se compone de dos antígenos alélicos. Jk y J». La herencia es autosómica codommante con tres fenotipos predominantes (Tabla 30-25). Un cuarto fenotipo, el Kidd nulo o Jk (a-b). es muy raro excepto entre polinesios (menor o igual al 1%) y finlandeses. El fenotipo Jk (a-b-) puede surgir como un rasgo autosómico recesivo a través de la herencia de dos alelos Jk silentes o secundariamente a un gen supresor dominante en un locus distante no relacionado. Curiosamente, los glóbulos rojos Jk (a-b-) son resistentes a hsis por urea 2M, un agente lítico utilizado por d
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Fenotipos del sistema Kidd Frecuencias (%) en EE.UU.
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algunos analizadores hematológicos automatizados (Edwards-Moulds. 1988). Además de en los glóbulos rojos, los antigenos Kidd están expresados a lo largo de las células endoteliales del conducto recto del hñón. Hay también evidencias que sugieren una expresión constitucional de bajo nivel de la proteína Kidd en el corazón, músculo esquelético, colon, intestino delgado, timo, cerebro, páncreas, bazo, próslata, vejiga e hígado (Olives, 1996).



La genética molecular del fenotipo Jk nulo, por otro lado, es compleja y heterogénea. De los dos individuos Jk nulo estudiados (blanco y chino), ambos eran positivos para Jk por tipificación ADN. sin ninguna supresión o alteración de la secuencia de codificación primaria. Sin embargo, un estudio de las transcripciones mARN en estos donantes reveló que cada uno contenia una única mutación de sitio de ensamblaje (lugar aceptor AG-+AA3'. intrón 5; G T - V T T 5' sitio donante de ensámblale, intrón 7) la cual interfería con el normal procesamiento del mARN. Existe la hipótesis de que estas transcripciones anormales mARN y/o sus productos proteicos truncados son inestables y rápidamente degradados (Lucien, 1998). Como consecuencia, ninguna glicoproteina Kidd se expresa en las membranas celulares :
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Los anticuerpos contra Jk' y Jk son del isotipo IgG, resultan de estimulación inmune vía transfusión o embarazo, y se detectan sólo en la fase AGH de la prueba (Tabla 30-7). Muchas formas de anticuerpos anti-Kidd son de los isotipos lgG1 o lgG3 y son capaces de activar el complemento. La reactividad anticuerpo puede ser potenciada con hematíes tratados enzimálicamente y por la presencia del complemento. Además de anti-Jk- y anli-Jk'. algunos donantes Jk (a-b-) también pueden fabricar un anti-Jk , que se comporta casi como un anti-Jk - , reaccionando igualmente bien con células anti-Jk (a+b-) y con células Jk (a-b+). 1



3



Bioquímica



a



La aparente resistencia a urea de las células Jk (a-b-) se clarifica con la clonación y aislamiento del transportador de urea eritroide humano (Fig. 30-12) Este último es una glicoproteina multiporo de 43 a 45 kDaltons. que comparte un 6 0 % de homología con el transportador de urea sensible a vasopresina de los conejos (TU2) y de los humanos (TUH2) (You. 1993; Olives. 1995). La molécula es una proteina de 391 aminoácidos con 10 dominios transmembrana y un extremo carboxi y amino terminal citosólico. De los dos potenciales sitios de W-glicosilación, sólo el Asn222 en el tercer bucle extracelular está glicosilado (Olives. 1994). Los antígenos Jk'/Jk ' se localizan en el cuarto bucle extracelular en el aminoácido 280 (Olives. 1997). 1
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La glicoproteina Kidd está codificada por un gen de 30 kb en el cromosoma 18q12-21 (Olives, 1995). Esta es la misma localización que el transportador de urea humano (TUH2) ( 6 1 % de homología) lo que sugiere que los dos genes surgen de duplicación génica (Olives, 1996). El gen transportador de urea'Kidd se organiza sobre unos 11 exones, aunque sólo los exones del 4 al 11 codifican la proteína madura (Lucien, 1998). Como muchos genes de grupo sanguíneo, la región promotora contiene una secuencia de consenso GATA-1 así como otros elementos c/'s-regulatorios (AP-2. AP-3, NF-ATp, S p 1 , Ets-11 Una única transición de par de bases (G823A) es la base molecular del polimorfismo Jk'/Jk". dando lugar a un Asp (Jk") o Asn (Jk ) en el aminoácido 280 (Olives. 1997). D
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A menudo, los anticuerpos contra los antigenos Kidd pueden ser difíciles de detectar o identificar en el banco de sangre. Los aloanticuerpos anti-Kidd suelen tener títulos de avidez bajos y pueden manifestar dosificación in vrtro. Además, los aloanticuerpos anti-Kidd son con frecuencia transitorios, desapareciendo rápidamente después de la estimulación inmune. Como consecuencia, los pacientes previamente sensibilizados a antígenos Kidd pueden ser negativos para los aloanticuerpos anti-Kidd en muestras sanguíneas posteriores. Debido al potencial de desaparición de los aloanticuerpos anti-Kidd dependientes del complemento, en algunos bancos de sangre no se utiliza anti-lgG monoespecifica en el TÍA, Clínicamente, los anticuerpos frente a antígenos Kidd son una causa frecuente de reacciones hemolíticas transfusionales, contabilizándose cerca de un cuarto de todas las reacciones hemolíticas transfusionales diferidas y el 75% de aquellas con verdaderas secuelas hemolíticas (Ness. 1990) Esta fuerte asociación entre aloanticuerpos anti-Kidd y reacciones hemolíticas transfusionales retardadas es multifactorial. incluyéndose tanto el bajo titulo y naturaleza transitoria de los anticuerpos anti-Kidd como su habilidad de activar el complemento con efectividad. Después de la transfusión de hematíes antígeno positivos con prueba cruzada compatible, los pacientes sensibilizados pueden presentar una respuesta anamnésica al anticuerpo enérgica con hemolisis in vivo rápida y extensa y hematíes aclarados por hemolisis extravascular e intravascular. Los anticuerpos anti-Kidd son también causa de EHRN.
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Figura 30-12. La glucoproteína transportadora de Kidd-urea. La flecha muestra la zona de polimorfismo J k W en el residuo 280. La zona de N-glicosilación se indica como una estructura ramificada en el tercer bucle extracelular. Los 10 dominios transmembrana se representan con cilindros de color gris oscuro.
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Antigenos de grupo sanguíneo Diego



Anlígeno (alta frecuencia)



Porcentaje de donantes



Di' Wr°



>99,9% 99%



C a m b i o s aminoácidos (alta a b a j a frecuencia)



Antigenos (ba|a frecuencia)
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•Referencia de Jarolim y c o l 1998; Issil. 1998 'Antigeno Di tiene una mayor incidencia entre p e r s o n a s indias de Norteamérica y SudamCrica. orientales y personas c o n a s c e n d e n c i a de Mongolia (p. ej este de Polonia)



Papel biológico Biológicamente, el transportador Kidd / urea actúa en el transporte facilitado de urea. En el riñon, el transporte de urea por la proleina Kidd en las células endoteliales del conducto recto se piensa que ayuda a estabilizar los gradientes osmóticos en la médula renal durante la concentración de orina. En los hematíes, la glicoproteína Kidd puede ayudar a conservar la estabilidad osmótica y deformabihdad de los hematíes mientras estos pasan a través del riñon. Aunque los individuos Jk-nulo presentan una capacidad para concentrar la orina ligeramente disminuida, la ausencia de la proteina transportadora Kidd / urea no se asocia con un síndrome clínico. Parece que existen oíros mecanismos para compensar o reduplicar la función de la proteina de transporte Kidd / urea en los tejidos (Lucien, 1998). Y finalmente, no hay ninguna asociación entre el fenotipo Jk y susceptibilidad a la diabetes mellitus tipo 1 Aunque estudios previos indicaron la existencia de una asociación entre Kidd y diabetes tipol. un estudio más reciente utilizando la reacción en cadena de D



Tabla 3 0 - 2 7



la polimerasa (PCR) y el polimorfismo largo de fragmento restringido (PLFR) analizó el genotipo de 228 pacientes no encontrando asociación o encontrando una asociación desigual entre las dos (Olives. 1997).



Sistema de grupo sanguíneo Diego (ISBT № 010) El sistema de grupo sanguíneo Diego se compone de 20 a 21 anlígenos. incluyendo cuatro series de anlígenos alélicos (Tablas 30-26 y 30-27). Dieciocho de los antigenos son raros, de baja incidencia, presentes en menos del 1% de los donantes. El anlígeno "KREP" es un antigeno de baja incidencia más, el cual aún no ha sido formalmente añadido al sistema Diego (Issitt. 1998) En general, no hay aparentes diferencias raciales en la expresión de la mayoría de los antigenos Diego, excepto en el Di . Inicialmente descrito en 1995, el D i es un antigeno raro en todas las poblaciones excepto en los orientales, con ancestros mongoles y en los indios nativos de Sudamérica. En algunas poblaciones de indios sudamericanos, la frecuencia del D\* puede 1



í



Otros sistemas sanguíneos con dos antígenos antitéticos desconocidos Implicada en



Sistema



Fenotipo



Diego'



Di(a+b-) Di(a+b+) Di(a-b+) Yl(a+b-) Yl(a+b+) Yl(a-b+) Do(a+b-) Do(a+b+) Do(a-b+) Cn(a+b-) Co(a+b+) Co(a-b+) Co(a-b-) SC: 1.-2 S e 1.2 S e : 1.2 Se: - 1 , - 2



Carlwnght



Dombrock



Colton



Scianna



Frecuencia (%) en blancos" 0 Muy raro 100 91,99 7.9 0.2 17.2 49,5 33,3 89.3 10,4 0.3 M u y raro 99.7 0,3 M u y raro M u y raro



ficientes para el cálculo de las frecuencias en n e g r o s )i* liene una m u c h o mayor frecuencia en asiáticos y arm b a d e anliglobulina por Walkei RH ( e d ) Technical M a n u a l . 1 3 t h e d Sethes
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alcanzar el 5 0 % (Issilt. 19981. Además de en los glóbulos rojos, los antigenos Diego están expresados en el riñon humano a lo largo de los túbulos colectores (Tanner. 1993)



Bioquímica El sistema de grupo sanguíneo Diego se localiza en banda 3. también conocido como proteína de intercambio aniónico 1 (IA1). Con un millón de moléculas por célula, IA1 rivaliza con glicoforina A en ser la proleina más abundante en los hematíes. La IAl es una glicoproteina de 100 kDaltons y 991 aminoácidos que contiene dos dominios funcionalmente distintos, un dominio citoplásmico amino-terminal grande de 40 kDaltons y un dominio transmembrana que comprende la mitad carboxi-terminal de la molécula (Fig. 30-13). En los hematíes, IA1 es un oligómero. generalmente un dimero o un tetrámero. Las formas diméncas y tetraméricas de IA1 se forman por interacción del dominio ciloplasmico amino-terminal grande, posiblemente a través de la formación de enlaces disulfuro intramoleculares. Aproximadamente con una longitud de 250 angstróms. el dominio citoplásmico aminoterminal se une a diversas proteínas citoesqueléticas incluyendo banda 4 . 1 , banda 4.2, y anquirina. Tres enzimas glicolíticas, la glutaraldehído 3 fosfato deshidrogenase (G3FD), la aldolasa y la fosfofructocinasa (FFQ). también se unen al dominio citoplásmico amino-terminal de IA1. La unión de hemocromos o hemoglobina desnaturalizada al extremo amino-terminal de IAl se cree que juega un papel en la formación del cuerpo de Heinz. Hay también una aparente asociación no covalente de IA1 con glicoforina A en las membranas del hematíe (Low. 1986). El resto de IA1 está asociado a membrana, y contiene de 12 a 14 dominios transmembrana. que comprenden la mitad carboxi-termmal de la



molécula. Mientras el dominio amino-terminal esta implicado en la estabilidad de membrana, el dominio carboxi-terminal funciona como un transportador de aniones, facilitando la transfusión de aniones Cl- y HCO ,a través de la membrana celular (Tanner, 1993). El dominio transmembrana carboxi-terminal también es el sitio de todos los antígenos Diego descritos hasta la fecha. Además hay también un único sitio de A/-glicosilación, que presenta un polilactosaminoglicano altamente ramificado masivo con actividad de grupo sanguíneo tanto ABO como I (Fukuda, 1984). Se estima que cerca de la mitad de todos los epitopos A B O en los hematíes están asociados con I A 1 .



Biología



molecular



IA1 es el producto de un gen de 20 exones y 17 kb que se encuentra en el cromosoma 17 (17qter). La clonación del gen IA1 fue de valor incalculable para la asignación de varios antigenos huérfanos al sistema Diego. Como muchos otros antigenos de grupo sanguíneo, todos los antigenos Diego identificados hasta ahora son el resultado de una mutación puntual, conduciendo a un polimorfismo aminoácido, en la proteína traducida (Tabla 30-26). La mayoría de estos polimorfismos aminoácido se produce entre residuos aminoácidos no conservados, basándose en la comparación de IA1 con las secuencias de otros transportadores aniónicos (IA2, IA3) (Bruce. 1996; Jarolim, 1997a, 1997b, 1998; Zelinski, 1998). Todos los antígenos Diego se localizan en los bucles extracelulares de I A 1 , con la mayoría (13) agrupados en los bucles tercero y cuarto: las excepciones son los antígenos ELO y Di'


Autoantigeno senescente



Unión hemicroma N11,



M I ,



Figura 30-13. Estructura de la proteína de intercambio aniónico IA1 (banda 3). IA1 es una glucoproteína multiporo con 14 dominios transmembrana, mostrados como cilindros grises oscuros. Los antigenos del grupo sanguíneo Diego se sitúan a lo largo de los bucles extracelulares y se muestran con flechas continuas. El auloanlígeno senescente IA1 se encuentra en el tercer bucle exlracelular entre los antigenos Rb' y V g \ El N-glicano completo se muestra en la ramificación del cuarto bucle. El gran dominio citoplásmico tiene lugares de unión para proteínas del citoesquelelo 4.2,4.1 y anquirina. asi como para enzimas glicolíticas fosfofructocinasa (PFK) y glutaraidehido-3-fosfato dehidrogenasa (G3PD). En la membrana del hematie, existe IA1 como oligómeros (dímeros, tetrámeros) ligados por puentes disulfuro intercatenanos al dominio aminoterminal citoplásmico (rectángulos rellenos). Una delección del aa-8 en el lugar de unión del dominio citoplásmico aminoterminal y primer dominio transmembrana es el responsable de la ovalocitosis del sureste de Asía (SAO).



CAPITULO 30



•



dencia: M o - H g y J n . ' K R E P En cada caso dos sustituciones aminoácido distintas en el mismo residuo aminoácido llevan a diferentes aloantígenos (Issitt. 1998; Jarolim, 1998). Un ejemplo similar existe en el sistema Kell (Kp\ Kp"yKp


:



1



Anticuerpos



Diego



Los anticuerpos frente a los antígenos de grupo sanguíneo Diego pueden ser mmunoestimulados o producidos naturalmente. Los anticuerpos contra Di'. DI", Wr y ELO son generalmente mmunoestimulados (Tabla 30-27). Estos anticuerpos son del isotipo IgG y se detectan en la fase AGH de la prueba. Anti-Di y anti-Di están asociados con enfermedad hemolítica del recién nacido y existe la hipótesis de que potencialmente causan reacciones transfusionales. Anti-Di . Di y Wr" pueden eslar asociados con supervivencia disminuida de hematíes después de transfusión de hematíes con prueba cruzada no compatible. Anti-Wr se asocia también con anemia hemolítica autommune (ISSitt, 1998). d



b



En cambio, los anticuerpos contra la mayoría de otros anlígenos Diego son generalmente aglutininas salinas a temperatura ambiente producidas de forma natural. Entre los antigenos generalmente asociados con anticuerpos no inmunes se incluyen Wr . W d . Rb* WARR, Wu, NFLD. BOW. V g \ Brr, H g \ Mo . Tr y J n . Algunas formas de anti-ELO, S w . Fr y Swt pueden ser también producidos naturalmente. Anti-Wr es particularmente frecuente, produciéndose en 1 de cada 100 donantes. Los anticuerpos contra W d y WARR son también bastante frecuentes, con anti-WARR recogido en del 13% al 18% de los donantes (Issitt, 1998). Anti-Wr' ha sido asociado con enfermedad hemolítica del recién nacido. 1



J



cente. Del mismo modo, las proteínas periféricas 4.2 y 4.1 también unen IA1. estabilizando las uniones espectrina-actina. Asi, IA1 disminuido o anormal se puede asociar con formas anormales de hematie. incluyendo esferocitosis hereditaria y ovalocitosis del sudeste asiático (OSA). Los pacientes con OSA son heterocigóticos para una proteina variante I A 1 , caracterizada por dos mutaciones: 1) una Lis56->Glu y 2) una supresión de 8 aminoácidos entre aminoácidos 400 a 408. cerca del limite entre el dominio citoplásmico y el dominio Iransmembrana. La proteina IA1 variante en las células OSA tiene menos movilidad que la IA1 normal y puede unir anquirina más fuertemente. Debido a que los hematíes OSA son mas rígidos, son relativamente resistentes a la invasión por parásitos de malaria in vivo e in vitro (Tanner, 1993). La proteína IA1 puede también servir como un autoantigeno senescente, marcando hematies viejos para su eliminación en el sistema reticuloendotelial. A medida que los hematies envejecen, se van uniendo a una cantidad creciente de inmunoglobulina y complemento C3. Existe la hipótesis de que el envejecimiento de los hematíes se asocia con exposición o generación de neoantigenos crípticos en éstos, que se unen a auloanlicuerpos producidos naturalmente en el plasma. Al menos un autoantigeno senescente en los hematíes se localiza en IA1. entre los aminoácidos 538 y 554 (entre los antígenos R b ' y Vg ; Fig. 30-13) (Tanner. 1993: Kay, 1994). 1
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Sistema de grupo sanguíneo Cartwright (ISBT № 011) Descubierto en 1956. el sistema de grupo sanguíneo Cartwright (Yt) se compone de dos anlígenos codommantes autosómicos. Yt- e Yt (Tabla 30-27). El Yt es un antigeno de alta incidencia expresado por el 99,8% de los donantes blancos. La incidencia de Y l varia en las distintas razas: varia del 0% en japoneses al 2 4 % a 2 6 % en el oriente medio (Issitt. 1998). Ademas de existir en hematies. los antigenos Cartwright están expresados en las sinapsis neurales e uniones neuromusculares (Masson. 1994) !



1



!



a



1



a



Papel



biológico



Funcionalmente. IAl juega un papel crucial en el transporte de gas y en el equilibrio ácido base. Todas las células generan dióxido de carbono (CO,) como producto de desecho metabólico. que debe ser transportado al pulmón y eliminado. Desgraciadamente, el gas C O tiene una solubilidad en agua muy baja. Para facilitar la eliminación de C 0 , los hematíes hidratan el CO vía anhídrido carbónico, formando ion bicarbonato (HCO,) que rápidamente es soluble en el plasma. A medida que el nivel intracelular de HCO-, se eleva, los hematies intercambian iones HCO por Cl en el plasma (el desplazamiento de Cl o desplazamiento de Hamburger). Este proceso es mediado por IA1 a medida que los hematies pasan a través de los capilares y las pequeñas vénulas capilares. ¿



2



Debido al alto número de copias de IA1 en las membranas del hematíe, el intercambio aniónico se completa al 9 0 % dentro de los 0,4 a 0,5 segundos —aproximadamente la cantidad de liempo requerido por los hematíes para atravesar los capilares (0,3 a 1 segundo). En el riñon, IA1 se expresa a lo largo de la membrana basolateral de las células intercaladas tipo A de los túbulos colectores renales, donde interviene en la secreción acida y reabsorción de bicarbonato (Tanner, 1993). Dada la importancia fisiológica de I A 1 . no sorprende que no se haya descrito hasta la fecha ningún fenotipo Diego nulo IA1 también juega un papel en el citoesqueleto del hematíe (Fig. 30-13). La mitad amino-terminal larga de la molécula se une a diversas proteínas periféricas involucradas en la estabilidad de la membrana del glóbulo rojo. Los tetrámeros IA1 son capaces de unir anquirina, una proteina de unión de espectnna de 1880 aminoácidos. El complejo resultante IA1-anquirinaespectrina ayuda a anclar la membrana del hematie al citoesqueleto subya-



Bioquímica Los antígenos Cartwright se localizan en la acetilcolmesterasa. una |5carboxiesterasa responsable de la degradación del neurotransmisor acelilcolina. Se han aislado vanas formas moleculares diferentes de acetilcolinesterasa. incluyendo formas heteroméricas grandes compuestas de varias subunidades catalíticas covalentemente unidas al colágeno. En los hematíes, la acetilcolinesterasa está expresada como una glicoproteina palmitoilada palmitoylated unida a glícotosfomositol (GFI). Esta última es una molécula antipática compuesta de un grupo hidrofilico de cabeza proteica enzimáticamente activo, que está encadenado a la membrana celular por una cola lipidica losfoinosilol glicosilada (Taylor, 1991). La acetilcolinesterasa eritrocitaria humana es única en la palmitolación o enlace covalenle de un ácido graso palmítico al anillo inosilol, proporcionando a la molécula resistencia a fosfolipasa C (Roberts, 1987)



Biología



molecular



El gen para la acetilcolinesterasa posee cuatro exones, abarcando de 4.5 kb a 4.7 kb en el cromosoma 7 (7q22). El ensamblaje alterno del exón 3 es el responsable de la forma unida a GFI de la acetilcolinesterasa observada en hematíes (Li, 1991). Los antigenos Yt e Yt- representan un polimorfismo de aminoácido único en el residuo 322, donde His322 es Yt y Asn322 es Yt" (Bartels. 1993). El polimorfismo Yt'/Yt" no se localiza cerca del lugar catalítico del e n z i m a y no tiene efecto en la actividad enzimática (Masson, 1994). J



Anticuerpos



Cartwright 1



Los antigenos anli-Yt" y anti-Yt son anticuerpos inmunoestimulados del isotipo IgG, generalmente detectados en el TÍA (Tabla 30-27). A pesar de la alta incidencia de Yt en la población general, el anli-Yt' es más frecuente que el anti-Yt . lo que sugiere que Yt es el antígeno más inmunogémco. En general, anti-Yt y anti-Yt son clínicamente benignos, aunque se han recogido J
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supervivencia acortada de los glóbulos rojos e incluso reacciones hemolílicas transfusíonales retardadas. Ninguno de estos anticuerpos está asociado con la enfermedad hemolitica del recién nacido (Issitt. 1998).



Papel biológico La acetilcolinesterasa es una enzima fundamental requerida para la rápida degradación de la acetilcolina en las membranas postsináplicas de los nervios y los músculos. El papel de la acetilcolinesterasa en los hematíes es desconocido.



van en individuos Se nulo (Se: -1,-2,-3). En general, los anticuerpos antiScianna no son causa de reacciones hemolíticas transfusionales o enfermedad hemolitica del recién nacido. Los auloanticuerpos contra Sc1 y Sc3 se han asociado con anemia hemolitica autoinmune caliente (Issitt. 1998).



Sistema de grupo sanguíneo Dombrock (ISBT № 014) El sistema de grupo sanguíneo Dombrock fue descubierto en 1995 y actualmente se compone de cinco antígenos; Do , Do , G y . Hy, y Jo , Do y D o son antígenos autosómicos codominantes expresados por el 67% y el 8 3 % de los donantes blancos, respectivamente (Tabla 30-27). G y . Hy y Jo' son antígenos de alta incidencia encontrados en virtualmente lodos los donantes (más del 99,9%). Una pérdida de la expresión del antigeno Dombrock se observa en pacientes con hemoglobinuria paroxística nocturna tipo III (HPN-lll). La HPN es un desorden hematopoyétíco de la célula primitiva caracterizado por hemolisis crónica y una ausencia o marcada reducción de las glicoproteínas unidas a GFI. a
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a



J
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Sistema de grupo sanguíneo Xg (ISBT № 012) El sistema de grupo sanguíneo Xg se compone de un único antígeno, el Xg . Como resultado, sólo se conocen dos fenotipos; Xg -positivo y Xg -negativo. Como el antígeno X g s e codifica por un gen en el cromosoma X, la incidencia del fenotipo Xg -positivo es más alta entre mujeres. Entre los blancos, aproximadamente el 89% de las mujeres y el 66% de los hombres son Xg positivos. Resultados similares se han encontrado en otras poblaciones étnicas (Issitt, 1998). 1



J
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a



Bioquímica y biología molecular a



El antígeno X g se localiza en una glucoproteína de 24 a 29 kDaltons y 180 aminoácidos denominada proteína X G . Es una glucoproteína de tipo 1, y posee un dominio extracelular amino-terminal grande, de 117 aminoácidos, un único dominio transmembrana, y una cola citoplásmica carboxi-terminal corta. De los 11 sitios potenciales de O-glicosilación, sólo tres parecen estar glicosilados. La proteína se codifica por un gen de 2,4 kb localizado en el cromosoma X en el límite pseudoautosómico/límite X-específico (pAB1X). Hay aproximadamente 9000 moléculas de X g - por hematíe (Issitt. 1998). En la membrana de los hematíes, la proteína XG puede estar tipológicamente asociada con una segunda proteína, MIC2 o CD99. Esta última es una glicoproteína de 32,5 kDaltons bioquímicamente similar a la proteína XG. Entre las evidencias que sugieren una relación de cercana vecindad entre las proteínas XG y MIC2 se incluyen la inhibición MIC2 de los anticuerpos antiX g y la coinmunoprecipitación de MIC2 mediante anti-Xg- . Y finalmente, una expresión alta de MIC2 se observa en hematíes Xg -positivos, pero no en los Xg--negativos (Issitt, 1998). a



Poco se conoce sobre la bioquímica o biología molecular de ios antígenos Dombrock. Su ausencia en hematíes HPN-lll sugiere que pueden localizarse en una glicoproteína unida a GFI. En experimentos de transferencia western, los anticuerpos anti-Dombrock reconocen una glucoproteína de hematíe de 46 kDaltons a 70 kDallons. Estudios de acoplamiento indican que la glicoproteína Dombrock se localiza en el cromosoma 12 (Issitt. 1998). Los anticuerpos contra los antígenos Dombrock son generalmente del isotipo IgG y son el resultado de inmunoestimulación por transfusión o embarazo (Tabla 30-27). La reactividad anticuerpo puede ser potenciada con el uso de hematíes tratados con papaina o ficina. De forma inversa, la reactividad anticuerpo es reducida o abolida por el tratamiento de hematíes con agentes reductores sulfídrilo (DTT. AET). tripsina, quimiotripsina y pronasa. Muchas formas de anticuerpos anti-Dombrock son clínicamente benignas: sin embargo, se ha publicado la destrucción acelerada de hematíes y reacciones hemolíticas transfusionales secundarias a anti-Do", anti-Hy y anti-Jo . Los anticuerpos contra antigenos Dombrock no están asociados con enfermedad hemolitica del recién nacido (Issitt, 1998). a



1



a



Sistema de grupo sanguíneo Colton (ISBT № 015)



Los anticuerpos contra X g pueden ser ¡nmunoestimulados o producidos naturalmente. Muchas formas son del isotipo IgG, incluyendo algunas capaces de activar el complemento. Debido a las diferencias en el fenotipo Xgpositivo entre hombres y mujeres, muchas formas (más del 85%) de anti-Xg son observadas en hombres. Es un anticuerpo clínicamente benigno, y no es causa ni de reacciones hemolíticas transfusionales ni de enfermedad hemolitica del recién nacido (Issitt, 1998).



El sistema de grupo sanguíneo Colton lue inicialmente identificado en 1967 y se compone de dos antigenos antitéticos, C o ' y Co' (Tabla 30-27). El C o es un antigeno de alta incidencia presente en el 99,7% de los donantes. El C o es expresado por menos del 1 1 % de los donantes, siendo sólo el 0.3% Co (a-b+). Aunque es muy raro, se ha recogido un fenotipo Co (a-b-) o nulo. Además de en los hematíes, los antígenos Colton se expresan en los túbulos renales proximales, rama descendente delgada del asa de Henle, endotelio del conducto recto renal, plexos coroideos, cuerpos ciliares, microvasos. vesícula biliar, placenta y algunas células epiteliales (Ma, 1998).



Sistema de grupo sanguíneo Scianna (ISBT № 013)



Bioquímica



El sistema de grupo sanguíneo Scianna (Se) (Tabla 30-27) fue descubierto en 1962 y se compone de tres antígenos, S e l , Sc2 y Sc3 codificados por dos alelos: Se' (Sel y Sc3) y Se-' (Sc2 y Sc3). La mayoría de los individuos (el 99,9% de los donantes) son homocígóticos para el alelo Se' (Se: 1 ,-2.3). Se ha informado también de un fenotipo Se nulo (Sc:-1 ,-2,-3) y puede reflejar homocigosidad para un alelo Se silente o, posiblemente, supresión de la expresión de Se por un gen modificador o supresor análogo al visto en el fenotipo In(Lu). Los antígenos Scianna se pueden localizar en una glicoproteína de 60 a 68 kDaltons que contiene un único W-glicano y al menos un enlace disulfuro intracatenario.



Los antígenos del grupo sanguíneo Colton se localizan en la aquaporina 1 (AQP-1) o PIFC (proteina integral de formación de canales), un canal de membrana selectivo para agua (Fig. 30-14). Clonada en 1991, la AQP-1 es una proteína de membrana multiporo integral de 269 aminoácidos, que contiene seis dominios transmembrana (Presión, 1991). Estudios cristalográficos sugieren que el primer bucle intracelular y el tercer bucle extracelular se pliegan sobre la membrana plasmática, solapándose en dos secuencias Asp-Pro-Ala (NPA) para formar un canal de agua. Hay un único lugar de A/-glicosilación (Asn42) en el primer bucle extracelular cerca del epítopo del grupo sanguíneo Colton (residuo 45). Este último es variablemente glicosilado in vivo, lo que lleva a un espectro de glicoformas AQP-1, que va desde 40 kDaltons a 60 kDaltons (Agre, 1994). En las membranas de los eritrocitos, la AQP-1 se encuentra como un "homotetrámero", una matriz cuadrada de monómeros A Q P - 1 , la cual puede ayudar a estabilizar la estructura y la integridad funcional de monómeros individuales (Knepper, 1994).



Anticuerpos
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3



Xg
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Los aloanticuerpos contra los antigenos de grupo sanguíneo Scianna son raros (Tabla 30-27). Los anticuerpos anti-Scianna son generalmente del isotipo IgG c o n algunas formas que fijan el complemento. La mayoría de las formas de anti-Scianna son inmunoestimuladas; sin embargo, se conocen anticuerpos anti-Sc2 producidos naturalmente. Los aloanticuerpos contra el antígeno Sc3 son extremadamente raros, y solo se obser-
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periodo de vida de los hematíes y en el área de superficie de membrana (Mathai, 1996), La ausencia de cualquier secuela hematológíca clínicamente significativa en los individuos Colton nulo lo más probable es que se deba a la presencia de una segunda aquaporina, AQP-3. La AQP-3 transportadora de glicerol y quizá también de urea, es moderadamente permeable al agua y parece explicar la permeabilidad residual al agua en los hematíes Colton nulos (Roudier, 1998).



Sistema de grupo sanguíneo LW (ISBT № 016)



N I I,



Figura 30-14. Estructura de la aquaporina-1 (AQP-1. CHIP). AOP es una proteína multiporo que contiene seis dominios transmembrana, que se muestran como un cilindro color gris oscuro. El primer bucle citoplásmico y el tercero extracelular penetran en la bicapa lipidica, bordeando a las dos secuencias Asp-Pro-Ala (NPA) para lormar un canal de agua. La zona de N-glicosilación se indica como una ramificación en el primer bucle extracelular. El polimorfismo Co /Co" en el aminoácido 45 se pinta con una flecha. También se muestra el lugar de las dos mutaciones que producen el fenotipo Colton nulo. a



Biología



El sistema de grupo sanguíneo LW se compone de dos antígenos alélicos, LW y LW". LW- es un antígeno de alta frecuencia (99% de los donantes blancos). La expresión del antígeno LW depende de la expresión de la proteína RhD, observándose la expresión más alta en los hematíes Rh-posilivos. Los antígenos LW están ausentes en los hematíes Rh.,,,.. Un fenotipo LW (a-b-) o nulo puede verse también en individuos muy raros que son homocigóticos para un alelo LW silente. 4



1



molecular



El AQP-1 es un gen de 17 kb en el cromosoma 7p14. El gen tiene cuatro exones y secuencias consensuadas TATA y Sp1 en la región iniciadora (Moon, 1993). Los antigenos Co»y Co" son el resultado de un polimorfismo A314T. lo que lleva a una alanina (Co») o una valma (Co') en el residuo amino 45 en la proteina traducida (Smilh, 1994). Mutaciones en el gen AQP-1 están asociadas con un fenotipo Colton nulo. Tres diferentes mutaciones han sido identificadas en los individuos Co (a-b-): 1) una supresión de 1,8 kb en el exón 1: 2) una inserción de nucleótido en la posición 307, produciendo una mutación de corrimiento del armazón después de Gly104; y 3) una mutación de pérdida C113T. dando lugar a una sustitución Pro38—>Leu en la proteina traducida. Localizado en el primer dominio transmembrana cerca del primer bucle extracelular. Pro38 es un aminoácido altamente conservado en la mayoría de las aquaporinas estudiadas hasta la fecha. La sustitución de Leu por Pro aparentemente interfiere con la glicosilación y con la estabilidad de la proteína AQP-1 (Preston, 1994). Se ha publicado también la existencia de un fenotipo Colton nulo adquirido en raros pacientes con monosomía 7 y anemia diseritropoyética congénita (Agre, 1994).



Anticuerpos



Bioquímica Los antigenos LW se localizan en la molécula de adhesión intracelular tipo 4 (MAIC-4), una glicoproteína de 40 kDaltons a 47 kDaltons. Se trata de un miembro de la superfamília de las inmunoglobulinas, y se compone de dos dominios exlracelulares del tipo-C2. un único dominio Iransmembrana y una cola citoplásmica corta. De los cuatro sitios de W-glicosilación, al menos dos llevan cadenas laterales carbohidrato polilactosaminil. La molécula tiene tres enlaces disulfuro y es sensible a agentes reductores como DTT. Hay aproximadamente de 3600 a 5000 moléculas de glicoproleina LW por hematíe (Issitt, 1998).



Biología



molecular



El gen para MAIC-4 se localiza en el cromosoma 19p13. Los antígenos L W y LW' surgen de un único polimorfismo nucleótido (A308G), llevando a Gln (LW") o Arg (LW") en el aminoácido 70 en la proteina traducida. De los dos individuos LW-nulo estudiados, uno posee una supresión de 10 pares de bases en la secuencia de codificación (Herm a n d , 1996). a



Colton H



Los anticuerpos contra C o y Co" son generalmente del isotipo IgG, y resultan de inmunoestimulación por transfusión o embarazo (Tabla 30-27). Se han descrito algunas formas de anti-Co y anti-Co" que fijan el complemento. Los anticuerpos anti-Colton son detectables en la fase AGH de la prueba y son potenciados por enzimas. Los aloanticuerpos contra los antígenos Colton pueden estar asociados con reacciones hemoliticas transfusionales. y enfermedad hemolitica del recién nacido. Los individuos Collón nulo pueden también fabricar un anti-Co3 (anti-Co ), un aloanticuerpo que reacciona igualmente bien con hematíes Co (a+b-) que con Co (a-b+) (Issitt, 1998). a



ab



Papel



Denominado asi en honor a sus descubridores, el sistema de grupo san guíneo LW o Landsteiner-Wiener es sobre todo importante por su papel en la historia del sistema de grupo sanguíneo Rh. Landsteiner y Wiener desarrollaron originalmente anticuerpos contra los antígenos LW mediante la inmunización de conejos con los hematíes del mono rhesus. Inicialmente se pensó que los anticuerpos "anti-Rh" resultantes reconocían el antígeno Rh(D): sin embargo, Investigaciones posteriores probaron que los anticuerpos desarrollados por Landsteiner y Wiener reconocían un antigeno no Rh (LW), El antígeno LW se expresa en glóbulos rojos y placenta.



biológico



Biológicamente. AQP-1 es el más importante canal molecular de agua en los hematíes y facilita la concentración de orina en el riñon (Ma, 1998). A pesar de su importancia en la regulación del agua, los individuos Colton nulo muestran pocos o ningún efecto clínico adverso. Los hematíes de los individuos Colton nulo parecen morfológicamente normales en apariencia y número, aunque algunos individuos pueden mostrar leves disminuciones en el



Anticuerpos



LW



Los anticuerpos contra los antigenos LW son generalmente del isollpo IgG y se detectan en el TÍA. La actividad anticuerpo puede ser reducida por ácido etilenediaminotetraacético (EDTA) o pretratamienlo de los hematíes con agentes reductores sulfhidrilo (DTT, AET), Además de anti-LW y anti-LW . los individuos LW nulo pueden fabricar un anti-LW" . que reacciona tanto con LW (a+b-) como con LW (a-b+). Clínicamente benignos, los anticuerpos anti-LW no son causa de reacciones transfusionales hemolíticas o enfermedad hemolitica del recién nacido. 1



;



1



Papel



biológico



La glicoproteína LW es un potencial contra-receptor para la proteina p*2integrina M a d (CD11WCD18) y LFA-1 (CD11a/CD18). Existe la hipótesis de que la glicoproteína LW puede participar en interacciones adhesivas durante el desarrollo inicial del hematíe. La glicoproteína LW puede también estar involucrada en la madurez del hematíe mediante la unión a receptores M a d en los macrófagos esplénicos (Issitt. 1998).
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HEMATOLOGÍA, C O A G U L A C I Ó N Y MEDICINA TRANSFUSIONAL



A n t i c u e r p o s de títulos e l e v a d o s y b a j a a v i d e z ( H T L A ) , Bg y SID



S i s t e m a de g r u p o sanguíneo o almacén de a n t i g e n o Anticuerpos



HTLA



Chido/Rodgers John Milton H a g e n Knops McCoy York Cost-Sterling Anticuerpos



Incidencia en blancos (%)



Comentarios



Bg



r



C h . R g " y J M H son determinantes del c o m p o n e n t e C4 del c o m p l e m e n t o c o d i l i c a d o en el locus HLA. a b u n d a n t e s en p l a s m a Kn • y M c C ' son determinantes del receptor 1 del c o m p l e m e n t o eritrocitario J



Y k y C s s o n d e t e r m i n a n t e s de glóbulos b l a n c o s e x p r e s a d o s en hematíes y en p l a s m a



98 98 99 99 92 98



1



( C l r ) ; 97 (Rg ) (JMH) (Kn°) (McC') (Yk ) (Cs-) J



A n t i c u e r p o s Bg r e a c c i o n a n c o n a n t i g e n o s HLA remanentes en la m e m b r a n a del hematíe m a d u r o B g = HLA-B7 B g " = H L A - B w 17 Bg = H L A - A 2 8 Sd-' de antígeno es a b u n d a n t e en la orina; existen raros hematíes "super-Sid' c o n fuerte expresión 96 (Sd ) d e l a n t i g e n o S d ' también c o n o c i d o s c o m o l e n o t i p o C a d + La transfusión de estas células a un recipiente c o n anii- S d ' estuvo i m p l i c a d o en una reacción translusional El anti- Sd-' muestra un único patrón de c a m p o m i x t o de aglutinación c o n aglulininas refráctiles l u e r l e m e n t e e m p a c a d a s . 1



Anticuerpos



SID







Miscelánea de antígenos de grupo sanguíneo Los anticuerpos contra antígenos de alto titulo / baia avidez (HTLA) Bg y S d son frecuentemente detectados en el banco de sangre (Tabla 30-28) En general, los anticuerpos contra estos antigenos son de significación clínica limitada. 1



PRUEBAS Y PROCEDIMIENTOS INMUNOHEMATOLÓGICOS La hemaglutinación especifica es la reacción inmunológica más importante en el almacenamiento de sangre debido a que es el objetivo final de casi todos los sistemas de pruebas diseñadas para detectar antigenos y anticuerpos eritrocitarios. El proceso de hemaglutinación en realidad se produce en dos etapas. La primera etapa, a la que con frecuencia se hace referencia como sensibilización del hematíe, es simplemente la combinación de parátopo y epítopo en una reacción reversible que sigue la ley de acción de masas y tiene una constante de equilibrio asociada. El antígeno y el anticuerpo se mantienen unidos por atracciones no covalentes. En la segunda etapa, múltiples hematíes con anticuerpo unido forman un enrejado estable a través de los puentes antigeno/anticuerpo formados entre hematíes adyacentes. Este enrejado es la base de todas las reacciones de aglutinación visibles. Una serie de factores influyen tanto en la primera como en la segunda etapa de la reacción de aglutinación.



Factores que afectan a la hemaglutinación Primera



etapa



EFECTO DE LA TEMPERATURA Esta puede afectar a la constante de equilibrio yo a la velocidad de reacción. Para los anticuerpos IgM. el descenso de la temperatura del ambiente de reacción a 24 C o 4 C puede aumentar ambos parámetros. Los anticuerpos IgG. en cambio, reaccionan muy lentamente a temperaturas frías, por lo que son probados a 37 C



alrededor de residuos ácido siálico cargados negalivamente en la membrana del hematíe, mientras que aniones cloro se acumulan alrededor de cargas positivas en la molécula de anticuerpo. Esto hace que se neutralicen las fuerzas atractivas entre el antigeno y el anticuerpo. Al añadir una solución de baja fuerza iónica (LISS) dentro del sistema de reacción se reduce la neutralización de cargas opuestas, aumentando de este modo la velocidad de reacción y también la cantidad de anticuerpo unido a los hematíes. Polietilenglicol. Cuando se añade polímero lineal polietilenglicol (PEG) al sistema del prueba también se acelera la velocidad y cantidad de combinación de anticuerpo con antígeno. Esto se atribuye al aumento en la concentración relativa de cada reactante (antígeno y anticuerpo) con respecto al otro mediante la adición de moléculas que ocupan gran espacio (Wenz. 1990). Debido a que PEG también tiende a inducir agregación no especifica de los hematíes, el examen buscando aglutinación sólo puede ser realizado en el paso final de prueba AGH después de que todo el suero y el PEG se haya lavado. La aglutinación inducida por el anticuerpo IgM puede desaparecer por el uso de este reactivo; por lo tanto, cuando se utilice el PEG en un protocolo de prueba cruzada AGT, debe ser realizado un test de centrifugación inmediato de las células del donante y del suero del paciente antes de añadir PEG, para asi detectar la incompatibilidad ABO lo antes posible. TIEMPO DE INCUBACIÓN Las diferentes reacciones antigeno/antícuerpo alcanzan el equilibrio en diferentes periodos de tiempo. Los anticuerpos del grupo sanguíneo generalmente se detectan utilizando incubaciones que varían entre 15 y 60 minutos, dependiendo del sistema del prueba. Estos tiempos pueden ser variados dentro de los límites del procedimiento o aplicación específicos. Por ejemplo, si un escrutinio de anticuerpo LISS utiliza un tiempo de incubación habitual de 10 minutos, el paquete insertado para el reactivo LISS puede permitir un incremento hasta 20 minutos si uno está intentando potenciar la reactividad de un anticuerpo débilmente reactivo. Segunda



EFECTO DEL PH El pH afecta a la constante de equilibrio. En un rango de pH de 6.5 a 7.5, las fuerzas iónicas de atracción entre grupos químicos cargados de forma opuesta en anticuerpo y antígeno son óptimas para la mayoría de los anticuerpos de grupo sanguíneo. Sin embargo, ciertos anticuerpos como anti-M y anti-Pr reaccionan m e p r a un pH más ácido. MEDIOS DE POTENCIACIÓN Soluciones de baja fuerza iónica. La velocidad de combinación del antígeno y el anticuerpo se ve incrementada en un ambiente de baja fuerza iónica. En un medio salino isotónico. los cationes sodio se acumulan



etapa



La formación del enrejado durante la segunda etapa de la hemaglutinación se evita de forma natural cuando los hematíes en solución se repelen unos a otros. Esto se debe a la carga negativa neta de los hematíes producida por el alto contenido en acido siálico de la membrana entrocitana. Como se mencionó previamente, si los hematíes son suspendidos en un medio iónico como es el salmo, los cationes se disponen alrededor de ellos para formar una "nube iónica". Los cationes más cercanos a los hematíes están firmemente unidos y se mueven con él, mientras que los otros cationes se mueven libremente. La diferencia de carga en la superficie entre la interior y otras capas catiónicas, denominada la superficie de corte, crea un potencial eléctrico denominado el potencial zeta (Fig 30-15). El potencial
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zeta mantiene los hematíes en solución separados unos 25 nm (Lewis, 1999). Otro factor que puede ser importante en mantener los hematíes separados es el agua de hidratación. Los que proponen esta teoría sugieren que las cabezas polares hidrofílicas de las moléculas lipídicas forman la bicapa de membrana del hemalíe externa atraen moléculas de agua. El agua entonces crea una tensión superficial que ayuda a mantener los hematíes separados. Los anticuerpos IgM generalmente son capaces de facilitar la segunda etapa de la hemaglutinación debido a su diámetro de aproximadamente 35 nm, que les permite abarcar la distancia entre dos hematíes adyacentes. La mayoría de los anticuerpos IgG, que abarcan aproximadamente 14 nm, generalmente no pueden inducir aglutinación por sí mismos. Sin embargo, la hemaglutinación puede ser inducida por dos vías, bien reduciendo la distancia entre los hematíes, o bien proporcionando puentes entre anticuerpos que no pueden unirse a dos hematíes adyacentes debido a la distancia entre ellos (Fig. 30-16). DENSIDAD Y ACCESIBILIDAD ANTIGÉNICA La importancia del tipo, número y localización de los antigenos en la capacidad de un anticuerpo dado para causar la segunda etapa de la aglutinación de hematíes adyacentes es puesta de manifiesto por los antígenos ABO y Rh. El número de sitios antigénicos ABO debe de ser de cerca de 1 millón por célula, y se considera que son extramembranosos: de este modo, anticuerpos ABO específicos aglutinan fácilmente los hematíes. En cambio, los antigenos Rh son expresados en casi 10.000 a 30.000 sitios por célula y se considera que son intramembranosos: por ello, se aglutinan con menos facilidad por antisuero Rh. También, los hematíes que son homocigóticos para un determinado antígeno eritrocitario darán con frecuencia reacciones más fuertes con el correspondiente anticuerpo que los hematíes que son heterocigóticos, ya que hay dos veces más copias, o doble dosis, del antígeno por célula. A menudo esto se refiere como dosificación.
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CONCENTRACIÓN DE ANTICUERPO La capacidad de un anticuerpo determinado para causar aglutinación depende de un mínimo número de moléculas de anticuerpo unidas por hematíe. Al incrementar el cociente suero / células se puede inducir o potenciar la aglutinación directa mediante anticuerpos IgM. CENTRIFUGACIÓN La aglutinación se potencia con la centrifugación, pues se logra un acercamiento de los hematíes sensibilizados por los anticuerpos. MEDIOS DE POTENCIACIÓN E n z i m a s proteolíticas. El tratamiento de los hematíes con enzimas proteolíticas como neuraminidasa, tripsina, papaina, bromelina o ficina, reduce irreversiblemente el contenido en ácido siálico y disminuye el potencial zeta. Como se sabe que el ácido siálico contiene los determinantes para los antígenos M y N. el tratamiento enzimático de los hematíes generalmente destruye estos antígenos junto con diversos antígenos pertenecientes a otros grupos sanguíneos (p.ej., Fy*. Fy"). La división enzimática de estas glicoproteínas, sin embargo, muestra mejor otros antígenos, induciéndose de este modo la segunda etapa de la hemaglutinación mediante ciertos anticuerpos IgG como aquellos dirigidos contra los antigenos del sistema Rh. Albúmina. A veces, al añadir albúmina al sistema de la prueba, se puede provocar que los anticuerpos que normalmente no aglutinan hematíes en salino se conviertan en aglutininas salinas, particularmente los anticuerpos Rh. El mecanismo exacto de la potenciación por albúmina no se conoce todavía. Una teoría es que la albúmina reduce el potencial zeta aumentando la constante dieléctrica del medio, que es la capacidad de una solución de disipar una carga. Otros creen que la albúmina reemplaza el agua de hidratación que rodea al hematíe. De cualquier manera, se permite que las células se aproximen más cercanamente unas a otras para que lenga lugar la formación del enrejado.



Potencial zeta = potencial ile diferencia entre N C F . & CM d e t e r m i n a d o a



Figura 30-15. Determinación del potencial zeta de los hematíes.
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H E M A T O L O G Í A , C O A G U L A C I Ó N Y M E D I C I N A TRANSFUSIONAL



Figura 30-16. Anticuerpos globulina antihumana forman un puente entre los hematíes adyacentes sensibilizados con IgG humana o componentes del complemento.



P o l i c a t i o n e s . El Polybrene y la protamina. que pueden utilizarse con sislemas de prueba tanto automatizados como manuales, proporcionan un excesivo numero de cationes que neutralizan las cargas negativas en el hematíe y producen agregación no especifica de los hematíes. Los anticuerpos específicos pueden unirse entonces a sus antígenos correspondientes en más de una célula y producir la formación del enrejado mediada por anticuerpo. Al añadir al final ciertas soluciones de electrólitos se contrarresta el efecto del Polybrene o protamina y se dispersa la agregación no especifica, mientras que permanece la aglutinación inducida por el anticuerpo. REACTIVOS ANTIGLOBULINA HUMANA Incluso con la utilización de medios de potenciación como albúmina o enzimas, y el paso final de centrifugación, muchos anticuerpos IgG todavía no son capaces de producir una hemaglulmación deleclable. Para visualizar las reacciones de estos anticuerpos (históricamente denominados anticuerpos "incompletos") se debe utilizar suero antiglobulina humana. Los anticuerpos para globulina humana o componentes del complemento en estos reactivos actúan como puentes entre hematíes ya sensibilizados con anticuerpo o complemento (Fig. 30-16). Esta es la base de la prueba antiglobulina o AGT que se describe a continuación con mayor detalle. AGREGACIÓN NO ESPECIFICA Además de los agregados no específicos formados por Polybrene y protamina, muchas otras sustancias químicas pueden inducir hemaglutinación no específica. Uno de estos fenómenos es la formación de pilas celulares. Los pacientes con mieloma múltiple, macroglobulinemia de Waldenslróm o síndromes de hiperviscosidad tendrán altas concentraciones de proteínas séricas anormales que pueden cambiar la carga neta superficial en la membrana del hematíe. Los hematíes, de este modo, se arraciman, pudiendo simular una hemaglutinación macroscópica. Los expansores del plasma, como dextrano y almidón hidroxietílico, así como algunos contrastes radiológicos intravenosos pueden causar la formación de pilas celulares. Las pilas celulares se pueden diferenciar de la verdadera aglutinación mediante la observación microscópica de la clásica formación en "apilamiento de monedas" y por la dispersión de los primeros después de la sustitución de suero por salmo. Se puede ver también la aglutinación no especifica en sangre de cordón contaminada con gelatina de Wharton. Se ha visto que la presencia de ácido hialurónico |unto con albúmina en muestras de sangre de cordón es la responsable de este problema, que generalmente se soluciona añadiendo hialuronidasa.



Prueba de antiglobulina humana La prueba de antiglobulina humana (AGH) también se denomina comúnmente como prueba de Coombs en honor a uno de los investigadores que desarrollaron por primera vez la prueba para su uso en el laboratorio (Coombs, 1945). aunque el principio fue realmente descrito mucho antes, en 1908, por Moreschi (Simpson, 1999). Como se describió previamente, el AGT se basa en el principio de que los anticuerpos antiglobulina humana especifica actúan como un puente que induce aglutinación de hematíes sensibilizados con inmunoglobulina humana o complemento (Fig. 30-161 El AGT se ha convertido en una poderosa herramienta en las pruebas para antigenos o anticuerpos no detectables por otras técnicas. Cuando el AGT se utiliza para detectar anticuerpos fijados a hematíes m vivo, se denomina prueba antiglobulina directa (PAD). Cuando el AGT se utiliza para detectar la reacción de anticuerpo y hematíes in vitro después de una adecuada fase de incubación, se denomina prueba antiglobulina indirecta (PAI).



Suero antiglobulina humana REACTIVOS POLIESPECIFICOS El suero AGH poliespecífico policlonal es producido por animales hipennmunizados, generalmente conejos, con inmunoglobulina purificada o complemento para producir anticuerpos IgG de alta avidez y alto título. Para un lote de reactivo determinado, se recoge suero del animal, se hace una colección que es adsorbida para eliminar aglutininas helerófilas, y luego se titula para determinar la dilución necesaria para la reactividad óptima en su uso rutinario. La AGH poliespecifica convencional (también llamada de amplio espectro) condene anticuerpos policlonales IgG para el espectro de las subclases humanas IgG y también para los productos de la división del factor C3 del complemento. C3b y C3d. Otras actividades anticomplemento como anti-C4b y anti-C4d pueden también estar presentes. Como la inmunización contra IgG puede también producir anticuerpos anti-cadena ligera en una respuesta policlonal, uno debe recordar que el suero antiglobulina policlonal puede tener reactividad cruzada con las cadenas ligeras de las moléculas de IqM o IgA a no ser que el fabricante especifique que el componente anti-lgG es especifico de cadena pesada. Los reactivos poliespecificos disponibles más recientemente se componen característicamente de anti-lgG policlonal de conejo mezclado con anticuerpos monoclonales murinos para los componentes del complemento C3b y
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C3d. Hay también un reactivo poliespecífico derivado exclusivamente de anticuerpos monoclonales. La actividad anticomplemento monoclonal puede componerse de anticuerpos IgG o IgM. La actividad de anti-lgG y anticomplemento en antisuero poliespecífico. ya sea policlonal o monoclonal. puede variar algo entre diferentes fabricantes y entre lotes producidos por el mismo fabricante. Sin embargo, todos los sueros AGH deben contener niveles de actividad anti-lgG y anti-C3d que igualen o excedan los modelos de referencia de la FDA (21 CFR 660.52). La mayoría de los fabricantes adsorben la actividad anti-C4 de sus reactivos de AGH poliespecifíca debido a que se ha visto que la activación del complemento in vitro por aglutininas frías clínicamente insignificantes da lugar a una mayor fijación de C4d que de C3d (Mollison, 1993). Excluyendo la actividad anti-C4 se reduce por tanto el número de falsos positivos tanto en el PAI como en el PAD utilizando reactivos poliespecificos. REACTIVOS MONOESPECIFICOS Los reactivos monoespecificos autorizados por la FDA que están generalmente disponibles comercialmente incluyen anti-lgG. antí-C3b+C3d y antiC3d. El anti-lgG y anticomplemento monoespecificos pueden también ser policlonales o monoclonales en origen. Para el anti-lgG monoclonal los fabricantes deben mezclar monoclonales contra una variedad de epítopos IgG o seleccionar un clon con especificidad para un epítopo común a todas las variantes de IgG para asegurar que el espectro de subclases de IgG humano reaccionará con su reactivo. Con anti-lgG policlonal, de nuevo uno debe tener en mente que puede contener actividad anti-cadena ligera a no ser que el fabricante lo etiquete como específico de cadena pesada. La producción de mezclas de anticomplemento monoclonales munnas ha permitido a los fabricantes desarrollar reactivos que contienen cantidades de anti-C3b y anti-C3d purificados de potencia conocida que es menos probable que den resultados falsos positivos debido a otras actividades anticomplemento encontradas en reactivos policlonales (Simpson. 1999).



Sensibilidad de la prueba de antiglobulina humana Aunque el AGT es extremadamente sensible, una prueba negativa no excluye en ningún caso la presencia de anticuerpos en los hematíes. Se estima que se requieren de 200 a 500 moléculas de IgG o C3 fijadas por hematíe para la detección mediante anticuerpos antiglobulina (Vengelen-Tyler, 1996): un número más pequeño de moléculas fijadas por hemafie dará una reacción negativa. También, el suero AGH puede poseer mayor actividad frente a algunas subclases de IgG que contra otras: en consecuencia, cierto suero antiglobulina humana puede producir resultados negativos con hematíes cubiertos por una subclase particular de IgG.
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Control de calidad de la prueba de antiglobulina humana Con el fin de estandanzar el suero antiglobulina y confirmar reacciones antiglobulina verdaderamente negativas, se utilizan generalmente dos tipos de células de control de calidad: aquellas cubiertas con IgG y aquellas cubiertas con C3b y/o C3d. Generalmente se utilizan anticuerpos Rh para sensibilizar hematíes con IgG. Los hematíes cubiertos con C3b pueden prepararse por incubación de sangre completa en un medio de azúcar de baja fuerza iónica o por incubación de hematíes con anti-Le' o anti-l humanos. Una incubación adicional de células cubiertas con C3b preparada por cualquiera de estos métodos con suero fresco o tripsina separará C3b, dejando a las células cubiertas sólo con C3d. Las células de control cubiertas con IgG o complemento podrian dar una reacción 1+ a 2+ (Fig. 30-17) cuando son probadas con anti-lgG o anti-C3b*C3d. Con frecuencia, se hace referencia a las células de control de calidad para el AGT como células de chequeo, células control de Coombs o células sensibilizadas. En un AGT verdaderamente negativo, el reactivo antiglobulina libre puede permanecer en el sistema de la prueba en un estado activo. Pueden producirse reacciones falsas negativas si el reactivo antiglobulina es inaclivado por globulinas séricas residuales, debido a lavado incompleto o contaminación del reactivo antes de la prueba, o si el reactivo inadvertidamente no se había añadido. De este modo, las células de control de la prueba sensibilizadas con IgG deben ser añadidas tanlo a un AGT directo negativo, como a un AGT indirecto negativo, y deben ser centrifugadas. La observación de la aglutinación de las células de control confirma la reactividad del componente antilgG del reactivo antiglobulina específico añadido. Si las células control no se aglutinan en algún tubo, la prueba debe ser repetida ya que no es válida y podría arrojar resultados falsos negativos



Procedimientos Para la PAD, las muestras de sangre deben ser tratadas con EDTA para prevenir la sensibilización de células con complemento in vitro mediante la activación del complemento más allá de C t q . Se prepara una suspensión salina del 3% al 5% de hematíes del paciente para la prueba. Seguidamente una gota de esta suspensión celular se lava tres o cuatro veces con salino, y para la evaluación inicial, se añade generalmente AGH poliespecifica que contiene anti-lgG y anti-C3d. de forma que la sensibilización in vivo con IgG o complemento pueda detectarse (véase anteriormente en Papel del complemento en las pruebas serológicas). Para las diversas aplicaciones la PAI. los hematíes del paciente, el donante, o los hematíes reactivos son incubados con suero del paciente o antisuero preparado comercialmente, generalmente a 37 C. durante el periodo de tiempo indicado en el procedimiento normalizado de trabajo (PNT) para el



SISTEMA DE REACCIÓN DE LA AGLUTINACIÓN



Figura 30-17. Sistema de graduación de la aglutinación en que se muestran reacciones macroscópicas de hemaglutinación
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C a u s a s de r e a c c i o n e s f a l s o s p o s i t i v a s o f a l s o s negativas en pruebas de antiglobulina Reacciones falso-negativas



Reacciones falso-positivas i



•



—• Conlaminación de reactantes Sobrecentrifugación Hemaglutinación d i r e c t a p o r aglutinmas trias fuertes Sobreincubación c o n células tratadas enzimáticamenle U s o inapropiado de reactantes de aumento Salino g u a r d a d o en v a s o o c o n t e n e d o r e s metálicos Contenedor s u c i o Fallo del reactante"



—



Limpieza i n a d e c u a d a " Fallo al añadir r e a c t a n t e antiglobulina' Centrifugado inapropiado C o c i e n t e suero/célula d e m a s i a d o bajo Retraso en la limpieza (elución d e a n t i c u e r p o s ligeramente unidos)



'Se detectará con el uso de células control Coomb. V



.



ensayo en concreto que se esté realizando. Dependiendo del procedimiento, los tubos deben ser centrifugados después de la incubación y luego examinados para ver si hay hemolisis o aglutinación. Incluso si se ha realizado o no este paso, el siguiente en la mayoría de los procedimientos del PAI es el lavado a conciencia de los hematíes tres o cuatro veces para eliminar todas las globulinas séricas libres no fijadas o las proteínas extrañas. Un fallo en la eliminación completa de las proteínas no fijadas puede dar lugar a la neutralización del reactivo antiglobulina cuando éste es añadido a la prueba, dando una reacción falsa negativa. Después del lavado, tanto la antiglobulina humana poliespecifica como la monoespecífica anti-lgG se añaden a todos los tubos para detectar ¡n vitro la sensibilización de las células de la prueba mediante anticuerpo o complemento. En la graduación e interpretación de los resultados de ambas técnicas, PAD y PAI, el protocolo puede incluir un examen opcional al microscopio para confirmar las pruebas macroscópicamente negativas. No obstante, se requiere la confirmación por parte de todos los laboratorios ante cualquier prueba antiglobulina negativa mediante la utilización de las células de control de calidad como se describió previamente. La Tabla 30-29 enumera las causas frecuentes de falsos negativos y falsos positivos en la prueba de antiglobulina humana.



mecanismo involucrado (véase más tarde Investigación de la anemia hemolítica autoinmune). Además, los pacientes que reciben terapia con gammaglobulina intravenosa a altas dosis pueden desarrollar niveles elevados de inmunoglobulina asociada a hematíe, dando lugar a un PAD positivo.



Aplicaciones de la técnica indirecta antiglobulina DETECCIÓN E IDENTIFICACIÓN DE ANTICUERPOS ERITROCITARIOS EN EL SUERO Los hematíes reactivos de fenotipo conocido se incuban a 37 C con el suero del paciente. Para detectar anticuerpos del paciente que se han unido a los hematíes reactivos, se debe utilizar reactivo antiglobulina poliespecífico o anti-lgG monoespecífico, PRUEBAS CRUZADAS Los hematíes del donante se incuban con suero del paciente a 37 C seguido de una conversión de la prueba antiglobulina con el fin de detectar anticuerpos que pueden no haber sido detectados por el escrutinio de anticuerpo por ausencia del correspondiente antígeno o a la concentración disminuida del antigeno (dosificación/cigosidad) en las células de escrutinio. Para detectar anticuerpos del receptor unidos a los hematíes del donante, se puede utilizar reactivo antiglobulina poliespecifico o monoespecífico anti-lgG. TIPIFICACIÓN DE ANTIGENOS ERITROCITARIOS La detección de muchos antigenos eritrocitarios requiere de la incubación a 37"C con antisuero especifico IgG seguido de la conversión de una prueba antiglobulina. Para detectar uniones específicas de antisuero a hematíes que posean los correspondientes antigenos. se puede utilizar reactivo antiglobulina poliespecifico o anti-lgG monoespecífico. Un ejemplo común de esto podría ser la prueba D débil.



Pruebas de compatibilidad Consideraciones



generales



DOCUMENTACIÓN Y ARCHIVO



Aplicaciones de la prueba directa antiglobulina REACCIONES HEMOÜTICAS TRANSFUSIONALES Una de las más importantes aplicaciones del PAD es la investigación de posibles reacciones hemoüticas transfusionales. El desarrollo de un PAD positivo poco después de la transfusión de hematíes es la primera evidencia inmunohematológica de una reacción hemolítica. En esta situación, las células del donante transfundido se convierten en sensibilizadas con anticuerpo receptor que ya estaba presente, en el caso de una reacción inmediata, o que está aumentando su título como parte de una respuesta anamnésica, en el caso de una reacción retardada. El PAD puede ser positivo a causa de IgG, C3d, o ambos, dependiendo de los anticuerpos responsables. ENFERMEDAD HEMOLÍTICA DEL RECIÉN NACIDO Un PAD positivo en la investigación de una posible EHRN es diagnóstico. Si la EHRN se presenta, la prueba será positiva debido a los anticuerpos IgG matemos que cruzan la placenta y atacan a los hematíes fetales. INVESTIGACIÓN DE AUTOANTICUERPOS Un PAD positivo en la investigación de una posible anemia hemolítica autoinmune también es diagnóstico. La mayoría de los autoanticuerpos calientes causan un PAD positivo por IgG, y raramente por IgG y C3d. Las autoaglutininas frías con frecuencia causan un PAD positivo sólo por C3d, aunque raramente se puede detectar el anticuerpo responsable mediante antí-IgM. si estuviera disponible. FIJACIÓN DE ANTICUERPO O DEL COMPLEMENTO INDUCIDA POR MEDICACIÓN Los anticuerpos inducidos mediante la administración de ciertos fármacos pueden causar un PAD positivo por IgG, C3d, o ambos, dependiendo del



Todos los bancos de sangre deben tener un sistema manual o computerizado de archivo que contenga los resultados o consecuencias de todas las pruebas y actividades llevadas a cabo en ellos. Los documentos deben ser completados y recuperables en un periodo de tiempo razonable. La transferencia o propagación de información de cualquier documento concerniente a los pacientes debe hacerse conforme a los requisitos de las políticas de confidencialidad de las instituciones, de acuerdo con las leyes y reglamentos del estado. Los documentos deben ser conservados durante diferentes periodos de tiempo dependiendo de los requisitos federales, estatales o de agencias acreditadas. La documentación del proceso completo de las pruebas de compatibilidad debe incluir documentos de identificación del paciente, entrada de la petición, necesidades individuales especiales para la transfusión, fecha y hora de las pruebas, resultados del paciente en éstas, identidad de los técnicos que realizan la prueba y componente sanguíneo problema. Un sistema computerizado es ideal para capturar esta información y para una recuperación rápida y fácil de estos datos para un paciente determinado, incluyendo documentación sobre el tipo ABO y Rh, problemas de anticuerpos, historia transfusional y requerimientos para tipos especiales de productos sanguíneos. Desde una perspectiva más global, la recuperación computerizada de datos para grupos de pacientes también mejora enormemente la monitonzación de la utilización de los productos sanguíneos dentro del servicio incluyendo la indicación de sangre y la prácticas transfusionales de los médicos. Los resultados e interpretación de las pruebas de todos los pacientes deben ser documentados en hojas de trabajo manuales apropiadas o introducidos en el ordenador inmediatamente después de su observación. En un sistema manual de archivo, todos los impresos deben ser rellenados con tinta, no con lápiz. Si se deben cambiar los resultados en la hoja de trabajo, los resultados originales no deben ser borrados; se debe trazar una única línea sobre ellos y los nuevos resultados deben llevar las iniciales del técnico que
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hizo el cambio. Una lista puesta continuamente al día de iniciales utilizadas por el personal que trabaja en el banco de sangre en todos los tumos debe ser parte de los documentos permanentes del banco de sangre. Los cambios en resultados computarizados deben ser también completamente documentados como parte del registro de resultados computarizados con capacidad de encontrar tanto el dato original como el corregido (Vengelen-Tyler, 1996). REQUISITOS DE LA MUESTRA Tipo de muestra. Tradicionalmente, el suero ha sido la muestra preferida en las pruebas de compatibilidad, aunque se puede utilizar plasma. Los problemas con el plasma en las técnicas convencionales de antiglobulinas son fundamentalmente técnicos: la formación de pequeños coágulos de fibrina durante las pruebas puede atrapar los glóbulos rojos y parecer que se ha producido aglutinación: la fibrina puede también atrapar suero y causar neutralización del reactivo AGH si no se elimina antes del lavado. La formación de pilas celulares puede aumentar en el plasma si los niveles de fibnnógeno son altos. Si se utiliza suero, se prefieren para las pruebas muestras coaguladas recogidas en tubos lisos siliconizados sin gel separador de suero. Aspecto. Las muestras extremadamente hemolizadas se califican generalmente como inaceptables para las pruebas, a menos que no haya otra opción. La utilización de suero que ya estaba hemolizado puede enmascarar hemolisis inducida por anticuerpos que podría ser detectada ordinariamente en pruebas de escrutinio de anticuerpos. La lipemia puede raramente causar dificultades en la evaluación de los resultados de la aglutinación, aunque generalmente no es una causa de rechazo de una muestra pretransfusional. Antigüedad de la muestra. De acuerdo con la asociación americana de bancos de sangre (AABB) (Memtove, 1997), si una paciente ha quedado embarazada o un paciente ha sido transfundido dentro de los tres meses anteriores, o si su historial es incierto o no está disponible, todas las pruebas cruzadas y las transfusiones de hematíes de cualquier muestra determinada deben ser completadas dentro de las 72 horas desde que la muestra de sangre pretransfusional fue extraída. El requerimiento de una nueva muestra pretransfusional cada 72 horas en individuos previamente transfundidos o embarazadas asegura que la muestra que está siendo examinada es bastante representativa del estado i n m u n e actual del paciente. Almacenamiento de la muestra. Todas las muestras pretransfusionales deben ser almacenadas entre 1 C a 6 C durante al menos siete dias después de que las pruebas se han completado, junto con al menos un segmento representativo de cada una de las unidades de donante con las que se ha realizado la prueba cruzada en el receptor. El propósito de esto es asegurar que se puedan con posterioridad repetir las pruebas o hacer pruebas adicionales del donante o el paciente si el paciente experimenta una reacción hemolítica retardada u otro efecto adverso transfusional. SEGURIDAD EN EL LABORATORIO Deben seguirse todas las precauciones de seguridad para un laboratorio clínico, incluyendo los protocolos actualmente recomendados de barreras de protección (véase Cap. 1). Todos los componentes sanguíneos y reactivos de procedencia humana, Incluso aunque las pruebas de escrutinio para agentes infecciosos sean completamente negativas, pueden potencialmente transmitir la hepatitis B o C. el virus de inmunodeficiencia humana (VIH), virus liniotrópicos de células T humanas (VLTH-1). u otros patógenos, y deben ser manipulados siguiendo las guias de precauciones universales para sangre y líquidos corporales. Los componentes sanguíneos y las muestras de pacientes desechados deben ser sometidos a autoclave antes de la disposición o colocación final en un contenedor resistente a punciones para su posterior incineración. Las agujas, escalpelos o cualquier otro objeto con filo, como cristal rolo, deben ser colocados dentro de contenedores a prueba de pinchazos inmediatamente después de su uso. MÉTODOS Equipamiento. Las pruebas para antigenos o anticuerpos eritrocitarios pueden ser realizadas utilizando portaobjetos o tablas, tubos de prueba, tubos capilares, placas de microtitulación. o técnicas de gel de microtubo. Estos procedimientos pueden ser semiautomáticos o completamente automáticos, particularmente en servicios que realizan gran volumen de pruebas, como en
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centros de recogida de sangre. Hasta hace poco, los métodos que utilizaban tubos de prueba eran los más comúnmente utilizados en bancos de sangre hospitalarios. Las pruebas en serie que utilizan placas de microtitulacion o gel están incrementando su popularidad, mientras que las pruebas con portaoojelos han quedado virtualmente obsoletas, al menos en los Estados unidos. A no ser que se especifique otra cosa, en los procedimientos a los que se hace referencia en este capítulo se emplean pruebas en tubo. Ya que hay muchas variaciones en cada tipo de prueba, uno debe utilizar la técnica que ha sido evaluada y que ha demostrado su liabilidad para la aplicación deseada en manos de un laboratorio particular. Las publicaciones de la asociación americana de bancos de sangre Technical Manual (Vengelen-Tyler, 1996), Methods in Immunohematology (Judd. 1994) y Immunohematology Methods (Mallory, 1993), son excelentes referencias generales para los procedimientos más comunes, asi como para las técnicas más especializadas. Incubación. Muchas pruebas requieren un periodo de incubación para permitir que la reacción antígeno-anticuerpo se produzca. Las pruebas ABO y Rh se llevan a cabo rutinariamente a temperatura ambiente con un mínimo tiempo de incubación. La mayoría de las pruebas de antiglobulina indirecta utilizan incubación a 37 C. variando el tiempo de incubación dependiendo del tipo de medio de potenciación utilizado en las pruebas, si es que se utiliza alguno. Generalmente, el tiempo de incubación va desde 15 minutos con albúmina hasta 60 minutos si no se utiliza ningún medio de potenciación. El uso de soluciones de baja fuerza iónica puede disminuir el tiempo de incubación a un rango de entre 5 minutos a 10 minutos. Cuando se utiliza un periodo de incubación corto, los tubos deben ser colocados en un baño seco o un baño de agua para acelerar el equilibrio a la temperatura deseada, debido a que la conductividad de calor del aire es muy baja. Procedimientos con Polybrene iónico bajo requieren sólo una incubación de un minuto antes de la adición del Polybrene Centrifugación. En la mayoría de las pruebas, la centrifugación es el paso final requerido para potenciar la aglutinación y para facilitar la lectura de los resultados. El tiempo de centrifugación requerido para cada fase o lipo de prueba será determinado para cada centrífuga por calibración funcional anual utilizando los apropiados controles y medios de prueba. La velocidad de centrifugado en cada posición debe ser revisada trimestralmente con un eslroboscopio para confirmar que está dentro de las especificaciones del fabricante. Categorización de las reacciones. La aglutinación es observada y categorizada de acuerdo con la fuerza de la reacción. La presencia de hemolisis es generalmente indicativa de un potente anticuerpo capaz de lijar el complemento m vitro. Después de la incubación de la prueba aplicando la técnica antiglobulina indirecta o en agrupamiento inverso ABO, se deben buscar en el suero evidencias de hemolisis antes de resuspender el botón celular. Cuando se busca la presencia de aglutinación, el tubo debe ser agitado, con un suave movimiento de muñeca, antes de que las células se desplacen. Esto es mas fácil de lograr sujetando el tubo con un ángulo marcado para que el Huido "corte" a través del bolón celular de tal forma que las células pueden ser resuspendidas fácilmente. Cuando las células ya no se adhieran más al tubo, éste debe ser inclinado y aproximado suavemente hasta que incluso se observe suspensión de células (o aglutinación). La iluminación apropiada con un espejo cóncavo es una ayuda inestimable para la lectura macroscópica. Mediante la colocación del tubo aproximadamente a 6,35 centimetros por encima de un espejo cóncavo de 7,62 centímetros, los agregados pueden ser diferenciados fácilmente de las células libres mirando al espejo, no al tubo. La fuerza de la reacción puede ser categorizada o puntuada de la siguiente manera:



Categoría ti 4+ 3+ 2+ 1+ ± ow 0



Significado



Puntuación



Hemolisis, presencia de h e m o g l o b i n a libre 10 Un a g r e g a d o sólido 10 Vanos a g r e g a d o s de m e d i a n o s a g r a n d e s 8 M u c h o s a g r e g a d o s de pequeños a m e d i a n o s 5 c o n u n f o n d o claro M u c h o s a g r e g a d o s pequeños c o n un l o n d o 3 turbio Pocos a g r e g a d o s pequeños, m u c h o s hematíes 2 no aglutinados A u s e n c i a de a g r e g a d o s 0 ,,.„. >
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Todas las reacciones negativas, cuando el procedimiento lo requiere, deben ser leidas con el microscopio y registradas como sigue: Categoría
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Significado



Puntuación



P r e s e n c i a de a g r e g a d o s microscópicos A u s e n c i a de a g r e g a d o s Presencia d e población m e n o r d e a g r e g a d o s (también c o n o c i d a c o m o aglutinación en c a m p o mixto) Cilindros, apariencia d e apilamiento d o m o n e d a s : d e s a p a r e c e c o n la adición d e salino



1 0



La Figura 30-17 muestra el aspecto de algunas de las diferentes categorías de aglutinación. Aunque la categoría de aglutinación da una idea aproximada respecto a la potencia o (uerza de un anticuerpo particular, el método de puntuación es mucho más útil en semicuantilicación, particularmente cuando se utiliza junto con la titulación para comparar las fuerzas relativas de anticuerpos de dos sueros diferentes.



Procedimientos requeridos en la prueba de compatibilidad El término pruebas de compatibilidad se ha utilizado históricamente como sinónimo de prueba cruzada. En su amplio contexto, sin embargo, las pruebas de compatibilidad son un proceso compuesto de muchos procedimientos diseñados para proporcionar los productos sanguíneos más seguros posibles al receptor de una transfusión. Estos pasos incluyen un adecuado archivo y una identificación precisa del donante y del receptor, asi como las pruebas serológicas reales de la muestra del receptor antes de la transfusión. Los pasos requeridos en las pruebas de compatibilidad se esquematizan en las secciones siguientes. IDENTIFICACIÓN DEL RECEPTOR La identificación apropiada de las muestras de sangre del paciente y de las unidades del donante es absolutamente esencial en el almacenamiento de sangre. Las muestras de sangre del receptor deben ser etiquetadas por el extractor en la cabecera de la cama directamente con la información de la pulsera del paciente. Si el paciente no tiene puesta la pulsera por alguna razón, se debe obtener confirmación firmada de la identidad del paciente antes de que la sangre sea extraída. La etiqueta de la muestra de sangre del receptor debe ser legible y debe incluir al menos el nombre completo del paciente, el número de identificación hospitalaria, y la fecha y hora de la extracción, y debe ser pegada de forma segura al tubo de muestra cuando es aceptado por el personal del banco de sangre. Las muestras de sangre no etiquetadas o inapropiadamente etiquetadas son inaceptables. Durante la prueba, todos los tubos de prueba u otros tipos ajustados o contenedores de reacción deben ser también identificados con exactitud. REVISIÓN DE DOCUMENTOS PREVIOS Los documentos manuales o computarizados deben ser siempre revisados buscando resultados previos de un paciente dado. Las pruebas ABO y Rh en la muestra actual deben ser contrastados con los resultados previos, sí están disponibles, para ayudar a verificar que la muestra fue extraída del individuo correcto. La información de cualquier anticuerpo inesperado identificado previamente es también extremadamente importante, ya que los títulos de un anticuerpo pueden caer a niveles que los hagan mdetectables por procedimientos de escrutinio de anticuerpos. Si un anticuerpo clínicamente significativo fue previamente identificado, el paciente debe recibir hematíes negativos para el correspondiente antigeno incluso si las pruebas actuales para la detección de ese anticuerpo son negativas.



Tipificación ABO y Rh AGRUPAMIENTO A B O



da para el grupo ABO. El antisuero y los hematíes reactivos para la realización del agrupamiento ABO están bien estandarizados y son fáciles de conseguir comercialmente. El agrupamiento ABO se lleva a cabo a temperatura ambiente y requiere sólo un paso de centrifugación inmediata para promover una reacción de aglutinación macroscópica. Los componentes del protocolo inicial para la determinación del agrupamiento ABO incluyen: 1) agrupamiento directo, donde una gota de suspensión de hematíe del 3% al 5% se testa con una gota de anti-A y otra de anti-B preparadas comercialmenle, y 2) agrupamiento inverso, en el cual dos gotas de suero del paciente o del donante son tratadas contra una gota de hematíes reactivos de fenotipos conocidos A. y B. Estos son los reactivos mínimos requeridos para las pruebas ABO de rutina de los receptores, y los resultados del agrupamiento directo y del inverso deben concordar unos con otros (Tabla 30-8) antes de informar de cualquier resultado o de que la sangre sea transfundida. A diferencia del agrupamiento directo, en el cual las reacciones son generalmente fuertes y bien definidas, las reacciones del agrupamiento sérico pueden variar grandemente en su fuerza. Puede requerirse mucho tiempo de incubación a temperatura ambiente o incubación a 4°C para demostrar la presencia de aglutinmas ABO séricas débiles. Algunos bancos de sangre incluyen habitualmente el uso de anti-A.B en el procedimiento del agrupamiento directo. Sin embargo, este reactivo generalmente no aporta información útil adicional, excepto para la detección de los subgrupos A, o B,. El anti-A.B es también frecuentemente utilizado como un reactivo práctico en las pruebas ABO de confirmación rápida, como son las realizadas en unidades de donante de grupo O recibidas por un servicio de transfusión desde un centro de donación, o en pruebas repetidas para confirmar la tipificación inicial de un paciente del grupo O. De los fenotipos ABO comunes, sólo los hematíes del grupo O no darán reacción con anti-A.B. El reactivo de tipificación anti-A, se utiliza a veces en las pruebas directas para confirmar un subgrupo A sospechado. Si se sospecha anti-A1 en el suero de un determinado subgrupo. las células A, y O deben tratarse con la técnica de agrupamiento inverso para confirmar la presencia de anti-A1. Las células del grupo O son también utilizadas en las pruebas inversas para confirmar la presencia sospechada de un inesperado aloanticuerpo reactivo a temperatura ambiente. D i s c r e p a n c i a s en el a g r u p a m i e n t o A B O . La interpretación de los resultados del agrupamiento sanguíneo ABO es generalmente sencilla. Sin embargo, para algunos de los subgrupos más débiles o fenotipos raros, puede ser necesaria la observación cuidadosa de reacciones de agrupamiento directo para reacciones de campo mixto (menor población de aglutinados) o técnicas especiales como la de adsorción-elución, estudios del carácter secretor o prueba para transferasas séncas A. B o H. para confirmar el carácter ABO real de un individuo. Si los resultados en el agrupamiento directo e inverso no concuerdan, siempre se debe primero repetir las pruebas para descartar algún error administrativo o técnico. Si los resultados no cambian, se presenta una discrepancia que puede deberse a problemas con el suero del paciente o con las células del paciente. La Tabla 30-30 recoge algunas de las muchas razones de estas discrepancias ABO. Vengelen-Tyler (1996) y Harmening (1999) publicaron una descripción más completa de estos problemas y de los protocolos para su resolución. Si se necesita urgentemente una transfusión de sangre, y se produce una discrepancia ABO que no puede solucionarse de manera oportuna, se debe administrar un concentrado de eritrocitos del grupo O, plasma fresco congelado AB. o ambos. No obstante, es importante tener la certeza de que se obtuvo suficiente muestra de sangre pretransfusional del paciente de forma que el proceso pueda ser continuado, o que una parte de la muestra pueda mandarse a un laboratorio de referencia para una evaluación más a fondo TIPIFICACIÓN RH Toda la sangre de donante que llega al servicio de recogida se somete a pruebas para el antigeno D (Rh ). Se requiere la realización de las pruebas para el fenotipo D débil (D-) en los donantes con resultados negativos por métodos a temperatura ambiental, como se establece en los Standards for Blood Banks and Transfusión Services de la AABB (Menitove, 1997). a los que de aquí en adelante denominaremos criterios de la AABB. Si la prueba de rutina o de D débil son positivas en los donantes, en la etiqueta de la unidad 0



Antes de la transfusión de cualquier componente de eritrocito, el servicio de transfusión que realiza las pruebas de compatibilidad debe reconfirmar el grupo ABO de todas las unidades de donación. Cada muestra de sangre de paciente, la cual se define como uno o más tubos extraídos de una vez y sometidos juntos a las pruebas (Menitove, 1997), debe también ser examina-
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Algunas causas de discrepancias en la agrupación ABO P r o b l e m a s d e tipificación d i r e c t a



Reacciones positivas inesperadas



P r o b l e m a s d e tipificación i n v e r s a



Antigeno B adquirido con cánceres de colon y gástrico. obstrucciones intestinales Células de medula contaminadas con gelatina de Wharton



Existencia de proteínas que forman pilas celulares (p. ej.. expansores de plasma, gammaglobulinas monoclonales) Temperatura ambiente presencia de aloanticuerpos (p ej„ anti-M, N. P,) Presencia de autoaglutininas frías (p. e j . anli-l, IH) Anticuerpos ABO adquiridos de forma pasiva Subgrupos de A con anti-A,. cis-AB en suero con anti-B débil en suero



Autoaglutinación causada por autoanticuerpos frios Células fuertemente recubiertas de autoanticuerpos calientes Poliaglutmación



Reacciones negativas inesperadas



Anticuerpo acriflavina (frente a tinción utilizada en anti-B) Quimerismo genético' Trasplantes de médula ósea" Reacciones transfusionales debidas a la administración de hematíes distintos del grupo A B O ' Subgrupos A o B Depresión antigénica debido a leucemia u otra enfermedad Niveles elevados de sustancias solubles de grupo sanguíneo asociadas con quiste ovárico seudomucmoso



Edad del paciente (anciano recién nacido) Hipogammaglobulinemia Inmunosupresión Quimerismo genético



'Observaí la apariencia de campo mixto de las reacciones con antisuero reactivo



se debe leer Rh POSITIVA. El servicio de transfusión debe reconfirmar la tipificación Rh de aquellas unidades de hematíes etiquetadas como Rh NEGATIVA. Los criterios de la AABB no requieren pruebas repetidas para el D débil en las unidades de donantes por el servicio de transfusión, aunque algunos reglamentos estatales aún obligan a ellas.



Detección de anticuerpos Todas las muestras sometidas a pruebas pretransfusionales deben someterse a métodos que demuestren anticuerpos clínicamente signilicalivos. Estos métodos deben incluir la incubación a temperatura fisiológica o corporal (37 C) seguida de la conversión a la prueba antiglobulina. A esto se le denomina comunmente escrutinio de anticuerpos y es una aplicación de la prueba indirecta antiglobulina. como previamente se ha descnlo



Todas las muestras de sangre de los pacientes también deben ser estudiadas para el antigeno D. Las pruebas para el D débil en los receptores son opcionales, aunque los bancos de sangre que realizan pruebas prenatales deben realizar la prueba del D débil al menos una vez antes del parto en todas las embarazadas examinadas inicialmente como D negativas. La tipificación eritrocitica para los antígenos C. c, E, y e del sistema Rh no se realiza de rutina pero puede realizarse para determinar el genotipo Rh más probable en la evaluación de problemas de anticuerpos o en la realización de estudios de paternidad.



HEMATÍES REACTIVOS Los hematies reactivos o células de escrutinio para la detección de anticuerpos en el suero de un paciente se obtienen generalmente de fabricantes comerciales. Los criterios de la AABB (Menitove. 1997) requieren que la detección de anticuerpos en los receptores sea realizada utilizando células reactivas que no estén en una colección, por lo que se utilizan para el procedimiento grupos de dos o tres células reactivas de grupo O preparadas de diferentes donantes. Los grupos de células de escrutinio se eligen de forma que estén representados todos los antigenos correspondientes a los anticuerpos eritrocitarios más frecuentemente encontrados. Cuando se pueda, se utilizan células que son homocigóticas para antigenos selectos: esto incrementa la posibilidad de detectar anticuerpos débiles o con electo dosis. Un "antigenograma" que enumera la composición antigénica de cada célula (Fig. 30-18) acompaña a cada lote de hematies de escrutinio.



Existen varios tipos de antisueros disponibles para la detección de antigenos Rh. Entre ellos se Incluyen los reactivos en tubo modificados, que contienen un suero IgG químicamente modificado con aditivo proteico de alto peso molecular, en donde las moléculas de anticuerpo han sido tratadas con un reactivo reductor, antisuero reactivo salino preparado con anticuerpo IgM humano y, más recientemente, con reactivos monoclonales o mezcla de monoclonales/policlonales. Debido a la posibilidad de reacciones falsas positivas por los aditivos o diluyentes reactivos, particularmente con el antisuero en tubo modificado, los fabricantes de suero para tipificación del Rh generalmente recomiendan poner en marcha un control diluente paralelo o un control albúmina o salino negativo, dependiendo del medio en donde se haya suspendido el reactivo. La tipificación para el antigeno D se lleva a cabo a temperatura ambiente utilizando una gota de suspensión de hematíes del 3% al 5% y una gota de suero comercial anti-D y otra del reactivo control negativo apropiado en una técnica de centrifugación inmediata. Si se obtiene una prueba D débil, los hematies se prueban mediante una técnica indirecta antiglobulina con anti-D que debe contener un componente IgG. Siempre se incluye una prueba paralela con un control diluyeme negativo.
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PROTOCOLOS DE DETECCIÓN DE ANTICUERPOS Actualmente existe un gran numero de diterentes protocolos para detectar anticuerpos, que varían respecto al tiempo de incubación, temperatura de incubación y medio de potenciación. Actualmente, ninguna de las técnicas disponibles es capaz de detectar todos los anticuerpos eritrocitarios. Como el propósito del escrutinio de anticuerpos es la detección de anticuerpos clínicamente significativos, que habitualmente reaccionan a temperatura corporal, la
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Figura 30-18. "Antigrama" que viene con cada lote de reactante de detección de hematies.
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mayoría de los laboratorios prescinden completamente de la incubación a temperatura ambiente. En el protocolo más común, los tubos que contienen un volumen de células reactivas de escrutinio del 3% al 5%, y dos volúmenes de suero del paciente (con un cociente de suero/células casi de 50:1): son incubados a 37"C con un medio de potenciación durante el tiempo especificado por el fabricante del reactivo potenciador utilizado, centrifugados y examinados buscando hemolisis o aglutinación. Luego se lavan las células de escrutinio cuatro veces con salino, y se añade suero antiglobulina humana. Como a menudo los diferentes anticuerpos de grupo sanguíneo muestran patrones de reacción característicos en la técnica indirecta de antiglobulina (Tabla 30-7). el examen exhaustivo de los resultados de la prueba de escrutinio de anticuerpos puede aportar información de ayuda en la evaluación de casos en los que el escrutinio es positivo: • La aglutinación directa de las células en albúmina o LISS después de incubación a 37°C generalmente indica la presencia de un anticuerpo Rh. • Los anticuerpos Igfvl de un rango térmico amplio como anti-l, anti-P, y los anticuerpos Lewis pueden también mostrar reacciones en albúmina o LISS. Sin embargo, estas reacciones generalmente se convierten en más débiles después de la conversión a la prueba antiglobulina. • Con raras excepciones, la presencia de hemolisis in vitro de las células reactivas después de 37°C indica la presencia de anticuerpos Lewis, Kidd, li.P, PP,P«,oVel. • La inmensa mayoría de anticuerpos IgG, con la excepción de Rh, no serán detectados hasta después del lavado y la conversión al AGT. • Una reacción de las diferentes células de escrutinio en múltiples fases o con fuerzas variadas indica generalmente que más de un anticuerpo está presente. Sí un escrutinio de anticuerpo es positivo, el anticuerpo debe ser identificado (véase más adelante Identificación de anticuerpos).



Pruebas cruzadas PRUEBA CRUZADA MAYOR Habitualmente se necesita una prueba cruzada elemental de las células del donanle contra el suero del receptor antes de la administración de componentes eritrocitarios. Se prepara una suspensión salina del 3% al 5% de hematíes del donante de una fracción completa obtenida de la unidad de donante seleccionada. Las células generalmente se lavan una vez para eliminar cualquier proteína anticoagulante o del plasma que pueda interferir con la prueba. Durante muchos años, se requería que la prueba cruzada elemental incluyera incubación a 37'C seguida de conversión a la prueba antiglobulina, como en el escrutinio de anticuerpos. Sin embargo, en 1984 este requisito fue eliminado por los criterios de la AABB, siempre que el escrutinio de anticuerpos actual del paciente fuera completamente negativo y no existieran con anterioridad anticuerpos clínicamente significativos. Para los pacientes que cumplan estos criterios, sólo se necesita utilizar una prueba cruzada diseñada para detectar incompatibilidad ABO. Esta consiste generalmente en examinar las células del donante y el suero del paciente buscando aglutinación o hemolisis a temperatura ambiente mediante centrifugación inmediata o centrifugación seguida de incubación durante cinco minutos a temperatura ambiente (Vengelen-Tyler, 1996). Este procedimiento se conoce actualmente como prueba cruzada abreviada o prueba cruzada con centrifugación inmediata. Irónicamente, éste era prácticamente el mismo tipo de prueba establecida 20 años antes, introducida por Grove-Rasmussen (1964). El estudio de la seguridad del escrutinio de anticuerpo utilizando incubación a 37°C y conversión a la prueba antiglobulina, asi como publicaciones posteriores sobre la eficacia del escrutinio de anticuerpos (Boral, 1977; Mintz, 1982; Cordle, 1990: Heddle, 1992) mostraron que por el escrutinio de anticuerpos se detectan al menos el 9 9 % de los anticuerpos comúnmente encontrados si al menos se utilizan dos hematíes reactivos separados que contengan los antígenos de grupo sanguíneo frecuentes, incluido el K. Cuando la frecuencia de producción de los anticuerpos comunes se multiplica por las actuales Irecuencias antigénicas en la población para obtener un rango teórico de incompatibilidad calculado, se puede ver que el escrutinio de anticuerpos tiene probablemente una eficacia superior al 9 9 % en la prevención de transfusiones incompatibles (Boral. 1997). Por consiguiente, raramente se esperará que la prueba cruzada antiglobulina detecte sólo un anticuerpo clínicamente significativo



que se le escapara al escrutinio de anticuerpos. Esto podria producirse, por ejemplo, si el receptor tiene un anticuerpo para un antígeno de baja frecuencia no presente entre las células de escrutinio como anti-Kp" o anti-Wr . 9



La utilización del procedimiento de prueba cruzada con centrifugación inmediata en la práctica clínica ha demostrado que es una alternativa segura y rentable a la prueba cruzada completa (Shulman, 1985.1990; Cordle, 1990), aunque hay algunas publicaciones sobre esta técnica que indican que fracasa en la detección de incompatibilidad ABO cuando los anticuerpos ABO del receptor son de bajo título o las células del donante pertenecen a un subgrupo ABO con expresión más débil de lo normal (Berry-Dortch, 1985; Shulman, 1987). Se ha publicado también que este procedimiento tiene resultados falsos negativos respecto a la incompatibilidad ABO cuando se presenta el raro efecto prozona (Judd, 1988). Además. Shulman (1991) publicó que se pueden obtener resultados falsos negativos en la prueba cruzada con centrifugación inmediata si hay un retraso en la centrifugación, que aparentemente causa un obstáculo esteárico de la aglulinación por fijación del factor C1 del complemento a la membrana de los hematíes incompatibles antes de la centrifugación. La suspensión de las células del donanle en EDTA-salino elimina este último problema. Además de falsos negativos, la prueba cruzada con centrifugación inmediata puede causar resultados falsos positivos debidos a pilas celulares, anticuerpos reactivos fríos o fibrina; todos estos pueden dar lugar a un retraso en la entrega de la sangre para la transfusión (Meyer, 1989). La prueba cruzada con centrifugación inmediata no ha sido universalmente aceptada debido a los problemas descritos y debido a que el escrutinio de anticuerpos puede Iracasar en la detección de anticuerpos clínicamente significativos por error humano (Napier. 1991). la presencia de un anticuerpo con efecto dosis, o el deterioro del antigeno de las células reaclivas durante el almacenamiento. Los laboratorios que prefieren conservar la fase antiglobulina de la prueba cruzada argumentan que el ahorro en trabajo y cosió no compensa el nesgo adicional, aunque leve, de transfundir una unidad incompatible a un paciente, que se podria evitar utilizando el procedimiento completo de la prueba cruzada, Sin embargo, artículos en la bibliografía que analizan la experiencia de varias instituciones que han adoptado la prueba cruzada con centrifugación inmediata, muestran que la incidencia real de pasar por alto un anticuerpo clínicamente significativo es muy baja, menos del 0,05% (Mintz, 1982; Cordle, 1990). Además, un estudio multicéntrico que incluía 1,3 millones de pruebas cruzadas con centrifugación inmediata demostró un riesgo observado de reacción hemolítica aguda de sólo 0,0004% tras la transfusión de esas unidades (Shulman, 1990). En las raras ocasiones en que los pacientes recibieron sangre incompatible para transfusión debido a la eliminación de la fase AGH de la prueba cruzada, ninguno de ellos falleció o tuvo efectos clínicos adversos a largo plazo. Entre las ventajas obvias aportadas por la prueba cruzada con centrifugación inmediata se incluyen la racionalización de las pruebas al permitir un incremento en el volumen de trabajo sin aumentar el personal, la reducción de costos debida a la reducción del tiempo de los técnicos y a un cociente prueba cruzada/transfusión disminuido (PC/T). y lo que es más importante, el aumento de la eficacia y rapidez en la disposición de sangre en situaciones de emergencia, en las cuales la eliminación de retrasos innecesarios puede realmente salvar vidas. De este modo, sopesando el nivel de riesgo aceptable con los beneficios en la atención médica al paciente derivados de la prueba cruzada con centrifugación inmediata, los datos disponibles han dado lugar a que el servicio de transfusión del autor y muchos otros sustituyan el procedimiento completo de prueba cruzada con antiglobulina por el de prueba cruzada con centrifugación inmediata para todos los pacientes idóneos. En una inspección de prácticas pretransfusionales en todo Estados Unidos llevada a cabo de enero de 1995 a enero de 1996 (Maflei, 1998), ligeramente más de la mitad de los 1.047 hospitales que respondieron notificaron la utilización de la prueba cruzada con centrifugación inmediata para pacientes sin anticuerpos clínicamente significativos. Una fuente de debate en la eliminación de la prueba cruzada con antiglobulina ha sido la cuestión de decidir la utilización de un juego de 1res, en vez de dos, células de escrutinio reactivas para así teóricamente aumentar la sensibilidad del escrutinio de anticuerpos y de ese modo disminuir la probabilidad de no detectar, por ejemplo, un anticuerpo con efecto dosis. Un panel de escrutinio de tres células asegura homocigosidad para más antígenos como Jk , Jk*, F y , Fy'\ S y s, contra los cuales los anticuerpos correspondientes probablemente exhiban dosilicación, pero también es más caro de comprar y utilizar, En un estudio de 3.380 muestras de suero (Cordle. 1990), los autores a
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concluyeron que no habla diferencia estadislicamenle significativa en la incidencia de lodos los anticuerpos irregulares detectados por ambos paneles de escrutinio de dos o tres células. Un estudio más reciente de 159.262 pacientes diferentes (Hoeltge, 1995) utilizó un escrutinio con tres células para todas las pruebas pretransfusionales, pero observaba el número real de anticuerpos clinlcamente significativos delectados que podria esperarse que exhibieran dosificación. Sólo el 0,3% de todos los anticuerpos detectados incluidos aquellos con las características anteriormente mencionadas se producen como especificidades únicas: el resto de dichos anticuerpos fueron encontrados en una mezcla de especificidades que podrían virtualmenle causar siempre una prueba de delección de anticuerpos positiva de cualquier modo. Asi. los autores proponen que los datos adicionales publicados respecto a la prevalencia de anticuerpos que podrían pasarse por alto en un escrutinio con dos células, podrían permitir realizar un análisis coste-beneficio con fundamento de la utilización del más caro panel de escrutinio de tres células. Avanzando un paso más allá de la prueba cruzada con centrifugación inmediata, Butch y cois. (1994) publicaron una propuesta de un procedimiento normalizado de trabajo que podría sustituir la prueba cruzada serologica con cenlrilugación inmediata por una "prueba cruzada electrónica" o computahzada. Esta ha sido defendida durante algún tiempo por aquellos que argumentan que la prueba cruzada serologica con centrifugación inmediata continuará fracasando ocasionalmente en su propósito fundamental de identificar incompatibilidades ABO entre un receptor y una unidad de donante incompatible elegida erróneamente por una prueba cruzada. Los que proponen la prueba cruzada computerizada creen que la mejor manera de asegurar la compatibilidad es reducir el factor error humano, que podria dar lugar a que las unidades erróneas sean cruzadas en primer lugar, mediante la asignación de la verificación final de la compatibilidad ABO entre el donante y el receptor a un sistema computarizado (Judd, 1991). Esto podria también eliminar la pérdida de tiempo debida a la investigación de las reacciones serológicas falsas positivas. De acuerdo con los actuales criterios de la AABB (Menitove, 1997). la prueba cruzada computerizada es aceptable mientras que el sistema de información del banco de sangre haya sido validado in situ para impedir la asignación y expedición de sangre ABO-incompatible y sus componentes y mientras se realicen al menos dos determinaciones dilerentes del grupo sanguíneo del receptor, incluida una en la muestra actual que está siendo utilizada para la prueba de compatibilidad. Además, al igual que las restricciones que se aplican en la utilización de la prueba cruzada con centrifugación inmediata, la prueba cruzada compularizada puede ser utilizada sólo para pacientes a los que no se les haya detectado actualmente ningUn anticuerpo clínicamente significativo o no tengan ningún antecedente de éstos. Para que sea establecido el procedimiento computarizado de prueba cruzada, se requiere que los servicios de transfusión de los hospitales en los estados unidos presenten una solicitud de procedimiento alternativo y una solicitud de discrepancia para las pruebas de compatibilidad a la FDA Estas solicitudes deben ir acompañadas de datos de validación del ordenador y de una carta firmada por el director médico. De acuerdo con Judd (1998), los elementos fundamentales requeridos en la validación del ordenador para la prueba cruzada compularizada incluyen hardware, interfaces de instrumentación, revisión de documentos históricos, interpretación de la reacción, funciones de prevención y advertencias para la asignación/expedición de ABO, y valoración de la competencia del personal. Debido a que la segundad de este procedimiento será sólo tan buena como lo sea la inlormación electrónica que sea introducida y almacenada en el sistema, debe ponerse en práctica el máximo uso de códigos de bañas para identificar tanto a los donantes como a los pacientes Después de siete años de experiencia con la prueba cruzada electrónica en la universidad de Michigan (University of Michigan). Judd (1998) recomienda que la identificación de los pacientes con códigos de barras sea obligatoria, en el mismo momento de la extracción de la muestra y antes de la transfusión, y que las etiquetas de las muestras pretransfusionales sean elaboradas a la cabecera de la cama a partir del código de barras de la pulsera de identificación del paciente. En la inspección de las prácticas pretransfusionales en EE.UU. mencionada previamente (Maffei. 1988), el 1% de los 1.047 hospitales que respondieron notificaron que utilizaban la prueba cruzada electrónica. Fuera de los Estados unidos, diversos países, incluidos Suecia. Dinamarca, Australia y Hong Kong. han publicado artículos de su experiencia con la prueba cruzada electrónica. En Suecia. un protocolo denominado prueba "ABCD" ha sido utilizado durante 12
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años, siendo ABCD un acrónimo de los términos en inglés antibody screen (escrutinio de anticuerpo), bfood group check (revisión de grupo sanguíneo) y computenzed delivery (reparto computarizado) (Sáfwenberg. 1997). En algunos casos, la puesta en práctica de la prueba cruzada electrónica ha incluido la creación de un sistema electrónico centralizado de expedición de sangre. En Australia, por ejemplo, un servicio regional de patología ha desarrollado una sofisticada red compularizada que conecta a dos hospitales centrales y que proporciona servicios de 24 horas de pruebas pretransfusionales con otros 12 hospitales en áreas de la periferia (Cox, 1997). Para los pacientes que necesitan sangre fuera del horario en hospitales que no tienen servicio de 24 horas de pruebas pretransfusionales. las muestras son enviadas a uno de los hospitales centrales para su tipificación y escrutinio. Se crea un documento computarizado para aquellos pacientes que han lemdo dos diferentes determinaciones del tipo ABO y Rh, un escrutinio de anticuerpos negativo utilizando un sistema de prueba con LISS y tres células, y para aquellos que no tienen documentación actual o histórica de anticuerpos clínicamente significativos. Los bancos de sangre de los hospitales lejanos pueden entonces acceder al documento del paciente, y se expone una lista de unidades compatibles disponibles en ese lugar, con la cual un usuario experimentado escanea el numero del donante y las etiquetas del tipo de sangre de las unidades seleccionadas Si la computadora confirma la selección, se impnme una pegatina de la unidad. Después de pegar la pegatina. el usuario debe confirmar la selección de unidad escaneando la información de la etiqueta de la unidad una segunda vez. con lo cual se imprime una segunda pegatina que será rellenada por el que realiza la transfusión para la historia clínica del paciente. PROTOCOLOS DE PRUEBAS CRUZADAS PREOPERATORIAS Debido a la eficacia reseñada en la detección de anticuerpos clínicamente significativos de un procedimiento de escrutinio de anticuerpo bien controlado, algunos autores recomendaron un protocolo de tipificación y escrutinio para muchos procedimientos quirúrgicos rutinarios que no requieren translusion: Mintz (1976), Henry (1977) y Boral (1977). El protocolo de tipificación y escrutinio, cuando es utilizado junto con guias de petición de sangre preoperatoria (Henry. 1977: Mintz. 1976), lo que es lambién conocido como la lista máxima de petición de sangre quirúrgica (Friedman. 1976). permite una gestión del inventariado de sangre mucho más eficaz y una reducción del cociente PC/T. Para procedimientos quirúrgicos de elección que no requieran rutinariamente translusion. sólo se pide una tipificación y escrutinio de anticuerpos. Las peticiones de sangre para procedimientos quirúrgicos de elección que requieran transfusión se ubican a un nivel que refleja la utilización real de acuerdo con los patrones de utilización de cirujanos para un procedimiento quirúrgico determinado en una institución concreta. Para que las guias de peticiones de sangre tengan éxito, deben someterse a exámenes y revisiones periódicas basadas en la experiencia de los cirujanos a medida que se adapten nuevos procedimientos quirúrgicos y se perfilen las técnicas. El protocolo preoperatorio de tipificación y escrutinio no requiere posterior trabajo serológico mientras que el escrutinio de anticuerpos preoperatorio del paciente sea negativo y no haya historia conocida de anticuerpos clínicamente significativos. Si un paciente inesperadamente requiere una transfusión durante la cirugía, se seleccionan unidades compatibles ABO y Rh, y se realiza una prueba cruzada con centrifugación inmediata. Si no se ve aglutinación o hemolisis, la sangre puede ser suministrada con tranquilidad al quirófano con un tiempo de devolución mínimo. Si la tipificación y el escrutinio preoperatorios demuestran un escrutinio de anticuerpos positivo, el anticuerpo deberá ser identificado. De manera óptima, los procedimientos quirúrgicos modelo deben especificar un número minimo de unidades antigeno-negativas que deberían ser reservadas por el banco de sangre para su utilización por el paciente durante la cirugía. Estas unidades deben ser cruzadas con el suero del paciente, utilizando una procedimiento de prueba cruzada antiglobulina completo, antes de la transfusión. Esta misma regla se aplica a pacientes con antecedentes conocidos de anticuerpos clínicamente significativos incluso si el escrutinio no es positivo en el momento de la cirugía de elección. PRUEBA DE COMPATIBILIDAD EN URGENCIAS En situaciones de urgencia, puede que se necesite la sangre para la transfusión antes de la finalización de las pruebas de compatibilidad o incluso
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antes que una muestra de la sangre del paciente esté disponible. Si no se conocen los tipos de ABO y Rh del paciente, se proporcionan un concentrado de eritrocitos del grupo 0-negativo. Si se dispone de una muestra de sangre y hay tiempo de realizar una tipificación ABO y Rh, se debe facilitar sangre especifica de tipo. Todas las unidades están etiquetadas llamativamente para indicar que no están cruzadas y que al suero del paciente no se le ha realizado escrutinio para anticuerpos irregulares. En estas situaciones, el médico del paciente firma un impreso de expedición exponiendo que la situación clínica justifica el suministro de sangre no cruzada. En tales casos, el escrutinio de anticuerpos se finaliza rápidamente, y las pruebas cruzadas se realizan siguiendo el protocolo del laboratorio. En el caso de un escrutinio positivo o una prueba cruzada incompatible, el médico debe ser informado inmediatamente de cualquier anticuerpo o incompatibilidad detectados.



nea. La misma posibilidad debe ser considerada para el anti-D probable en el suero Y. En la identificación de anticuerpos, por lo tanto, uno debe estar seguro de que suficientes células de diferente composición antigénica se prueban, para identificar definitivamente un único anticuerpo o una combinación de anticuerpos en un suero dado. El minimo número de células positivas para cada determinante antigénico que es requerido para un nivel deseado de confianza puede ser estimado por el método exacto de Fisher para una tabla 2 2 (Race. 1 9 7 5 ) , como se muestra debajo:



Número total de células en un panel



PRUEBA DE COMPATIBILIDAD EN TRANSFUSIÓN MASIVA Si un paciente recibe un volumen de sangre igual o superior a su volumen sanguíneo, se considera que ha sido transfundido de forma masiva. En estas circunstancias los laboratorios que aún utilizan la prueba cruzada antiglobulina completa para todos los pacientes pueden tranquilamente cambiar a la prueba cruzada con centrifugación inmediata para detectar cualquier incompatibilidad ABO. Sin embargo, si el paciente tiene un anticuerpo eritrocitario clínicamente significativo conocido, se deben utilizar para la transfusión unidades antígeno negativas, si ello es posible, incluso aunque el anticuerpo sérico probablemente esté diluido y sea indetectable por el gran volumen de sangre y fluidos transfundidos, La transfusión de unidades antigeno-positivas puede dar lugar a un incremento del título de anticuerpos y conducir a una reacción hemolítica transfusional tardía. La mayoría de los protocolos para transfusión masiva vuelven a utilizar el procedimiento de la prueba cruzada de rutina dentro de las 24 horas de haber sido el paciente estabilizado.



Identificación



de anticuerpos



UTILIZANDO UN PANEL DE HEMATÍES Como se mencionó previamente, un escrutinio de anticuerpos positivo o una prueba cruzada antiglobulina incompatible obligan a la identificación del anticuerpo causante para que pueda proporcionarse para la transfusión sangre antigeno-negativa. La identificación de anticuerpos se logra probando un extenso panel de hematíes reactivos trente al suero del receptor utilizando la prueba indirecta antiglobulina. Los mmunohematólogos comparan después el patrón de las reacciones séricas positivas y negativas con el patrón fenotipico antigénico de la hoja de trabajo impresa que acompaña cada panel para encontrar una coincidencia. El siguiente es un ejemplo muy simplificado:



r Células en un panel ;



N' 1 №2 №3 N-'4 №5 N-6



D + + +



0 0 0



Composición antigénica conocida E C c + 0 + + 0 + + 0 0 + 0 0 + 0 0 + + 0



e



Suero prueba Y Z



0 + + + + +



+ + + 0 0 0



0 + 0 0 0 +



Panel 1 V



En el Panel 1, el suero Y reacciona con las células N 1 a 3. las cuales son positivas para el antigeno D. pero no reaccionan con las células № 4 a 6, las cuales son negativas para el antigeno D; asi, el patrón de reacciones séricas positivas y negativas coincide con el patrón fenotípico para el antígeno D, y por tanto el suero Y parece contener anti-D. De forma similar, el patrón de reactividad para el suero Z coincide con el patrón fenotípico para el antígeno E. y por tanto el suero Z parece contener anti-E. Sin embargo, antes de que una identificación pueda ser establecida concluyentemente, uno debe evaluar la posibilidad de que el suero Z esté reaccionando por coincidencia con un antígeno diferente a E que está presente en las dos células E-positivas y está ausente en las cuatro células negativas, conduciendo a una conclusión erróp
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9 10



Probabilidad de coincidencia con un número de muestras celulares que reaccionan positivamente 2 3 4 5 1 1:20 1:6 1:15 1:7 1:21 1:35 1:70 1:8 1:28 1 56 1.84 1:126 1:9 1:36 1:210 1 2 5 2 1:45 1:120 1:10 Tabla 2



2



Estadísticamente, una probabilidad de coincidencia de 1 en 20. o del 5% (esto es, un intervalo de confianza del 95%). es aceptable, aunque generalmente se recomienda el uso de un intervalo de confianza del 99% con una probabilidad de coincidencia del 1% o menos (Mollison. 1993). A la vista de la tabla 2 x 2 , se puede determinar que se requeriría un panel de siete células con un minimo de dos representando cada antígeno para lograr el intervalo de confianza del 95%. Con el fin de reducir la probabilidad de conclusiones erróneas a menos del 1 % , se requeriría un panel de al menos nueve células con un mínimo de cuatro representando cada antigeno. Muchos fabricantes proponen paneles de células reactivas con 10 a 11 células con al menos tres positivas para cada antigeno con el fin de alcanzar el intervalo de confianza del 9 9 % para la identificación de muchos de los anticuerpos comúnmente encontrados. Sin embargo, debido a que es difícil asegurar que al menos tres células representen cada antígeno, se deben intentar probar más células de otros paneles para la identificación definitiva de ciertos anticuerpos, particularmente aquellos contra los antígenos de baja y alta frecuencia. El siguiente ejemplo simplificado se utiliza para ilustrar la identificación de un anticuerpo único:
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Células en un panel N 1 N- 2 N 3 N'-'4 N"5 №6 №7 N 8 v
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D + + + C c 0 0 0



C + 0 + 0 0 + 0



Composición antigénica conocida c e K E k + 0 + 0 + i + 0 I) 0 + • + + + n + + + + 0 + + + 0 + + + 0 0 + + 0 + 0 + 0 + 0 +
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y + 0 + + 0 + + +
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+ 0 0 + 0 + 0



Panel 2



Reacción sérica 37°C AGT 0 + 0 + 0 0 0 0 0 + 0 0 0 + 0 0



'



Uno de los primeros pasos realizados por muchos inmunohematólogos en la evaluación de los resultados de la identificación de anticuerpos es descartar aquellos anticuerpos donde el suero no ha reaccionado con una célula que se conoce que lleva el correspondiente antígeno. Es mejor descartar anticuerpos basándose en células que demuestran la forma homocigótica de un antígeno para no descartar erróneamente anticuerpos débilmente reactivos o con efecto dosis. El panel 2 no muestra ninguna reacción del suero con las células № 3. 4. 6 u 8. Por tanto, anti-D. c y Fy' pueden ser descartados con la célula № 3. El anti-e puede ser descartado con la célula N 4. El anti-E y k pueden ser descartados utilizando la célula № 6; nada más puede ser descartado utilizando la célula № 8. Por tanto, después del proceso de descarte, anti-C, anti-K y anti-Fy se mantienen como posibilidades. Sin embargo. Fy es el único patrón fenotípico antigénico que coincide con el patrón de reactividad séri3
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Figura 30-19, Eiemplo de identificación de un anticuerpo.



3



ca, asi que anti-Fy debe ser identificado provisionalmente con una probabilidad de coincidencia de 1:70 o 1.5V Con el fin de completar esta identificación, las células homocigóticas para los antigenos C y K que son negativas pata el antígeno Fy deben ser tratadas contra el suero para descartar aquellos anticuerpos, y una célula Fy-positiva más debe ser tratada para lograr una probabilidad de coincidencia menor del 1 %. El descarte de anticuerpos adicionales puede también ser logrado algunas veces mediante la tipificación de las células del paciente para antigenos selectos. Esto es particularmente de ayuda cuando el suero de un paciente contiene múltiples anticuerpos, y los recursos de células reactivas disponibles para el banco de sangre son limitados. Si uno de los anticuerpos que debe ser descartado en una mezcla de anticuerpos es anti-Jk\ por ejemplo, las células del paciente deben ser tipificadas para el antigeno Jk con antisuero específico. Si el paciente expresa el antigeno Jk . entonces la presencia de un aloanticuerpo para Jk" puede ser concluyentemente eliminada. r



1



La figura 30-19 muestra una identificación de anticuerpos real. Se pueden obtener varias conclusiones de los resultados: • Ya que el autocontrol es negativo, la reactividad sérica parece ser debida a aloanticuerpos. • Utilizando la "regla del pulgar" homocigótico para descartar anticuerpos, las células N" 3, 5, 6 y 7 pueden ser utilizadas para descartar anti-D, anti-C, anli-c, anli-e, anti-f, anti-V, anti-M, anti-N, anti-s, anti-P., anti-Le . anti-Le". anli-Lu . anti-k. anti-Fy", anti-Jk . anli-Jk" y anti-Xg . • Debido a que se ven reacciones en diferentes fases, y demostrando diferentes fuerzas de aglutinación, al menos dos anticuerpos están probablemente presentes en el suero. • Las células N 4 y 10 muestran aglutinación directa en la fase de 37 C seguida de aglutinación más fuerte en la fase AGH. lo cual es muy característico de anticuerpos del sistema Rh. Estas son las únicas dos células en



el panel positivo para el antígeno E que no han sido descartadas. Por tanto, es probable que anti-E sea uno de los anticuerpos involucrados. • Las células № 2 y 8 muestran una aglutinación muy fuerte sólo en la fase AGH. Examinando los antigenos a través de la parte supenor del panel que no han sido descartados, uno puede ver que el fenotipo de las células del panel para el antígeno K encaja con la reactividad sérica de estas dos células. Por tanto, es probable que anti-K sea el segundo anticuerpo implicado. • Las reacciones séricas restantes con las células N - 1 , 9 y 11 no pueden ser explicadas por anti-E ni por anti-K. pero pueden ser explicadas por anti-Fy . ya que estas tres células son positivas para el antígeno F y . y Fy no ha sido descartado. • Debido a que el panel de la figura 30-19 contiene más de 10 células de varios fenotipos, la tabla 2 x 2 muestra que el intervalo de confianza del 99°o puede ser logrado teniendo tres células distintas positivas para cada determinante antigénico que reacciona con el suero. Por lo tanto. anti-Fy puede ser identificado con segundad: sin embargo, dos células más positivas para el antígeno K (negativas para F y y E) y una célula más positiva para el antígeno E (negativa para Fy y K) deben probarse con el suero para identificar concluyentemente la presencia de anti-K y anti-E. 1



¡



• El anti-C" y el anti-S deben ser descartados mediante la prueba de otra célula (o células) positiva para C" y positiva en el estado homocigótico para S que al mismo tiempo es negativa para los antígenos F y , K y E.
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Anti-Lu . anti-Kp y anti-Js deben ser descartados mediante la prueba de células apropiadas positivas para estos antígenos. Si es necesario, se pueden utilizar células heterocigóticas, ya que es muy difícil encontrar células homocigóticas para estos antigenos, especialmente si el laboratorio del banco de sangre tiene recursos limitados en cuanto a otros paneles de eritrocitos reactivos. De forma alternativa, anticuerpos para antígenos de baja frecuencia pueden no ser descartados por muchos bancos de sangre; en su lugar, se



704



SECCIÓN IV



•



H E M A T O L O G Í A , C O A G U L A C I Ó N Y M E D I C I N A TRANSFUSIONAI



utilizaría la prueba cruzada antiglobulina para detectar cualquier incompatibilidad potencial entre células del donante y la presencia teórica de uno o más de éstos anticuerpos en el suero del paciente. Si se está realizando la identificación de anticuerpos por primera vez en un paciente determinado, es una práctica habitual el tipificar los hematíes del paciente para los antigenos a los que él o ella ha desarrollado anticuerpos como confirmación de la identificación hecha. Los hematíes del paciente deben carecer de los antigenos correspondientes a los anticuerpos presentes. Finalmente, y más importante, las unidades de hematíes para transfusión deben ser tratadas con antisuero comercial de potencia conocida (véase más adelante Pruebas para antigenos entrocítarios). si está disponible, para probar que carecen de todos los antigenos a los cuales el paciente tiene anticuerpos séricos clínicamente significativos. Además, todas las unidades para transfusión, incluso si ya han sido tipificadas para antigenos específicos, deben ser cruzadas con el suero del paciente utilizando incubación a 37 C seguida de conversion a la prueba antiglobulina. Como se describió previamente, el protocolo de prueba cruzada con centrifugación inmediata no se permite en circunstancias en las que el paciente ha demostrado la presencia actual de anlicuerpos clínicamente significativos o alguna historia de los mismos. J



TÉCNICAS ESPECIALES UTILIZADAS EN LA IDENTIFICACIÓN DE ANTICUERPOS



Los pacientes que han sido sometidos a múltiples transfusiones pueden responder formando múltiples anticuerpos eritrootanos irregulares. Los autoanticuerpos pueden con frecuencia enmascarar la presencia de aloanticuerpos y reaccionarán con todas las células tratadas, incluidas todos los hematíes reactivos para la identificación de anticuerpo y todas las unidades de donante cruzadas. Cuando se encuentran problemas complicados como éste, se requieren técnicas especiales para resolverios y encontrar unidades compatibles para la transfusión. Algunas de estas técnicas se describen a continuación. Inhibición de la hemaglutinación. Una aplicación de la inhibición de la hemaglutinación es neutralizar un anticuerpo especifico con su sustancia soluble correspondiente en las pruebas de identificación del anticuerpo Ciertos antígenos de grupo sanguíneo se encuentran de forma abundante soluble tanto en la saliva humana, suero y otros líquidos corporales como en sustancias de la naturaleza, incluyéndose entre ellos antígenos como ABH. Lewis. I. P., S&. Rg-' y C h . j



En la Tabla 30-31 se enumeran las fuentes de sustancias solubles para procedimientos de inhibición de la hemaglutinación. Estas sustancias solubles comparlen una estructura antigénica muy similar a la del antigeno eritrocitario correspondiente y son capaces de unirse a anticuerpos específicos en un suero dado. El suero que contiene anticuerpo que puede ser neutralizado con una sustancia soluble especifica no aglutinará más hematíes que posean ese antígeno determinado después de la adición de la sustancia neutralizante correspondiente. Esla técnica puede ser utilizada para confirmar la especificidad de un anticuerpo sospechado, o puede ser útil cuando se está trabajando c o n una muestra sérica que c o n tiene multiples especilicidades. Si un anticuerpo puede ser neutralizado con una fuente de antigeno soluble, entonces los restantes anticuerpos serán más fáciles de identificar. Esto es particularmente de ayuda cuando el anticuerpo inhibido reaccionó previamente con un gran porcentaje de células tratadas.



Tabla 30-31



Fuentes de antígenos solubles en los procesos de inhibición de la hemaglutinación



Sustancia soluble Le», L e " P. Sd" C h \ Rg' l



Fuente Saliva s e c r e t a d a L i q u i d o del quiste hidatidico. h u e v o d e p a l o m a O r m a . orina d e c o b a y a Plasma Leche materna Saliva



La inhibición de la hemaglutinación también se usa para determinar el carácter de secretor de individuos mediante la detección de sustancia H en saliva, o puede utilizarse para identilicar y clasificar subgrupos de ABO débiles mediante la detección de sustancias ABH en la saliva cuando los hematíes no producen la aglutinación esperada con el antisuero correspondiente. La saliva se mezcla con anticuerpo de conocida especificidad y luego a continuación se trata con células indicadoras que poseen el correspondiente antígeno. La ausencia de aglutinación en la inhibición de la hemaglutinación indica una prueba positiva y significa la presencia de un antígeno soluble específico en el liquido tratado. La fuerza del anticuerpo utilizado en la prueba de saliva debe ajustarse para alcanzar una reacción de 2+ o menos (véase Fig. 30-17) con las células indicadoras. Si la concentración de anticuerpo es demasiado alta, la sustancia insuficientemente neutralizante puede llevar a neutralización parcial del anticuerpo, y se obtendrá un resultado falso negativo. Tratamiento enzimático. Bromelina. papaina. tripsina y liona se utilizan para tratar hematíes con el fin de potenciar cierta reactividad anticuerpo o proporcionar una más efectiva adhesión de anticuerpo en los procedimientos de autoadsorción. Bromelina (0.5% a un pH de 5,5) o papaina activada con cisterna ( 0 , 1 % a un pH de 6,5) puede mezclarse con suero y hemalies reactivos en una técnica enzimática de una sola etapa. En la técnica de dos etapas se utiliza una solución al 0 , 1 % de papaina, tripsina o ficina a un pH del 7.3 para pretratar los hematíes reactivos. Luego se lavan las células, son resuspendidas y luego probadas con el suero apropiado. La prueba de dos etapas es mucho más sensible que la de una etapa: consecuentemente, la realización de la prueba de forma inapropiada puede producir una alta incidencia de falsos positivos, especialmente cuando después se realiza una prueba antiglobulina. Potenciación de la reactividad. El tratamiento enzimático se utiliza generalmente en la identificación de anticuerpo en una de las dos formas. Si un anticuerpo débil que no se identifica fácilmente se encuentra en el suero de un paciente, el tratamiento enzimático de las células reactivas seguido de olra prueba puede potenciar la reactividad del anticuerpo. Esto puede ayudar en su identificación permitiendo al anticuerpo reaccionar con todas las células antigeno-positivas de un panel, y por tanto posibilitando el reconocimiento de un patrón de reacción definitivo. La potenciación de la reactividad anticuerpo con células tratadas enzimáticamente se demuestra en los sistemas Rh. Kidd. Lewis, li y P. De hecho, raras formas de anticuerpos Rh y Kidd pueden ser detectados sólo con células tratadas enzimáticamente. Destrucción de antigenos de grupo sanguíneo. El tratamiento enzimático puede también utilizarse para reducir o destruir la reactividad de los antigenos M. N. S (variable). F y \ Fy°, Xg", Pr. JMH, YL. C t f y R g \ Esto puede ser utilizado para eliminar la reactividad de uno o más anticuerpos en un suero que contenga multiples especificidades, permitiendo la identificación de otros anticuerpos. En otra aplicación, un anticuerpo que hasta el momento ha eludido la identificación puede ser tratado con células tratadas enzimáticamente. Si el anticuerpo fracasa en la reacción por la técnica enzimática, entonces su especificidad puede ser asignada a uno de los grupos sanguíneos cuyos antígenos son sensibles al tratamiento enzimático. mientras que anticuerpos para antígenos que no son sensibles a enzimas pueden ser excluidos con más probabilidad. Con las mismas intenciones señaladas arnba. los antígenos de grupo sanguíneo del sistema Kell pueden ser destruidos mediante AET o DTT, y se informa que la expresión anligénica Bg puede ser debilitada con el uso de difosfato de cloroquina (Swanson. 1985). Adsorción. La adsorción es un proceso utilizado para eliminar anticuerpos del suero. El procedimiento de la adsorción puede ser realizado utilizando hematíes lavados, tratados enzimáticamente, o formalinizados, o eslroma eritrocitario. El tipo de material antigénico elegido depende de la aplicación específica para la que está siendo utilizada la adsorción La lemperatura y tiempos de incubación a utilizar en el proceso de adsorción dependen de la clase de inmunoglobulina y del rango térmico de los anticuerpos que están siendo adsorbidos. En general, la utilización de una razón baja de anticuerpo a antígeno incrementará la eficiencia de la adsorción. También, la mezcla periódica del suero y las células durante el periodo de adsorción es de ayu-
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da, porque ello maximlza la cantidad de conlacto entre el anligeno y el anticuerpo. La adsorción tiene las siguientes aplicaciones: Eliminación de auto-anticuerpos trios o calientes. Esto es necesario para detectar la presencia de algún anticuerpo subyacente que puede estar enmascarado por los autoanticuerpos. Normalmente se utilizan hematíes aulólogos para la adsorción, siempre que el paciente no haya recibido ninguna transfusión en los últimos tres o cuatro meses. Para la mayoría de los autoanticuerpos. el tratamiento enzimático de las células adsorbidas previamente a la adsorción aumenta la cantidad de autoanticuerpo que puede ser eliminada del suero (véase más tarde Investigación de la anemia hemolitica autommune). Separación de aloanticuerpos múltiples. Esto es útil cuando se intenta identificar múlliples anticuerpos en un único suero, especialmente si uno de los anticuerpos está dirigido contra un anligeno de alta frecuencia. La adsorción se realiza utilizando células con el antigeno apropiado que eliminarán el anticuerpo deseado: esto simplificará entonces la identificación de los restantes anticuerpos en el suero adsorbido. Eliminación de aglutininas ABO no necesarias. Esto puede hacerse en la preparación de antisuero puro para planes de escrutinio de antígenos. Cuando se encuentra un anticuerpo raro en el plasma de un donante o en la muestra de un paciente, puede utilizarse para el escrutinio de unidades de donante para ese correspondiente antigeno siempre que las hemaglutinmas ABO que interfieren se eliminen primero. Entonces, las unidades antigenonegalivas se retipifican utilizando antisuero autorizado, si está disponible. El estroma de los hematíes o las células (ormalinizadas pueden ser útiles para la adsorción en esla aplicación con el fin de invalidar la hemolisis que podría ser Inducida por los anticuerpos ABO durante el procedimiento de adsorción. Elución. Cuando las pruebas directas antiglobulina identifican primero un paciente con inmunoglobulina unida a hematíes in vivo, el anticuerpo generalmente debe ser eliminado de los hematíes del paciente, para que pueda ser identificado. La elución se emplea comúnmente como una herramienta de investigación en situaciones clínicas como reacciones hemoliticas transfusionales agudas o retardadas, enfermedad hemolitica del recién nacido, anemia hemolitica autoinmune y anemia inducida por la medicación. La elución es el proceso utilizado para eliminar anticuerpos unidos a hematíes. Como se quiere examinar sólo anticuerpos eliminados de los propios hematíes, el técnico lava primero las células que van a ser eluidas numerosas veces con grandes volúmenes de salino previamente a la elución con el lin de eliminar cualquier suero que contenga anticuerpo no unido. Para asegurarse de la completa eliminación del anticuerpo sérico, el salino del último lavado debe ser probado contra células apropiadas para delectar cualquier anticuerpo no unido residual. El último control de lavado deberá mostrar ausencia de reactividad anticuerpo antes de que se acabe la elución. Los eluidos a menudo se preparan en un medio salmo y por lo tanto se prueban en el mismo día. Si se adelanta el almacenado, se debe preparar el eluido en un suero del grupo AB o en albúmina al 6% y mantenido a - 2 0 / C o menos. La elución de hematíes puede realizarse con múltiples métodos que alteran o invierten las fuerzas de atracción que mantienen juntos el antigeno y el anticuerpo. La elución por calor de Landsteiner-Miller disocia el anticuerpo de los antígenos erilrocilarios mediante el calentamiento de 56'C a 60 C durante 10 minutos con agitado frecuente. Este procedimiento sólo es realmente efectivo en la eliminación de anticuerpos IgM como son los ABO. Los anticuerpos ABO pueden también eliminarse con un método denominado elución por congelación-descongelación de Luí. que cambia la conformación de la membrana del hematíe para causar la disociación del anticuerpo. Este procedimiento es útil cuando sólo se dispone de una pequeña cantidad de muestra, como en la evaluación de recién nacidos, por la posibilidad de enfermedad hemolitica debida a incompatibilidad ABO entre la madre y el bebé. También se pueden utilizar solventes orgánicos como método de elución seguro que típicamente da muy buenos rendimientos de anticuerpo IgG. Se han utilizado solventes orgánicos como éter, elanol. cloroformo, xileno y cloruro de metileno, aunque la elución con éter fue uno de los métodos más frecuentemente utilizados por muchos laboratorios en el pasado. Los procedimientos con solventes orgánicos por lo general no se utilizan ya como procedimientos de elución de rutina debido a las propiedades carcinogénicas. tóxicas o explosivas de las sustancias químicas utilizadas. Sin embargo, la
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elución con solvente orgánico aun puede utilizarse cuando se necesita un método altamente seguro que aporte un excelente rendimiento de anticuerpo, por ejemplo, cuando hay alta sospecha de sensibilización eritrocitaria in vivo y sin embargo la prueba directa anliglobulma es negativa. Otro método de elución implica la alteración del pH de forma que son neutralizadas las fuerzas de atracción producidas por estructuras químicas cargadas de forma opuesta en el antígeno y el anlicuerpo. Ejemplos de este método son las técnicas de elución acida con digitonina y glicina. La elución acida ha sido adaptada a forma de kit por cierto número de fabricantes para convertir el procedimiento de la elución en seguro, eficiente y fácil de realizar. Este método generalmente es adecuado para la mayoría de las aplicaciones en que se necesita la elución. Para un listado exhaustivo de los procedimientos de elución véase Mallory (1993). Adsorción-elución combinadas. La adsorción de anticuerpos por los hematíes combinada con elución consecutiva y estudios de identilicación se denomina adsorción-elución. Un ejemplo del uso de los esludios de adsorción-elución es la identificación de raros subgrupos de A como A,. A„. y A,,. Los hematíes de estos fenotipos pueden no ser aglutinados por anti-A o antiA.B. pero adsorberán suficiente anti-A añadido a las células que podrá luego ser eluido. El anticuerpo eluido se prueba con células apropiadas para identificarlo como anti-A. lo que confirma la presencia de anligeno A en las células que lueron eludidas. La adsorción-elución puede también ser utilizada para confirmar la presencia de un único anticuerpo en una mezcla de varios anticuerpos séncos. El anticuerpo primero es adsorbido de una fuente cuidadosamente seleccionada de células antígeno-positivas y luego eluido de las células e identificado utilizando un panel de hematíes reactivos. Finalmenle. la adsorción-elución puede ser utilizada para preparar pequeñas cantidades de antisuero reactivo para su uso en la tipificación de hematíe de un suero que contiene el anticuerpo deseado. El suero es adsorbido de células de grupo O que contienen el correspondiente antigeno y luego es eluido para producir un antisuero tipificado carente de anticuerpos no queridos como son anti-A y anti-B. Titulación de anticuerpos. La titulación de anticuerpos es un método utilizado para determinar semicuantitativamente la cantidad de anticuerpo presente en un suero determinado. Se preparan diluciones duplicadas en sene del suero y luego se tratan con hematíes que poseen el correspondiente antigeno. Cada dilución se lee buscando aglutinación macroscópica, y el titulo del anticuerpo se expresa como el recíproco de la dilución sérica más alta que provoca aglutinación macroscópica. La titulación de anticuerpos tiene diversas aplicaciones. En estudios prenatales, los aloanticuerpos IgG clínicamente signilicalivos capaces de causar enfermedad hemolitica del recién nacido se titulan penódicamente en el suero materno durante el embarazo. Un titulo que se está incrementando generalmente indica que las células fetales poseen el correspondiente antígeno y están estimulando a la madre para que produzca más anticuerpo, proporcionando de este modo información valiosa al médico en lo que se refiere a como se debe llevar el embarazo. La titulación de anticuerpo también se utiliza en la clasificación de anticuerpos HTLA. La mayoría de anticuerpos (excluyendo HTLA) que inicialmente lueron reacciones débiles (± o ±") en las pruebas indirectas antiglobulina reaccionarán a la mayoría de las diluciones 1:2 si se realiza una titulación. Sin embargo, los anticuerpos HTLA característicamente dan reacciones débiles (± o ±''), aunque reaccionarán generalmente a una dilución igual o mayor que 1:64 cuando el suero es titulado. Sí se sospecha un anticuerpo tal, se realiza una titulación para demostrar que el anticuerpo débilmente reactivo es aún reactivo a dilución alta, lo que permite su clasificación como un HTLA Estos anticuerpos incluyen anti-Ch-. R g , Yk y oíros (véase Tabla 30-28). ¡



J



Utilización de reactivos sulfhidrilo. Compuestos como el 2-ME o DTT rompen enlaces disulfuro y son utilizados con frecuencia para inaclivar la capacidad de aglutinación de los anticuerpos IgM mediante la ruptura de los enlaces disulfuro intersubunidades y también aquellos enlaces que unen subunidades IgM a la cadena J (Mollison. 1993). destruyendo de este modo la estructura pentamérica de la molécula de IgM. Eslos reactivos son útiles en la investigación de la presencia de aloanticuerpos IgG clínicamente significativos en un suero que contiene autoanticuerpos fríos ampliamente aglutinan-
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tes. También pueden ser utilizados para disociar la autoaglutinación causada por estos anticuerpos fríos que puede interferir en la determinación de la tipificación ABO y Rh del paciente o en la obtención de un resultado válido en la prueba directa antiglobulina. Los reactivos sulfhidrilo se utilizan con frecuencia al mismo tiempo con la titulación de anticuerpos para evaluar un suero prenatal que contenga una especificidad como anti-M, que frecuentemente tiene componentes IgM e IgG. Mediante la destrucción del anti-M aglutinante, el suero puede ser probado para anti-M IgG que es capaz de atravesar la placenta para causar EHRN.



Pruebas para antigenos eritrocitarios Diversas circunstancias hacen necesaria la tipificación de hematíes para antígenos de grupo sanguíneo selectos. Para seleccionar sangre para transfusión, uno debe determinar el grupo ABO y el tipo Rh del paciente. Cuando se está resolviendo un problema de anticuerpo complicado, puede ser útil tipificar los hematíes del paciente para los otros antigenos de grupo sanguíneo frecuentes para determinar de qué antigenos carece el paciente, proporcionando de este modo información sobre qué anticuerpos de hematíes podría formar el paciente. Cuando un paciente tiene un anticuerpo conocido, las unidades de donante deben ser probadas para demostrar la carencia del correspondiente antígeno. Debido a que algunos antígenos tienen diferentes frecuencias entre diversos grupos étnicos, se puede ahorrar un tiempo valioso si el escrutinio se realiza dentro de poblaciones de donantes selectas. En los centros de sangre más importantes, un porcentaje de todas las unidades de grupo O se pueden escrutar para antígenos de alta incidencia selectos u otros antigenos (p. ej.. E, Fy , Jk , K) que se soliciten. Las unidades que carecen de ciertos antigenos son congeladas y guardadas para su uso posterior con otros pacientes, los cuales pueden tener el anticuerpo correspondiente. a



a



La tipificación para antigenos eritrocitarios se realiza también en la resolución de casos de paternidad y en la determinación de cigosidad para D en el marido de una mujer D-negativa, cuando hay posibilidad de enfermedad hemolítica del recién nacido Rh. CONSIDERACIONES GENERALES Suspensión de hematíes. Con la posible excepción de la tipificación ABO y Rh (dependiendo de la técnica utilizada), se prepara generalmente una suspensión salina de hematíes del 3% al 5% para todos los procedimientos. Una gota de la suspensión del 3% al 5% se utiliza para cada prueba. Para las tipificaciones de ABO. Lewis, Chido, Rogers, Sid y Bg, se prefieren hematíes lavados, ya que la presencia de antígeno soluble en el plasma podría potencialmente neutralizar anticuerpos en el suero de tipificado. R e a c t i v o s . Siempre que sea posible, deben usarse reactivos autorizados o aquellos de calidad equivalente para la tipificación eritrocilaria. Se deberían realizar controles positivos y negativos diariamente. Los reactivos deben ser almacenados de acuerdo con las instrucciones de los fabricantes, que comúnmente son de 2 C a 4"C. Además, el método de prueba recomendado por el fabricante debe ser seguido cuidadosamente; la utilización de una prueba antiglobulina o el examen microscópico cuando no es recomendado puede dar lugar a la detección de anticuerpos contaminantes, dando un resultado falso positivo. F u e n t e s de r e a c t i v o s . Históricamente, la fuente más común de antisuero ha sido el plasma extraído de donantes de sangre que fueron inmunizados por transfusión o embarazo, o de humanos o animales inmunizados con antigeno purificado con el propósito de crear plasma fuente puro para la fabricación de reactivos. La especificidad del anticuerpo es identificada y otros anticuerpos no queridos, como los anticuerpos ABO, son adsorbidos del suero. Luego se ensaya el antisuero para especificidad, avidez y título de acuerdo con las guias de la FDA. El antisuero para los antígenos de hematíes más frecuentes está disponible comercialmente. A n t i c u e r p o s m o n o c l o n a l e s . Los reactivos de tipificación monoclonales están siendo utilizados de forma creciente para la fenotipificación antigénica de hématies en lugar del antisuero policlonal. Los anticuerpos monoclonales son sintetizados por hibridomas linfocitarios, que se producen por la fusión de células productoras de anticuerpos de animales inmunizados (con frecuencia ratones) y células neoplásicas de mieloma. Algunas de las células del hibri-



doma pueden crecer continuamente en un medio de cultivo selectivo y podrían secretar el mismo anticuerpo producido por el linfocito B fusionado original (Mollison, 1993). Los hibridomas que producen un anticuerpo deseable son aislados y subcultivados indefinidamente para proporcionar una fuente continua de anticuerpos con especificidad idéntica. Estas células de hibridoma pueden ser también mantenidas en estado congelado o reinyectadas en un ratón para producir tumores ascíticos con concentraciones muy altas de anticuerpos monoclonales en el liquido. Los anticuerpos monoclonales humanos con especificidad para antigenos de grupo sanguíneo han sido también producidos por transformación de linfocitos B humanos con virus de Epstein-Barr en células linfoblastoideas que pueden crecer en cultivo y secretar anticuerpo (Mollison, 1993). Los anticuerpos monoclonales se diferencian de los anticuerpos convencionales en tres aspectos: 1) especificidad: reaccionan con sólo uno en vez de con múltiples determinantes antigénicos; 2) pureza: todo, no sólo una fracción, del contenido proteico sérico es inmunoglobulina; y 3) reproductibilidad: se espera la misma especificidad y afinidad para cada subcultivo de un único clon. Cuando se están utilizando anticuerpos monoclonales para la tipificación eritrocitaria, sin embargo, uno debe familiarizarse con sus características. Los anticuerpos monoclonales pueden mostrar reactividad cruzada inesperada debido a su alta potencia y afinidad. Por su escasa especificidad, algunos anticuerpos monoclonales puede que no reaccionen con todas las formas de un antígeno. Por ejemplo, muchos reactivos anti-D monoclonales humanos no reaccionarán con células de ciertos fenotipos D débil. De este modo, muchos de los reactivos anti-D "monoclonales" comercializados para su uso habitual son realmente una mezcla de anticuerpos monoclonales y pohclonales para asegurar la reactividad con todos los epitopos de antígenos D normales y variantes. Algunos reactivos de tipificación eritrocitaria derivados de anticuerpos monoclonales murinos disponibles comercialmente en los Estados Unidos son anti-A, anti-B, anti-H, anti-M, anti-N, anti-Le y antí-Le", y anti-P,. Los monoclonales derivados de humanos anti-D. anti-C. anti-E. anti-c, anti-Jk y anti-Jk° han sido también producidos y están ahora disponibles. Algún antisuero monoclonal murino para la tipificación de antigenos leucocilarios humanos (HLA) está disponible también. La combinación de anticuerpos monoclonales y citometría de flujo da esperanzas de que se llegarán a desarrollar métodos automatizados de tipificación eritrocitaria y leucocitaria para la investigación inmunohematológica. (Véase parte V para una revisión del uso de anticuerpos monoclonales como reactivos). Además de los usos clínicos, los anticuerpos monoclonales están siendo utilizados extensamente en la investigación de las propiedades bioquímicas y funcionales de las proteínas de grupo sanguíneo de la membrana del hematíe. a



a



L e c t i n a s . Los reactivos de tipificación lectina contienen proteínas receptoras que reaccionarán con carbohidratos específicos en la membrana del hematíe para causar hemaglutinación. Los reactivos lectina derivan generalmente de semillas de plantas, pero estas proteínas receptoras se encuentran también en algunos animales invertebrados y en los vertebrados inferiores. Debido a que la potencia de los reactivos lectina puede variar con la preparación, cada lote debe ser estandarizado antes de su utilización. Aunque se han descrito muchas lectinas, sólo se les ha encontrado utilidad en el almacenamiento de sangre a unas pocas (Bird, 1988) y están enumeradas en la Tabla 30-32. La lectina anti-H preparada a partir de Ulex europaeus aglutina fuertemente hematíes del grupo O. Reacciona débilmente con células A y muy débilmente con células A, o B. La mayoría de las preparaciones de lectina anti-H son inhibidas enseguida por el azúcar inmunodominante de la sustancia H, L-fucosa y algunas son también inhibidas por N-acetil-D-glucosamina. La lectina anti-H es más útil en la determinación del carácter secretor y en la clasificación de subgrupos A débil. 2



La lectina anti-A, preparada a partir de Dolichos biliorus aglutina hematíes A„ una actividad que puede ser inhibida por sustancia A o /V-acetil-galactosamina. La lectina anti-A, es más frecuentemente utilizada para distinguir el fenotipo A, de los fenotipos de subgrupos A. La lectina anti-N preparada a partir de Vicia gramínea aglutina hematíes que poseen el antígeno N, y su actividad es inhibida por D-galactosa. Además de para la tipificación de hematíes, la lectina anti-N ha sido útil en la elucidación de la composición química de los antígenos M y N.



CAPÍTULO 30



Tabla 3 0 - 3 2



U/ex europaeus Lotus tetragonolobus Vicia gramínea Arachis hypogaea Dohchos billorus



Actividad inhibida por



Especificidad serológica Anti-H



(J-D-galactosa p-D-galactosa a-N-acelil-D-galactosamina



Anti-N Anti-T, anü-Tk Anti-A, anti-Tn. anti-Cad Anti-Tn Anti-Tn. a n t i - C a d (separable) Anti-B



o-N-acelil-D-galaclosamina u-N-acetil-D-galactosamina



Bandeiraea simplicilolia



a - D - g a l a c l o s a (BS-I)



Glycine soja



Investigación de la anemia hemolítica autoinmune



L-fucosa AAacetil-n-glucosamina L-fucose



Salvia sclarea Salvia horminum



W-acelil-D-glucosamina (BS-II) " ra-o |5-N-acelil-D galactosamina rV-acetil-D-galactosamina
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L e c t i n a s útiles e n e l b a n c o d e s a n g r e



Lectina



Helix pomatia



•



Anti-H



Anti-Tk Anti-A, - T N , -Cad Anti-T, -Tn, -Cad



La lectina anti-T preparada a partir de Arachis hypogaea (cacahuete), la lectina anti-Tn preparada a partir de Salvia sclarea, y la lectina anti-Tn + antiCad separable preparada a partir de Salvia horminum son útiles en el estudio de poliaglutinación eritrocitaria. TIPIFICACIÓN DE HEMATÍES CON UN P A D (PRUEBA DE ANTIGLOBULINA DIRECTA) POSITIVO Muchos antisueros utilizados para la tipificación de antigenos erltrocitarlos requieren el uso de la técnica indirecta antiglobulina. Si los hematíes que están siendo probados son sensibilizados in vivo con anticuerpo IgG produciendo un PAD positivo, el PAI no puede ser utilizado para la tipificación antigénica debido a que podría tener lugar una reacción falsa positiva por el hecho de que los hematíes están ya cubiertos con anticuerpo IgG. La mayoría de los métodos de elución que eliminan anticuerpos de grupo sanguíneo de la superficie de los hematíes destruyen tanto las células como los antígenos. Sin embargo, el tratamiento de hematíes cubiertos con anticuerpos con difosfato de cloroquina disocia el anticuerpo dejando el antigeno relativamente intacto (Edwards, 1982). Los hematíes tratados con cloroquina pueden entonces ser tipificados para antígenos que requieren el uso de antisuero reactivo antiglobulina humana. Se debe tener cuidado cuando se interpreten los resultados de la tipificación para antigenos de grupo sanguíneo con células tratadas con cloroquina, ya que hay informaciones de que los antígenos del sistema Rh, y posiblemente antígenos de otros sistemas de grupo sanguíneo, pueden ser debilitados y podrian dar reacciones falsas negativas en ciertas condiciones. Los reactivos de tipificación Rh con base de salino, los cuales incluyen antisuero IgM o IgG químicamente modificado, podrían no ser utilizados definitivamente con células tratadas con cloroquina (Gamma, 1995), pero se pueden utilizar reactivos altamente proteicos. Ordinariamente, no seria necesario el tratamiento con cloroquina para obtener resultados de tipificación Rh válidos con reactivos salino-reactivo de cualquier forma ya que la agutinación espontánea de las células en este medio no es un problema. Para otra tipificación antigénica, si son utilizados reactivos de agrupamiento sanguíneo autorizados que cumplen los requisitos de potencia de la FDA en combinación con la técnica indirecta antiglobulina, existe el acuerdo general de que los resultados de la tipificación antigénica en las células tratadas con cloroquina pueden ser aceptados con confianza (MacShane. 1985; Gamma Biologicals Inc., 1995). Es prudente tratar en paralelo células de control conocidas positivas para los antígenos para los cuales el paciente será tipificado. Sólo anti-lgG monoespecífico debe ser utilizado en la PAI porque los componentes del complemento no son disociados de los hematíes PAD-positivos por cloroquina.



Aunque los inmunohematólogos emplean mucho de su tiempo en detectar e Identificar aloanticuerpos séricos, también es un importante empeño, aunque menos frecuente, la evaluación serológica de la presencia de autoanticuerpos eritrocitarios. Los autoanticuerpos, en general, son producidos por el propio sistema inmune de un individuo contra un antigeno propio o contra un antígeno que está presente en ese m i s m o individuo. Aunque sean producidos contra antígenos propios, estos anticuerpos pueden generalmente reaccionar también con el mismo antígeno encontrado en otros individuos normales. Si los anticuerpos producidos son contra constituyentes celulares sanguíneos, el resultado patológico puede ser anemia hemolítica, trombocitopenia o leucopenia, pero en muchos casos los autoanticuerpos causan síntomas clínicos no demostrables. La realización del PAD contribuye directamente al diagnóstico de anemia hemolítica autoinmune (AHAI), debido a que puede confirmar la presencia de anticuerpo unido in vivo a los propios hematíes del paciente. De esta forma, la prueba puede ayudar a diferenciar la AHAI de anemias causadas por una anormalidad congénita en la estructura eritrocitaria del paciente, enzimas o hemoglobina. El PAD puede ser positivo debido a IgG y/o componentes del complemento, dependiendo de la clase o subclase de autoanticuerpo involucrado. Un PAD positivo por si mismo, sin embargo, no significa que un individuo tenga una AHAI, ya que un estudio puso de manifiesto que un 8% de los pacientes hospitalizados tienen un PAD positivo sin ningún signo de hemolisis (Petz, 1993). El suero de un paciente que se sospecha que tiene AHAI debe también ser investigado buscando la presencia de autoanticuerpos libres mediante la técnica Indirecta antiglobulina. Mediante estas pruebas, los autoanticuerpos son calegorizados frecuentemente en función de la temperatura de reactividad in vitro, como frío (generalmente IgM) o caliente (generalmente IgG). Los anticuerpos causantes de estas categorías de anemias serán descritos aquí; sin embargo, en el Capítulo 26 se lleva a cabo una revisión de la etiología y fisiopatología de la AHAI.



Autoanticuerpos



reactivos



calientes



Los individuos con autoanticuerpos reactivos calientes representan aproximadamente el 8 0 % de los casos de AHAI, teniendo una incidencia global sobre 1 en 80.000 (Prasad, 1993). La anemia hemolítica autoinmune caliente (AHAIC) se puede clasificar en primaria o idiopática (de etiología desconocida), o secundaria, en otras palabras, asociada con algún otro estado de enfermedad como otro proceso autoinmune (frecuentemente lupus eritematoso sistémico), trastornos linfoproliferativos o con ciertas infecciones víricas. Con la llegada de procedimientos diagnósticos mejorados, el porcentaje de AHAIC clasificadas como ¡diopáticas ha caído sobre el 3 0 % de los casos (Issitt, 1998). Los pacientes con autoanticuerpos calientes y un PAD positivo no se presentan todos con anemia sintomática, pero pueden estar en un estado compensado crónico por algún tiempo antes de progresar a anemia manifiesta. Los anticuerpos causantes de la AHAIC son generalmente IgG y de naturaleza policlonal, mostrando una reactividad in vitro óptima a 37"C. La gran mayoría de autoanticuerpos calientes que están en el suero y son recuperados en eluidos de hematíes de los pacientes sólo pueden ser demostrados con el uso de la técnica indirecta antiglobulina. Los autoanticuerpos calientes serán demostrados en los hematíes de los pacientes sobre el 8 0 % de los casos de AHAIC. Los perfiles de PAD en varios grandes estudios muestran que sobre el 4 0 % al 5 0 % son debidos a IgG sólo, del 45% al 6 0 % son debidos a IgG y complemento, y del 0% al 15% son debidos al complemento sólo (Issitt, 1998). En aquellos casos en que el PAD es negativo, otros estudios han puesto de manifiesto que el uso de técnicas más sensibles como las pruebas directas antiglobulina marcada con radioisótopo o enzima puede demostrar bajos niveles de IgG o, menos frecuentemente, IgM o IgA en los hematíes (Englefreit, 1992). Estudios de subclases de inmunoglobulinas en casos de AHAIC han mostrado que los anticuerpos causantes son predominantemente IgGl y/o lgG3. A pesar de la capacidad de estas subclases de activar el complemento, la destrucción inmune de las células autólogas del paciente se produce en gran parte por el bazo y el hígado por la vía extravascular. Los
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pacienles cuyos hematíes están cubiertos con anticuerpos que incluyen la subclase lgG3, sin embargo, es más probable que muestren anemia manifiesta, aparentemente debido a la mayor capacidad de lgG3 de unirse a los receptores Fe en los macrófagos (Englefreit, 1992). Un reciente estudio también presenta datos apoyando hallazgos previos de que la presencia en los hematíes de múltiples subclases de IgG, más que una única subclase, tiene un efecto sinérgico en la severidad de la hemolisis (Fabijanska-Mitek. 1997).



cuerpo. Si está disponible en suficiente cantidad, el suero autoadsorbido debería ser utilizado para realizar prueba cruzada, particularmente si los estudios de delección de anticuerpo revelan la presencia de aloanticuerpos subyacentes. Si el paciente ha recibido recientemente transfusiones de hematíes y se conoce el fenotipo del hematíe del paciente, la adsorción debe ser realizada utilizando células alogénicas del mismo fenotipo que las de éste De forma alternativa, si el fenotipo del hematíe del paciente no se conoce, se deben realizar adsorciones diferenciales en tres proporciones distintas del suero del paciente con diferentes muestras de hematíes de los fenotipos Rh R 1 , R2 y r. Una de las muestras de hematíe debe carecer de Jk-' y otra deber carecer de J k (Vengelen-Tyler. 1996). El tratamiento con ZZAP de las células adsorbidas destruirá con electividad F y . Fy . todos los antigenos del sistema Kell, y los antigenos M. N, S y s. confiriendo de este modo a las muestras de células adsorbidas la capacidad de eliminar actividad autoanticuerpo preservando al mismo tiempo aloanticuerpos potenciales en el suero. Las dilerentes proporciones del suero luego se prueban contra células de fenotipo conocido para delectar y/o identificar la especificidad aloanticuerpo.



La especificidad de los anticuerpos causantes de AHAIC es generalmente amplia, con reactividad contra todos los hematíes humanos normales. Sin embargo, muchos de estos anticuerpos ampliamente reactivos muestran especificidad para epitopos en la proteina de membrana Fth. por lo que los autoanticuerpos no reaccionarán con células Fth . o células con fenotipo supresión Rh. Algunos autoanticuerpos demostrarán una especificidad única Rh, como anti-e (más frecuentemente) o anti-c. Se ha publicado también que las especificidades autoanlicuerpo caliente incluyen aquellas de los sistemas de grupo sanguíneo Kell. Kidd. MIMS y ABO. asi como anti-Vel y anli-LW. Sin embargo, relativamente pocos individuos con AHAIC mostrarán una única especificidad simple (Issitt, 1998).
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Ocasionalmente, los autoanticuerpos imitarán una especificidad aloanticuerpo única, pero pruebas más a fondo muestran que el anticuerpo puede ser adsorbido hasta el agotamiento con hematíes antigeno-positivos o antígeno-negativos. Estos anticuerpos imitadores pueden producirse en pacientes tanto positivos como negativos para el correspondiente antígeno, y el autoanticuerpo puede o no ser reactivo in vilro (excepto por estudios de adsorción-elución) con las propias células del paciente (Issitt. 1998). Estos casos suponen un desafío para los inmunohematólogos. quienes deben emplear técnicas especiales (véase el comentario sobre la adsorción de anticuerpo) para decidir si está presente un aloanticuerpo simple o un autoanticuerpo imitador.



Autoanticuerpos



Tabla 30-33 Prueba de hematíes 0 adulto 0 medula A, adulto A, adulto



fríos



Los autoanticuerpos fríos pueden ser delectados en el suero de muchos individuos normales si se prueba en condiciones correctas. Sin embargo, la mayoría de estos anticuerpos son aglutininas frías benignas que muestran reactividad óptima a 4"C y poca o ninguna reactividad a 37"C. Las aglutininas frías son con frecuencia una molestia que puede interferir los procedimientos de tipificación ABO o las técnicas de delección de anticuerpos y de pruebas cruzadas que utilizan antiglobulina humana poliespecífica si el complemento es activado m vitro. Aunque generalmente son ignoradas como clínicamente insignificantes, las aglutininas frías pueden adquinr importante consideración, dependiendo de su rango térmico, durante procedimientos donde la temperatura del corazón del paciente debe ser disminuida a menos de 28 C, como en revascularización quirúrgica cardiopulmonar. La Tabla 30-33 muestra la diferenciación serológica de varios, y generalmente benignos, autoanticuerpos aglutinantes fríos.



Aunque la transfusión generalmente se evita tanto como sea posible en los pacientes con AHAIC, en caso de que sea necesaria, es importante intentar excluir la posibilidad de la presencia simultánea de otros aloanticuerpos séricos mediante investigación serológica más profunda. La mejor manera de hacer esto es mediante autoadsorción caliente seguida de detección de anticuerpos en el suero adsorbido. Sin embargo, la autoadsorción sólo puede ser realizada en pacientes que no han sido transfundidos recientemente (dentro de los tres últimos meses). Para pacientes con AHAIC que tienen una prueba directa antiglobulina positiva fuerte, la autoadsorción generalmente se realiza utilizando células autólogas que han sido primero tratadas con ZZAP (Branch, 1982). La reducción mediante DTT de los enlaces disulfuro en los anticuerpos IgG que cubren los hematíes desestabiliza la estructura inmunoglobulina, haciéndola susceptible para la digestión por la papaina. De este modo, los autoanticuerpos IgG se disocian de los hematíes del paciente para permitir la unión de más autoanticuerpo en el procedimiento de adsorción, durante el cual el suero del paciente es incubado con células autólogas a 37 C. Si el suero contiene una gran concentración de autoanticuerpo, puede ser necesaria la autoadsorción secuencial múltiple para eliminar toda la actividad autoanti-



reactivos



ANTI-H Y ANTI-IH Las anti-H y anti-IH generalmente se observan como aglutininas Irías benignas que reaccionan óptimamente a 4 C (con la excepción de anti-H en individuos Bombay) en el suero de no secretores A. o A,B- Si son detectadas como aglutininas directas en pruebas de escrutinio de anticuerpos. anti-H y anti-IH característicamente reaccionarán bien con células de grupo O o A, y lo harán débilmente o no reaccionarán con células A, o A B. conduciendo a una situación donde el escrutinio de anticuerpo es positivo mientras que virtualmente todas las pruebas cruzadas son compatibles. Estos anticuerpos pueden ser evitados por una combinación de precalentamiento y/o inhibición con saliva de secretor como fuente de anligeno H soluble.



Diferenciación de anticuerpos aglutinantes fríos Antigenos presentes H
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Puede estar neutralizado por sustancia H soluble encontrada en saliva de secretores Asociada a infección por Micoplasma Pneumoniae. Asociado a mononucleosis infecciosa y otras formas de reticulosis. ••Receptores Pr en hematíes destruidos por proteasas .
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ANTI-I



Metidopa (15%), i -dupa, ácido mefenimico



El anti-l normalmente se encuentra como una aglutimna Iría IgM con títulos bajos en la mayoría de los sueros de adultos. Sin embargo, anti-l también es una de las más frecuentes especificidades asociadas con anemia hemolitica autoinmune fría (AHAIF), también conocida como enfermedad de las hemaglulminas frías (EHF). La EHF representa sobre el 2 0 % del total de casos de AHAI (Issitt, 1998). Como la AHAI caliente, la EHF puede ser idiopálica o secundariamente asociada con una enfermedad, particularmente Iras infecciones con ciertas bacterias o virus. Anti-l es el que con más frecuencia causa EHF idiopática, y también es la causa de EHF secundaria con comienzo agudo tras infección por Micoplasma pneumomae. En la EHF secundaria, se cree que el organismo micoplasma altera de algún modo el hematíe de forma que el antigeno I ya no es reconocido como propio El anticuerpo formado no es simplemente dirigido contra un antígeno en el organismo infectante y no puede ser adsorbido mediante una preparación del organismo (Issitt, 1998). En las condiciones en las que las aglutininas frías se convierten en patológicas, las evaluaciones de laboratorio más impórtenles para apoyar un diagnóstico de EHF son el titulo de anticuerpo, la amplitud térmica y el PAD.



\ M I ( U I RPOS \ (,R NORMALtS



Slihoplicii y otras muchas (rara)



Penicilina l3"u). cclalolina. clorpromacinu. carbromal ANTICUERPOS \ GR-FÁRMACO



Cefalotina ( K c f l i n , 3%)



Al contrario que las aglutíninas frias anti-l de bajo título encontradas en el suero normal, anti-l en la EHF generalmente se desarrolla a un titulo muy alto en un rango de al menos 1:10.000 hasta ten alto como 1: 1.000.000 y puede ser de naturaleza monoclonal o policlonal (Prasad. 1993). El anticuerpo también tiene una amplitud térmica ampliada, reaccionando con hematíes a temperaturas en el rango de 30'C a 34 C in vitro. especialmente en pruebas con hematíes suspendidos en albúmina (Issitt. 1998). El TDA en hematíes para pacientes con EHF. si es positivo, se debe a componentes C3, más frecuentemente C3d.



Figura 30-20. Cuatro posibles mecanismos de pruebas de antiglobulina directa positiva inducida por fármacos. Los agentes reactivos en hematíes están incluidos en las elipses; los agentes reactivos en suero están oentro de los rectángulos. Hay ejemplos de fármacos en cada categoría.



El mecanismo de hemolisis in vivo parece ser que el anticuerpo reacciona con el hematíe a unos 32 C o menos en los vasos periféricos de las extremidades. Cuando las células recirculan hacia el centro del cuerpo, el complemento es activado al calentarse la sangre a 37"C. y las células son destruidas por mecanismos mediados por el complemento. La hemolisis de los hematíes se puede producir intravascularmente. pero, de acuerdo con Garratty (1994b). se produce más frecuentemente por la vía extravascular involucrando a macrófagos del sistema retículoendotelial con receptores para C3b. La hemolisis puede ser crónica o episódica dependiendo del rango térmico del anticuerpo y puede ser desencadenada por exposición a bajas temperaturas.



Iivo en un sistema de prueba alcalino (pH 9), donde anti-l se aleda sólo levemente El anti-Pr en pacientes con EHF generalmente es monoclonal y puede ser IgG, IgM o IgA (Issitt. 1998).



Debido a la amplia reactividad de anti-l en la EHF con virtualmente todos los hematíes, el anticuerpo puede causar gran dificultad en la prueba de compatibilidad. Como en el caso de los autoanticuerpos calientes, uno de los intereses pnmordiales es detectar e identificar aloanticuerpos IgG subyacentes si están presentes. Entre las técnicas para sortear el auloanti-l en las pruebas séricas se pueden incluir el precalentamiento, la autoadsorción fría, la adsorción con estroma de hematíe de conejo (EEC), o el tratamiento del suero con reactivos sulfhidrilo como DTT o 2-ME. Más información al respecto de todos estos procedimientos se puede encontrar en el Technical Manual de la AABB (Vengelen-Tyler, 1996). ANTI-Í Lo más frecuente es que anti-i sea detectado más como un autoanticuerpo frío IgM en pacientes con mononucleosis infecciosa o con ciertos trastornos linfoproliferativos. Se pueden ver formas monoclonales de anti-i en estos últimos. Quizá del 10% al 2 0 % de los pacientes con mononucleosis infecciosa tendrán títulos significativos de aglutininas Irías, pero son pocos los que van realmente a desarrollar EHF debida a anti-i (Prasad, 1993). ANTI-PR Los anticuerpos anti-Pr (originalmente llamados anti-Sp) son una causa infrecuente de EHF. Las especificidades anti-Pr pueden reaccionar inicialmente como anti-l. pero pueden ser diferenciadas por sus reacciones igualmente fuertes con células de cordón que con células adultas (las células de cordón son antigeno l-negativas), por el hecho de que anti-Pr no es reactivo con hematíes tratados enzimáticamente mientras que anti-l es potenciado mediante el tratamiento enzimático, y por el hecho de que anti-Pr no es reac-



ANTI-P El autoanti-P se observa básicamente en pacientes con Hemoglobmuria paroxistica Iría (HPF). que es un síndrome observado con frecuencia en niños tras una infección por parotiditis, varicela, sarampión y otros virus. Históricamente, la HPF se vio también en pacientes sifilíticos. En la HPF. el anti-P se conoce como el anticuerpo de Donath-Landsteiner (DL). Es una autohemolisina bifásica IgG capaz de unirse a hematíes a temperaturas Irías y causar hemolisis intravascular de hematíes a temperatura corporal. Esta característica puede ser demostrada in vitro por el procedimienlo diagnóstico de Donath-Landsteiner para ayudar en la confirmación de la HPF En esta prueba, son incubados tres juegos de tubos que contienen suero del paciente y células del grupo O. uno a 4 C seguido de 37 C. uno sólo a 4°C, y el otro sólo a 3 7 C . Si el primer juego muestra hemolisis, pero los otros dos no, esto indica la presencia de la hemolisina bifásica característica de la HPF. Debido a que el autoanticuerpo en la HPF raramente reacciona por encima de 4 C in vitro, los tests rutinarios de detección de anticuerpos son generalmente negativos y las pruebas cruzadas son compatibles. Los hematíes del paciente sensibilizados mediante el anticuerpo DL darán más frecuentemente una prueba antiglobulina directa positiva debido a componentes C3 sólo durante o inmediatamente después de un episodio de hemolisis (Prasad. 1993) y ésta puede ser completamente negativa entre los ataques. Debido a que el anticuerpo se disocia fácilmente de los hematíes durante los pasos de lavado de una prueba directa de antiglobulma de rutina, la prueba es generalmente negativa con anti-lgG. IgG puede ser delectado, sin embargo, si las células son lavadas con salmo frío y probadas con reactivos anti- IgG fríos (Vengelen-Tyler, 1996).



Prueba directa de antiglobulina positiva y anemia hemolítica inducida por medicación Se conocen muchos fármacos que inducen un PAD positivo, y que en algunos casos pueden causar una anemia hemolítica adquirida. Tradicionalmente. han sido propuestos cuatro mecanismos para explicar la sensibilización de
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hematíes autólogos con inmunoglobulina. complemento u otras proteínas séricas que es inducida por fármacos como se ilustra en la Figura 30-20. Para un tratamiento más completo de este tema véase Garratty (1994b) y VengelenTyler(1996). ESTIMULACIÓN DE LA PRODUCCIÓN DE AUTOANTICUERPO ERITROCITARIO



Cerca del 2 0 % de los pacientes hipertensos que reciben metildopa (Aldomet) durante tres a seis meses o más demuestran a la larga un PAD positivo, pero sólo aproximadamente el 0,8% de ellos desarrollan anemia hemolítica (Petz, 1993). El PAD gradualmente se convierte en negativo después de la finalización del tratamiento con metildopa, lo que lleva de unos pocos meses a dos años. Serológicamente, los anticuerpos eluidos de hematíes o libres en el suero son indistinguibles de aquellos autoanticuerpos encontrados en pacientes con anemia hemolítica auloinmune caliente idiopática. Los anticuerpos son generalmente de la clase IgG con cadenas ligeras K y \. y muchos muestran especificidad Rh. Sobre el 10% de los pacientes con la enfermedad de Parkinson que reciben L-dopa. estrechamente relacionada con la metildopa, también desarrollan autoanticuerpos eritrocitarios, pero esto raramente da lugar a hemolisis manifiesta. Se han propuesto diversas hipótesis sobre el desarrollo de autoanticuerpos inducidos por metildopa y L-dopa incluyendo la alteración de la membrana del hematíe o un incremento en la receptividad a autoantígeno. pero ninguna de ellas ha sido probada. Otros fármacos que se ha informado que dan lugar a la producción de autoanticuerpos y anemia hemolítica son procamamida, clorpromacina, nomifensina y ácido mefenámico (Petz, 1993).



TEORÍA DEL COMPLEJO INMUNE



Una amplia variedad de fármacos puede causar anemia hemolítica por la vía del denominado mecanismo complejo inmune. La teoría es que el fármaco forma un complejo con una proteína transportadora en el suero, produciendo determinantes hapténicos que estimulan la formación de anticuerpos La formación de un complejo proteína Iransporladora-fármaco-anlicuerpo puede luego ser seguida de unión no especifica a la membrana del hématie dando lugar a activación del complemento. El PAD es generalmente positivo debido sólo a C3d. Los fármacos que actúan por este mecanismo con mayor frecuencia están asociados con episodios de hemolisis inlravascular aguda que puede resultar mortal (Petz, 1993). Los anticuerpos involucrados pueden ser detectados sólo en sistemas de prueba donde suero o eluido, hematíes de la prueba y fármaco libre están todos presentes simultáneamente. Entre algunos de los fármacos que se ha informado que causan a n e m i a hemolilica por este mecanismo se incluyen fenacetina. quinidina. stibophen. rifampicina. quinina de isoniacida. estreptomicina, fetraciclina. derivados de sulfonilurea. Insecticidas, clorpromacina. antihistamínicos y cefalosporinas de segunda y tercera generación. La teoría del complejo inmune ha sido criticada por una serie de razones: 1 ) los anticuerpos involucrados en este mecanismo se unen a las células por su Fab. no por sus dominios Fe; 2) nadie realmente ha demostrado nunca inmunocomplejos en plaquetas, hematíes o neutrófilos involucrados en estas reacciones; y 3) algunos de los anticuerpos muestran especificidad por hematíes bien caracterizados o antigenos de plaquetas (Garratty. 1994b). MODELO UNIFICADO DE ANEMIA HEMOLÍTICA INDUCIDA POR FÁRMACO



MECANISMO DE ADSORCIÓN DEL FÁRMACO



Cerca de un 3% de los pacientes que reciben grandes dosis de penicilina intravenosa (más de 10 x 10 Ul/dla) desarrollan un PAD positivo, aunque sólo unos pocos de ellos tendrán anemia hemolítica (Garraty, 1993). Los productos de descomposición de la bencilpenicilina son capaces de unirse firmemente a los hematíes, dando lugar a la formación de determinantes bencilpeniciloil (BPO) hapténicos. Los pacientes pueden fabricar anticuerpos para BPO que luego se unen al complejo fármaco-hematie produciendo un PAD positivo debido a IgG. El PAD se hace negativo de nuevo tras varios días a varias semanas después de que la penicilina es interrumpida. Los eluidos preparados a partir de hematíes del paciente cubiertos con anticuerpos antipenicilina y el suero del paciente reaccionarán in vitro sólo cuando son utilizados en el sistema de la prueba de hematíes cubiertos con fármaco. 6



Los anticuerpos penicilina pueden ser IgM o IgG. Los anticuerpos IgM son muy (recuentes si se usan en la detección métodos sensibles. Estos anticuerpos asociados con anemia hemolítica inmune son del tipo IgG (Garratty, 1993). La hemolisis se produce generalmente a través de destrucción extravascular mediada por células con receptores Fe, aunque se han notilicado casos raros de lisis intravascular mediada por el complemento. Se han descrito también vanos casos de anemia hemolítica adquirida asociada con la cefalosporina de primera generación cefalotma, con un mecanismo similar al de la penicilina. Otros fármacos que se ha descrito que causan PAD positivo por el mecanismo de adsorción del fármaco son otros miembros de la familia de las penicilinas: metiolina, carbenicilina. nafeilina y el macrólido eritromicina (Vengelen-Tyler, 1996) ADSORCIÓN NO INMUNOLOGICA DE PROTEÍNAS SÉRICAS



Se ha descrito el desarrollo de un PAD positivo en estudios de pacientes que tomaron de 6 g a 14 g al día de cefalotina durante periodos prolongados de tiempo, con un rango de frecuencia que se extiende del 3% al 8 1 % (Garraty, 1993). Seguidamente, se vio que hematíes expuestos a cefalotina in vitro eran capaces de adsorber plasma o proteínas séricas (albúmina, inmunoglobulinas, complemento) no inmunológicamente. Estas proteínas podrían ser detectadas mediante suero AGH poliespecifico en el PAD. Se ha elaborado la hipótesis de que quizá la adsorción se producía debido a un cambio en las propiedades de la membrana del hematíe inducido por el fármaco. Otros fármacos dentro de la familia de las cefalosporinas pueden tener también este efecto: sin embargo, la hemolisis nunca ha sido asociada con este fenómeno.



Ha habido propuestas acerca de un modelo unificado que puede explicar tres de los mecanismos previamente descritos para la sensibilización del hematíe inducida por fármaco, incluidos la adsorción del fármaco, el complejo inmune y la formación de autoanticuerpo (Salama, 1992). La hipótesis sugiere que el proceso inmune involucrado se inicia siempre mediante la interacción primaria entre los hematíes y el fármaco o sus metabolilos incluso aunque el fármaco pueda ser sólo unido débilmente al hematíe in vivo. Esto proporciona los determinantes compuestos (o neoantigeno) necesarios para la producción de anticuerpos fármaco-dependientes, como en la adsorción de fármaco y los mecanismos complejo inmune, o el desarrollo de autoanticuerpos fármaco-independientes en virtud de la sutil alteración de la membrana del hematíe. Como ninguno de los otros mecanismos han sido desmentidos hasta ahora, sin embargo, la cuestión de cómo se forman los anticuerpos de fármacos y por qué muestran cierta reactividad serológica y manifestaciones clínicas está todavía abierta a investigaciones más profundas.



Nuevas tecnologías y automatización en las pruebas de banco de sangre Técnicas



moleculares



Desde hace pocos años, muchas investigaciones inmunohemalológicas se han dirigido al delinilivo mapeo y clonación de los genes de sistemas de grupos sanguíneos con el fin de entender mejor las bases moleculares de muchos de los antigenos de grupo sanguíneo previamente caracterizados fundamentalmente por métodos serológicos. La identificación de las secuencias de nucleótidos de las variaciones alélicas de un gen particular permite ahora la tipificación génica mediante el uso de cebadores a medida conocidos como cebadores aleloespecíficos. Cuando estos cebadores se utilizan en la PCR. los pasos de amplificación y análisis de producto se combinan en un procedimiento rápido, porque la amplificación exitosa se producirá sólo cuando el ADN diana en un particular tubo de reacción coincida exactamente con la secuencia del cebador aleloespecífico (Dzick. 1998). El análisis final requiere sólo la separación de los productos de la PCR mediante eleclroforesis en gel con identificación de bandas del tamaño esperado. Numerosos artículos desde hace pocos años describen cebadores aleloespecíficos desarrollados para genotipificación en los sistemas de hematíes Duffy, Kell. Kidd. MN y ABO. Actualmente, los cebadores aleloespecíficos han encontrado su aplicación clínica más amplia en la susti-
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tución gradual de métodos serológicos para la tipificación HLA para transplante, particularmente en la identificación de las diferencias regionales de HLA clase II. Los cebadores aleloespecílicos pueden identificar de manera útil sólo diferencias alélicas que están determinadas por un único cambio de una base porque los cebadores se diferencian sólo por un nucleótido en la terminación 3' donde la amplificación comenzará (Dzik, 1998). En el caso de polimorfismos más complejos involucrados en las reorganizaciones génicas. supresiones o diferencias que afectan a la regulación o expresión génica, se deben emplear una variedad más extensa de técnicas para identificar de forma fiable todos los genotipos de grupo sanguíneo. Caracteristicamente, una extensión de ADN diana que contiene la región de interés es copiada y amplificada mediante PCR. El producto de la PCR es luego examinado a fondo tanto por series de hibridaciones de sondeo como por análisis de unas series de RFLP que corresponden a cada diferencia alélica.



cación molecular a partir de sangre periférica materna, la cual contiene una pequeña cantidad de erirocítos nucleados fetales y células trofoblásticas. El problema más importante encontrado hasta ahora con el uso de sangre periférica materna ha sido la insuficiente recuperación de ADN fetal para proporcionar resultados válidos y reproducibles sin incurrir en un inaceptable número de falsos negativos o falsos positivos debidos a la amplificación de ADN contaminado. Varias publicaciones en la bibliografía reciente describen intentos de superar esta deficiencia, entre los que se incluyen enriquecimiento por citometría de flujo de células fetales (Geifman-Holtzman. 1996), utilización de técnicas más sensibles para detectar productos de amplificación de DNA como es el uso de cebadores marcados con fluoresceína (Tonn. 1997; Crombach, 1999), y síntesis y amplificación de ADNc a partir de ARNm, el cual es producido en células eritroides en múltiples copias, compensando asi la bajas cantidades de células eritroides fetales en la circulación materna (Hamlington, 1997).



Otra área de aplicación clínica para la genotipificación molecular que genera un alto grado de interés es la tipificación fetal para el Rh(D) u otros antígenos de hematíes. La utilidad de esta tecnología es evidente en casos donde la madre está previamente sensibilizada, y la condición antigénica del feto no puede ser determinada definitivamente debido a que el padre es heterocigótico para el antigeno de interés. En estos casos, es una ventaja determinar lo antes posible en la gestación que el feto es positivo para el antigeno de forma que se puedan iniciar intervenciones rápidas como transfusión intrauterina para tratar la enfermedad hemolítica y reducir la pérdida perinatal (Crombach, 1999). En el caso de que el feto fuera negativo para el antigeno de interés, se podrían evitar procedimientos invasivos más avanzados generalmente utilizados para el diagnóstico y tratamiento de la enfermedad hemolítica (véase el Cap, 22).



Recientemente, otra prometedora área de investigación en la genotipificación de grupo sanguíneo mediante métodos moleculares ha sido la producción de reactivos de tipificación mediante la expresión de anticuerpo Fab monoclonal humano específico en la superficie de bacteriófago (Siegel, 1998). En una técnica denominada clonado repertorio, se logra la inmortalización de genes de inmunoglobulinas (Ig) reorganizados mediante preparación primero de ADNc a partir de ARNm en los linfocitos B. Este ADN es luego insertado en Escherichia coli mediante el uso de un vector apropiado, las bacterias están coinfectadas con fago ayudante M13, y las partículas de medio fago resultantes exponen fragmentos Fab de Ig como parte de la proteina de cubierta (Siegel, 1998). Los medios fagos que portan las especificidades de anticuerpo de interés entonces se seleccionan mediante cribado de librerías de Ig del fago, generalmente con antígeno purificado inmovilizado. Sin embargo, el antígeno puede que no siempre esté disponible en forma purificada porque el proceso de purificación puede destruir sus propiedades antigénicas.



Hasta 1993, el único método disponible para la determinación directa del tipo letal para antígenos limitados a la expresión del hematíe era la evaluación serológica convencional de hematíes fetales obtenidos mediante el procedimiento lesivo de la cordocentesis (Geifman-Holtzman, 1996). Este procedimiento presenta no sólo el riesgo de herir al feto sino que también presenta la posibilidad de incrementar espectacularmente los títulos séricos maternos de anti-D u otras especificidades mediante la exposición a hematíes fetales durante su realización. Ahora, con la capacidad de realizar genotipificación de grupo sanguíneo mediante análisis ADN, no se requieren hematíes, y el genotipo fetal puede ser determinado de forma muy precoz en la gestación a partir de células fetales obtenidas por amniocentesis o por muestreo de las vellosidades coriónicas. El uso de esta tecnología no carece de dificultades técnicas, sin embargo. Crombach (1999) notificó la utilización de un análisis PCR duplicado fluorescente para la tipificación RhD fetal en ADN aislado de los amniocitos de 213 fetos. El fracaso de la amplificación se produjo en dos casos; en el análisis de la concordancia de los resultados de la genotipificación fetal y los resultados de la serotipificación convencional, se obtuvo un falso negativo debido a error de interpretación, y se obtuvieron cuatro inexplicados falsos positivos, posiblemente debido a que aquellos cuatro fetos poseían un gen RhD variante. En 14 casos, las condiciones del análisis PCR tuvieron que ser modificadas con el fin de que se pudieran obtener resultados inequívocos de genotipificación. Si en el análisis no se utiliza una variedad de pares de cebadores, se puede dar lugar a errores en la genotipificación debidos a la variabilidad y complejidad del gen RhD. Crombach (1999) concluyó que la aplicación efectiva de PCR en el diagnóstico y tratamiento de embarazos con sensibilización RhD de alto riesgo requiere una extensa competencia técnica en la delicada realización e interpretación de la PCR, y también experiencia clínica variada con la enfermedad hemolítica del recién nacido. También, si se encontrase algún problema con la calidad o cantidad del ADN aislado. Murphy (1997) apuntó que seria difícil justificar una amniocentesis repetida. Debido a algunas de las dificultades mencionadas previamente, Murphy propuso reservar un pequeño volumen de líquido amniólico para cultivo celular hasta que haya suficientes células para asegurar suficiente aislamiento de ADN para análisis repetidos, si son necesarios. Como tanto la amniocentesis como el muestreo de las vellosidades coriónicas son también procedimientos lesivos que no carecen de riesgos, la investigación del diagnóstico temprano de enfermedad hemolítica potencial en embarazadas sensibilizadas ha incluido numerosos estudios de genotipifi-



Siegel y cois. (1997) describieron un método innovador mediante el cual hématies intactos positivos para un antígeno específico y precubiertos con cuentas (beads) magnéticas son diluidos dentro de un exceso de hématies antígeno negativos. Esta mezcla se usa entonces para llevar a cabo cribados positivos y negativos simultáneos de librerías del lago. Las células antígeno positivas adsorberán medios fagos que portan los correspondientes anticuerpos Fab. y las células se pueden separar entonces dentro de una columna magnética. Las partículas del fago, ahora enriquecidas por aquellos que portan un antígeno eritrocitario específico, son eludidas a partir de las células de la columna y situadas dentro de un cultivo bacteriano para amplificación. Una pequeña proporción del cultivo es recubierta; consecutivamente, numerosas colonias bacterianas son escogidas aleatoriamente y cultivadas separadamente con fago ayudante M13 adicional para producir partículas monoclonales Fab/ partículas de medio fago. La especificidad de los anticuerpos monoclonales expuestos por fagos producidos de este modo puede ser evaluada utilizando una adaptación inteligente de la prueba antiglobulina que emplea M13 Fab/ partículas de fago, eritrocitos de fenotipo conocido y anti-M13 (mejor que IgG antihumana) para inducir la hemaglutinación. Este análisis fue realizado tanto en placas de microtitulación de fondo redondo como en tarjetas de minicolumna de gel (véase la siguiente sección) modificadas para contener reactivo anti-M13. Ambos sistemas de prueba producen reacciones de corte limpio con eritrocitos antigeno-positivos y antígeno-negativos conocidos (Siegel, 1997). Mediante los métodos descritos arriba. Siegel y cois. (1997,1998) aportaron su experiencia específica con el aislamiento, purificación y análisis de anticuerpos humanos (Rh)D de un individuo aloinmunizado. Mediante el cribado de sólo las librerías de fagos y1ic y y1X creados a partir de las células B, fueron capaces de aislar 50 anticuerpos monoclonales humanos únicos contra el antigeno Rh(D), demostrando la diversidad de la respuesta inmune humana a antigenos tan complejos como Rh(D). Los autores sugirieron que dicho conocimiento ayudaría en la preparación de reactivos de tipificación expuestos en los fagos no sólo para antígenos de hematíes, sino también para moléculas de superficie presentes en otros tipos de células. Otro uso potencial de esta tecnología es la producción de una fuente alternativa de anticuerpos humanos Rh(D) para la fabricación de inmunoglobulina Rh utilizada para prevenir enfermedad hemolítica del recién nacido (Siegel, 1997).
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Tecnologías alternativas y sistemas de prueba automatizados A lo largo de la historia de la inmunohematologia como disciplina del laboratorio clínico, las pruebas de aglutinación manuales han sido los métodos más ampliamente empleados para los diversos procedimientos descritos en este capítulo. En general, los bancos de sangre se han quedado atrás de otras áreas del laboratorio clínico en lo que se refiere a la automatización de métodos manuales. La adaptación de la automatización para los métodos de aglutinación fue utilizada por primera vez en grandes centros de sangre para la realización de agrupamientos A B O y Rh de gran volumen de donantes. La instrumentación utilizada adaptó la tecnologia de flujo continuo desarrollada previamente para la química de laboratorio. Instrumentos que empleaban la tecnologia de flujo continuo como el AutoAnalyzer (Technicon. Tarrytown, NY) fueron algunos de los sistemas automatizados más tempranamente adaptados al almacenamiento de sangre y todavía hoy deben estar en uso en algunos servicios. Otro sistema de procesamiento en sene automatizado utilizado precozmente para el agrupamiento de donantes, presentado en 1969. fue el Groupamalic (Kontron Instruments. Evereft. MA). Con las enmiendas en 1976 a la ley federal de alimentos, fármacos y cosméticos, los establecimientos de recogida de sangre quedaron bajo los requisitos de las "buenas prácticas de fabricación actuales" ("cGMP") para asegurar que la calidad, seguridad y efectividad son incorporadas al producto y que hay controles de proceso que facilitarán la evaluación, monilorización y puesta en práctica de acciones correctoras, si son necesarias, para cada paso en el proceso de producción (Tourault, 1999). En respuesta a estos cambios en la supervisión y regulación por la FDA de la industria del almacenamiento de sangre, se han desarrollado nuevas tecnologías y sistemas automatizados más sofisticados para estandarizar las pruebas de sangre tanto de los donantes como de los receptores y ayudar así a los centros de sangre y servicios de transfusión a cumplir los requisitos de la cGMP. Desde finales de los años 80, muchos centros de sangre en el mundo han puesto en práctica el PK Series Automated Microplate System (Olympus America, Inc., Irving, TX) para el procesamiento de gran volumen de donantes. Este sistema está completamente automatizado, con identificación de la muestra del donante con código de barras, y está compuesto de una unidad analizadora que incluye mueslreo y dilución automáticas de hematíes, suero o plasma; dispensación e incubación del reactivo; una unidad de procesamiento de imagen, y una impresora. La aglutinación es aun el punto final para la instrumentación Olympus, pero las reacciones tienen lugar en microplacas con un diseño patentado de pocilios adosados (Gibbons, 1986). Los hematíes aglutinados se depositan en los pasos adosados de los pocilios, mientras que las células no aglutinadas ruedan al fondo del pocilio para formar un botón compacto diferenciado que no se altera mediante manipulación automatizada. En el PK7200, el último en la sene de instrumentos Olimpus, un ordenador interpreta las reacciones en cada pocilio microplaca basándose en tres parámetros que son medidos mediante un dispositivo de videocamara conectado a carga (CCD). Además de para las pruebas ABO, Rh y D débil, el sistema Olympus está aprobado por la FDA para el escrutinio de citomegalovirus y sífilis, y algunos centros de sangre también realizan escrutinio de antigenos raros (p. ej., c, e, K). Fuera de los Estados unidos, los sistemas Olympus se utilizan también para el escrutinio de enfermedades infecciosas. Dentro de los Estados unidos, dos instrumentos están disponibles para la automatización a larga escala de escrutinio completo de enfermedades infecciosas para sangre y plasma de donante: el sistema y procesador de manipulación de muestras Ortho Summil (Ortho-Climcal Diagnostics, Inc., Rantan, NJ) y el PRISM de Abbott (Abbott Laboratories, Abbott Park, IL) El PRISM de Abbott, que utiliza el principio de quimiolumimscencia en sus inmunoanálisis, realizará pruebas para hepatitis B, hepatitis O VIH-1/2, VIH-1 grupo O, HTLVI. y HTLV-II, una vez que los ensayos reciban total aprobación por la FDA. El sistema Ortho Summit realiza pruebas similares utilizando una metodología dilerente. Ambos sistemas están diseñados como analizadores de alto volumen y alto rendimiento para centros de sangre y laboratorios de fraccionamiento y fabricado de plasma (Paxton. 1999). En los años 80. los sistemas de prueba de fase sólida fueron desarrollados como una alternativa a las pruebas de aglutinación para las pruebas



ABO y Rh (Plapp. 1992) Para la tipificación ABO y Rh de hematíes, los recipientes microplaca son cubiertos con los anticuerpos apropiados. Se añaden las células de prueba, y tras incubación y centrifugación, los recipientes se leen manualmente o con un dispositivo de lectura automatizado Para reacciones positivas, los hematíes se adhieren a toda la superficie del fondo del recipiente cubierto con anticuerpo, mientras que para las reacciones negativas se forma un botón celular estrechamente empaquetado en el fondo del pocilio. Este mismo principio fue usado para desarrollar un método de adherencia de hematíe de fase sólida para procedimientos de detección e identificación de anticuerpo, el cual hasta hace poco había demostrado ser el desafio mayor para la adaptación a la automatización. Para estas pruebas, se unen hematíes reactivos a los recipientes microplaca. Se añaden e incuban suero y un reactivo potenciador. permitiendo al anticuerpo unirse a la fase sólida Después de lavado para eliminar componentes séricos no unidos, se añaden y centrifugan hematíes cubiertos con antiglobulma. Si se produce una reacción, las células cubiertas con antiglobulina adherentes cubrirán la superficie del fondo del recipiente, mientras que un discreto botón en el fondo del contenedor indica una reacción negativa (Fig. 30-21). Las reacciones positivas son muy estables por lo que la placa puede ser cubierta, almacenada de 2 a 8 O y leída y releída hasta dos días más tarde (Immucor. Inc.. 1991). Esta tecnología es apropiada para la automatización, debido a la estabilidad de las reacciones Immucor, Inc. (Norcross, GA) actualmente comercializa vanos sistemas de pruebas de fase sólida en los Estados Unidos para ser utilizada por servicios de transfusión o centros de recogida de sangre. Se han diseñado equipos Capture-R Ready Screen y Capture-R Ready ID para la detección e identificación de anticuerpos. Capture-P y Capture-P Ready Screen para uso en las pruebas cruzadas de plaquetas y detección de anticuerpos de plaquetas, y Caplure-S (sífilis) y Caplure-CMV (citomegalovirus) para pruebas de enfermedades infecciosas. Con la tecnología de fase sólida, los métodos microplaca pueden combinarse con dispositivos de pipeteado automatizado, lectores de placa e impresoras para producir sistemas semiautomatizados para pruebas ABO y Rh y escrutinio de anticuerpos. Además, Inmucor ahora comercializa tres instrumentos dilerentes con capacidades variables para pruebas automatizadas ABO/Rh, detección de anticuerpo y pruebas cruzadas. Los instrumentos ABS2000. ROSYS Plato y DYNEX DÍAS PLUS están dirigidos a laboratorios de bajo, medio y alto volumen, respectivamente. Los tres incorporan identificación automatizada de la muestra del donante o del paciente con código de barras: manipulación, incubación y lavado automatizados de la muestra y el reactivo; y un lector electrónico que captura 225 bits de información por recipiente. Se utiliza un algoritmo de inteligencia artificial para diferenciar entre reacciones positivas y negativas. Una de las más recientes tecnologías aprobadas en los EE. UU. para las pruebas pretransfusionales del donante y/o el receptor es el test gel. desarrollado y patentado por Lapierre y sacado a la venta para su utilización en Europa por Diamed AG (Cressier sur Morat, Switzerfand) en 1988 (Lapierre. 1990). Esta tecnologia utiliza la centrifugación diferencial de hematíes a Iravés de un pequeño microtubo que contiene un gel acrilamida dextrano. En los Estados unidos, Micro Typmg Systems, Inc. (Pompano Beach, FL). fabrica los componentes del sistema de gel que comprenden el sistema de microtipificación ID (ID-MTS), el cual en cambio es distribuido por Ortho-Clinical Diagnostics, Inc. Un concepto ligeramente diferente utilizando un principio similar es la tecnología de aglutinación en columna (CAT). la cual se comercializa actualmente en Europa por Ortho-Clinical Diagnostics. Inc.. bajo el nombre registrado de BioVue (Reis. 1993). El sistema BioVue también utiliza centrifugación por gradiente de densidad; sin embargo, los microtubos son rellenados con microparticulas de cuentas (beads) de cristal en un diluyeme especial. En los Eslados Unidos, el sistema ID-MTS puede ser ulilizado para lenotipificación ABO. RhD y Rh ampliado; detección e identificación de anticuerpo; pruebas cruzadas: y pruebas directas anliglobulina (actualmente sólo con antiIgG monoespecífico). Los test gel son realizados en una tarjeta plástica de una dimensión aproximada de 5 cm x 7 cm que sostiene seis microtubos. Para la tipificación ABO/ Rh. cada tarjeta contiene columnas de gel que incorporan anti-A, anti-B y anti-D para tipificación de hematíe, y dos columnas gel neutra-
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Anticuerpo de grupo sanguineo Células indicadoras гссиЫсПШ [XH uiÜ-IgG totalmente cubiertas con estroma erílrociuuio y con vucro de prueba añadido



Anticuerpo sérico unido al pocilio (el CXCCHO *lc le, sin unir se ha reinado) PRUEBA POSITIVA
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Reacciones positivas y negativas vistas desde arriba



Figura 30-21. Principio tecnológico de la fase de adherencia sólida en las reacciones positivas y negativas.



les para el agrupamiento ABO inverso, en las cuales hay suspensiones al 0.8% de células A, y B reactivas mezcladas con suero del paciente. En la aplicación de esta tecnología para la técnica indirecta antiglobulina, se incorpora anti-lgG dentro de la matriz de la columna de gel, y se incuban a 37 C en la cámara de reacción sobre la matriz de la columna volúmenes medidos con precisión de hematíes reactivos de escrutinio (suspensión del 0,8%), suero y reactivo de potenciación. Con seis microtubos por tarjeta, se puede realizar en una tarjeta de gel un escrutinio de dos células para tres pacientes diferentes. A



El siguiente paso, tras la adición de reactivos y la incubación, para cualquier aplicación gel es la centrifugación de las tarjetas plásticas en condiciones muy cuidadosamente controladas en una centrífuga especialmente diseñada. En el procedimiento del PAI, los hematíes que han sido sensibilizados con anticuerpos IgG aglutinan al entrar en contacto con el reactivo antiglobulina en la matriz y son atrapados, dependiendo del tamaño de los aglutinados, en una banda en la parte superior del microtubo o suspendidos por toda la matriz gel. Las células que no han sido sensibilizadas no aglutinan, y forman, por tanto, una bolita en el fondo del microtubo. Del mismo modo, para la tipificación ABO/Rh, las células aglutinan al entrar en contacto con el suero de tipificación incorporado en la matriz o células aglutinadas del tipo inverso son atrapadas cerca de la parte superior de la columna. Las reacciones pueden ser categorizadas de negativas a 4+ de acuerdo con el patrón observado, siendo la reacción más fuerte una banda intacta de células aglutinadas cerca de la parte superior de la matriz, como se representa en la Fig. 30-22. Uno de los aspectos únicos de la interpretación de la reacción en microtubo, tanto si se utiliza gel como si se utilizan cuentas (beads) de cristal, es la facilidad con la cual se detectan poblaciones de células dobles, como se muestra en la Fig. 30-22. Esta característica ha sido utilizada como una ventaja por varios trabajadores en la momtorización de la recuperación de receptores de transplante de médula ósea alogénica y en la identificación de pacientes con el defecto genético que da lugar a la HPN (Malyska, 1994). Un aspecto importante de esta tecnología, cuando se aplica en el procedimiento del AGT, es la eliminación de la necesidad del paso de lavado, ya que



O



el suero no se desplaza a través de la matriz durante la centrifugación, por lo que no hay ningún peligro de neutralización del reactivo antiglobulina. Otra característica, similar a la adherencia de fase sólida, es que las reacciones son muy estables en la prueba gel. permitiendo que las tarjetas sean fotocopiadas para una revisión supervisora de reacciones o laboratorios discutibles para guardar las fotocopias de los resultados de la reacción como datos permanentes de laboratorio. Otros aspectos del procedimiento que contribuyen a la estandarización del AGT incluyen la preparación precisa de suspensiones de eritrocito, los volúmenes medidos de liberación del reactivo y la eliminación de la resuspensión manual del botón de hematíes.
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Figura 30-22. Aspecto de los patrones de reacciones y escala tecnológica de aglutinación del gel o columna.
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La eliminación del paso de lavado en las pruebas del PAI y la presencia de un punto final de reacción estable hacen posible la introducción de instrumentación para realizar pruebas antiglobulina automatizadas utilizando la técnica gel. Actualmente en Europa, Diamed AG ofrece los instrumentos automatizados ID-Sampler III e ID-Reader SA (centrifuga/lector), los cuales pueden ser interconectados mediante un ordenador central. Esta configuración proporciona un sistema completamente automatizado de identificación de paciente positivo, manipulación de muestra y reactivo, prueba de incubación, centrifugación y lectura. La cabeza centrífuga tarjeta ID debe ser transferida manualmente al módulo lector ID-Reader SA. Otro analizador automatizado disponible en Europa es el sistema AutoVue (Ortho-Clinical Diagnostics, Inc.) para su utilización con cintas de aglutinación en columna BioVue. El sistema analizador AutoVue está completamente automatizado, incluyendo los procesos de transporte de la cinta y centrifugación (Morelati, 1998) En los Estados unidos, el TECAN MEGAFIex-ID, fabricado por Tecan AG (Hombrechtikon, Switzedand) y distribuido por Mycro Typing Systems. Inc.. está disponible para la preparación automatizada de suspensión de eritrocito y manipulación del reactivo para su uso con el sistema ID-MTS. Sin embargo, la entrada de datos de identificación de la muestra inicial se debe llevar a cabo mediante introducción manual de tubos de muestra con códigos de barras, y el transporte de tarjetas a través de las fases de incubación y centrifugación, así como la interpretación de resultados, deben ser realizados por el técnico. Otra nueva tecnología para la detección e identificación de anticuerpos desarrollada por Gamma Biologicals, Inc. (ahora una filial de entera propiedad de Immucor, Inc.), utiliza el principio de la adherencia de afinidad de hematíes sensibilizados a una matriz inmunológicamente activa. Las tiras del prueba Gamma ReACT contienen proteína G recombinanle, aislada originalmente de estreptococos de los grupos C o G, incorporada en una matriz agarosa insoluble. La proteína G se une a la región Fe de IgG con alta afinidad y especificidad para las cuatro subclases IgG. La configuración de las tiras de prueba es similar a las tarjetas de gel excepto en que hay ocho pequeñas columnas por tira por lo que se puede realizar un escrutinio de anticuerpo de dos células en cuatro pacientes por lira. Cada columna contiene la matriz inmunológicamente activa recubierta por una barrera viscosa que impide al suero contactar con la matriz durante la centrifugación. Las células de escrutinio de anticuerpo y el suero del paciente son incubados a 37' C en la cámara de reacción de la columna sobre la barrera viscosa. Durante la centrifugación, los hematíes que han sido sensibilizados por anticuerpos IgG durante la incubación se unen a la proteina G y son atrapados en la matriz. Las reacciones se leen y categorizan de forma muy similar a aquellas que se observan en la prueba gel. Sin tener en cuenta los principios utilizados en estas diversas tecnologías desde adherencia de fase sólida, a gel. a afinidad de proteína G. todas tienen la ventaja de la estandarización de las pruebas, lo que lleva a una mayor precisión y a administración de mejores cuidados al paciente en el área de la medicina transfusionai. Con la automatización de estas tecnologías que requiere pequeña intervención humana en los procesos de las pruebas con la posibilidad de errores asociada, se pueden lograr también controles superiores del proceso y conformidad con las reglas de la cGMP. Uno de los mayores obstáculos para la puesta en práctica de la automatización en el banco de sangre serán los costes iniciales de la puesta en marcha de la adquisición de instrumentos, validación, revisión de los procedimientos normalizados de trabajo y formación del personal De hecho, los trabajadores de algunas instituciones que han hecho el cambio a la automatización admiten que no esperan ver grandes ahorros en los costos hasta bastante tiempo después de que se haya completado la transición (Paxton, 1999). Otros factores que influyen en la decisión de automatizar pueden ser la necesidad de rediseñar el espacio de trabajo del laboratorio y el volumen de trabajo del personal, los cuales determinan la capacidad de un laboratorio de utilizar al máximo un analizador en sene No obstante, algunas de las muchas ventajas de la citada automatización incluyen costos disminuidos en la eliminación de residuos de nesgo biológico; incrementos del volumen de trabajo exigido con menos personal; menor necesidad de instrucción intensiva dependiente de la técnica para los nuevos técnicos del banco de sangre; capacidad de reasignar al personal experto, alejándole de la serología habitual, a la resolución de problemas, la garantía
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de la c a l i d a d y las t a r e a s a s o c i a d a s a la adaptación: y la c a p a c i d a d de añadir p r u e b a s más s o f i s t i c a d a s o servicios de v e n t a p a r a clientes d e l extenor para i n c r e m e n t a r los i n g r e s o s . M u c h o s s e r v i c i o s de transfusión se están uniendo a h o r a a los g r a n d e s c e n t r o s de s a n g r e en la inversión para el futuro, a m e d i da q u e la t e n d e n c i a a la automatización d e l b a n c o de s a n g r e d e l hospital avanza inevitablemente hacia delante.
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Transfusión en t r a s p l a n t e H P C Hemoterapia n e o n a t a l



La medicina transfusional (MT) es una especialidad multidisciplinaria que abarca la apropiada selección y utilización de los componentes y derivados de la sangre así como la retirada de sangre o componentes de la sangre para el tratamiento o prevención de la enfermedad. También incluye la evaluación de pacientes con reacciones transfusionales y/o pacientes con autoanticuerpos y aloanticuerpos. La MT también incorpora la hemaféresis; el procesamiento de las células progenituras de médula ósea y sangre periférica, almacenamiento e infusión; así como la histocompatibilidad e inmunogenética como apoyo en el trasplante de órgano sólido y de células progenituras hematopoyéticas (HPC). El término banco de sángrese está reemplazando por medici-
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na transfusional para recalcar su papel progresivo en el cuidado del paciente y en las evoluciones clínicas. Los componentes de la sangre -hematíes, plaquetas, granulocitos, plasma fresco congelado y crioprecipitado- se obtienen de una unidad de sangre completa, utilizando dilerenles métodos de separación física (es decir, centrifugación y congelación). Los derivados sanguíneos -albúmina, fracción proteica del plasma, inmunoglobulinas séricas y concentrados de factores de la coagulación- son producidos por la industria farmacéutica y se elaboran generalmente a partir de depósitos de plasma de miles de unidades de donantes, utilizando modificaciones de la técnica de fraccionamiento con etanol de Cohn. El principio básico de este método es precipi-
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lar diferentes proteínas desde el plasma, sin desnaturalización, mediante el ajuste de la cantidad de etanol añadida (Rock. 1986). Cuando se considera el tratamiento transfusional. el médico debe sopesar los beneficios esperados frente a los potenciales peligros (NIH Consensus Conference, 1988). Los riesgos de la transfusión incluyen el posible desarrollo de enfermedades transmitidas por la transfusión, la inmunización o sensibilización: reacciones transfusionales incluyendo la inmunomodulación que puede causar susceptibilidad a la infección con posible aumento de la estancia hospitalaria (LOS); y el posible riesgo de cáncer. A continuación se describen algunas recomendaciones de ayuda para la utilización del tratamiento transfusional. La sangre más segura que una persona puede recibir es la suya propia. Por lo tanto, debería considerarse el depósito autólogo previo a la intervención quirúrgica en todas las cirugías programadas cuando el paciente está relativamente sano y tiene bastante posibilidad de necesitar sangre durante o inmediatamente después de la misma. La recogida de sangre autóloga previa a la intervención está permitida hasta Ires días antes del procedimiento quirúrgico. Para un reemplazamiento endógeno adecuado de hematíes perdidos, algunos han propuesto la utilización de suplementos de hierro y eritropoyetina para amortiguar estas pérdidas eventuales. La transfusión de sangre autóloga no está absolutamente libre de riesgos, principalmente debido a errores potenciales en cualquiera de las etapas implicadas en el procesamiento de una unidad autóloga. desde el momento de la donación hasta que se transfunde. Otros riesgos a considerar son la posible contaminación bacteriana de la unidad autóloga y la sobrecarga de volumen del receptor durante la transfusión. La recuperación de sangre intraoperatona y postoperatoria así como la hemodilución normotensa pueden también contemplarse en algunos casos quirúrgicos. Estos procedimientos se tratan más adelante con más detalle. Los productos sanguíneos (componentes y derivados), incluyendo los productos autólogos. sólo deben transfundirse cuando estén decisivamente indicados. El médico debería reflejar en cada paciente las necesidades individuales antes de prescribir la sangre. La decisión de transfundir a un paciente (umbral de transfusión) no debería basarse en un número (como la vieja regla de los 10 g de hemoglobina (Hb)/30% de hematocrito (Hcto)) sino que deberla basarse en la evaluación completa de paciente: 1) la edad del paciente según su salud (pacientes de más de 70 años con frecuencia tienen peor estado cardiovascular que los individuos más jóvenes, que tolerarán mejor la hipoxemia y la hipotensión): 2) la gravedad de la anemia; 3) la evolución natural de la causa de la anemia; 4) la rapidez del comienzo de la anemia; 5) la pérdida eslimada de sangre, si es aplicable; 6) los signos vitales del paciente: 7) el grado de ateroesclerosis que afecta a las coronarias y/o a las arterias cerebrales; 8) el grado de enfermedad cardiaca y/o pulmonar; y 9) tipos de medicación actual (Tabla 31-1). Los estudios retrospectivos así como los estudios clínicos aleatorizados que comparan varios umbrales de transfusión no han demostrado diferencias en morbilidad o mortalidad entre umbrales altos y bajos de transfusión (Johnson, 1992; Carson, 1998). Cuando se compararon umbrales preparatorios de hemoglobina para la transfusión, utilizando un umbral de 8 a 10 g/dl frente a menos de 8 g'l. no se apreció ninguna diferenTabla 31 -1



Factores clínicos a considerar cuando se decide si es necesaria una transfusión de sangre'



1 2 3. 4. 5 6 7



E d a d d e l p a c i e n t e en relación c o n su e s t a d o g e n e r a l G r a v e d a d de la anemia C a u s a de la anemia Rapidez del c o m i e n z o de la a n e m i a Pérdida de s a n g r e e s t i m a d a Signos vitales G r a d o de aterosclerosis q u e afecta a las coronarias y/o arterías cerebrales 8. G r a d o de e n f e r m e d a d c a r d i a c a y/o pulmonar 9. Tipos de m e d i c a c i o n e s ' Comentario: Si necesita una cifra, la conferencia de consenso NIH ha propuesto bajar el umbral do transfusión desde 30% de Hclo/10 g de Hb a 2 1 % de Hcto/7 g de Hb (vfiase texto), especialmente en los jóvenes y personas sanas. Sin embargo, en pacientes mayores con aterosclerosis y una mucha menor reserva cardiopulmonar. es mas lógico unas cifras mas altas y disminuir asi la posibilidad de isquemia cardiaca
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cia en la mortalidad a 30 o 90 días de pacientes mayores que se sometían a cirugía por fractura de cadera (Carson. 1998). El tipo de producto sanguíneo que debería prescribirse requerirá algún conocimiento de las necesidades futuras de componentes sanguíneos del paciente así como su estado inmune actual y futuro. ¿Debería recibir el paciente sangre leucorreducida. unidades negativas para citomegalovirus (CMV) y/o componentes irradiados? Para aquellos que necesitan una cifra guía para las transfusiones de hematíes (RBC). la Conferencia de Consenso de los Institutos Nacionales de la Salud (NIH. 1988) sugirieron un hematocrito de 21 (hemoglobina. 7 g/dl). Otros han propuesto incluso números más bajos (por eiemplo, un hematocrito de alrededor del 15%) (Viele, 1994; McDonald, 1994). Sin embargo, esto ocurre en pacientes más jóvenes que tienen una excelente reserva cardiopulmonar, con mínima posibilidad de comprometer el gasto cardíaco, y que tienen un excelente intercambio pulmonar de oxigeno. La reducción ísovolémica aguda inducida experimentalmente de la concentración de hemoglobina hasta 5 g/dl. tanto en voluntarios sanos como en pacientes preoperatorios, no produjo evidencia de transporte sistémico inadecuado de oxigeno, ni una disminución en el consumo de oxigeno (Weiskopf, 1998). En la mayoría de los casos, las transfusiones de RBC raramente son necesarias cuando la hemoglobina es superior a los 10 g/dl, mientras se requieren generalmente cuando el nivel de hemoglobina cae por debajo de los 6 g/dl. Cuando la hemoglobina oscila entre 6 y 10 g/dl. la necesidad de RBC dependerá de otros factores (Simón, 1998). Para aquellos que quieran más información, para decidir cuál es el limite inferior para iniciar la transfusión de sangre, se ha propuesto la utilización de una monitorización traumática para obtener índices de extracción de oxigeno ( 0 ) (Levine, 1990), Los valores críticos que indican necesidad posible de transfusión de RBC son una presión arterial pulmonar de oxigeno de menos de 25 mm Hg, Índice de extracción de O, (consumo de oxigeno dividido entre suministro de oxígeno) mayor del 5 0 % (normal. 2 0 % a 25%), o consumo de oxigeno (gasto cardiaco multiplicado por descarga de oxigeno) menor del 5 0 % del basal. En individuos que, por lo demás, están sanos, la anemia aguda con menos del 15% de pérdida de volumen de sangre provocará mínimos síntomas; con 15% a 3 0 % de pérdida en volumen aparece la taquicardia; con 3 0 % a 4 0 % de pérdida en volumen habrá también una disminución en la presión de sangre, especialmente la presión arterial media (MAPj y signos aumentados de choque: y con una pérdida mayor del 5 0 % en volumen existen signos de choque grave (Simón. 1998). ?



Tomemos como ejemplo a dos pacientes diferentes cuya hemoglobina es de 8 g/dl. Un hombre de 20 años, que médicamente se encuentra estable Iras un accidente de coche que le causó varias fracturas de huesos en su pierna, probablemente no necesite RBC porque no se moverá, estará tumbado durante las siguientes semanas y su cuerpo tendrá tiempo de producir suficientes hematíes antes de que vuelva a la actividad física de nuevo. Por otro lado, un varón de 80 años de edad con angina y una hemoglobina por debajo de 8 g/dl por pérdida de sangre debida a un accidente de coche, probablemente necesitaría mayor cantidad de RBC de una transfusión, para aumentar la capacidad de transporte de la sangre, especialmente para su corazón. Cuando se indica una transfusión, utilice siempre un filtro en línea (170 pm). Intente utilizar los menos productos posibles porque la incidencia de enfermedades transmitidas por la transfusión aumenta con el número de exposiciones a donantes. Algunos derivados del plasma como la albúmina, fracciones proteicas del plasma, inmunoglobulinas séricas y globulinas inmunes Rh se consideran productos bastantes seguros porque el método de producción prácticamente elimina los virus de la hepatitis y del síndrome de inmunodeficiencia adquirida (sida). Sin embargo, en 1994. se publicó por primera vez que el virus de la hepatitis C se había transmitido por inmunoglobulinas séricas infravenosas casi en el 1 1 % de los receptores (CDC, 1994; Bresee. 1996) El fabricante implicado ha completado este proceso ahora con un tratamiento solvente-detergente (S/D) para mactivar más a los virus contaminantes y no ha habido más transmisión de hepatitis C. Hasta hace poco, los concentrados de factores de la coagulación, fabricados a partir de miles de unidades almacenadas de plasma, tenían un alto riesgo de transmisión de hepatitis y sida, pero se han introducido métodos de producción más modernos (tratamientos con solvente-detergente y/o calor) para disminuir el riesgo por debajo del riesgo del crioprecipitado, como se explica posteriormente. La adición de la nanoliltración viral ha permitido la



720



SECCIÓN IV



•



HEMATOLOGÍA, COAGULACIÓN Y MEDICINA TRANSFUSIONAL



retirada de virus de cubierta no lipídica (parvovirus B19 y hepatitis A) de productos lábiles al calor. El desarrollo de la tecnología de ácido desoxirribonucleico (ADN) recombinante ha hecho posibles factores de coagulación humanos recombinantes (por ejemplo, factor VIII, factor IX, antitrombina III), lo que evita por completo la exposición a la enfermedad infecciosa en el donante, pero plantea otros problemas intrínsecos a su proceso de producción: reacciones alérgicas a Escherichia coliylo el hongo utilizado en la producción. Más recientemente, la aprobación y comercialización de plasma tratado con S/D y de plasma reprobado de donante pueden provocar una mayor reducción en el riesgo de transmisión de virus con recubierta lipídica (virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), virus linfotropo humano de células T (HTLV). virus de la hepatitis B (VHB) y VHC) por la transfusión de plasma, aunque se ha publicado la contaminación de algunos lotes de plasma S/D con parvovirus B19. Antes de continuar describiendo cómo utilizar los componentes y derivados de la sangre, se debería explicar primero el proceso de recogida de la sangre.



RECOGIDA DE SANGRE La recogida y posterior transfusión de la sangre está controlada por varios departamentos reguladores gubernamentales: La Food and Drug Admmistration (FDA), the Health Care Ftnancing Administration (HCFAj, la Occupational Saíety and Health Administration (OSHA). y el The State Department ot Health. Las inspecciones se realizan por estos departamentos para asegurar el cumplimiento de la regulación. De forma adicional, la Asociación Americana de Bancos de Sangre (AABB). una asociación profesional, proporciona el liderazgo científico y los mecanismos para adaptarse al progreso y al cambio mediante la generación de los criterios (standards) de la AABB. La AABB. el Colegio de Patólogos Americanos (CAP) y la Comisión Conjunta sobre la Acreditación de Organizaciones del Cuidado de la Salud (JCAHO) hacen posible inspecciones voluntarias por expertos y cada una tiene sus propios criterios escritos. Alrededor del 5% de la población general dona sangre, con un promedio de 1,7 donaciones por donante por año para proporcionar los 13 millones de productos de hematíes que se transfunden anualmente a más de 4 millones de pacientes. Casi todas las donaciones son de voluntarios, pero existen todavía algunos lugares en Estados Unidos donde se paga por donar sangre, y de acuerdo con las regulaciones de la FDA estas unidades deben ser etiquetadas como "Donante pagado". Hace veinticinco años se utilizaba más la sangre pagada, pero la sangre de donaciones pagadas ha demostrado tener entre cuatro y ocho veces más riesgo de transmisión de hepatitis (Kahn. 1981). Consecuentemente, la utilización de sangre de donante pagado ha sido casi y debería ser eliminada de la población general de donantes. La industria de derivados del plasma utiliza sangre de donantes pagados en centros comerciales de plasmaféresis.



Registro del donante La primera fase del proceso de donación, el registro, confirma la identificación de la sangre del donante para que pueda contactarse con él o ella en el tuturo y descarta cualquier discrepancia en los registros del donante. La información requerida incluye nombre completo, lecha de nacimiento, número de la seguridad social u otros medios adecuados de identificación (número del carnet de conducir), fecha de donación previa de sangre, dirección, número de teléfono y sexo. Además, se debe preguntar la raza para que el laboratorio de referencia identifique más rápidamente los donantes de tipos específicos compatibles para pacientes con problemas de anticuerpos. También se entregan a los donantes materiales educacionales respecto al riesgo de enfermedades infecciosas transmitidas por la transfusión de sangre, incluyendo los signos y síntomas de sida, y deben indicar por escrito que han leído y comprendido el material que se les ha entregado (AABB Standards. 1999). Debe obtenerse el consentimiento informado de los donantes, en el que den su autorización para llevar a cabo la extracción de la unidad y las pruebas de laboratorio requeridas (p. ej.. VIH).



Selección del donante La decisión de aceptar o rechazar a un donante se basa en dos amplias razones. ¿Podría ser dañino el procedimiento para el donante? ¿Podría la sangre del donante ser un riesgo para el receptor? La FDA (U.S. Department of Health and Human Services, 21 CFR), la AABB (AABB Standards, 1999; Vengelen-Tyler. 1999). la Cruz Roja Americana y el CAP tienen guías médicas y requerimientos para ayudar a tomar esta determinación. La mayoría de los centros de sangre tienen una tasa de rechazo médico menor del 12% (Tomasulo. 1980b).



Historia médica y miniexploración El siguiente es un resumen abreviado basado en los criterios de donación de la AABB (AABB Standards. 1999: Vengelen-Tyler. 1999). La historia médica y la exploración física limitada (miniexploración) se realizan el día de la donación. Esta entrevista debe realizarse en un área que permita una adecuada privacidad de manera que otros individuos cercanos no puedan oír las respuestas a las preguntas.



Cualificaciones básicas del posible donante de sangre 1. Parece tener buena salud. 2. Edad: al menos 18 años de edad (17 años de edad en algunas leyes estatales). Las personas menores de 18 (17 en algunos estados) pueden donar con permiso escrito de su tutor legal. Antes, el límite superior de edad para la donación de sangre era los 66 años sin la aprobación del director médico del banco de sangre. Sin embargo, como se han realizado muchas donaciones alogénicas y autólogas con éxito en donantes mayores de 75 años de edad, el limite superior de edad para la donación de sangre no está definido. 3. Peso corporal: Los requerimientos de peso para la donación fueron modificados por los criterios de la AABB en 1999. El límite inferior previo de peso para donantes alogénicos de sangre de 110 Ib (50 kg) fue abandonado. Ahora existe sólo un límite en el volumen máximo de donación. Los donantes de sangre completa no deberían donar más de 10.5 mi de sangre completa por kilogramo de peso corporal, equivalente aproximadamente al requerimiento previo máximo recomendado del 15% de volumen de sangre. El volumen de sangre extraído debería ser proporcional al anticoagulante en el contenedor de recogida (a un Índice de 7 a 1). Los criterios de la AABB permiten la retirada de 450 (+/- 45) mi de sangre completa recogida en 63 mi de anticoagulante citrato dextrosa fosfato (CPD) o curato dextrosa fosfato adenina (CPDA-1) más una cantidad de hasta 30 mi de sangre adicional utilizada para pruebas en un período de ocho semanas. Una pérdida mayor de 4,5 kg de peso inexplicada es una razón para aplazar. =



4. Temperatura: no exceder 37,5 C (99.5 F). 5. Pulso: no se observarán alteraciones cardiacas patológicas; debería ser regular, entre 50 y 100 latidos por minuto (Ipm); ritmo de pulso más bajo aceptable para atletas de alto rendimiento. 6. Presión sanguínea: presión sistólica no superior a 180 mm Hg: presión diastólica no superior a 100 mm Hg; el médico del banco de sangre puede hacer excepciones. 7. Hemoglobina mínima: por tira de dedo, por venopunción, o por punción de lóbulo de la oreja tanto para hombres como mujeres, gravedad especifica por sulfato de cobre mayor de 1,053,12,5 g/dl de Hb, 38% de Hcto. 8. Además no debería haber evidencia de intoxicación por alcohol, el lugar de venopunción debería estar libre de lesiones, y no debería haber evidencia de abuso de drogas parenterales al inspeccionar ambos brazos.



Aplazamiento 1. Permanente: antecedente de alto riesgo para sida, que incluye (a) varones que han mantenido relaciones sexuales con otro hombre alguna vez desde 1977; (b) hemofílícos; (c) consumidores de drogas intravenosas bien en el pasado o en el momento actual (la utilización de una aguja para uso ilegal de drogas, aunque sólo luese una vez, descalifica a un fuluro donante); (d) personas que han prestado servicios
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Medicaciones del donante potencialmente dañinas para el receptor



Nombre Fmastetide Propecia pata caída del cabello Prosear para la hipertrofia benigna proslálica Isoirelinoína (Accutane) para psoriasis Acilrelin (Sorialane) para psoriasis Elrelinalo (Tegison) para psoriasis Quimioterapia para cáncer



Motivo



Rechazo



Teratogénico



1 mes tras completar el tratamiento



Teraiogónico



1 mes tras completar tratamiento 3 años tras completar tratamiento Permanente: se libera lentamente de los tejidos Permanente cáncer



Teratogénico Teratogénico Teratogénico



Ácido acetilsaliciiico (aspirina) para dolor



Inhibe las plaquetas



36 horas suspendido el fármaco, si es el único donante de plaquetas



Antimflamatorios no esteroideos para dolor



Inhibe las plaquetas



1-3 días suspendido el fármaco depende de la vida media plasmática, si es el único donante de plaquetas 3 dias: vida media plasmática de 50 horas



Piroxicam (Feldene)



sexuales por dinero o fármacos alguna vez desde 1977; prueba de laboratorio positiva confirmada para VIH mediante anticuerpos anliVIH, antígeno VIH p24 o prueba de ácido nucleico (NAT) (véase más adelante el apartado Pruebas de enfermedades transmitidas por la transfusión), síntomas de sida: historia de hepatitis viral después de los 11 años; el único donante implicado en un caso de hepatitis postransfusional, VIH o infección HTLV de receptores: prueba positiva confirmada para antígeno de superficie de la hepatitis B (HbsAg); pruebas reactivas en repetidas ocasiones para anticuerpo frente antígeno central del virus de la hepatitis B (anli-HBc) en más de una ocasión: evidencia bioquímica o clínica pasada o presente de infección con VHC, HTLV o VIH: prueba positiva confirmada para anticuerpo de VHC; prueba confirmada positiva para HTLV cuando la prueba confirmatoria se haga disponible; antecedente de cáncer, excepto por carcinoma de células básales de la piel y carcinoma in situ del cérvix; neopiasias hematológicas malignas: quimioterápicos administrados por tumores malignos: enfermedad crónica cardiaca, pulmonar, hepática o renal; tendencias hemorrágicas: aquellos que alguna vez han lomado el fármaco teratogénico etretinato (Tegison) para el tratamiento de la psoriasis (Tabla 31-2); o antecedentes de babesiosis o enfermedad de Chagas. Observe que los criterios de la AABB utilizan el término 'permanente" de forma intercambiable con "indefinido". La categoria de alto riesgo para la infección VIH-1 grupo O. cuyos anticuerpos no se detectan adecuadamente por las pruebas actuales de detección sistemática, incluye aquellos que nacieron en Camerún o países limítrofes, residentes de estos paises desde 1977, y turistas a países que recibieron transfusiones de sangre y sus contactos sexuales (FDA Memorándum. December, 11,1996). Los individuos de estas categorías deben ser excluidos indefinidamente como donantes de sangre hasta que se disponga de una prueba fiable con licencia de la FDA para el grupo O VIH-1. En diciembre de 1987, la FDA pidió a los centros de sangre que rechazasen permanentemente a donantes que hubiesen recibido hormona de crecimiento humana derivada de hipófisis de cadáver (FDA Memorándum, November. 25. 1987) Los Institutos Nacionales de la Salud (NIH) publicaron que algunos individuos que recibieron esta hormona derivada de la hipófisis contrajeron la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (CJD) muchos años después (NIDDK Fact Sheet, 1987). Debería tenerse en cuenta que la hormona de crecimiento humano
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recombinante. que no se asocia con CJD, estuvo disponible para su utilización en 1985. Dos grupos más en la categoria de alto riesgo para CJD que también han de rechazarse de forma permanente son aquellos que recibieron trasplantes de duramadre, y aquellos que tienen antecedente familiar de CJD. Un miembro familiar de alguien que contrajo CJD latrogénicamenle no debería ser rechazado. Sin embargo, se deberían rechazar de forma indefinida a los posibles donantes con pariente consanguíneo con CJD no iatrogénico a menos que una prueba genética de este individuo excluya el riesgo. Los receptores de trasplantes corneales no se consideraron de mayor riesgo y no deberían rechazarse (FDA Memorándum. December 11,1996). La nueva variante de CJD (nvCJD) que ocurre en el hombre, hasta ahora solo en Inglaterra, se ha ligado a la ingesta de carne de vacas que tienen la encefalopatía espongiforme o bovina (la enfermedad de las vacas locas). Durante el otoño de 1999. la FDA de EE.UU. obligó a los centros de sangre a que excluyeran a los donantes que habian permanecido más de seis meses en Inglaterra entre 1980 y 1996. Además, aquellos que recibieron un producto inyectable de una fuente bovina británica (por ejemplo, la insulina bovina británica) deberían también ser excluidos de forma indefinida como donantes de sangre. 2. Transitorio (mientras persista la alteración): enfermedad activa en tratamiento como resfriado, gripe, tuberculosis u otras infecciones (nótese que las enfermedades que definen infección VIH están en la categoria de rechazo permanente); enfermedades no controladas del corazón, pulmón, riñon, hígado y Irado gastrointestinal (Gl); embarazo los receptores febriles o sintomáticos de inmunizaciones que no implican agentes vivos son rechazados sólo mientras duran sus síntomas). Los pacientes que toman medicación deberían ser evaluados por el director médico para ver si son idóneos 3. Durante tres años: un inmigrante, un refugiado o un ciudadano que viene de un área considerada endémica para la malaria, tres años tras haber abandonado dicha área, si se mantuvo libre de síntomas inexplicados sugestivos de malaria. Después de haber sido diagnosticado de malaria, a los tres años de estar asintomátíco. los donantes están exentos de estos requerimientos sólo cuando se va a utilizar el plasma. Utilización del fármaco acitretin (Sorialane). 4. Durante un año: tras administración de inmunoglobulina de la hepatitis B (HBIG): tras vacunación terapéutica contra la rabia (por mordedura de un animal): victimas de una notación, personal sanitario con exposición percutánea o de mucosas a sangre y/o líquidos corporales: los pacientes que han recibido sangre, componentes de la sangre, derivados sanguíneos o tejidos humanos que se sabe que son fuente de patógenos transmitidos por la sangre; contacto cercano con un paciente con hepatitis viral; aplicación de un tatuaje: contacto sexual con una prostituta u otras personas en un grupo de alto riesgo para sida: tras exposición o mordedura por un animal rabioso: ingreso en una cárcel durante más de 72 horas consecutivas; utilización intranasal de cocaína: o residentes en áreas no endémicas que viajan a áreas endémicas de malaria (con o sin tratamiento profiláctico). Antecedente de sífilis o gonorrea, tratamiento o una prueba de detección reactiva para sífilis en ausencia de una prueba negativa confirmatoria requiere un rechazo durante 12 meses tras completar el tratamiento. Ya no se utiliza la alanma aminotransferasa (ALT) para seleccionar al donante, pero muchos centros de sangre de EE.UU. continúan realizando esta prueba para proporcionar plasma, derivado de la sangre completa, a Europa para posterior elaboración. Ya no se realiza un periodo de rechazo de 12 meses por tener una ALT positiva, que todavía se exige para los fabricantes europeos. 5. Durante dos meses: tras donación de sangre completa. 6. Durante seis semanas: tras el parto, excepto cuando se desea la transfusión de la sangre materna al niño y ésta es aprobada por el medico de la mujer y el director médico del banco de sangre. 7. Durante un mes: vacunación de rubéola o varicela zóster (varicela); tras cese de los fármacos isotretinoina (Accutane) utilizado para el tratamiento del acné, o finasteride (Prosear, Propecia) utilizado en el tratamiento de la hiperplasia benigna prostética o alopecia.
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8. Durante dos semanas: tras vacunación con vacunas víricas o bacterianas vivas atenuadas como el tifus oral, polio oral, sarampión (rubéola), paperas o fiebre amarilla. 9. Durante 48 horas: donación de sangre completa diferida tras hemaféresis (plasma, plaquetas o leucoaféresis). Cuando los RBC se recogen por aféresis, se pospone durante ocho semanas (AABB Standards, 1999). 10. Durante 36 horas: ingesta de inhibidores irreversibles de la función plaquetaria (p. ej. aspirina), cuando el donante es la única fuente de plaquetas para un receptor, como los donantes de plaquetas de aféresis. Rechazo por la ingesta de inhibidores reversibles con vida media prolongada (p. ej., ticlopídina); el rechazo puede ser durante 7 días. 11. No se aplaza: inmunización con vacunas recombinantes. toxoides u organismos muertos sí eslá asintomático, incluyendo profilaxis primaria frente al ántrax, cólera, difteria, virus de hepatitis A (VHA). VHB, gripe, enfermedad de Lyme, paratifoidea, tos ferina, peste, neumococo, polio (inyección), rabia (si es por exposición - un año), fiebre botonosa de las Montañas Rocosas, tétanos y tifoidea (inyección). Es crucial verificar que la vacuna se administró como profilaxis primaria y no postexposición, y cuando no esté claro debería aprobarlo el director médico de forma individualizada. Además, todos los donantes deberían poder autoexcluirse de forma confidencial: tanto él como ella pueden indicar su deseo de que su unidad se use para pruebas y no para transfusión. Muchos centros de sangre cumplen este objetivo usando una etiqueta no legible, de código de barras, aplicada al formulario de registro del donante o a la bolsa de sangre que denota si la unidad puede o no ser utilizada para transfusión.



Flebotomía El donante se coloca en decúbito supino, en una cama plana o en una silla de donante especialmente diseñada. La bolsa de sangre del donante, los tubos de muestras y la hoja de registro del donante deberían estar perfectamente identificados y etiquetados antes de extraer la sangre. El lugar de venopunción no debería tener lesiones cutáneas. Se debería inspeccionar ambas losas antecubitales para descartar marcas de agujas, un signo de adicción a drogas. Se aplica un torniquete en la parte superior del brazo por encima del lugar de venopunción antecubital. El técnico palpa la zona para evaluar y determinar la mejor vena. Entonces se retira el torniquete y se prepara la piel sobre la vena elegida utilizando una técnica aséptica. Se realiza una friega de jabón seguida de la aplicación de una solución germicida, que generalmente es un derivado iodado, permitiendo un tiempo adecuado (30 segundos a un minuto, según las instrucciones del fabricante) para que el antiséptico actúe. La falta de atención a este simple procedimiento puede provocar una unidad contaminada, una complicación potencialmente letal. La retirada de sangre se consigue utilizando un sistema contenedor estéril, cerrado, y una única venopunción. Si es necesaria más de una punción cutánea, debe utilizarse otro sistema estéril cerrado acoplado a otra aguja estéril. Como los múltiples componentes de la sangre se obtienen de un único donante de sangre, el sistema cerrado elegido generalmente tiene una bolsa de plástico principal con bolsas satélites adicionalmente adheridas. Las bolsas de colección de sangre total permiten la recogida de 450 mi (+/-10%; 405 a 495 mi) de sangre. Este volumen se retira en un período de 7 a 10 minutos y se mezcla con 63 mi de CPDA-1 o anlicoagulanle CPD. Además, se retira un máximo de 30 mi en tubos pilotos para pruebas del total de 525 mi de sangre extraída. Los donantes no deberían donar más de 10,5 mi de sangre completa por kilogramo de peso corporal. Cuando se extraen entre 300 y 404 mi en una bolsa diseñada para la recogida estándar de sangre completa, la unidad de RBC debería etiquetarse como "Unidad de Volumen Bajo: mi de Hematíes" y sólo pueden prepararse RBC (AABB Standards. 1999). Durante el procedimiento de la flebotomía, la sangre y el anticoagulante se mezclan por lo menos una a dos veces por minuto. Al final del procedimiento, el tubo se clampa cerca de la aguja y la aguja se retira del brazo del donante. Entonces se retira la sangre en el tubo dentro de la bolsa para la anticoagulación y ya se permite que la sangre retorne dentro del tubo. Luego se sella el tubo para proporcionar fracciones para pruebas futuras y prueba cruzada.



El anticoagulante debería reducirse racionalmente según las recogidas programadas (p. ej., donación directa o autóloga), cuando la retirada es menor de 300 mi. El cociente entre anticoagulante y sangre total se mantiene en 1,4:10. Después de recoger la sangre, se almacena entre 1 y 6 C. a menos que se utilice como fuente de plaquetas. Cuando se utiliza para producción de plaquetas, debería almacenarse a temperatura ambiente (20' a 24 X) hasta que las plaquetas sean retiradas. Las plaquetas deben separarse de la sangre en ocho horas desde la recogida (AABB Standards, 1999). La flebotomía terapéutica, realizada para disminuir la masa de hematíes en pacientes con policitemia. se hace sólo cuando lo indica el médico y lo aprueba el jefe del departamento de transfusión. El equipo y las precauciones son similares a las utilizadas con los donantes, y los métodos institucionales deben indicar que las unidades de flebotomías por razones terapéuticas no pueden utilizarse para transfusión alogénica, sino que se deben desechar (AABB Standards. 1999).



Reacciones del donante El consentimiento informado en la donación debería incluir información sobre los riesgos significativos del procedimiento y las pruebas a realizar en la sangre del donante. Cada centro de donantes debería tener procedimientos detallados para la prevención y tratamiento de las reacciones del donante, y deberían estar adecuadamente disponibles el equipo y materiales para este propósito. Las reacciones serias que requieren hospitalización s o n relativamente infrecuentes y raramente se ven. Una de las respuestas adversas más frecuentes a la donación de sangre es la reacción vasovagal. Su principal manifestación es un ritmo cardíaco lento (< 60 Ipm) a diferencia del choque hipovolémico. donde el ritmo cardíaco a menudo es mayor de 100. Tanto en la reacción vasovagal como en la hipovolemia, los signos y síntomas adicionales incluyen mareo, diaforesis. palidez, náusea, vómito e incluso lipotimia. Las reacciones vasovagales pueden estar causadas por dolor (en el momento de la inserción de la aguja), aprensión y/o la visión de la sangre. Los síntomas de hipovolemia pueden ocurrir durante la donación en una persona que previamente esté parcialmente deshidratada, en un día caluroso, y por eso suele ocurrir más frecuentemente en el verano. Cuando se produce una reacción más grave con sospecha de hipotensión, es mejor detener la flebotomía retirando la aguja y elevando las piernas (posición en Trendelemburg) mediante la colocación de almohadas por debajo de los pies, piernas y muslos de manera que las piernas estén por encima de la cabeza. Esto aumenta el retorno venoso y hace que la sangre fluya al cerebro lo que puede aliviar los síntomas de hipotensión. Si el donante está consciente, deberían administrarse líquidos orales. Si la hipolensión prolongada (mayor de 45 minutos) impide que el donante se ponga de pie, puede ser necesaria la administración de líquidos intravenosos (IV) para estabilizar la presión sanguínea. A veces, la aprensión puede causar hiperventilación que conduce a alcalosis respiratoria, que puede inducir movimientos tónico-clónicos similares a una convulsión. Si aparece una reacción tipo convulsión, se debería asegurar una vía aérea permeable para administrar oxígeno de forma apropiada. La hiperventilación puede corregirse haciendo que el donante respire en una bolsa de papel. Los hematomas aparecen cuando se altera la integridad de la vena al pinchar. El brazo debería elevarse y se debería comprimir esa zona. Se deberían utilizar compresas frías en el lugar de la venopunción varias veces durante las primeras 24 a 48 horas para ayudar a parar el sangrado y aliviar el dolor. Se debería indicar al donante que no realice ejercicio con ese brazo durante unos días. Cuando se retiran las compresas frías ya pueden emplearse compresas calientes varias v e c e s al día para disminuir el dolor. Para el dolor se debería utilizar tilenol y no la aspirina, porque la aspirina puede causar más sangrado debido a su actividad antiplaquetaria. Aunque la mayoría de las reacciones del donante son leves, pueden ocasionalmente ser suficientemente graves como para producir síncope, tetania o convulsión, y esto conducir a fracturas, laceraciones o contusiones debidas a traumatismos durante el desmayo. Otras potenciales complicaciones de la donación incluyen una punción arterial accidental, formación de fístula arteriovenosa, seudoaneurisma de la arteria braquial, síndrome compartimental,
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daño neurológico. infección en el punto de venopunción, tromboflebitis, accidente cerebrovascular, infarto de miocardio, y reacciones irritativas o alérgicas al esparadrapo o a la solución antiséptica. Se recomienda una reevaluación del estado del donante después de la reacción, incluyendo la evaluación del estado mental: esto se realiza generalmente para determinar si el donante necesita de otros cuidados médicos o puede ser enviado a casa. Al abandonar el banco de sangre, el donante puede tener una nueva reacción o acentuación del episodio previo. Después en casa, el donante puede ser monitorizado por la familia a la que hay que indicar que solicite atención médica si el estado del donante sufre algún cambio.



PRUEBAS DE PROCESAMIENTO DE LA SANGRE Tipo ABO y Rh (véase Cap. 30) El grupo ABO se determina en los hematíes del donante por el "upado anterógrado" de las células del donante utilizando reactivos conocidos anti-A y anti-B. El "tipado retrógrado" examina el suero del donante en busca de anticuerpos esperados (anticuerpos que deberían estar presentes, p. ej., anti-A en donantes del grupo B) y se realiza utilizando reactivo conocido A, y B de hematíes. Cualquier discrepancia entre el tipado anterógrado y retrógrado debe resolverse antes de que la unidad del donante pueda administrarse. Un ejemplo de una discrepancia es cuando el anti-A se detecta pero no el anti-B en el tipado retrógrado de un donante de grupo O. El tipado directo para el antígeno R h (D) se realiza utilizando un reactivo anti-D (generalmente un anticuerpo monoclonal inmunoglobulina G (IgG) modificada con propiedades aglutinantes) y el control apropiado. Aquellos individuos que son D-negativos en la prueba inicial deben examinarse mediante una prueba diseñada para detectar la variante D (D débil). Esto se consigue generalmente mediante la utilización de la prueba de la globulina antihumana (AHG). Cuando cualquiera de estas pruebas es positiva, la unidad debería etiquetarse como Rh-positiva. La confirmación de las unidades de todos los tipos ABO y Rh„ (D)-negativas deberían realizarse en el servicio de transfusión del hospital antes de la transfusión. No se recomienda el tipado rutinario de otros grupos sanguíneos. Típicamente, estas pruebas adicionales se realizan cuando es necesario identificar unidades negativas para un cierto antigeno de los RBC para la transfusión a receptores que tienen aloanticuerpos de hematíes, presentes o pasados. 0



u



Detección de anticuerpos Alrededor de 4 de cada 1.000 donaciones de sangre presentan anticuerpos de hematíes imprevistos. Los individuos con antecedente de transfusión previa o embarazo tienen una frecuencia mucho mayor de anticuerpos imprevistos. Es habitual almacenar cuatro sueros de donante (el almacenamiento no se permite de muestras del paciente) y luego probar en busca de anticuerpos imprevistos utilizando hematíes reactivos de detección. Aunque el almacenamiento diluye cualquier anticuerpo presente, permitirá todavía la detección de cualquier anticuerpo moderadamente fuerte. Cualquier anticuerpo débil no detectado estará muy diluido cuando la unidad se transfunda, y no causará ningún efecto indeseable en el receptor.



Pruebas de enfermedades transmitidas por la transfusión La muestra de cada donación se prueba para antigeno HBs. antígeno p24 de VIH, anli-HBc, VHC, VIH-1, VIH-2. HTLV-I. HTLV-II, y una prueba serológica para sífilis. La prueba de ácido nucleico (NAT) para VIH y VHC también se realiza (Busch, 2000).



Sífilis Las pruebas para sífilis en donantes de sangre se han cuestionado durante muchos años, pero siguen requiriéndose. Si el donante presenta espiroquetas en sangre, las pruebas serológicas generalmente son negativas mientras que si existen anticuerpos antiespiroqueta, la sangre del donante no es



infecciosa. Además, las espiroquetas no pueden sobrevivir en la sangre almacenada durante 96 horas a 1 a 6 "C (Chambers, 1969). Sin embargo, la FDA y los criterios de la AABB exigen que la prueba de la sífilis se realice como marcador sustitutivo para detectar a donantes que podrían estar en alto riesgo de transmitir otras enfermedades relacionadas con la transfusión, específicamente el VIH y hepatitis. Como se describió previamente, no se admite donación de los que son positivos en un periodo de 12 meses tras completar el tratamiento. o



Hepatitis (véase Cap. 14) Después de que a principios de los años 70 se introdujera la prueba en sangre para la hepatitis B, en seguida se apreció que la mayoría de los casos de hepatitis postransfusional no tenían las características de la hepatitis A o B, y se denominó hepatitis no-A, no-B a estos casos. Con el descubrimiento a finales de los años 80 del agente etiológico para la hepatitis no-A no-B, ahora conocida como hepatitis O lúe posible definir una entidad de hepatitis no-A, no-B, no-C, denominada hepatitis E (VHE). La hepatitis E es una Infección epidémica contraída por agua contaminada y no se asocia a transfusiones sanguíneas. Los aspectos epidemiológicos del VHE se parecen estrechamente a la hepatitis A (transmisión oral-fecal). Aunque se observó principalmente fuera del continente norteamericano, el primer caso de hepatitis E en los EE.UU. fue publicado en 1997 (Kwo, 1997). No se ha publicado ninguna asociación del VHE con la transfusión de sangre. Antes de que en 1990 comenzara el cribado de infección por VHC, el 8 0 % a 9 0 % de las hepatitis postransfusionales estaba causado por el VHC (hepatitis no-A, no-B), 10% por el VHB, y un pequeño porcentaje por CMV, virus de Epstein-Barr (VEB) y VHA. La hepatitis B y la hepatitis C son enfermedades al inicio relativamente leves en la mayoría de los casos, pero ambas pueden evolucionar a hepatitis crónica y cirrosis. La mayor gravedad de la infección aguda del VHB se ha atribuido a mutaciones en la región piecote o en el promotor del core, que puede prevenir la síntesis del antigeno Hbe, al que se le imputa ser un inductor de la tolerancia del huésped (Sato, 1995). Hasta el 8 0 % de aquellos con infección VHC postransfusional pueden desarrollar Infección crónica (frente al 1 0 % para la VHB) y muchos tienen ácido ribonucleico (ARN) de VHC demostrable en el suero y en el hígado. En un estudio, más del 5 0 % de aquellos con infección VHC postransfusional progresaron a cirrosis, 5% tuvieron hepaloma y 20% fallecieron por complicaciones relacionadas con el VHC tras un seguimiento medio de 3.9 años (Tong, 1995). Los donantes voluntarios de sangre que fueron positivos para VHC tenían antecedentes de transfusión sanguínea en el 27%, consumo de cocaína intranasal en el 68%, abuso de drogas Intravenosas en el 42%, y comportamiento sexual de alto riesgo en el 53%, a pesar de negar estos factores de riesgo en la entrevista inicial (Conry-Cantilena, 1996). La patogenicidad del VHC puede estar relacionada con el genotipo viral, con el tipo 1b del VHC ligado a un aumento en la gravedad histológica, cirrosis, carcinoma hepatocelular y ausencia de respuesta al tratamiento con interferón (IFN) (Martin, 1995). La crioglobulinemia mixta de tipo II se asocia con genotipo 2a del VHC (Zignego, 1996). Los genotipos 1a, 1b. 2b y 3a son los más frecuentes en EE.UU., mientras los tipos 1b, 2a y 2b son prevalentes en Japón. El VHC se caracteriza por heterogeneidad genómica y alta tasa de mutación, impidiendo el desarrollo de la vacuna (Martin, 1995) y posiblemente permitiendo a las mulantes escapar la vigilancia del sistema inmune en pacientes con infección crónica. El tratamiento de la hepatitis C crónica con IFN produce mejorías transitorias, determinadas por una disminución en las cargas virales y en los niveles de ALT en el 50% de los pacientes, pero menos del 2 0 % tendrán respuestas mantenidas. El nivel de ARN de VHC previo al tratamiento, grado de cambios hepáticos histológicos, sexo femenino y subtipo viral se han asociado con mayor probabilidad de respuesta (Shindo, 1995). Otros han encontrado que las mutaciones en la proteína no estructural NS5A del VHC tipo 1b se correlacionan con mejor respuesta al IFN en comparación con aquellas sin las mutaciones (tipo salvaje) (Enomoto, 1996). La hepatitis A con frecuencia es una enfermedad leve que no tiene efectos serios a largo plazo, porque la recuperación proporciona una inmunidad dura-
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dera sin estado de portador viral crónico asociado conocido. La hepatitis A se ha implicado en raras ocasiones en la hepatitis postransfusional (Sherertz, 1984: Noble. 1984) Por lo tanto, la sangre reservada para transfusión se prueba sólo para hepatitis B y hepatitis C. La sobreinfección con VHA en pacientes con infección con VHC comporta un riesgo mayor de hepatitis fulminante (41%) y fallecimiento (35%) que en los casos con infección crónica p o r V H B (Vento, 1998). Cada unidad de sangre donada se comprueba para HbsAg por métodos de tercera generación de enzimoinmunoanálisis (EIA) o radiommunoensayo (RÍA). Como se sabe que existen falsos positivos para HbsAg. la FDA ha desarrollado un algoritmo de readmisión del donante para ser utilizado para admitir de nuevo a un donante en el sistema cuando la prueba inicial del HbsAg sea positiva (FDA Memorándum. December 2,1997) (Fig. 31-1). Para aplicar
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este algoritmo de readmisión, se deben utilizar una prueba de HbsAg de tercera generación con licencia de la FDA y una prueba confirmatoria con licencia de la FDA (neutralización) para HbsAg. Para conocer todos los detalles de este protocolo, o cualquier protocolo futuro, consulte el documento original de la FDA. Se han descrito falsos positivos para el HbsAg en sueros que contienen faclor reumatoide, y más recientemente en pacientes tratados con factor estimulador de colonias granulocítico (G-CSF) para movilización de células hematopoyéticas autólogas (Mair. 1996) La incidencia de infección VHB en la población es de 13.2 a 40 por cada 100,000. mientras en los donantes de sangre es un décimo de esta (Korelitz. 1997). La ALT y anti-HBc se realizan como pruebas sustitutivas para detectar la hepatitis C (hepatitis no-A, no-B), para prevenir hasta el 58% de la hepatitis transmitida por transfusión (Menitove, 1988). Durante el verano de 1986, los



Figura 31-1. Diagrama de flujo para la prueba del antigeno de superficie de la hepatitis B en donantes (NR= no reactivo: F¡= reactivo) (Modificado del FDA Memorándum. December 2.1987 Para detalles completos sobre la conformidad de la FDA con este protocolo, véase documento original).
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criterios de la AABB pidieron que la prueba de la ALT tuese obligada e hicieron lo mismo con la prueba de la antl-Hbc durante el otoño de 1987. Incluso con la implantación de la prueba de anticuerpos de la hepatitis C de primera generación en mayo de 1990, estas dos pruebas se mantuvieron, para conseguir que las unidades de sangre fueran lo más seguras posibles Las pruebas sustitulivas para VHC que utilizan ALT y anticuerpo HBc han disminuido el riesgo de hepatitis C transmitida por transfusión hasta un 1% a 2% hacia 1990 (Goldman, 1998). Se descartan las unidades que son reactivas para anti-HBc de forma repetida. Como hay cierta duda sobre la reproducibilidad de las pruebas reactivas de anti-HBc, se marcan los donantes y se excluyen de forma indelinida si 1) dos donaciones cualesquiera separadas muestran una prueba positiva antiHBc repetidamente reactiva o 2) existe una prueba confirmatoria positiva de un anti-HBc positivo utilizando otro método (EIA frente a RÍA) u reactivos de otros fabncantes. o demostrando que existe también un anli-Hbs positivo. Incluso aunque se excluyan los donantes anti-HBc positivos como donantes de sangre completa, su plasma puede almacenarse en depósitos de plasma y utilizarse para fabricar derivados. Se cree que las unidades de plasma antiHBc, que con frecuencia también contienen anti-HBs. deberían incluirse en estos depósitos para neutralizar cualquier pequeña cantidad de VHB no detectada por nuestros métodos de prueba actuales (Menitove, 1988). El 2 de mayo de 1990, la FDA aprobó una prueba de detección de primera generación para delectar anticuerpos frente al VHC. Esta prueba principalmente detectaba anticuerpos frente al antígeno c100-3 (región no estructural), un antígeno recombinante sencillo. Esta prueba EIA-1.0 disminuyó el riesgo de transmisión de VHC en un 80%. El 13 de marzo de 1992. la FDA aprobó la prueba EIA de segunda generación, denominada prueba de detección multiantígeno porque detecta anticuerpos frente al VHC utilizando varios antigenos recombmantes: el antígeno compuesto c200 (incluye dos antígenos de la región no estructural. c100-3 y c33c) y la proteina de la nucleocápside c22-3. Se piensa que incluso esta prueba de segunda generación más sensible puede no detectar hasta un 10% de las personas infectadas con el VHC (Alter, 1994). Cerca del 0,4% al 1% de los donantes de sangre estudiados son reactivos (RR) a EIA anti-VHC en repetidas ocasiones. La sensibilidad de la prueba de segunda generación es del 99,8% en los donantes de sangre, y las especilicidades del 48,5% para la infección VHC aguda y 83.6% para la crónica, con una ventana de seronegatividad de 60 a 90 días (NIH, 1997). La prueba anh-VHC de primera generación disminuyó el riesgo de infección VHC transmitida por transfusión a 1 por cada 3.300 unidades transfundidas. Al introducir la prueba de segunda generación de anticuerpos anti-VHC. el riesgo de transmisión de VHB por la transfusión sanguínea (1 de cada 63.000) se hizo mayor que el riesgo de V H C ( 1 de cada 103.000) (Korelitz. 1997). La tasa de seroprevalencia de VHC en la población general de Norteamérica y Europa es 1% a 2%, mientras que en donantes de sangre es del 0,3% al 0,9% (Alter, 1996; Murphy, 1996). Con este incremento en la sensibilidad de las pruebas de anticuerpos de hepatitis C de segunda generación, no había motivo para continuar la prueba de la ALT, asi que los crilerios de la AABB suspendieron la obligación de realizar la prueba de la ALT en los donantes de sangre en junio de 1995. La prueba de la ALT nunca fue una obligación por parle de la FDA. Muchos bancos de sangre continúan utilizando la prueba de la ALT para cumplir el requerimiento de la industria farmacéutica europea. El corte europeo de la ALT generalmente es dos veces el limite superior del normal. Todos los componentes sanguíneos de unidades que marcan por encima del corte deberían descartarse y se debe informar al donante de la alteración del resultado. Aunque las pruebas suplementarias de segunda generación para el anticuerpo del VHC son positivas en la gran mayoría de aquellos individuos de la población de alto riesgo (drogadictos por via intravenosa, homosexuales), sólo en un 25% de la población donante de bajo riesgo (Alter, 1994) se confirmó el positivo. También deberia valorarse que un 2,5% de las muestras con el EIA-2.0 repetidamente reactivo fueron clasificadas como indeterminadas con las pruebas adicionales de segunda generación (técnica recombinante de inmunoanálisis (RIBA)-2.0). más frecuentemente debido a la presencia solo de una banda VHC. La mayoría de los indeterminados (50% a 70%) se debieron a la reactividad al antígeno viral c22, y estas muestras indeterminadas fueron ARN-positivas para VHC en un 10% al 25% (Allain. 1 9 9 8 ) . Los donantes de sangre indeterminada con RIBA-2.0 tienen un alto potencial de trans-
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mitir VHC. ya que se detectó ARN del VHC en el 7 3 % al 95% de las muestras de sangre con prueba positiva y en el 14% a 2 1 % de las nuestras indeterminadas (Sayers. 1993; Kleinman. 1993; Yun. 1993). La prueba de detección de anticuerpo anti-VHC de segunda generación (VHC-2.0) no se utiliza ya para la detección de donantes, ya que el despistaje para hepatitis C con una prueba EIA aprobada por la FDA de tercera generación comenzó en junio de 1996 (ELISA de VHC versión 3.0 de Ortho). Esta versión mejorada incorpora un antigeno en la región viral NS5 del VHC, y derroca al anligeno c100-3, disminuyendo las reacciones no especificas con un ligero aumento en la sensibilidad. Las pruebas adicionales de segunda generación no pueden utilizarse para confirmar el EIA 3.0 Ac anti-VHC (FDA Memorándum, May 16. 1996), ya que el EIA 3.0 tiene un antigeno (NS5) que no existe en el RIBA-2.0. Los donantes rechazados debido a un despistaje repetidamente reactivo con el EIA 3.0 Ac anti-VHC deben ser confirmados con una prueba confirmatoria adicional de tercera generación. Las reacciones no específicas que interfieren con la prueba EIA pueden observarse con sueros envejecidos, hiperglobulmemia. sueros positivos para factor reumatoide y suero de personas recientemente vacunadas de gripe. Una prueba adicional multiantigénica de tercera generación aprobada por la FDA. también conocida como técnica del inmunoblol en tiras (SIA) VCH-3.0 RIBA Chiron, con antígeno codificado por VHC, utiliza antígenos recombinanles del VHC y péptidos inmovilizados como cuatro bandas virales individuales en las tiras de la prueba, y una banda control. Las bandas virales son: dos antigenos recombinantes (c33c y NS5) en una única banda; dos péptidos sintéticos pequeños. c100p y 5-1 -1 p. derivados de regiones no estructurales del virus: y un tercer péptido (c22p) correspondiente a la proteina viral de la nucleocápside (core). Estas representan solamente una porción de las regiones virales codificadas. La superóxido dismutasa humana recombinante (hSOD) se ha incluido como banda control en la tira. Se espera que esta prueba de confirmación de más valor ayude a resolver muchos patrones indeterminados con RIBA-2.0, ya que sólo un 7% de estos resultados RIBA-2.0 indeterminados se interpretaron como indeterminados por el RIBA-3.0. Las muestras indeterminadas RIBA2.0/negativas RIBA 3.0 carecen de reactividad a la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), mientras las muestras indeterminadas RIBA-2.0/indeterminadas RIBA-3.0 tienen reactividad PCR para VHC infrecuente (0,5% a 4%) (FDA guidance, September 1998: D o w . 1996). Los datos actuales indic a n u n a probabilidad de positividad RIBA-3.0 muy baja (0.8%) o positividad para A R N de VHC (ninguno detectado) en las muestras indeterminadas para RIBA-2.0'negalivas para EIA 3.0 (Uyttendaele, 1994; Destree. 1997). Se ha estimado que el riesgo actual de transmisión de VHC es de 1 de cada 103.000 transfusiones, c o n un acortamiento del periodo ventana a 70 dias (Kleinman, 1997). En septiembre de 1998. la FDA presentó u n a guia sobre u n a política retrospectiva que permitiese la cuarentena y disposición de unidades de recogida previas de donantes c o n pruebas de despistaje repetidamente reactivas para VHC. Estas pautas también incluyen la notificación a los receptores de unidades de donantes que posteriormente fueron reactivos para anti-VHC de forma repetida en u n a prueba de despistaje multiantigénica y reactivos en u n a prueba suplementaria de VHC. L o s detalles de estas recomendaciones, así c o m o los actuales algoritmos para el consejo al donante y la readmisión pueden conseguirse en la FDA (FDA Guidance, J u n e 1999). Aunque la NAT genómica basada en la amplificación para VHC o VIH todavía no está aprobada c o m o despistaje de la sangre del donante, la FDA apoya el estudio del donante cuando se realice de forma regulada por un protocolo de producto e n f a s e de investigación clínica (IND). Existen dos tecnologías disponibles para el estudio de donantes bajo los protocolos I N D . amplificación mediada por la trascripción (TMA) y PCR. AMPLIFICACIÓN MEDIADA POR TRANSCRIPCIÓN (GENPROBE CHIRON) La prueba VIH-1A/HC GenProbe detecta ARN de VIH-1 y/o VHC en un formato de tubo único multiplex. Implica tres pasos principales. El primer paso es la preparación de la muestra: procesamiento de la muestra, lisis viral y captura del ARN. El plasma se trata c o n detergente para liberar el ARN viral genómico. El ARN objetivo se captura por hibridación c o n oligómeros específicos de la diana unidos a través de las colas poli-dA y poli-dT a partículas magné-
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ticas y entonces se separa magnéticamente del resto de la muestra. Lo siguiente es la amplificación mediada por trascripción, que utiliza dos enzimas: la transcriptasa i n v e r s a y la polimerasa T7 en un proceso muy eficaz e isotérmico. Esto se sigue de una técnica de protección de la hibridación que utiliza sondas marcadas con acridinio para hibndar con el amplicón de ARN. La marca en la sonda no protegida, no hibridada a la diana, se destruye. Finalmente, la detección se realiza por quimioluminiscencia. Existe un control interno de la captura del ARN de VIH y VHC, amplificación y detección para permitir la monitorización de la actuación de los reactivos, operador e instrumentación. Si la prueba VIH7VHC es reactiva, las pruebas discriminatorias se utilizan para diferenciar a los dos virus. La prueba lleva aproximadamente cinco horas y media (FDA, December 14,1999). SISTEMA DE ROCHE COBAS Esta prueba utiliza r e a c c i o n e s paralelas separadas para VHC y VIH. El formato actual se basa en cinco procesos principales: 1) preparación de la muestra, incluyendo ultracentrifugación para concentrar el virus. 2) transcripción inversa del ARN objetivo para generar ADN complementario ( A D N c ) ; 3) amplificación mediante PCR del A D N c objetivo utilizando sondas especificas de secuencia; 4) hibridación de los productos amplificados por PCR (amplicón) para las sondas oligonucleótidas especificas del objetivo; y 5) detección de los productos de PCR amplificados unidos a la sonda utilizando conjugado de peroxidasa con avidina de rábano por colonmetria. Se amplifica simultáneamente un objetivo control interno. Una vez que la preparación de la muestra se ha completado, el proceso se automatiza completamente en el instrumento COBAS. La prueba dura aproximadamente seis horas (FDA. December 14,1999). En julio de 1999, los organismos reguladores en la Comunidad Europea recomendaron que todo el plasma recuperado utilizado para posterior fabricación fuera estudiado mediante PCR para VHC y VIH por NAT. El 1 de abril de 1999. en Alemania, el Instituto Paul Ehrlich recomendó que los productos sanguíneos celulares fueran escrutados por NAT. A mediados de 1999. la industria del plasma de EE.UU. y los centros de sangre a lo largo de este país obligaron a realizar NAT para hepatitis C y VIH mediante amplificación genómica. La disminución potencial estimada en los riesgos de transmisión de VHC es del 7 2 % y existe una disminución en el periodo ventana infeccioso (Schreiber. 1996) La prueba se realiza en grupos de muestras de 24 donantes (Centros de Sangre Americanos) o 128 muestras (Cruz Roja A m e r i c a n a ) . Existen algoritmos para identificar la muestra responsable de la reactividad del depósito. Se espera que el estudio de depósitos sea una medida provisional y que el estudio NAT automatizado de donantes individuales vuelva a estar disponible, posiblemente superando las limitaciones del depósito y dilución de muestras en cuanto a la sensibilidad de la técnica y a los retrasos en la disponibilidad de los productos de un depósito que sea positivo. Otros formatos de la prueba para la NAT del VHC que están disponibles en el contexto clínico incluyen las técnicas cualitativas y cuantitativas. Estas pueden utilizarse para confirmación del diagnóstico en pacientes con enfermedad crónica hepática, o para cuantificación de la carga viral de VHC (p. ej., técnicas de PCR o ADN ramificado), que, combinadas con los niveles séricos de ALT, son útiles para momtonzar el tratamiento y pronóstico en pacientes con un diagnóstico conocido de infección por VHC (NIH. 1997). Los estudios genotipicos y mulacionales son herramientas mvesligacionales útiles en la biología de la infección VHC. Se ha demostrado que el virus de la hepatitis 6 (VHG), un flavivirus recientemente reconocido, se transmite por transfusión. El VHG comparte el 2 7 % de homología con el VHC, y tiene algunas similitudes epidemiológicas. El VHG causa viremia, seroconversión y estado de portador persistente casi en el 100% de los infectados, a medida que se evidencia por la presencia del ARN del VHG en donantes de sangre con seguimientos durante 9 años (Lefree, 1997). Aunque se ha desvelado una elevación de las enzimas hepáticas durante la infección aguda, la enfermedad clínica, si existe, es muy leve (Alter, 1996), En pacientes mullítransfundidos se ha apreciado una alta prevalencia del ARN del VHG, al igual que en consumidores de drogas por vía intravenosa, hemofílicos, pacientes sometidos a diálisis y pacientes con hepatitis B o C (Masuko. 1996: De Filippi. 1997; Prati, 1998). Aproximadamente el 1% al 2% de donantes de sangre en EE.UU. llevan ARN del VHG, mientras en algunos estudios la frecuencia de anticuerpos anti-VHG E2 puede ser dos a cinco



veces mayor (Hadlock, 1998). El desarrollo de anticuerpos frente a la proteina E2 de la cubierta del VHG puede estar asociado con aclaramiento viral, y la posterior pérdida de anti-E2 puede representar la resolución de la infección (Batts. 1997: Prati. 1998). El significado clínico del VHG sigue siendo incierto; no hay pruebas con licencia disponibles, y no se han establecido recomendaciones para el despistaje (Alter, 1996). Recientemente, se ha propuesto como causa de la hepatitis postransfusional al virus transmitido por la transfusión (TTV). un virus ADN nuevo con un genoma circular de 4 kb relacionado estrechamente con los Circovindae. Su asociación con la enfermedad humana es incierta (Handa. 2000).



Sida A medida que se ha avanzado en el conocimiento del sida, la comunidad de bancos de sangre tomó medidas para frenar la infección VIH transmitida por la transfusión y el sida. En marzo de 1983. la FDA emitió unas guias para aulorrechazo de donantes de riesgo para sida; varones homosexuales o bisexuales con múltiples compañeros masculinos: adictos a drogas intravenosas, inmigrantes de Haití o África Central Iras 1977, hemofílicos. personas que muestran síntomas de infección VIH (sudores nocturnos, episodios prolongados de fiebre o diarrea, linfadenopalía, pérdida de peso significativa mexplícada, candidíasis oral o evidencia de sarcoma de Kaposi), y compañeros sexuales de estos grupos. En diciembre de 1984. la FDA redefinió el comportamiento de riesgo para los compañeros homosexuales "múltiples" como de más de uno. y en septiembre de 1985. la definición se hizo incluso más exigente cuando la FDA anunció que incluso un encuentro homosexual desde 1977 se consideraba comportamiento de alto riesgo. El estudio de anticuerpos de VIH comenzó en marzo de 1985, y poco después, hubo inquietud respecto a que los individuos de alto nesgo podrían utilizar el centro de sangre para obtener un estudio gratis en aquellas áreas carentes de estudios alternativos. Consecuentemente, la FDA investigó a los centros de sangre para proporcionar un sistema donde los donantes pudieran no sólo esperar que su sangre fuera completamente estudiada sino que se pudiera excluir la sangre para transfundir de forma confidencial. En octubre de 1986, la FDA reconoció como comportamiento de alto riesgo el contacto sexual con una prostituta durante los seis meses previos. En abril de 1988. la FDA incluyó la zona de África subsahanana en la categoría de alto riesgo, debido al riesgo de VIH-2. Aunque el lugar de origen y'o residencia desapareció como categoría de alto riesgo para infección VIH durante varios años, la detección de una nueva vanante (grupo O) de VIH1 no detectada de forma adecuada por las pruebas actuales forzaron a la FDA a reintroducir este criterio en diciembre de 1996 (wde infra). Debido a la disponibilidad de una prueba de VIH-2 y una prueba combinada de VIH-1/2. asi como otros avances técnicos/científicos, la FDA modificó la selección del donante y los procedimientos de rechazo, como se publicó en un memorándum con lecha de 23 de abril de 1992, y todavía están vigentes añadiendo lo reseñado previamente (FDA Memorándum, April 23.1992): 1.12 meses después del ultimo contacto, en vez de un rechazo de por vida para los compañeros sexuales de personas que demuestran comportamiento de alto riesgo. 2. Voluntario, en vez de utilización recomendada de la exclusión confidencial de la unidad. 3. Lugar o país de origen no se deberían utilizar ya como una razón para el rechazo (esto se cambió en 1996 para los cameruneses, como se reseña posteriormente) 4. La necesidad de indicar no solo por escrito sino mediante comunicación oral a través de una persona entrenada específicamente para ello que debería preguntar directamente a cada donante si él o ella tuvo comportamientos de alto riesgo para VIH y presentar textos educacionales que describan signos clínicos y síntomas de sida: los formularios de los donantes no deseables no tienen que incluir las respuestas a cada una de las preguntas directas sobre el comportamiento de riesgo, pero podrían indicar que el rechazo se basa en el comportamiento de alto riesgo. 5. Rechazo de 12 meses en las personas tratadas por sífilis o gonorrea. Desde el 11 de diciembre de 1996 (FDA Memorándum), tener el lugar de residencia en Camerún y países limítrofes se considera de alto riesgo para la infección VIH. grupo O, que no puede ser detectada de forma idónea median-
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te la tecnología actual. Las personas de estos paises son excluidas de forma indefinida (FDA Memorándum, December, 11 1996).



Estudio de anticuerpos del VIH Hasta el 31 de diciembre de 1996. hubo 8.261 casos de sida como resultado de la transfusión o trasplante de tejidos, y comprendían el 1,42% de todos los casos de sida (CDC Fteport, March 1, 1996), la mayoría de ellos debido a transfusiones administradas antes de que comenzara el despistaje para anticuerpos VIH en 1985. Desde 1986 a 1991, hubo cinco casos de sida por año causados por infecciones transmitidas a través de transfusiones de sangre infectadas escrutadas como "seronegativas" para VIH, abarcando un total de 38 casos transmitidos por sangre escrutada entre 1985 y 1997 (Kleinman, 1997). El riesgo de que una unidad seronegativa para la infección transmita la infección VIH es menor de 1 en 493.000 a 650.000 cuando se realiza el estudio de anticuerpos (Schreiber, 1996). La mejora de los paquetes de estudio en el despistaje de anticuerpos antiVIH ha acortado el periodo ventana seronegativo de 45 días antes de 1992. a 22 a 25 días en 1996. Las pruebas de tercera generación tienen una sensibilidad mayor para la detección de respuesta IgM e IgG precoz. Se pensaba que la obligatoriedad del estudio del antigeno p24 de VIH-1 disminuiría el periodo ventana en cinco a seis días (hasta los 16 dias) con una disminución asociada en el riesgo de 1 en 562.000 a 825.000 por unidad transfundida (AABB, 1996a). El NAT para el ARN del VIH probablemente reduzca más el riesgo, posiblemente a 1 en 2 millones. El VIH-1 se clasifica en grupos principal (M) y accesorios (O), y el grupo M se subdivíde en ocho subtipos (A hasta H). En EE.UU., el tipo predominante es el VIH grupo M, subtipo B, y los usados virales y antígenos recombinantes derivan de estos virus. El VIH-1 tiene una homología en la secuencia del ADN del 5 0 % con el VIH-2, y hasta un 9 0 % de reactividad inmunológica cruzada. La mayoria de la homología reside en las regiones g a g y env(Watkins. 1995). El virión y la estructura genómica del VIH es similar a otros retrovirus. El VIH es un virus ARN de cadena positiva con una envuelta lipídica, que pertenece a la familia de los lentivirus. El genoma proviral tiene 9,7 kb de largo. La estructura del VIH-1 está hecha de los genes env, gag y pol. Envcodifica para las glicoproteinas de la cubierta gp41 y gp120 que sobresalen de la bicapa lipídica y se unen al receptor CD4 de las células T. Estos dos se forman por proteólisis de la proteina precursora g p 1 6 0 . Gag codifica para las proteínas de la matriz y del core p 1 . p2, p6, p7, p15, p17, p24, y el precursor p r 5 5 . que más tarde se escinde por una proteasa después del autoensamblaje, un paso bloqueado por los inhibidores de las proteasas. Po/codifica la Iranscriptasa inversa (p51, p66), integrasa (32 kDa), proteasa (10 kDa) desde el precursor Pr160- " . Otros genes codifican para proteínas reguladoras íaíy rev. transactivadores esenciales para una expresión viral alta en los linfocitos CD4, y las proteínas accesorias vif, vpr. vpu y nef (Watkins, 1995). Las regiones hipervarlables contenidas en gp120 env (V1 a V5) revelan mucha de la divergencia significativa entre los VIH aislados (Watkins, 1995). El principal determinante neutralizante de VIH-1 es un bucle de 35 aminoácidos en la región V3, donde se unen los anticuerpos neutralizantes. Además, la cubierta de doble capa lípidica puede capturar proteínas del huésped como MHC de clase II, y otras (Watkins, 1995). La marcada variabilidad genética de VIH-1 se debe a una combinación con una alta lasa de error de la transcriptasa inversa y tasas altas de replicación durante un curso prolongado y conduce a la formación de virus estrechamente relacionados, aunque distintos, en el mismo individuo (cuasi especies). La rápida evolución de la resistencia a fármacos, cambios en la inmunogenicidad, y variaciones en el tropismo de la cepa viral (p. ej., virus linfotropo T frente a virus trófico para macrófagos) pueden también proceder de la variabilidad genética. ,m
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En general, la infección VIH-1 puede dividirse en Ires fases: pre-seroconversión (infección primaria), seropositivo asintomático y enfermedad clínica, cada una con duración, manifestaciones clínicas y de laboratorio distintas (Watkins, 1995). Las estrategias actuales en el banco de sangre están orientadas a la delección precoz durante la fase de pre-seroconversión o período de "ventana Infecciosa" mediante 1) el desarrollo de pruebas que sean más sensibles para detectar la respuesta inmune precoz y, 2) más recientemente, pruebas que detectan directamente al VIH. incluyendo la detección de la proteina antigénica (p24 del VIH) y detección de A R N de
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VIH sensible en líquidos corporales. Las técnicas autorizadas para el despistaje y consejo del donante incluyen aquellas que detectan anticuerpos trente al VIH, asi como la detección del antigeno p24 del VIH, que actualmente han alcanzado un limite de detección de aproximadamente 16 dias tras la exposición. La evidencia preliminar sugiere que los métodos de detección del ARN del VIH pueden acortar el periodo ventana infeccioso a 11 días tras la infección. El despistaje VIH de la sangre del donante se realiza utilizando una de las pruebas de combinación VIH-1,2 aprobadas por la FDA, comercialmente disponibles realizadas por EIA. Hoy, se utiliza un método EIA en fase sólida que emplea antígeno viral desnaturalizado recubierto con perlas (beads) o cajas de microtítulo. El suero se añade al antigeno viral desnaturalizado. Si hay VIH-1 o 2 en el suero del donante, se unirá al antígeno viral desnaturalizado. El anticuerpo VIH (Ac) se detecta utilizando reactivos pegados a A H G . Las muestras que inicialmente no son reactivas se interpretan como negativas. Para las muestras con una prueba inicialmente reactiva, el estudio se repite por duplicado. Si estas repeticiones no son reactivas, la unidad se considera negativa y se utiliza para transfusión. Si en el estudio total, la unidad es reactiva dos de tres o tres de tres veces, se considera reactiva de forma repelida y se destruyen todos los componentes labricados de esta unidad. Para aconsejar adecuadamente al donante, a esta muestra varias veces reactiva se le deben realizar varias pruebas adicionales para ver si se confirma positiva para anticuerpos VIH-1 o VIH-2. Primero se realiza una prueba adicional confirmatoria para Ac VIH-1. Si las pruebas confirmatorias anti-VIH-1 son negativas, debe realizarse el EIA de despistaje de Ac VIH-2 para descartar la posibilidad de infección VIH-2. Existen varias pruebas confirmatorias aprobadas por la FDA para V I H - 1 : tres de estas son pruebas VIH-1 de transferencia western (WB). y una es la técnica de inmunofluorescencia VIH-1 (IFA). Existe una prueba de Ac EIA aprobada por la FDA que detecta anticuerpos de VIH-2 en suero, dirigidos contra los antigenos de VIH-2. No existe prueba confirmatoria aprobada para VIH-2. La prueba WB (Cyrus, 1988) es simplemente un procedimiento de detección antígeno-anticuerpo en su etapa final. La dificultad está en separar los antigenos virales desnaturalizados en sus distintas bandas proteicas purificadas. Primero, se fragmenta el virus desnaturalizado y se Introduce en electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE), donde las proteínas virales se separan según su tamaño. Entonces se pone este gel (es transferido) en papel de nitrocelulosa haciendo atravesar una corriente a través del PAGE a 90 grados por su superficie. Entonces, las bandas proteicas virales separadas (antigenos), ahora en la tira de papel, se incuban con el suero del donante. Si hay anticuerpo VIH-1 en el suero, reaccionará con las bandas proteicas especificas en la tira de papel de nitrocelulosa. que aparecerá como bandas coloreadas al añadir AHG, unida con un sistema de sustrato enzimacromogénico, como es la biotina-avidina. Las bandas especificas que pueden aparecer incluyen 1) proteina (p) 18. p24 y p55, que corresponden con el antígeno específico de grupo (GAG)/productos génicos del core viral; 2) p 3 1 , p51 y p66, que se corresponden con los productos génicos de la polimerasa (POL); y (3) g p 4 1 , gp120 y gp160, que se corresponden con los productos génicos de la cubierta (ENV) del VIH-1 (Cenlers for Disease Control (CDC), 1989). El CDC contrastó cuatro métodos para interpretar la prueba confirmatoria de anticuerpos del VIH-1 por transferencia western y concluyó que el grupo de criterios utilizados inicialmente - e s decir, que requieren reactividad del producto de tres genes (GAG, POL y ENV) para definir una transferencia western positiva- no fue suficientemente sensible para la salud pública o práctica clínica porque proporcionó resultados de transferencia western indeterminados más que positivos en vanos pacientes con sida conocido (CDC, 1989). El producto del gen POL, p31, tenía una sensibilidad demasiado baja para utilizarse para confirmación. Actualmente, las tres pruebas de transferencia weslem adicionales para anticuerpos de VIH-1 aprobadas por la FDA se interpretan como positivas cuando al menos dos de las siguientes bandas aparecen: p24, p 4 1 , o gp120/160 (CDC, 1991). Se indica que un resultado WB de VIH-1 es indeterminado cuando existe la presencia de alguna banda o grupos de bandas que no cumplen los criterios de un resultado positivo como se describe previamente. Estas bandas pueden estar presentes en zonas VIH-1 o no VIH-1. Un patrón WB negativo es la ausencia completa de cualquier banda.
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Como ejemplo, se recibe una muestra de suero para confirmación de WB de VIH-1 tras ser reactiva repetidamente en el despistaje de anticuerpos con E l A d e VIH-1.2. Si existieran bandas en la transferencia western de VIH-1 en p24 y gp41. los critenos actuales definirían esta muestra como positiva. Por otro lado, si se apreciaran las bandas en p24 y p38 (no VIH), la muestra se consideraría indeterminada. Si no se observasen bandas, la muestra sena negativa. Los individuos de alto riesgo que sufren una seroconversión reciente y muestran un patrón de transferencia western VIH-1 indeterminado desarrollarán un patrón diagnóstico de Ac de VIH-1 en seis meses (CDC. 1989). El Memorándum de la FDA del 23 de Abril de 1992 también permitió la utilización de una tecnología confirmatoria alternativa de VIH-1. la técnica de inmunofluorescencía aprobada. Fluorognost VIH-1 IFA (Waldheim Pharmazeulika, GmbH, Viena, Austria). En esta IFA, las células T que expresan el antígeno VIH-1 (el virus) están fijas a receptáculos en una superficie de cristal. Se proporcionan receptáculos separados que contienen células T lijadas negativas para el antígeno VIH-1 (no infectadas) como control negativo. Si en el suero hay anticuerpos VIH-1. se unirán a las células T infectadas fijas. Estos anticuerpos unidos se detectan con AHG conjugada con fluoresceina. que emite luz fluorescente en presencia de luz ultravioleta. La emisión de luz fluorescente se evalúa microscópicamente y se informa como positivo, negativo o indeterminado (FDA. April 23, 1992). Además de la IFA, la técnica de aglutinación rápida con látex y el sistema diagnóstico colorimétrico de utilización sencilla (SUDS) pueden utilizarse para escrutar donantes de sangre en situaciones urgentes, pero sobre todo se utilizan para estudio urgente en hospitales, laboratorios, clínicas médicas, consultorios médicos, situaciones de cuidados urgentes, bancos de sangre, y otros contextos de cuidados de la salud cuando una técnica de enzimoinmunoabsorción de rutina (ELISA) no está disponible o es impracticable. Como existen pruebas de identificación de anticuerpos y se requieren varias semanas para desarrollar anticuerpos tras la exposición, es posible tener viremia VIH y transmitir el virus desde el donante al receptor en el momento en el que la prueba de anticuerpos VIH sea negativa Esta franja de tiempo se denomina "fase ventana" infecciosa seronegativa y se estimó que es de 45 días para la población de donantes de sangre en 1992 (Petersen, 1994), pero de 22 a 25 días en 1995. Como se menciono previamente, el período ventana se ha acortado a 16 días con el estudio del antigeno p24, y se espera que se acorte a 11 días con NAT. El estudio del antígeno p24 del VIH-1 no se requirió originalmente para el despistaje de donante de sangre porque tras revisar los datos disponibles el 23 de marzo de 1989. el Comité de Recomendación de Productos de Sangre de la FDA concluyó que esta prueba no proporcionaría información adicional sobre el despistaje de la sangre del donante. Sin embargo, el comité recomendó que se aprobara la prueba del antigeno p24 del VIH1 para la evaluación diagnóstica y pronostica en pacientes. En 1995. la FDA recomendó que el estudio de muestras de donante empezara a medida que la prueba del antígeno p24 del VIH-1 estuviera disponible. Si el EIA del p24 del VIH-1 inicial es reactivo, debería repetirse dos veces (FDA Memorándum. August 8 . 1 9 9 5 ) . Cuando existe una prueba de antigeno p24 VIH-1 reactiva repetidas veces, debería realizarse una prueba de neutralización. Esta es una prueba de antigeno p24 del VIH-1 realizada en presencia de anticuerpo exógeno anti-p24 en solución añadida al sistema para bloquear (neutralizar) cualquier antigeno p24 del VIH-1 en la muestra del paciente. Cuando la causa de la prueba repetidamente reactiva sea la presencia de p24 del VIH-1 en la muestra, la adición del anticuerpo neutralizante debería evitar que el antigeno presente alcance los lugares de unión en la fase sólida. Si la prueba de neutralización muestra reactividad reducida (es decir, neutralización), la interpretación es que la prueba de neutralización confirma la presencia del antígeno VIH-1, Por otro lado, si la prueba de neutralización no muestra un efecto sobre la reactividad (es decir, no es neutralizante) o los resultados no son válidos, la muestra se considera indeterminada para el antígeno p24 del VIH-1 (nótese que un resultado negativo no existe). Los donantes con neutralización positiva no se deberían diagnosticar de infección V I H basándose solo en el resultado de la prueba del antígeno p24 del V I H . pero se debería realizar el estudio de anticuerpos anti-VIH-1 Iras un mínimo de ocho semanas, y si es positivo, se debería derivar al individuo para cuidados médicos si los precisa. Si



el reestudio realizado al menos ocho semanas después es negativo para anticuerpo anti-VIH-1. es necesario remitir al individuo para una evaluación médica más completa incluyendo recuento de linlocitos T C D 4 - . estudio de VIH por PCR u otro estudio para solucionar el resultado anormal y clarificar el diagnóstico (CDC, March 1, 1996) Los problemas debidos a la pobre estabilidad del antigeno p24 del VIH-1 en las muestras requieren que el estudio del antígeno, así como la confirmación por neutralización, se realice tan pronto como sea posible después de extraer la muestra, y con un máximo de tiempo de almacenamiento de las muestras del donante permisible de siete días a temperatura frigorífica (4 C ) . Si el tiempo de almacenamiento antes del estudio es mayor se requiere la congelación a - 2 0 С o menos (AABB. 1996a). Las valoraciones iniciales del impacto del estudio del antigeno p24 del VIH indicaron un acortamiento del periodo ventana a 16 días (desde 22 días con Ac de VIH-1,2) con una posible reducción en el riesgo desde el actual 1 en 450.000. hasta 1 en 562.500 a 825.000 (Busch. 19969, identificando siete donaciones en "periodos ventana" infectadas por VIH cada año en EE.UU. Los datos preliminares de 3 millones de donaciones mostraron la detección de uno de estos casos (Kleinman. 1997). En el momento actual, se cree que la prueba del ácido nucleico probablemente reemplazará al antígeno p24 del VIH en la detección de las infecciones del periodo ventana (wde inlra). Como se mencionó previamente, en aquellas muestras reactivas de lorma repetida mediante la prueba combinada VIH-1.2 EIA Ac, donde la prueba VIH1 Ac adicional es negativa o indeterminada, se debería realizar la prueba aprobada por la FDA VIH-2 EIA Ac (Genetic Systems. Corp., Redmond. WA) para descartar la presencia de VIH-2 Ac. Si la prueba VIH-2 EIA Ac es reactiva de forma repetida, otras pruebas adicionales investigacionales, no autorizadas, pueden ayudar en el diseño de la naturaleza de esta prueba reactiva VIH-2 Ac de forma repetida con el propósito de aconsejar al donante (FDA Memorándum, April 2 3 . 1 9 9 2 ) : 1. Una prueba VIH-2 WB se considera positiva si agrupa gp105 (ENV) solo, o con gp34 (ENV), y existe cualquier agrupación (1) p26 (GAG) o (2) p31 (POL. endonucleasa) o complejo p68'58
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Pruebas confirmatorias de reactividad repetida para las enfermedades transmitidas por transfusión ALT>2x ANTÍGENO ANTI VIH ANTIANTINML HFJsAg VIH p24 VIH-1,2 NAT HTLV-I/II HCV
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VIHp24 = antigenos del virus de inmunodeliciencia humana; Anti-HTLV = Anticuerpo del virus de leucemia de celulas-T anti-humano. ALT = alanina aminotransferasa. HBaAg = antígenos de superficie de hepatitis B. VIH NAT = Pruebas de acido nucleico para el virus de inmunodeficiencia humana; Arili-HCV = anlicuerpo del virus anti-hepatitis C. Anti-HBc = anticuerpo central de anti-hepatitis B STS = prueba serológica para sífilis, NML= nivel normal 'Data Irom American Red Cross Penn-Jersey Region Testing Information Guide, revised June 10.1993 •Datos de Schreiber y col. (1996).



cionados). Consecuentemente, la vasta mayoría de las pruebas combinadas EIA Ab para despistaje de VIH-1,2 en la población de donantes de bajo riesgo que son repetidamente reactivos tendrán una falsa reacción "positiva" biológicamente. Esta reacción falsa-positiva podría deberse a (1) problemas técnicos en la realización de la prueba, como un lavado inadecuado o conducción de la prueba a temperaturas de reacción inadecuadas; y (2) causas biológicas, como reactividad entre anticuerpos HLA-DR en el suero del donante que reaccionan con los antígenos HLA-DR presentes en la linea celular utilizada para producir el antígeno viral o el suero con contenido de altos niveles de IgG o el suero de aquellos que han recibido recientemente una vacuna contra la gripe. Debido a esta alta tasa de reactividad biológica falsa-positiva, la FDA ha proporcionado un algoritmo de reentrada (FDA Memorándum, April 23. 1992), como se muestra en la Figura 31-2, cuyos aspectos importantes incluyen:



homología del 6 5 % al 7 0 % con el VIH-1 y una similitud del 5 6 % con el VIH2. En 1994, el CDC determinó que las pruebas de despistaje autorizadas y actuales no detectaban los anticuerpos VIH-1 del grupo O en uno o dos de los ocho sueros positivos conocidos y testados. En 1996, se identificaron



1. Un intervalo de seis meses entre las recogidas de muestras del donante para descartar una incubación viral en la fase de ventana. 2. Reacciones negativas de la prueba VIH-1 Ac adicional autorizada: la VIH-1 W B o la VIH-1 1FA 3. Reacciones negativas de la prueba autorizada VIH-1 EIA Ac realizada de un lisado viral total. 4. Reacciones negativas por una segunda y diferente prueba autorizada VIH-2 Ac. Para más detalles concernientes a la conformidad de la FDA con este y cualquier otro algoritmo de la FDA, por favor consulte el documento original. Se espera que este protocolo de reentrada o readmisión se cambie después de la aprobación de la FDA de la prueba VIH NAT. Debería anotarse también que el VIH-1 WB falso-positivo ocurre en 1 de 243.902 donantes normales (~1 de cada 41 WB positivos), en un contexto de repetidos cultivos virales negativos de seguimiento, el antigeno VIH p24 negativo, y negativo VIH-1 ARN PCR (Sayre, 1996). Las causas de falsospositivos pueden incluir reactividad no especifica del suero del donante con un epítopo de gp41 lo que origina múltiples bandas cubiertas, con o sin acompañamiento de reacciones no específicas al p24. La mayoría de estos casos carecen de reactividad de p31 (POL). Además del 15% al 3 0 % de donantes negativos VIH EIA tienen una reactividad a la banda p24 falsa-positiva en WB. Se deberían evitar los errores en la rotulación, la contaminación cruzada, o la mala interpretación de las bandas (Busch, 1996: Sayre, 1996). Es una práctica modelo que las bandas WB sean leídas de forma independiente por dos observadores y resolver cualquier discrepancia antes de que se llegue a una interpretación final. En 1994, se publicó un tipo 1 de V I H , virus del grupo O (periférico) en dos pacientes de Camerún. El análisis de la secuencia del A D N mostró una



Figura 31-2. Mapa de flujo para readmisión de donantes recomendado por la FDA siguiendo una reactividad repetida en las pruebas de despistaje de anticuerpos VIH. 1.2 EIA combinados. (Modificado del FDA Memorándum. April. 23. 1992). Para detalles completos sobre la conformidad de la FDA con este protocolo, véase el documento original). Se asume que la prueba del antigeno VIH-1 será parte de la readmisión de Ac VIH cuando esté disponible para su utilización.
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en EE.UU. dos casos de VIH-1 del grupo O (CDC. 1 de julio. 1996). Sin una prueba permitida que detecte de forma segura anticuerpos del VIH-1 del grupo O. la FDA recomendó la exclusión de los grupos de riesgo (véanse los criterios de selección del donante), quedando pendiente la concesión de licencia de pruebas para este virus (FDA Memorandu, December 11, 1996).



se destruyen y se utilizan pruebas investigacionales adicionales no autorizadas para confirmar la especicifidad de la prueba ElAAc:



NAT, también conocido como prueba de amplificación genómica (GAT), ha sido aprobado para la cuantificación de carga viral en plasma VIH-1 en la práctica clínica, y a la larga seria autorizado para el despistaje del donante. La FDA ha elaborado pautas detalladas para la industria en la fabricación y validación clínica de las pruebas para detectar secuencias de ácidos nucleicos de VIH. Las estimaciones basadas en el estudio de la realización de pruebas preliminares sugieren que el despistaje del donante con NAT puede acortar el período ventana en 11 días (11 a 12 días) como se compara con el anti-VIH-1.2 EIA (22 días) y VIH p24 Ag (16 días), provocando un 5 0 % de reducción en el nesgo residual de transmisión del VIH por las infecciones en las transfusiones del período ventana (Schreiber, 1996). A mediados de 1999, en los centros de donantes de EE.UU. se ha comenzado a utilizar el NAT para despistaje de donante junto con NAT para HCV (Busch. 2000). aunque no está autorizado por la FDA.



2. El análisis por radiommunoprecipitación (RIPA) determina mejor los anticuerpos en los complejos de proteínas recubiertas gp46 y gp 61/68.



HTLV-1 y HTLV-2 En diciembre de 1988, la FDA comunicó a los centros de sangre que realizaran las pruebas de anticuerpo del virus humano T-linlotropo tipo 1 (HTLV-1) en cada unidad de sangre recogida (CDC, 1988: FDA Memorándum, November 29, 1988). Debido a que el virus se había transmitido solo por productos celulares sanguíneos, la FDA no solicitó para comprobar las donaciones de origen de plasma utilizadas en posteriores fabricaciones. La prueba de despistaje actual es un método de detección HTLV-I/II EIA Ac similar en su principio al realizado para los anticuerpos VIH. En EE.UU., el HTLV-1 tuvo su origen en áreas endémicas (El Caribe, Japón,), mientras el HTLV-II se asoció al uso de drogas intravenosas y es endémica en las poblaciones de nativos Americanos en todas partes de América. La transmisión ocurre por alimentación de leche materna, contacto sexual y productos sanguíneos (Stoeckle. 1995). En los E E U U . aproximadamente el 6 0 % de las infecciones de HTLV en los donantes de sangre se deben a HTLV-II. El HTLV-II a menudo comparte un 7 0 % de homología en la secuencia de aminoácidos con HTLV-I, y los anticuerpos para HTLV-II suelen reaccionar, aunque no es predecible con los antigenos presentes en la prueba de despistaje de HTLV-1. El ElAs inicial de anticuerpo anti-HTLV-l utilizado desde noviembre de 1988. no pudo identificar del 9% al 4 5 % de las infecciones HTLV-II. Las modificaciones se desarrollaron basándose en la incorporación de un recombmanle HTLV-1 de la región recubierta de la transmembrana (rgp21e), que tiene una reactividad cruzada serológica significativa entre ambos virus, y se ha demostrado que tiene mejor especicifidad y sensibilidad para la detección del anticuerpo HTLV-II (Vrielink, 1996). En agosto de 1997, la FDA autoriza la primera prueba de despistaje de anticuerpos para HTLV-I/II (EIA), presentando verdaderos antigenos HTLV-II. Los donantes reactivos de forma repetida deberían rechazarse de forma permanente cuando se confirme la existencia de anticuerpos ya sean de HTLV-I o HTLV-II mediante la prueba adicional autorizada cuando esté disponible. En la ausencia de una prueba autorizada confirmatoria, se debería rechazar a los donantes de forma indefinida si la prueba de despistaje del anticuerpo anti-HTLV-l/HTLV-ll es reactiva de forma repetida ya sea (1) en más de una donación separada, o (2) con un tipo diferente de prueba en la misma donación (CDC, 1988: FDAGuidance. August 15,1997). Después de su introducción en 1988. se estimó que la búsqueda del HTLV-I en la sangre del donante disminuyó la transmisión de HTLV de 1 en 5.000 a 1 en 50.000 y, más recientemente, a 1 en 643.000 (Schreiber. 1996). Hasta la fecha, no está autorizada ninguna prueba adicional más específica para los anticuerpos al HTLV-I o HTLV-II. Se pueden realizar oirás pruebas investigacionales más especificas para detectar y aconsejar a los donantes con pruebas de despistaje reactivas de forma repetida para anticuerpos HTLV-I y HTLV-II. Aquellas unidades reactivas de forma repelida (dos de tres o tres de tres elevaciones) en las pruebas de despistaje para el anticuerpo HTLV-I o HTLV-II



1 Las pruebas de HTLV-I WB determinan los anticuerpos al grupo de antigenos específicos [GAG], proteínas core, p l 9 . p24 y p28: el complejo de proteínas recubiertas gp46 y gp 61/68 está solo variablemente presente.



3. Un WB recombmado que contiene antigenos WB habituales asi como también las bandas antigénicas recombinantes p21e y gp46. Cualquier sistema utilizado como confirmación, para considerarse positivo para HTLV-1 debería demostrar anticuerpos al p24 GAG. proleina core, anticuerpos positivos para al menos un ENV. banda de glicoproteina gp46. o el complejo gp61/68 (CDC. 1988; FDA Memorándum, November 29,1988). No está clara la utilidad del antígeno recombinado p 2 i e (Ness, 1994) en el esquema confirmatorio. Los resultados de estas pruebas confirmatonas no pueden utilizarse para reaceptar o para descartar donantes de forma permanente, a menos que la FDA los autorice específicamente para este propósito. Sin embargo, las pruebas con PCR y con antígenos HTLV-II recombinados pueden ser útiles para aconsejar a los pacientes que puedan ser positivos para el HTLV-II. También se ha recomendado el programa de "Recuerdo" para HTLV-1, pero se debería tener en cuenta que pueden pasar incluso décadas hasta que el virus se manifieste por si solo como leucemia de células T adultas/lmfoma (LTA). en un o como la paraparesia espástica tropical (TSP). también conocida como la mielopatia asociada al HTLV (HAM). en un 2,4% (Fndley, 1989). El LTA es una neoplasia maligna de las células T maduras caracterizado por CD3+, CD4+, CD8-. CD7- y expresión de la transferasa deoxinucleotidil terminal (TdT-). Clínicamente, se observan adenopatias. lesiones cutáneas, hepatomegalia, esplenomegalia. infecciones fúngicas superficiales recurrentes, elevación del recuento sanguíneo (CBC). Imfocitosis con núcleos convolutos e hipercalcemia con lesiones ósea líticas difusas. La vasta mayoría de los individuos con anticuerpos HTLV-1 positivos nunca demuestran síntomas (CDC, 1988: FDA Memorándum. November 29. 1988). El virus HTLV-II está asociado solo con TSP / HAM (Vrielink, 1997; CDC, 1988; FDA Memorándum, August 15,1997; Ness, 1994). Ni el HTLV-I ni el HTLV-II causan sida, pero los pacientes tienen una inmunidad mediada por células defectuosa y pueden tener anergia cutánea, e incremento en la prevalencia de tuberculosis, bronquitis, neumonía, infecciones fúngicas. e infecciones vesicales o renales (Murphy, 1997: Stoeckle. 1995). El HTLV-I y el HTLV-II son virus que se rodean de células, como el citomegalovirus, y se considera que la reducción de leucocitos puede disminuir el riesgo de transmisión viral. No se cree que la transfusión de plasma pueda transmitir HTLV o CMV, o tiene un nesgo de transmisión bajo. Para mayor información sobre las enfermedades transmitidas por la transfusión, como CMV y el parvovirus B19 consulte más adelante en este capítulo el apartado Enfermedades transmitidas por transfusión de sangre. El repaso de la Tabla 31-3 muestra que en muchos donantes no se confirma incluso después de obtener pruebas repetidamente reactivas mediante prueba de despistaje. Estas pruebas de despistaje viral son altamente sensitivas, pero no específicas, por eso no se espera este hallazgo. En el epígrafe de "periodo ventana" de la Tabla 31-3 se muestra específicamente la fase negativa-falsa para cada uno de los virus y pruebas enumeradas.



CONSERVACIÓN DE LA SANGRE Anticoagulantes y aditivos de los hematíes sanguíneos El citrato se utilizó como un anticoagulante sanguíneo en 1914 (Huslin). Este aglutina el calcio y por consiguiente previene la activación de la cascada de coagulación. La dextrosa (ue añadida al curato en 1916 (Rous) para proporcionar una fuente de energía a los hematíes sanguíneos, pero debido
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al pH alcalino, se produjo una caramelización durante el proceso de esterilización con calor. Consecuentemente, el citrato y la dextrosa tenían que ser esterilizados separadamente y mezclados justo antes de la recogida sanguínea. A principios de los años 40. el pH de esta mezcla de citrato dextrosa se disminuyó al añadir ácido cítrico (Loutil. 1943). Esta nueva solución, ácido cítrico dextrosa (ACD). con un pH reducido, podía ser esterilizada por calentamiento sin la caramelización y llegar a ser el anticoagulante sanguíneo estándar. Durante los años 50, se desarrolló el citrato fosfato dextrosa (CPD) (Gibson. 1957). El C P D se preparó al añadir fosfato inorgánico intermediario al ACD para incrementar la producción de adenosina trisfosfato (ATP) y con ello incrementar la viabilidad de los hematíes sanguíneos. El C P D requiere menos ácido cítrico que el ACD. En consecuencia, el pH es más alto, asi que el 2.3-difosfoglicerato (2,3-DPG) se mantiene mejor durante el almacenamiento de hematíes sanguíneos y no se agola hasta dos semanas. El 2.3DPG inicia la liberación de oxígeno, desde la hemoglobina en los hematíes sanguíneos, a los tejidos. Se demostró que la adenina optimizaba la supervivencia de los RBC anlicoagulados del donante, durante el almacenamiento (Simón. 1962). Durante los años 70. los fabricantes de bolsas de sangre añadieron adenina al CDP. CPDA-1. y esto permitió aumentar el tiempo máximo de almacenamiento de la sangre de 21 días (ACD, CDP) a 35 días en 1" a 6 " C . La adenina provee un sustrato a los hematíes para maximizar la síntesis de ATP y por eso proporciona un incremento de la viabilidad de los RBC Durante los años 80. el tiempo de almacenamiento de la sangre se incrementó a 42 días al introducir los fabricantes aditivos de RBC (Roberts. 1986).



Tabla 31-4 Características de sangre completa almacenada durante 35 días en CPDA-1 (N = 1 0 ) ' Tiempo de almacenamiento (días) 0



7



14



21



35



Dextrosa en plasma (mg/dl)



432



374



357



324



282



Sodio en plasma (mEq/l) Potasio en plasma (mEq/l)



169



162



159



157



153



3,3



12.3



17,6



21.7



17.2



84



81



79



77



79



Bicarbonato en plasma (mEq/l)



12.0



17,0



12,5



12.2



8,0



pH do sangre completa Láclalo d e s a n g r e c o m p l e t a (mg/dl)



7.16 19



6,94 62



6,93 91



6.87 130



6.73 202



LD en plasma (unidades) 296 Amoniaco en sangre completa 82 (Mg/di)



1.O02 280



1.222 423



1.457 521



1 816 703



Hemoglobina en plasma (mg/dl)



0.5



13.1



24.7



24.7



45.6



W B C (x lO'/ul) H e m a t o c r i t o (%)



7.2



4.0



3 u



2.8



2.4



35



36



35



36



36



Hemoglobina de RBC (g/dl)



12



12



12



12



12



4,0



4,0



3,9



3,9



3,9



Cloruro en plasma (mEq/l)



RBC (x107pl) Hematíes e n 2 . 3 - D P G (umol/g Hb)Hematíes e n A T P (Mmoi/g Hb)



0,7



13,2 4.18



—



2,40



"Datos de L a t h a m JT. Bove JR W e i n c h FL C h e m i c a l a n d hematologic c h a n g e s in stored CPDA-1 blood. Transtusion 1982; 22 158 •Moore G L . Peck CC Sotimer PR. Z u c k TF Some properties of b l o o d stored in anticoagulant C P D A - 1 solution. Transfusion 1981. 2 1 1 3 5 De Triulzi D f e d ) : B l o o d Translusion Therapy. A P h y s i c i a n s H a n d b o o k Bethesd a , M D . Asociación A m e r i c a n a d e B a n c o s d e S a n g r e , 1999. p a g s . 6-7, c o n autorización.
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Primero, se pone la sangre en CPD o citrato fosfato doble dextrosa (CP2D). Después se retira el plasma y se añaden 100 mi del aditivo RBC (p. ej.. Adsol [Fenwal]). desde una bolsa adjunta. La solución aditiva consiste en una solución salina, adenina, y una alia concentración de dextrosa. El manitol, un agente estabilizador de membrana del RBC. también puede ser parte del sistema aditivo.



Cambios bioquímicos durante el almacenamiento líquido Con todas las soluciones conservantes anticoagulantes mencionadas anteriormente, los cambios bioquímicos ocurren durante el almacenamiento de RBC. Al comparar el primer día del almacenamiento de CPDA-1 al ultimo día de duración en el almacén se muestra que el pH desciende del 7,2 al 6.7; el ATP cae considerablemente; el 2.3-DPG disminuye del 100% a menos del 10%; el potasio del plasma se eleva en grandes proporciones; el sodio del plasma disminuye: y se incrementa la hemoglobina del plasma (Tabla 31-4). Estas alteraciones son muy importantes en ei caso de transfusiones m a s i vas (superiores a entre una vez y una vez y media el volumen total de sangre) y transfusiones neonatales.



Almacenamiento de hematíes congelados La congelación de RBC protege a las unidades durante grandes períodos de tiempo. Las indicaciones típicas para congelar RBC incluyen la conservación de unidades con fenotipos de RBC raros y unidades autólogas cuando la cirugía programada se retrasa más de la fecha de caducidad del líquido de RBC almacenado. Hay tres métodos utilizados para congelar RBC: alta cantidad de glicerol (40% p/v de la concentración final), aglomeración y baja cantidad de glicerol (20% p/v de la concentración final) (Dawson. 1977). En esta sección solo se va a describir el método de alta cantidad de glicerol, debido a que éste es el procedimiento utilizado por la vasta mayoría de los laboratorios en los EE.UU. (para mayor información, véase más adelante Hematíes congelados). El glicerol es un agenle crioprotector, que entra en la célula, altera su tonicidad, y por lo tanto, varia su índice de congelación evitando la formación o limitando el crecimiento de los cristales de agua intracelulares que pueden producir daño celular letal. La congelación debería realizarse en RBC de menos de seis días de edad para mantener niveles altos de 2.3-DPG. Sin embargo, se podrían utilizar para la congelación hematíes de cualquier tiempo aceptable de hasta tres días pasada la fecha de caducidad de almacenamiento en liquido, si el rejuvenecimiento (vide mira) se realiza antes de la glicerolización y la congelación. La glicerolización tiene lugar a temperatura ambiente empleando hematíes sanguíneos de los que se ha extraído casi todo el plasma. La adición lenta del glicerol, la constante agitación de los hematíes y el tiempo de estabilización evitan un cambio repentino de la presión osmótica que podría de alguna torma contribuir a la hemolisis durante el procedimiento de descongelación. Habitualmente se utiliza una bolsa especial de congelamiento de poliolefina para tratar de reducir la hemolisis y para proporcionar un recipiente que soporte mejor las bajas temperaturas. Como estas bolsas plásticas pueden agrietarse con facilidad al manipularlas, se colocan en latas metálicas o cartones para su protección Entonces, las latas o frascos con producto glicerolizado con hematíes sanguíneos se colocan en un congelador eléctrico que puede mantener temperaturas por debajo de los -65 C. Los hematíes sanguíneos congelados procesados por técnicas aceptables pueden ser almacenados hasta 10 años. Los RBC congelados son descongelados en su bolsa protectora al baño de agua a 37 C o en un calentador seco. La descongelación dura unos 10 minutos. El glicerol debe extraerse gradualmente de las RBC para evitar la hemolisis in vitro o in vivo. C



Como el entorno intracelular eritrocitario de los RBC congelados es hipertónico (comparado con el plasma) por el glicerol. se debería realizar una disminución progresiva en las concentraciones de las soluciones hipertónicas para permitir al glicerol salir de las células. Esto se lleva a cabo con lavado-
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Componentes y derivados sanguíneos comunes usados en hemoterapia



Componente sanguineo o derivado



Características



Volumen aproximado



Tiempo de almacenamiento



Indicaciones y comentarios



Sangre completa



R B C y p l a s m a , las p l a q u e t a s no s o n v i a b l e s después d e 2 4 h o r a s d e almacenamiento. Factores de coagulación i n e s t a b l e d i s m i n u y e n s i g n i f i c a n t e m e n t e después de 2 días de almacenamiento Hcto 36-44% (dilución por a n t i c o a g u l a n t e ) ; 4 5 0 m i de sangre. Anlicoagulante C P D o C P D A - 1 63 mi. L e u c o c i t o s 1-3 x 1 0 ' .



520 m i



C P D 2 1 días a 1°-6 °C C P D A - 1 : 35 días a 1 - 6 °C



Transfusión m a s i v a d o n d e se necesita m a s a d e hematíes y v o l u m e n d e p l a s m a ; s a n g r a d o a c t i v o enérgico L a s características d e l flujo s o n rápidas ( R B C en solución a d i t i v a p u e d e ser u n a a l t e r n a t i v a ) L a transfusión d e s a n g r e c o m p l e t a s i e m p r e d e b e ser d e g r u p o A B O e s p e c i l i c o . U n a u n i d a d elevará e l H b en 1 g en un a d u l t o m e d i o .



Hemalies



Concenirado de RBC con volumen de plasma reducido; W B C plaquetas, c o m o para sangre completa Hct 70-80%.



260 mi



Como sangre completa



A n e m i a sintomática en p a c i e n t e s normovolémicos; p a c i e n t e s q u e n o toleran u n v o l u m e n e x c e s i v o Características de fluio más lentas q u e la s a n g r e c o m p l e t a o R B C en solución a d i t i v a L o s cristaloides y los c o l o i d e s s o n u s a d o s para incrementar el flujo. Una u n i d a d incrementará Hb en 1 g p a r a un a d u l t o de talla p r o m e d i o 10 ml/kg en l a c t a n t e s elevara Hb en 3 g



Hematíes RBCs con volumen de plasma en solución a d i t i v a r e d u c i d o y 100 mi a d i c i o n a l e s ( a d e n m a - s o l salina) de solución a d i t i v a WBC y plaquetas c o m o para sangre completa



340 mi



42 días a r-6'C



Lo m i s m o para sangre completa o concentrado de R B C . Se c o n s i g u e n flujos rápidos. No se p u e d e añadir n i n g u n a o l r a solución q u e s a l m o isotónica S e p u e d e n usar u n i d a d e s d e g r u p o O n o c r u z a d a s p a r a transfusiones d e urgencia (p. e j . traumatismo). Pequeños volúmenes de transfusiones (10 m l / k g ) sin p r o b l e m a en recién n a c i d o s p r e m a t u r o s .



24 horas a 1"-6 C



Prevención de r e a c c i o n e s alérgicas recurrentes o g r a v e s Transluston neonatal o intrauterina Prevención de reacción analiláclica en deficiencia d e IgA. N o i n d i c a d o p a r a leucorreducciún r e q u i r i e n d o extracción de 3-log de W B C



Hematíes lavados



RBC. no plasma Hcto 70-80% L a v a d o s en solución s a l i n a retiran e l 9 8 % d e p l a s m a . H a s t a u n 2 0 % d e pérdida d e hematíes.



180 m i



Hematíes dcghcerolizados congelados



RBC. no plasma. Hcto habitualmente 7 0 - 8 0 % u n a vez r e c o n s t i t u i d o e n solución s a l i n a Extrae > 9 0 % d e W B C (


250 mi



10 años d e - 6 5 °C a -200 "C. 24 H o r a s de V 6 °C después de lavado



Preservación a largo p l a z o de las u n i d a d e s de R B C s c o n u n i d a d e s de fenotipo inusual o u n i d a d e s de R B C autólogo. Alternativa a u n i d a d e s C M V - s e r o n e g a t i v a s e n urgencias Disminución d e r e a c c i o n e s transfusionales febriles N o está i n d i c a d o p a r a l e u c o r r e d u c o o n de 3 log También c o m o u n i d a d e s de RBC lavadas.



Hematíes leucorreducidos (3-log)



R B C m e n o s de 5 x 10-' W B C al menos el 8 5 % de RBCs en la unidad original



Similar a la unidad original



Similar a la u n i d a d original c u a n d o s e usa u n sistema cerrado



La leucorreducción 3-log d i s m i n u y e el n e s g o de la alomrnunización a los a n l i g e n o s H L A en l e u c o c i t o s , d i s m i n u y e las reacciones lebnies de transfusiones no hemoliticas. r e d u c e el nesgo d e infección c o n c i t o m e g a l o v i r u s disminuye la inmunomoduiación, y p u e d e disminuir el riesgo de transmisión de priones en linfocilos B No previene GVHD. L a leucorreducción u n i v e r s a l d e l o d o s los p r o d u c t o s c e l u l a r e s p u e d e llegar a ser e l estándar e n u n l u t u r o i n m e d i a t o



Aféresis de d o s 2 R B C se d i v i d e p o r 2 u n i d a d e s unidades d e hematíes separadas de R B C de igual v o l u m e n ; similar a l c o n c e n t r a d o d e RBC. Hct 5 5 % .



320 mi



1 año a r - 6 =C



Las mismas indicaciones que para concentrados de RBC



Concentrado de plaquetas de un d o n a n t e aleatorio



50-70 mi



5 dias a 20'--24 °C con constante pero suave agitación. 4 h después de la agrupación



El s a n g r a d o d e b i d o a trastornos de p l a q u e t a s cualitativos o cuantitativos Profilaxis e n p a c i e n t e s m u y trombocitopénicos c o n r e c u e n t o s por d e b a i o de 5 0 0 0 - 1 0 0 0 0 / i: u n a u n i d a d o r i g i n a un p r o m e d i o del incremento d e p l a q u e t a s posi-translusión d e 5 0 0 0 e n u n a d u l t o d e 7 0 k g L a dosis e s u n a u n i d a d de p l a q u e t a s por 10 kg. i n c l u i d o s niños ( u n g r u p o d e u n i d a d e s e n u n a d u l t o resulta e n u n incremento postransfusión de a p r o x 3 0 . 0 0 0 ) Incrementos esperados del recuento c o r r e g i d o de 7 5 0 0 a los 10 minutos a t hora



P l a q u e t a s (al m e n o s 5.5 x 1 0 " ) : 50-70 mi de plasma para mantener p H más alto d e 6.2 0,5-1,0 x 10" de l e u c o c i t o s . M e n o s d e 0,5 m L d e R B C s .



3



(La labia continua en la pàgina siguiente!
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Componentes y derivados sanguíneos comunes usados en hemoterapia (Continuación)



Componente sanguíneo o derivado



Volumen aproximado



Características



Tiempo de almacenamiento



5 días a 20°-24 °C con suave y constante agitación



Indicaciones y comentarios



Aféresis de plaquetas (plaquetas de donante Unico)



Plaquetas (al menos 3 x 1 0 ' ) en aprox. 250 mi de plasma para mantener pH por encima de 6,2 el contenido de leucocitos depende del equipo usado para la recogida (algunos de los equipos modernos califican las plaquetas como leucocito-reducidas). Menos de 0,5-1 mi de RBC.



200-400 mi



Similar a los donantes aleatorios de plaquetas. Equivalente a un grupo de seis donantes aleatorios de plaquetas. Puede darse una única dosis como los HI_A semejantes o pruebas cruzadas de plaquetas en pacientes refractarios Una exposición del donante.



Plaquetas leucocito-reducidas



Plaquetas, de donante aleatorio o aféresis, filtradas a través de filtros de leucorreducción de tercera generación (3 log). La dosis final tiene menos de 5 x 1C de leucocitos. Menos del 10% de la pérdida de plaquetas. Leucorreducción en línea durante la recogida de aféresis posible.



Similar al Similar al componente Indicaciones como para los donantes aleatorios o aféresis de las plaquetas, y cuando la componente original cuando se prevención adicional a la aloinmunización para original usa sistema antlgenos HLA o la reducción del riesgo de cerrado. La filtración infección de CMV es deseada Disminución en al lado de la cama reacciones febriles por transfusión no hemolitica es hecha es mayor cuando la leucorreducción se hace inmediatamente antes del almacenamiento para prevenir la antes de la acumulación de atocinas. No previene GVHD transfusión



Granulocitos. aféresis



Granulocitos (ai menos 1.0 x 10 ') y otros WBC En 200-300 mi de plasma; contenido de plaquetas puede ser más alto y originar incremento de conteo de plaquetas postranslusión; Hct tan alto como el 10%.



200-300 mi



Plasma fresco congelado



Todos los factores de coagulación, complementos y otras proteínas del plasma



Plasma tratado con S/D



Plasma congelado de donante reexaminado



24 horas a 20 -24 C



Granulocitopenia (


200-260 mi



1 año a -18 "C o más bajo



El sangrado debido a deficiencia del múltiple lactor de coagulación, habitualmente adquirido (p.ej.. insuf. hepática, coagulación intravascular diseminada, coagulopalia dilucional después de iransfusión masiva toxicidad por Coumadin) o deficiencia de un factor especifico de coagulación sin factores disponibles (p. ej., factor V). No usar como expansor de volumen. La dosis de 10-20 ml/kg de FFP (cuatro a seis unidades en un adulto) incrementara el nivel de los lactores de coagulación en un 20%. Bajo riesgo de transmisión de virus ligados a células (p. ej.. CMV, HTLV-I/II)



Plasma, con contenidos similares al plasma fresco congelado. El PSD puede tener una concentración minima de vWF de alto peso molecular. El tratamiento de S/D del plasma es para inactivar virus envueltos en lipidos (p.ej.. VIH, HCV). Preparado de agrupaciones de 2.500 donantes.



200 mi



1 año a -18 C desde la fabricación



Similar al FFP. No es úlil para vWD. Bajo contenido de vWF de alto peso molecular ha inducido la evaluación en el tratamiento de púrpura irombocitopénica trombòtica/sindrome urèmico hemolítico. Los artículos sobre contaminación por virus con cubierta no lipidica corno el parvovirus B19 ha provocado la retirada de un lote plasma S/D a principios de 1999



El plasma como en FFP. Almacenado y liberado para el uso después de que el donante sea negativo para todos los marcadores virales después de 112 días o más permitiendo que seroconvierlan las infecciones en periodo ventana



200-260 mi



1 año a -18 °C



Similar al FFP. Riesgo más bajo de transmisión viral que el FFP, para aquellos agentes virales para los cuales las pruebas son hechas. Muchos piensan que es el producto de elección, pero hay poco suministro.



:



3



a



C
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Componentes y derivados sanguíneos comunes usados en hemoterapia (Continuación)



Componente sanguíneo o derivado



Características



Volumen aproximado



Tiempo de almacenamiento



Indicaciones y comentarios



l'I.!



C o m p o n e n t e s o b r a n t e después de preparar el cnoprecipitado. L a s c o n c e n t r a c i o n e s mínimas de fibrinógeno, factor VIII y vWF



2 0 0 mi



I g u a l al FFP



Empleado principalmente en p a c i e n t e s c o n síndrome urémico h e m o l i l i c o / p u r p u r a trombocitopénica trombótica



Crioprecipilado



80 u n i d a d e s de lactor VIII. > 1 5 0 m g d e fibrinógeno, 4 0 % - 7 0 % d e vWF y 2 0 % - 3 0 % d e factor XIII p r e s e n t e en la u n i d a d inicial de FFP Este no c o n t i e n e lactor V



10-15 mi



1 ario a - 1 8 °C o por d e b a j o 6 h o r a s después de descongelar



Deficiencias congénitas o a d q u i r i d a s de librinogeno. y d e f i c i e n c i a de factor XIII. El uso en v W D y homolilia A c u a n d o los c o n c e n t r a d o s de v i r u s m a c t i v a d o no eslán d i s p o n i b l e s P u e d e set b e n e l i c i o s o en h e m o r r a g i a d e b i d o a disfunción urémica de p l a q u e t a s q u e no r e s p o n d e a d e s m o p r e s i n a . (DDAVP). estrógenos o un i n c r e m e n t o en el h e m a t o c n t o d e u n 3 0 % . U n a u n i d a d elevará e l f i b n n o g e n o 5 m g / d l en un a d u l t o m e d i o La d o s i s habitual es 1 unidad por 10 kg.



Factor VIII



Está d i s p o n i b l e e n v a r i o s g r a d o s d e p u r e z a . Todos los p r o d u c t o s s o n liofilizados. (a) lactor VIII de p u r e z a i n t e r m e d i a ( 1 - 1 0 % d e factor VIII p o r g r a m o de proteína) y ( b ) factor VIII d e alta p u r e z a ( c o l u m n a d e i n m u n o a f i n i d a d , > 9 0 % d e factor VIII por g r a m o de proteina) concentrados d e r i v a d o s del p l a s m a s e p r e p a r a n p o r f r a c c i o n a m i e n t o d e agrupación d e p l a s m a d e d o n a n t e Los c o n t e n i d o s de v W F también varían de a c u e r d o a la preparación. El t r a t a m i e n t o de pasteurización o S/D e s u s a d o p a r a l a inactivación viral. A l g u n o s f a b r i c a n t e s a d i c i o n a n nanofiltración viral p a r a eliminar el p a r v o v i r u s B 1 9 y el virus de h e p a t i t i s A. ( c ) recombinación de f a c t o r VIII: c o n t i e n e pequeñas c a n i i d a d e s d e proteina d e ratOn. hámster y b o v i n o L a v i d a m e d i a d e l lactor VIII es 12-18 h o r a s .



25 mi d e 2 años a diluyeme 2-8 C estéril p a r a reconstitución



Hemofilia A de m o d e r a d a a s e v e r a . La d o s i s , intervalos y la duración de la terapia dependerán de los n i v e l e s terapéuticos o profilácticos, los c u a l e s variarán de a c u e r d o c o n la s e r i e d a d y los órganos a f e c t a d o s p o r el s a n g r a d o , o del t i p o de p r o c e d i m i e n t o quirúrgico La d o s i s se c a l c u l a multiplicando el v o l u m e n del plasmatros p o r las v e c e s q u e s e d e s e a incrementar e n p o r c e n t a j e y se d i v i d e entre 100 Los pacientes c o n un inhibidor de alto nivel de lactor VIII p u e d e n requerir tratamiento c o n infusiones c o n t i n u a s d e c o n c e n t r a d o s d e factor VIH. factor VIII p o r c i n o , factor Vlla. o c o n c e n t r a d o de f a c t o r IX. p l a s m a f e r e s i s o m m u n o s u p r e s o r e s U n p r o d u c t o d e r i v a d o d e l p l a s m a (Complejo d e lactor antihemolitico/vWF) h a s i d o a p r o b a d o para el tratamiento de v W D , y p u e d e ser e l e c t i v o e n e l 9 5 % d e los pacientes C u a n d o s e u s a a a l i a s d o s i s , el c o n c e n t r a d o de p u r e z a i n t e r m e d i a p u e d e originar e l e v a c x x i e s i m p o r t a n t e s de f i b n n o g e n o y DAT positivo y p r o d u c i r hemolisis por a n t i c u e r p o s anti-A y anli-B



Factor IX



Los derivados del plasma y recombinación de proteínas están d i s p o n i b l e s : ( a ) c o m p l e j o tactor IX: c o n t e n i d o en factores II. V I I , IX, X y o t r a s proteínas ( b ) Factor IX. h u m a n o p u r i f i c a d o p o r cromatografía de i n m u n o a f i n i d a d de plasma humano Contiene pequeñas p a r t e s de o t r a s proteínas. L a vida m e d i a e s d e 2 2 h o r a s (c) Recombmación de l a c t o r IX: l a recuperación e s a p r o x 3 0 % más b a j a q u e el factor IX d e r i v a d o de plasma La vida media es de a p r o x 18 horas.



25 mi d e 2 años disolvente a 2-8 "C estéril para reconstitución



El c o m p l e j o de tactor IX d e r i v a d o del p l a s m a se u s a p a r a Iratat hemofilia B y p a c i e n t e s c o n i n h i b i d o r e s p a r a el factor VIII o IX. El electo prolrombótico de los c o n c e n i r a d o s del faclot IX se d e b e a la p r e s e n c i a de factores II y X a c t i v a d o s , q u e d e s v i a n el factor VII o IX y tienen u n a larga v i d a m e d i a p r o v o c a n d o el a u m e n t o después d e u n a r e p e t i d a administración Este electo p u e d e ser más m a r c a d o e n p a c i e n t e s c o n e n f e r m e d a d hepática y a s o c i a d o s a deficiencia relativa de antitrombwa. q u e p u e d e causar trombosis y CID El factor IX de alta pureza y la recombmación de factor IX se u s a n en el tratamiento y la profilaxis de sangrado e n p a c i e n t e s c o n hemofilia B .



Concentrado de a n l i l t o m b i n a III



Anlitrombina. proparada de concentrado de plasma humano por fraccionamiento de etanol frío m o d i f i c a d o , y pasteurización p a r a inactivación viral La v i d a m e d i a es de 2 . 5 días.



Como 2 años i n d i c a n las a 2-8 inslrucc iones del labricante



Tratamiento o profilaxis de procesos trombóticos en p a c i e n t e s c o n d e f i c i e n c i a d e antiirombina congénita Se ha i n d i c a d o su u s o en otras s i t u a c i o n e s i n c l u y e n d o C I D . resistencia a la heparina, sepsis y. p e r i o p e r a l o r i a m e n t e . p a r a prevenir DVT y e m b o l i s m o p u l m o n a r U n a vez q u e s e establezca la d o s i s a d e c u a d a m e d i a n t e el seguimiento de los p i c o s y d e p r e s i o n e s de antitrombina. se a d m i n i s t r a c a d a 2 4 horas. (La tabla continua en la pagina siguiente)
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Tabla 31-5 Componentes y derivados sanguíneos comunes usados en hemoterapia (Continuación) Componente sanguíneo o derivado Albúmina



Características



Volumen aproximado



Tiempo de almacenamiento



Indicaciones y comentarios



5 años a 2-10 C



Las indicaciones son controvertidas Aumenta la presión oncotica coloidal manteniendo el volumen de la sangre transitoriamente Se ha descrito hemolisis cuando se diluye en agua e infunde en la misma vía que los RBC. Estudios recientes indican efectos secundarios cuando se utiliza en casos críticos politraumalizados, o en pacientes mayores, comparado con pacientes donde no se utiliza Estos resultados necesitan conlirmación. Contraindicada en pacientes deshidratados. Puede aparecer enroiecimiento. urticaria escalofríos, fiebre y cefalea La dosis pediátrica es 10-20 ml/Kg.



5 g/dl. 96% de albumina. 4% de otras proteínas del plasma: preparado por fraccionamiento de etanol frío, pasleunzada a 60 °C durante 10 horas. 5% de albúmina isosmoticamente y oncólicamenle equivalentes al plasma. Tiempo de vida media de 16 horas.



250-500 mi



Fracción de proieína de plasma



5g/dl Contiene 83% de albumina y 17% de globulina ( y )



250-500 mi



3 años por d e b a p de 30 °C



Similar a la albúmina La hipotensión puede ocurrir cuando se da en cantidades de 10 ml/mm (laclor de activación de Hageman y/o bradicininas. especialmente donde se evita la circulación pulmonar).



Inmunoglobulina. intravenosa



La mayoría de anticuerpos IgG (>90%); pequeñas cantidades de anticuerpos IgA e igM. Preparada a partir de concentrado de plasma humano por fraccionamiento de etanol frío (efftuent III) Recientemenle el tratamiento S/D se ha añadido ai proceso de fabricación. t g/10 mi. La vida media es de 21 dias



10-200 mi



3 años a 2-8 =C



Inmunodeficiencia humoral primaria. ITP trasplante de médula ósea, e infección de VIH pediátrica Más recientemente ha ganado aceptación en el traiamiento del Síndrome de Guillain-Barre y otros. Existen publicaciones de insuficiencia renal aguda complicada con la terapia IVIG. debido a la sacarosa utilizada como estabilizador por algunos fabricantes La administración de IVIG puede resultar en DAT positivo y hemolisis ocasional debido a la presencia de aloanticuerpos Adicionaimenie esto puede hacer difícil la interpretación de la seroconversion de CMV por transferencia pasiva de anticuerpos a CMV, habilualmente de tipo IgG



Inmunoglobulina Rri



IgG anii-Rh,. (D) Poi convención, una dosis completa es de 300 g (820 IU) y una minidosis es de 50 g (137 IU).



1 mi



Año y media a2-8°C



Prevención de alommunización Rh de individuos Rh-Negalivos (D) expuestos al anligeno D, principalmente utilizado en muieres embarazadas Rh-negativas para prevenir enfermedad hemolitica del recién nacido.



Sellador de fibrina



Fibrinógeno (cnoprecipitado proteina total 100-130 mg/ml). trombina humana (500 lU/ml). aprotinina (3.000 KIU/ml) y CaCI



1.2. 4 y 10 mi



2 años a 2-8 =C



Aplicación tópica por visuaiización directa Como complemento en la hemostasia en cirugía de derivación cardiopulmonar. para cierre de anastomosis, en el cierre de colostomas temporales, para el tratamiento de lesiones en el bazo, y como ayuda en métodos quirúrgicos de hemostasia.



C



RBC = hematíes. CDP = curato fosfato dextrosa CPDA-i = curato tostalo dexirosa adenma. Hb = hemoglobina: WBC = glóbulos blancos Hcto = hemalocrilo: CMV = cilomegaloví rus. HLA = antigeno de leucocito humano: GVHD = enfermedad de inietto contra huésped G-CSF = Factor de estimulación 0e colonias de granulocnos: HES - almidón de ludroxe FFP = plasma fresco congelado. HTLV = virus linfotropico de células T; vWD = enfermedad de Von Willebrand: vWF = faclor de Von Willebrand S/D = solvenle-detergente VIH = virus de inmunodeliciencia humana. HCV = virus de hepatitis C SDP • plasma S/D. DAT = prueba de antiglobulma directa; CID = coagulación mtravascular diseminada DVT = trombosis de venas profundas IVIG - inmunoglobulina intravenosa. PTI= purpura trombocitopenica idiopatica



res de células comercialmente disponibles. Los procedimientos especiales deberían utilizarse en el caso de donantes con células falciformes o se formarán masas gelatinosas que se hemolizarán durante la deglicerolización (Meryman, 1976). El proceso de deglicerolización y lavado tiene la ventaja adicional de que retira mucha parte del potasio sobrenadante, hemoglobina libre, eslroma de hematíes, cilrato. plasma y hasta 2 logs (99%) de leucocitos de manera que muchos de los problemas potenciales, como reacciones febriles y alérgicas, raramente se producen. Este proceso de lavado no previene la transmisión de VIH o hepatitis. Una vez que ha tenido lugar la deglicerolización, el producto RBC almacenado a 1 a 6 C tiene una vida de 24 horas debido a que es un sistema abierto, y la bolsa ya se ha metido.



PREPARACIÓN Y SELECCIÓN DE COMPONENTES SANGUÍNEOS Y DERIVADOS Preparación de los componentes sanguíneos Los componentes sanguíneos se preparan a partir de sangre completa mediante grandes centrifugadoras refrigeradas. Las grandes fuerzas de gravedad desarrolladas en estas máquinas producen la separación de la sangre en plasma líquido y sus diferentes elementos celulares. La Tabla 31-5 es un diagrama de los componentes sanguíneos comunes y los derivados en el que se muestran sus características, cantidad, tiempo de almacenamiento e indicaciones. En la Tabla 31-6 se muestran varias situacio-
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SECCIÓN I V



Tabla 31-6



H E M A T O L O G Í A , C O A G U L A C I Ó N Y MEDICINA TRANSFUSIONAL



Componentes y derivados sanguíneos recomendados en varias situaciones clínicas



Situaciones clínicas Sangrado a c l v o sintomatico



A n e m i a , h i p o p i a s i a d e médula ósea Anemia, congenita



Cirugía d e r u t i n a Cirugía a corazón a b i e r t o Reacciones febriles repetidas (x2) R e a c c i o n e s alérgicas r e p e t i d a s Transfusión d e h e m a t i e s i n t r a u t e r i n o s



Transfusión d e p l a q u e t a s i n t r a u t e r i n a s para trombocitopenia isommune Transfusión d e i n t e r c a m b i o d e R B C p a r a recién n a c i d o I n m u n o s u p n m i d o s (C



-T)



Hemodiaiisis. insuficiencia renal o hepática A n t i - l g A r e q u i r i e n d o transfusión Trombocitopenia c o n hemorragia Refracción a l o i n m u n e d e p l a q u e t a s Agammaglobulinemia Prevención de H e p a t i t i s B Hemofilia A



Enfermedad de von Willebrand



Hemolilia B Afibrinogenemia, disfibrogenemia o hipofibrogenemia Otra c o a g u l o p a l i a c o n s a n g r a d o Deficiencia de Anti-trombina trombosis C h o q u e sin h e m o r r a g i a Edema cerebral Prevención de la sensibilización Rh



U r e m i a i n d u c i d a p o r la disfunción de plaquetas Donante directo consanguinidad



Preparación(es) recomendadas y comentarios W B o c o n c e n l r a d o d e R B C c u a n d o e x i s t e u n s a n g r a d o rápido ( > 150 m l / m i n ) o H b e s 6 - 7 g / d l , m e n o s < 7 dias d e e d a d , s i e s p o s i b l e , p a r a s a n g r a d o m a s i v o ; c r i s t a l o i d e s o c o l o i d e s , p l a q u e t a s . FFP, c r i o p r e c i p i t a d o e n o c a s i o n e s p a r a t r a n s f u s i o n e s m a s i v a s : W B d e g r u p o e s p e c i f i c o ; R B C c o m p a t i b l e s c o n e l p l a s m a d e l receptor. C o n c e n t r a d o d e R B C l e u c o r r e d u c i d o s p a r a d i s m i n u i r alommunización H L A (también c o n s e g u i r virus d i s m i n u i d o s r e c u b i e r t o s d e células) C o n c e n t r a d o d o R B C o n e o c i t o s , a d m i n i s t r a d o s d e l o r m a crónica p a r a s u p r i m i r l a h i p e r p l a s i a m e d u l a r e n t r o i d e . ] u n t o c o n t e r a p i a q u e l a n t e d e h i e r r o ; p a r a c r i s i s d e células f a l c i l o r m e s : i n t e r c a m b i o d e R B C por aféresis. W B , concentrado de RBC a l m a c e n a d o durante cualquier tiempo aceptable. R B C . s o l u c i o n e s c r i s t a l o i d e s y c o l o i d e s , p l a q u e t a s a l g u n a s v e c e s n e c e s a r i a s c u a n d o n o h a y e q u i p o d e bypass. FFP se necesitan en ocasiones. R B C l e u c o r r e d u c i d o s . y p l a q u e t a s o R B C d e g h c e r o l i z a d o s internar p r o d u c i o s l a v a d o s p a r a e l i m i n a r a t o c i n a s c u a n d o l a s m e d i d a s a n t e r i o r m e n t e m e n c i o n a d a s n o p r e v i e n e n l a reacción f e b r i l RBC lavados o deglicerolizados; plaquetas reducidas de plasma lavado. Benadryl. RBC de grupo O Rh-negativo, o RBC lavados maternales. >7 dias de e d a d , RBC deghcerolizados, compatible c o n p l a s m a m a t e r n a l , i r r a d i a d o p a r a p r e v e n i r e n f e r m e d a d d e i n j e r t o f r e n t e a huésped, p r o v e e r p r o d u c i o s reducidos de riesgo de CMV. P l a q u e t a s m a t e r n a l e s o p l a q u e t a s n e g a t i v a s d e a n t i g e n o e s p e c i f i c o a las p l a q u e t a s , l a v a d a s e i r r a d i a d a s suministrar p r o d u c t o s d e n e s g o r e d u c i d o para C M V Concentrado de RBC de grupo O Rh negativo o RBC compatibles c o n plasma maternal, 


WB = sangre completa; RBC = hematies; FFP = plasma fresco congelaúo; HLA = antigenos de leucocito humano. CMV = cilomegalovirus. IgA = Inmunoglobulma A. DDAVP • desmopresina. AlCC - complejo activador anti-inhibidor: vWF = factor de von Willebrand; vWD = enfermedad de von Willebrand. FDA = Food and Drug Admmislration; CID= coagulación mlravascular diseminada: Hcto» hemalocrito



nes y las terapias recomendadas utilizando componentes específicos o de-



5.000 g durante 5 minutos para la preparación de paquetes de RBC o concentrados de plaquetas: 5.000 g durante 7 minutos para la preparación de



rivados sanguíneos.



crioprecipitados, o plasma de células libres. Estas combinaciones se refieren a una "velocidad rápida" ("heavyspin") a diferencia de los 2.000 g durante 3



Centrifugación



u



minutos, conocido como "velocidad leve" ( lightspin"l, que es la que se utiliza



El resultado de la centrifugación depende de dos factores: la fuerza centrifuga relativa y la duración de la centrifugación. La fuerza centrífuga relativa (RCF). o fuerza g, es el producto de 1,118 x 10



u x W . donde r e s el radio



del rotor en centímetros y N es el número de revoluciones por minuto.



para producir plasma rico en plaquetas (PRP). Para la preparación de concentrado de plaquetas, la centrifugación se realiza a temperatura ambiente (20 a 24 C). mientras para otros componentes sanguíneos, la centrifugación se lleva a cabo entre r a 6 "C. Es importante



Como hay diferentes radios de rotor, se utilizan diferentes velocidades para



la oscilación del material a ambos lados al iniciar la centrifugación y se puede



lograr el mismo RCF en diferentes centrifugadoras. Las siguientes combina-



realizar fácilmente mediante discos de caucho o goma de diferentes pesos.



ciones de RCF/min son útiles en la preparación de componentes sanguíneos:



Es muy útil una bolsa plástica protectora colocada alrededor de la sangre para
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evitar una posible rotura. Las vías y tubos adjuntos a la bolsa deberían estar protegidos de cualquier daño. Se debería evitar el freno manual de la centrifugadora ya que desestabiliza los contenidos de la bolsa de sangre. Se deberían tomar controlar todas las precauciones de segundad. El siguiente protocolo es el más importante en la producción de los componentes sanguíneos. Primero se centrifuga la unidad de sangre completa mediante un velocidad leve, obteniendo el PRP en la parte alta y las RBC en la parte más baja. El PRP, cerca de 250 mi, se coloca en una segunda bolsa cercana adjunta, dejando las RBC en la primera bolsa. Las dos bolsas unidas son recentrifugadas mediante una velocidad rápida para producir un agregado de plaquetas del PRP en el fondo. Se extraen unos 200 mi de plasma con escasas plaquetas, dejando 50 mi de plasma con escasas plaquetas en el fondo. Los 200 mi de plasma pueden utilizarse para hacer plasma recubierto o plasma fresco congelado (FFP), o reincorporarlo a las RBC para hacer sangre completa modificada. Mientras tanto, la bolsa que contiene el agregado de plaquetas y 50 mi de plasma se retira de la primera bolsa que contiene hematíes, y se deja reposar sin tocar durante una hora a temperatura ambiente para incrementar la desagregación de las plaquetas. Luego, se colocan las plaquetas sobre un dispositivo giratorio para suspender de nuevo suavemente el agregado plaquetario. La mayoría de las plaquetas de la unidad de sangre completa se encuentran en el concentrado de plaquetas. Se requiere de una agitación continuada del concentrado de plaquelas a una temperatura ambiente controlada para mantener la función óptima de las plaquetas. La preparación de los componentes sanguíneos incluyendo la hemaféresis se describe posteriormente en el Capitulo 32.



Selección de los componentes sanguíneos Sangre completa La sangre completa es un producto donde permanecen todos los hematíes y la mayoría del plasma de la unidad original. El tiempo de almacenamiento а I ' С a 6 °C, es de 35 días para unidades con anticoagulante C P D A - I y 21 días para unidades bañadas en CPD, A C D o C P 2 D . Se podría obtener una unidad de sangre completa modificada, obteniendo 50 mi de plasma extraído en la preparación de las plaquetas o de 10 a 15 mi de plasma extraído en la preparación del crioprecipitado. Las plaquetas y granulocitos presentes en la sangre completa son inactivos después de 24 a 48 horas almacenados а ГС a 6 C. Estos necesitan de una separación de la sangre completa y unas condiciones especiales de almacenamiento para mantener su viabilidad y función. Algunos linfocitos permanecen viables durante todo el período de almacenamiento (véase más adelante Enfermedad de injerto contra huésped). No existe una justificación científica para el uso de "sangre fresca" almacenada de menos de 24 horas, pues están disponibles los concentrados de plaquetas. Además, existe una pérdida progresiva de coagulación variable del factor V y del factor VIII cuando la sangre se almacena de 1 °C a 6 'C. La indicación más importante para la sangre completa es el reemplazo de la capacidad del transporte de oxígeno y mantenimiento del volumen mtravascular. cuando los cristaloides y coloides no pueden mantener la oxigenación tisular y la presión sanguínea, como sucede en los casos de hemorragia masiva (>150 ml/min), cuando hay una pérdida del 4 0 % al 5 0 % del volumen sanguíneo (Hb, de 6 a 8 g/dl) y choque hemorrágico Inminente. Este producto suministra ambos, volumen y capacidad de los RBC para el transporte de oxigeno. La sangre completa no debería utilizarse en pacientes con anemia crónica y con un volumen de sangre normal El paciente con anemia crónica necesita de la capacidad de transporte de oxigeno de los RBC de la sangre completa, pero no el volumen. La sobrecarga del volumen puede llevar al paciente a un edema pulmonar. El efecto inmediato de la transfusión de una unidad de sangre completa en un adulto es el incremento del hematocrito en un 1% a 3%. Una desventaja potencial de la transfusión de sangre completa en urgencias agudas es que necesita ser de un grupo ABO específico. Esto puede tener relevancia en los pacientes politraumatizados. y algunos centros prefieren transfundir concentrados de RBC de grupo O, al menos duranle los primeros 10 a 15 minutos de la llegada a la unidad de polilrauma, hasta que pueda realizarse la tipificación A B O . En la mayoría de los estados de EE.UU.. existe una disminución en la disponibilidad de sangre completa para transfusiones.
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Hematíes Los hematíes, conocidos como concentrados de RBC o células empaquetadas, pueden prepararse a partir de sangre completa durante una sedimentación nocturna (durante el almacenamiento refrigerado), o por la práctica estándar más aceptada en EE.UU., de centrifugado refrigerado con velocidad rápida, en cualquier momento en los 20 a 35 días del periodo de almacenamiento pero típicamente poco después de finalizar las pruebas; se extraerán 200 mi a 250 mi de plasma, dejando los RBC con un Hcto aproximado de 70% a 80%. Se debería realizar un control de calidad para asegurar que el concentrado de RBC almacenado tenga un Hcto menor del 80% con cantidades adecuadas de glucosa para el metabolismo de RBC y suficiente curato para mantener el PH en unos niveles aceptables (cerca de 7.0). El efecto inmediato de la transfusión de una unidad de hematies empaquetados en un adulto es el incremento del hematocrito en un 3% Para intentar prolongar el tiempo de almacenamiento de hematíes líquidos almacenados, se han desarrollado soluciones aditivas (SA). Se extrae una cantidad máxima de plasma dejando los RBC empaquetados con un hematocrito aproximado del 90%: entonces se añade la SA (solución aditiva). Existen dos principales sistemas aditivos de RBC comercialmente disponibles: uno se almacena en anticoagulante CPD. y el otro se almacena en anlicoagulanle CPD2 que contiene glucosa adicional. En ambos casos, se extraen los RBC empaquetados y la mayoría del plasma se retira y se sustituye con 100 mi de solución aditiva que está en la bolsa adjunta. La unidad de RBC SA resultante tiene un Hcto aproximado de 55%, con 20 a 30 mi de plasma residual. La SA (Roberts. 1986) consiste en una solución salina con: 1) adenina, para proporcionar una viabilidad mejor de las RBC debido al aumento de la síntesis del ATP: 2) extraglucosa, para proporcionar energía a las células: y 3) en algunos casos, mamtol, que actúa como un agente estabilizador de las células RBC. La lecha de caducidad de estas unidades RBC SA asciende a 42 días desde la fecha de recogida cuando se almacena a V a 6 C. El aumento del contenido liquido acelular de estas unidades, que contienen 100 mi de solución aditiva (Hcto más bajos) y casi 20 a 30 mi de plasma permite una infusión más rápida a diferencia de otros RBC empaquetados con hematocritos más altos. La indicación para la transfusión de RBC empaquetados es aumentar la capacidad del transporte de oxígeno de la sangre en pacientes con anemia aguda o crónica, que están sintomáticos (sincope, disnea, taquicardia, síntomas cardiacos o neurológicos). o con un alio riesgo de daño de un órgano vital (p. e j . aterosclerosis coronaria subcrítica). Como los hematíes permanecen en la sangre más tiempo que los cristaloides y coloides, pueden proporcionar un soporte adicional para mantener la presión de la sangre en pacientes con hemorragias que no responden adecuadamente a los cristaloides y/o coloides. Se debería considerar la transfusión de RBC en pacientes que están sangrando cuando se ha perdido entre el 15% y el 30% del volumen de sangre, y suele suceder con pérdidas supenores al 3 0 % o 4 0 % o cuando hay un sangrado rápido (esto es, más rápido que 150 ml/mm). La mayoría de los pacientes con una Hb más baja que de 6 g/dl a 7 g/dl generalmente requieren de transfusión (NIH Consensus, 1987; Simón, 1998). La transfusión en casos de niveles más altos de Hcto/Hb dependerá de la naturaleza de la enfermedad subyacente y de la evaluación individualizada por parte del médico. Cuando existe una monilorización invasiva, hay valores críticos que pueden ser útiles a la hora de tomar una decisión para la transfusión; un PO , en las arterias pulmonares inferior a 25 mm Hg. un porcentaje de extracción del O,, mayor del 50 % o un consumo de 0 inferior al 50% del basal. La coexistencia de afección cardiovascular disminuye la tolerancia a la anemia y puede predisponer al paciente a isquemia cardiaca o ictus. En pacientes con una afección cardiovascular significativa, cuando aparece la anemia aguda, se debería realizar la Iransfusión de RBC lan pronto como sea posible. ;



¿



Los pacientes con anemia hipoprolilerativa crónica tienen tiempo para desarrollar mecanismos compensadores y pueden no tener síntomas hasta que el nivel de hemoglobina caiga por debajo de 4 g/dl a 5 g/dl. En casos asi. está indicada la Iransfusión lenta de unidades simples de RBC durante dos a cuatro horas, y posteriormente realizar una reevaluación de la situación fisiológica del paciente después del proceso. Los pacientes con anemia crónica pueden tener unos niveles "concretos" de hemoglobina por debajo de los cuales
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presentan consistentemente síntomas de anemia y deterioro funcional. Estos pacientes requieren de transfusiones crónicas para prevenir las manifestaciones de la anemia manteniendo el nivel concreto de hemoglobina, normalmente dos unidades de RBC cada dos semanas (Simón, 1998).



nes clínicas para la transfusión de estas unidades de RBC no difieren de aquellas unidades de RBC preparadas a partir de sangre completa de donante.



En un estudio reciente, los pacientes de las unidades de cuidados intensivos que eran transfundidos con RBC por tener cifras de Hb de 10 g/dl tenían un 5,9% de menor mortalidad intrahospitalaria que aquellos pacientes transfundidos por cifras de 7 g/dl (Hebert, 1999). En el mismo estudio, los pacientes menores de 55 años y menos gravemente enfermos y que fueron transfundidos con las cifras bajas tenían la mitad de probabilidad de fallecer en los 30 días que aquellos transfundidos con las cifras más altas. En todos los otros grupos de pacientes, la transfusión a cualquier cifra no tuvo diferencias significativas.



Hematíes



Los pacientes con una prueba positiva de antiglobulina directa (DAT) o anemia hemolítica autoinmune esporádicamente requieren de transfusión de RBC cuando progresan los síntomas relacionados con la disminución de la capacidad de transportar oxígeno. El autoanticuerpo puede reaccionar con todos los hematíes del panel utilizado para el despistaje de anticuerpos y puede ocultar la presencia de aloanticuerpos. En estos casos, pueden ser incompatibles todas las unidades cruzadas, debido a la reacción de los autoanticuerpos con los hematíes cruzados del donante. En algunos casos, pueden incluso no encontrarse unidades de RBC cruzadas compatibles después de una intensa búsqueda. Si esto ocurriera, se transfundirían las unidades menos incompatibles en los casos individualizados cuando el beneficio de salvar la vida es superior al riesgo de perder verdaderos aloanticuerpos. En ausencia de aloanticuerpos, la supervivencia de los hematíes incompatibles transfundidos no será diferente de la supervivencia de los propios hematíes del paciente. Los pacientes con hemoglobinuría paroxística nocturna (PNH) deberían recibir componentes sanguíneos lavados para retirar el complemento presente en el plasma transfundido con el RBC o la unidad de plaquetas y evitar una exacerbación de la hemolisis. Algunos expertos no recomiendan lavar los RBC a esos pacientes (Simón. 1998). Los pacientes más jóvenes con anemia hemolítica congénita (p. ej., lalasemia) pueden necesitar ser incluidos en programas transfusionales crónicos ambulatorios para suprimir la eritropoyesis endógena y la hipertrofia de la médula ósea asociada que causa deformidades óseas y crecimiento anormal. Los pacientes con drepanocitosis (Hb SS, Hb SC, talasemia de Hb S-|3) y niveles de hemoglobina estable mantenidos no requieren habilualmente de transfusiones de RBC. Cuando en la drepanocitosís está indicada la transfusión, se debería mantener un Hcto por debajo del 3 5 % (para evitar hiperviscosidad) y niveles fracciónales de HB S entre un 2 0 % y 50%. Esto generalmente se realiza mediante la simple transfusión aguda de RBC o mediante la transfusión de intercambio (Simón, 1998) (véase Cap. 32). Algunos de esos pacientes pueden requerir transfusiones de RBC intermitente para prevenir o tratar las complicaciones vaso-oclusivas graves y recurrentes o afección interpuestas (Simón. 1998). El papel de la transfusión profiláctica de RBC en procedimientos quirúrgicos en pacientes con anemia de células falciformes no está claro y no hay un consenso al respecto. Para más información sobre transfusión en neonatos y pacientes obstétricos, véase más adelante en Situaciones Especiales.



Aféresis de hematíes La aféresis a partir de dos unidades de aféresis de hematíes (protocolo 2RBC) ha sido aprobada por la FDA en la donación autóloga y alogénica. Los RBC obtenidos de esta manera podrían conseguir un Hcto en donante mayor del 30% (Hb mayor de 10 g/dl). y diferirlo a 16 semanas. Los esquemas precisos para determinar la idoneidad de estos donantes según la edad, sexo, Hcto y peso corporal vienen detallados en el dispositivo de la recolección de aféresis de cada fabricante (AABB Standares, 1999). Este protocolo 2RBC cuida las características de los RBC preparados desde la sangre completa, como viene determinado por los indicadores in vitro (actividad glicolílica, hemolisis, potasio sobrenadante, niveles de lactato dehidrogenasa. grados morfológicos y respuesta al choque osmótico) y por el porcentaje de recuperación postransfusional en 24 horas (Smith, 1999). La temperatura de almacenaje, el tiempo de almacenamiento, y las indicacio-



leucocito-reducidos 9



Los concentrados de RBC contienen de 2 a 5 x 10 leucocitos por unidad; los concentrados de plaquetas de donantes aleatorios contienen 0,5 a 2.5 x 10 de leucocitos por unidad; la aféresis de plaquetas recogidas con tecnologías antiguas contenían 10 WBC (Lañe, 1994), pero la aféresis de plaquetas con un equipo de aféresis de leuco-reducción actualizada puede contener solo 10 WBC o menos. ?



9



6



La FDA ha determinado que solo se debería utilizar la etiqueta que indique que un componente celular de la sangre es leucocito-reducido" cuando con el método de preparación se obtiene un recuento de leucocitos residual menor de 5 x 10 por contenedor (8,3 x 10 en el caso de unidades de plaquetas preparadas a partir de sangre completa), como se comprueba mediante el recuento manual o por citometria de flujo. Deberían retener un contenido mínimo del 85% del producto original de RBC (FDA Memorándum, May 29,1996). 6



5



Hay varios métodos disponibles para reducir el contenido de leucocitos de los RBC, pero la leucocito-reducción actual por filtración es la más eficaz y la única modalidad aprobada que se incluye en la definición de la FDA de un producto de RBC leucocito-reducido. La prevención de reacciones de transfusión no hemolítica febril es llevada a cabo por la disminución del recuento de leucocitos a menos de 5 x 10" en el componente final. Para prevenir la aloinmunización por HLA y para reducir el riesgo de transmisión del CMV, el contenido de W B C debería ser menor de 5 x l O por unidad de RBC. 6



Se desconoce el número de leucocitos que se necesitan para eliminar de forma óptima el efecto inmunomoduladorde las transfusiones sanguíneas. En la práctica clínica, se utilizan los filtros de leucorreducción 3-log (99,9%), de tercera generación más novedosos y fáciles de usar, que proporcionan el componente final de la sangre con menos de 5 x 10* leucocitos, y se utilizan no sólo de forma permitida para prevenir la aloinmunización por HLA sino también para prevenir las reacciones lebriles transfusionales no hemoliticas, para disminuir los riesgos de transmisión de virus ligados a las células (esto es, CMV, HTLV-I/II, y posiblemente priones CJD, nvCJD), y para disminuir inmunosupresión inducida por la transfusión y las infecciones posquirúrgicas (Bordin. 1994). Otros efectos observados con la reducción de leucocitos son la disminución de infusión de productos tóxicos y células inmunogénicas. disminución de citocinas de la inflamación, retirada parcial de contaminantes microbianos, y posible eliminación del efecto inmunomodulador de la transfusión en el crecimiento tumoral (FDA Memorándum, May 29,1996). Se debería indicar que la reducción de leucocitos no evita la enfermedad de injerto contra huésped asociada a la transfusión (GVHD). que sobre todo se evita con la irradiación de los productos celulares con rayos gamma. En septiembre de 1998, el Comité asesor para los productos sanguíneos de la FDA (BPAC) recomendó la leucocitorreducción de los componentes celulares sanguíneos, basándose en evidencias que mostraban el beneficio en la mayoría de los receptores sanguíneos. La incorporación de la leucocitorreducción universal en Canadá y la mayoría de Europa existe y está en vías de introducirse en EE.UU. El Departamento de Sanidad del Reino Unido también acordó la leucocitorreducción universal principalmente debido a la preocupación por la transmisión de nvCJD. La Autoridad Sanguínea Canadiense tiene una política de leucocitorreducción de todos los productos plaquetarios para reducir reacciones febriles transfusionales, basada en resultados preliminares de un estudio que mostraban el descenso de estas reacciones de un 2 8 % a un 1 7 % por medio de la leucocitorreducción. El tema de los productos sanguíneos leucocito-reducidos se analiza también en otros dos apartados de este capítulo: Filtros y Citocinas inflamatorias implicadas en la hemolisis mediada por inmunidad.



Irradiación de hematíes Los productos celulares sanguíneos se irradian para evitar el GVHD. La irradiación está indicada en la mayoría de los pacientes muy inmunodeprimidos (no está necesariamente probado en pacientes con sida), para donaciones directas de parientes de consanguinidad (incluso aquellos no inmunodeprimidos), para productos celulares con HLA compatible y para



CAPÍTULO 3 1



•



transfusión de intercambio en neonatos u oxigenación con membrana extracorpórea (ECMO). La dosis recomendada es de 2.500 cGy al centro de la bolsa y no menos de 1.500 cGy a otro punto cualquiera. Esta dosis de irradiación evita que los linfocitos experimenten blastogénesis y división celular sin afectar mucho a la función de los RBC, otros WBC y plaquetas. El tiempo de almacenamiento de las RBC irradiadas es de 28 días desde la fecha de la irradiación, o la fecha original, lo que sea primero (AABB Standards, 1999) (véase más adelante en Reacciones transfusionales). Estudios recientes han demostrado un riesgo teórico de transmisión por transfusión de GVHD por FFP no irradiados (Gresens, 1999a). Las células CD3+ residuales en FFP sin congelación pueden producir citocinas como respuesta a la estimulación in vitro por mitógenos o antígenos. El número de leucocitos en FFP descongelado puede también exceder 1 x 10 por unidad, cuando se prepara por centrifugación de sangre completa o recogida por aféresis (Gresens, 1999b; Willis, 1998). 6



Hematíes lavados El lavado de RBC elimina la mayoría del plasma, plaquetas y entre 1 a 2 logs de leucocitos. El lavado de RBC típicamente contiene un 2 0 % menos de hematíes que la unidad original, porque las RBC se pierden durante el procedimiento. Las RBC lavadas sobre todo se utilizan cuando un paciente presenta reacciones urtlcariales o anafilactoides de repetición, que habitualmente se deben a antígenos solubles en el plasma del donante. Los pacientes con deficiencia de IgA pueden necesitar RBC de donantes con carencia de IgA, pero las RBC lavadas deben ser transfundidas cuando el lavado se realiza con grandes volúmenes de solución salina, al menos 3.000 mi, o también se pueden utilizar RBC desglicerollzadas. Las reacciones febriles pueden disminuirse también con el lavado, particularmente en pacientes que continúan teniendo reacciones a pesar de la leucorreducclón por filtración, posiblemente debido a la extracción de citocinas con el plasma sobrenadante. El lavado disminuye el número de WBC. pero no es suficiente para tener un criterio (reducción 3log a < 5 x 10 ) para definirse como producto leucorreducido. 6



Neocitos Los neocitos (hematíes jóvenes) pueden preparase mediante centrifugación diferencial, teniendo en cuenta que las células más jóvenes son mayores y más ligeras que células más adultas, que son menores y más densas. Los neocitos pueden ser útiles en el tratamiento de pacientes jóvenes con anemia crónica grave (p. ej„ pacientes con talasemia) o adultos que necesitan de transfusiones repetidas y con una supuesta supervivencia prolongada (Propper, 1980). El objetivo principal de la transfusión de neocitos es prevenir la sobrecarga de hierro (hemosiderosis) y sus secuelas: diabetes mellitus, insuficiencia cardiaca y fallecimiento. Cada mililitro de RBC contiene cerca de 1 mg de hierro, que puede ser depositado en tejidos y causar hemosiderosis tras una transfusión de un gran número de unidades (habitualmente > 100 unidades). Si se transfunden neocitos, con un intervalo promedio de vida de 90 dias, en vez de los RBC convencionales, con un intervalo promedio de vida de 60 días, se reducen las necesidades de transfusión de RBC y la probabilidad de inducir una hemosiderosis. Algunos de ios inconvenientes de los neocitos son la exposición a un gran número de donantes y un incremenlo en el costo. Las alternativas al uso de los neocitos en la prevención de sobrecarga de hierro pueden incluir la administración precoz de quelantes (p. ej.. en niños con talasemia) y el uso de transfusión de intercambio (p. ej.. drepanocitosis).



Hematíes
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congelados



Existen tres métodos para obtener RBC congelados (Dawson, 1977). La técnica predominante utilizada en este país es alto-glicerol (40% p/v de la concentración final), procedimiento donde la sangre se almacena hasta 10 años a -65 °C o más fría. Otro método, el bajo-glicerol ( 1 4 % a 17,5% p/v de la concentración final), emplea el almacenamiento en nitrógeno liquido a -120° a -196 °C hasta 10 años. Ambos procedimientos emplean un paso de descongelación y lavado que extrae la mayoría del glicerol antes de la transfusión de las RBC. Como son sistemas abiertos, los hematíes caducan a las



24 horas de la deglicerolización. El tercer método es la aglomeración, que emplea una técnica de deglicerolización en la que. en presencia de una solución potente iónica baja, las células "aglomeradas" forman grandes masas que se sumergen al fondo de la bolsa. El sobrenadante puede retirarse y realizarse un proceso de lavado. Para más detalle, consulte previamente en Almacenamiento y congelación de hematíes. El uso de RBC congeladas y deglicerolizadas ha disminuido desde finales de los años 70. porque se ha demostrado que el virus de la hepatitis no se "eliminaba" de la sangre (Aller, 1978: Haugen, 1979), y porque se vio que los injertos de riñon de cadáver tenían mejor supervivencia cuando se suministraba a los posibles receptores transfusiones de RBC con un número habitual de leucocitos (Opelz, 1980, 1997). Con el uso de la ciclosporina como una medicación antirrechazo, este efecto del leucocito desaparece. Aunque el 95% de los leucocitos se extraen en el proceso de congelacióndeglicerolización-descongelación. permanecen algunos linlocitos viables (Kurtz, 1978); por lo tanto, el lavado no previene la aloinmunización. o el GVHD. Igualmente los hematíes congelados y desglicerolizados deberían ser irradiados antes de la transfusión en los pacientes gravemente inmunodeprimidos. Actualmente, las indicaciones de RBC congelados desglicerolizados son proteger las unidades autólogas más allá del periodo de almacenamiento liquido, particularmente en pacientes con anticuerpos para antigenos de alta frecuencia, y para proteger las unidades de RBC alogénicas con raros fenotipos para transfusión a pacientes alommunizados a estos antígenos RBC. No se ha descrito que los RBC congelados deglicerolizadas transmitan CMV debido a que el virus se destruye en el proceso de congelación-descongelación. La sangre congelada puede utilizarse en urgencias cuando no hay otras medidas aceptadas para reducir el riesgo de transmisión de CMV como la leucorreducción por filtración o no hay unidades seronegatlvas de CMV disponibles (Przepiorka, 1996).



Rejuvenecimiento de hematíes almacenados en líquido Los hematíes en líquido muestran muchos cambios durante el almacenamiento (Tabla 31-4). Su nivel de 2,3-DPG disminuye intensamente después de 10 días y su supervivencia postransfusional se reduce por debajo del 8 0 % al final del tiempo de almacenamiento. Ambos, el nivel de 2,3-DPG y la supervivencia postransfusional, pueden recuperarse por incubación con un medio de rejuvenecimiento con piruvato, inosina. glucosa y losfato con o sin adenina (Valeri, 1972). Entonces, los RBC pueden congelarse en presencia de glicerol y almacenarse hasta que se necesiten. El mismo proceso puede aplicarse a hematíes frescos para aumentar el nivel de 2.3-DPG en 160% de lo normal. Dicha solución de rejuvenecimiento está actualmente disponible comercialmente. El procedimiento de rejuvenecimiento puede realizarse hasta tres dias después de la muerte de los hematíes si las unidades se siguen almacenando a temperaturas de refrigeración apropiadas. Después del rejuvenecimiento, la unidad puede lavarse y trasfundirse en las 24 horas posteriores o puede ser refrigerada usando glicerol y almacenarse para un uso posterior.



Concentrados de plaquetas También conocido como plaquetas de donante aleatorio, los concentrados de plaquetas son preparados a partir de sangre completa de un único donante en las ocho primeras horas tras la extracción (dependiendo del fabricante de la bolsa y el tipo de anticoagulante empleado) por centrifugación usando una velocidad leve para producir PRP. El PRP se transporta a una bolsa adjunta y después el plasma se centrifuga a una velocidad rápida para formar un tapón aglomerado de plaquetas y un plasma con escasas plaquetas. Todo, excepto unos 50 mi del plasma, se extrae para producir un concentrado de plaquetas. Los 200 mi de plasma pobre en plaquetas que queda se puede de nuevo llevar a las RBC para obtener sangre completa modificada, puede refrigerarse para obtener FFP, o puede ser usado como plasma recuperado para fabricación posterior. Este concentrado de plaquetas se deja reposar durante una hora para permitir una disgregación del tapón de plaquetas. A continuación, se agitan de forma continua y suave las plaquetas a temperatura ambiente (20 C a 24 C) durante hasta cinco días de almacenamiento. Es importante asegurar que todas las plaquetas mantienen su pH en 6,2 o más, de forma que permaJ
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nezcan funcionales y que se consiga una dosis mínima de 5,5 x 10'" de plaquetas en el 75% de las unidades probadas. Antes de la transfusión, los concentrados de plaquetas se agrupan para obtener una dosis terapéutica. El número total de concentrados de plaquetas agrupados varía dependiendo de la talla del paciente y el efecto terapéutico deseado, que habitualmente corresponde a un incremento postransfusional definido en el recuento plaquetario del paciente. Una unidad de concentrado de plaquetas incrementaría el recuento plaquetario de un adulto de talla media en 5.000/ul. La dosis habitual es una combinación de 6 unidades en un adulto, o 1 unidad por 10 kg. de peso corporal, que provocará un incremento postranslusional de 30.000/pl.



Aféresis de plaquetas La aféresis de plaquetas, también conocida como plaquetas de un donante único, son recogidas de un solo donante por aféresis y contiene al menos 3 x 1 0 " plaquetas en al menos el 75% de los productos, habitualmente en un volumen de 200 a 400 mi. Este número de plaquetas equivalen a una combinación de cinco a seis unidades de concentrados de plaquetas de un donante aleatorio preparado de donaciones de sangre completa. Una unidad de aféresis de plaquetas incrementará habitualmente el recuento plaquetario postransfusional de un adulto de 30.000/pl a 60.000/pl (AABB Standards. 1996). El tiempo y las características de almacenamiento son similares a las de los concentrados de plaquetas. Las plaquetas recogidas por aléresis tienen una función in vitro y unas características de supervivencia m vivo iguales a la combinación de plaquetas de donantes aleatorios. Existen una eficacia terapéutica y una frecuencia de las reacciones similares con cualquiera de los dos productos. La aféresis de plaquetas puede estar comprobada para HLA o para plaquetas, y tener ABO determinado cuando se necesite. Aunque actualmente estamos en un período de transición a la leucorreducción universal, en los 10 últimos años el uso de concentrados de plaquetas combinados ha disminuido en frecuencia. La aféresis de plaquetas es el producto de plaquetas más comúnmente transfundido (62% del total de los equivalentes de plaquetas en 1997). Para un contenido en más detalle sobre la recogida de aféresis de plaquetas, véase Cap 32.



Selección de plaquetas Las plaquetas son las responsables del tapón hemostático primario. El sangrado espontáneo debido a una trombocitopenia grave (


Tabla3l-7



Incremento de los factores de riesgo de sangrado trombocitopénico



Comienzo rápido d e t r o m b o c i t o p e n i a p o r septicemia-coagulación ¡ntravascular d i s e m i n a d a Fiebre D e f i c i e n c i a d e l f a c t o r d e coagulación Integridad vascular escasa Uremia Zonas de malignidad intracraneal o gastrointestinal Medicaciones aspirina, piroxicam (Feldene), liclopodina. heparma, I w a r f a r i n a sódica ( C o u m a d i n ) , q u i m i o t e r a p i a Lesiones m u c o s a s por quimioterapia Vómitos p r o l o n g a d o s Síndrome d e lisis t u m o r a l



to plaquetario normal. Se acepta de lorma generalizada que el beneficio de la transfusión de plaquetas en pacientes trombocitopémcos es incrementar el recuento plaquetario postransfusional. Como se demuestra en la Tabla 31-7. los pacientes trombocitopémcos presentan un nesgo aumentado de episodios serios de sangrado si presentan las situaciones enumeradas. Los antigenos del Rh no se encuentran en las plaquetas (Dunstan. 1984). pero como los concentrados de plaquetas contienen algunos hematíes (Hcto - 0 , 5 % ) , se debería intentar administrar plaquetas Rh-negativas a mujeres Rhnegativas en edad fértil o más jóvenes. Con frecuencia esto no es posible, y por ello se puede realizar una terapia con inmunoglobulina Rh (RhlG) para prevenir la inmunización del antígeno-D y la posibilidad de enlermedad hemolítica del recién nacido. Las plaquetas ABO incompatibles deberían administrarse a los adultos con una disminución leve en el incremento del recuento plaquetario postransfusional. porque las plaquetas muestran una débil antigeniadad ABO. Escasas respuestas a la transfusión de plaquetas pueden ser más notables en los pacientes de grupo O que reciben grupo A, o plaquetas A.B (Áster. 1965). y en aquellos pacientes con altos títulos de anticuerpo ABO (>64) que reciben plaquetas con ABO incompatible (Brand, 1986). En una publicación, los incrementos de plaquetas postranslusionales lueron más altos en pacientes que recibieron combinación de plaquetas con ABO idéntico, intermedios en aquellos que recibieron plaquetas de plasma ABO incompatible y el más bajo en receptores con plaquetas con mayor incompatibilidad ABO (Heal. 1987). Cuando el plasma en el producto de plaquetas es i n c o m patible con los hematíes del receptor (p. ej.. plaquetas de un donante de grupo O a un receptor grupo AB), en algunos casos habría que intentar reducir el volumen, para disminuir la cantidad de plasma incompatible que podría de otra forma originar un DAT RBC fuertemente positivo o hemolisis. Sin embargo, esta manipulación podría comprometer la recuperación de las plaquetas postransfusional y su función (Pineda, 1989). Debido a los muy pequeños volúmenes de sangre, los pacientes pediátricos deberían recibir plaquetas que contengan plasma ABO compatible con los hematíes del bebé. En algunos casos, esto puede realizarse por la extracción de plasma ABO incompatible y la resuspensión de plaquetas en 5% de albúmina o plasma AB. La transfusión de plaquetas también puede provocar un escaso incremento del recuento postransfusional en individuos que padecen situaciones que provocan agotamiento rápido de plaquetas como es el caso de la coagulación intravascular diseminada (CID), púrpura trombocitopénica idiopática (PTI), choque séptico por Gram negativos e hiperesplenismo grave (NIH Consensus Conference, 1987). Algunos de estos pacientes con causas clínicas subyacentes no inmunes que producen el agotamiento acelerado de plaquetas y una respuesta escasa a las transfusiones de plaquetas pueden responder a plaquetas "frescas", almacenadas en menos de 48 horas, y/o plaquetas ABO compatibles (véase la siguiente sección). La infusión de membranas de plaquetas, un sustituto potencial en la transfusión de plaquetas, está siendo sometida a investigación clínica (véase más adelante en Sustitutos de hematíes y transfusión de plaquetas).



Estado refractario inmunológico de las plaquetas La refractariedad a las transfusiones de plaquetas se deline como un incremento del recuento rectificado postransfusional (CCI) menor de 7.500 determinado a los 10 minutos a 1 hora después de la transfusión de una dosis adecuada de plaquetas en dos ocasiones secuenciales (Kickler, 1992). El CCI se define como (Hermán, 1999): CCI = ?



Incremento de plaquetas postransfusional (por pl) x superficie corporal ( m ) Plaquetas trasfundidas (x 10") Una respuesta adecuada a la transfusión de plaquetas debería producir una CCI postransfusional prevista, a los 10 a 60 minutos, de 7.500 o más. Un adulto de talla media (1.7 mi con un recuento de plaquetas antes de la transfusión de 5.000 pl que recibe una transfusión de 3 x 10" de plaquetas que origina un recuento de plaquetas postransfusional de 40.000 pl determinado a los 10 minutos tendrá un CCI de 19.800. siendo una respuesta adecuada.
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La causa más común de relractariedad a la transfusión de plaquetas es la presencia de factores clinicos no inmunes que producen un agotamiento acelerado de las plaquetas, como CID, infección, sepsis, trasplante de médula ósea y una terapia con medicamentos como anfotericma B (Dougthy, 1994). En algunos pacientes, la transfusión de múltiples productos sanguíneos celulares con leucocitos puede producir una respuesta inmunológica a los antigenos presentes en las plaquetas transfundidas, sean antígenos HLA Clase I o anligenos específicos de plaquetas. Las plaquetas manifiestan HLA-A clase I y antígenos HLA-B en su superficie, pero no los antigenos HLA clase II (Silvergleid, 1980). Los leucocitos manifiestan ambas clases. La presencia de leucocitos en el producto transfundido puede servir como una fuente de células con antigeno presente o células estimulantes, que presentan el antígeno eficazmente a los linfocitos del receptor, y al manifestar el antigeno HLA clase II y moléculas coestimuladoras, se produce la aloinmunización. Esta respuesta está mediada por anticuerpos, y este estado de refractariedad de plaquetas puede verse en un tercio de todos los pacientes aloinmunizados. Un paciente que llega a ser inmunológicamente refractario a la transfusión de plaquetas habitualmente ha desarrollado un HLA o un anticuerpo específico a plaquetas que reacciona directamente con las plaquetas trasfundidas. Las posteriores transfusiones de plaquetas no serán capaces de producir un adecuado CCI a los 10 a 60 minutos de la transfusión. Se ha publicado que este estado refractario de las plaquetas ocurre en el 4 0 % al 70% de los pacientes que reciben transfusiones de plaquetas de forma repetida por neoplasias hematológicas (Howard. 1978: Schiffer, 1982a, 1982b). Un ensayo clínico aleatorio prospectivo más reciente encontró una baja frecuencia de aloinmunización y refracción en pacientes que no habian estado previamente expuestos a los antígenos HLA {Tnal lo Reduce Alloinmunization to Plalelels Sludy Group, 1997). La aloinmunización primaria puede producirse claramente por término medio en tres a cuatro semanas después de la pnmera transfusión en aquella persona que recibe multiples transfusiones. La refractariedad que ocurre antes de las tres semanas probablemente esté causada por procesos clínicos no inmunes. La frecuencia de la aloinmunización puede estar afectada por la enfermedad subyacente y su tratamiento. En un estudio, sólo el 10% de aquellos con tumores sólidos llegaban a ser refractarios (Schiffer, 1982a). En pacientes con anemia aplásica. el estado refractario podría ocurrir en el 75% de los pacientes (Silvergleid, 1980). No está claro que estas diferencias ocurran porque los pacientes con neoplasias reciban quimioterapia, haciéndolos inmunodepnmidos. El tipo de quimioterapia también puede influir en la frecuencia de la aloinmunización, pues los pacientes con leucemia linfocitica aguda, que reciben más quimioterapia inmunosupresora, tienen una frecuencia más baja de aloinmunización que los pacientes con leucemia mieloide aguda. La rutina de los programas de quimioterapia para tumores sólidos puede ser menos inmunosupresora que los regímenes usados en neoplasias hematológicas. La aféresis de plaquetas HLA compatibles provocará una respuesta adecuada en la mayoria (60% a 80%) de los pacientes aloinmunizados y refractarios, porque estas plaquetas no reaccionan y no son destruidas por el aloanticuerpo del paciente. Los anlicuerpos HLA habitualmente están dirigidos contra la especificidad general, reaccionando con epítopos estructuralmente similares en diferentes productos de genes (pruebas cruzadas de grupos [CREG]) o con epitopos idénticos presentes en diferentes alelos (epítopos públicos). Es posible que los anticueros HLA solamente reconozcan un epitopo de un alelo HLA concreto (epítopo privado), como HLA-A2 o HLA-B12. Los donantes de aféresis de plaquetas prospectiva se seleccionan según el número de antigenos idénticos a los del receptor. Los donantes coincidentes grado A son aquellos con cuatro antígenos HLA-A y HLA-B idénticos a los del receptor, grado B son aquellos con concurrencias parciales o coincidencias de CREG. Los donantes coincidentes grado C coinciden en tres de los cuatro antígenos. Los donantes grado D tienen dos de los tres antigenos no coïncidentes. El uso de transfusión de plaquetas de donantes compatibles por CREG (compatibilidades BX) proporciona un incremento postransfusional de plaquetas y una supervivencia de plaquetas generalmente equivalente a cuatro antígenos clase A coincidenles en pacientes refractariamente aloinmunizados (Schiffer, 1978). El uso de donantes coincidentes para CREG permite encontrar un número adecuado de donantes a partir de agrupaciones pequeñas de donantes, digamos 1.500. en vez de los 10.000 que podrían de otra forma necesitarse si solo se utilizaran los donantes coincidentes clase A (Tomasulo, 1978a).
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El HLA-B8, B12 (B44 y B45), Bw4 y Bw6 se manifiestan de forma variable en las plaquetas pero se detectan lácilmente en los linlocitos, células que se utilizan para describir el fenotipo HLA en la determinación de la linfotoxicidad (LCT). Las plaquetas de donantes con estos antígenos HLA pueden tener una baja expresión del antigeno de superficie, y pueden no ser destruidas cuando se trasfunden a pacientes con aloanticuerpos dirigidos a estos antígenos. Por tanto, las plaquetas que manifiestan estos antígenos HLA pueden transfundirse con buenos resultados en pacientes con anticuerpos dirigidos a estas especificidades, como se detecta por la tasa de respuesta del 69% en pacientes aloinmunizados para HLA-B12 que reciben plaquetas con antígeno HLAB12 positivo (Schiffer, 1989), La incompatibilidad selectiva para antigenos HLA privados es otra estrategia que puede provocar buenas respuestas a la transfusión de plaquetas en algunos pacientes. Los pacientes que desarrollan un anticuerpo frente al HLA-A2 pueden transfundirse con plaquetas específicamente seleccionadas antigeno HLA-A2 negativas. Estos pacientes también pueden beneficiarse de la transfusión de grupos de plaquetas, de las cuales algunas pueden no manifestar el antigeno. La mayoria de los bancos de sangre seleccionan ios donantes HLA compatibles de una lista de aféresis de plaquetas HLA-A y HLA-B previamente lenotipadas. basándose en el fenotipo HLA-A y HLA-B compatible del receptor. El proceso de selección suele estar computerizado y esto genera una lista de posibles donantes, con un primer listado de compatibilidad de grado A, seguido de compatibilidad grado B. Entonces, el banco de sangre contacta con los donantes y se les invita a donar, según el orden que aparecen en la lista. Como la manifestación de los antígenos HLA es más notable que la del sistema ABO en la superficie de las plaquetas (ABO es muy débil), a menudo se seleccionan los donantes de HLA compatible independientemente del sistema ABO. Heal (1999) expresó un punto de vista contrario a este, afirmando que solo los componentes ABO idénticos o aquellos deficientes de antígeno y anticuerpo incompatible deben ser administrados a los pacientes. Alternativamente, los procedimientos de selección de donantes pueden incluir una prueba cruzada de HLA, que usa suero del paciente frente a lmfocitos del donante. El procedimiento de prueba cruzada de los linfocitos no siempre pronostica de forma correcta la supervivencia de las plaquetas y los rangos en la exactitud varían desde el 3 0 % al 75% (Silvergleid, 1980, Slichter, 1978). Además de la clasificación de HLA, algunos programas examinan el plasma del receptor sobre un panel de linfocitos del donante y obtienen un número del porcentaje de anticuerpo reactivo (PRA), como se realiza en el trasplante de órganos sólidos. El número PRA es el porcentaje de las células en un panel frente al cual el anticuerpo del paciente reacciona. Aquellos pacientes cuyos anticuerpos reaccionan con más del 7 0 % (70% PRA) de las células del panel pueden con probabilidad tener refractariedad aloinmune. Aquellos que ya eran refractarios y tienen un PRA mayor del 90% probablemente no respondan bien a plaquetas que no sean de cuatro antigenos HLA (compatibilidad grado A). Los pacientes trombocitopénicos que continúan recibiendo plaquetas HLA compatibles pueden llegar a ser refractarios incluso a estos productos, debido a factores clínicos no inmunes ¡ntercurrentes, o debido a la aloinmunización de antígenos específicos de plaquetas. Hay más de 13 sistemas de antígenos de plaquetas humanas (HPA) descritos, algunos de los cuales son específicos para las plaquetas (Santoso. 1998). En pacientes aloinmunizados simultáneamente para HLA y antigenos específicos de plaquetas, puede encontrarse una unidad especifica mediante donantes seleccionados y usando HLA y antígeno específico de plaquetas semejantes a través de los centros de referencia, o usando una prueba cruzada que emplea plaquetas. Observe como existirán muy pocos donantes disponibles que tengan simultáneamente un fenotipo HLA específico además de ser negativo para P 1 " : menos del 2% de la población. Muchos de los anticuerpos directos a plaquetas y las pruebas de compatibilidad de plaquetas desarrollados emplean EIA, RÍA y técnicas anti-lgG de inmunofluorescencia (Sinor, 1988). La mayoría de estas tienen una exactitud similar para seleccionar plaquetas compatibles. Existe comercialmente disponible un análisis para la detección de anticuerpos de plaquetas por adhesión a hematíes en fase sólida (Capture-P, Norcross, GA) (Sinor, 1988), que ha ganado popularidad en el diagnóstico de aloinmunización y en la selección de plaquetas compatibles para pacientes
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refractarios aloinmunizados. A pesar de que las pruebas cruzadas de plaquetas no pueden distinguir el anticuerpo que está causando la incompatibilidad, HLA o anticuerpos específicos de plaquetas, son adecuadas para detectar la presencia de cualquiera de estos. La aféresis de plaquetas compatibles es equivalente a las plaquetas de HLA semejante porque producen CCI adecuados en pacientes aloinmunizados que son refractarios a las plaquetas no seleccionadas. La Iransfusión de plaquetas con HLA cruzada o prueba cruzada de plaquetas no parece obtener mejores CCI en pacientes que son refractarios a la transfusión de plaquetas por causas clínicas no inmunes. Antes de someter a un paciente a cualquiera de estos productos, se debería demostrar la presencia de HLA y/o aloanticuerpos específicos de plaquetas. Es importante anotar que aproximadamente el 50°o de los pacientes aloinmunizados pierden el anticuerpo y recuperan el grado de reacción a plaquetas no seleccionadas en días o semanas después de que se detectara por primera vez el anticuerpo, por lo que puede ser útil monitorizar estos pacientes periódicamente para la presencia de anticuerpos y, en el caso de su ausencia, volver a transfundir un grupo de plaquetas no seleccionadas (Slichter, 1990). Cuando el paciente trombocitopénico ya no responde a las plaquetas con HLA compatible, y siempre que estén disponibles, pueden valer las plaquetas autólogas cnopreservadas (Funke, 1995). Las plaquetas autólogas criopreservadas en dimetil sulfóxido (DMSO) obtenidas del paciente durante la remisión pueden suministrar una hemostasia adecuada y pueden ser almacenadas hasta tres años en la fase de vapor del nitrógeno liquido (vide infra). La plasmaféresis, la inmunoabsorción extracorpórea con columnas de proteína A estafílocócica, inmunoglobulina intravenosa (IVIG), inmunosupresores, inhibidores de la librinólisis, infusiones de membranas de plaquetas y otras determinaciones pueden considerarse en el tratamiento de algunos de estos pacientes refractarios.



Prevención del estado refractario inmunológico de las plaquetas Históricamente, los investigadores europeos (Eernisse, 1981) demostraron que la extracción de la mayoría de los linfocitos que contaminaban los concentrados de plaquetas disminuía significativamente la aloinmumzación, pero también en estas técnicas anticuadas se extraían muchas plaquetas. Otros (Gmur, 1983) empezaron a utilizar un soporte para las plaquetas de aféresis de donante único, en la Irombocitopenia grave, para disminuir las exposiciones del donante y posibles sensibilizaciones posteriores, antes que usar múltiples donantes mediante las habituales transfusiones de donantes de plaquetas aleatorios. El modelo actual aceptado consiste en la utilización de métodos que reduzcan los leucocitos en las plaquetas, agrupados o por aféresis, a menos de 5 x 10- por dosis transfundida. Esto sólo puede realizarse en la actualidad gracias a los filtros de leucorreducción de tercera generación o leucorreducción en línea durante la recogida de las plaquetas de aféresis. Los filtros de leucorreducción son filtros de adsorción selectiva, que extraen el 99% (3 Log) de los leucocitos, como se tratará posteriormente en este capítulo en el párrafo sobre los Filtros, para disminuir la frecuencia de aloinmunización HLA en pacientes multitransfundidos. En un reciente ensayo aleatorio prospectivo llevado a cabo por el Trial lo Reduce Alloinmunizalion to Platelets Sludy Group (TRAP) (1997), tanto el grupo de plaquetas como la aféresis de plaquetas reducían la frecuencia de aloinmunización (18%) y la refractariedad de las plaquetas (3%) cuando lodos los productos fueron leucorreducidos, comparados con los controles que recibieron producios sanguíneos no leucorreducidos: 4 5 % y 13%. respectivamente. Una leucorreducción aceptable, consiguiendo productos plaquetanos con recuento de leucocitos claramente menores de 5 x 10 por dosis de plaquetas, puede obtenerse mediante leucorreducción en línea con los separadores de células más novedosos en la recogida de aféresis de plaquetas de donantes normales. Estos productos plaquetarios se califican de leucorreducidos por la definición de la FDA (FDA Memorándum, May 29, 1996). 6



La radiación ultravioleta B (UVB) tiene una longitud de onda de 280 a 320 nm. La irradiación UVB de los concentrados de plaquetas ha demostrado que anula la respuesta linfoproliferativa y la capacidad de los leucocitos en el pro-



ducto de actuar como un presentador de antígeno o un estimulador de células, sin afectar la (unción de las plaquetas (Kahn. 1985b: Bordin, 1994), y puede inducir a una tolerancia especifica de los antigenos HLA del receptor La irradiación UVB puede provocar una inmunotolerancia al antigeno HLA incluso cuando no se irradian todos los productos con UVB (Kripke, 1984). Se ha revelado que la eficacia de la irradiación con UVB para prevenir la aloinmunización en pacientes multitrasfundidos es equivalente a la leucorreducción ( 2 1 % frente a 18%) comparado con los controles (45%) en el estudio TRAP (1997). En el mismo estudio, la frecuencia de refractariedad a la transfusión de plaquetas también se redujo con ambos métodos, al 3% y 5%. respectivamente. La aloinmunización puede ser causada por la presencia de HLA u otros antígenos de histocompatibilidad mayor presentes ya sea solubles o en forma de microparticula, que escapan al proceso de leucofiltración. La desintegración de los leucocitos deja fragmentos de WBC no filtrables que aumentan el tiempo de almacenamiento. Se ha visto que estos fragmentos de WBC son inmunogénicos en experimentos con animales (Bordin. 1993), aunque con una frecuencia más baja que la observada con los leucocitos intactos Esto puede explicar el Índice residual de aloinmunización (18%) observado en pacientes multitransfundidos cuando lodos los productos son leucorreducidos (TRAP. 1997). Consecuentemente, la filtración de WBC previo al almacenamiento y la disminución de cantidad de plasma infundido puede reducir teóricamente la sensibilización HLA y la posterior refractariedad a las plaquetas. La filtración previa al almacenamiento de las plaquetas también provoca una disminución del acumulo de citocmas y un descenso de las reacciones transfusionales lebriles no hemolíticas.



Plaquetas



autólogas



cnopreservadas



La criopreservación, o congelación de plaquetas en 5% a 6% de DMSO, permite un almacenamiento prolongado. Este método no se encuentra ampliamente disponible, y generalmente se asocia con un bajo rendimiento después de la descongelación y tras transfusión (Lee, 1998). Este producto se ha utilizado principalmente para el mantenimiento de pacientes refractarios aloinmunizados, y se recoge durante la remisión de la enfermedad subyacente. Funke (1995) obtuvo transfusiones con éxito de plaquetas autólogas criopreservadas en ocho pacientes aloinmunizados. con recuperación de plaquetas in vitro de 85 ± 4 % . y CCI posl-transfusión de 11.000. En otro estudio (Torretta. 1998). las plaquetas autólogas cnopreservadas obtuvieron una media de recuperación del 6 3 % (rango. 4 4 % a 81 % ) , y CCI superiores a 7.500 en 25 pacientes que recibían altas dosis de quimioterapia. Los estudios en plaquetas descongeladas mostraron que el tamaño de las plaquetas era mayor que en los controles frescos y hubo una menor agregación inducida por adenosina difosfato (ADP), siendo otras respuestas agonistas adecuadas. Aquellos pacientes que padecerán periodos prolongados de trombocitopenia pueden necesitar varias recogidas, para asegurarse de que sus necesidades de plaquetas para la lase trombocitopémca estarán cubiertas.



Concentrado de granulocitos Los granulocitos se preparan por aféresis de un solo donante obteniéndose al menos 1,0 x 10'° granulocitos. La administración de esteroides y G-CSF al donante 12 horas antes de la donación y el uso de hidroxetil durante el procedimiento para sedimentar rápidamente las RBC consigue una producción de granulocitos sanos por encima de las cifras mínimas. Debido a la frecuente contaminación entre el 5% a 10% de las RBC. se deberían realizar pruebas cruzadas de este producto con RBC. La transfusión de granulocitos se administra a pacientes muy granulopénicos cuando tienen fiebre persistente o una infección documentada que no reacciona con antibióticos de amplio espectro de tercera generación o antifúngicos administrados durante 48 horas. Para más información sobre los granulocitos, consulte el Capítulo 32.



Plasma fresco congelado El FFP se prepara mediante la centrifugación de la sangre completa y separando los primeros 200 mi a 260 mi del sobrenadante del plasma liquido. El plasma debería congelarse a -18 C o más frío en las primeras ocho horas



CAPÍTULO 31



•



743



MEDICINA TRANSFUSIONAL



Iras la recogida (dependiendo del labricante de la bolsa y el tipo de anticoagulante utilizado) para poder mantener los factores de coagulación, factor V y VIII estables. Su tiempo de almacenamiento congelado es de un año. El FFP está compuesto en un 9 0 % de agua. 6% a 8% de proteina, y un pequeño porcentaje de carbohidratos y lípidos. Un mililitro de FFP contiene 100% o una unidad de actividad de coagulación. El FFP debería descongelarse a 37 °C mediante la suave agitación constante y transfundirse en las primeras 24 horas cuando se almacena a 1' a 6 "C.



coagulación son más bajos en CCP que en FFP. Como el peso total y peso molecular alto del factor von Willebrand (vWF) es más bajo que en el FFP. el CCP se utiliza principalmente como sustituto en el intercambio de plasma para el tratamiento de TTP/HUS. El tiempo y temperatura de almacenamiento es similar al FFP.



Aunque el FFP se utilizó en el pasado como expansor de volumen, esta indicación no está reconocida debido al riesgo de enfermedad transmitida por transfusión y la disponibilidad de otros productos más seguros como son los cristaloides, coloides sintéticos (almidón, dextrano) o 5% de fracción de proteína de albúmina / plasma (PPF). El FFP tampoco debería utilizarse como fuente de aporte nutricional proteico (NIH Consensus Conference. 1985). El uso principal del FFP está en el paciente sangrante con múltiples deficiencias de factores de coagulación secundarias a enfermedad hepática. CID, toxicidad por coumadin, o coagulopatía dilucional debido a transfusiones masivas de RBC. Como se necesita un gran volumen de FFP para poder corregir los episodios de sangrado en pacientes con deficiencias de factores de coagulación simple (p. ej., hemofilia A o B), y esto puede provocar una sobrecarga de fluido, reacciones alérgicas y transmisión de enfermedades, actualmente están disponibles en el mercado y son el tratamiento de primera elección los concentrados de factor de coagulación viralmente inactivos o factores de coagulación obtenidos por recombinación humana. Sin embargo, el FFP se emplea para detener los episodios de sangrado en casos de deficiencia de factor I, V, XI. XIII o antiplasmina. o trombosis en proteína C o deficiencia de proteína S porque aún no está disponible un concentrado.



El factor antihemofílico crioprecipitado también se conoce como crioprecipitado. El crioprecipitado. preparado desde una unidad de sangre completa, contiene cerca de 80 unidades de factor VIII, casi un 50% del vWF de la unidad original, cerca de 250 mg de fibrinógeno, cerca del 25% de factor XIII existente en la unidad original, y una actividad de la fibronectina considerable La fibronectina actúa como una opsonina debido a que recubre la bacteria, haciendo que estas sean más fáciles de eliminar por los macrófagos. La fibronectina disminuye en los quemados asi como también en pacientes con choque traumático y se piensa que la reposición de fibronectina mediante crioprecipitados podría ayudar a invertir la septicemia en estos pacientes (Saba, 1982).



Plasma tratado con solvente/detergente La FDA ha autorizado (1998) un producto obtenido del plasma tratado con S/D (VIPLAS/SD) en el tratamiento de pacientes con deficiencia adquirida o factores de coagulación múltiples, reversión de efectos de Coumadin, y deficiencias de factores congénitos simples para lo que no existen concentrados disponibles (factor I, V, XI y XIII), o púrpura trombocitopénica trombótica (TTP). El tratamiento del plasma con el solvente Iri (n-butil) fosfato y el detergente Tritón X-100 elimina virus con cubierta lipídlca (VIH-1, VIH-2, HTLV-I. HTLV-II, hepatitis B, hepatitis C, CMV y EBV) pero no el HAV o el parvovirus B19. En este producto se aprecia una pequeña, o ninguna, activación del factor de coagulación. El solvente y el detergente se extraen por cromatografía de columna en la fase inversa, y entonces el plasma se filtra estéril (0.22 u m ) y transfiere asépticamente dentro de las bolsas estériles, y luego se congela. Cada producto es etiquetado con el grupo ABO, con un volumen de 200 mi. y se debería utilizar tan pronto como se descongela. La fecha de caducidad es de un año desde la fabricación cuando se almacena a -18 C o menos y de 24 horas después de haber sido descongelado a T de 20° a 24 °G, Se necesita una compatibilidad de grupo ABO con los hematíes del receptor. La información detallada de los contenidos de cada factor de coagulación en S/D FFP puede obtenerse del fabricante.



Factor



antihemofílico



crioprecipitado



El crioprecipitado se produce por descongelación lenta (durante la noche) de una unidad de FFP de 1° a 6 C. dejando una pequeña cantidad de precipitado blanco (crioprecipitado). El material se centrifuga y se extrae todo menos 10 a 15 mi de plasma sobrenadante. Entonces se recongela el crioprecipitado a -18 °C o más y puede ser almacenado congelado durante un año. Este se descongela a 37 C y almacena de 1° a 6 °C hasta seis horas antes de su uso. Las principales indicaciones para el uso del crioprecipitado son para la deficiencia de fibrinógeno, deficiencia de factor XIII, sangrado urémico que no responde a la diálisis o DDAVP (desmopresina). en la reposición de fibronectina y como gel de fibrina (Víde infra). El fibrinógeno tiene una vida media de tres a seis días, y su administración semanal puede ser apropiada. No está probado el papel de los crioprecipitados en la mejora de la función de las plaquetas en la disfunción de plaquetas adquirida o en cirugía de derivación cardiopulmonar. Antiguamente, el crioprecipitado era el tratamiento de elección en la hemorragia, en hemofilia grave, pero debido a la aparición de métodos nuevos (Drohan, 2000) de inactivación de virus utilizados en grupos de concentrados, el concentrado de factor VIII es el producto de elección. Hasta hace poco, una de las mayores utilidades del crioprecipitado fue en el tratamiento de la enfermedad de von Willebrand grave (vWD), pero actualmente la FDA ha autorizado un producto comercial viralmente inactivo de pureza intermedia de factor VIII con vWF para el tratamiento de estos pacientes. No todos los concentrados de factor VIII de pureza intermedia contienen vWF. Para mantener el alto peso molecular del vWF, el fabricante debería extraer las WBC y plaquetas antes de que liberen sus proteasas que actúan sobre el vWF de alto peso molecular (véase la próxima sección. Concentrado de Factor VIII, en la que se sigue tratando el tema del vWF). Las dosis estándar del crioprecipitado han producido trombocitopenia en pacientes con plaquetas-lipo o pseudovWD (Montgomery. 1994). En estos pacientes hay que valorar la transfusión de plaquetas y bajas dosis de vWF. C



Plasma fresco congelado de donante reexaminado Otro producto FFP. el plasma fresco congelado de donante reexaminado (FFP DR). preparado a partir de donación de sangre completa (220 mi) o por aféresis, también está disponible. La unidad se coloca en cuarentena y se desbloquea cuando el donante vuelve a ser examinado al menos 112 días después de la donación de esta unidad si todos los marcadores virales son negativos. La cuarentena y la reexaminación minimizan el riesgo asociado a la transmisión viral debido a donaciones durante la ventana del período infeccioso seronegativo. El tiempo de almacenamiento de este producto es de 12 meses desde la fecha de la donación cuando se almacena a -18 °C o menos, y 24 horas de 1° a 6 °C después de la descongelación (AABB Standards, 1999).



Plasma



crioprecipitado-escaso



El plasma crioprecipitado-escaso (CPP) se prepara extrayendo criopreclpitado de una unidad de FFP (vide infra). Los niveles de variados factores de



Selección de los derivados sanguíneos Concentrado de factor VIII El concentrado de factor VIII es un producto llofilizado obtenido a partir de una colección de plasma, utilizando el método de fraccionamiento de etanol de Cohn (Rock, 1986). A comienzos de 1984. algunos fabricantes comienzan el tratamiento con calor de los productos de tactor VIII liofilizados (estado seco) a 60 C durante 24 horas. Aunque este procedimiento fue probablemente suficiente para inactivar el virus VIH, no fue suficiente para inactivar completamente el HBV o HCV. Se ha observado que otros métodos de inactivación viral son más efectivos contra estos dos virus, pero reducen considerablemente el rendimiento del factor VIII: el producto liofilizado, en la fase intermedia, hidratado expuesto a vapor a presión: pasteurización, donde el factor VIII líquido se expone a 60 "C durante 10 horas: y las columnas afines al anticuerpo del factor VIII monoclonal usadas para aislar el factor VIII. seguido de la elución y posterior inactivación viral. El método seguro del trata-



744



SECCIÓN



IV



•



HEMATOLOGÍA,



COAGULACIÓN



míenlo de destrucción viral es la exposición S/D cuando el solvente, tri (nbutil) fosfato, y cualquier detergente (colato, Tween 80 o Tritón X-100) se utiliza para mactivar los virus con envoltura lipidica como el VIH-1,2, hepatitis B, hepatitis C. HTLV-I.II, EBV y CMV. Sin embargo, los virus sin envoltura lipidica como el virus de la hepatitis A y parvovirus B19 no se destruyen con este proceso (Drohan, 2000; Lynch, 2000). El concentrado de factor VIII se transfunde intravenosamente a los pacientes con deficiencia del factor VIII congénita de grave a moderada (Hemofilia A) que presentan una hemorragia. La dosis que se ha de administrar puede calcularse mediante una fórmula descrita por Abildgaard (1966). basada en el incremento deseado del porcentaje de factor VIII en plasma multiplicado por el peso corporal y dividido por el 2% (hay un 2% de recuperación de cada unidad de factor VIII por kilogramo de peso corporal). El incremento deseado se debería de individualizar y depende del sitio y la gravedad del sangrado, o el tipo de procedimiento quirúrgico cuando se necesita profilaxis. Típicamente, los pacientes con hemofilia A grave presenten unos niveles de plasma de factor VIII por debajo del 1 % . y para un sangrado moderado a grave se pueden necesitar reposiciones del 50°o al 100%. La vasopresina, 1-Deamino-8-D-arginina (desmopresin acetato. DDAVP). un agente farmacológico, debería utilizarse primero en la hemofilia A leve a moderada para estimular de dos a tres veces el incremento del factor VIII, así como también el vWF, producción y liberación de las células endoteliales (Lusher, 1994). Actualmente este disponible el factor VIII antihemofilico humano recombinado (rAHF) para el tratamiento de la hemofilia A. Este se produce en las células de riñon de hámsteres recién nacidos (BHK), y es purificado por intercambio de iones, exclusión de tamaño y cromatografía inmunocompatible del anticuerpo monoclonal. La concentración final en la reconstitución es aproximadamente de 100 lU/ml. Hay un interrogante sobre si el uso de rAHF induce el anticuerpo del factor VIII en pacientes con hemofilia A con una frecuencia más alta que los concentrados de factor VIII preparados a partir de plasma. Los pacientes con vWD tienen una deficiencia de plasma combinada de factor VIII y vWF (que provoca la disfunción por acumulo de plaquetas). En la mayoría de los casos, los episodios de sangrado en vWD leve a moderada se tratan con DDAVP, excepto en tipo 2b, porque la desmopresina provoca incrementos significativos en los factores VIII y vWF (Mannucci. 1988). El DDAVP ha producido trombocitopenia en tipo 2b, y variantes de vWD (pseudo-vWD) en el tipo de plaqueta (Montgomery, 1994). La disponibilidad de altas dosis de preparados de DDAVP (Stimate) en forma de instilación miranasal ha facilitado la administración de este medicamento, y ahora pueden conseguirse niveles terapéuticos sin recurrir a la ruta intravenosa en los pacientes seleccionados. En los casos de sangrado en vWD grave (tipo 3), el cnoprecipitado es el tratamiento de primera elección porque el DDAPV puede activar con poca frecuencia los factores deficientes a niveles hemostáticos en eslos pacientes. El tratamiento de vWD grave con concentrados específicos de factor VIII de pureza intermedia implican la normalización del tiempo de hemorragia y la corrección de la prueba de cofactor de ristocetina, y puede parar el sangrado. Un concentrado comercial de (actor VIII ha sido aprobado por la FDA para el tratamiento de vWD (Humate-P). En ensayos clínicos este producto ha obtenido buenas respuestas en el 95% de los pacientes tratados por complicaciones de sangrado de vWD de moderada a grave. El rAHF y el concentrado de factor VIII elaborados mediante columnas de inmunoafinidad no contienen vWF. Un concentrado de vWF puro sin factor VIII está disponible, pero todavía no ha sido aprobado por la FDA. En los pacientes recién diagnosticados de hemofilicos graves, ya sea debido a la deficiencia de factor VIII o del factor IX, debería administrarse la vacuna de hepatitis B de manera rápida. Esta vacuna prevendrá la infección de hepatitis B en la mayoría de los casos. Cuando esté disponible la vacuna de hepatitis C. también debería ser administrada. Algunos hemofilicos graves tratados con factor VIII humano desarrollan anticuerpos frente a esta proteína debido a que su sistema inmune la reconoce como extraña. Cuando existen inhibidores de factor VIII (anticuerpos), los episodios de sangrado pueden detenerse por una diversidad de métodos. Un inhibidor de ba|0 nivel (< 10 unidades Bethesda), puede controlarse con grandes dosis de concentrados de factor VIII o por vAHF. Los inhibidores de alto nivel nece-
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sitan una estrategia diferente para desviar el inhibidor: factor VIII porcino (baja reactividad cruzada con el factor VIII humano), concentrado de factor IX (contiene factores de coagulación activados, primariamente II, VII y X), complejo de coagulación anti-inhibidor (factores de coagulación activados), recombinación de factor Vlla, intercambio de plasma para extraer el inhibidor, inmunosupresión, o infusiones continuas de altas dosis de factor VIII humano.



Concentrado de factor IX El concentrado de factor IX es un producto liofillzado obtenido a partir de plasma, usando el método de fraccionamientos de etanol de Cohn. El complejo de factor IX contiene factor II. VII, IX y X. Este se transfunde intravenosamente cuando existen episodios de sangrado en pacientes con deficiencia congénita de factor IX (Hemofilia B, enfermedad de Christmas), pero también es útil para aquellos con deficiencias congénitas de factor VII o X. Como se mencionó anteriormente, este puede administrarse en pacientes con deficiencia de factor VIII con importante actividad inhibidora, debido a que los complejos de concentrados de factor IX a menudo contienen factores de coagulación activados. El tratamiento por calentamiento del producto (seco) liofilizado comenzó en 1984; esto probablemente produjo la inactivación del VIH pero no del virus de la hepatitis. Los métodos de inactivación viral similares a aquellos anotados para el factor VIII están actualmente en uso (Drohan, 2000; Lynch, 2000). Como el concentrado de factor IX puede contener factores de coagulación activados, esto puede causar CID en aquellos pacientes con enfermedad hepática grave y que no están produciendo cantidades adecuadas de antitrombina. Debido a la larga vida media de los factores II y X. puede haber depósito de éstos en el plasma del paciente después de repetidas administraciones, provocando un estado prolrombótico o CID. El factor IX humano de alta pureza y la recombinación del factor IX humano están disponibles para el tratamiento de la hemofilia B. El factor IX de alta pureza se obtiene de plasma humano usando anticuerpos monoclonales y conteniendo cantidades insignificantes de otras proteínas de plasma. Estos productos carecen de factor VIII o del inhibidor del factor IX desviando la actividad, asi como también el potencial trombótico presente en el complejo concentrado de factor IX o complejo de coagulación anti-inhibidor (AICC). Unos niveles del factor IX del 25% al 50% generalmente se consideran adecuados para la hemostasia y la cirugía.



Complejo anti-inhibidor de coagulación El AICC, también conocido como factor ocho inhibidor de la actividad bypass (FEIBA), es un producto liofilizado obtenido de agregado de plasma mediante el método de fraccionamiento de etanol de Cohn. Contiene factores de coagulación activados vitamina K-dependientes (II, VII, IX, X) y sus precursores, así como también proteínas generadoras de cinina. Las técnicas de destrucción de virus se han utilizado para reducir el riesgo de transmisión de VIH y de hepatitis, no se han notificado enfermedades transmitidas por transfusión con el uso de este producto. Este se utiliza para detener los episodios de sangrado en pacientes con altos niveles del inhibidor del factor VIII. Debido a la cantidad de factores de coagulación activados en este producto, se salta el factor VIII para que asi pueda seguir la cascada de la coagulación. Este producto debería utilizarse con precaución en la enfermedad hepática y cuando existe un estado hipertrombótico.



Factor Vlla recombinado La recombinación del factor Vlla (Novoseven) ha sido aprobada para el tratamiento de episodios de sangrado en pacientes con hemofilia A o B con inhibidores del factor VIII o del factor IX. La recombinación del factor Vlla (rFVIIa) activa la fase extrínseca de la cascada de la coagulación. La rFVIIa se clona y expresa en células BHK humanas y se segrega dentro de un medio de cultivo donde la rFVIIa se autocataliza de una forma activa. La purificación se realiza por un proceso cromatográfico. La vida media de la rFVIIa es de 2.3 horas después de la administración intravenosa. Los efec-
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tos secundarios que pueden ocurrir son reacciones alérgicas, prurito, erupción cutánea, cetalea, vómito, hipotensión, bradicardia, CID. disminución de protrombina o púrpura en el 1% de los pacientes. Está contraindicada en pacientes con hipersensibilidad conocida a proteínas de ratones, hámsteres o bovinos, y ha de ser usada con precaución en pacientes con CID. enfermedad arteriosclerótica avanzada, heridas por aplastamiento o septicemia debido a un aumento en el riesgo del desarrollo de sucesos trombóticos.



Concentrado de antitrombina III El concentrado de antitrombina (AT-lll) es un producto llofilizado preparado de unidades de plasma concentrado humano mediante una modificación de método de efanol frío de Cohn. La pasteurización por calentamiento en solución a 60 °C durante 10 horas reduce el riesgo de transmisión viral. Los concentrados de AT-lll están aprobados para el tratamiento de la deficiencia de AT hereditaria cuando existen complicaciones tromboembólicas o en la profilaxis en procedimientos quirúrgicos u obstétricos. La eficacia de los concentrados AT-lll en deficiencia de AT adquirida permanece sin probarse, aunque se ha uitilizado en trombosis de vena profunda (DVT) y embolismo pulmonar, cuando los niveles de AT son muy bajos y el efecto anti-trombótico solo puede ser realizado con concentrado de AT-lll. Su uso ha sido notificado también en otras condiciones con decrecimiento de los niveles de AT incluyendo DIC, cirugía ortopédica, preeclampsia, insuficiencia hepática y septicemia, entre otros. Los concentrados de proteina C y proteína S están siendo desarrollados.



Fracción de proteína en plasma y albúmina La PPF y la albúmina son derivados coloidales de plasma obtenidos de colección de plasma mediante un proceso de fraccionamiento de etanol de Cohn (Rock, 1986). Después de la separación del plasma, se pasteurizan por calentamiento a 60 "C durante 10 horas para inactivar los virus como el virus de hepatitis y VIH. El caprílato y el trioptofanato se añaden como estabilizadores para prevenir la excesiva desnaturalización de la proteína (Lynch, 2000). El proceso de calentamiento inactiva todos los factores de coagulación. La PPF contiene casi un 8 3 % de albúmina y 17% de a y (i-globulinas. La albúmina es el producto más refinado conteniendo el 9 6 % de albúmina y 4% de a-globulinas. Debido a que ningún producto contiene -/-globulinas, no hay anticuerpos de grupo sanguíneo ABO y por ello no se necesitan las pruebas de compatibilidad antes de la infusión. El 5% de los productos de albúmina y PPF son osmóticamente equivalentes al plasma, mientras que el 2 5 % (25 g de proteína x 100ml) de solución de albúmina es muy hiperosmótica comparada con el plasma y hará que el líquido pase de los tejidos al espacio intravascular. Las soluciones de albúmina y PPF están indicadas como expansores de plasma en el tratamiento de hipovolemia y choque. Los expansores de volumen son los más costosos por mililitro y por consiguiente deberían utilizarse en primer lugar los cristaloides (solución salina normal y lactato de Ringer). La infusión rápida de PPF está contraindicada en la comunicación extracorporal. El producto contiene precursores de la bradicinina que no pueden ser destruidos cuando se activan porque bordean a los capilares pulmonares. El resultado final es la hipotensión. La albúmina no contiene precursores de la bradicinina, por eso a ella no se aplica esta restricción. Estos dos coloides son útiles para elevar la presión sanguínea durante el intercambio terapéutico de plasma, diálisis, choque, y otras situaciones potencialmente hipotensoras. La albúmina puede ser útil también en la enfermedad hemolítica del recién nacido para aglutinar la bilirrubina no conjugada. Estos productos no están justificados como aporte nutricional (ya que existe disponible alimentación entérica y parenteral y líquidos de hiperalimentación) y su uso en el tratamiento general de la hipoalbuminemia por enfermedad renal, enteropatía por pérdida de proteínas y nefropatía por pérdida de proteínas está cuestionado. Se han publicado las paulas para el uso de este producto (University Hospital Consortium, 1995). Un metaanálisis de todos los estudios controlados en el uso de la albúmina y PPF indica un 6% de incremento en la mortalidad en grupos combinados de pacientes con hipovolemia, quemaduras o hipoproteinemia que recibieron albUmina junto con o en vez del cristaloide
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(Schierhout, 1998). La FDA ha indicado a los médicos asistenciales el uso con discreción de la albúmina y la PPF basándose en sus propias evaluaciones y criticas, el uso de pautas clínicas disponibles, y esludios avanzados recomendados para confirmar estos hallazgos (FDA Letter, August 19, 1998). Algunas alternativas para el uso de la albúmina y PPF como componentes coloidales son el almidón de hidroxietil (HES), dextrano y preparados de gelatina. El HES ( 6 % hetastarch, Hespan) está ganado popularidad como coloide sustitutivo en la transfusión masiva e intercambio de plasma terapéutico, y puede asociarse a un índice de complicaciones más bajo que la albúmina o PPF. El HES puede disminuir el complejo de factor VIII- vWF más de lo que se espera en disolución simple. La alteración de las propiedades del coágulo de fibrina inducida por este producto puede causar fácil degradación del coágulo por plasmina. Estos efectos en el sistema de coagulación pueden depender de las características moleculares del HES. con preparaciones de peso molecular medio con una sustitución de bajo grado (HES 200/0.5) teniendo menos efecto sobre la coagulación que las preparaciones sustitutivas de alto peso molecular (HES 450/0.7). La administración a corto plazo puede tener menos efecto sobre la coagulación que la administración repetida (Hiippala, 1998). Grandes volúmenes de fluidos de gelatina modificados no tienen un efecto destacado sobre la coagulación más que la dilución.



Inmunoglobulina La Inmunoglobulina (IG) es una solución o una preparación liofilizada que contiene muchos de los anticuerpos presentes en la sangre humana. Se prepara a partir de grandes colecciones de plasma mediante un proceso de fraccionamiento de etanol de Cohn (Sacher, 1988). y está disponible comercialmente por vía intramuscular (IMIG) o intravenosa (IVIG). El proceso de fabricación inactiva los virus de hepatitis B. hepatitis C y VIH. Sin embargo, en 1994 se observó que la hepatitis C fue transmitida por la inmunoglobulina IV (CDC, 1994) y desde entonces, los fabricantes han añadido un paso de S/D, y desde entonces no se ha detectado ningún caso de transmisión en estos años recientes. Al menos el 9 0 % ya sea del producto intramuscular o intravenoso es IgG. Sin embargo, también existen IgA. IgM y otras proteínas del plasma en pequeñas cantidades. La vida media de IG producida en el torrente sanguíneo alcanza los 18 a 32 días, dependiendo de la preparación (Berkman, 1988). La IG de uso intramuscular no debería administrarse de forma intravenosa porque contiene moléculas IgG añadidas con actividad anticomplemento (puede activar los complementos) y puede producir choque anafiláctico. La IG se usa principalmente en la sustitución de inmunoglobulinas en aquellos estados de inmunodeficiencia donde la formación de anticuerpos está muy deteriorada, provocando en el paciente frecuentes inlecciones. Estas situaciones incluyen la agammaglobulinemia congenita, inmunodeficiencia variable común, síndrome de Wiskott-Aldrich e inmunodeficiencia grave combinada. Como no hay disponibles altos títulos de IG específica, se puede utilizar la IG IM después de la exposición como profilaxis de hepatitis A, rubéola, poliomielitis o exposición al sarampión. Las preparaciones IM deberían administrarse solo IM. o una ruta subcutánea lenta, en múltiples sitios para evitar la inyección de más de 5 ml en una misma localización. Los efectos secundarios son poco comunes (0,2% de inyecciones) y pueden incluir ansiedad, náusea, vómito, malestar, enrojecimiento, edema (acial, cianosis y pérdida del conocimiento (Medical Research Council Working Party, 1969). Las reacciones anafilácticas son raras. La toxicidad debido al mercurio, presente en el conservante (thimerosal), se ha detectado tras inyecciones repetidas (Matheson, 1980). La IVIG no contiene mercurio. La IVIG puede utilizarse en pacientes que no toleran bien las inyecciones IM por una tendencia al sangrado, escasa masa muscular, cuando no interesa el aporte de mercurio, o cuando la dosis a administrar es alta. La dosis usual de IG IM es 100 mg/kg (0,7 ml/kg) por mes, que elevará los niveles séricos de IgG en 100 mg/dl después de dos a cuatro días (Conley, 1996) y repetida en intervalos mensuales. La frecuencia de la administración puede acortarse a dos a tres semanas cuando los síntomas persisten o existe evidencia de que la infección no responde al programa inicial. Las inyecciones subcutáneas continuas de IG IM mediante bombas de infusión se utiliza en Europa por el alto coste de IG IV, y puede tener éxito en pacientes que tie-
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nen un difícil acceso venoso o reacciones anafilácficas a la IG IV (Stiehm. 1999). El tratamiento de preparaciones IG para extraer grandes complejos moleculares da lugar a un producto seguro para administración IV. La disponibilidad de la IG IV ha permitido la administración de altas dosis de IG, que logra niveles altos o la normalización de la IG en suero más rápida y evitando las complicaciones locales de IG IM. La IG IV causa un incremento de suero IgG de 200 a 300 mg/dl por cada 100 mg/kg administrados, en horas. Después de tres a cuatro semanas, el nivel de IgG es 100 mg/dl más alto que los niveles previos a la infusión. Además de los pacientes con inmunodeficiencias primarias, la IG IV puede utilizarse en el tratamiento de inmunodeficiencias secundarias cuando la IgG en suero es menor de 200 mg'dl. o el nivel total de inmunoglobulina es menor de 400 mg/dl (Stiehm, 1999). Además se pueden considerar su utilización cuando existe una ausencia de anticuerpos naturales, falta de respuesta a la inmunización o una escasa respuesta a una infección. El tratamiento de pacientes con leucemia linfocitica crónica con IG IV en una dosis de 400 mg'kg cada tres semanas ha obtenido una reducción de la incidencia de infecciones por



Streptococcus pneumoniae



y



Haemophilus



influenzae



(Cooperative



Group for the Study of Immunoglobulin in Chronic Lymphocytic Leukemia, 1988). Las pérdidas de inmunoglobulina en el síndrome nefrótico y de enteropatía por pérdida de proteínas pueden exceder la capacidad de síntesis de IgG y producir la disminución de los niveles en suero, siendo estos pacientes candidatos a terapia de sustitución con IG IV. La IG IV puede ser eficaz en recién nacidos neutropénicos con sepsis que no responden a antibióticos. Los pacientes con trasplante de médula ósea alogénica que reciben IG IV tienen reducciones en septicemia, neumonía intersticial, enfermedad CMV letal. GVHD agudo, y mortalidad relacionada con el trasplante (Sullivan, 1990). y se ha recomendado el uso en estos pacientes (Rowe, 1994). La IG IV también se ha utilizado para tratar los pacientes quemados, que presentan hipoglobulinemia debido a la pérdida de proteínas. La alta dosis de IG IV (HD IVIG) (1 a 2 g/kg de peso corporal) se ha usado como inmunomodulador. aunque no se conoce bien su mecanismo mmunosupresor. Se han postulado varios mecanismos de acción que explican los efectos de HD IG IV en enfermedad mmunomodulada: bloqueo del sistema reticuloendotelial (RES) por la aglutinación del receptor Fe, inhibición de la síntesis de anticuerpos, anticuerpos auloinmunes aglutinando anticuerpos idiotipos, disminución de liberación o activación de citocina, aglutinación de superantígenos bacterianos, e inhibición de la lesión del tejido mediado por complemento (Stiehm, 1999). La HD IG IV es eficaz en el síndrome de Kawasaki. PTI, púrpura trombocitopénica autoinmune (Bussel, 1988), trombocitopema relacionada con sida y púrpura postransfusional. Los pacientes con TPI pueden tener impresionantes elevaciones en el recuento plaquetario. incluso a las horas de la administración. En un gran estudio aleatorio que comparó IG IV con intercambio de plasma terapéutico en el tratamiento de la neuropatía ascendente de Guillain-Barré. ambos grupos tuvieron una frecuencia similar en la mejoría, y los pacientes que recibieron IG IV mejoraron más rápido y tuvieron una importante mejoría (Van der Meche, 1992). En un estudio aleatorio aislado de IG IV e intercambio de plasma en el Guillain-Barré. solos o combinados, se encontró que ambas modalidades por separado tenian una eficacia equivalente (Plasma Exchange/Sandoglobulin Guillain-Barré Syndrome Trial Group. 1997). La combinación de IG IV con intercambio de plasma no fue superior al uso de un tratamiento solo. La IG IV se ha utilizado con éxito en la míastenia gravis, polineuropatia demielmizante inflamatoria crónica (CIDP). dermatomiositis, así como también otras varias enfermedades con resultados variables. La combinación de IG IV con ganciclovir puede ser más eficaz que la IG IV o ganciclovir solos en el tratamiento de infecciones CMV en pacientes con trasplante de médula ósea (Winston, 1987). Los pacientes anémicos, inmunodeficienles, o pacientes con anemia de células lalciformes con aplasia de glóbulos rojos debido a persistentes infecciones de parvovirus B19 pueden curarse con IG IV, con desaparición de la anemia (Kurtzman. 1989). La infusión de preparado de IG IV debería durar varias horas (Berkman. 1988). La infusión rápida puede causar cefalea, astenia, escalofríos, dolor de espalda, mareo, fiebre, enrojecimiento, taquicardia, e hipotensión, pero la disminución de la rapidez de la infusión habitualmente detiene esta reacción
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adversa. Debido a la presencia de IgA en el producto, en aquellos pacientes con deficiencia de IgA y que tienen anticuerpos IgG dirigidos contra el IgA puede aparecer anafilaxia. En aquellos pacientes con deficiencia de IgA determinada, podrían utilizarse productos preparados de donantes con deficiencia de IgA El DAT positivo puede ocurrir en algunos pacientes debido a la hipergammaglobulinemia (Huh. 1988). Puede existir un DAT positivo y una prueba de anticuerpo indirecto (IAT) por la transferencia pasiva de anticuerpos existentes en estas preparaciones, y la posible existencia de hemolisis clínicamente significativa. En un estudio, en el 4 9 % se encontró un DAT positivo y un 26% de IAT en pacientes adultos con BMT recibiendo IG IV a 1g/kg/semana (Robertson, 1987). Las especificidades identificadas en las diluciones eran anti-A. anti-B, anti-D y anti-K. Se han detectado anti D en títulos de 128 en un lote de IG IV. causando DAT positivo pero no hemolisis en un paciente Rh-positivo. Lichtiger (1991) encontró que el 96% de los 165 lotes de IG IV contenían anticuerpos anti-CMV y anti-HBc. con una serologia falsa positiva en muchos receptores, y una duración de hasta tres semanas En la misma publicación, el 87% de los lotes tuvieron anti-A, anti-B o ambos y un 4 9 % tuvieron otros anticuerpos de hematíes como anti-D, anti-K, y anticuerpos no específicos, habitualmente de títulos entre uno y ocho. Los anticuerpos frente a determinados neutrófilos en IG IV pueden provocar una neutropenia transitoria (Lassiter, 1993). Existen disponibles títulos altos de IG IM específicos para la profilaxis postexposición (prevención secundaria) de rabia, tétanos, hepatitis B. varicela y globulina Rh-inmune. y se administran por vía intramuscular. Existen preparaciones disponibles de altos títulos específicos de IG IV para CMV (CMVIVIG, CytoGam), virus respiratorio sincitial (RSV-IVIG. Respigam), y Rh iDi (WinRho SD).



Selladores de fibrina Los selladores de fibrina alogénicos y autólogos pueden prepararse en el banco de sangre mediante combinación de trombina vacuna con concentrados de fibrinógeno autólogos o alogénicos. Al añadir trombina bovina se activa rápidamente el sellador. Antes, este producto se conocía como "pegamento de fibrina" (Reiss. 1996). La eficacia del sellador de fibrina depende de la fuerza de tensión del entramado de fibrina, y del índice de polimerización. En general, las altas concentraciones de fibrinógeno incrementan la fuerza mecánica del sellador. y las concentraciones de trombina determinan la velocidad de la polimerización. Los antiguos selladores de fibrina se prepararon con crioprecipitados como una fuente de fibrinógeno concentrado, pero estas preparaciones tenian poca fuerza tensil debido a la relativa baja concentración de fibrinógeno. comparada con la que se encontró en los concentrados de fibrinógeno. Esta limitación se ha tratado de superar incrementando la reactivación del fibrinógeno en el cnoprecipilado. o por precipitación química del fibrinógeno directamente desde el plasma (Reiss. 1996). Los concentrados de fibrinógeno pueden preparase en el banco de sangre desde el plasma por crioprecipitación, precipitación química (sulfato de amonio, polietilenoglicol, o etanol), o la variación de la velocidad de centrifugación y anticoagulantes (Spotnitz, 1999). En un centro, la concentración de fibrinógeno utilizada es de 30 mg/ml a 40 mg/ml y de protrombina de 1.000 unidades Bethesda. Cuando se aplica tópicamente en las líneas de sutura, se reduce el tiempo de hemostasia (Spotnitz, 1999). En mayo de 1999, se autorizó en EE.UU. un sellador comercial de fibrina (Tisseel VH Kit). El concentrado de proteínas del sellador. usado como fuente concentrada de fibrinógeno, se prepara a partir de una colección de plasma humano por crioprecipitación. El cnoprecipilado liofilizado se calienta con vapor para la inactivación viral. A la solución de proteínas del sellador se le añade un inhibidor de fibrinólisis de origen bovino (aprotmin) y una trombina humana, y esto se aplica al área a tratar por visualización directa. El sellador comercial de fibrina está aprobado para utilizarse como ayuda a la hemostasia en la cirugía de derivación cardiopulmonar, para el cierre de anastomosis en colostomias temporales, para el tratamiento de lesiones del bazo, y como complemento de hemostasia en métodos quirúrgicos. Los resultados de la terapia con el sellador de fibrina se determinan por la cicatrización de las heridas, posibilitando una mejora del cuidado del paciente, disminuyendo la morbilidad y mortalidad, y la reducción en costes globales. Hay varios métodos de aplicación, dependiendo del lugar quirúrgico en particular. No se debería utilizar para detener el sangrado cuando se necesitan
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los métodos tradicionales como es la sutura. El sellador de fibrina también se ha utilizado en una variedad de procedimientos quirúrgicos y es una forma de administración de medicamentos. Las complicaciones potenciales son la coagulación en zonas no deseadas, transmisión de enfermedades, hipotensión y reacciones a la trombina de bovinos, incluyendo anafilaxla y anticuerpos a la trombina humana y al factor V, hipotensión y otras coagulopatias (Spotnitz. 1999).



SITUACIONES ESPECIALES Hemaféresis La hemaféresis es un procedimiento donde se extrae la sangre completa de un individuo, se anticoagula y se separa en sus componentes. Los componentes deseados se guardan y las porciones no deseadas se devuelven al donante. Este procedimiento puede utilizarse para obtener componentes deseados para la transfusión (plaquetas, granulocitos, plasma) o puede utilizarse para extraer elementos patológicos, células, o factores de plasma disueltos circulando en la sangre (véase Capitulo 32).
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fusión se hace directamente, utilizando un filtro, mientras que en otros casos la sangre se limpia primero para retirar los restos quirúrgicos, fosfolípidos. complemento activado y activadores de tejido del sistema de coagulación (Popovsky. 1987; Stehling. 1989). Este tipo de procedimiento no debería emplearse si la zona de intervención está totalmente contaminada con bacterias o con células tumorales malignas. La hemodilución normovolémica es una técnica mediante la que se realiza una flebotomía de hasta siete unidades, durante la inducción de la anestesia, con el reemplazo del volumen provocado con cristaloides (3:1, cristaloides de la sangre completa). El hematocrito puede ser reducido incluso a niveles tan bajos como el 2 0 % y. consecuentemente, cada mililitro de sangre perdida reduce el volumen total de RBC mucho menos de lo normal (Popovsky. 1987: Stehling, 1989). Otra técnica quirúrgica de ahorro de sangre es la hipotensión inducida, que se utiliza sobre todo en adultos jóvenes con procedimientos ortopédicos (especialmente espinales) o vasculares intracraneales. La presión de la sangre sistólica se reduce casi 20 mm Hg y, en consecuencia, este método no debería utilizarse en aquellos que tengan una circulación arterial alterada tanto coronaria como cerebral (Popovsky, 1987: Stehling, 1989). Combinando las donaciones de sangre autólogas y prequirúrgicas con el retuerzo intraoperativo. se ha estimado que entre el 40 y el 50 % (Gilcher, 1987a) de todos los procedimientos quirúrgicos podrían ser tratados empleando transfusiones autólogas.



La hemaféresis terapéutica, extracción de factores celulares dañinos o factores de plasma, se repasa en el Capitulo 32.



Transfusiones directas Transfusiones autólogas La sangre más segura que un receptor puede recibir es la suya propia; este procedimiento se llama transfusión/donación autóloga. Las ventajas (Gilcher, 1987a) de la transfusión autóloga al paciente/donante incluyen la prevención de enfermedades infecciosas transmitidas por transfusión, la eliminación de la aloinmunización de los elementos celulares y las proteínas del plasma, la eliminación de GVHD y la estimulación eritropoyética causada por repetidas flebotomías preoperativas. La anemia producida con donación autóloga puede incluso ser beneficiosa porque la sangre es menos viscosa y se considera que mejora el flujo de la sangre capilar.



Donación prequirurgica de sangre Todos los pacientes que desde el punto de vista médico pueden tolerar una flebotomía deberían tratar de donar sangre para ellos mismos, si cumplen los criterios y se espera que necesiten sangre para la cirugía. Incluso los pacientes en lista de espera para cirugía electiva de derivación aortocoronaria (CABG) están participando en los programas de donación autóloga (Barnes, 1989; Owings, 1989). Si se necesitan varias unidades en pocas semanas, se debería tener en cuenta la complementación de hierro de 320 mg de sulfato ferroso o gluconate ferroso, administrados tres veces al día (Gilcher, 1987b). La administración de eritropoyetina recombinante puede jugar un papel importante en el proceso de donación autóloga al estimular la producción de hematíes en el donante de forma que se podrían donar más unidades en un menor periodo de tiempo. A menudo, las unidades de sangre pueden donarse incluso cada 72 horas, y los criterios AABB recomiendan que la última donación tenga lugar no más tarde de 72 horas antes de la cirugía. También recomiendan que el donante tenga al menos 11 g/dl de hemoglobina y que no exista bacteriemia en el momento de la donación. La donación de sangre previa a la cirugía es especialmente importante en aquellos pacientes que tienen tipos raros de sangre o sangre compatible con un pequeño porcentaje de la población. La FDA ha obligado a poner un rólulo autólogo permanente y que no se pueda retirar en todas las donaciones sanguíneas autólogas y que si una unidad autóloga se envía fuera de la unidad de extracción, se debería examinar al menos los siguientes antígenos: anti-VIH-1/2. antigeno VIH p24, HBsAg. anti-HBc y sífilis (AABB Standards, 1999).



Refuerzo



intraoperativo



El refuerzo intraoperative es un sistema por el cual la sangre se aspira del área quirúrgica y luego se transfunde al paciente. En algunos casos, la trans-



Debido al interés general sobre el sida, existe una petición creciente de donaciones dirigidas (Pura, 1987), Para este tipo de donaciones, el paciente solicita directamente sangre de su familia y de sus amigos. Todo el proceso se basa en una conjetura falsa de que la sangre donada por la familia y los amigos es más segura que la de la población regular de donantes voluntarios. Lo primero de lodo, el denante directo está sometido a más presión que el donante anónimo. Si el posible donante directo no dona, el receptor puede darse cuente de su falla de adecuación y su posible comportamiento de alto riesgo. Además, el papeleo adicional y los problemas de logística contribuyen a incrementar la probabilidad de errores administrativos. Algunos piensan que el apoyo a donaciones directas disminuirá el aporte de sangre a la nación porque los donantes regulares podrían detener sus donaciones rutinarias hasta que se necesiten para un receptor especifico. Otra desventaja es la posibilidad de pleito contra el donante, porque el receptor conoce la identidad del donante. La confidencialidad se ha reducido en este sistema. La Asociación Americana de Bancos de Sangre, la Cruz Roía Americana y los Centros Americanos de Sangre originalmente intentaron desalentar las donaciones directas debido a los problemas legales, cuestiones éticas y la falta de evidencia de que el proceso fuese más seguro que con el sistema existente. Las directrices actuales de los criterios AABB recomiendan que se anulen las donaciones directas de parientes sanguíneos por las publicaciones de GVHD que suceden en los receptores de sangre no inmunocomprometidos, que han recibido transfusiones directas de parientes. Más adelante se trata de forma más detallada esta cuestión, en el párrafo sobre Enfermedad del injerto contra el huésped asociada a transfusión Sin embargo, hay muchos hospitales que advierten que las donaciones directas son beneficiosas y, debido a la presión pública, realizan este procedimiento de manera rutinaria. Una de las principales ventajas es el benelicio psicológico positivo para los pacientes y donantes. En este competitivo ámbito del cuidado de la salud, los hospitales que favorecen las donaciones directas las emplean como herramienta de marketing. Muchos piensan que las donaciones directas aumentarán el aporte de sangre incitando más a los donantes de primera donación que pueden luego hacer futuras donaciones de sangre al resto de la comunidad. Para adaptarse al donante directo, se han cambiado las pautas de AABB para permitir que las donaciones de sangre completa sean más frecuentes que cada ocho semanas. Este procedimiento especial de donación debe ser requerido por el médico del receptor, debe ser aprobado por el jefe médico del banco de sangre y debe tener el consentimiento explícito del donante. En estos casos, las donaciones de sangre pueden realizarse cada tres días, a condición de que el donante cumpla los criterios habituales, incluyendo el
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T a b l a 3 1 - 8 Tiempo aproximado requerido para preparar una transfusión de sangre' Procedimientos 1 Recolección de s a n g r e 2. Tipado A B O y Rh 3. Tipado A B O y Rh más despistaje d e anticuerpo 4 Tipado, despistaie d e a n t i c u e r p o y prueba cruzada 5 Identificación de a n t i c u e r p o , a d i c i o n a l 


Tiempo en minutos 10 10 45 60 60 + (hasta varios días) 20 20 45 60



mínimo de hemoglobina. Adicionalmente. el FDA requiere que un donante que dona sangre completa con una frecuencia superior a ocho semanas sea examinado por un médico que certifique que el donante tiene una salud buena en el momento de la donación (U.S: Department of Health and Human Services, 21 CFR).



Transfusión masiva de sangre Las transfusiones se consideran "masivas" cuando se transfunde un volumen equivalente al volumen de sangre del paciente en un periodo de 24 horas. En un adulto medio, esto representa 4 I a 5 l de sangre perdida o la transfusión de 16 a 20 unidades de RBC. La transfusión masiva se realiza normalmente en pacientes con rotura de aneurisma, traumatismo, hemorragia gastrointestinal e intervenciones quirúrgicas, Se debería tener en cuenta que la mayoría de los pacientes con traumatismos no requieren de transfusión. La mortalidad en pacientes transfundidos masivamente es de aproximadamente un 50% y se relaciona con el numero de unidades transfundidas. Más recientemente se ha destacado que se ha mejorado la supervivencia alcanzando casi un 70% en pacientes politraumatizados que han recibido transfusiones masivas. Esta mejora puede ser el resultado de los esfuerzos de reanimación más rápidos e intensivos y del tratamiento quirúrgico (Wudel, 1991). La reanimación inicial con líquidos generalmente se realiza con cristaloides. El beneficio de la albúmina o de coloides PPF es discutible y podría resultar en lasas de complicación mayores e incluso un mayor riesgo de mortalidad, que en pacientes que reciben cristaloides (Schiehourt, 1998). En muchos centros de EE.UU. puede que no exista sangre completa disponible. Como se comentó previamente, la sangre completa carece de plaquetas funcionales después de 48 horas de almacenamiento a 1" a 6 °C y se producirá una progresiva pérdida del factor V y del factor VIII de coagulación lábil. Las unidades de sangre completa transfundida del grupo ABO generalmente tiene que ser del grupo especifico del receptor: de lo contrario podría producirse la hemolisis de los hematíes transfundidos. Las unidades de RBC del grupo O. Rh-negativo (para mujeres en edad de maternidad o más jóvenes) o Rh-positivo, son las que se pretieren en las transfusiones iniciales o inmediatas cuando se desconoce el grupo ABO del receptor (Standards AABB, 1999). Los resultados del tipo ABO'Rh se disponen en unos 10 a 15 minutos. El registro de anticuerpos puede llevar 20 a 40 minutos, mientras que la prueba cruzada de velocidad inmediata puede estar disponible en 10 a 15 minutos en pacientes que inicialmente tienen un registro de anticuerpos negativos (Tabla 31-8). Cuando el registro inicial de anticuerpos es positivo, se requiere la compatibilidad completa con la fase AHG antes de la transfusión. Una vez que se conocen esos resultados, el paciente puede recibir unidades de grupo especifico y con prueba cruzada compatible con la muestra original. Las unidades RBC no contienen grandes cantidades de plasma o plaquetas. Como la pérdida de un volumen de sangre (10 unidades en un adulto de 70 kg) debería dejar sólo un 35% aproximado de plasma y de elementos celulares originales en la circulación sanguínea, puede producirse una coagulopatía dilucional y/o una trombocitopenia dilucional. A menudo se detecta una trombocitopenia importante en adultos después de una transfusión de 15 a 20
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unidades de RBC de sangre completa. Una trombocitopenia dilucional grave se manifiesta como una hemorragia microvascular difusa. Los pacientes que reciben transfusiones masivas y que desarrollan manifestaciones clínicas de trombocitopenia dilucional, deberían recibir una dosis de plaquetas y además se debería realizar un recuento de plaquetas. Durante las transfusiones masivas, el recuento de plaquetas se debe mantener definitivamente por encima del nivel de hemostasia quirúrgica adecuada (de 50.000 a 60.000/ml) Algunos expertos recomiendan mantener el recuento de plaquetas entre 80.000/ml a 100.000/ml en pacientes traumatizados debido a una dislunción plaquelaria asociada a hipotermia o CID. problemas comunes en esos pacientes. Una dosis de plaquetas de adulto (seis colecciones aleatorias o donantes de aféresis de plaquetas individuales) provocará un incremento en el recuento postranslusional de plaquetas de 30.000'pl a 50.000'pl aproximadamente. Los niveles hemostáticos de las proteínas coagulantes plasmáticas son casi del 30% y, por debajo de esto, se prolonga el tiempo de la protrombina (PT) y la activación del tiempo parcial de la tromboplastina (PPT). El nivel hemostático de fibrinógeno es de 90 a 100 mg/dl. Después de una transfusión de unas 10 unidades de RBC. el PT y el PTT puede empezar a prolongarse. La transfusión de plasma fresco congelado se proporciona para mantener el PT y el PTT por debaio de 15 veces el valor de referencia. Una dosis adecuada de FFP para estos pacientes probablemente de 10 ml/kg del peso corporal, subirá los factores de coagulación del 20 al 3 0 % aproximadamente. Debe intentarse un soporte con crioprecipitado cuando los niveles de fibrinógeno se han reducido desproporcionalmente a otros factores de coagulación y caen por debajo de 100 mg/dl. Se debería realizar un recuento inicial de plaquetas. PT, PTT y concentración de fibrinógeno, y después a frecuentes intervalos para supervisar la situación del sistema de coagulación, y para orientar la terapia. Los resultados de laboratorio no pueden reemplazar el criterio médico. Los FFP y las plaquetas tienen más citrato que los RBC. El citrato se metaboliza en el hígado en bicarbonato y esto sucede rápidamente en pacientes que tienen un hígado que funciona normalmente. La rápida infusión de citrato pueden quelar el calcio y magnesio provocando hipocalcemia e hipomagnesemia. sobre todo en pacientes con alteraciones hepáticas asociadas por hipotensión, produciéndose incrementos significativos en los niveles de citrato plasmático. Un descenso del calcio plasmático ionizado puede producir una contractilidad miocárdica reducida, taquiarritmias ventriculares e irritabilidad neuromuscular. Los niveles de calcio ionizado requieren de un control y la hipocalcemia debería tratarse cuando se necesite con gluconato calcico intravenoso ( 1 % w/v). Se debe utilizar un calentador para la sangre cuando la infusión de los componentes sanguíneos recién extraídos del frigorífico se vaya a realizar de forma rápida. La alcalosis debida al metabolismo del citrato pueden empeorar las manifestaciones de la hipocalcemia. Los niveles de potasio en una unidad RBC aumentan proporcionalmente a la duración del almacenamiento y puede alcanzar un nivel de 7.5 mmol/l. La transfusión masiva de unidades RBC en pacientes con disfunción renal o tejidos muy dañados puede causar hipercalcemia. También se ha descrito la hipocalcemia. presumiblemente porque la alcalosis asociada con el metabolismo del citrato puede llevar a un incremento de la excreción renal del potasio para salvar iones hidrógeno y mantener el pH del plasma. El descenso de los niveles 2,3-DPG en unidades RBC almacenadas provoca una desviación a la izquierda de la curva de disociación del O con un descenso en la liberación del O, en el lecho capilar produciendo una hipoxia tisular. Los niveles bajos de 2,3-DPG de RBC adultos transfundidos normalmente se normaliza in vivo en 24 horas. En caso de transfusiones masivas, se prefiere el uso de unidades de RBC almacenadas menos de dos semanas para evitar alguna de esas complicaciones. La acidosis metabólica observada en el choque hemorrágico se trata mejorando la capacidad de transporte de oxígeno y mejorando la perfusión tisular con el reemplazo del volumen. La administración de bicarbonato generalmente está contraindicada porque agrava la alcalosis resultante de la infusión de citrato. Esta alcalosis puede causar problemas melabólicos postenores, incluyendo una desviación a la izquierda de la curva de disociación del O,, e hipoxia tisular grave. En el pasado, se pensaba que los microagregados presentes en los productos de la sangre causaban el síndrome de dificultad respiratoria grave
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(SDRA) y posiblemente CID en pacientes politraumatizados. Los filtros de microagregados (de 20 um a 40 u m ) se recomendaban para prevenir este problema. Desde que se esclareció que ambos cuadros clínicos estaban causados por daños tisulares graves asociados a traumatismos o quemaduras, actualmente no se apoya el uso de estos filtros y en los estudios clínicos realizados no se ha determinado la protección. Para las infusiones muy rápidas, algunos prefieren la sangre completa o unidades AS RBC porque tienen características de flujo más rápidas por el menor hematocrito que el de los concentrados de RBC. Las reacciones hemolíticas transfusionales se deben sobre lodo a errores humanos. Se debe seguir con la máxima atención los procedimientos establecidos para minimizar los errores, y esto también se aplica a los pacientes multitransfundidos transfundidos en condiciones de alto estrés emocional por parte del equipo terapéutico. Además, teniendo en cuenta que muchas veces se transfunden RBC del grupo O antes de obtenerse el registro de anticuerpos o las pruebas cruzadas, pueden producirse reacciones hemolíticas transfusionales por la presencia de aloanticuerpos RBC inesperados en el receptor. C o m o estos pacientes tienen otros problemas apremiantes, las reacciones transfusionales pueden pasarse por alto. Cuando se sospeche, hay que completar la evaluación de una posible reacción hemolítica a tiempo, con el fin de poder iniciar todas las transfusiones necesarias (véase más adelante Reacciones transfusionales).



Transfusión en circulación extracorporal La circulación extracorporal (bypass cardiopulmonar) es un sistema esencial en la cirugía a corazón abierto (Milam, 1983). La sangre venosa heparinizada del paciente pasa a una cámara de 37" donde la presión parcial del oxigeno se restablece al nivel de la sangre arterial y se retira el exceso de oxígeno y dióxido de carbono. Luego la sangre se bombea de nuevo al paciente. También se utiliza un sistema de aspiración por cardiotomía que bombea la sangre recogida de la cavidad torácica de nuevo a las cámaras para ser reutilizada. Con el sistema bypass se crea un espacio significativo de sangre extracorpórea, de unos 10 ml/lb (Ib = pound = 453,6 g) del peso corporal del paciente, y esto se puede compensar utilizando soluciones cristaloides. Esta hemodilución tiene como ventajas la conservación de la sangre y reducir las complicaciones por la transfusión de sangre. Para superar parcialmente la importante anemia que aparece al final del proceso, se pueden centrifugar, limpiar y reinfundir en el paciente los RBC que quedan en el sistema de bombeo. También hay sistemas disponibles para reinfundir de forma segura la sangre en el periodo posquirúrgico precoz. Las donaciones preoperatorias de sangre autóloga cada vez son más comunes en cirugía a corazón abierto (Chambers, 1991). Debido a estos variados métodos, las transfusiones posoperatorias de sangre homologa en la cirugía a corazón abierto se han reducido notablemente. Se debe prestar especial atención a los parámetros de coagulación en el periodo posquirúrgico precoz. La valoración de protamina y la administración de FFP generalmente corrigen la mayoría de las anormalidades inducidas por la heparina. La trombocitopenia transitoria o trombocitopatía a menudo se asocia con el bypass cardiopulmonar debido a la exposición con superficies extrañas. La decisión de transfundir plaquetas debería basarse en si existe en la trombocitopenia un lento exudado difuso. Si se decide trasnfundir, se deberían administrar plaquetas después de finalizar el bypass. Por otro lado, las plaquetas recién infundidas pueden estropearse porque contactarán con el material extraño del sistema extracorpóreo. La cirugía cardiovascular tiene cierta predisposición a procesos médicos así como a procesos técnicos que cursan con episodios de hemorragia con mayor probabilidad que otros tipos de cirugía. Antes de la cirugía a corazón abierto, los pacientes deben tomar aspirina o Coumadin; o simplemente pueden sufrir un procedimiento de angioplaslia coronaria transluminal percutánea y recibir activadores del plasminógeno. Adicionalmente, las plaquetas y los factores de coagulación pueden estar disminuidos debido a la hemodilución y por el contacto con superficies trombogénicas del equipo del bypass cardiopulmonar, La proteasa liberada probablemente sea el máximo responsable del agotamiento de los factores de coagulación y de que las plaquetas sean disfun-
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cionales. Asi, no sorprende que la aprotinina, un inhibidor de la serina proteasa que inhibe la actividad de la plasmina y de la calicreina, así como también conserva la activación de las plaquetas, reduce significativamente la pérdida de sangre y el uso de componentes sanguíneos durante la cirugía a corazón abierto (Chambers, 1991). Adicionalmente, DDAVP induce un incremento en la circulación de vWF de elevado peso molecular y probablemente hace que las plaquetas se adhieran más. Esto ha demostrado que reduce la hemorragia en la cirugía a corazón abierto (Chambers, 1991). La prostaciclina. aunque preserva las plaquetas, no parece reducir la pérdida de sangre en la cirugía cardiovascular.



Transfusión en trasplante de órganos sólidos El trasplante aloinjerto de órganos sólidos no sólo origina demandas cuantitativas en el departamento de transfusión, sino que también genera problemas clínicos complejos que necesitan de una consulta por parte del médico del servicio de transfusión. En 1998, se recogieron un total de 20.000 órganos sólidos para trasplantes, procedentes de 5.788 donantes fallecidos y de 3.622 donantes vivos (UNOS, 1999). Algunos aspectos del soporte de transfusión en pacientes que reciben trasplantes de órganos sólidos se tratan de forma breve en esta sección. El sistema histoantígeno ABO es el factor determinante más importante en el trasplante de órganos sólidos. Los donantes generalmente se seleccionan teniendo en cuenta la mayor compatibilidad del grupo ABO con el plasma del receptor. Sólo en algunas emergencias se hacen excepciones a esta regla. Del donante y del receptor se obtienen el tipo HLA y el porcentaje de anticuerpos reactivos y los resultados son utilizados para seleccionar donantes compatibles para evitar el rechazo del injerto. El sistema ABO juega un importante papel en los trasplantes de riñon y corazón porque este se manifiesta en las células endoteliales. La principal incompatibilidad ABO entre receptor y el órgano del donante origina un rechazo hiperagudo del injerto, debido a la unión de anticuerpos preformados antiA o anti-B en el plasma del receptor dirigido contra las células endoteliales en el órgano trasplantado. La activación del complemento y el daño endotelial provocan la necrosis isquémica de los aloinjertos. La extracción de anticuerpos preformados en el receptor (por ejemplo, plasmaféresis) puede permitir trasplantes de ríñones y de corazón con éxito. La principal incompatibilidad ABO en el trasplante de hígado generalmente no provoca un rechazo hiperagudo, aunque hasta en el 50% de casos de ABO no compatibles, el rechazo del aloinjerto puede ocurrir en los 30 días siguientes al trasplante con una supervivencia menor de un año del injerto, comparado con los trasplantes con ABO compatibles (Triulzi, 1998). La supervivencia del paciente no es diferente a la de los injertos de hígado con compatibilidad ABO cuando coinciden con oíros criterios estrictos. Los principales injertos de ABO-incompatibles se utilizan generalmente en situaciones de emergencia (Dzik, 1996). Las estrategias para obtener componentes sanguíneos en receptores con aloinjertos de órganos sólidos con ABO idéntico durante el proceso de trasplante varía significativamente con los pacientes no trasplantados quirúrgicamente. El número de unidades a las que hay que realizar una compatibilidad cruzada en el procedimiento quirúrgico depende de la pérdida de sangre esperada y varia según el centro. En el trasplante de hígado, es una práctica común realizar la compatibilidad cruzada de 10 unidades de RBC (Ramsey, 1999). Cuando se conoce el consumo de sangre y no existen unidades de RBC de un grupo ABO específico disponibles o los niveles son escasos, las decisiones clínicas sobre qué unidades serán transfundidas dependerán del grupo ABO del receptor. Los receptores AB pueden recibir grupos A, B, AB u O, y basándose en mejores disponibilidades, pueden ser transfundidos con RBC del grupo A, si no hay RBC de grupo especifico. Los pacientes del grupo B pueden ser transfundidos con RBC del grupo O si es necesario, puesto que sólo el 10 % de los donantes son del grupo B. Los pacientes del grupo A generalmente no necesitan de la transfusión de RBC o de otros grupos ABO, ya que hay una amplia disponibilidad de unidades del grupo A. Los receptores del grupo O no deberían ser intercambiados con otros grupos ABO (Triulzi, 1998). La utilización de los componentes de la sangre durante el periodo intraoperativo generalmente es mayor en receptores de aloinjertos de hígado, seguidos por los de corazón-pulmón, corazón, pulmón doble, pulmón sim-
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pie, ríñones y aloinjertos de páncreas. La mayoría de los receptores de riñon o de pulmón simple no requieren transfusión. El uso medio de componentes sanguíneos en los trasplantes de hígado es de 10 a 20 unidades de RBC. de 10 a 20 unidades de FFP y una o dos dosis de plaquetas. El consumo dependerá de vanos factores, incluyendo la organización y la destreza técnica del equipo de trasplante, del tiempo y la duración de la fase anhepática, y de la situación clínica global y de la gravedad de la coagulopatía preexistente en el receptor. La fase anhepática del procedimiento de trasplante de hígado se caracteriza por una disminución clara del activador del plasmmógeno de tejido endógeno y de la intensa fibrinólisis, que puede llevar a una grave coagulopatía, disfunción plaquetaria y una posterior pérdida de sangre (Dzik, 1996). Cuando esto sucede pueden utilizarse los antifibrinoliticos (ácido r-aminocaproico. ácido tranexamico) o la aprotinina, junto con el reemplazo de los factores de coagulación con FFP o críopreopítado. La coagulopatía dilucional cuando se realizan transfusiones masivas (mas de un volumen de sangre) puede requerir de una transfusión adicional de plaquetas, plasma o crioprecipitado. La tromboelastrografia en el quirófano comúnmente se utiliza en algunos equipos de trasplantes para monitorizar la coagulación de la sangre completa durante la cirugía. La recuperación intraoperativa de hematíes normalmente se usa en los trasplantes de higado en adultos (Ftamsey. 1999). El trasplante de pequeños injertos ABO no compatibles puede dar lugar a un DAT positivo, con o sin evidencia clínica de hemolisis, y está producida por los anticuerpos del donante dirigidos contra los RBC del receptor y producidos por linfocitos ("pasajeros") transferidos presentes en los aloinjertos. La frecuencia de este fenómeno después de pequeños trasplantes ABO no compatibles, es de un 9% en los ríñones, un 2 9 % en el hígado y un 7 0 % en los trasplantes de corazón-pulmón (Ramsey, 1991). Un DAT positivo debido a presencia de anti-A, anti-B o anti-A, B con soluciones predominantemente positivas de anticuerpos IgG (ocasionalmente IgM) se desarrolla al mismo tiempo que el inicio de la hemolisis, una o dos semanas después del Irasplante. Las monitorízacíones periódicas del DAT pueden controlarlo. Estos anticuerpos producidos por los linfocitos pasajeros tienen una vida corta y suelen durar de tres a cinco semanas. La frecuencia de hemolisis en aquellos que desarrollan anticuerpos derivados del donante se extiende de casi un 5 0 % después del trasplante de nñón al 100 % después del trasplante de hígado. La hemolisis generalmente es leve, aunque se pueden observar manifestaciones graves, incluyendo insuficiencia renal aguda que requiere hemodiálisis, CID e hipotensión (Ramsey, 1999). Cuando se necesitan transfusiones de RBC en pacientes con hemolisis diferida, los RBC deberían ser del tipo ABO del donante, y los productos plasmáticos deberían ser del tipo del receptor, para minimizar la hemolisis, La hemolisis puede ser más frecuente en receptores del grupo A que reciben ciclosporina A o tacrolimus como inmunosupresores que son transplantados con órganos de donantes del grupo O. Pueden existir aloanticuerpos RBC preformados (que conste que los anticuerpos ABO no son aloanticuerpos) hasta en un 14% de receptores de aloinjertos de hígado, debido a exposiciones previas a antígenos RBC. Se deben adquirir unidades de antígeno negativo antes de la cirugía y transfundidas al menos inicialmente durante el procedimiento. Algunos apoyan la transfusión de unidades RBC no protegidas de antigenos intraoperatoriamente una vez que el titulo aloanticuerpo se diluye a menos de 16 después de la transfusión inicial de RBC de fenotipo negativo, o desde el inicio de la cirugía cuando la plasmaféresis preoperatoria se utilizaba para disminuir el titulo de anticuerpo frente a antígenos de alta frecuencia (por ejemplo, anti-e, anti-s) (Dzik. 1996) Se han descrito muchos casos de hemolisis que ocurren en receptores de aloinjertos D-positivo o D-negativo. En la mayoría de los casos, se ha identilicado en el donante anti-D previo, en otros se ha producido de novo (Ramsey, 1999). En un 9% de los pacientes con trasplante de hígado se pueden desarrollar nuevos aloanticuerpos de hematíes del receptor original (Blomqvist, 1991). Los pacientes trombocitopénicos que están aloinmunizados y reaccionan frente a las plaquetas antes de la cirugía, especialmente aquellos con un PRA por encima del 70%, pueden requerir más componentes sanguíneos durante la cirugía. En estos pacientes, puede ser necesaria la provisión de HLA compatible o de plaquetas con compatibilidad cruzada con la monitorización de los incrementos en el recuento postransfusional corregido de plaquetas (Weber, 1989).



Los productos celulares de bajo riesgo para CMV (CMV seronegativo o leucorreducido) deberían ser transfundidos a receptores de injertos incluso cuando la pareja donante-receptor sea CMV seronegativa, ya que esto reduce la probabilidad de infecciones CMV. la complicación infecciosa más común después del trasplante de órganos sólidos. No hay ninguna ventaja documentada en la transfusión de componentes de sangre celular con bajo riesgo para CMV cuando el donante o receptor es seropositivo. En receptores seronegatives se ha descrito una segunda cepa de infección CMV. posiblemente debido a la transfusión de sangre, pero la relevancia clínica de esta observación no está clara. La leucorreducción de productos celulares puede considerarse en algunos casos, cuando el efecto deseado sea la prevención de la aloinmunización. La leucorreducción puede anular el efecto beneficioso de las transfusiones de sangre en receptores de trasplantes de ríñones de cadáver, descrito en antiguos estudios y recientemente confirmado (Oplez. 1997: Koneru. 1997). Este efecto tan beneficioso de la transfusión de sangre no se ha documentado en trasplantes de órganos sólidos que no sean de riñon, y puede no ser significativo en receptores de trasplante de riñon vivo. Aunque las políticas institucionales varían, la irradiación gamma de productos celulares no se usa normalmente en el trasplante de órganos sólidos. Se ha documentado la GVHD asociada a transfusiones en receptores de aloinjertos de órganos sólidos, pero es atipica (Wisecarver. 1994; Klein. 1993). Estudios recientes sugieren que la transfusión de productos celulares irradiados con UVB inducen una tolerancia específica de aloinjertos.



Transfusión en trasplante HPC El soporte transfusional en trasplante/terapia de HPC puede obtenerse por la médula osea o donante HPC de sangre periférica y receptor HPC (véase Cap. 33).



Soporte del donante HPC de médula ósea La recogida intraoperatona de médula ósea suficiente (>3 x 10" células mononucleares por kilogramo de peso del receptor) para asegurar el trasplante en el receptor puede originar la pérdida significativa de volumen de hematíes del donante, y en ocasiones requerirá la transfusión para evitar una anemia sintomática. Previendo los requerimientos del donante para la traslusión y planilicando el volumen de sangre autóloga que será recogida antes del procedimiento de recogida de médula ósea se puede completar un nomograma basado en el número de células mononucleadas que se recogerán (Thompson, 1986). La recogida de una unidad de sangre autóloga (o equivalente al peso ajustado) será adecuada para obtener los requisitos de transfusión del donante en el 8 6 % de los hombres, el 7 6 % de las mujeres y el 6 2 % de los niños con edades inferiores a los 10 años (Bruckner, 1984).



Soporte del futuro receptor de células hematopoyéticas Una identificación inicial de los posibles candidatos para HPC permitirá la selección óptima de componentes sanguíneos para las transfusiones con el propósito de minimizar la probabilidad del 1) rechazo del injerto. 2) aloinmunización. 3) refracción aloinmune a las transfusiones de plaquetas y 4) seroconversion CMV de un receptor seronegativo (véase Cap. 33).



Soporte de hematíes de receptores trasplantados Todos los productos sanguíneos celulares transfundidos a receptores HPC deberían ser irradiados (2500 cGy, irradiación gamma) para prevenir el desarrollo de GVHO asociado a transfusiones, además de la leucorreducción o irradiación UVB para prevenir la aloinmunización. Como término medio, los pacientes trasplantados con médula ósea (BMT) HPC reciben 15 unidades de RBC (con un rango de 3 a 42) para mantener el Hcto del 2 5 % al 30%, y típicamente son transfundidos durante las primeras cuatro semanas que siguen al trasplante (Storb, 1981). Los RBC de idéntico grupo ABO son los productos sanguíneos de elección cuando los receptores transfundidos de trasplantes HPC son de idéntico grupo ABO alogénico, o son receptores de HPC autogénico. Los receptores de injertos HPC de idéntico ABO alogénico requieren menos transfusiones de RBC (4,5 unidades) que los son receptores de injertos menos incompatibles con ABO
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Tabla 31-9 Selección de producios sanguíneos para transfusión a receptores de terapia celular hematopoyética de grupo ABO no idéntico RECEPTOR GRUPO ABO
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(11 unidades) o injertos HPC más incompatibles con ABO (17,5 unidades) (Wulff, 1983).



Injertos HPC de ABO no idéntico del receptor (principal grupo ABO incompatible) (Tabla 31-9) Aunque los antigenos ABO no se manifiestan en las primeras células hematopoyéticas, los receptores de injertos HPC del principal grupo ABO incompatible (por ejemplo, receptor del grupo O. donante del grupo A) pueden haber retrasado el injerto eritroide e incrementado la necesidad de transfusiones RBC. Sin embargo, no se observa ningún incremento en la incidencia del rechazo del injerto o GVHD (Shchter, 1988). Una disminución en la diferenciación eritroide y retraso en la reticulopoyesis se puede provocar cuando los títulos circulantes del anticuerpo ABO del tipo receptor se mantienen por encima de 4 a 8. La desaparición de los anticuerpos A B O del tipo receptor conlleva una media de 38,5 dias (rango de O a 116 días) (Witherspoon, 1981). Cuando persisten anticuerpos ABO del tipo del receptor, puede producirse el síndrome transitorio de aplasia de hematíes puros. Los anticuerpos ABO persistentes del tipo receptor pueden ocasionar también una hemolisis diferida de hematíes de tipo donante producida por la médula injertada (Sniecinski, 1988). El volumen de hematíes presentes en el producto HPC de médula ósea (BMP) es considerable y puede causar una hemolisis intravascular aguda durante la infusión en el receptor cuando hay una mayor incompatibilidad del grupo ABO. Para prevenir esta complicación, se puede realizar por sedimentación una reducción de RBC del donante del producto HPC de la médula (p. ej„ 6% de HES) (Ho, 1984) centrifugación de densidad gradiente (p. ej., dextran, ficoll-hipaque) o centrifugación diferencial con separadores celulares (p. ej., COBE 2991, Haemonetics H-30 o V-50) (Sniecinski, 1994). Estos métodos producen una buena extracción de hematies pero pueden conllevar una pérdida de algunas de las células de repoblación de médula (Ho. 1984: Sniecinski, 1994). Una estrategia alternativa es la selección positiva de células HPC empleando anticuerpos monoclonales, como el anti-CD34 que origina un producto que conlleva mayor capacidad de repoblación de médula, con muy pocos o ningún glóbulo rojo (véase Cap. 33). Los títulos de anticuerpos ABO en el receptor de menos de 8 a 16 generalmente no provocan una hemolisis mayor. El intercambio de plasma o la inmunoabsorción extracorpórea pueden ser efectivos para reducir los títulos de anticuerpos ABO de los receptores a un nivel aceptable menor de 8 a 16,



minimizando el riesgo de reacción transfusional hemolitica aguda (Bensinger. 1982). Los RBC transfundidos a receptores HPC de ABO principal incompatible con HPC deberían ser compatibles con los anticuerpos del tipo ABO tanto en el receptor como en el donante. Los productos que contienen plasma deberían ser inicialmente compatibles tanto con los RBC del donante como del receptor y compatibles con las células del donante una vez que los RBC de tipo receptor no se detecten (Tabla 31-9). Los RBC transtundidos a receptores de células hematopoyéticas del principal ABO-incompatible deberían ser imcialmente compatibles con el plasma del receptor, y seguir hasta que los anticuerpos ABO del tipo receptor se hagan mdetectables y el DAT se negalivice (Shchter, 1988). Todos los RBC transfundidos a esos pacientes diferentes del grupo AB deben ser lavados para prevenir que los anticuerpos ABO transfundidos pasivamente reaccionen con hematíes del tipo donante del injerto (Friedberg, 1999). El DAT permanecerá positivo durante un tiempo variable debido a los anticuerpos ABO del tipo receptor que recubren los últimos RBC producidos del tipo donante. La decisión de cambiar el tipo de RBC transfundidos del tipo receptor al tipo donante debería tomarla el servicio médico del departamento de transfusión una vez que los anticuerpos ABO del tipo receptor sean indetectables. Los productos plasmáticos transfundidos deberían ser compatibles con los hematíes del donante durante lodo el proceso postrasplante. La decisión de lavar productos de grupos sanguíneos no-AB se ha determinado para todas las plaquetas incompatibles (Heal. 1999).



Injertos HPC para receptores ABO no idénticos (incompatibilidad de grupo ABO menor) La incompatibilidad ABO menor entre el receptor y las células HPC trasplantadas (p. ej„ receptor grupo A, donante grupo O) no afecta a la incidencia o gravedad de GVHD (Buckner. 1984), aunque en un estudio se observó una gran incidencia de GVHD (Bacigalupo, 1988), Puede producirse una hemolisis inmune aguda debido a un gran titulo de anticuerpos antiA o a n t i - B presentes en el producto de médula infundida (Petz. 1987). El tratamiento de los receptores de trasplantes con incompatibilidad de grupo ABO menor cuando el título de anticuerpos ABO de médula del donante es superior a entre 128 y 200 incluye la extracción de la mayoria del plasma del producto medular antes de la infusión para prevenir reacción transfusional hemolitica aguda. Esto se puede realizar con una centrifugación manual
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y después la expresión de la mayoría del plasma sobrenadante, y la resuspensión del HPC con plasma aulólogo. Este procedimiento produce un producto de volumen reducido, con recuperación del 99.5 °o de todas las células nucleadas y el 95 % de las unidades formadoras de colonias (CFU). La hemolisis diferida de los hematíes del receptor se debe a los anticuerpos ABO producidos por linfocitos presentes en el injerto de médula HPC de grupo de incompatibilidad ABO menor. La frecuencia de hemolisis diferida puede ser mayor en los trasplantes HPC alogénicos de sangre periférica que en los trasplantes HPC de médula ósea, posiblemente debido al mayor número de linfocitos pasajeros presentes en los injertos HPC de sangre periférica. Hows (1986) observó anticuerpos anti-A y anti-B denvados de donantes que aparecieron entre el cuarto y décimo día después del trasplante, con un DAT positivo asociado, y observó la presencia de hemolisis en el sexto al décimo día. Al monilorizar la aparición nueva de anticuerpos ABO derivados del donante con DAT cada dos o tres días durante la segunda y la tercera semana que sigue al trasplante parece que se puede detectar el desarrollo de anticuerpos de hematíes y reacciones de transfusiones hemoliticas diferidas (Petz, 1996). Aunque la hemolisis real sucede sólo en una minoría de pacientes que reciben trasplantes hematopoyéticos con incompatibilidad ABO menor, esta puede ser brusca al principio e incluye signos de hemolisis intravascular. El tratamiento de la hemolisis en curso generalmente se realiza con corticoides y medidas de soporte: generalmente no se requiere el uso de medidas más agresivas como intercambio de plasma o hematíes. En ciertas ocasiones, algunos pacientes pueden desarrollar signos de hemolisis masiva con fracaso renal agudo (que puede o no requerir hemodiálisis), fracaso mulliorgánico e incluso la muerte (Petz, 1998). La hemolisis cesará finalmente cuando los hematíes del tipo receptor que circulan sean reemplazados por los hematíes del tipo donante. El metotrexato empleado en el régimen de preparación de la inmunosupresión para prevenir la GVHD también puede ser citotóxico para los linfocitos B derivados del donante. Esto puede prevenir la formación de anticuerpos ABO. ya que mayores tasas de hemolisis diferida suelen aparecer cuando no se utiliza este inmunosupresor (Hows, 1986). La depleción de células T del producto medular puede originar mayores tasas de hemolisis (Hazelhurst, 1986) Una vez que sucede la hemolisis diferida, puede producirse la hemolisis de RBC compatibles transfundidos por el fenómeno del "transeúnte inocente" (inocent by stander). Los RBC seleccionados para la transfusión a receptores con incompatibilidad ABO menor, con células HPC, deberían ser del tipo donante durante todo el curso posterior al trasplante. Los RBC deben ser lavados para retirar los anticuerpos de los hematíes del receptor y prevenir el deterioro de cualquier posible hemolisis (Friedberg, 1999). Los productos que contienen plasma deberían ser compatibles con los hematíes del receptor y del donante, para prevenir la hemolisis y el injerto retrasado. Las plaquetas reducidas de plasma o lavadas pueden ser adecuadas cuando los títulos de anticuerpo ABO en el plasma del producto plaquetario es superior a 256. Sin embargo, Heal (1999) recomienda una reducción plasmática de todos estos productos independientemente del titulo de anticuerpo. Cuando los RBC del tipo receptor se hacen indetectables, se pueden transfundir productos que contienen plasma (plaquetas, FFP) y son compatibles con los hematíes del donante. Los receptores de trasplantes con doble (mayor y menor) incompatibilidad ABO (p. ej. donante del grupo A, receptor del grupo B) deberían ser transfundidos con RBC lavados del grupo O hasta que los anticuerpos ABO del tipo receptor sean indetectables y posteriormente con los RBC del tipo donante. El plasma AB debería ser transfundido hasta que los hematíes del tipo receptor sean indetectables. Las plaquetas deberían ser del grupo AB o deberían lavarse.



Otros grupos sanguíneos diferentes del ABO Los receptores RhJD)-positivo de HPC procedente de donantes Rh (D)negativo desarrollan anticuerpos anti-D derivados del donante y hemolisis de los hematíes D positivos del receptor (Hows, 1986). Los receptores de HPC medular procedente de donantes con RH (D) negativo deberían recibir RBC D-negativo, plaquetas y granulocitos. Se han descrito anti-Le(a) (Myser, 1986). anti-JK (Robertson, 1987). anti-K y anti-M (López. 1998) derivados del donante y raramente producen hemolisis. (>



0



Los autoanticuerpos del tipo donante normalmente se producen después de los trasplantes, y la anemia hemolitica autoinmune (AIHA) de los hematíes del donante puede producirse tras una mediana de 10 meses después del trasplante (Drobyski, 1996). Otras causas de hemolisis en el periodo de postrasplante incluyen la transferencia pasiva de anticuerpos en las plaquetas transfundidas o en el IVIG, y causas no inmunes como el síndrome hemolítico urémico ( H U S ) Í T T P O infecciones por Clostridium pertringes (Petz, 1998).



Plaquetas El plasma presente en las plaquetas ha de ser del grupo ABO compatible con los hematíes del tipo donante y receptor. Para las plaquetas diferentes del grupo AB, es necesario la depleción del plasma por lavado o la reducción de plasma cuando los títulos anticuerpo ABO son altos. Se recomienda la depleción de plasma mediante lavado de todos los productos plaquetarios cuando el plasma en el producto es incompatible con los hematíes del receptor (Heal. 1999).



Otras



consideraciones



Los anticuerpos del tipo receptor generalmente no se deberían detectar pasado el tercer mes (Witherspoon. 1981). La persistencia de anticuerpos RBC del tipo receptor durante más de 6 meses después del trasplante, representa la persistencia de células B del receptor, y posiblemente un estado de "quimerismo híbrido". El quimensmo del tipo donante ocurre cuando el 100% de la hematopoyesis deriva del donante Cualquier hematopoyesis del receptor se considera quimerismo híbrido. Las quimeras híbridas estables pueden asociarse a una baja frecuencia de GVHD. pero hay evidencias contradictorias relativas a una frecuencia de recaída leucémica.



Hemoterapia neonatal El período neonatal se extiende hasta los 4 meses de vida. El volumen de sangre de un recién nacido a término es de 85 ml/kg. mientras que el de un bebé prematuro con escaso peso al nacer (< 1200 g) puede ser mayor de 100 ml/kg (Vengelen-Tyler, 1999). Los recién nacidos enfermos son objeto de múltiples determinaciones de laboratorio. Incluso con técnicas de micromuestras, la pérdida de sangre iatrogénica puede exceder de 10 ml/dia. En un bebé prematuro de 1 kg esta pérdida podría ser del 10% del volumen de sangre y necesitaría múltiples transfusiones de pequeño volumen de sangre (de 10 a 15 mi de RBC/kg) cuando el hematocrito alcance entre 30% y 35% en neonatos estables, o del 4 0 % al 45% en los que tienen disfunción cardiopulmonar. Los recién nacidos no se regularizan o compensan tan rápidamente como los adultos cuando existe hipovolemia o hipoxia. En esas condiciones, el neonato disminuye el volumen de secuestro ventricular izquierdo y aumenta la resistencia vascular periférica antes de aumentar la frecuencia cardiaca. Por lo tanto, la sangre transfundida debería tener un tiempo de menos de siete días para maximizar los niveles de 2.3-DPG con el fin de que el oxigeno suministrado sea óptimo para los tejidos. La sangre en las grandes unidades de cuidados intensivos de neonatos generalmente proviene de unidades O negativas que vienen en cuatro paquetes unidos de sangre neonatal, cada uno con aproximadamente 125 mi. Por consiguiente, un cuarto de la unidad total, 125 mi, se puede utilizar diariamente para todos los pacientes del área de cuidados de neonatos. Las múltiples bolsas de sangre también se pueden sujetar a otras unidades sanguíneas que usen un dispositivo estéril de enganche. La sangre se mantiene refrigerada y registrada de forma esterilizada múltiples veces durante un periodo de 24 horas. La sangre normalmente se extrae con una jeringuilla, a través de un filtro, y se deja que alcance la temperatura ambiente (alrededor de 20 minutos) antes de una lenta infusión. Como los recién nacidos prematuros poseen un sistema inmune inmaduro y tienen un alto riesgo de graves complicaciones por citomegalovirus (CMV), se deberían infundir productos sanguíneos con riesgo de CMV reducido, o bien leucorreducidos o hematíes CMV-seronegativos. Esta conside-
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ración debería también incluirse en los productos celulares sanguíneos irradiados, administrándoselos a los de bajo peso al nacer (


Enfermedad hemolítica del recién nacido Los elementos de la sangre fetal contienen antigenos heredados tanto de la madre como del padre. Cualquier antigeno ausente en la madre y presente en las células del bebé, puede causar una respuesta inmune por la madre dirigida contra las células del bebé si se produce una hemorragia maternofetal transplacentaria (TPH). La IgG materna puede traspasar la placenta y. si está dirigida contra las células del bebé, puede causar afección hemolítica en el recién nacido (HDN), neulropenia neonatal isoinmune o trombocilopenia neonatal isoinmune. La más común de estas condiciones es el HDN por anti-D producido en un R h , (D)-negativo de la madre y dirigido contra los hematíes Rh„ (D)-positivo del bebé. Antes de la introducción de RhlG, el HDN debido al R h , (D) era el responsable de casi el 50% de los fallecimientos en el periodo perinatal (Sacher, 1987). La dosis de hematíes que causan sensibilización puede ser tan baja como de 0,1 mi (Walker, 1993), pero generalmente requiere de más. Sin embargo, el 2 0 % de los individuos con Rh -negativo expuestos a antígeno R h , (D) no responderán en absoluto (Mollison, 1993).
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existencia de estos anticuerpos ya que son naturales. El HDN debido a todos los otros sistemas de anticuerpo IgG generalmente aparece después de la inmunización por transfusión, pero en ocasiones sigue a la inmunización por embarazo previo. Tardan semanas a meses en producir anticuerpos de hematíes IgG después de la exposición. Antes de la mmunoprofilaxis con RhlG. del 7% al 8% de las mujeres Rhnegativo que tenían un niño Rh-positivo y ABO-compatible desarrollaban antiR h (D) en los seis primeros meses del alumbramiento, mientras que sólo el 1 % de esas madres Rh„-negativo que alumbraron bebés ABO incompatibles estaban inmunizadas (Sacher, 1987). Esto muestra el escaso efecto del HDN de rápida extracción (hemolisis mediada de IgM) del Rh-positivo, células fetales de ABO incompatible desde la circulación de la madre 0



El empleo de la terapia RhlG posparto en madres Rh-negatlvo insensibilizadas con un feto ABO-compatible ha reducido la incidencia del HDN del 8% al 1,8%, si los fetos eran compatibles ABO con sus madres (Sacher. 1987). Se han conseguido reducciones posteriores del HDN a sólo el 0 . 1 % ó 0.2% de madres Rh-negativo por la administración antenatal de Rh IG habitualmente de la semana 28 a la 30 de gestación Iras la amniocentesis. abortos espontáneos o inducidos, embarazo ectópico, mola hidatiforme, muestra de vellosidad coriónica, muestra percutánea de sangre umbilical (PUBS) o traumatismo abdominal. Este uso adicional del RhlG antenatal debería reducir teóricamente el H D N porque se han detectado células fetales en la circulación maternal del 7% de las mujeres embarazadas durante el primer trimestre, en un 16% durante el segundo trimestre en un 29% durante el tercer trimestre y 4 0 % a término (Sacher. 1987).



0



Cualquier anticuerpo IgG de hematíes puede causar HDN. Estos anticuerpos IgG incluyen los sistemas Rh (D, C, c, E, e), Duffy (Fya, Fyb), Kidd (Jk , Jk°) y Kell (K,k) (véase Cap. 30). El anti-Rh„ (D) es la causa más común de HDN grave porque el antígeno D es muy inmunogénico. Los anticuerpos del sistema A B O funcionan naturalmente e incluyen no sólo IgM sino también anticuerpos IgG, que pueden causar HDN que raramente es grave. Los anticuerpos IgM de los sistemas Lewis, I, y P no causan HDN porque no pueden atravesar la placenta. Además, los antigenos de Lewis e I no se encuentran bien desarrollados en los hematíes neonatales. 1



El paso Iransplacentario de IgG materna dirigida contra los hematíes fetales causa hemolisis y anemia fetal de diferentes grados. En los casos graves típicos del sistema Rh, el feto puede desarrollar insuficiencia cardiaca y anasarca, ascilis e insuficiencia cardiaca asociada a anemia, hipoxia y disminución de proteínas en suero debido a una escasa función hepática. Este proceso se conoce como hidrops fetal y a menudo termina en fallecimiento dentro del Ulero. El cultivo de sangre periférica muestra grandes cantidades de hematíes nucleados y reticulocitos debido a la extrema hemolisis extravascular y a la "eritroblastosis" medular compensadora (hiperplasia normoblástica). Consecuentemente, este proceso también se conoce como eritroblastosis letal. Por otro lado, el HDN frecuente debido a la incompatibilidad ABO muestra esferocitosis en el cultivo de sangre periférica y tiene una menor anemia y por tanto mejor evolución clínica. Para los detalles de la patogenia de la afección hemolítica aloinmune, véase el Capítulo 32.



Prevención del HDN Una vez que la madre está sensibilizada y produce anticuerpos directamente contra los hematíes del bebé, este suceso no se puede corregir. Por lo tanto, se debe prevenir el HDN lo antes posible. La globulina inmune Rh [RhlG. anti-Rh (D)j se desarrolló a comienzos de los años 60 (Freda, 1964) y se proporciona a madres no sensibilizadas al Rh„ (D)-negativo en el periodo antenatal y posnalal inmediato para retirar los hematíes fetales con Rh, (D)-positivo que pueden haber entrado en la circulación materna. Esta sustracción precoz de hematíes fetales con Rh„ (D)-positivo de la circulación de una madre Rh„ (D)-negativo previene la producción maternal de anti-Rh (D) y, en consecuencia, previene una posible HDN en el próximo embarazo donde el niño sea Rh (D)-positivo. Como el TPH no aparece generalmente hasta el tercer trimestre o en el alumbramiento, el HDN grave no suele aparecer con el primer bebé Rh (D)-positivo después de la inmunización materna, sino durante el segundo y siguientes embarazos. El HDN debido a los anticuerpos ABO puede aparecer durante el primer embarazo debido a la pre0



0



0



Una dosis de 300-pg de RhlG es suficiente para inocular en un concentrado de 15 mi de hematíes de Rn, (D)-positivo o RBC R h , (D)-positivo de 30 mi de sangre completa. Esta dosis de 300-pg debería ser administrada para desinmunizar a las madres con Rh, (D)-negativo en la semana 28 a 30 de gestación y de nuevo a esas madres en las 72 horas siguientes al alumbramiento de un RN Rh-positivo. El intervalo de esas dos dosis se basa en el supuesto de que el RhlG debería ofrecer protección durante aproximadamente 12 semanas (Sacher. 1987). Para controlar los eventos que puedan producir TPH antes de las 12 semanas, se recomienda una dosis de 50-pg de RhlG para desinmunizar mujeres con Rh-negativo (Sacher. 1987). Para después, se ha propuesto la dosis habitual de 300-pg. La administración de RhlG no tiene efecto perjudicial en la madre. Muy poca cantidad de RhlG traspasa la placenta. Algunos bebés Rh (D)-positivo muestran una prueba de antiglobulina directa positiva debido al RhlG. pero no tuvieron una hemolisis significativa. 0



Se ha estimado que sólo el 0,3% del TPH será mayor que 30 mi (Vengelen-Tyler, 1999). En consecuencia, las mujeres con Rh (D)-negativo con riesgo de desarrollar HDN en el futuro pueden ser analizadas para asegurar que una dosis de 300-pg suministrada durante las 72 horas después del parto es suficiente para extraer lodos los hematíes fetales Rh-positivo. Esto debería hacerse unos tres días después de la administración de RhlG. Los exámenes microscópicos de la prueba débil D (anteriormente D") fueron utilizados en el pasado para detectar TPH, pero se ha visto que es un método relativamente insensible que no siempre detecta TPH de 30 mi. La prueba de formación de rosetas por los eritrocitos detectará TPH de 10 mi (Vengelen-Tyler. 1999). Esta prueba se realiza añadiendo hematíes de la madre a un reactivo anti-D. La mezcla se lava y se añaden células reactivas D-positivo. Si hay células fetales Rh. (D)-positivo en la muestra de sangre materna, se verán microscópicamente rosetas de hematies en un medio mixto. Para cuantificar la cantidad de TPH, debe realizarse una dilución acida de Kleihauer-Betke. La base de esla prueba es que la hemoglobina fetal es resistente al ácido, mientras que la hemoglobina adulta se disolverá y diluirá de las células cuando se exponen al ácido (Vengelen-Tyler, 1999). En presencia de ácido, las células adultas aparecen como "células fantasma" despigmentadas con las membranas del RBC intactas, mientras que las células fetales con hemoglobina F mantienen las características de coloración normal de los hematies. Adicionalmente. se puede realizar una búsqueda de anti-D residual. Si existe anti-D en las 72 horas después de la administración de RhlG. entonces hay un exceso y habría que tener cuidado por la existencia de algún hematíe fetal Rh-positivo. El titulo de anti-D es importante porque si este se debe al RhlG, entonces será de 1:4 o menos.
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HEMATOLOGÍA,



C O A G U L A C I Ó N Y MEDICINA TRANSFUSIONAL



Los títulos de anti-D superiores a 1:4 probablemente indiquen una respuesta activa inmune anamnéstica en la madre a la presencia de hematíes fetales con Rh, (D)-positiva.



permite tanto el diagnóstico (a través de la aspiración de sangre fetal) como la terapia (a través del acceso directo a la circulación fetal) (véase Cap. 22)



Papel de la medicina transfusional en el tratamiento de las



Transfusión de intercambio



madres Rh



Una vez que nace el feto con HDN, algunas complicaciones pueden necesitar de una transfusión de intercambio neonatal. El exceso de bilirrubina no conjugada en el feto derivada de la hemolisis extravascular pasa a la circulación de la madre, donde se aglutina a la albúmina materna, conjugada en el hígado de la madre, y luego se excreta en la bilis. En el recién nacido con HDN, los niveles de glucuronil transferasa en el hígado inmaduro son bajos y la cantidad de albúmina serosa limitada. Por lo tanto, la bilirrubina no conjugada (libre) aumenta en la circulación neonatal. La barrera hematoencefálica está muy poco desarrollada en el neonato asi que la bilirrubina no conjugada (libre) pasa al cerebro, como se muestra en la Figura 31-3. La bilirrubina se acumula en los ganglios de la base. El término "kernicterus" se utiliza para describir esta pigmentación y toxicidad. Clínicamente, el kernicterus primero resulta en letargo y opistótonos, pero a la larga produce insuficiencia respiratoria y fallecimiento. En los casos más benignos, el recién nacido puede parecer normal pero más adelante muestra un retraso mental. Para prevenir el kemicterus. las transfusiones de intercambio se realizan cuando la bilirrubina serosa no conjugada alcanza los 6 a 9 mg/dl en recién nacidos prematuros, cuando la bilirrubina llega a 18 mg/dl en recién nacido a término o cuando hay un rápido aumento de bilirrubina. excediendo 8,6 umol/l/h (Vengelen-Tyler, 1999). La transfusión de intercambio debería realizarse antes si existe acidosis o anoxia.



0



(D)-negativo inmunizadas (sensibilizadas)



Valoración d e l A n t i c u e r p o . Los títulos de suero materno anti-D hasta 1:16 generalmente no se asocian a un alto porcentaje de muertes fetales. Los títulos anti-D pueden realizarse cada dos o tres semanas, y si existe aumento en las muestras de dos tubos, se debería intentar la amniocentesis para los estudios de pigmento de bilirrubina. El pigmento de bilirrubina, encontrado en el líquido amniótico (LA), es un cálculo de la hemolisis fetal y de gravedad del HDN (véase Cap. 22). Cuando sea conveniente, la amniocentesis inicial se realiza sobre la semana 28 de gestación pero puede realizarse antes si un embarazo previo demuestra HDN grave o si los títulos anti-D son elevados. Los títulos de anti-Rh (D) elevados pueden llevar al diagnóstico de anemia hemolítica inmune fetal empleando hematíes fetales obtenidos por muestreo de sangre umbilical percutánea, técnica explicada con más detalle en el capítulo 22, La plasmaféresis de la madre se ha utilizado para disminuir el nivel de IgG Rh^, (D) para que disminuya el efecto en el feto, pero no se ha probado su eficacia en todos los pacientes. La infusión de IVIG también se utiliza para tratar de suprimir la producción de anti-D en madres sensibilizadas. c



Para tratar el tema de las determinaciones de LA en HDN y la madurez de los pulmones fetales, véase el Capítulo 22. Transfusión i n t r a u t e r i n a . Si el análisis del LA (véase Cap. 22) y/o las ululaciones de anticuerpos seriadas indican una anemia fetal progresiva, pero la inducción del parto precozmente está contraindicada, se puede realizar una transfusión intrauterina (Sacher, 1987) inyectando hematíes irradiados 0negativos hipercompactados (90% de hematocrito). CMV-negativos (cuando sea conveniente), en la cavidad peritoneal fetal. Casi el 80% de estos hematíes entran en la circulación fetal por el sistema linfático. Las transfusiones intrauterinas se repiten cada 10 a 21 días hasta el alumbramiento. Las transfusiones fetales, empleando esla técnica relativamente nueva de vena umbilical percutánea, se está haciendo cada vez más habitual y se trata con más detalle en el Capítulo 22.



Muestra percutánea de sangre umbilical La PUBS, también conocida como cordocentesis, se está convirtiendo en una importante herramienta en la medicina fetal/materna. La técnica



Además de la hiperbilirrubinemia, hay otras varias anormalidades de laboratorio en el HDN. Existe una anemia (


Figura 31.3. El efecto de la hemolisis inmune en los no nacidos (sólo anemia) y en los recién nacidos (anemia y kernicterus). Esta diferencia se debe a que el hígado del neonato tiene insuficiente glucuronidasa para conjugar la bilirrubina libre, que tiene una gran afinidad con el tejido cerebral, produciendo de esta manera kernicterus,
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dad para liberar oxígeno a los tejidos. Además de la hiperbilirrubinemia, la transfusión de intercambio del recién nacido sirve en la sepsis, CID, hiperviscosidad-policitemia, el síndrome de dificultad respiratoria, hiperamonemia y retirada de toxinas (Seibel, 1987). La sangre utilizada para la transfusión de intercambio debería ser ABO compatible y antígeno-negativa para prevenir posteriores hemolisis si existen aloanticuerpos, de menos de una semana de tiempo para suministrar niveles máximos de 2,3-DPG, y aproximarse a la temperatura corporal. En los recién nacidos prematuros que pesan menos de 1200 g y que son potencialmente inmunoincompetentes, se emplea sangre irradiada con 25 Gy para prevenir una posible GVHD Se deberia suministrar CMV-negativo o sangre leucorreducida si la madre es CMV-negativo. También podría tenerse en cuenta la administración de 1 mi de una solución de gluconato calcico al 10°o para cada 100 mi de infusión de sangre citrada. porque los hígados inmaduros tratan con dificultad el citrato. Si se emplea calcio, se debería utilizar una via diferente a la IV para que el calcio administrado no se aglutine al citrato del anlicoagulanle en la sangre transfundida, causando así que la sangre se coagule en la vía. La compatibilidad cruzada de hematíes para transfundir a los recién nacidos o a los fetos generalmente se realiza en el suero de la madre. Sin embargo, si la madre y el bebé no tienen el mismo grupo sanguíneo ABO. se deberia transfundir sangre del grupo O. Si no hay suero de la madre disponible, entonces el suero del recién nacido y las células del bebé diluidas (si el DAT es positivo) pueden utilizarse para la compatibilidad. Cuando la madre produce un anticuerpo para un antigeno de alta incidencia en los hematíes del recién nacido, la mejor forma de encontrar una unidad compatible es intentar utilizar los RBC de la madre. Si es ABO compatible, las células sanguíneas donadas por la madre pueden emplearse después de que sus anticuerpos hayan sido extraídos por lavado de plasma de sus RBC. Además, se deberia irradiar la sangre de la madre antes de la infusión para prevenir el GVHD.



Trombocitopenia neonatal aloinmune La trombocitopenia neonatal aloinmune (NAIT) es otro proceso, además de la púrpura postransfusional (PTP) y la refractariedad aloinmune de plaquetas, asociado con aloanticuerpos dirigidos a los antigenos asociados a plaquetas. Los aloanticuerpos maternos se producen como respuesta previsiblemente a una hemorragia fetomaterna y se pasan al feto por la placenta. La madre es homocigótica para el HPA-1b ( P 1 ) en la mayoría de los casos y produce un anticuerpo IgG contra el antígeno plaquetano de alta incidencia, generalmente HPA-1a ( P 1 ) en las plaquetas del recién nacido. Típicamente, el recuento de plaquetas del neonato cae rápidamente después del parlo, y se puede necesitar una transfusión de plaquetas. A diferencia de la afección hemolitica del recién nacido, en el 4 0 % de los casos afecta al primer niño. El riesgo de hemorragia intracraneal en el feto o en el recién nacido aumenta cuando el recuento de plaquetas se encuentra por debajo de 20.000/ul. Algunos recomiendan la administración de I G I V cuando la madre liene riesgo de trombocitopenia neonatal autoinmune, como se delecta en un primer embarazo afectado o cuando el feto parece ser trombocitopénico. Se obtuvieron buenas respuestas al IG IV en 40 de 50 pacientes, con un incremento medio de más de 50.000/ul en el nacimiento al compararse con los hijos previos. Para los que no responden a la IG IV la prednisona puede ser efectiva (Skupski. 1996). El papel de las transfusiones plaquetarias intrauterinas no está bien definido. Algunos reservan esta modalidad de tratamiento para los que no responden a la IG IV. Cuando se ha empezado, la transfusión tiene que repetirse semanalmente. un proceso en el que se ha reseñado cierta mortalidad de pacientes fetales (Murphy, 1994), Cuando existe una trombocitopenia fetal grave (recuento plaquetario 
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PRUEBAS PREVIAS A LA TRANSFUSIÓN La prueba antes de la transfusión se realiza para seleccionar el componente sanguíneo más apropiado para el receptor, para que haya una supervivencia adecuada del producto sanguíneo y que no ocurra ningún daño o interacción cuando el producto sea translundido. Los pasos generales del proceso incluyen: 1. Adecuada identificación del receptor y de la muestra sanguínea recogida del mismo. 2. Revisión de cualquier registro previo del receptor y su comparación con los resultados actuales. 3. Determinación de tipo ABO/Rh y prueba de anticuerpos inesperados. 4. Selección de un componente sanguíneo apropiado ABO'Rh compatible para el receptor. 5. Pruebas para buscar incompatibilidades entre el suero del receptor y las células del donante.



Consideraciones generales El formulario de la solicitud de transfusión debe incluir el nombre y apellidos del paciente, asi como un número de identificación de hospital único. Si cualquiera de la información requerida se ha perdido o la letra no es legible, no se puede aceptar el formulario. El técnico debe confirmar la identidad del paciente comparando la información en la muñeca del paciente con la del formulario de la solicitud de transfusión. La muestra debería ser etiquetada a la cabecera del paciente y deberia incluir el nombre y apellidos del paciente, el número de identificación del paciente, la fecha de recogida y las iniciales del técnico. En una situación de emergencia, donde el paciente está inconsciente y no se conoce su identidad, se deberia colocar un brazalete de identificación de emergencia en el paciente antes de obtener la muestra. Si la muestra sanguínea se obtiene por una via intravenosa, la vía debería limpiarse con salino normal y rechazar los primeros 5 mi de sangre obtenida para prevenir que el liquido residual interfiera con la prueba. Se prefiere el suero al plasma 1) porque en el plasma pueden formarse a veces pequeños coágulos, siendo difícil distinguirlos de una aglutinación, y 2) porque el plasma, si se ha anticoagulado con citrato o ácido etilenodiametetracético (EDTA). aglutina el calcio para evitar la posterior activación del complemento y lisis celular. El plasma puede convertirse en suero tratándolo con trombina, protamina o polvo {beads) de cristal dependiendo del anticoagulante. Las muestras hemolizadas no deberían emplearse porque la hemolisis inducida por anticuerpos no se puede detectar. Si la paciente ha estado embarazada o ha sido transfundida en los últimos tres meses, la muestra de sangre debería tener menos de tres días, porque en cualquier momento de los tres meses después de la exposición se pueden detectar anticuerpos. La elección de tres días por las pautas AABB es un tanto arbitraria pero se adapta a las pruebas de preadmisión que se realizan los viernes para las cirugías de los lunes por la mañana. Los pacientes neonatos pueden tratarse de manera diferente. Si las pruebas iniciales demuestran que no hay anticuerpos inesperados y que el recién nacido no ha recibido transfusiones de sangre, no es necesario realizar más pruebas durante el cuarto mes del periodo neonatal. Después de determinar el tipo ABO/Rh inicial, puede evitarse una repetición de la prueba durante el resto del periodo neonatal si el recién nacido 1) ha recibido su propio tipo ABO o grupo de células O y 2) si ha recibido su propio tipo Rh o células Rh-negalivas. La información del formulario de solicitud de transfusión y la etiqueta de la muestra deben ser idénticas. Las etiquetas ¡legibles o incompletas han de ser motivo para no aceptar la muestra. Las muestras de sangre del receptor y del donante deben ser precintadas o taponadas y almacenadas a una temperatura de V a 6 durante los siete días siguientes a la transfusión (AABB Standards, 1999). Este tiempo de almacenamiento postransfusional ha sido seleccionado para que. en el caso de una reacción de Iranstusión hemolitica diferida, una muestra previa a la transfusión esté disponible para la reevaluación. La historia de transfusiones previas del receptor ha de compararse con los resultados de pruebas actuales para estar seguros de que no hay discrepan-
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Tabla 3 1 - 1 0 Procedimientos en los que se suele cruzar la sangre donde el tipo y el despistaje parecen suficientes T i p o de cirugía General



Ginecológica Neurocirugia



Procedimiento Colecistectomía; t i r o i d e c t o m i a p o r laparotomía e x p l o r a t o r i a ; paratiroidectomía; parotidectomía, colostomía; e s t r i a d o de v e n a s Histereclomía; suspensión ulerina; plastia de trompa; resección en cuña de ovarios Laminectomía; derivación v e n t r i c u l o p e r i t o n e a l



Traumatología



Rodilla c o m p l e t a ; m e n i s c e c t o m l a m e d i a l , amputación de p i e r n a ; a r t r o s c o p i a ; extracción d o clavo d e c a d e r a Otolaringología E t m o i d e c t o m i a transantral; C a l d w e l l - L u c Plástica M a m o p l a s l i a de reducción; c o l g a j o de piel; injerto d e piel Urológica Resección transurelral de la próstata; pielolilotomía; ureterolitotomía. cistotomía; resección transuretral por tumor v e s i c a l ; fulguración de s a n g r a d o por tumor vesical, o r q u i e c t o m i a ; o r q u i o p e x i a : reimplantación uretral Do Mintz PD, Nordine RB, Henry J B : E x p e c t e d h e m o t h e r a p y in elcctive surgery NY State J M e d 1976, 76:532. c o n permiso. C o p y r i g h t © por la S o c i e d a d M e d i c a d e l E s t a d o d e N u e v a York.



de forma natural y esperada. Los anticuerpos inesperados clínicamente significativos son aquellos que se conocen porque causan reacciones de transfusión o reducen la supervivencia de los hematíes. Generalmente, los anticuerpos detectados a 37 C (temperatura corporal) son clínicamente significativos, mientras que los que reaccionan sólo a la temperatura ambiente o por debajo son probablemente insignificantes y sin actividad a temperaturas corporales (Giblett, 1977). Algunos anticuerpos no pueden detectarse por células heterocigóticas y necesitan de células homocigóticas para provocar aglutinación. Esto se llama "efecto dosis" y ocurre en los sistemas Rh, Kell, Duffy y Kidd. Las fabricantes intentan proporcionar células de despistaje reactivas que son homocigóticas para estos sistemas. Esos escrutinios reactivos con tres células generalmente pueden garantizar que estos sistemas sean homocigotos. La tipificación del ABO/Rh con un despistaje de anticuerpos (tipo y panel) puede pedirse sin compatibilidad en los pacientes que sufren procedimientos quirúrgicos que normalmente no requieren sangre. Los resultados del tipo y del procedimiento de despistaje de anticuerpos permiten al cirujano y anestesista conocer el tipo ABO/Rh del paciente y de que no existen anticuerpos inesperados. Si se encuentran anticuerpos, se deberían tener a mano dos unidades antígeno-negativas con prueba cruzada compatible por si se produce una hemorragia significativa. En la Tabla 31-10 se facilita una lista de procedimientos quirúrgicos electivos aceptables con el tipo y la categoría del despistaje.



Pruebas cruzadas cias. Si hubiera un anticuerpo clínicamente significativo anteriormente que en la actualidad no sea demostrable, el paciente todavía debería recibir sangre negativa para el antígeno correspondiente. Si se transfunde sangre que contiene el antígeno de hematíe previo, se puede provocar una segunda respuesta inmune rápida ananméstica en el receptor. Las pruebas serológicas deberían realizarse en cualquier receptor antes de preparar la sangre. Las pruebas deberían incluir el tipo ABO/Rh y un panel de anticuerpos inesperados. Si existen discrepancias de grupo ABO/Rh, se administrarán unidades O-negativas y sangre compatible hasta que se haya resuelto el problema. El servicio de transfusiones del hospital debe confirmar el tipo ABO en cada unidad del donante y repetir el tipo Rh en unidades Rh-negativas. Si se detecta una discrepancia entre las pruebas realizadas por el servicio de Iransfusiones del hospital y los del banco, la unidad deberían ser aislada y debería regresar al banco para la resolución del problema. Toda prueba serológica de la unidad del donante debería realizarse utilizando una fracción totalmente fija más que un tubo de ensayo, porque la fracción es la representación real de la sangre en la bolsa. Las células del donante deberían lavarse antes de la prueba para eliminar interferencias del plasma y coágulos de librina.



Detección de anticuerpos La detección de anticuerpos o despistaje es mucho más importante en pacientes que en donantes porque el paciente adulto tiene de 2 I a 3 I de plasma, una cantidad mucho más grande que la que se encuentra en una unidad de sangre (250 mi de plasma). Además, los anticuerpos de reacción débil pueden hacerse más fuertes debido a una respuesta inmune (anamnéstica) secundaria, después de una apropiada estimulación antigénica procedente de una transfusión sanguínea incompatible. El despistaje de anticuerpos (véase Cap. 30 en los Protocolos de detección de anticuerpos) se realiza por lo menos con dos células, probadas de forma separada, para detectar los anticuerpos clínicamente significativos que habitualmente se encuentran (Boral, 1977). La fase de antiglobulina debe ser incluida rutinariamente para esta prueba. Hematíes con IgG cubiertos de anticuerpos (células de comprobación) deberían utilizarse con la prueba de antiglobulina negativa para eliminar la posibilidad de una prueba falsamente negativa. Un despistaje negativo de anticuerpos no excluye la presencia de anticuerpos inesperados en el suero del paciente. Los anticuerpos para antígenos de baja incidencia ocasionalmente se detectan sólo durante la prueba cruzada y no con el despistaje de anticuerpos. Los anticuerpos imprevistos son los diferentes del sistema ABO. Los anticuerpos del sistema ABO (anti-A, anti-B, anti-A,B) son los que surgen



La principal prueba cruzada consiste en la prueba del suero del paciente frente a los hematíes del donante (véase Cap. 30, en Pruebas cruzadas). Se espera que la prueba cruzada detecte la incompatibilidad ABO y los anticuerpos inesperados clínicamente significativos. Si el despistaje de anticuerpos, a partir de la fase antiglobulina, no muestra anticuerpos clínicamente significativos y no hay una documentación previa de estos anticuerpos, se puede omitir la fase antiglobulina de la prueba cruzada y sólo se necesitarán los métodos de prueba que detectan incompatibilidad ABO (AABB Standares, 1999). Este último paso se puede conseguir realizando solo una prueba cruzada a velocidad inmediata o con un sistema de verificación informático cuando el ordenador se ha ajustado para prevenir la liberación de componentes sanguíneos ABO-incompatibles (AABB Standards. 1999). Debería subrayarse que la prueba cruzada de velocidad inmediata no siempre detecta la incompatibilidad ABO (Berry-Dortch, 1985; Lamberson, 1986). Si en cualquier momento, se encuentran anticuerpos clínicamente significativos, se solicitará la fase globulina de la prueba cruzada. Ya no es necesario realizar una prueba cruzada menor (una mezcla de células del paciente con plasma del donante) porque se buscan anticuerpos inesperados en las unidades del donante. Algunos laboratorios rutinariamente incluyen un autocontrol, pero este sea probablemente útil sólo si el paciente ha sido transfundido recientemente, está embarazada o tiene un tratamiento farmacológico (Judd, 1980). Las pautas AABB no exigen de un autocontrol en la prueba cruzada. Se han publicado los esquemas de petición de sangre que enumeran la cantidad de pruebas cruzadas que se han de pedir o la categoría del tipo y



Tabla 31-11



Compatibilidad ABO y Rh (D) en la transfusión sanguínea



T i p o sanguíneo del receptor ~~O A B AB DD+



c



Tipo sanguineo del donante A AB D""Sí Ño Ño Ño S Si No No S No Sí No S S S Sí Si Si



D+



E Sí



S= sustituto c o m o bolsa de c o n c e n t r a d o s de hematíes o lavados para eliminar a n t i c u e r p o s ; E= sólo en c o n d i c i o n e s urgentes extremas, especialmente si el receptor es una mujer joven
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despistaje. en los múltiples y diferentes procedimientos quirúrgicos programados (Boral. 1979; Fnedman, 1976; Mintz. 1976) y se pueden ajustar a un determinado hospital inspeccionando los registros previos de la utilización de la sangre.Si se implanta un tipo de guía asi. se puede reducir el número de pruebas cruzadas innecesarias y ayudar a identificar los casos con posibles problemas en posteriores investigaciones cuando se piden demasiadas unidades. El cociente pruebas cruzadas/transfundidas debería ser menor de 2:1 en un servicio.



Selección de unidades Si el paciente no puede recibir componentes de hematíes de su propio grupo ABO, se podrá utilizar una alternativa del grupo ABO (Tabla 31-11). Se considera al grupo O como donante de hematíes universal porque los anticuerpos esperados del sistema ABO. anti-A, anti-B y anti-A.B no reaccionarán con los hematíes del grupo O. Los pacientes del grupo AB son los receptores universales de hematíes, porque su suero no presenta anticuerpos ABO previstos. Consecuentemente, los pacientes del grupo AB pueden recibir concentrados de RBC o lavados (se retiran los anticuerpos) de donantes del grupo A, B. AB u O Si los componentes que serán transfundidos contienen dos mi o más RBC. los RBC del donante deben ser ABO compatibles con el suero del receptor y se debe realizar una prueba cruzada (AABB Standards, 1999) Si se transfunden grandes cantidades de plasma incompatible, el paciente puede tener una prueba de antiglobulina directa positiva con posible daño y una supervivencia reducida de los propios RBC del paciente. Se debería transfundir sangre con Rh, (D)-positivo a pacientes con R h , -(D)-positivo. La sangre Rh (D)-negativa es aceptable para los pacientes R h , (D)-positivos, pero como la sangre de Rh„ (D)-negativo representa sólo un 15°ó de la población donante, se debería reservar para pacientes Rh (d)-negativos. Los pacientes Rh„ (D)-negativos deberían recibir sangre Rh (D)-negativa. Algunas veces, no está disponible la sangre ABO compatible y Rh (D)-negativa. En esas ocasiones, se debería reservar sangre R h (D)-negaliva a las mujeres en edad fértil (


c



Algunas veces cuando un paciente ha recibido muchas unidades de sangre del grupo O. necesita recibir sangre de su grupo sanguíneo original: A. B. AB. Esto se puede realizar cuando las pruebas de compatibilidad ya no demuestran que se han adquirido anticuerpos ABO incompatibles de la sangre del donante. Si existe incompatibilidad, es mejor seguir con las transfusiones del grupo O. En las unidades sanguíneas sólo se prueban de forma rutinaria los antigenos ABO y Rh, ( D ) . Si en el suero de un paciente se detecta un anticuerpo, se debería comprobar la unidad de forma apropiada y sólo se transfundirán RBC correspondientes antígeno-negativo. En un futuro cercano, se prevé que todas las unidades del donante ABO se convertirán al grupo O (el tipo de donante universal). La u-galactosidasa de exoglicosidasa se ha utilizado para retirar el antígeno B (galactosa enlace-u terminal) desapareciendo la estructura del O (Lenny, 1994). No ha existido ningún efecto perjudicial, pero se ha incrementado el título de anti-B significativamente en el receptor. Se ha empleado un proceso enzimático similar para extraer el antígeno A de la sangre A j , pero la extracción completa del antígeno A de la sangre más compleja A, no se ha perfeccionado todavía. Una vez que todos los tipos de unidades del donante se conviertan al grupo O habrá muchos menos problemas de abastecimiento sanguíneo y muchos menos casos de reacciones de transfusión hemolitica intravascular. Imagine cómo serán los bancos de sangre, cuando podamos extraer los antigenos Rh. Kell. Duffy y Kidd de los hematíes.



Tabla 31-12



Probabilidad de transfusiones sanguíneas seguras Compatibilidad



riu^cu



C I I 1 U



Ninguno Grupo ABO Tipificación R h Despistaje de anticuerpos Pruebas cruzadas Autolransfusión



—



Individual (%) 64.4 35,0 0,4 0,14 0.01 100



A c u m u l a t i v o (%) 64.4 99,4 99,8 9 9 94 99 95 100



M o d i l i c a d o de Walkei RH On the salety of the abbreviated crossmatch En Polesky HF Walker RH ( e d s ) Safery in Transfusion Practices Skokie IL Cole g i o de PatOlogos de America. 1982. pp 71 -106. c o n permiso



Interpretación de pruebas de compatibilidad La prueba de compatibilidad incluye la prueba del ABO'Rh del donante y del receptor, despistaje de anticuerpos en la muestra del receptor y la compatibilidad principal. El noventa y cinco por ciento de las muestras demostraron un despistaje de anticuerpos negativos y una prueba cruzada negativa. En estas condiciones, la transfusión se puede realizar de manera relativamente segura. Si el despistaje de anticuerpos y la prueba cruzada son positivas, no se debería utilizar la unidad para transfusión a menos que se le haya consultado al médico del banco de sangre sobre los riesgos de transfundir sangre incompatible. Primero, se debería identificar el anticuerpo mediante un panel de antigeno de hematíes (véase Cap. 30 en Identificación de anticuerpos) Después de la identificación de los anticuerpos, se debería investigar la unidad del donante para administrar las unidades con el antigeno-negativo adecuado. El despistaje de las unidades del donante puede realizarse utilizando anticuerpo reactivo o suero del paciente. Si el anticuerpo detectado se dirige contra un antigeno de alta incidencia, puede ser necesario acceder al archivo de donante poco frecuente {Rare DonorFile) (Berry-Dortch. 1983) para proporcionar sangre compatible. Si el panel de hematíes detecta un anticuerpo específico y el autoconlrol es positivo, se examina el autocontrol mediante microscopio de aglutinación de campos mixtos. Si el paciente ha sido transfundido los últimos tres meses, quizá el anticuerpo esté reaccionando con las células transfundidas que queden en la circulación, lo que causa una reacción de campo mixto. Esto indicaría una reacción de transfusión diferida. Se debería realizar una elución para identificar el anticuerpo en los hematíes. Además, la aglutinación de campo mixto podría ocurrir si los anticuerpos del donante se transfundieron y reaccionaron con las células del receptor. Los auloanticuerpos pueden crear muchos problemas en las pruebas seroiógicas (véase Cap. 30. Investigación de la anemia hemolitica autoinmune) El motivo de la producción de autoanticuerpos puede ser una enfermedad asociada, inducido por fármacos o idiopálico. Los autoanticuerpos Irios pueden interferir con las pruebas ABO/Rh, el despistaje de anticuerpos y las pruebas cruzadas. Cuando los anticuerpos fríos (p. ej. anti-l) tienen un alto rango térmico pueden aglutinar complemento en la fase antiglobulina del despistaje de anticuerpos o tener una prueba cruzada positiva. Estos anticuerpos a menudo son positivos en la fase de velocidad inmediata de estas pruebas Para prevenir interferencias de autoanticuerpos fríos en las pruebas ABO'Rh. se deberán separar los hematíes del plasma mientras se mantiene la muestra sanguínea a una temperatura de 37 C desde que se realiza la extracción. Entonces se lavan las células en salino a 37 "C. El suero puede obtenerse de una muestra coagulada, que se guarda a temperatura ambiente. Además, las técnicas de precalentamiento (Vengelen-Tyler) deberían estar controladas por el despistaje de anticuerpos y la prueba cruzada cuando un autoanlicuerpo interfiera en las pruebas rutinarias. Puede ser necesaria la autoadsorción del autoanticuerpo frío a 4 °C. El Aldomet (metildopa) es un motivo de producción de anticuerpo caliente. La enfermedad autoinmune puede también causar este fenómeno La presencia de anticuerpo caliente puede interferir con el reconocimiento de Rh. (D) si el reactante anti-Rh, (D) contiene importantes cantidades de potencia-
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dores. El anti-Rh, (D) químicamente modificado es útil para el reconocimiento del R h (D) en estas situaciones. Si el paciente no ha sido transfundido en los tres meses previos, entonces se puede autoadsorber el suero a 37 °C para tratar de extraer todo el auloanticuerpo, de manera que se puede realizar una búsqueda de aloanticuerpos específicos. Adicionalmente. se puede obtener una elución para delectar anticuerpos específicos. :



c



El suero caliente autoabsorbido puede utilizarse para encontrar unidades serológicamente compatibles. Si el paciente tiene autoanticuerpos sin aloanticuerpos. se debe intentar realizar una transfusión de unidades que sean lo menos incompatibles (reaccionando menos fuertemente que el autocontrol). Habitualmente los pacientes pueden tolerar estas transfusiones a menos que no se haya detectado un aloanticuerpo. La prueba de compatibilidad ir) vivo puede realizarse en condiciones especiales, cuando los pacientes requieren sangre con una prueba cruzada incompatible, y no se haya encontrado la causa de la incompatibilidad o no se encuentre sangre compatible. Se han realizado estudios de supervivencia de los hematíes sanguíneos para esta prueba, utilizando pequeñas muestras de hematíes sanguíneos marcados con indio radioactivo o tecnecio (Marcus, 1987: Davey, 1987). En algunos casos, el despistaje de anticuerpos puede ser negativo y la prueba cruzada positiva. Esta situación puede indicar la presencia de un anticuerpo dirigido contra antigenos de baja frecuencia. Se podría realizar un panel de antígeno de hematíes sanguíneos para identificar el anticuerpo. La incompatibilidad también podrá ocurrir si los RBC del donante tienen un DAT positivo. El DAT no se utiliza de forma rutinaria en las unidades del donante, y se estima que 1 de 1.000 a 1 de 13.000 donantes sanos muestran un DAT positivo (Garratty, 1988). En este caso, las células del donante serán incompatibles con el suero de todos los receptores potenciales y por lo tanto se debería descartar la unidad. Otro motivo de esta situación es que las células del donante pueden estar en un estado poliaglutinante por la activación T (T, Tn, Tk). Por último, y más importante, esta situación podría resultar a partir de una incompatibilidad ABO. Los anticuerpos ABO reaccionarían con los hematíes incompatibles durante la prueba cruzada pero no reaccionarían con los hematíes del despistaje, que son siempre del grupo O. Si existe anticuerpo en el hematíe probado (células del grupo O), pero la prueba cruzada es negativa, se debe sospechar de un anti-Lewis . Este anticuerpo está producido en individuos A,. B. o A , B y reacciona con células que tienen el H (O u A^) así como también antígenos Leb (Vengelen-Tyler, 1999). La Tabla 31-8 muestra el tiempo que se tarda en realizar las pruebas necesarias para la preparación de una transfusión sanguínea. La Tabla 31-12 es interesante porque resume la probabilidad acumulada de una transfusión sanguínea segura a medida que se añaden diferentes pruebas serológicas. Si una sangre aleatoria sacada del almacén sin ninguna prueba, se utilizase, casi dos tercios de estas transfusiones serian compatibles. Cuando los grupos ABO se comparan, el 9 9 % son compatibles. La compatibilidad de Rh„ (D) mejora el odds en un 0,4%, mientras que el despistaje de anticuerpos incrementa el odds sólo en el 0,14%. La prueba cruzada incrementa la seguridad sólo en un 0,01 %. En los últimos años, se ha puesto menos énfasis en la prueba cruzada y la mayoría de los hospitales solo utilizan el centrifugado inmediato o una prueba cruzada simplificada, después de completar un despistaje de anticuerpo que sea negativo realizado con fase de antiglobulina (Walker, 1982). BH



INFUSIÓN DE LOS COMPONENTES SANGUÍNEOS Identificación adecuada La mayoría de las reacciones transfusionales mortales se deben a errores burocráticos que provocan una transfusión ABO incompatible (Myhre, 1980: Aubuchon, 1997). Por consiguiente, la identificación ABO correcta de la muestra es de vital importancia. La correcta identificación del receptor probablemente es la actividad más crucial en el proceso de la transfusión sanguínea. Hay dos momentos donde el paciente debería ser adecuadamente identificado: una vez en el momento de la extracción de la muestra, y nuevamente al inicio de la transfusión,
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Durante la recogida de la muestra, hay que comparar la hoja de solicitud de transfusión y la etiqueta de la muestra con la pulsera de identificación del paciente para asegurarse del nombre y apellidos asi como también del número de identificación del hospital. Análogamente, antes de comenzar la inlusión de un componente sanguíneo se deberían comparar la etiqueta del producto sanguíneo, la etiqueta adjunta de compatibilidad y la pulsera del paciente para comprobar que los nombres y apellidos, asi como también el número de identificación del hospital, son los mismos y que los tipos ABO / Rh del producto y el receptor son compatibles. Las situaciones de emergencia, en la sala de urgencias, en quirófano, o en las unidades de cuidados intensivos, son las situaciones donde más a menudo suceden los errores de identificación, Por lo tanto, en particular el personal de estas áreas implicados en la recogida de las muestras y comienzo de las transfusiones sanguíneas deberían tener cuidado en las urgencias.



Situaciones que afectan la infusión de componentes sanguíneos Líquidos



intravenosos



Normalmente se utiliza una solución salina normal (0,9%) para conseguir una vía IV para realizar la translusión sanguínea. La dextrosa al cinco por ciento en agua (D W) es hipotónica y puede causar aglutinación de RBC y hemolisis, mientras que el lactato Ringer puede causar coagulación debido a su contenido en calcio. La bolsa de RBC puede diluirse con solución salina normal, o en casos raros con plasma ABO compatible, o 5% de albúmina, para disminuir la viscosidad y permitir un aumento en los índices de infusión. ;



No se debería administrar ni añadir medicación por la misma via utilizada para los componentes sanguíneos. El pH alto o bajo de algunos medicamentos puede provocar la hemolisis si se añade a los RBC. Además, si se añaden los medicamentos a la unidad de sangre y esta se suspende por una reacción transfusional, no se podría administrar toda la medicación. Finalmente, si aparece una reacción transfusional, sería difícil distinguir si la reacción fue debida a la medicación o a la sangre. Se han publicado casos de hemolisis cuando se infunden RBC con albúmina preparada en agua estéril en lugar de solución salina normal, debido a una tisis osmótica de RBC. Las unidades de RBC no pueden mezclarse con otras soluciones diferentes a la solución salina. Las unidades AS RBC en solución aditiva pueden administrarse sin liquido adicional, debido a las características de flujo relativamente rápido. Los hematíes deberían almacenarse en un refrigerador del banco de sangre monitorizado justo inmediatamente antes de la transfusión. Por lo tanto, no se debería pedir el componente sanguíneo hasta que se tenga una vía intravenosa.



Filtros Los componentes y derivados sanguíneos deberían ser trasfundidos a través de un filtro para extraer coágulos de fibrina y otras partículas de desecho. La mayoría de los equipos estándar de transfusión de sangre y plaquetas contienen filtros de primera generación, con un poro de aproximadamente 170 pm de diámetro. Existen amplias variaciones en la superficie del área de los filtros y la distribución del filtro y de la cámara de goteo. En condiciones normales, se puede utilizar un filtro para dos a cuatro unidades de sangre. Sin embargo, debería considerarse el estado del filtro y el tiempo total (menos de cuatro horas) de infusión y en función de eso, cambiar o no el filtro. Los microagregados están formados por plaquetas, WBC degenerados, fragmentos de células, núcleos y fibrina. Estos se forman progresivamente en la sangre completa o bolsas de RBC, después de cinco dias de almacenamiento en frigorífico. Estos microagregados pueden tener tamaños de incluso 100 u.m de diámetro. Los filtros de segunda generación de microagregados con un poro de 20 um a 40 p m , están compuestos principalmente de libras plásticas de lana. Están disponibles como filtros de despistaje, que extraen microagregados por interceptación directa, o filtros de profundidad, que están hechos de múltiples capas de mallas o de espuma. Estos probablemente sean los más útiles para prevenir la infusión de grandes cantidades de micro-
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agregados, que podría suceder durante las transfusiones masivas utilizadas en la comunicación extracorporal, o para prevenir la hipoxia inducida por microagregados en pacientes transfundidos con una función pulmonar comprometida previa. Los filtros de microagregados no extraen WBC del individuo. Los filtros de microagregados no deberían utilizarse en concentrados de plaquetas o de granulocitos debido a que estos filtros retienen un gran porcentaje de estos elementos celulares viables. Los filtros de microagregados se han utilizado para prevenir las complicaciones inicialmente atribuidas a los microagregados durante la transfusión masiva en politraumatizados, incluyendo CID y SDRA, pero estas condiciones son el resultado de daño tisular extenso secundario del traumatismo en sí. Algunos centros utilizan filtros de microagregados durante la recuperación mtraoperativa de hematíes, pero probablemente no son necesarios, ya que no hay evidencia de que los microagregados sean los responsables de las complicaciones clínicas en este ámbito. Los filtros de leucorreducción de tercera generación que están disponibles extraen de forma selectiva casi el 99,9% (3 logs) de WBC. de los productos de las RBC (Kickler. 1989) y plaquetas (Wenz. 1989), dejando menos de 5 x 10' de WBC en sus respectivos componentes sanguíneos. Estos filtros de adsorción selectiva de 3-log previenen la sensibilización de HLA. reacciones transfusionales febriles no hemolíticas, transmisión viral de virus ligados a las células (p. ej., CMV, HTLV-I, priones), inmunosupresión asociada a la transfusión y GVHD (Bordin, 1994). El uso de filtros de leucorreducción no está exento de riesgos. En 157 transfusiones realizadas a finales de 1998 en bancos de sangre de la Cruz Roja, se notificaron la aparición de reacciones de "ojo rojo" incluso graves. La causa de estas reacciones no está clara, excepto que se asociaba a una marca particular de filtros. En 80 pacientes ingresados que recibieron productos sanguíneos trasfundidos a través de un filtro de leucorreducción se produjo una reacción hipotensa. a veces asociada con enrojecimiento facial, dolor abdominal, dificultad respiratoria o pérdida del conocimiento (FDA letler to physicians. April 4. 1999). No se han descrito reacciones hipotensoras cuando se filtra el producto sanguíneo durante la recolección o en el servicio de recogida y procesamiento del banco de sangre. El mecanismo no está claro, aunque se ha demostrado que la bradicinina, un potente vasodilatador, puede originarse por filtración a temperatura ambiente o por el corto intervalo entre la filtración y la transfusión que previene la degradación de la bradiqumma. Otras explicaciones propuestas para esta reacción se han relacionado con la activación del factor XII, un activador de bradicinina. por filtros cargados negativamente o el uso de inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina, que previene la degradación de la bradicinina. La FDA ha recomendado el uso de productos leucorreducidos prealmacenados. o productos leucorreducidos en el banco de sangre, e indicar cualquier incidente a la FDA. Como se mencionó anteriormente, en septiembre de 1998 el Comité Asesor de Productos Sanguíneos de la FDA recomendó la leucorreducción mundial, y la leucorreducción pre-almacenada como un método preferencial por encima de la filtración al lado de la cama. La ejecución de estas recomendaciones ya está en marcha.



Calentadores de la sangre La rápida infusión de grandes volúmenes de sangre fría puede precipitar una arritmia ventncular y provocar incluso el fallecimiento del paciente. Se recomienda el uso de un calentador de sangre en los pacientes que reciben muchas unidades de sangre fría en un período corto de tiempo, en transfusiones masivas, en transfusiones de intercambio, en transfusión de niños prematuros, y en pacientes con muchas autoaglutininas trias. La temperatura del calentador de sangre debería mantenerse a 37 C. A esta temperatura se consigue una ausencia de hemolisis y de un incremento en el nivel de potasio del plasma: sin embargo, cuando la temperatura de la sangre excede los 42 C, puede aparecer hemolisis. En aquellos pacientes con enfermedad por aglutinmas frías, se ecomienda mantener al paciente caliente durante la transfusión. r



Velocidad de la infusión En la mayoría de los equipos de infusión, 15 gotas son igual a 1 mi. A una velocidad de 60 gotas/min., 60/15 x 60 = 240 mi de sangre se puede trans-



fundir en una hora. La duración de la transfusión puede de esta manera estimarse por la velocidad de infusión. En condiciones normales y para un adulto de talla media sin alteración cardiopulmonar, se debería infundir una unidad de sangre en una o dos horas. Si se necesita infundir la unidad de sangre lentamente, la transfusión debería terminarse en unas cuatro horas. La transfusión sanguínea no debería utilizarse para mantener la vía intravenosa permeable, y se debería evitar superar el tiempo de las infusiones. La sangre es un medio de cultivo ideal, y cuando se calienta durante varias horas a temperatura ambiente permite el crecimiento bacteriano que puede entrar en el sistema durante la recogida de sangre o la infusión. En el sangrado masivo, la velocidad de infusión puede acelerarse mediante el uso de agujas de mayor calibre en más de un sitio mediante dispositivos de manguitos de presión. En pacientes con anemia grave o insuficiencia cardiaca, el índice de infusión debería reducirse y puede ser útil utilizar de forma concurrente diuréticos y/o digitálicos. Puede ser necesario sólo la trasfusión de la mitad de una unidad en una vez. La otra mitad restante se almacenará en el frigorífico del banco de sangre y se utilizará después, en las 24 horas siguientes. Como regla, durante los primeros 15 minutos de la transfusión, la velocidad de infusión debe ser más lenta para observar cualquier reacción en el paciente, especialmente cuando se está trasfundiendo una unidad que es la menos incompatible o cuando han existido reacciones translusionales previas.



Monitorización del paciente La transfusión es un tratamiento potencialmente arriesgado. Las reacciones pueden ser mortales si no se tienen en cuenta las precauciones adecuadas. En EE.UU.. cualquier reacción transfusional mortal debe indicarse a la FDA en las 24 horas. La mayoría de reacciones a la transfusión se desarrollan dentro de los primeros 30 minutos de la transfusión. Si el paciente está siendo monitorizado cuidadosamente por el médico o el personal de enfermería, la mayoría de las reacciones mortales a la transfusión podrían evitarse por una acción rápida, adecuada y a tiempo. Se deberán controlar y registrar los signos vitales del paciente poco después de la transfusión para que sirvan de base, luego cada 15 minutos después del comienzo de la transfusión y de nuevo al final de la transfusión.



REACCIONES TRANSFUSIONALES Reacciones transfusionales no hemolíticas Al menos el 3% de todas las transfusiones producen una reacción transfusional no hemolilica febril o una reacción alérgica.



Reacciones transfusionales no hemolíticas febriles La reacción transfusional no hemolítica febril (FNHTR) se define por un incremento en la temperatura mayor de 1 C durante hasta dos horas después de una transfusión de sangre o uno de sus componentes y cuando se han excluido otras causas. Esta reacción puede estar acompañada de escalofríos, náuseas, vómitos, malestar y cefalea. Las FNHTR se observan en el 1% al 3% de las transfusiones de RBC y hasta en el 30% de las transfusiones de plaquetas. Las FNHTR ocurren más frecuentemente en pacientes que han sido trasfundidos en repetidas ocasiones o mujeres con múltiples embarazos. El mecanismo tradicional para las FNHTR se ha atribuido a los aloanticuerpos en el receptor que han reaccionado con antígenos HLA de leucocitos trasfundidos de donantes o al revés, que los anticuerpos del donante reaccionan con las WBC del receptor. Se sabe que la transfusión de RBC obtenidos con técnicas de extracción de WBC (
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quetas como la leucorreduccíón (


La FNHTR es un diagnóstico de exclusión. La fiebre también puede ser el primer signo de una reacción transfusional hemolítica, una unidad contaminada por bacterias o lesión pulmonar aguda asociada a la transfusión, y por tanto, a veces se necesita una investigación más intensa de la reacción a la transfusión. La primera acción recomendada de la mayoría de los centros de transfusión es interrumpir o parar la transfusión, y después trabajar en la hemolisis. Cuando los estudios no son concluyentes, y si la situación clínica lo sugiere, estará indicado un cultivo de bacterias. La fiebre de la FNHTR responderá a los antipiréticos, a pesar de que los inhibidores de la prostaglandina (p. ej„ aspirina) deberían evitarse en los pacientes trombocitopénicos. El uso de meperidina (Demerol) puede ser práctico para prevenir los intensos escalofríos. Habitualmente los productos sanguíneos leucorreducidos están prescritos solo después de la segunda FNHTR. ya que las reacciones transfusionales febriles repetidas en el mismo paciente son poco comunes (Menitove, 1982). Se estima que la probabilidad de una segunda FNHTR en el mismo receptor es de una en ocho, cuando se utilizan productos no leucorreducidos (Kevy, 1962). Para pacientes que han sufrido FNHTR repetidas, la premedicación con antipiréticos puede prevenir la reacción, cuando se proporciona antes de la transfusión de los componentes sanguíneos. Los pacientes que no responden a las medidas previamente descritas en ocasiones se benefician de plaquetas lavadas para eliminar las citocinas acumuladas durante el almacenamiento.



Reacciones



La histamina incluida en los granulos de las plaquetas aumenta progresivamente, incluso hasta 22 mg/ml, y si estas unidades con alto contenido de histamina se infunden rápidamente, pueden provocar broncoespasmo y respiración sibilante (Muylle. 1988). Otras sustancias hipotensoras asociadas que pueden encontrase en los granulos plaquetarios incluyen 1) serotonina. presente en los granulos densos de las plaquetas; y 2) factor de activación de las plaquetas, generado por los granulocitos y monocitos. La serotonina (Wiggins, 1985) y/o el factor de activación plaquetario (Yamanaka, 1992) pueden ser liberados dentro del plasma en cantidades suficientemente altas para provocar hipotensión. Los pacientes que tienen una reacción alérgica deberían ser tratados con antihistamínicos y se debería detener la transfusión sanguínea. Si la urticaria se encuentra relativamente localizada y no progresa, y si se han administrado antihistamínicos para el alivio sintomático, se puede continuar la infusión de la misma unidad. La infusión de la misma unidad no debería reestablecerse si la urticaria se extiende o aparece un exantema o respiración sibilante. La prevención de las reacciones alérgicas puede conseguirse mediante 1) premedicación del paciente con antihistamínicos (p. ej., Benadril) previa a la transfusión o 2) por el uso de RBC y plaquetas lavadas. Cuando la FFP es la culpable, hay muy pocas cosas que se puedan hacer, salvo disminuir la velocidad de infusión de la transfusión y premedicando al paciente. Como las reacciones alérgicas no son síntomas de una reacción de transfusión hemolitica aguda, generalmente no se requieren más investigaciones extensas.



Reacciones



anafilácticas



La anafilaxia, una complicación potencialmente letal de la transfusión sanguínea, ocurre típicamente de improviso, después de la transfusión de sólo unos pocos milímetros de sangre. Esta se caracteriza por dificultad respiratoria aguda, edema laríngeo, tos y sibilancias por broncoespasmo, y profunda hipotensión y choque. Otros síntomas que acompañan pueden incluir exantema cutáneo, náuseas, vómitos y diarrea. Este tipo de reacción puede ocurrir en pacientes con deficiencia de IgA que poseen un IgG (no IgE). anti-lgA, potente y están expuestos a productos de plasma con IgA (Mollison, 1993). El tratamiento incluye el cese inmediato de la transfusión, administración de epinefrina intravenosa o intratraqueal, antihistamínicos y esleroídes. La investigación de laboratorio puede requerir la determinación de IgA total para excluir la deficiencia IgA, habitualmente por EIA, o determinación de las subclases IgA ( l g A 1 , lgA2a, o lgA2b), mediante el análisis de Ouchterlony, La prevención de luturos episodios de anafilaxia se enfoca principalmente en intentar excluir la deficiencia IgA, ya que estos pacientes necesitarán productos lavados de hematíes o el uso de componentes sanguíneos y derivados del plasma preparados de donantes con deficiencia de IgA, de por vida. Debido a la asociación entre la deficiencia lgG2 y la deficiencia IgA, los pacientes con deficiencia de lgG2 necesitan tener niveles de IgA determinados antes del complemento de mmunoglobulinas humanas cuando se necesitan para prevenir o tratar la infección. Existen disponibles preparaciones comerciales de inmunoglobulina con déficit de IgA. Es importante anotar que en la mayoría de los casos de reacciones anafilácticas a los productos sanguíneos el antigeno causante de la reacción no puede ser identificado. En pacientes que no poseen deficiencia de IgA, estas reacciones tienen poca probabilidad de repetirse y no está justificado cambiar las técnicas de transfusión.



alérgicas



Las reacciones alérgicas causadas por la transfusión se manifiestan como urticaria y habón, con o sin respiración sibilante y estridor. Los pacientes que solo tienen reacciones urticariales, raramente progresan a una reacción generalizada sistémica (véase más adelante Reacciones anafilácticas). Estas reacciones alérgicas habitualmente están mediadas por IgE, y ocurren predominantemente en productos que contienen plasma. El anticuerpo puede ser dirigido contra alérgenos ingeridos por el donante (p. ej., cacahuete) antes de la donación, o contra las proteínas del plasma. Las células cebadas del tejido y los basófilos circulantes almacenan histamina. La histamina liberada causa contracción de los músculos lisos respiratorios y gastrointestinales y dilatación de los capilares. La respuesta clínica a la liberación de histamina generalizada es cefalea, enrojecimiento facial, hipotensión, disnea/respiración sibilante, vómito y diarrea.



Contaminación



bacteriana



La contaminación bacteriana de los componentes sanguíneos sucede raramente y en los hematíes habitualmente se debe a bacterias de crecimiento en frío. Gram negativas y productoras de endotoxina como Pseudomonas. Citrobacter freundii. E. coli, y Yersinia enterocolitica, mientras en las plaquetas los organismos contaminantes pueden ser Gram positivos o Gram negativos. Desde 1976 a 1990, se notificaron a la FDA varias muertes por RBC contaminadas o plaquetas e incluyeron las siguientes: ocho de Yersinia enterocolitica. siete de Staphylococcus aureus, seis de S. epidermidis, y cinco de especies de Klebsiella (Sazama, 1994). La reacción transfusional por una alta contaminación de la sangre está caracterizada por un exantema radiante malar (facial), rubor, fiebre alta, una sensación subjetiva de calor, cólicos abdominales, vómito, diarrea y choque (Mollison, 1993). A veces,
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también puede existir CID. El tratamiento consiste en antibióticos y esteroides. La contaminación bacteriana de la sangre puede evitarse prestando una cuidadosa atención al preparar la zona de venopunción durante las donaciones sanguíneas, siguiendo las pautas de AABB una vez que se registra la unidad, y traslundiendo productos sanguíneos en cuatro horas. Se debería tener especial cuidado para evitar pequeños agujeros en la bolsa de sangre al sujetarla y durante la preparación de los componentes, debido a bordes afilados de la centrifuga, filtro del plasma y rotores de plaquetas. Cuando se descongela la FFP o el crioprecipilado, es mejor confinar los componentes en una bolsa plástica adicional, de manera que los componentes de la bolsa no se expongan directamente a los microbios que posiblemente crecerán en el baño de agua a 37 "C. Se deberia comprobar que el donante no presenta un traumatismo mucoso que podría causar bacteriemia durante unos días: extracciones dentales, colonoscopia/sigmoidoscopia y manipulación del tracto genitourinario. El técnico del banco de sangre debería buscar signos de contaminación visibles antes de que se entregue la unidad para la transfusión como decoloración púrpura de la sangre, presencia de coágulos o aglutinación, color oscuro del plasma debido a la hemolisis, o la presencia de gas en la bolsa (WeiszCarnngton, 1986). Un grupo (Kim. 1992) observó que la sangre en bolsas contaminadas se oscurece, debido a la hemolisis y al descenso del P 0 2 , a diferencia del color más brillante encontrado en los segmentos.



24 a 48 horas, y no deja un daño permanente. El estudio se dirige a la tipificación de los anticuerpos específicos contra neutrófilos o HLA en el donante, principalmente para excluir el donante en una futura donación y prevenir la aparición de otra TRALI en el receptor. Estos donantes deberían ser rechazados permanentemente. Cuando no se puede demostrar el anticuerpo en el donante, está indicado el examen en el receptor de anticuerpos frente a los leucocitos del donante. Cuando la TRALI se debe a los anticuerpos del donante, es muy poco probable que vuelva a suceder en el mismo receptor. Los diagnósticos diferenciales deberían excluir otras causas de edema pulmonar agudo, como sobrecarga de volumen e infarto de miocardio. El tratamiento de pacientes con TRALI se basa en medidas de soporte, incluyendo la ventilación asistida. Las dosis elevadas de esteroides no cambian el curso clínico y no tienen un papel definido en esta situación. Los diuréticos pueden estar contraindicados, ya que el paciente puede tener ya una reducción drástica de volumen por el liquido que se pierde en los pulmones.



Púrpura



postransfusional



La púrpura postransfusional es una situación caracterizada por trombocitopenia grave que sucede cerca de la semana después de la transfusión de sangre. En el 8 0 % de los casos, el recuento de plaquetas está por debajo de 10.000 u l . Esta situación habitualmente está causada por anticuerpos frente a antígenos específicos de plaquetas (HPA). La mayoría de los casos se deben a anticuerpos a (HPA-1a (P1 ) pero igualmente pueden ser causados por otros anticuerpos específicos de plaquetas (McFartand, 1996: Áster. 1993). No se conoce del todo el mecanismo, pero el anticuerpo HPA reacciona y destruye no solo las plaquetas de antígeno positivo transfundidas sino también las plaquetas de antigeno negativo del paciente. El origen puede ser 1) el lenómeno del transeúnte inocente [innocenl bystander), donde una reacción antígeno-anticuerpo induce un acumulo importante de plaquetas; o 2) sustancia HPA soluble liberada por las plaquetas trasfundidas al plasma, desde donde es adsorbido dentro de las plaquetas del paciente y llegan a ser un objetivo para el anticuerpo. El tratamiento de primera elección es IG IV: con esto la mayoría de los pacientes responden dentro de los cuatro días del inicio del tratamiento. En pacientes refractarios al IG IV, la plasmaféresis puede ser efectiva. Aunque a la mayoría de los pacientes se les administran corticoides. no se ha comprobado su valor. El recuento de plaquelas del paciente habilualmente no varía con la transfusión ya sea por plaquetas de antigeno positivo o plaquetas de antígeno negativo (Gerstner, 1979). pero sí es posible se deberían utilizar para posteriores transfusiones plaquetas de antigeno negativo y componentes sanguíneos. Las recaídas son poco comunes. 51



Sobrecarga



circulatoria



La sobrecarga circulatoria de las transfusiones ocurre en 1 de 100 a 1 entre 700 transfusiones, y se ve con mayor frecuencia en pacientes ancianos, y aquellos con compromiso de la función cardiaca o pulmonar. Los pacientes con anemia grave crónica (Hb. 4 a 5 g/dl) presentan más riesgo porque pueden tener insuficiencia cardiaca por alto gasto compensada, que se puede descompensar al añadir volumen con la transfusión. Los síntomas incluyen disnea y tos por edema pulmonar y un repentino incremento en la presión sanguínea sistólica. El tratamiento incluye diuréticos, oxígeno y, en casos graves, ventilación asistida. En ios casos graves puede ser necesario la llebotomia de 250 mi. A los pacientes que presentan un alto riesgo de desarrollar una reacción hipervolemica por la transfusión, como aquellos pacientes con anuria, insuficiencia cardiaca congestiva, infarto de miocardio, o enfermedad valvular grave, se les deberia traslundir lentamente y mejor con concentrados de RBC que con sangre completa, posiblemente junto con diuréticos. Algunos de estos pacientes con enfermedad cardiaca pueden necesitar monilorización traumática de la presión venosa central y presión en cuña ventricular izquierda durante la transfusión, para evitar el edema pulmonar.



Hemosiderosis Lesión pulmonar aguda relacionada con la transfusión El edema pulmonar no cardiogénico asociado a la transfusión, también llamado lesión pulmonar aguda relacionada con la transfusión (TRALI). ocurre raramente (1 evento en 10.000 transfusiones) y está caracterizada por edema pulmonar no cardiogénico bilateral. Este ocurre típicamente dentro de la primera hora a seis horas después de la transfusión, aunque puede apreciarse mientras se infunde el producto. La presión en cuña ventricular izquierda no está incrementada. La dificultad respiratoria aguda presenta una marcada disminución en la distensibilidad pulmonar. Hay hipoxemia grave y, en la radiografía de tórax, infiltrados pulmonares bilaterales. Esto se debe a 1) leucoaglutminas del donante (anticuerpos específicos al neutrófilo) o anticuerpos HLA que reaccionan con los leucocitos del receptor para producir agregados de WBC que son atrapados en los capilares pulmonares causando un infiltrado capilar y edema pulmonar o 2) anticuerpos en el receptor reaccionando con los leucocitos del donante. La TRALI también se ha atribuido a otras sustancias, incluyendo activadores de lípidos, causando activación de los componentes complementarios C3a o C5a. que posteriormente liberan mediadores, produciendo infiltración capilar pulmonar. Estas sustancias pueden agregar directamente a los granulocitos que se alojan en la circulación microvascular pulmonar. La mayoría de los donantes de unidades causantes de TRALI son mujeres multíparas que han sido aloinmunizadas por el embarazo. La TRALI. por definición, es una situación autolimitada que se resuelve en las



La hemosiderosis es una situación causada por el depósito de hierro en órganos vitales, como el hígado y el corazón, provocando una dislunción de estos. Esta situación se produce en pacientes que necesitan transfusiones crónicas como los talasémicos. Cada unidad de sangre contiene cerca de 200 mg de hierro y después de 100 transfusiones de hematíes, los depósitos de hierro totales en el cuerpo pueden ser sustanciales. Una opción para reducir el hierro total transfundido es utilizar neocitos, así se necesitan menos transfusiones (Propper, 1980). El tratamiento con desferrioxamina, un agente quelante del hierro, es importante para rebajar el almacenamiento corporal de hierro en pacientes con talasemia.



Enfermedad del injerto contra el huésped Cuando los linlocitos T alogénicos mmunológicamente competentes se transfunden a un individuo muy inmunodeprimido por una deficiencia de linfocitos o disfunción, los linfocitos T trasplantados pueden injertarse en el tejido linfoide/hematopoyético y llegar a ser funcionales. Estos linfocitos T alogénicos injertados reconocen los antigenos en las células del huésped como ajenos y originan una respuesta inmune celular y/o humoral contra el huésped, creando el síndrome de GVHD. El GVHD asociado a la transfusión (TA GVHD) difiere del GVHD del tratamiento hematopoyético celular en su etiología, manifestaciones clínicas y gravedad se trata más adelante.
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G V H D agudo. El GVHD agudo es principalmente una respuesta celular citotóxica contra el huésped que sucede en pacientes que reciben una terapia celular hematopoyética alogénica, en los tres meses siguientes al trasplante. Se debe a los linfocitos T trasplantados que reconocen al huésped como extraño. Se ha visto hasta en un 7 0 % de los receptores de trasplante de médula ósea, pero la mayoria de los casos son leves y a menudo pueden ser minimizados por terapia inmunosupresora; sin embargo, puede ser grave incluso en un 2 0 % de los pacientes con este síndrome y podrían morir por sus efectos (Leitman. 1985). El primer signo de GVHD agudo es la fiebre seguida por un exantema maculo papuloso que puede progresar a vesículas y descamación. Otras manifestaciones clínicas incluyen una diarrea acuosa profusa y hepatomegalia. con aumento de transammasas hepáticas e hiperbilirrubinemia. El diagnóstico del GVHD agudo se sospecha por las manifestaciones clínicas y puede confirmarse mediante una biopsia cutánea. Cuando los signos clínicos son principalmente epidérmicos, el principal diagnóstico diferencial es la reacción a medicamentos e infección viral (virus del herpes). La biopsia de piel es patognomónica para el GVHD si existen cambios en el tercio inferior de la epidermis, con presencia de necrosis celular epidérmica simple (apoptosis) asociada a algún linfocito "satélite" (Brubaker. 1994). G V H D crónico. El GVHD crónico se presenta a los tres meses del trasplante HPC. y se debe a una combinación de la respuesta inmune celular y humoral de las células inmunes trasplantadas contra el huésped. Ocurre hasta en el 4 0 % de los supervivientes a largo plazo de trasplante de médula ósea alogénica. Las manifestaciones clínicas del GVHD crónico se parecen a las enfermedades auloinmunes, esclerodermia y síndrome de Sjogren. Los signos y los síntomas incluyen una erupción eritematosa, sobre todo en la zona malar y palmas, que puede progresar a atrofia cutánea y esclerosis; el síndrome seco; fibrosis esofágica; transaminasas hepáticas elevadas (AST/ALT); enfermedad pulmonar obstructiva y restrictiva; formación de anticuerpos; anemia crónica, leucopenia y/o trombocitopenia; artritis; y miosilis. Cuando el G V H D crónico está limitado a la piel y a manifestaciones hepáticas, el pronóstico es bueno, pero cuando los síntomas son amplios y no responden a la terapia inmunosupresora. el pronóstico es malo. G V H D asociada a la transfusión. Una forma más agresiva de GVHD agudo se ve cuando los pacientes muy inmunodeprimidos reciben componentes sanguíneos no irradiados. Estos individuos presentan rápidamente un GVHD agudo, en menos de 30 días desde que han recibido el trasplante de linfocitos. Además de los síntomas habituales del GVHD agudo, muestran una marcada pancitopenia e hipoplasia de médula ósea. La pancitopenia ocurre debido a que los linfocitos T citotóxicos del donante reaccionan contra las células de la médula ósea del huésped. Esto sucede a diferencia del GVHD agudo de receptores HPC donde la médula se repuebla con elementos hematopoyéticos del donante, de forma que la médula ósea no es el lugar de reacción de injerto contra huésped. El noventa por ciento de G V H D asociado a las transfusiones produce el fallecimiento, principalmente debido a infecciones, pero también a complicaciones hemorrágicas, secundarias a la pancitopenia (Brubaker, 1994). La GVHD asociada a la transfusión puede confirmarse examinando los linfocitos de la sangre periférica mediante estudios citogenéticos o HLA. Pueden delectarse donantes mezclados o tipo quimera, mostrando linfocitos injertados con el fenotipo transfundido.



GVHD. aunque estudios recientes indican que existe un nesgo teórico de GVHD considerando que las FFP descongeladas tienen células CD3+ activas mitogénicamente (Gresens. 1999a) y en algunos casos más de 1 x 10'leucocitos por unidad de FFP (Willis, 1998). La irradiación se utiliza para inactivar los linfocitos en los componentes sanguíneos celulares con 25 Gy (2.500 rad) mediante una fuente de Cesio-137 o Cobalto-60, una dosis adecuada para prevenir GVHD sin alteración significativa de las funciones de los hematíes, plaquetas y granulocitos o su supervivencia in vivo (Brubaker, 1994). A 5 Gy, se elimina la respuesta proliferativa de los linfocitos a los antigenos extraños clase II (la prueba de cultivo de linfocitos mezclados) y a 15 Gy. hay una disminución del 9 0 % de la respuesta de los linfocitos a los mitógenos (Leitman, 1985). La FDA ha establecido una dosis mínima de 25 Gy (Consenso, FDA Memorándum, julio 22, 1993) después de que se produjese un caso de GVHD asociado a la trasfusión tras el uso de productos sanguíneos irradiados a 15 Gy (Lowenthal, 1993) y después en estudios in vilro no se demostró una completa escasez de crecimiento de las células T hasta que la dosis de 25 Gy fue usada (Moroff, 1992). La irradiación con 25 Gy tiene algunos efectos adversos mínimos sobre las RBC incluyendo un tiempo de supervivencia reducido de 24 horas tras la transfusión después de 28 días de almacenamiento. Otras anormalidades inducidas por la irradiación de las unidades de RBC incluyen aumento del potasio del plasma, incremento de la hemoglobina del plasma y descenso del ATP del RBC. La irradiación con 25 Gy provoca un daño no significativo a las plaquetas o a los granulocitos. El principal efecto de la irradiación sucede en los linfocitos, eliminando su capacidad reproductiva. Las indicaciones características de la irradiación de los productos sanguíneos incluyen la transfusión en la terapia de HPC autogénicos y/o alogénicos a los receptores, pacientes con síndromes de ¡nmunodeficiencia congénita como síndrome de mmunodeficiencia combinado severo, síndrome DiGeorge. síndrome Wiskott-Aldrich. transfusiones intrauterinas, neonatos prematuros de bajo peso al nacer, aquellos con neoplasias hematológicas en tratamiento con quimioterapia, pacientes con enfermedad de Hodgkin, aquellos sometidos a altas dosis de quimioterapia por tumores sólidos, y los que reciben transfusiones sanguíneas de familiares. Las recomendaciones a día de hoy son irradiar sólo los productos celulares (AABB Standards, 1999). Basados en el riesgo teórico de GVHD con FFP, se necesitan estudios clínicos para evaluar el riesgo de pacientes y aclarar si el FFP debería ser irradiado. En la actualidad, no se requiere irradiar el FFP. Las hematíes desglicerolados y congelados deberían ser irradiados debido a la presencia ocasional en este producto del linfocito activado mitóticamente (Kurtz, 1978). Aquellas situaciones que demuestran sólo una inmunodeficiencia humoral, como la agammaglobulinemia, o anormalidades celulares no linfoides, como la enfermedad granulomatosa crónica, probablemente no requieren de productos sanguíneos irradiados. Del mismo modo, los pacientes con anemia aplásica, donde el defecto de la célula progenitura no se encuentra en la línea linfoide. presentan una función celular inmune normal y por lo tanto no tienen un riesgo aumentado de GVHD postransfusional. Sin embargo, si el paciente con anemia aplásica recibe transfusiones regulares inmediatas al tratamiento con globulina antitimocítica, esto podría ser un problema.



La GVHD postransfusional puede evitarse en receptores susceptibles mediante la inaclivación de los linfocitos a través de la irradiación: de esta forma no pueden responder a la estimulación antigénica extraña y no pueden proliferar ni injertarse (Leitman, 1985).



Debido a la extrema inmunosupresión de la inmunidad celular en el sida, hay un riesgo teórico de G V H D asociada a la transfusión. Sin embargo, como no se ha publicado ningún caso de sida con GVHD asociada a la transfusión, no es necesario suministrar a los pacientes con sida productos celulares sanguíneos irradiados. Los niños a término tampoco necesitan sangre irradiada.



Los componentes celulares sanguíneos contienen un número significativo de linfocitos: sangre completa cerca de 1 x 10 por unidad; hematíes lavados, 2.5 x 1 0 por unidad: concentrado de plaquetas, 4 x 10 por unidad; aféresis de plaquetas, 3 x 10" por unidad; y granulocitos. por encima de 1 x 10'° por unidad (Leitman. 1985). El GVHD asociado a la transfusión podría ocurrir si estos productos se infunden dentro de un paciente muy inmunodeprimido. Se ha observado el TA-GVHD después del uso de filtros de leucorreducción 3-log de tercera generación de uso normal, e incluso después de la infusión de plasma fresco no congelado, con una dosis de infusión estimada en 8 x 10 WBC (Akahoshi, 1992). La FFP no provoca



Se ha observado que los receptores de sangre "normales", que no están inmunocomprometidos, pueden desarrollar GVHD asociado a la transfusión si comparten determinantes HLA de la sangre donada por miembros de la familia. Se han publicado casos que proponían el uso de "sangre fresca" de parientes de primer grado de consanguinidad en intervenciones a corazón abierto, y resultó en GVHD asociado a la transfusión. Aparentemente, estos estudios revelaron que en la mayoria de los casos se hizo el injerto con los linfocitos del donante, en los que uno de los dos haplotipos HLA era igual que el del receptor (Vogelsang, 1990). En noviembre de 1989. las normas AABB recomendaban irradiar sangre de familiares de primer grado de con-
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sanguinidad (padres, hijos, hermanos), pero en mayo de 1993 ampliaron esta recomendación para incluir a todos los donantes de sangre genéticamente relacionados.



Si el paciente demuestra hemolisis, y el examen de la sangre residual de las unidades transfundidas no muestra hemolisis, se ha de sospechar una hemolisis mediada por anticuerpos.



Reacciones transfusionales hemolíticas



Hemolisis inmune aguda



Hemolisis no inmune aguda Aunque la activación mediada por anticuerpos del sistema de complemento es la causa más importante de hemolisis intravascular, hay causas no mmunológicas que pueden originar daño para el donante de RBC antes de la infusión. Por ejemplo, la hemolisis puede ocurrir si se calienta en exceso una unidad de sangre en una estufa que tunciona mal, o se congela después de colocarse en una cámara frigorífica sin adecuado control o se coloca cerca de la ventana durante el invierno. La hemolisis puede suceder también cuando se diluyen los concentrados de RBC en una solución hipotónica como D.W. o cuando se transfunden concentrados de RBC por vías de pequeño calibre (p. ej., calibre 21) utilizando un manguito de presión sanguínea El calcio, encontrado en el Rmger lactato. puede superar el anticoagulante de citrato y causar coagulación y la posterior hemolisis (Ryden. 1975). Los únicos líquidos que se pueden utilizar para mezclar con sangre son la solución salina al 0.9% (normal). 5% (no 25%) de albúmina y plasma ABO compatible. La contaminación bacteriana de una unidad de un donante puede originar la transfusión de sangre hemolizada y choque endotóxico. Con menos frecuencia, si un paciente con quinina recibe sangre de un donante con déficit de glucosa-6-fosfato dehidrogenasa (G6PD), los RBC del donante estarán hemolizados. Los hematíes transfundidos, sin embargo, pueden no ser las células que se están destruyendo. Si el paciente tiene déficit de G6PD y está en tratamiento con quinina, se hemolizarán los RBC del paciente, antes que los del donante. Así mismo, un paciente con PNH puede hemolizar RBC autólogos. especialmente cuando recibe un producto sanguíneo con complemento. Un paciente con crisis de células falciformes, con hipoxia tisular, también puede hemolizar los RBC autólogos. El agua destilada puede entrar a la circulación sanguínea al irrigar la vejiga durante la cirugía de próstata e igualmente hemolizar los RBC del paciente intravascularmente. Los RBC del paciente pueden también hemolizarse por ciertas toxinas como las resultantes de la infección por Clostridium welchií.



La más grave y amenazante reacción hemolítica aguda a la transfusión casi siempre se debe a la transfusión de sangre ABO incompatible a un receptor tras un error de identificación o algún otro error administrativo (Myhre, 1980). Esta incompatibilidad ABO causa hemolisis intravascular, choque. CID, y el posterior fracaso renal. Los signos y los síntomas iniciales incluyen dolor en el lugar de la infusión, fiebre, escalofríos, dolor torácico, hipotensión, choque, náuseas, vómito, enrojecimiento cutáneo, disnea, hemoglobinuria, oliguria, dolor de espalda y sangrado generalizado por la grave trombocitopenia debido a la CID. En el paciente anestesiado, inconsciente, los primeros signos serán la hipotensión y sangrado generalizado en las zonas de venopunción e incisión quirúrgica debido a la trombocitopenia (Brown, 1986). Como las reacciones hemolíticas transfusionales agudas casi siempre se deben a errores burocráticos (Myhre. 1980). la investigación inicial respecto a la reacción transfusional debería comenzar comparando de forma inmediata los documentos de la unidad del donante con la información que aparece en la pulsera del paciente. Es importante tratar de prevenir una segunda reacción semejante, en otro paciente, si se descubre que las unidades de sangre se confundieron de forma inadvertida. El tratamiento para las reacciones inmunes hemolíticas intravasculares transfusionales agudas se centra en superar la CID. Los líquidos intravenosos mejorarán la hipotensión y estimularán el flujo sanguíneo renal. Los diuréticos también se administran para estimular el flujo sanguíneo renal. Si existe un sangrado potencialmente mortal por una trombocitopenia grave, debería realizarse una transfusión de plaquetas. La hemolisis extravascular aguda puede ocurrir con una transfusión incompatible debido al sistema de hematíes no-ABO. Esto puede ser seno, pero no tan grave como para el sistema ABO debido a que habitualmente no sucede ni CID ni activación del complemento. La hemolisis extravacular se observa con los anticuerpos IgG en los sistemas Rh, Kell, Kidd y Duffy. La fiebre, anemia, incremento de la bilirrubina y un DAT positivo son los signos y síntomas habituales. El tratamiento es de soporte.



EXTRAVASO i LAR



Figura 31-4. Dos tipos de Hemolisis in vivo.
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en bilirrubina y hierro libre. En el laboratorio, se puede determinar: hemoglobina libre de plasma; un descenso en 1) haptoglobina, 2) hemopexina, y 3) capacidad de unirse a albúmina; y un incremento en 1) lactato dehidrogenasa, 2) hemoglobinuria, y 3) hemosiderinuria. También se detecta un DAT positivo con áreas de aglutinación de la mezcla. El suero con bilirrubina puede ser incrementado de cuatro a seis horas después de comenzar el proceso (Fig. 31-5). La mayoría de los hematíes recubiertos de anticuerpo IgG se destruyen extravascularmente, principalmente por fagocitos del sistema reticuloendotelial, también conocido como el sistema mononuclear-fagocito, del bazo. Los hematíes recubiertos de complemento análogamente son destruidos predominantemente en el hígado. Algunos anticuerpos IgG pueden activar el complemento in vivo, como anti-K, anti-Fy, y anti-Jk-, e inducen que el complemento y que los hematíes recubiertos de IgG sean destruidos en el hígado. Los hematíes recubiertos de IgG pueden ser destruidos por linlocitos con receptores Fe.



lloras Figura 31-5. Hallazgos de laboratorio en la hemolisis intravascular. No se reflejan ni la prueba de la antiglobulina directa positiva ni la pequeña población de aglutinados. (Modificado de Huestes DW, Bove JR, Case J: Practical Blood Transfusion, 4- ed. Boston, Little Brown & Co, 1998, con permiso.)



Las reacciones transfusionales hemolíticas diferidas ocurren como resultado de una respuesta anamnésica al reanudar la exposición del antígeno. Puede desaparecer un anticuerpo previamente desarrollado y cuando se vuelve a exponer al antígeno aparece una respuesta rápida ante el anticuerpo, que habitualmente tiene lugar a las dos semanas de la transfusión. Estos anticuerpos IgG son de los mismos sistemas antigénicos mencionados para la hemolisis extravascular y producen los mismos síntomas, pero la única manifestación de una reacción hemolítica transfusional diferida puede ser el descenso en el hematocrilo/hemoglobina (Pineda, 1978). Un síndrome poco frecuente y potencialmente mortal de "hiperhemólisis" se ha publicado en pacientes con enfermedad de células falciformes (Cullis, 1995) o talasemia (Sirchía, 1997). incluso con el fallecimiento en algunos casos. La reacción puede provocarse por la transfusión de unidades de RBC para las que el paciente ha preformado anticuerpos, inicialmente no detectados por el despistaje de anticuerpos y la prueba cruzada. Una vez que se inicia la reacción, el paciente hemolizará todas las unidades transfundidas, incluyendo aquellas que aparentemente son compatibles. El incremento en el Índice de hemolisis de hematíes propios del paciente puede también ocurrir por "citolisis inmune circunstancial" (Petz, 1997). El tratamiento de esta reacción incluye el cese de la transfusión, administración de prednisona y en algunos casos inmunoglobulina intravenosa (Cullis, 1995).



Fisiopatología de la hemolisis inmune in vivo Las reacciones hemolíticas debido a reacciones anticuerpo-antígeno se denominan hemolisis inmune. La hemolisis inmune in vivo se divide en dos tipos básicos (Fig. 31-4), ¡ntravascular y extravascular. Los anticuerpos, como anti-A y anti-B, que pueden activar el complemento, pueden causar hemolisis intravascular si son suficientemente activos in vivo a la temperatura corporal (p. ej., rango térmico amplio). Los síntomas como enrojecimiento de la piel, dolor en la zona de la inyección, choque e hipotensión pueden estar relacionados con la activación del complemento y posterior liberación de histamina, serotonina o cininas. La hemoglobina liberada desde los eritrocitos disueltos por usinas se combina con la haptoglobina y habitualmente se deposita en el hígado, donde posteriormente se escinde en hierro y bilirrubina. Como la cantidad de haptoglobina en la sangre es limitada, la hemoglobina también se puede manejar de formas alternativas. El grupo hemo liberado puede combinarse con albúmina para formar metealbúmina o combinarse con hemopexina. Entonces se procesa en el hígado



Citocinas inflamatorias implicadas en la hemolisis mediada por inmunidad Actualmente se sabe que las citocinas inflamatorias desempeñan un papel activo en el desarrollo de la fiebre y CID debido a la hemolisis inmune. Ambos pirógenos, IL-1B y TNF. cuando se inyectan de forma única en animales a altas dosis, producen hipotensión, choque y fallecimiento. Sin embargo, IL-1B y TNF trabajan sinergísticamente de forma que el choque y la hemorragia pulmonar ocurren con la décima parte de las dosis altas originales cuando cada uno es dado por separado (Okusawa, 1988). D



Los RBC lavados ABO incompatibles incubados a 37 C con sangre completa heparinizada parece que inducen la producción rápida de TNF por los fagocitos en sangre periférica. Esta producción de TNF aumenta a una concentración mayor de 1 ng/ml a las dos a cuatro horas y vuelve a su nivel basal a las 24 horas (Davenport, 1994). La cantidad de TNF producido es proporcional al grado de hemolisis. Ambas, hemolisis y la producción de TNF, requieren de la presencia de proteína termolábil, probablemente del complemento. Este incremento en TNF provoca la fiebre y parece que inicia la CID causando la adhesión de los leucocitos en las superficies endoteliales. que puede provocar la retención de WBC e isquemia tisular. Adicionalmente, IL-1B y TNF pueden disminuir la trombomodulina e inducir la producción de factor tisular por las células endoteliales, y por tanto favorecer la trombosis. Parece que el TNF se incrementa en el episodio de hemolisis inmune aguda por incompatibilidad ABO (Butler, 1991). Además, el IL-8 incrementa la anteriormente mencionada muestra in vivo, pero este incremento comienza a las cuatro horas y alcanza el máximo a las 24 horas. El IL-8 recluta WBC de la médula ósea y probablemente sea el responsable de la leucocitosis observada clínicamente en la hemolisis intravascular inmune aguda. Unos estudios similares que utilizan RBC recubiertos de IgG incubados a 37 °C con monocitos humanos en un cultivo tisular muestran un nivel bajo (100 pg/ml) de producción de IL-1B, IL-6 y TNF en las 24 horas. En comparación con la incompatibilidad ABO mencionada anteriormente, esta respuesta es mucho menor y diferida. El IL-8 se eleva a unos altos niveles (1 ng/ml dentro de las 24 horas), similar a lo descrito para la incompatibilidad ABO. Para las muestras anteriores in vitro, se ha propuesto (Davenport, 1994) que la diferencia de la respuesta clínica entre hemolisis intravascular aguda inmune y las reacciones de hemolisis extravascular se debe a elevadas cantidades y formación precoz de TNF. lo que conlleva a una respuesta sislémica de CID generalizada, hipotensión y choque en la hemolisis intravascular. Incluso se postula que el bajo porcentaje de respuesta de las citocinas inflamatorias en la muestra recubierta de anticuerpo IgG sea probablemente análoga al fenómeno local que se produce en el sistema reticuloendotelial del bazo e hígado observado en la hemolisis extravascular. Adicionalmente se considera que la elevación a las 24 horas del IL-1B e IL-6 observado en la muestra de RBC recubierta de IgG puede simular el mecanismo produciendo una reacción in vivo hemolítica inmune diferida, porque ambos. IL-1B e IL-6, inician el crecimiento y diferenciación de las células B, lo que lleva a la producción de anticuerpos.
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Investigación de la reacción transfusional La mayoría de las investigaciones respecto a las reacciones transfusionales se llevan a cabo para asegurarse de que la reacción no se debe a una hemolisis inmune intravascular aguda por transfusión ABO incompatible. Como casi cualquier signo inusual o síntoma que acontece durante una transfusión puede ser el suceso inicial de una reacción en cadena, la transfusión debe detenerse ante cualquier reacción. Se deberla mantener la via IV con la infusión de cristaloides siempre que sea necesario un tratamiento inmediato para superar la hipotensión. Se debería notificar al médico y al banco de sangre lo antes posible. Adicionalmente, se deberían realizar las siguientes investigaciones, en caso de sospecha de hemolisis intravascular inmune aguda (Vengelen-Tyler. 1999; Brown, 1986): 1. Comprobar que no existe una discrepancia entre la identidad óe la etiqueta de compatibilidad de la bolsa de sangre, el rótulo de la bolsa de sangre y la identificación del paciente (la pulsera del paciente). 2. Examen de la muestra de sangre coagulada pretransfusional, una muestra sanguínea postransfusional anticoagulada con EDTA y la bolsa de sangre. a. Búsqueda de hemolisis en la muestra postransfusional. Si el suero está rosado o rojo, se comparará con la muestra pretransfusional Pueden estar indicadas más mediciones en el proceso descrito en las Figuras 31-4 y 31-5. b. Realizar un DAT en la muestra postransfusional con EDTA. Cuando hay una reacción de mezcla en campo existe una sospecha fuerte de una reacción transfusional mediada por un anticuerpo. Si el DAT es negativo y hay hemolisis pero se ha descartado la incompatibilidad ABO. existen varios mecanismos no inmunes, mencionados anteriormente, que podrían ser la causa de la hemolisis intravascular. Examine la hemolisis en la unidad, que puede deberse a un crecimiento excesivo de bacterias, o condiciones inadecuadas de almacenamiento. Si el DAT es negativo y no hay evidencia de hemolisis, probablemente no se produzca ninguna reacción hemolitica inmune aguda potencialmente mortal. c. Realizar una tinción de Gram y cultivo a la sangre de la bolsa y, si es necesario, realizar una determinación de presencia de contaminación bacteriana. d. Repetir el grupo ABO/Rh, despistaje de anticuerpos y la prueba cruzada para ver si existe algún anticuerpo del paciente dirigido contra las células del donante. Si se sospecha la existencia de un anticuerpo, debería realizarse un panel de hematíes para identificar el anticuerpo. 3 Examen de la orina postransfusional a. Búsqueda de un color oscuro y, si está presente, realizar una prueba para detectar hemoglobinuria. b. Realizar otras determinaciones de componentes mostrados en las Figuras 31-4 y 31-5. 4. Determinación, en caso de sospecha de CID, de PT, PTT, recuento de plaquetas, librinógeno y productos de degradación de la fibrina, en una muestra postransfusional anticoagulada. 5. Determinación de Hcto/Hb en intervalos frecuentes, si se observa hemolisis. El estadio inicial de la investigación de la reacción transfusional debería incluir 1) interrupción de la transfusión, 2) notificación al médico que atiende al paciente y al banco de sangre, 3) revisión de la historia médica, 4) valoración de la posible existencia de una reacción postransfusional por hemolisis del suero y 5) realización de un DAT en la muestra postransfusional (Klein, 1994). No se requieren más estudios a menos que exista evidencia de hemolisis. Las reacciones alérgicas o por saturación circulatoria requieren un tratamiento médico, pero no más pruebas técnicas por parte del banco de sangre.



Enfermedades transmitidas a través de la transfusión de sangre A los donantes de sangre se les examina la presencia de anticuerpo VIH-1.2, antigeno VIH p24 y NAT VIH para evitar la transmisión del sida; los
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anticuerpos HTLV-I y HTLV-II para prevenir paraparesia espástica tropical y una leucemia/linfoma de célula-T adultas; el HbsAg y el anti-HBc para prevenir infección HBV; el anticuerpo anti-HCV y el NAT HCV para prevenir la infección HCV: y el examen de Laboratorio de Investigación de Enfermedades Venéreas (VDRL) o tarjeta de prueba de RPR para descartar la sífilis.



Citomegalovirus El CMV es un organismo intracelular obligado que se encuentra en los leucocitos. Algunas veces permanece latente dentro de esas células por lo que puede ser difícil determinar si una infección activa por CMV en un paciente transfundido es el resultado directo de la transfusión en si o es la reactivación de una infección CMV latente. Del 40°o al 8 0 ° o de la población adulta está infectada por CMV (Ho, 1999). En individuos sanos, la infección CMV a menudo es asinlomática, pero puede producir una enfermedad suave, autolimitada y parecida a la gripe. Sin embargo, en pacientes muy inmunodeprimidos, el CMV puede ser devastador y causar fracaso multiorgánlco incluyendo neumonía, hepatitis y citopenias. La inlectividad del CMV viene determinada por la realización de anticuerpos en el suero. Una prueba de anticuerpo CMV positiva significa que el paciente ha sido expuesto al virus y puede ser infeccioso. No significa que la persona sea inmune a padecer la enfermedad. Por lo tanto, los productos sanguíneos celulares CMV-seronegativos (anticuerpo-negativo) están indicados para los pacientes CMV-seronegativos muy inmunodeprimidos como los recién nacidos prematuros de bajos peso al nacer (


Parvovirus El parvovirus B19 es un virus de ADN humano con una envoltura pequeña no lipidica que puede resistir a los tratamientos antivirales habituales incluyendo el calor y técnicas S/D. Se ha encontrado en concentrados de factor VIII y factor IX (Luban, 1994) y más recientemente en el plasma tratado con S/D. El parvovirus B19 generalmente produce una enfermedad leve y autolimitada en adultos que habilualmente se manifiesta como artropatía. En niños, es la causa del eritema infeccioso, también conocida como quinta enferme-
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dad. El parvovirus B19 también puede causar hidrops fetal y muerte del feto, especialmente cuando la infección ocurre antes de las 20 semana de gestación; crisis aplásica transitoria en pacientes con anemia hemolítica; anemia crónica en pacientes inmunosuprimidos incluyendo el sida; y raramente enfermedad neurológica, vasculitica y cardiaca (Portmore, 1995). El virus es capaz de provocar una viremia prolongada, reactivación latente y posiblemente reinfección (Mosley, 1994). La ruta de transmisión habitual es por las secreciones respiratorias por contacto cercano de persona a persona. En individuos susceptibles, el Parvovirus B19 infecta las células hematopoyéticas proliferantes fijando a su antígeno P el RBC del receptor. En los pacientes con anemias hemolíticas crónicas y vida media reducida de los hematíes, como la enfermedad de las células falcilormes. enfermedad del C-falcilorme y esferocitosis congenita, el repentino descenso de eritropoyesis puede originar un descenso rápido de la hemoglobina sin aparición de reticulocitosis y una crisis aplásica aguda. Este virus puede ser devastador para el feto, causando anemia e hidrops fetal. Este infecta no sólo a las células hematopoyéticas del feto que se están dividiendo, sino también a las miocárdicas del feto (Luban, 1994). Adicionalmente, el parvovirus B19 puede causar citopenias crónicas con síntomas generalizados y asociados de fiebre, malestar y artralgias en pacientes que están inmunocomprometidos. La incidencia del parvovirus B19 en seropositives IgG varía del 10% en niños menores de cinco años al 6 0 % en adultos de más de 20 años (Luban, 1994). Los anticuerpos IgG proporcionan inmunidad de por vida. La seropositividad puede ser transitoria, pero puede necesitarse del PRC del ADN del B19 para mejorar la sensibilidad en su detección. La principal ruta de transmisión es la respiratoria, pero la transfusión de sangre puede también transmitir esta enfermedad. Aquellos con RBC antígeno P-negativo, muestran una resistencia natural a este virus (Brown, 1994). El riesgo de transmisión por productos sanguíneos en una unidad simple es de 1 entre 50.000. pero los concentrados de factores de coagulación obtenidos de más de 2.000 donantes tienen un alto riesgo (Portmore, 1995), un problema del tratamiento S/D del plasma. Puede que los métodos habituales de inactivación viral no eviten la transmisión del B19. y se necesite un paso de nanofiltración en la preparación de los derivados del plasma. En los pacientes que necesitan un tratamiento por enfermedades graves inducidas por el B19, se pueden disminuir los inmunosupresores y emplear IG IV y medidas de soporte.



Babesiosis Babesia microti es un protozoo transmitido por la picadura de garrapata (Ixodes dammini el mismo vector de los agentes que causan la enfermedad de Lyme y la ehrlichiosis) y muy raramente por transfusión sanguínea. El reservorio natural es el ratón de pata blanca (Promysans leukopus). Los síntomas catarrales leves empiezan unos días después de la picadura de garrapata, y la parasitemia dura unas dos semanas. El frotis de sangre periférica puede mostrar un alto grado de infección de los hematíes con formas de anillo similares al P. falciparum y tetraedros clásicos (cruz de malta). La inmunofluorescencia indirecta de los hematíes parasitados detecta anticuerpos IgM e IgG. El IgG para el B. microti es protector y los niveles permanecen detectables durante varios años. No hay correlación entre los niveles de anticuerpos o los antecedentes de picadura de garrapata y la habilidad para transmitir la enfermedad, y es probable que la mayoría de las transmisiones ocurran durante la fase inicial de parasitemia. El tratamiento con antipalúdicos puede ser efectivo. Los huéspedes inmunocomprometidos o esplenectomizados pueden desarrollar graves enfermedades que requieren pautas agresivas incluyendo el intercambio de hematíes. El antecedente de babesiosis es una causa para aplazar la donación de forma indefinida (AABB Standards, 1999).



Tripanosomiasis El Tripanosoma cruzi es un agente hemoflagelado que produce la enfermedad de Chagas. un problema de salud común en Centroamérica y Suramérica. En California, hasta el 7% de los posibles donantes de sangre tienen factores de riesgo de la enfermedad de Chagas, y el 4% de éstos presentan evidencia serológica de infección, con una tasa global de infección del 0 , 0 1 % al 0 , 1 % de todos los donantes. Generalmente, la transmisión sucede por exposición cutánea o mucosa de tripomastigotes metacíclicos



infectivos que se encuentran en las heces que deja el parásito mientras se alimenta de sangre. La transmisión ocurre más frecuentemente en zonas rurales con viviendas pobres donde el vector encuentra su habitat adecuado. La mayoría de las infecciones individuales son leves o asintomáticas, pero del 10% al 3 0 % de las manifestaciones crónicas incluyen manifestaciones cardiacas (cardiomiopatía. alteraciones del ritmo) o gastrointestinales (megaesófago o megacolon) que se desarrollarán después de un largo intervalo asintomático (Kirchhoff, 1995). La transfusión de sangre es la segunda causa más común de transmisión en áreas endémicas, donde del 1 2 % al 4 8 % de los receptores de hematíes procedentes de donantes seropositives se infectan. El T. cruzi sobrevive al almacenamiento líquido de RBC a 4 °C durante más de 21 días. La transmisión por transfusión a pacientes inmunocomprometidos puede provocar la enfermedad de Chagas aguda. Las recomendaciones actuales para proteger el abastecimiento de sangre es que los donantes con antecedente de enfermedad de Chagas sean desestimados de forma indefinida (AABB Standards, 1999). Las pruebas disponibles para la confirmación del diagnóstico en EE.UU. incluyen xenodiagnóstico, EIA de anticuerpos y ELISA de IgG. La RIPA también se ha utilizado para la confirmación. Se han reseñado unos estudios que utilizan luz química y UV para la inactivación del tripanosoma. pero los métodos todavía son experimentales. Muy pocos casos de malaria se transmiten gracias a que los criterios de donación excluyen a aquellos proclives a transmitir esta enfermedad. Oíros parásitos (Weisz-Carrington, 1986; Shulman, 1994), kala-azar, filariasis y toxoplasmosis, raramente, si alguna vez, son transmitidos por la sangre en EE.UU. La enfermedad de Lyme, provocada por una garrapata (Borrelia burgdorferi). también se puede transmitir por la sangre (Badon, 1989).



Priones La enfermedad de Creutzfeldt-Jakob tiene una incidencia de 1 entre 1 millón y aparece de forma esporádica en el 85% de los casos. Los casos de CJD familiar (del 5% al 15%) sufren mutaciones en el gen PrP (proteína resistente a la proteasa) en el cromosoma 20, que normalmente codifica una proteína de membrana celular de 33 kDa a 35 kDa. Se hereda de forma autosómica dominante. Los polimorfismos del codón 129 que codifican para la metionina o valina (ATG o GTG) y la cigosidad afectan susceptiblemente al CJD y también afectan a la expresión fenotípica de otras mutaciones en el gen (p. ej., codón 178). Estos polimorfismos pueden ser utilizados para determinar el nesgo en personas con antecedentes familiares. La ísoforma de PrP encontrada en las encefalopatías espongiformes se denomina PrP* y es contraria al PrP , la ísoforma normal. Esta tiene un mayor contenido de hoja-|i. es insoluble en detergente no desnaturalizado y es resistente a la digestión completa por proteinasa K. que sólo extrae el 6 7 % de la región amino-terminal. El PrP* se acumula intra y extracelularmente. El CJD iatrogénico se ha descrito en pacientes que recibían hormonas del crecimiento de cadáveres y gonadotropina humana, y en injertos de duramadre. Se piensa que los priones son grupos de células, posiblemente en los linfocitos B y que el plasma humano puede estar libre del riesgo de transmisión. Aunque el CJD nunca se ha transmitido por transfusión de sangre, por precaución es obligado el aplazamiento en casos de antecedente familiar o enfermedad en el donante. Véase la sección de Aplazamiento del donante (AABB. 1996b). 0



Una nueva variante humana de la enfermedad de Creutzfeld-Jacob (nvCJD) es una enfermedad causada por la afectación en humanos del agente de la encefalopatía espongiforme bovina (BCE) o mal de las vacas locas. El primer caso humano de nvCJD se publicó en 1995, casi ocho años después de que se identificaran los casos iniciales de BSE. con 23 casos en Gran Bretaña y uno en Francia. La enfermedad probablemente se contrae por ingestión de carne de vaca con BSE con un tiempo de incubación de 5 a 10 años. Este grupo de pacientes es más joven (mediana de 29 años) que aquellos con CJD y presentan cambios del comportamiento, ataxia y cambios sensoriales periféricos, antes que los cambios en la actividad mental observados en CJD. La progresión a la demencia ocurre más tarde y el fallecimiento sobreviene en una mediana de 12 meses después de los síntomas iniciales. Los descubrimientos neuropatológicos incluyen placas extensas parecidas al kuru y la forma de las manchas tisulares de PrP* es diferente al CJD. El análisis del
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gen PrP no ha revelado mutaciones, y muestra homocigosis de la metionina en el codón 129 (Haywood. 1997). Nunca se ha demostrado la transmisión asociada a transfusiones de agentes de la encefalopatía espongiforme humana (CJD. kuru. nvCJD). Las recomendaciones actuales del FDA se centran en la prevención de la transmisión del agente de CJD excluyendo a los donantes de nesgo (FDA Memorándum, diciembre 11.1996) y evitando el uso de materiales procedentes del ganado originario de países (Inglaterra) donde se sabe que existe el BSE (FDA Letter, mayo 9.1996). La leucorreducción de los productos sanguíneos celulares fue recomendada a finales de 1998 por un comité consejero de la FDA. La leucorreducción puede conferir protección contra el CJD/nvCJD. que se piensa se fija a los hnfocitos B. Las lineas directivas para la realización de la leucorreducción generalizada se están desarrollando en EE.UU.



Inmunosupresión inducida por transfusión Se postula que las transfusiones de sangre provocan una regulación por disminución generalizada del sistema inmune al reducir la capacidad de las células T de secretar IL-2 (Blumberg, 1994). quizás por la secreción macrófaga de prostaglandina E,. Tanto las células asesinas naturales como la linfocina activada por las células asesinas dependen de la IL2 y. por lo tanto, tendrán un escaso papel en el rechazo del órgano trasplantado, en agredir y destruir células tumorales y en proporcionar protección frente a infecciones bacterianas y virales (Blumberg. 2000). Los estudios con animales han mostrado (Blumberg, 1994) que las transfusiones de sangre reducen la respuesta de los linfocitos mixtos a los antígenos extraños; disminuyen las células-T colaboradoras, las células asesinas naturales y la actividad linfocitotóxica de las células mediadas; e incrementan las células T supresoras. Llamativamente, se sabe que los pacientes multitransfundidos tienen un riesgo significativamente menor de rechazo a un riñon de cadáver transplantado que aquellos que nunca han sido transfundidos (Opeiz, 1997). Este efecto de las transfusiones no se ha descrito en otros trasplantes de órganos sólidos. La situación no es tan clara para los tumores malignos. Ciertos estudios (Blumberg, 1994; Bordin, 1994; Lañe, 1994) muestran unos resultados discordantes de que las transfusiones pueden deteriorar las defensas del huésped, provocando una tasa incrementada de recidiva lumoral y metástasis, o pueden no mostrar ningún efecto. Hay otros muchos factores inmunosupresores que a menudo no se tienen en cuenta en los estudios de los pacientes: la extensión y duración de la intervención quirúrgica, el tiempo de la anestesia, los medicamentos, el tipo de neoplasia y previas transfusiones o embarazos. Un grupo (Blumberg. 1994) ha estudiado a partir de una publicación bibliográfica que la tasa de infección bacteriana postoperatoria no es significativamente diferente cuando se comparan pacientes transfundidos con una unidad alogénica y una unidad autóloga con aquellos que no reciben transfusiones (todos tienen alrededor del 5%). Sin embargo, las tasas de infección postoperatoria para aquellos que reciben dos unidades de transfusiones alogénicas es del 25% y para los que reciben tres unidades es del 40%. comparados con aquellos que reciben dos y tres unidades de sangre autóloga. donde la tasa es del 5% y del 10%, respectivamente (Blumberg, 1994) Otro grupo (Bordm, 1994) de estudios clínicos estiman que la tasa de infección bacteriana con transfusiones alogénicas es del 2 0 % al 3 0 % en comparación con los que o no reciben transfusiones o las transfusiones son autólogas, que tienen entre el 5% y el 10% de tasas de infección. La relación entre las transfusiones alogénicas y el incremento de infecciones bacterianas no se ha probado definitivamente porque 1) estas observaciones no se derivaron de estudios prospectivos, aleatorios y controlados o 2) la definición de infección ha variado. Por todo esto, se ha realizado un estudio extenso (475 pacientes evaluados), prospectivo, aleatorio y controlado que evalúa el efecto de las transfusiones alogénicas y autólogas frente a la no transfusión en pacientes con cáncer colorrectal (Busch, 1993). Las conclusiones fueron que no existían diferencias en las tasas de recidivas tumorales en aquellos que reciben o transfusiones alogénicas ( 4 1 % en cuatro años) o autólogas (38% en cuatro años), pero la tasa de recurrencia de aquellos que no recibieron sangre fue definitivamente más baja (27% en cuatro año). Este estudio indica que al transfundir se origina un subgrupo con peor pronóstico que aquellos que no reciben nada de sangre. Interesantemente, tampoco había diferencia en la
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lasa de infección postoperatoria para aquellos que reciben transfusiones (25% para las alogénicas. 2 7 % para las autólogas)



ALTERNATIVAS A LA TRANSFUSIÓN DE SANGRE Factores d e c r e c i m i e n t o h e m a t o p o y é t i c o y CÍtOCinaS (véase Cap 39)



Factores



de crecimiento hematopoyético



Las citocinas son sustancias parecidas a las hormonas, secretadas por varios tipos de células diferentes, que influyen por sí mismas o a otros tipos de células estimulándolas o inhibiéndolas. Se denominan habitualmenle por su origen celular o por su actividad biológica en las células diana. Una clase de citocinas son los factores de crecimiento hematopoyético (HGF), también conocidos como CSF. Esos factores son polipéptidos liberados por linfocitos B y T, monocitos, macrófagos, fibroblastos, células endoteliales, varias células epiteliales, algunas células tumorales y, en el caso de la eritropoyetma (EPO), por células intersticiales de la corteza renal (Zanjani. 1989). Los HGF pueden causar células progenituras hematopoyéticas y/o más células maduras para formar colonias m vitro. y algunas de ellas se ha demostrado que tienen efectos clínicos en la hematopoyesis del paciente. El termino citocina incluye interferonas, interleucinas, factores de necrosis de tumor, factores de estimulación de colonias y factores de transformación del crecimiento. La caracterización y el desarrollo clínico de los HGF tras la purificación del EPO de la orina en 1977 ha originado que la FDA apruebe varios de estos, cuatro de los cuales tienen una aplicación común en la medicina transfusional. Algunos otros se han experimentado, pero el resultado no satisfizo las expectativas creadas en ensayos clínicos preliminares, y su efecto in vitro o en modelos de animales, mientras que no satisfizo las expectativas creadas, mientras que otros sí que probaron tener efectos colaterales intolerables. Los factores comercialmente disponibles por recombinación humana, HGF, son la erilropoyetina (epoyetina-u. Pracrito. Epogen). G-CSF (filgrastimo. Neupogen). factor de estimulación de colonias granulocito-macrófago (GM-CSF) (Sargramostim, Leukln) e IL-11 (oprelvekin, Neumega). La trombopoyetina recombinante humana (rhTPO) está incluida en ensayo clínico y se espera su aprobación por parte de la FDA. E r i t r o p o y e t i n a . La EPO estimula la producción de RBC provocando la proliferación, diferenciación y maduración de los precursores entroides. El primer lugar donde se produce es en el hígado del feto, y en los adultos, en las células intersticiales del riñon, aunque el hígado también produce pequeñas cantidades. Los niveles de EPO endógenos aumentan durante la hipoxemia y desaparecen cuando hay enfermedades renales graves o nefrectomía bilateral o hiperoxemia. Se ha demostrado que la EPO recombinante elimina o reduce significativamente las necesidades de transfusión RBC en enfermedades renales terminales y corrige las anormalidades hemostáticas urémicas presentes en esos pacientes. Adicionalmente, la EPO se ha utilizado para mejorar significativamente la anemia que aparece en 1) pacientes VIH que reciben terapia zidovudina. 2) neoplasias, 3) enfermedad auloinmune y 4) prematuridad (Goodnough. 1994). La EPO también puede usarse para facilitar la retirada rápida de unidades de sangre autóloga en semanas. Hay que destacar que el efecto de la EPO no es inmediato: necesita varias semanas de terapia antes de que se produzca una respuesta reconocible. El uso clínico de eritropoyetina (rHu-EPO) en el tratamiento de la anemia por insuficiencia renal crónica (IRC) se ha retocado a medida que cada vez hay más experiencia clínica y se publican lineas directivas para su uso en la práctica clínica (NKF-DOQI, 1997). La recomendación actual dirigida al Hcto de pacientes con IRC que reciben EPO es del 33% al 37% (Hb de 11 a 13 g/dl). y los electos de la terapia sobre los niveles Hcto/Hb deberían monitorizarse cada una o dos semanas después de haber empezado la terapia de rHu-EPO La terapia con complementos de hierro debería suministrarse cuando el porcentaje de saturación de translernna sea menor del 2 0 % y el nivel de ferritina del suero menor de 100 ng'ml. Además de la deficiencia de hierro, puede apa-
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recer una respuesta insuficiente al rHu-EPO debido a otras causas, incluyendo infección/inflamación, pérdida crónica de sangre, osteítis fibrosa, intoxicación por aluminio, hemoglobinopatías, deficiencia de folato o vitamina B, , mieloma múltiple, malnutrición o hemolisis (NKF-DOQI, 1997). Se deberían tratar estas complicaciones para mejorar la respuesta a la EPO. Las transfusiones de RBC se reservan para pacientes anémicos muy sintomáticos con CRF. y para pacientes resistentes a la EPO con pérdidas de sangre crónicas. Una de las mayores limitaciones de la EPO es que no juega ningún papel en el tratamiento de la anemia aguda. Las complicaciones de la terapia con EPO incluyen hipertensión, cefalea, coagulación de los dispositivos de acceso vascular y dolor en los huesos largos. ?



F a c t o r e s de c r e c i m i e n t o mielopoyéticos. El GM-CSF recombinante ha mostrado que estimula la prolileración y diferenciación de los fagocitos de la sangre periférica (granulocitos y monocitos). activa los fagocitos maduros, incrementa el recuento de leucocitos periférico, acorta el periodo de neutropenia después de altas dosis de quimioterapia, y acelera la recuperación mieloide después de un trasplante de médula ósea. Similarmente. el G-CSF recombinante reduce los periodos de neutropenia después de altas dosis de quimioterapia estimulando la producción medular de granulocitos precursores y la liberación de granulocitos y sus precursores en la sangre periférica. El GCSF ha inducido la mejora sustancial de los recuentos de neutrófilos de pacientes con neutropenia idiopática congenita, neutropenia cíclica y neutropenia crónica adquirida. El GM-CSF es mucho menos efectivo en este último grupo de situaciones (Goodnough, 1994). El G-CSF y el GM-CSF tienen relevancia clínica en la profilaxis y tratamiento de las complicaciones neutropénicas de la quimioterapia. Ambos reducen el tiempo de reparación mieloide del receptor de trasplante de médula ósea y de células hematopoyéticas de sangre penférica. El G-CSF y el GMCSF también se utilizan para estimular un incremento de las células CD34+ de sangre periférica en los donantes de células hematopoyéticas de sangre periférica, como se revisa en la sección de trasplante de células progenituras hematopoyéticas (véase Cap. 33). Una dosis s.c. de 600 ug de G-CSF aumenta la producción de donaciones de granulocitos en cuatro veces. Se necesitan 12 horas antes de la granulocitoaléresis. La administración de dexametasona con G-CSF produce más cantidad de granulocitos y cuando se utiliza con HES o Pentastarch, puede mejorar los niveles a 8 x 1 0 " granulocitos por producto. Todavia no se ha demostrado de forma concluyeme que la transfusión de estos productos que contienen mayor número de granulocitos tengan un efecto clínico superior (Whilsett. 1999). F a c t o r e s de c r e c i m i e n t o trombopoyéticos. Los factores de crecimiento trombopoyéticos aprobados para uso clínico o que están en desarrollo clínico experimental incluyen el IL-11 humano recombinante y el TPO. El IL-11 se ha aprobado en la profilaxis y el tratamiento de la trombocitopenia en pacientes que reciben quimioterapia milelosupresora (no mieloablativa). El IL11 también reduce la necesidad de Iransfusión de plaquetas (Kuter, 1999). El TPO está en fase de experimentación clínica y se ha descubierto que mejora el tiempo de recuperación de la trombocitopenia después de la quimioterapia no-mieloablaliva y que incrementa la producción de donaciones de plaquetoaféresis de los donantes normales (Kuter. 1999; Kaushansky, 1998). En estudios clínicos, se descubrió una forma recombinante de TPO (PEG-MGDF) que inducía anticuerpos contra el TPO endógeno y provocaba trombocitopenia en un 10% de los donantes de plaquetas de aféresis normal, y por eso se detuvieron los ensayos. Esto no se ha detectado con una segunda forma (rhTPO). Interleucinas (véase Cap. 39) Otra clase de cilocina, las interleucinas, comprende un grupo de proteínas solubles, secretadas por linfocitos y macrófagos en respuesta a un estimulo anligénico exlraño. Las interleucinas son útiles en la coordinación de actividades involucradas tanto en la respuesta inmune celular como humoral, pero también juegan un papel en la estimulación hemalopoyética. Por ejemplo, se ha demostrado que la IL-1, liberada por la actividad de los macrófagos y que participa en la activación de las células-T, también fomenta el crecimiento de los HPC primitivos. De todas las interleucinas, la IL-2 es la que más difusión ha tenido por su utilidad en la inmunoterapia adoptiva para el cáncer. La IL-2 media la expan-



sión de los linfocitos citotóxicos después de que se hayan activado. Las células asesinas activadas por linlocinas (LAK) se producen por la incubación de linfocitos de sangre periférica tomados de un paciente de cáncer, con IL-2 recombinada. Se induce la proliferación de estos linfocitos citotóxicos reactivados cuando se cultivan durante varias semanas con IL-2 Después se reinfunden las células LAK en el mismo paciente con cáncer junto c o n grandes dosis de IL-2. La terapia de célula LAK ha producido la regresión tumoral en el cáncer de células renales, melanoma, cáncer colorrectal y linfoma no Hodgkm. pero la tasa de respuesta solo es del 20% (Rosenberg, 1988). Se ha comprobado que el tratamiento es moderadamente tóxico y generalmente requiere de varios días de cuidados intensivos después de que se inicie la terapia. Se piensa que la toxicidad está causada por las altas dosis requeridas de IL-2. que induce permeabilidad de la capilaridad e hipotensión, produciendo una retención de líquidos y disfunción de los órganos. Una modificación de la terapia de las células LAK. llamada linfocitos infiltrantes-tumor (TIL), fue estudiada por sus capacidades antineoplásticas en pacientes con cáncer avanzado que no habían respondido a las pautas de tratamiento (Topalian, 1988). Los TIL son derivados de las muestras de tumores sólidos extraídos quirúrgicamente mediante la asimilación enzimálica del tejido tumoral y la expansión selectiva del subgrupo de linfocitos. sensibles al IL-2 recombinado, mediante la sustitución en el cultivo durante varias semanas. Los TIL y el IL-2 recombinado se administran después del tratamiento previo del paciente con ciclofosfamida. Se ha descubierto que los TIL son linfocitos T citotóxicos que aparentemente son mucho más efectivos contra las células tumorales y son más específicos del tumor que las células LAK (Topalian, 1988). A diferencia de la terapia con células LAK. para que los TIL sean efectivos contra el tumor, se debe administrar ciclofosfamida al paciente, antes de las i n f u s i o n e s de TIL. para inmunodeprimir al paciente, y asi tratar de eliminar las células T supresoras (Klein. 1989). Las células LAK y los TIL s o n los primeros de una nueva generación de componentes celulares sanguíneos que se producen fuera del cuerpo y que se emplean para modificar la respuesta inmune.



Sustitutos para la transfusión de hematíes y plaquetas La importancia de las enfermedades transmitidas por transfusiones ha impulsado la evaluación y el desarrollo de sustituios artificiales para la transfusión de sangre (Dracker, 1994). Los factores de coagulación humanos recombinados, la eritropoyetma recombinada y los factores de crecimiento hematopoyético. la hemoglobina humana polimerizada y las infusiones de membranas plaquetanas son algunos de los nuevos productos de uso clínico o en desarrollo clínico experimental. Vanas casas comerciales de biotecnología y la comunidad científica han unido sus esfuerzos de investigación para encontrar sustitutos de la transfusión de hematíes y plaquetas. Se incluye una breve revisión de los coloides sintéticos (HES. dextrano) en el apartado Fracción de las proteínas del plasma y albúmina.



Sustitutos de hematíes P e r f l u o r o c a r b o n a t o s . Los perfluorocarbonatos (PFC) son hidratos de carbono relativamente grandes sustituidos con fluorina, moléculas orgánicas que son químicamente inertes, no inmunogénicas y que no se metabolizan. Pueden disolver del 4 0 % al 7 0 % del oxígeno por unidad de volumen (Alien, 1986), que es más de lo que hace la sangre. La cantidad de oxigeno en los PFC depende de la concentración de oxigeno en el medio externo. Su curva de disociación del oxígeno no es sigmoide. como la de la hemoglobina, y no está influida por la temperatura, pH o el 2,3-DPG. Al añadir un agente tensoactivo, como la lecitina del huevo o el plurónico F-68 que es un polímero sintético (Green Cross Corp., Osaka, Japón), se produce la emulsión del PFC y, por lo tanto, se mezcla con la sangre. Como no transportan monóxido de carbono, los PFC pueden ser Útiles para llevar oxígeno a los tejidos en los casos de intoxicación por monóxido de carbono. Debido a su pequeño tamaño. 1.70 de un RBC. los PFC pueden utilizarse para llevar el oxígeno más allá de la oclusión vascular parcial como es el caso del infarto agudo de miocardio, idus o crisis de las células falciformes Los PFC también se utilizan para introducir oxígeno al interior del tumor y aumentar los efectos de la radioterapia posterior (Alien, 1986). El FDA ha aprobado el uso de PFC de primera generación
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(Fluosol) como un transportador de oxígeno suplementario en la angioplastia coronaria transluminal percutánea. Las desventajas de los PFC son 1) la falta de afinidad para el oxigeno (el oxígeno simplemente se disuelve en el material), 2) la necesidad para el paciente, por consiguiente, de estar en un entorno con alto oxigeno con el posible desarrollo de toxicidad de oxigeno en los pulmones y 3) la capacidad de bloquear el sistema reticuloendotelial (RES) (mecanismo de limpieza para el PFC) y por tanto la disminución de la limpieza de patógenos. Los PFC de segunda generación tienen una vida media corta (dos a cuatro horas), son menos viscosos y requieren de una FI02 muy alta. Durante varios años, se permitió el uso del Fluosol-DA en investigación en el hombre para situaciones de emergencia. Sin embargo, en 1983, la FDA cuestionó su uso por la falta de una evidencia convincente de que los PFC tuvieran más eficacia a la hora de transportar oxígeno que las soluciones IV existentes y por la posible toxicidad de los macrófagos, neutrófilos, monocitos, pulmones y plaquetas (Kahn, 1985a). Posteriormente. Gould (1986) concluyó que el Fluosol-DA no era eficaz para tratar los efectos de la anemia. Soluciones de hemoglobina polimerizada. Cuando se transfunde un extracto natural de hemoglobina, el estroma del hematíe infundido actúa como un antigeno que puede combinarse con los anticuerpos del receptor y causar una CID con fracaso renal. Cuando se extrae el estroma del hemalíe. se pensó que la solución de hemoglobina se convertiría antes en un producto relativamente poco tóxico, pero no sería el caso ya que esta hemoglobina libre puede aglutinar el óxido nítrico endotelial causando, por tanto, vasoconstricción. La vida media de la hemoglobina libre de la estructura es bastante pequeña. La hemoglobina libre permanece en la circulación sólo de dos a cuatro horas. Fuera de los RBC, el tetrámero de la hemoglobina rápidamente se disocia en dímelos y monómeros que rápidamente son eliminados por el riñon. La hemoglobina también se une a proteínas del plasma, como la haptoglobina, y es eliminada por el RES (Fig. 31-5). Hay dos métodos para estabilizar la molécula de hemoglobina en una solución. Uno es mediante enlaces cruzados intramoleculares, que estabilizan el tetrámero, y el otro consiste en enlaces cruzados intramoleculares para producir un polímero de hemoglobina de elevado peso molecular (Alien, 1986). Estos procesos pueden aumentar la vida media de la hemoglobina de 15 a 30 horas, pero la afinidad por el oxígeno permanecerá alta y así el oxígeno no se distribuirá a los tejidos. La hemoglobina piridoxílada es una hemoglobina tratada con fosfato-5-pindoxal. análogo al 2,3-DPG, para reducir la afinidad del oxigeno a la hemoglobina alterando la disociación de la curva de 0 a la derecha (aumenta en P ) para que sea lo más parecido a los RBC en condiciones de microvasculatura del tejido. Por lo tanto, este producto puede aportar mejor el oxígeno a los tejidos. Debido al relativamente corto espacio de tiempo que la hemoglobina libre permanece en la circulación, su utilidad se limita a situaciones de emergencia. }
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Las primeras pruebas que se realizaron en el hombre con preparaciones de hemoglobina tetramérica disociable mostraron algunos efectos clínicos adversos: náuseas, vómitos, fiebre, malestar generalizado, defectos de coagulación, disfunción hepática, disfunción renal, vasoconstricción e incremento de la presión sanguínea (Goodrich. 1994). Inicialmente, y pensando que se asociaba a la estructura del hematíe, se realizó una purificación posterior de estas preparaciones, con un mejor entendimiento de la biología de su toxicidad, y se aclaró que el efecto adverso estaba asociado a la molécula de hemoglobina per se Se piensa que la vasoconstricción se debe a la hemoglobina libre irreversiblemente aglutinada al ácido nítrico producido endotelialmente. que normalmente mantiene y reduce el tono vascular, cuando la hemoglobina se (illra fuera de los espacios vasculares. La disfunción renal se debe probablemente a una combinación del daño mecánico secundario en los tubos renales debido a la filtración glomerular de los monómeros y dimeros de la hemoglobina y la vasoconstricción asociada debida a la unión de la hemoglobina libre al ácido nítrico endotelial. Los polímeros de hemoglobina mayores evitan el filtrado glomerular y la extravasación del endotelio. El aclaramiento de la hemoglobina polimerizada acelular después de la administración origina un aumento de la bilirrubina al 3." día Gould (1998) publicó el primer ensayo aleatorizado con hemoglobina
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humana polimerizada (PolyHeme. Northfield Laboratories. Evanslon. IL) en 44 pacientes con traumatismo agudo o cirugía urgente. Esta preparación es una solución isotónica e iso-oncótica con el plasma del paciente. Se prepara por lisis de hematíes humanos, y después con una polimerización de la hemoglobina mediante glutaraldehido. El piridoxal fosfato se utiliza para obtener un P mayor que el P^ normal de los hematíes, para permitir que el oxígeno sea liberado en la microvasculatura del tejido. Una unidad de hemoglobina polimerizada contiene 50 g de Hb en una solución de 500 mi. funcionalmente equivalente a la masa de hemoglobina en una unidad de RBC En este estudio, la vida media fue de aproximadamente 24 horas, se mantuvo el total de Hb a pesar de un descenso marcado de los hematíes y se observó una reducción en el uso de sangre alogénica. No se atribuyeron reacciones adversas a la infusión de hasta seis unidades de hemoglobina polimerizada en este estudio. 50



Otro producto, la hemoglobina glutaraldehido y polimerizada de vacuno (Biopure. Cambridge, MA) se encuentra incluida en ensayos clínicos en politraumatizados, penoperatoriamente. y para el tratamiento de la crisis de células falciformes. Este producto tiene un P. mucho mayor que la hemoglobina humana, incluso sin 2,3-DPG o su análogo, piridoxal fosfato, y es estable a temperatura ambiente durante un año (Pearce, 1998). x



Como se mencionó previamente, no todos estos productos derivados de hemoglobina mejoran al paciente politraumatizado. Sloan (1999) halló un aumento significativo de mortalidad en pacientes con choque hemorrágico y traumático que recibían hemoglobina unida con diaspirina. H e m o g l o b i n a e n c a p s u l a d a . Las limitaciones de la hemoglobina modificada molecularmente se deben a su escasa vida media y el alto nivel de purificación necesario para evitar una reacción. Esto se ha tratado de solucionar con el desarrollo de estructuras artificiales similares a los hematíes. La hemoglobina encapsulada puede prepararse por moléculas de hemoglobina envueltas con microvesiculas liposomales y esféricas producidas por fosfolípidos no inmunogénicos o fosfolipidos y grasas neutras (Alien, 1986). Los liposomas son vesículas cerradas y esféricas con un entorno interno acuoso y una capa extema tipo membrana celular, compuesta de lipidos Al introducir 2.3-DPG en el compartimiento interno con la hemoglobina, el P., aumenta y la afinidad del oxígeno se reduce a niveles similares a la hemoglobina en los hematíes. El mayor problema de estas preparaciones es la captación por el RES. A las pocas horas de su administración intravenosa, el 5 0 % de los liposomas son retirados de la circulación por el RES. principalmente en el hígado y algunos en el bazo. El mecanismo de limpieza adicional incluye la unión irreversible a tejidos y la lisis mediante las lipoproteínas del plasma (Alien. 1986). Existe cierta preocupación sobre el rápido aclarado de la hemoglobina encapsulada mediante el RES y el bloqueo del RES, que podría resultar en una disminución de la inmunidad a patógenos. Se han conseguido algunas mejoras en el tiempo de circulación al modificar las propiedades de la superficie de la Hb microencapsulada, incluyendo cambios en la carga de la superficie, análogos al ácido xiálico y lipidos. Una preparación tiene una vida media en la circulación de más de 24 horas, y está en fase de estudio en modelos animales (Rudolph, 1997). Las nanocápsulas de hemoglobina se preparan con polímero (polilactidos) biodegradable más potente que los lipidos. permitiendo la encapsulación de la hemoglobina en vesículas con un diámetro que oscila entre 80 y 150 nm. La membrana de las nanocápsulas es más porosa que los lipidos y permeable a pequeñas moléculas como la glucosa, pero permite una concentración de hemoglobina de 15 g/dl, a diferencia de los lipidos que es de 5 a 10 g/dl, con el mismo P , como antes de la encapsulación. El polímero es biodegradable en ácido láctico. Los agentes reductores y enzimas como la superóxido dismulasa, catalasa y la anhidrasa carbónica pueden añadirse para reducir la melemoglobina en hemoglobina y para prevenir la formación de radicales de superóxido. que pueden provocar daño de perfusión en el tejido isquémico. 5C



H e m o g l o b i n a r e c o m b i n a d a . La hemoglobina humana tetramérica recombinada ha sido clonada y se prepara por ingeniería genética a partir del E. colt (Hoflman, 1990). La fusión de las dos subunidades previene el colapso de la hemoglobina en dimeros y monómeros. y la modificación de la hendidura del 2,3-DPG produce un incremento del P . La mejoría de la proffl
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ducción y el p r o c e s o de purificación h a n p e r m i t i d o q u e el p r o d u c t o r H b 1 . 1



c h a u n e s t u d i o a l e a t o r i o a b i e r t o multiinstitucional internacional e n f a s e III q u e



e n t r e e n e n s a y o s clínicos. S e vio q u e e r a s e g u r o c o n u n a d o s i s d e 1 0 0 g e n



c o m p a r a l a infusión d e m e m b r a n a s d e p l a q u e t a s c o n l a transfusión d e pla-



p a c i e n t e s c o n cirugía p r o g r a m a d a , y en la hemodilución normovolémica



q u e t a s , en p a c i e n t e s q u e s o n r e f r a c t a r i o s a la transfusión de p l a q u e t a s y



a g u d a d e la cirugía d e bypass c a r d i o p u l m o n a r ( C a s p a r i , 1 9 9 7 ) .



pacientes q u e no lo s o n (Lee, 1998).



Sustitutos de las plaquetas



fusión de p l a q u e t a s i n c l u y e n R B C r e c u b i e r t o s de fibrinógeno o proteínas



O t r o s s u s t i t u t o s d e p l a q u e t a s . Las a l t e r n a t i v a s p o t e n c i a l e s a l a trans-



L a transfusión d e p l a q u e t a s está l i m i t a d a p o r l a s r e a c c i o n e s d e l a t r a n s -



q u e t i e n e n u n a s e c u e n c i a s i m i l a r a l a z o n a d e r e c o n o c i m i e n t o d e l fibrinóge-



fusión, a f e c c i o n e s v i r a l e s , inmunomodulación, contaminación b a c t e r i a n a y



n o e n c o n t r a d o e n l a G P l l b / l l l a ( t r o m b o e r i t r o c i t o s ) , m i c r o e s f e r a s d e albúmi-



s u e s c a s o t i e m p o d e a l m a c e n a m i e n t o e n líquido. L a leucorreducción y l a



n a r e c u b i e r t a s d e fibrinógeno, a g e n t e s b a s a d o s e n l i p o s o m a s ( p l a q u e t o s o -



irradiación s e h a n m o s t r a d o útiles e n l a prevención d e a l g u n o d e e s t o s p r o -



m a s ) , f a c t o r Xa y vesículas de f o s f o l i p i d o s o p l a q u e t a s p r o d u c i d a s in vitro



b l e m a s . I d e a l m e n t e , los p r o d u c t o s p l a q u e t a r i o s y s u s t i t u t o s deberían s e r t a n



(Lee, 1998).



e f i c a c e s c o m o l a transfusión d e p l a q u e t a s p a r a p r e v e n i r y c o n t r o l a r las hemorragias en pacientes c o n defectos cuantitativos o cualitativos de pla-
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quetas, y no mostrar efectos adversos. Plaquetas d e s p o j a d a s del HLA. C u a n d o las p l a q u e t a s s e t r a t a n c o n ácido cítrico a u n p H d e 2 , 8 a l 3 , 0 , o c o n c l o r o c i n a , p i e r d e n g r a n p a r t e ( > 7 5 % ) d e l o s antígenos H L A d e s u s s u p e r f i c i e , p e r o s e c o n s e r v a n l o s antíg e n o s específicos d e las p l a q u e t a s ( N o v o t n y , 1 9 9 6 ) . L o s i n d i c a d o r e s i n vitro a s o c i a d o s c o n l a v i a b i l i d a d in vivo d e l a s p l a q u e t a s d e s p o j a d a s d e l H L A (p. e j . , morfología d i s c o i d e , c o n t e n i d o d e A T P , expresión I b G P ) s e r e ducían d e a l g u n a m a n e r a , p e r o permanecían e n u n r a n g o a c e p t a b l e ( B e r tolini, 1993). Este e n f o q u e se ha utilizado c o m o una alternativa para a q u e llos p a c i e n t e s a l o i n m u n i z a d o s a a n t i g e n o s H L A , q u e e r a n r e a c i o s a l a transfusión d e p l a q u e t a s y n o t e n i a n d o n a n t e s d e p l a q u e t a s c o m p a t i b l e . T r e s artículos i n d i c a r o n e l p o s i b l e b e n e f i c i o e n tres d e c u a t r o p a c i e n t e s q u e recibían p l a q u e t a s d e s p o j a d a s d e l H L A ( S h a n w e l l , 1 9 9 1 ; N o v o t n y , 1 9 9 6 ; Castro, 1998). P l a q u e t a s a l m a c e n a d a s e n líquido frío. O t r o a b o r d a j e h a s i d o e v i t a r las l e s i o n e s d e l a l m a c e n a m i e n t o e n frío y p e r m i t i r l a s u p e r v i v e n c i a d e l a s plaquetas funcionales almacenadas en liquido de 1C a 6



C. El almace-



n a m i e n t o de p l a q u e t a s a e s a t e m p e r a t u r a p r o v o c a la activación y c a m b i o s de la morfología s e c u n d a r i a , p r o d u c i e n d o la pérdida de función y d i s m i n u ción d e l a s u p e r v i v e n c i a post-transfusión. L a adición d e l o s i n h i b i d o r e s f i j a d o s al c i t o e s q u e l e t o , la c i t o c h a l a s i n a B, los q u e l a n t e s d e l c a l c i o y más r e c i e n t e m e n t e l a s proteínas a n t i c o n g e l a n t e s s o n a l g u n o s d e l o s t r a t a m i e n t o s q u e s e h a n u t i l i z a d o p a r a m e j o r a r l a función d e las p l a q u e t a s a l m a c e n a d a s e n frío ( L e e , 1 9 9 8 ) . P l a q u e t a s l i o f i l i z a d a s . L a s p l a q u e t a s liofilizadas (congelación e n s e c o ) c o n 5 % d e albúmina, después d e s e r l a v a d a s y t r a t a d a s c o n u n 1 . 8 % d e p a r a f o r m a l d e h i d o , s o n morfológicamente s i m i l a r e s a las p l a q u e t a s f r e s c a s y retien e n I b G P y l l b / l l l a G P después d e l a reconstitución. S e h a m o s t r a d o q u e l a s p l a q u e t a s liofilizadas r e d u c e n e l t i e m p o d e h e m o r r a g i a y t i e n e n u n a b u e n a s recuperación p l a q u e t a r i a p o s t r a n s f u s i o n a l e n u n a m u e s t r a d e c o n e j o t r o m b o citopénico ( L e e . 1 9 9 8 ) . Infusiones de m e m b r a n a s de plaquetas. La rotura de las plaquetas h u m a n a s p o r congelación y descongelación r e p e t i d a y la extracción de c o m p o n e n t e s s o l u b l e s p o r centrifugación, s e g u i d a p o r la homogenización y la extracción d e g r a n d e s partículas, p r o d u c e partículas d e m e m b r a n a s p l a q u e t a h a s de características r e p r o d u c i b l e s y u l t r a e s t r u c t u r a l e s , y de un tamaño m e n o r d e 1 p m ( L e e , 1 9 9 8 ) . E l c o n t e n i d o e n f o s f o l i p i d o s e s similar a l d e las m e m b r a n a s d e las p l a q u e t a s . S e h a p u b l i c a d o q u e las i n f u s i o n e s d e m e m branas de plaquetas (IPM) corrigen el tiempo de hemorragia en una muestra de c o n e j o Irombocitopénico ( C h a o , 1 9 9 6 ) y a u m e n t a n la formación de fibrina e n u n e n s a y o m o d i f i c a d o d e B a u m g a r t n e r (Escolar, 1 9 9 4 ) , i n s i n u a n d o q u e e s u n posible s u s t i t u t o d e l a transfusión d e p l a q u e t a s e n los p a c i e n t e s t r o m b o c i topénicos c o n h e m o r r a g i a . El GP Ib (el r e c e p t o r de v W F ) y la a c t i v i d a d p l a q u e t a r i a del f a c t o r 3 están p r e s e n t e s en l a s m e m b r a n a s . El antígeno H L A de C l a s e I, el factor V, el factor V I I I , la t r o m b o s p o n d i n a , la s e r o t o n i n a y el GP f u n c i o n a l l l b / l l l a están a u s e n t e s d e e s a s p r e p a r a c i o n e s . L a inactivación v i r a l s e c o n s i g u e c o n e l t r a t a m i e n t o a 6 0 " C d u r a n t e 2 0 h o r a s ( L e e , 1 9 9 8 ) , L a inyección de I P M a v o l u n t a r i o s n o r m a l e s se toleró b i e n , s i n ningún e f e c t o en l a s p r u e b a s bioquímicas o de coagulación. Se observó q u e se acortó el t i e m p o d e h e m o r r a g i a e n seis d e o c h o p a c i e n t e s trombocitopénicos ( G o o d n o u g h . 1 9 9 5 ) . E n otro e s t u d i o , l a h e m o r r a g i a f u e c o n t r o l a d a e n u n 6 5 % d e t o d o s los p a c i e n t e s trombocitopénicos y en un 5 8 % de l o s p a c i e n t e s r e f r a c t a r i o s a l a s p l a q u e t a s (Scigliano. 1 9 9 6 ) . E l d e s a r r o l l o d e u n p r o d u c t o h a p u e s t o e n m a r -
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Plasmaféresis de d o n a n t e Plasmaféresis terapéutica



DEFINICIONES, HISTORIA Y PRINCIPIOS BÁSICOS Definiciones La palabra aféresis deriva de la palabra griega aphatresis. que significa "separar", "quitar a la fuerza" o "extraer" (Pineda, 1994). La hemaféresis es el proceso de extracción de los componentes sanguíneos normales o anormales de la circulación sanguínea. Se puede dividir en citaféresis, extracción del componente celular de la sangre, o plasmaféresis. extracción de la fracción plasmática. La citaféresis puede ser selectiva, con la extracción de glóbulos ro|os (eritroaféresis), plaquetas (plaquetoaféresis) o leucocitos (leucoaféresis). La plasmaféresis, por su propia naturaleza, no es selectiva con la extracción de todos los componentes plasmáticos y la sustitución del volumen extraído con un volumen equivalente de plasma o. más comúnmente, un sustituto del plasma como es la albúmina al 5%: pero cuando se extraen o reemplazan uno o mas volúmenes de plasma con un volumen similar de coloide o cristaloide, es mejor denominarlo como cambio de plasma, plasmaféresis terapéutica o cambio plasmático terapéutico. La extracción selectiva de componentes específicos se puede conseguir a través de la perfusión plasmática. En ésta, el plasma retirado mediante plasmaféresis se trata luego mediante perfusión a través de columnas que extraen de forma selectiva la sustancia de interés, sea o no patológica. El plasma modificado se repone después al paciente.



Historia A veces la historia de la hemaféresis se enfoca como continuación de la práctica de sangría a principios del siglo XVIII. Sin embargo, éstas no se "Mayo Foundation conserva el copyright de todos los Oibuios e ilustraciones de este capitulo.



deberían de confundir, ya que a diferencia de las sangrías, la hemaféresis representa la extracción selectiva de componentes sanguíneos (Kambic, 1997). La investigación más antigua en cuanto a hemaféresis como técnica terapéutica puede atribuirse a Hendon, que en 1902 experimentó en animales la extracción sanguínea seguida de lavado y reinfusión (Hendon, 1902). Fleig aplicó este procedimiento al hombre en 1909, para tratar la uremia (Fleig, 1909). John Abel introdujo el término aféresis en 1914 (Abel, 1914). Estos esfuerzos iniciales de hemaféresis requerían mucho tiempo y eran complejos, ya que requerían de la extracción manual de la sangre seguida de la centrifugación y reinfusión. En los años 50 la plasmaféresis, como técnica terapéutica, se difundió más gracias al uso de la centrifugación en serie. Esto fue facilitado por el desarrollo de las bolsas plásticas de sangre y el centrifugado con refrigeración (Kambic, 1997). La tecnología moderna de la hemaféresis comenzó a linales de los 40 y principios de los 50. En un intento de mejorar la eficacia de la recogida de plasma, que se había desarrollado como una modalidad terapéutica durante la Segunda Guerra Mundial, el Dr. Edwin Cohn adaptó un separador de flujo espeso continuo patentado por De Laval en 1878 para separar el plasma de la sangre y también para desglicerolizar la sangre congelada (Kambic, 1997). Estos instrumentos permitieron la separación en linea de los componentes sanguíneos en un sistema cerrado para que los productos resultantes fueran estériles. A esto le siguió el desarrollo del recipiente de Latham, que significó un rediseño del recipiente original de Cohn para mejorar la recogida y corregir las dificultades de producción y simplificar algunos aspectos del diseño. Posteriormente se fabricó un recipiente de lucite en vez de acero inoxidable, lo que originó un recipiente de centrifugado desechable y producido masivamente que permitió la recogida de grandes cantidades de plaquetas además del plasma. Esto permitió el amplio uso de separadores de Cohn para la recogida de plasma y plaquetas. Posteriormente el fabricante de esos recipientes e instrumentos formó la Haemonetics Corporation (Corbin, 1997).



CAPÍTULO 3 2 En 1962, George Judson, un ingeniero del International Business Machines (IBM), se dirigió al Dr. Emil J. Freirelch en el Instituto Nacional contra el Cáncer (NCI) para ayudarle en el cuidado de su hijo, a quien recientemente se le había diagnosticado una leucemia mieloide crónica (LMC) (Corbin, 1992). Durante una visita al banco de sangre del National Instilutes oí Health (NIH), el señor Judson observó cómo se realizaba una leucoaféresis manual y se preguntó si sería posible diseñar una máquina capaz de realizar esta separación (Kambic, 1997). El señor Judson consiguió la ayuda tanto de IBM como de NCI e inició el desarrollo de un instrumento para separar los leucocitos del resto de la sangre. El resultado fue la IBM2990, que estuvo disponible en 1966. Este instrumento, que contenia un conjunto de tubos de plásticos preesterilizados y desechables, era un sistema cerrado y funcionaba con flujo continuo. Fue el primer instrumento con el que se pudieron procesar volúmenes de sangre tan grandes. El instrumento era capaz de realizar el cambio del plasma, recogida de plaquetas, recogida de granulocitos, recogida de linfocitos y el vaciado (reducción) de los eritrocitos (RBC). No obstante, el instrumento tenia todavía unas limitaciones porque constaba de un recipiente de centrifugado no desechable que requería del desmontaje y limpieza después de cada uso (Corbin. 1997). Este separador dio pie a posteriores elaboraciones de instrumentos. En la IBM 2997, disponible en 1977, el recipiente de centrifugado fue sustituido por un conducto de separación (Kambic, 1997). Este es una cámara semejante a un cinturón que disminuye el área de la superficie de interfaz a diferencia del recipiente de centrifugado. El resultado de esto fueron capas celulares más gruesas dentro de la cámara de separación con una disgregación de los componentes más fácil (Corbin. 1997). Una desventaja de estos primeros instrumentos fue la presencia de retenes giratorios entre los recipientes de centrifugado y las líneas interiores y exteriores. Éstos permitían el goteo de la sangre y la posibilidad de entrada de aire al sistema si los retenes fallaban. Además, la fabricación de estos retenes era cara. En 1973, Aminco comenzó el desarrollo de una centrifugadora sin retenes para evitar estos problemas, y esto culminó con la presentación de la CS3000 como la primera centrifugadora de aféresis sin retenes en 1979 (Corbin, 1997). La tecnología de centrifugadoras sin retenes y otros avances fueron incorporados en la IBM 2997. El producto se convirtió en el Cobe Spectra (Corbin, 1997).



Principios básicos Todos los instrumentos descritos anteriormente separaban la sangre en sus componentes por centrifugación. La fuerza centrífuga se aplica a toda la sangre de manera que sus diferentes componentes se separan en función de su peso específico (densidad), situándose el componente más denso distal del eje de rotación y el menos denso más cerca. Los componentes con densidades intermedias se situarían por densidad creciente. El orden de densidad de los componentes sanguíneos, de menor a mayor, es el siguiente: plasma, plaquetas, linfocitos, granulocitos y hematíes (Burgstaler, 1997). Debe recordarse que durante el proceso de centrifugación se produce una mezcla en las interfases de las diferentes capas, de manera que se origina una leve contaminación de los componentes de las capas adyacentes (por ejemplo, glóbulos rojos presentes en la capa de granulocitos). Los separadores por centrifugación pueden dividirse en dos clases: centrifugadores de flujo intermitente y centrifugadores de flujo continuo. En los centrifugadores de flujo intermitente, el recipiente se llena con la sangre que será separada y se aplica una fuerza centrífuga. Después de que se separan los componentes, se extrae el componente de interés. Se detiene entonces la centrifugación y el recipiente se vacía y se devuelve el resto de los componentes. El ciclo se repite a continuación de manera que la sangre completa se procesa por lotes. En las centrifugadoras de flujo continuo, se extrae cada una de las capas de los componentes individuales, y se retiene la capa de interés mientras las otras se mezclan entre sí fuera de la cámara de separación y se devuelven. Esto significa que como el volumen se extrae de la cámara de separación, se puede reemplazar continuamente por sangre completa de forma que la separación es continua. No se va-
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cía la cámara completamente hasta que el proceso se haya completado (Burgstaler, 1997). Además de la centrifugación, la aféresis también puede acompañarse de la filtración. En este método, los componentes de la sangre completa se separan, y no por la densidad, sino por el tamaño. La sangre completa fluye sobre una membrana que contiene poros de un tamaño concreto, de forma que sólo el componente que nos interese pueda pasar a través de ella. Los elementos restantes entonces se devuelven. Esta técnica se utiliza, predominantemente, para recoger plasma, porque los poros de la membrana son demasiado pequeños como para permitir el paso de plaquetas o elementos mayores. Estos separadores pueden ser un sistema de fibras huecas o de un sistema de placas planas. El primero consiste en un haz de tubos cuyas paredes contienen poros. La sangre entra en los tubos y el plasma sale a través de los poros, donde se recolecta, mientras que los elementos celulares salen por los extremos de los tubos. Los separadores de placa plana tienen dos membranas porosas. La sangre completa fluye entre las membranas y los elementos celulares se retienen y se recogen en el extremo opuesto de las placas, mientras que el plasma pasa a través de las membranas y se recolecta en la superficie exterior de la placa (Burgstaler, 1997). Finalmente, se pueden combinar la filtración y la centrifugación. En estos instrumentos, la sangre entra a un recipiente fijo que contiene un filtro rotatorio central. Cuando el filtro gira, la sangre comienza a moverse y a separarse en capas. El resultado es que los elementos más densos se alejan del filtro, quedando el plasma localizado directamente pegado al filtro. Entonces, el plasma puede pasar a través del filtro y separarse, mientras los elementos celulares se recogen de la periferia de la cámara fija. La ventaja de combinar centrifugación y filtración de esta manera es que los elementos celulares no pueden obstruir los poros del filtro. Esto significa que pueden utilizarse filtros con áreas de superficie más pequeñas, a diferencia de los instrumentos de filtración, y con fuerzas g menores, a diferencia de los instrumentos de centrifugación (Burgstaler, 1997). Otro aspecto básico de la aféresis es la determinación del volumen de sangre del donante/paciente. Esto surge de la necesidad de limitar la cantidad de sangre que hay dentro del circuito extracorpóreo (por ejemplo, los instrumentos y tubos conectados al donante/paciente), para evitar hipotensión y complicaciones. Previamente, las Guias de los bancos de sangre y dispositivos de transfusión limitaron el volumen al 15% del volumen sanguíneo total del donante/paciente (Staróards Committee oí the American Association oí Blood Banks, 1997). Por consiguiente, era necesario determinar el volumen sanguíneo. Esto se hace a menudo por medio de nomogramas o mediante un cálculo desarrollado por el instrumento utilizado para el procedimiento que se basa en la introducción de datos desde un operador. Existen disponibles una serle de ecuaciones y reglas para esta determinación (Gilcher, 1996; Nadler. 1962). Por ejemplo, las Ecuaciones 32-1 y 32-2 pueden ser empleadas para determinar, respectivamente, el volumen sanguíneo en hombres y en mujeres (Nadler, 1962). 3



(32-1)



3



(32-2)



Hombres: BV= (0,3669 x H ) + (0,03219 x W) + 0,06041 Mujeres: BV= (0,3561 x H ) + (0,03308 x IrV) + 0.1833



Donde BV = volumen sanguíneo en litros, H = altura en pulgadas y W = peso en libras. Como el volumen sanguíneo lisular varía según la proporción del tejido adiposo presente, estos cálculos pueden sobrevalorar el volumen sanguíneo en pacientes obesos y subestimarlo en pacientes musculosos. Estas desviaciones se corrigen en parte mediante fórmulas como las anteriores que elevan al cubo la altura del paciente (Mollison, 1998). La necesidad de regulación del cálculo del volumen sanguíneo se ha simplificado en la 19edición de las Guías de los bancos de sangre y dispositivos de transfusión. En vez de limitar el volumen extracorpóreo al 15%, la máxima cantidad que se permite introducir en el circuito extracorpóreo es de 10,5 ml/kg del peso del donante (Standards Committee oí the American Association oí Blood Banks, 1999). Con el fin de definir la "prescripción" para procedimientos terapéuticos como la citaféresis, también se puede calcular el volumen sanguíneo de manera que se determine el volumen apropiado al proceso. En los recambios de
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plasma, se puede utilizar el volumen sanguíneo para los cálculos adicionales del volumen plasmático, como el que se detalla en la Ecuación 32-3 (Buffaloe, 1983). PV= B V | 1 - ( 0 , 9 1 ) (0.96) VCH/100]



(32-3)



Donde PV = volumen plasmático en litros. VCH - hematocnto venoso centrifugado. Finalmente, el volumen plasmático puede utilizarse para calcular el volumen de recambio, el volumen procesado en un procedimiento de recambio plasmático, como se detalla en la Ecuación 32-4 (Buffaloe. 1983). EV = PVxPVE



Y MEDICINA TRANSFUSIONAI



específicamente diseñado para uso prolongado en la médula ósea o en trasplante de células progenitoras hematopoyéticas. Se pueden utilizar otros catéteres como el catéter de acceso vascular de doble via de Hickman (C.R. Bard. Inc., Cranston. Rl) o catéteres de triple vía, pero a menudo estos sólo pueden utilizarse como vías de infusión y no de extracción: requiriendo, además, una vía periférica. Grishaber y col. (Grishaber, 1992) hallaron unas tasas de fracaso inaceptables con estos catéteres y no pudieron recomendar su introducción sólo para procedimientos de aféresis.



CITAFÉRESIS



(32-4)



Plaquetaféresis de donante Donde EV = volumen de recambio en litros y PVE = cantidad deseada de volumen plasmático a recambiar. Estas ecuaciones permiten determinar los volúmenes apropiados que serán procesados en los diferentes procedimientos seguidamente descritos. El aspecto básico final de la hemaféresis, que se aplica a todos los procedimientos, tanto terapéutico como de donante, es la vía venosa. En la hemaféresis del donante, se emplea una via venosa periférica, utilizándose normalmente las venas de la fosa antecubital. La utilización de una vía central en estas circunstancias, con el potencial de complicaciones serias, puede ser demasiado arriesgado para el donante. Si la vía periférica del donante no se pudiera usar, entonces se debería buscar otro donante. La posible excepción a esto podría ser el caso de la recogida de células progenitoras hematopoyéticas periféricas alogénicas, cuando no hay un donante alternativo. Obviamente, los riesgos para el donante y los beneficios para el receptor se deben considerar de forma cuidadosa y es necesario que el donante firme el consentimiento informado. En el contexto de los procedimientos de hemaféresis terapéutica, a menudo se asume que la vía central es esencial, por el tratamiento previo de los pacientes así como también la terapia a largo plazo para algunas enfermedades. El grupo de estudio canadiense cooperativo sobre esclerosis múltiple (Noseworthy. 1989) descubrió que para 294 pacientes con esclerosis múltiple que fueron sometidos semanalmente a procedimientos de recambio plasmático durante 20 semanas, sólo un 4,4% de los pacientes no pudo ser tratado debido a una via venosa deteriorada. De los que empezaron el proceso de terapia, sólo 5.4% perdieron la vía periférica, y no pudo terminarse el proceso (Noseworthy, 1989). En un estudio similar, Grishaber (1992), con 46 pacientes con enfermedades neurológicas que requerían hemaféresis. descubrió que el 5 0 % de los pacientes podía c o m pletar el procedimiento de terapia utilizando una única vía periférica. Los factores asociados a las necesidades de vías centrales, fueron el síndrome de Guillain-Barré u hospitalización en una unidad de cuidados intensivos (Grishaber, 1992). Contrarios a la creencia popular, estos autores no encontraron diferencia entre la via venosa periférica y central con respecto al tiempo requerido para desarrollar los tratamientos (Grishaber, 1992). El mensaje de estos estudios es que debe utilizarse inicialmente para la hemaféresis terapéutica una via venosa periférica por su baja tasa de c o m plicaciones. Cuando no se puede coger una via venosa periférica, entonces tanto el servicio de hemaféresis como el médico que coloca el catéter, deben determinar el tipo de catéter central a colocar. Muchos catéteres venosos centrales utilizados rutinariamente son inadecuados para la hemaféresis. Esto se debe a que sus paredes son demasiado blandas y se colapsan, su longitud es demasiado larga o su diámetro es demasiado pequeño. Esto dificultará el flujo a través de los catéteres y saltarán las alarmas de presión de los instrumentos. Los catéteres ideales deberían tener paredes relativamente rígidas para prevenir el colapso y deberían tener mayores diámetros con una longitud relativamente más corta para permitir el máximo flujo. Ejemplos de estos catéteres incluyen el catéter de luz doble de Quinton-Mahurkar (Quinton Instrument Company, Seattle. WA), PermCath (Quinton Instrument Company, Seattle, WA), el catéter de Hickman para hemodiálisis y catéteres de plasmaféresis (C.R. Bard, Inc., Cranston, Rl) y catéter de Neostar Pheres-Flow (Horizon Medical Products, Inc., Manchester. GA). El catéter Neostar está



Beneficios de la aféresis de plaquetas El beneficio más evidente de la aféresis de productos plaquetanos es que se obtienen de un solo donante, a diferencia de los productos comunes no obtenidos por aféresis que consisten en plaquetas de 6 a 10 donantes. Su uso proporciona el beneficio de reducir la exposición del donante y, consecuentemente, disminuye el riesgo de enfermedades virales transmitidas por translusión. Esta disminución de exposición del donante ha demostrado también retrasar la aloinmunización a los antigenos leucocitanos humanos (HLA). (Gmur, 1983: Sintnicolaas, 1981). Con los modernos instrumentos para la hemaféresis, el producto plaquetario también tiene menos leucocitos durante el proceso de recogida. Esto, además de conseguir la disminución de la aloinmunización (The Trial lo Reduce Alloimmunization lo Plalelels Study Group. 1997), previene las reacciones febriles por transfusión (Heddle. 1995), y previene la transmisión de infecciones por citomegalovirus (CMV) (Bowden, 1995). Por último, un avance adicional de la aféresis de plaquetas sobre los productos no obtenidos por aféresis es la simplificación del tratamiento del inventario. Los productos comunes no obtenidos por aféresis se almacenan durante cuatro horas después de recogerse de ese fondo común, mientras que la aféresis de plaquetas tiene un tiempo de almacenamiento normal de cinco días. Esto puede reducir el gasto en situaciones donde al principio se requieren productos plaquetarios pero luego no se transfunden. Desde luego, las desventajas de la aféresis de plaquetas son tanto el coste adicional para obtenerlas como la disponibilidad limitada en algunas zonas.



Requerimientos



de productos plaquetarios



Las guias de bancos de sangre y servicios de transfusión demandan que el número mínimo de plaquetas en un producto por aféresis sea de 3.0 x 10" en el 7 5 % de las unidades probadas (Standards Committee ol (fie American Association oIBIood Banks. 1999). Esto significa que un producto de aféresis plaquetaria contiene por lo menos tantas plaquetas como plaquetas obtenidas de seis donaciones de sangre completa.



Selección del donante de plaquetaféresis Los requerimientos del donante de plaquetaféresis son los mismos que para aquellos que donan sangre completa, incluyendo la exclusión de un donante que haya ingerido una medicación que contenga aspirina en las 36 horas como única fuente de plaquetas para el receptor {Standard Comité ol the American Association ol Blood Banks, 1999). Las guías de bancos de sangre y servicios de translusión también exigen que el uso de plaquetas de un donante que loma "medicamentos conocidos para inhibir irreversiblemente la función plaquetaria deben ser evaluados" [Standard Committee ol the American Asosiciation ol Blood Banks. 1999). Además de estos requerimientos, la hemaféresis -y plaquetaféresis- tienen también requerimientos específicos. Primero, los donantes pueden realizar donaciones dos veces por semana, pero no pueden donar más de 24 veces al año (Standard Committee ol the American Association ol Blood Banks. 1999). Esta limitación en número de donaciones se basa en que los primeros instrumentos producían productos plaquetarios que contenían un número significativo de linfocitos (Strauss. 1994). Esto originó la preocupación de que muchas donaciones de plaquetas



CAPÍTULO 3 2 podrían sufrir una depleción linfocitaria y por tanto una alteración posterior en la función inmune (wde inlra). Los donantes, después de una donación de sangre completa, o si se produce un defecto del dispositivo que imposibilite el retorno del volumen sanguíneo extracorpóreo, deben esperar ocho semanas antes de donar para aféresis. Las excepciones son si el volumen extracorpóreo es menor de 100 mi para donantes de sangre completa o si la pérdida de hematíes fue menor de 200 mi. En estos casos, se selecciona el donante para donar por aléresis después del periodo normal de espera (Standards Committee of the American Association of Blood Banks, 1999). Los donantes también deben cumplir el requisito del recuento mínimo de plaquetas. En la donación inicial, los recuentos plaquetarios del donante no se necesitan ni son necesarios siempre que la donación no se realice con una frecuencia superior a las cuatro semanas {Standards Committee of the American Association of Blood Banks, 1999). Si el donante dona con una frecuencia mayor a cuatro semanas, el recuento plaquetario mínimo aceptable es de 150,000/pl. (Standards Committee of the American Association of Blood Banks, 1999). Este recuento puede llevarse a cabo como un recuento posaféresis (esto es, un recuento tras un procedimiento determina que el individuo cumple con los requisitos para el siguiente procedimiento) o como un recuento preaféresis (Standards Committee of the American Association of Blood Banks, 1999). La selección del donante de plaquetaféresis puede estar mediada por una sene de otros factores, además de las consideraciones reguladoras. El rendimiento de un procedimiento de plaquetaféresis está determinado, en gran medida, por el recuento plaquetario del donante: los recuentos mayores se asocian a rendimientos mayores (Glowitz, 1979; Goodnough, 1999). Las donantes mujeres, en promedio, tienen recuentos plaquetarios mayores que los hombres (Glowitz, 1979; Goodnough, 1999; Lasky, 1979). Algunos autores (Glowitz, 1979: Lasky. 1979), aunque no todos. (Dettke. 1998; Goodnough, 1999) han visto que los rendimientos plaquetarios son mayores en donantes mujeres comparadas con hombres. Además, la presencia de un volumen plasmático mayor en mujeres aumenta la separación y recogida de plaquetas en algunos instrumentos, y esto podría también contribuir a este mayor rendimiento. Otras consideraciones adicionales del donante surgen al seleccionar los productos plaquetarios para pacientes aloinmunizados. Estos pacientes, después de transfusiones o embarazos previos, desarrollan anticuerpos a antígenos presentes en las plaquetas, con mayor frecuencia anticuerpos de HLA clase I. El resultado es el desarrollo de un estado refractario definido como incrementos inadecuados de las plaquetas postransfusionales determinados por recuento plaquetario recogido entre 10 y 60 minutos después de que la transfusión plaquetaria se haya completado. La presencia de esto estado requiere de la búsqueda de un donante de plaquetas compatible. Se han empleado tres estrategias generales para lograr esto. La primera: si se conocen las especificidades de los anticuerpos HLA y el lenotipo HLA clase I del donante, se puede intentar obtener plaquetas de un donante que carezca de estos antigenos (Hussein, 1996; Schiffer, 1987). Una segunda estrategia que se emplea si se conoce el tipo de HLA clase I del paciente y no se conocen las especificidades de los anticuerpos HLA o son muchas, es tratar de aproximar lo más posible el tipo HLA clase I del paciente y del donante (Duquesnoy, 1978). Finalmente, si se desconocen los HLA clase I del receptor o donantes potenciales o si siguen los incrementos a pesar de la semejanza en HLA. se pueden realizar pruebas cruzadas de plaquetas. Estas pruebas emplean las plaquetas del donante con suero del receptor en un análisis de adherencia de hematíes en fase sólida (Bock, 1989; Murphy, 1991; O'Connell, 1992; Schiffer, 1987).



Cuestiones sobre el donante de plaquetaféresis El típico donante de plaquetas experimenta un descenso del 2 0 % y el 2 9 % en el recuento plaquetario después de una donación (Heyns, 1985; Katz, 1981; Szymanski, 1973). siendo característicamente mayor en las mujeres (Dettke, 1998; Rogers, 1995). El descenso en el recuento plaquetario no se correlaciona con el rendimiento del procedimiento de plaquetaféresis. Así, el descenso es menor que lo pronosticado por el rendimiento y representa la movilización de plaquetas desde el bazo (Heyns, 1985). El tiempo requerido
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para retornar a la línea basal después del procedimiento es de cuatro días en hombres, con un retraso en el incremenlo de los niveles de trombopoyetina y el correspondiente retraso en el retorno al recuento normal en mujeres (Dettke. 1998). En los donantes que van a ser sometidos a recogidas en dias alternos, se ha visto que el recuento plaquetario y el rendimiento de la aléresis vuelven a los niveles básales hacia el día 10 de la recogida con recuentos y rendimientos estables en los procedimientos de recogida posteriores (Glowitz, 1979). Se ha advertido una elevación de rebote en el recuento plaquetario con rendimiento incremenlado en las plaquetas tras procedimientos repetidos (Szymanski. 1973). En los donantes con recuentos plaquetarios bajos (de 150.000 mi a 180.000/ml). la plaquetaféresis, empleando tiempos de recogida prolongada con el fin de lograr los rendimientos de plaquetas requeridos por las regulaciones, demostró que no tuvo problemas clínicamente significativos en 291 procedimientos, a pesar de recuentos plaquetarios posprocedimiento incluso tan bajos como 69.000/ml (Rogers, 1995). Los resultados de estos estudios indican que los recuentos plaquetarios regresan pronto a sus niveles normales después de la plaquetaféresis. incluso en aquellos que fueron sometidos a procedimientos repetidos, y que las complicaciones por sangrado son poco comunes. La plaquetaféresis. usando los primeros instrumentos de hemaféresis, se asoció con una pérdida de linfocitos tan grande como de 5 a 10 x 10' por procedimiento (Strauss, 1994). Según estudios que incluyen linfocitoaféresis terapéutica y drenaje del conducto torácico crónico, se ha demostrado que la inmunidad mediada por células anormales puede lograrse con pérdidas de 1 a 1,5 x 10" linfocitos en unas pocas semanas (Strauss, 1994). Como resultado de esto y de estudios que demuestran la disminución total de los linfocitos. los linfocitos T y los niveles de IgG ocho meses después de la donación, surgió la preocupación sobre la inducción de la supresión inmunitaria. Esto provocó regulaciones que limitaban el número de donaciones de plaquetoaféresis a 24 por año (Standards Committee of the American Association of Blood Banks, 1999), la advertencia a posibles donantes de plaquetoaféresis sobre la posible depleción linfocitaria (División of Blood and Blood Products. Center for Biologics Evaluations and Research. 1988), y que algunos autores sugirieran que los donantes debían excluirse si su recuento Imlocitario estaba por debajo de 1.2 x 10 /I (Strauss, 1994). Estudios más recientes de donantes que donan con instrumentos de hemaféresis más modernos, no han mostrado diferencias en los recuentos linfocitarios, en los subgrupos de linfocitos o en los niveles de inmunoglobina G (IgG) en comparación con los no donantes, los donantes de plaquetoaféresis y los donantes de sangre completa (Lewis, 1997). De hecho, la pérdida de linfocitos en el curso de 24 donaciones utilizando equipos de hemaféresis modernos es equivalente a la pérdida de linfocitos en una sola donación de sangre completa (Strauss, 1994), J



Leucoaféresis de donante Transfusión



de granulocitos



Se han publicado siete ensayos controlados que comparan antibióticos con antibióticos y transfusiones de granulocitos, y fueron recogidos por Strauss (1993). Cinco de esos siete ensayos de transfusión de granulocitos tuvieron al menos un éxito parcial en el tratamiento de infecciones en pacientes neutropénicos cuyas infecciones no reaccionaban a los antibióticos. Los datos obtenidos de esos estudios se analizaron posteriormente por metaanálisis cuantitativo y demostraron que tanto la dosis de neutrófilos transfundidos como la tasa de supervivencia de los controles fueron responsables sobre todo de los diferentes índices de éxito en esos estudios (Vamvakas. 1996a). Los autores expusieron que deberían aconsejarse transfusiones de granulocitos en pacientes neutropénicos con infecciones que provocaran una alta tasa de mortalidad y que deberia usarse la más alta dosis posible de granulocitos, con un contenido mayor o igual que 4 x 10'° neutrófilos (Vamvakas, 1996a). La mayoría de los estudios y publicaciones que reseñan transfusiones de granulocitos en adultos se han probado en pacientes neutropénicos con infecciones bacterianas resistentes. Los estudios se han centrado en la utilidad de las transfusiones de granulocitos en pacientes con infecciones de hongos (Bhatia, 1994; Hester, 1995). El estudio realizado por Hester y cois. (1995) detectó una tasa de respuesta del 60%, mientras que el estudio de Bhatia y cois. (1994) demostró que no había beneficio alguno.
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Otro grupo de pacientes que a menudo se tiene en cuenta para la transfusión de granulocitos es el de los neonatos sépticos. Se publicaron seis estudios comparativos que evaluaban las transfusiones de granulocitos en este contexto (Laurenti. 1981), cuatro de los cuales tuvieron una respuesta positiva (Baley, 1987; Cairo, 1984, 1987; Christensen, 1982; Wheeler, 1987). Los melaanálisis cuantitativos de esos estudios identilicaron una dosis de granulocitos como la causa principal de la discrepancia en los resultados de los estudios. Los estudios que utilizaron granulocitos derivados de capas de leucocitos no demostraron ninguna ventaja y los que usaron granulocitos derivados de leucoaféresis si demostraron beneficio (Vamvakas. 1996a). Las transfusiones de granulocitos pueden ayudar a los pacientes neutropénicos. especialmente si se pueden obtener grandes dosis. Las recomendaciones para aquellos que deben decidir las transfusiones de granulocitos incluyen pacientes adultos profundamente neutropénicos. de los que se anticipa que van a permanecer neutropénicos por lo menos una semana, y cuyas infecciones han progresado a pesar de una antibioterapia apropiada (Schiffer. 1990). Además, el paciente debería también tener la posibilidad de recuperar la producción de granulocitos. En los recién nacidos, las indicaciones de translusiones de granulocitos son la evidencia de sepsis bacteriana cuando el recuento absoluto de neutrófilos está por debajo de 3.000/ul y cuando la reserva medular de neutrófilos disminuye, lo cual está indicado por el hecho de que menos del 7% de las células nucleadas de la médula sean metamielocitos o formas más maduras (Blanchette. 1991; Strauss, 1991).



Requerimientos de los productos de granulocitos Uno de los factores críticos en el éxito de las transfusiones de granulocitos es la dosis de granulocitos proporcionada. Las guías de bancos de sangre y servicios de transfusiones exigen que el 75% de los componentes de los granulocitos tengan un mínimo de 1.0 x 10'° granulocitos {Standards Committee 01 the American Associatton ol Btood Banks, 1999). Se debe entender que la dosis elegida es la mínima y que se esperan dosis más altas. Los granulocitos son almacenados a una temperatura ambiente (de 20 a 24 °C), sin perturbaciones (Stardards Committee ot the American Associaton ofBlood Banks. 1999). La fecha de caducidad para el producto es de 24 horas (Standards Committee ot the American Association ot Blood Banks, 1 9 9 9 ) . Mientras que las guías de bancos de sangre y servicios de transfusiones fijan una fecha de caducidad de 24 horas, es importante advertir que los neutrófilos experimentan apoptosis durante su almacenamiento. Se ha demostrado que el cúmulo de granulocitos transfundidos en los sitios de inflamación disminuye a medida que aumenta el tiempo de almacenamiento (Price, 1979) y, en consecuencia, los granulocitos se deberían transfundir lo más pronto posible después de la extracción.



Selección del donante de granulocitos Igual que con la plaquelaféresis. los donantes de leucoaféresis deben c u m plir lodos los requisitos aplicables a los donantes de sangre completa. Además, las plaquetas también se extraen durante la recogida y puede ser interesante requerir una cantidad de 150.000/ul plaquetas a los donantes de granulocitos. Otra consideración en la selección de los donantes es el tipo ABO del receptor y del donante. En los productos de granulocitos hay un número significativo de hematíes. Como el contenido de hematíes es mayor que 2 mi, las guias de bancos de sangre y servicios de transfusiones piden que el producto cruzado sea compatible (Standards Committee ot the American Association ofBlood Banks, 1999). Como pudiera obtenerse un producto de granulocitos con menos de 2 mi de hematíes, entonces se podría obviar el tipo ABO, ya que este no influye en la supervivencia o migración de los granulocitos transfundidos (McCullough, 1988). Otra consideración en la selección del donante es el nivel de citomegalovirus del donante y del receptor. Las transfusiones de granulocitos se han asociado a casos de infección CMV en receptores con CMV seronegativos (Buckner, 1983: Winston, 1980). Por consiguiente, si los donantes son CMV seronegativos, los receptores deben ser también CMV seronegativos. En definitiva, es importante que los donantes H L A o con pruebas cruzadas compatibles se seleccionen para pacientes aloinmunizados. Estudios de pacientes aloinmunizados han demostrado una ausencia o mínima recupera-



ción, supervivencia o localización utilizando granulocitos de donantes obtenidos al azar (Dutcher, 1983: McCullough, 1986). Al evaluar posibles técnicas cruzadas. McCullough (1986) halló que la aglutinación de granulocitos fue el indicador de pronóstico más eficaz de la actividad de los granulocitos in vivo. Estas pruebas no están ampliamente disponibles. Dutcher recomienda la linfocitotoxicidad como guia en el uso de donantes de plaquetas HLA compatibles que hayan proporcionado unos incrementos buenos como donantes para receptores aloinmunizados.



Estimulación del donante de granulocitos La dosis de granulocito es decisiva para la eficacia de la terapia de granulocitos. El método más comúnmente utilizado para aumentar la producción es administrar esteroide al donante 10 ó 12 horas antes de la recogida. La administración oral de prednisona (Jendiroba. 1998: MacPherson. 1976) o dexametasona (Higby, 1977) aumenta hasta dos veces la producción de granulocito con respecto a los donantes a los que no se les administra. El efecto de los esteroides es el resultado de la movilización de granulocitos de los depósitos de la médula. Los estudios no han demostrado ningún efecto de la estimulación de esteroides en la capacidad de los neutrólilos para fagocilar partículas, para fagocitar hongos, matar bacterias o sufrir quimiotaxia. comparados con granulocitos de donantes no estimulados (Glasser, 1977). En resumen, la estimulación con esteroides no ha reflejado ningún efecto en el acumulo de granulocitos transfundidos en zonas dañadas (Pnce, 1979) e inhibe la apoptosis durante su almacenamiento (Liles, 1995). La disponibilidad de un factor (G-CSF) estimulador de colonias de granulocitos ha conseguido la capacidad de producir cantidades de granulocitos incluso mayores y ha permitido de nuevo que surja el interés por las transfusiones de granulocitos. La administración de 5 ug'kg. de G-CSF cada dia o cada dos días dio como resultado recogidas de granulocitos de 4 a 5 veces mayores con respecto a los donantes no estimulados, y mayores que las observadas en la estimulación con prednisona (Jendiroba, 1998). El uso en pacientes de las transfusiones de granulocitos estimulados con G-CSF. ha originado incrementos significativos y continuos en el recuento de neutrófilos (Adkins, 1997a). El momento adecuado para la recogida de granulocitos en donantes estimulados con G-CFS es de 12 horas después de la administración del G-CSF (Price, 1998). Al igual que con los esteroides, ha surgido preocupación sobre la función de los granulocitos estimulados con G-CSF. Los estudios han demostrado una presencia normal de fagocitosis, quimiotaxis, quimioluminiscencia y de anión superóxido (Caspar, 1993) y un acumulo normal en zonas dañadas (Adkins, 1997b). El G-CSF ha mostrado un aumento tanto de la actividad microbicida (Lieschke, 1992) como de la inhibición de la apoptosis neutrofílica durante el almacenamiento (Adachi, 1994). Finalmente, se han realizado estudios para evaluar el efecto de la combinación de esteroides y G-CSF (Dale, 1998; Liles, 1997). Ocho miligramos de dexametasona con 300 pg o 600 pg de G-CSF provocaron producciones de granulocitos mayores que cualquiera de los agentes solos, produciendo un incremento de diez veces el recuento de neutrólilos en 12 horas. La combinación de dexametasona y 600 pg dio lugar a una producción significativamente más grande que con 300 pg de G-CSF (Liles. 1997). La función de los granulocitos con este régimen combinado no tenía defectos (Dale. 1998).



Procedimientos para la recogida de granulocitos Otro procedimiento mediante el cual se puede aumentar la producción de granulocitos consiste en aumentar la separación de los hematíes y los granulocitos durante el proceso de centrifugado. Los hematíes y granulocitos presentan tasas de sedimentación similares, por lo que la separación durante la centrifugación es mala. Añadir agentes de sedimentación como el almidón de hidroxietil (HES) puede mejorar esta separación y. de ese modo, aumentar la recogida de los granulocitos (lacone, 1981). El mecanismo de actuación del HES consiste en inducir la formación de apilamientos de eritrocitos, originando una mayor tasa de sedimentación de hematíes así como el aumento del flujo del plasma durante la centrifugación con una separación más eficaz (Lee. 1995a). Existen diferentes tipos de HES. incluyendo el almidón de hidroxietil de gran peso molecular y el pentastarch de bajo peso molecular. Estos
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dos agentes han demostrado tener un perfil de seguridad parecido (Strauss, 1986.1987), aunque el penlastarch tiene el beneficio de ser rápidamente excretado. Por consiguiente, hay menos peligro de concentración y de posibles complicaciones (véase la discusión al final del capitulo). Aunque por ese motivo el perfil de seguridad del pentastarch puede ser mejor, un estudio controlado ha demostrado que las producciones de granulocitos son más grandes con hetastarch (hidroxietil almidón) (Lee. 1995a).
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Enfermedades/situaciones que son contraindicaciones relativas a la medicación utilizada para la movilización de granulocitos



Medicación



Hipertensión Diabetes E n f e r m e d a d d e U l c e r a péptica



G-CSF



Procesos inflamatorios Gota Factores de riesgo para trombosis



Cuestiones sobre el donante de granulocitos Además de granulocitos y plaquetas, también se obtiene un número significante de RBC en el producto de la leucoaféresis. El hematocrito del donante normalmente cae un 7% después de una recogida de granulocitos (Hester. 1995). Este descenso se debe no sólo a la pérdida de hematíes sino también al efecto de disolución por la expansión del volumen provocada por el HES utilizado durante el proceso. El recuento de plaquetas normalmente baja un 2 2 % después de cada proceso, un descenso equivalente al registrado con la plaquetoaféresis (Hester, 1995). Por otra parle, siempre existe un grado del efecto de disolución. En donantes estimulados con G-CSF, sin embargo, se produce un mayor descenso en el recuento de plaquetas (Bensinger, 1993). Los donantes sanos que reciben G-CSF durante 10 días, normalmente tienen el descenso del recuento de plaquetas al empezar el día 8 con diferencias significativas en los días 10 y 11. Se desconoce el mecanismo que provoca este efecto y puede radicar en la distribución cambiante de las plaquetas, el descenso de la producción de plaquetas o el incremento del volumen intravascular (Korbling. 1998). Además, la recuperación del recuento de plaquetas parece ser larga, requiriendo de 7 a 10 días para los donantes de células madres, mientras que los donantes de plaquetas requieren de 4 a 6 días (Stroncek, 1996a). El G-CSF y los corticoides producen otros efectos colaterales (Tabla 32-1). Estos efectos colaterales generalmente son benignos y se tratan sintomáticamente. Por ejemplo, los dolores óseos y cefaleas asociados con la estimulación con G-CSF responden a analgésicos suaves. Se han reseñado efectos colaterales del G-CSF más significativos, incluyendo rotura de bazo, hemorragia retiniana, iritis aguda, artritis gotosa y episodios de trombosis (Korbling. 1998; Volk, 1999), los cuales se cree que representan la exacerbación de las enfermedades subyacentes del donante. Se debería descartar en estos pacientes esas enfermedades para determinar la aptitud para la donación (Tabla 32-2). Mientras que los electos a corto plazo del G-CSF son predominanlemente benignos, no se conocen los electos a largo plazo. Se han indicado las preocupaciones ante la posibilidad de que los receptores desarrollen entermeda-



Tabla 32-1 Efectos secundarios a corto plazo de los medicamentos utilizados en la movilización de granulocitos Medicación



Efectos secundarios



Corlicoides



Cefalea Enrojecimiento Insomnio Euforia Palpitaciones A c i d e z epigástrica Hiperglucemia



G-CSF



Dolor óseo Miaigias Artralgias Cefalea Fiebre Escalofríos Molestia gastrointestinal Parestesia Dolor torácico Edema Astenia



Dalos p r o c e d e n t e s de Volk (1999)



Enfermedad



Corticosteroides



G-CSF= factor de estimulación d( i la colonia de granulocitos ' Datos p r o c e d e n t e s de K o r b i n g (1998) y del Technical Manual Committee 11999)



des hematológicas como mielodisplasia o leucemia mieloide crónica (Korbling, 1998: Volk. 1999). Esludios con un número limitado de pacientes y un seguimiento limitado no han reseñado ninguna anormalidad hasta la fecha (Stroncek, 1997a; Volk, 1999). Los donantes tratados con estimulación G-CSF deberían firmar el consentimiento informado antes de la estimulación y se debería realizar un examen institucional apropiado para el uso de G-CSF en este nuevo papel no autorizado por la FDA. También se han realizado recomendaciones sobre crear registros del donante para controlar las consecuencias a largo plazo de la estimulación G-CSF (Korbling. 1998: Volk, 1999)



Recogida de células progenitoras hemalopoyéticas Beneficios de la recogida de células progenitoras hematopoyéticas La recogida de células progenitoras hematopoyéticas (HPC) mediante hemaféresis proporciona una serie de ventajas, para el donante y el receptor, que han provocado la sustitución de la extracción de médula ósea en muchos pacientes. En primer lugar, el donante tolera la hemaféresis mejor que la extracción de médula ósea porque no requiere de una intervención con anestesia general. Por lo tanto, este proceso es menos costoso, más conveniente porque puede realizarse en el paciente ambulatorio, y evita las complicaciones potenciales que surgen con la anestesia general y cirugía. Así mismo, el paciente se recupera más rápidamente del procedimiento sin dolor y sin la incapacidad temporal que frecuentemente acompaña a la extracción de médula ósea (Lee. 1995b). En segundo lugar, el uso de HPC de sangre periférica en trasplantes restablece la función hematopoyética e inmune más rápidamente que la médula ósea. Esto significa menos días de inmunosupresión y menos exposiciones a productos sanguíneos alogénicos en el receptor (Moog, 1998). En tercer lugar, en trasplantes autólogos. la recogida de HPC periféricos mediante hemaféresis puede realizarse cuando exista una carencia de médula por neoplasia o irradiación pélvica previa y se excluya la cosecha de médula ósea (Lee, 1995b). Si bien la recogida por hemaféresis proporciona una serie de beneficios sobre la recogida de médula ósea, también tiene desventajas respecto a la cosecha de médula ósea. Las desventajas incluyen posibles efectos adversos de los regímenes de movilización, un mayor tiempo requerido para la recogida, la posibilidad de que haya un mayor volumen de componentes que sean transfundidos al mismo tiempo que se realiza el trasplante y la necesidad de una via venosa central en muchos casos con los riesgos y complicaciones asociados (Lee, 1995b).



Autólogo frente a alogénico Recogida de células progenitoras hematopoyéticas Al principio, las recogidas de HPC periféricas se limitaron a los trasplantes autólogos. Esto se debía al uso de quimioterapia como método de movilización de HPC. Los trasplantes de HPC recogidos de esta manera se limitaban a afecciones (enfermedades) como neoplasias sólidas, la enfermedad de Hodgkin, Imfomas y mieloma múltiple, El uso de HPC posteriormente se
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ha desarrollado e incluye trasplante para leucemias, incluyendo la leucemia mieloide crónica (Gillespie, 1996; Lee, 1995b; Moog. 1998). Como se han generalizado los métodos de movilización que no utilizan quimioterapia, la recogida de HPC de sangre periférica se ha realizado también en las donaciones alogénicas. Las primeras aplicaciones de la recogida de HPC periféricos en este contexto se limitaban a retrasplantes en receptores con enfermedad recurrente o rechazos en el injerto (Gillespie. 1996: Lee. 1995b, Moog, 1998). Actualmente, el empleo de HPC de sangre periférica alogénicos en trasplantes iniciales se está extendiendo más al iniciarse el protocolo de investigación del Programa Nacional del Donante de Médula (NMDP) para estos trasplantes.



Dosis de células progenitoras hematopoyéticas Un factor importante que determina el éxito del trasplante de HPC es la dosis de HPC aplicada. Desgraciadamente, no existe un método para enumerar definitivamente HPC. Se sabe que las HPC se encuentran dentro de los componentes celulares mononucleares de la sangre y, por lo tanto, se ha utilizado el recuento de células mononucleares (MNC) como indicador de cuándo suspender la recogida de HPC. Los estudios han mostrado que una dosis total de 6,0 x 10 a 6,5 x 10 MNCs/kg son suficientes para producir un rápido injerto (Kessinger. 1989; Kessinger, 1995). Mientras que el MNC no tenga una correlación directa con la dosis de HPC, será determinado conveniente y fácilmente. a



B



Una manera más exacta de calcular la dosis de HPC es determinando el crecimiento en agar laxo de colonias de unidades de granulocitos/macrófagos formando colonias (CFU-GM). La recogida de HPC que contiene de 0,5 a 2,0 x 1 0 se asocian con un rápido injerto (Bender, 1992). Desgraciadamente, los ensayos de CFU-GM son técnicamente variables y difíciles de estandarizar. Por lo tanto, se deberían realizar la comparación directa de datos entre instituciones y los estudios con precaución. Además, el ensayo requiere dos semanas para completarlo. 5



Un tercer método para determinar la dosis de HPC es calculando el recuento de células CD34+ en el producto. Los H P C representan un subgrupo de células CD34+. Consecuentemente, el cálculo de células CD34+ ofrece una mejor indicación de la dosis de HPC que el MNC. Esto también se correlaciona con el CFU-GM (Lee, 1995b). Una dosis mínima de células CD34+ necesaria para injertar parece ser de 2.5 x 10 células CD34+/kg (Bensmger, 1995; Korbling, 1995). Esta dosis de células CD34+ produce la injertación rápida de leucocitos (WBCs). Bensinger y cois., sin embargo, observaron que la dosis superior de 5,0 x 10 células CD34+/kg produjo injerto de leucocitos equivalente, asi como un injerto de plaquetas más rápido (Bensinger, 1995). Mientras que el contenido de células CD34+ es más fácil de calcular que el C F U - G M , también se ha visto plagado de dificultades en la estandarización debido a las variaciones en la metodología (Lee, 1995b). Alortunadamente, la disponibilidad de equipos e instrumentos de numerosos fabricantes parece estar resolviendo este problema.



El descubrimiento de que las células progenitoras hematopoyéticas podrían ser movilizadas desde la médula ósea significa que se pueden recoger dosis terapéuticas de HPC mediante hemaféresis en unos pocos procedimientos, haciendo los métodos más atrayentes. La quimioterapia, citocinas o una combinación de quimioterapia y citocinas puede movilizar HPC desde la médula ósea (Gillespie, 1996: Lee, 1995b; Moog, 1998). La Tabla 32-3 ofrece una comparación general de la seguridad de esos tres regímenes de movilización. El régimen inicial utilizado para la movilización fue la quimioterapia. Durante el periodo de rebote de la hematopoyesis que sigue al tratamiento con quimioterapia, el número de HPC presentes en la sangre periférica aumenta enormemente (véase Tabla 32-3). Esto deja un margen a la recogida efectiva de HPC y también sirve para reducir la carga tumoral en el donante/receptor. La limitación de este método de movilización, no obstante, es que sólo puede utilizarse en trasplantes autólogos. Las citocinas, como G-CSF y el factor estimulador de colonias de granulocitos/macrófagos (GM-CSF) también incrementa drásticamente la presencia de HPC en la sangre periférica y tiene el beneficio adicional de tener una mínima toxicidad a corto plazo (véase la anterior Tabla 32-1). En consecuencia, esto permite la movilización de HPC en donantes normales y el uso de hemaféresis en trasplantes alogénicos. Las citocinas más comúnmente empleadas en la movilización son G-CSF y GM-CSF. En conjunto, la magnitud del incremento en células CD34+ con G-CSF y GM-CSF es la misma, pero existen diferencias en los receptores que se recuperan de hematopoyesis entre los dos agentes. Los receptores de HPC movilizados con GMCSF presentan más tiempo de recuperación hasta que se recupera la producción de plaquetas que los receptores de HPC movilizado con G-CSF (18 días en un caso, 13 en el otro) (Gillespie. 1996). El uso de G-CSF o GM-CSF en donantes normales se asocia con picos de células CD34+ aproximadamente cinco días después del inicio de la terapia con citocma (Bensinger. 1996). El uso de G-CSF en donantes normales durante periodos superiores a los cinco días se ha asociado a un descenso en el número de células CD34+ obtenidas después del décimo día de estimulación (Stroncek. 1996b). Además del G-CSF y GM-CSF, un número de otras citocinas y anticuerpos monoclonales contra las moléculas de adhesión a las células madre están siendo evaluados por su efecto en la movilización de HPC. Estos incluyen el factor de células madre, interleucina-3, ligando c-íciíy anti-VLA-4 (Gillespie, 1996; Lee, 1995b).
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Algunos autores han propuesto que la dosis de células CD34+ necesaria para el injerto puede variar con el número de procedimientos de recogida de HPC (Smolowicz, 1999). Se cree que es necesaria una dosis total más alta cuando las células CD34+ se recogen con múltiples procedimientos. Esto parece deberse a cambios en los subgrupos de células CD34+ detectados durante las distintas recogidas (Smolowicz, 1999).



Movilización de células progenitoras hematopoyéticas Los primeros intentos de recogida de células progenitoras hematopoyéticas de sangre periférica tuvieron éxito, pero con mucho trabajo y recursos. La sangre periférica contiene sólo un 10% de la fracción de células CD34+ que se encuentra en la médula ósea (Lee, 1995b). Esto significa que cuando se recogen los HPC durante estados fijos (esto es, sin movilización), el número de procedimientos necesarios para conseguir una dosis suficiente puede ser mayor (por ejemplo, 12 procedimientos en un estudio) (Moog, 1998). Esto limita la utilidad de la recogida de hemaféresis de HP durante el estado fijo.



Finalmente, los efectos de la movilización por quimioterapia y citocinas son independientes uno de otro. Eso significa que combinando ambos regímenes de movilización, puede recogerse un mayor número de HPC que utilizando solo uno de los regímenes. Además de esos regímenes de movilización, los HPC también se movilizan por el proceso de recogida en si. Estudios de la cinética de los HPC durante los procedimientos de hemaféresis han demostrado que se recuperan más cantidad de HPC de lo que sería esperable basándose exclusivamente en el número de células presentes en la sangre periférica. Esto significa que durante el procedimiento, a medida que se extraen HPC, se añaden HPC adicionales liberados de la médula (Smolowicz, 1999).



Tabla 32-3 Comparación de diferentes regímenes de movilización



Régimen



Día a p r o x i m a d o en que se alcanza el pico en la concentración d e HPC



Incremento d e HPC s o b r e el e s t a d o fijo



Quimioterapia



D i a 1 4 después d e c o m p l e t a r la q u i m i o t e r a p i a



D e 5 a x15



Citocinas (G-CSF y GM-CSF)



Día 5 después de i n i c i a r la terapia c o n citocinas



60x



Quimioterapia y citocinas



D i a 5 después d e i n i c i a r la terapia con citocinas



x 1.000



H P C » célula p r o g e n i l o r a hematopoyética. G-CSF = factor di' estimulación de c o l o n i a s de granulocitos: G M - C S F = l a c t o i de estimulación de colonias de oranulocitos /macrólagos. D a l o s p r o c e d e n t e s d e Gillespie ( 1 9 9 6 ) .



CAPÍTULO 3 2 Tabla 32-4



F a c t o r e s q u e i n f l u y e n n e g a t i v a m e n t e en la movilización



Edad' Presencia de implicación de la médula Terapia radiactiva previa



Número de c i c l o s de q u i m i o t e r a p i a ' N o es importante en la movilización por quimioterapia C u a n d o so utiliza solo G-CSF. los donnntos/pacientes m a s jóvenes movilizan meior q u e los m a s viejos Datos p r o c e d e n t e s de Bonsinger ( 1 9 9 5 ) y M o o g ( 1 9 9 8 )



Desgraciadamente, a pesar de los intentos en optimizar los regímenes de movilización, no en todos los pacientes se recoge una dosis suficiente de HPC de la sangre periférica para trasplante. Los factores que se han comprobado que afectan negativamente a la recogida de HPC se ofrecen en la Tabla 32-4. Algunos autores han averiguado que el nUmero de células CD34+ en la médula ósea es un indicador de la habilidad que el paciente tiene para movilizar y podría ayudar a decidir si el paciente tiene que someterse a hemaféresis o a recogida de médula ósea (Passos-Coelho, 1995a). Mientras que la movilización aumenta el número de HPC presentes en la sangre periférica, ésta también puede tener efectos perjudiciales en el donante y en el producto HPC. Tal como se ha alirmado anteriormente y tal como se abordó en la sección acerca de cuestiones sobre el donante en la recogida de granulocitos, el empleo de G-CSF se a s o c i a a efectos colaterales mínimos a corto plazo de la misma manera que se desconocen los efectos colaterales a largo plazo. En el contexto del cultivo autólogo, estos electos e inquietudes son relativamente irrelevantes teniendo en cuenta los riesgos que afrontan los pacientes con su enfermedad. Ademas, el uso de estos agentes en este contexto acelera la recuperación de leucocitos después de la quimioterapia, siendo un efecto beneficioso. En el contexto de la donación alogénica. se debe explicar al donante la incertidumbre de los riesgos a largo plazo de la movilización de citocina al tramitar el consentimiento. Asi mismo, el retraso en la recuperación de plaquetas observado Iras tratamiento con G-CSF y la recogida de granulocitos, también se detecla en el cultivo de HPC (Gillespie, 1996; Stroncek. 1996a). En donantes autólogos, esto combinado con la supresión de médula debido a una reciente quimioterapia puede conllevar la necesidad de una transfusión de plaquetas. La movilización se asocia incluso con un incremento en el riesgo de trombosis del catéter (Lee. 1995b) Por último, además de la movilización de HPC. algunos autores también han detectado que los regímenes descritos anteriormente movilizan las células tumorals en la sangre periférica (Brugger. 1994; Gazitt, 1996), pero no todos (Passos-Coelho. 1995b). El estudio de Brugger y cois, demostró la movilización de células tumorales del día 1 al 7 después del comienzo de quimioterapia en pacientes sin afectación de la médula ósea y del día 9 al 16 en aquellos con afectación (Brugger, 1994). La movilización de células tumorales en estos últimos pacientes sucedió al mismo liempo que la recogida de HPC. Análogamente, Gazzit y cois, hallaron que la movilización en células de plasma en pacientes de mieloma múltiple ocurría más larde, del día 5 al 6, que las células madre, del día 1 al 3 (Gazitt. 1996). Las diferencias de movilización de células tumorales con respecto a las HPC ha llevado a muchos a sugerir que las recogidas simples al inicio de la movilización pueden ser mejores que las recogidas múltiples. Esto deberia inducir a pensar que aunque existe contaminación tumoral, el efecto de esta contaminación en una recaída es dudoso.
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este último indicador. Dreger y col. demostraron un pico en el CFU-GM uno o dos días después de que el recuento de WBC alcanzara lOOOO/pl (Dreger. 1993). Al iniciar la recogida en este momento se evitaba perder el pico postenor del CFU-GM. Otro método ampliamente utilizado es el recuento de células C D 3 4 - en serie por citometria del flujo, que puede usarse para detectar un aumento en las células CD34+ y activar el cultivo de HPC. Los niveles de activación descritos en la bibliografía deberían revisarse con precaución debido a la actual falta de estandarización en el cálculo de células CD34+ (Lee, 1995b). Los centros de forma individual deben determinar sus propios cnterios de activación. Una vez tomada la decisión de iniciar la recogida, hay un número de aspectos del procedimiento que pueden ser modificados que influirán en la calidad del producto. En primer lugar, el instrumento utilizado para obtener los HPC determina las características del producto. Hay un número de instrumentos disponibles, y los dos más comúnmente empleados son el CS3000 Plus (Baxter Healthcare Co„ Round Lake, IL) y el COBE Speclra (GAMBRO, BCT Inc.. Lakewood, CO). La comparación directa de esos instrumentos ha demostrado que no hay diferencias en cuanto a su eficacia para recoger células CD34+ (Stroncek. 1997b). Se ha comprobado que el producto producido por el COBE Spectra contiene más neutrófilos. Esto podría ser un hallazgo significativo si el producto HPC va a ser modificado como con las células T reducidas (Stroncek, 1997b). Otra variable a considerar es el porcentaje de flujo de sangre total durante el procedimiento. Parece que un porcentaje de flujo mayor originaria un mayor volumen procesado y un posterior mayor número de HPC extraído. Éste parece ser el caso con el COBE Spectra (Un, 1995). Con el CS3000. no obstante, el incremento en los porcentajes de flujo se asociaron a un efecto perjudicial de la disminución del contenido de células mononucleares del producto asi como con el efecto beneficioso de la reducción en el recuento de células (Lin. 1995). Esto puede haber resultado de un tiempo dentro del campo de centrifugado insuficiente para permitir una centrifugación adecuada con un llujo alto. Mientras el porcentaje de flujo de sangre total pueda afectar negativamente a la eficacia de la recogida, el aumento de la cantidad de sangre procesada para aumentar la producción de HPC es absolutamente válido. La recogida habitual de HPC implica aproximadamente el procesado de 1,5 a 3 volúmenes de sangre por procedimiento (Lee, 1995b). Alternativamente, un gran volumen de leucoaféresis (LVL) conlleva el procesamiento de más de 5 volúmenes o de más de 15 I (Reik, 1997). Los beneficios de eslos procedimientos incluyen la recogida de grandes cantidades de HPC por procedimiento, con el resultado de la necesidad de menos procedimientos, así como de una movilización mayor de HPC durante el procedimiento (Lee. 1995b: Moog. 1998). Además de estas ventajas, también se ha observado una producción mejor de HPC en pacientes que movilizaban mal (Smolowicz, 1997). Las desventajas del LVL es que requiere un mayor tiempo para completar el procedimiento y tiene una incidencia incrementada de reacciones de citralo (véase el argumento al final del capítulo) (Moog, 1998). En los procedimientos de leucoaléresis estándar, la complicación más habitual es la trombosis de los catéteres centrales (Goldberg. 1995). Pero en LVL, las reacciones de citralo predominan y ocurren en el 3 3 % de las donaciones (Lin, 1995). Esto se debe a la gran cantidad de citrato anticoagulante que se infunde. Algunos autores han tratado de minimizar esto añadiendo heparina al anticoagulante durante el procedimiento (Reik. 1997).



Plaquetoaféresis terapéutica Trombocitosis



Células



progenituras



hematopoyéticas:



procedimiento de recogida Una de las primeras cuestiones a tener en cuenta al realizar una recogida de HPC. es cuando iniciar esta. Existe un número de criterios a utilizar para determinar cuando iniciar la terapia. Los criterios que se han usado incluyen mielocitosis y el aumento de los niveles de monocilos (Lee. 1995b). la duplicación del recuento del WBC total obtenido en 24 horas (Lee, 1995b). el momento en el que se produce el primer aumento en el recuento de plaquetas Gillespie, 1996), el día 14 después de iniciar la quimioterapia (Gillespie, 1996) y un recuento de WBC de 10.000'pl (Dreger, 1993). Como consideración a



La trombocitosis se define como un incremento de la cantidad de plaquetas presentes en la sangre. Esto varia desde incrementos moderados hasta incrementos en el recuento de plaquetas superiores a 1.000.000/pl. En estos últimos pacientes aumenta la preocupación. La trombocitosis puede ser el resultado de múltiples causas patológicas (Tabla 32-5). Estos procesos pueden ser primarios o secundarios (reactivo), siendo estos últimos la mayoría (82%) en un estudio de pacientes con un recuento de plaquetas supenor a 1.000.000/pl (Buss. 1994). La importancia de aquellos pacientes con un recuento de plaquetas tan alio es que las complicaciones pueden surgir debido a una cantidad extrema de plaquetas presentes.
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Tabla 32-5 Enfermedades asociadas a la Irombocilosis Primarla



Trombocitemia esencial M e t a p l a s i a agnogénica m i e l o i d e Policitemia vera L e u c e m i a crónica m i e l o i d e



Secundaria (Reactiva)



Esplecnectomia Hemorragia a g u d a Deficiencia de hierro E n f e r m e d a d e s inflamatorias crónicas N e o p l a s i a s sólidas Efecto r e b o t e después de la mielosupresión



Dalos p r o c e d e m o s d e B u s s ( 1 9 9 4 )



Estas complicaciones incluyen complicaciones trombóticas y hemorrágicas. Las complicaciones hemorrágicas consisten fundamentalmente en sangrado mucocutáneo (Schafer, 1996). Las complicaciones trombóticas incluyen trombosis microvasculares, como eritromelagia, y trombosis macrovasculares, como el infarto de miocardio. En los casos de trombosis macrovascular, predomina la trombosis arterial: los lugares más frecuentes incluyen las circulaciones arteriales coronarias, cerebrovascular y la vascular periférica (Schafer. 1996). Estas complicaciones raramente suceden en casos de trombocitosis secundaria (4%). pero son relativamente comunes en las causas pnmarias (56%) (Buss, 1994). Los factores de riesgo que se han encontrado asociados con esas complicaciones en la trombocitosis primaria, se muestran en la Tabla 32-6. Debido a la importancia que tienen esas complicaciones, los estudios se han centrado en tratar de reducir los recuentos elevados de plaquetas. Los tratamientos incluyen agentes de quimioterapia alquilantes, radiofósforo ( " T ) e hidroxiurea, así como otros medicamentos como el interferón-u y anagrelida (Schafer, 1996). Se ha detectado que lodos estos agentes son eficaces en la reducción del recuento de plaquetas durante días o semanas, pero también tienen significativos efectos colaterales, como leucemogénesis con agentes alquilantes, ^P e hidroxiurea. Por lo tanto, y debido al bajo nesgo de complicaciones en pacientes con trastornos secundarios, no se realizan estos procesos para reducir la cantidad de plaquetas en este contexto y se trata el trastorno subyacente (Buss. 1994). En los trastornos primarios, sin embargo, la decisión es más difícil y controvertida. No obstante, aunque el paciente esté sintomático por la cantidad elevada de plaquetas, muchos autores no recomiendan el tratamiento. Esto es, en parle, debido a los estudios que no han demostrado una evidencia convincente de que, reduciendo la cantidad de plaquetas, se prevengan las complicaciones (Schafer, 1984) del mismo modo que la cantidad de plaquetas no se correlaciona con el riesgo de trombosis (Tefferi. 1994)



Indicaciones de plaquetoaféresis terapéutica El papel de la hemaféresis en el tratamiento de la trombocitosis consiste en actuar cuando el paciente esté sintomático y estabilizar su cuadro médico antes de descender la cantidad de plaquetas. Como se ha manifestado anteriormente, la cantidad de plaquetas no se asocia con el riesgo de trombosis, incluso cuando la cantidad es mayor de 1.000.000/ul (Buss, 1994; Schaler, 1984; Schafer. 1996; Tefferi, 1994). Consecuentemente, la plaquetoaféresis debería emplearse para tratar aquellos que están sintomáticos debido a la elevada cantidad de plaquetas. Adicionalmente. la pla-



quetoaféresis puede utilizarse en el contexto preoperatívo para reducir la cantidad de plaquetas y para prevenir un posible sangrado, y en el tratamiento de las embarazadas (Isbister. 1997). El beneficio de la plaquetoaféresis en este último grupo de pacientes de nuevo es cuestionable, ya que no existe correlación entre la cantidad de plaquetas y el resultado del embarazo (Schafer, 1996). Aunque la hemaféresis está asociada a la terapia y no es una modalidad de tratamiento primario, Barón y col. advirtieron que la aféresis parecía aumentar la sensibilidad de los pacientes a la terapia con busulfán (Barón, 1993). Mientras que esto producía una mayor respuesta de plaquetas, también advirtieron de un mayor peligro de pancitopenia (Barón. 1993). Los procedimientos de plaquetoaféresis en este contexto pueden realizarse con cualquier instrumento que pueda recoger plaquetas de donantes Normalmente, el objetivo es procesar de 1 a 1.5 volúmenes de sangre (Barón. 1993) o hacerlo durante un tiempo de unas tres horas (Burgstaler. 1994). En un estudio que compara la capacidad de los sistemas de aléresis para reducir la cantidad de plaquetas, Burgstaler y Pineda comprobaron que procesando durante tres horas, se producía una reducción del 4 3 % de la cantidad de plaquetas si se usaba el COBE Spectra (Burgstaler, 1994). Como no hay un nivel definido para la trombosis, no hay un objetivo definido para la reducción de plaquetas. Los síntomas del paciente deberían tratarse teniendo como finalidad la mejoría/resolución.



Leucoaféresis terapéutica Hiperleucocitosis La hiperleucocitosis consiste en un aumento extremo de la cantidad de WBC. Las causas de estos aumentos incluyen enfermedades malignas y no malignas, siendo las primeras las que producen cantidades más altas. La cantidad extremadamente alta de WBC aumenta la viscosidad, y conlleva cambios en el flujo sanguíneo en la microvasculatura. Los leucocitos, en especial los granulocitos. son más rígidos que los glóbulos rojos (Isbister, 1997). Esto significa que con una cantidad muy alta de WBC puede producirse una oclusión de la microvasculatura, produciendo leucoestasia e isquemia. Esto puede generar síndromes como leucoestasia del sistema nervioso central (SNC), caracterizada por un déficit neurológico, y leucoestasia pulmonar, caracterizada por una pobre oxigenación y dolor torácico (Isbister, 1997). Además de estos, otro problema potencial derivado de una cantidad marcadamente alta de WBC es el síndrome de lisis tumoral (Isbister, 1997). Esto ocurre durante el inicio de la quimioterapia y surge por la liberación de productos de células tumorales colapsadas produciendo daño renal y/o iniciando la coagulación intravascular diseminada. Los índices de mortalidad más altos ocurren durante la primera semana de terapia en pacientes con una cantidad de WBC mayor que 100.000/pl (Dutcher. 1987). Dichas muertes fueron asociadas con una cantidad significativamente más grande de hemorragias de SNC que las que ocurrieron con cantidades de leucocitos menores de 50.000/pl (Dutcher. 1987). Análogamente, la presencia de leucoestasia pulmonar también se asocia a una mortalidad precoz (Lester, 1985). En un estudio, la media de supervivencia de los pacientes con leucoestasia pulmonar fue de 0,2 meses en relación con 15,4 en los que padecían leucoestasia SNC y 10,8 meses en los paciente que no tenían (Lester. 1985). Como en la trombocitosis, el tratamiento definitivo para esas cantidades elevadas de WBC es tratar la enlermedad subyacente, en este caso la leucemia.



Indicaciones para la leucoaféresis terapéutica Tabla 32-6 Factores asociados con complicaciones en la trombosis primarla Trombosis



E d a d creciente Evento trombótico p r e v i o Duración mayor de la t r o m b o c i t e m i a



Hemorragia



Número de t r o m b o c i t o s > 2.000.000/u.l Ingesta d e AINE



AINE = antiinllamalonos no esteroideos Dalos d e C o r l e l a z z o (1990)



C o m o en la plaquetoaféresis terapéutica, el papel de la leucoaféresis en la hiperleucocitosis es reducir la cantidad de glóbulos blancos con el fin de mitigar los síntomas y/o prevenir el síndrome de lisis tumoral. Como se reseñó anteriormente, el indicio del tratamiento de un paciente es la presencia de síntomas de leucoestasia. Adicionalmente. la leucoaféresis puede emplearse para tratar a las embarazadas con el propósito de prolongar el embarazo hasta que el niño nazca y la madre empiece la quimioterapia. De nuevo, la hemaféresis representa un complemento a la terapia, no una modalidad de tratamiento primario. La terapia definitiva es la quimioterapia,



CAPÍTULO 32



•



que debería empezar al mismo tiempo o poco después de iniciarse la hemaféresis. Dicho esto, se deberían indicar dos cosas. Aunque la hemaféresis puede invertir o disminuir los síntomas de leucoestasia en algunos pacientes, no se ha hallado correlación entre el grado de leucorreducción, ni como valor absoluto ni como porcentaje, y la supervivencia (Porcu, 1997). La leucoaféresis se ha asociado, no obstante, con niveles más altos de remisión (Cuttner. 1983). Los procedimientos de leucoaféresis en este contexto comparlen similitudes con las recogidas de granulocitos descritas previamente. El HES puede ser usado para resaltar la separación de los componentes celulares durante la centrifugación, obteniendo así una extracción más eficaz de leucocitos. Esto es especialmente importante cuando las células son granulocitos más maduros, como se ha apreciado en la fase crónica de leucemia mieloide crónica (LfvlC). El volumen de sangre total procesado es. generalmente, de 8 a 101 o dos volúmenes de sangre (McLeod, 1993). Con esta estrategia, se han descrito reducciones en la cantidad de WBC del 50% al 85% (Burgstaler. 1994; Steeper. 1985). Como en la plaquetoaféresis terapéutica, no existe un objetivo definido en la reducción de WBC siendo la finalidad la mejoría/resolución de los síntomas del paciente.



Eritroaféresis terapéutica La eritroaféresis terapéutica, o intercambio de hematíes (RCE), es una forma de citaféresis que extrae los hematíes del paciente y los sustituye con hematíes alogénicos. Esta forma de hemaféresis ocasionalmente se ha utilizado para tratar la hiperparasitemia en la malaria (Lercari, 1992; Rouvier. 1988) y otras infecciones parasitarias de los hematíes (Evenson. 1998), pero se utiliza sobre todo en el tratamiento de la anemia drepanocítica.



Anemia



drepanocítica



La anemia drepanocítica o anemia de células falciformes es una alteración autosómica recesiva que aparece en 1 de 200 a 500 recién nacidos afroamericanos (Wayne, 1993) y también se ve en los pueblos subsaharianos, de África occidental, en los países árabes, en la cuenca mediterránea y en la India (Davies, 1997). Ésta se produce debido a una mutación que sustituye una valina por una glutamina en la posición 6 de la cadena |}-globma de la hemoglobina que produce hemoglobina S (Davies. 1997). Este cambio reduce la solubilidad de la hemoglobina que cuando se desoxigena forma cristales que alteran la forma de los hematíes y dañan su membrana. La repetición de estos episodios provocan lesiones irreversibles produciendo células falciformes. Incluso sin tendencia falciforme, los hematíes en la drepanocitosis son anormalmente "pegajosos". La combinación de "pegamiento" y tendencia falciforme provoca la oclusión de los pequeños vasos, daños endoteliales y trombosis (Davies, 1997; Wayne, 1993). La anemia hemolitica crónica y las crisis, episodios de enfermedad aguda, caracterizan a la anemia de células falciformes. La crisis es más frecuente debido a la oclusión vascular e infarto; e incluye crisis dolorosa. crisis apláslca. crisis de secuestro esplénico. crisis hemolitica. accidentes cerebrovasculares. síndrome de dolor torácico agudo y priapismo. Éstos se tratan corrigiendo los factores que acentúan la falciformidad, concretamente deshidratación, hipoxia, acidosis por la hidratación, alcalinización y necesidad de oxigeno complementario (Davies, 1997; Wayne. 1993). Además, las crisis dolorosas también se tratan con la administración de analgésicos. Estas crisis también pueden tratarse mediante transfusión de RBC. La transfusión de hematíes en la anemia de células falciformes puede dividirse en tres categorías: transfusión aguda simple, transfusión crónica simple e intercambio de hematíes. La transfusión aguda simple consiste en la transfusión de hematíes para aumentar la capacidad del transporte de oxigeno y está indicada para el tratamiento de la anemia sintomática, crisis de secuestro esplénico, crisis aplásica, pérdidas de sangre, hemolisis acelerada y en la preparación preoperatoria (Wayne, 19093). La transfusión crónica simple consiste en transfusiones regulares de hematíes para intentar suprimir la producción endógena de hematíes y asi mantener el porcentaje de hematíes que contienen hemoglobina S por debajo del 30%. Esta forma de terapia está indicada en la afección cerebrovascular y para debilitar los síntomas de oclusión
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vascular. Además puede utilizarse para tratar la enfermedad de células lalciformes complicada por una afección pulmonar, afección cardíaca y embarazo de alto nesgo. Finalmente, se ha utilizado en la preparación preoperatoria (Wayne, 1993). El RCE en la anemia de células falciformes se emplea para extraer la hemoglobina S que contiene RBC y reemplazarlos con hematíes normales. El objetivo de RCE es dejar al paciente con un hematocrito cercano al 30% y con un hematocrito de células falciformes. el porcentaje de células que contienen hemoglobina S, menor del 30% (Davies. 1997: Wayne, 1993). Para hacer todo esto, la fracción restante de hematíes (FCR) debe calcularse basándose en el porcentaje actual de hemoglobina S y el porcentaje de hemoglobina S deseado. Esto se puede calcular con la Ecuación 32-5. Si el hematocrito va a aumentar por el procedimiento, el FRC ajustado debe calcularse de acuerdo con la Ecuación 32-6 (CobeSpectra red blood cel exchange mservice student workbook. 1997).



% de FCR deseado =



Hemoglobina S deseada 2



Hemoglobina S actual



% de FRC ajustado = % de FCR deseado x Hematocnto actual Hematocrito deseado



,„ x•1100 00



(32-5)



(32-6)



x100



Éstos se introducen en el instrumento de la hemaféresis junio con otros valores para determinar el volumen de RBC necesario para realizar el procedimiento. Los beneficios del RCE sobre las otras estrategias de transfusión incluyen la habilidad de decrecer la cantidad de hemoglobina S sin el incremento del hematocrito y como resultado, la viscosidad que puede favorecer el empeoramiento de la enfermedad, el uso de menos hematíes para conseguir el mismo porcentaje de hemoglobina S, y menos contribución a la sobrecarga de hierro que ocurre en los pacientes traslundidos de forma crónica (American Sociely lor Apheresis Clinical Applications Committee. 2000). El síndrome torácico agudo es una crisis caracterizada por síntomas respiratorios, dolor torácico y abdominal con infiltrados torácicos en la radiografía de tórax y un examen torácico anormal. Se considera que este dolor debido a la fractura costal o embolismo graso desencadena una hipoventilación. y produce atelectasias. Esto a su vez causa hipoxia, provocando la oclusión de pequeños vasos en el pulmón y posiblemente trombosis de las arterias pulmonares (Davies, 1997). Esto ocurre en un 20% a 50% de pacientes con células falciformes y tiene un Índice de mortalidad del 2% al 14%. Los episodios repelidos pueden provocar una enfermedad pulmonar crónica (Wayne. 1993). El RCE se utiliza para retirar las células con hemoglobinas y se ha asociado a una marcada mejoría en pacientes (Wayne, 1993). El priapismo es una erección continua dolorosa debido a la oclusión de los vasos en los cuerpos cavernosos por células falciformes. Esto se asocia con la deshidratación y acidosis. Se trata con aporte de oxigeno, hidratación y analgésicos (Wayne. 1993). Si la erección se prolonga más de 6 horas, se considera como priapismo fulminante y puede requerir de una intervención quirúrgica o RCE Un porcentaje significativo de estos pacientes sufrirán de impotencia si no se trata (Davies, 1997). Mientras que se ha determinado que el RCE es efectivo en el tratamiento de priapismo, no está carente de riesgos. Se ha definido un sindrome de sucesos neurológicos llamado síndrome A S P E N (asociación de enfermedades de células falciformes. priapismo, transfusiones y eventos neurológicos) que ocurre en algunos pacientes tratados con RCE. Este consiste en eventos neurológicos que van desde cefalea y crisis a obnubilación que requieren de ventilación asistida. Se cree que el síndrome se debe a la disminución del flujo de sangre al cerebro desde una abrupta elevación en los hematocritos, asi como la liberación de las sustancias vaso-activas por la detumescencia del pene Los tratamientos intensivos se han asociado con una recuperación neurológica completa (Siegel, 1993). Los pacientes que sufren pnapismo sometidos a RCE deberían ser monitorizados para los síntomas del síndrome ASPEN.
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Las alteraciones y crisis que indican el RCE en los pacientes con células falciformes incluyen accidentes cerebro-vasculares, oclusión de la arteria retiniana, insuficiencia hepática y choque séptico. El RCE también se ha utilizado para disminuir el porcentaje de hemoglobina S al inicio de una translusión crónica simple, para prevenir drepanocitos por contraste durante los angiogramas cerebrales, y para preparación para la cirugía (Wayne, 1993). Debe indicarse que un estudio ha demostrado la ausencia de beneficio del RCE frente al régimen controlado de trasfusiones diseñado para aumentar la hemoglobina a 10g/dl y prevenir complicaciones de la cirugía (Vichinsky. 1995).



Tabla 3 2 - 7



Enfermedades en las que se ha indicado que la fotoaféresis es eficaz



Neoplasia



L i n f o m a cutáneo de células T ( L C C T )



E n f e r m e d a d injerto contra huésped ( G V H D )



Mucocutáneo G V H D Hepático G V H D



R e c h a z o d e l órgano



Corazón Riñon Pulmón



Enfermedades auloinmunes



L u p u s e r i t e m a t o s o sistémico Artritis reumaloide Dermatomiosiris juvenil Pénfigo vulgar Epidermolisis ampollosa adquirida



E n f e r m e d a d e s infecciosas



Artritis crónica de Lyme Complejo relacionado con sida (ARC)



Otras e n f e r m e d a d e s



Dermatitis alópica severa Soriasis



Fotoaféresis La fotoaféresis, también llamada totoquimioterapia extracorpórea (ECP), es una forma de leucoaféresis. En este procedimiento, se recogen por hemaféresis un pequeño porcentaje de W B C del paciente. Estas células se han sensibilizado in vivo al administrar por vía oral 8-metoxipsoraleno (8MOP) o por instilación de esta medicación dentro de la bolsa de recogida. Entonces estas células se exponen a irradiación con rayos ultravioleta (UVA). Después, se reinfunden las células al paciente (Zic. 1999). Entonces se produce una inmunomodulación, donde las células T de los pacientes mantienen una respuesta inmune a las células T patógenas (Van Iperen, 1997),



^ Dalos de van



El mecanismo de la fotoaféresis no se conoce completamente, pero se sabe que la fotoaféresis induce una respuesta de células T CD8+ a clones de células T del paciente (Stevens, 1999). Se piensa que esto se debe a que al exponerse a rayos UVA. 8-MOP reacciona con los componentes celulares, ligados de forma irreversible al A D N , proteínas y lípidos. Esto provoca un incremento en el número de moléculas HLA clase I presentes en las células expuestas de la misma manera que induce la apoptosis en algunas de las células expuestas. Llamativamente, esta apoptosis ocurre al exponer los llnfocitos pero no los monocitos. Otro efecto de este procedimiento es que la exposición de los monocitos a temperaturas subfisiológicas provoca la estabilización de las moléculas vacías HLA clase I sobre la superficie de las células que presentan antígeno. El resultado de estos cambios es que estas moléculas de las células T clonadas aparecen ahora en las moléculas HLA clase I, ya sean las de las células T que eslén dañadas o las de las células con antígenos presentes que tienen procesados los antígenos desde las células T apoptóticas. Con la infusión del producto de leucoaféresis expuesto a rayos UVA, estas células con antigeno pueden activar las células T citotóxicas. provocando una respuesta inmune a los clones anormales de las células T (Zic, 1999). Los efectos ventajosos del procedimiento no conllevan a la citotoxicidad del 8-MOP y rayos UVA sobre células anormales o células lumorales, ya que sólo el 1 0 % al 15% del total de linfocitos se cultiva y menos del 5% de las células T de linfoma cutáneo se tratan (Christensen, 1991).



Técnica de la fotoaféresis



Indicaciones de la fotoaféresis Las enfermedades que han mostrado una respuesta favorable a la fotoaféresis se enumeran en la Tabla 32-7. La primera enfermedad tratada con fotoaféresis fue el linfoma cutáneo de células T (LCCT). En 1987. Edelson y cois., publicaron respuestas en el 6 4 % de los 37 pacientes con LCCT tratados con fotoaféresis. Posteriormente, en 1988, el uso de fotoaféresis en el tratamiento de LCCT fue aprobado por la FDA (Zic, 1999). Los análisis combinados de siete ensayos norteamericanos sobre el uso de fotoaféresis en LCCT ha demostrado una respuesta objetiva en el 5 4 % de los pacientes, y un 19% de pacientes con remisión completa (Zic, 1999). La mediana del tiempo de desaparición total de las lesiones cutáneas en estos pacientes es de 11 meses, con pacientes que muestran una respuesta precoz (desaparición total en 6 a 8 meses) y mantienen dicha respuesta (Zic, 1999). La fotoaféresis también se ha asociado con supervivencias prolongadas desde el momento del diagnóstico (>60 meses entre pacientes tratados con fotoaféresis frente a 31 meses) (Christensen, 1991).
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El papel de la fotoaféresis en el resto de las alteraciones mostradas en la Tabla 32-7 no se ha estudiado tanto como la LCCT. En la enfermedad injerto contra huésped (GVHD). la fotoaféresis ha producido una mejora en las manifestaciones cutáneas y en las manifestaciones mucosas en algunos estudios. También se ha publicado una mejoría de los síntomas hepáticos y el uso de fotoaféresis ha permitido la reducción de la inmunosupresión entre estos pacientes (Zic, 1999). Se han detectado resultados similares con el rechazo de órganos sólidos y enfermedades auloinmunes, con la fotoaféresis produciendo una mejoría en los síntomas y hallazgos en biopsias permitiendo una reducción de la inmunosupresión (Zic. 1999).



El procedimiento de la fotoaféresis se realiza usando el UVAR II o el reciente UVAR XTS (Therakos, Inc., Exton, PA, una filial de Johnson & Johnson, New Brunswick. NJ). Se debe administrar al paciente 8-MOP vía oral una o dos horas antes del procedimiento, o alternativamente instilarse 8-MOP dentro de la bolsa colectora (vióe infra). Después de la punción, se recogen 125 mi de toda la sangre en una centrífuga Latham pediátrica donde se separan los componentes. La capa leucocitaria se retiene en la bolsa recolectora y los componentes de sangre sobrantes se reintroducen al paciente. Como ésta es una centrífuga intermitente, se realizan seis ciclos de recogida de toda la sangre para obtener un total de 300 mi de plasma y 240 mi de capa de leucocitos. Después del primer ciclo, la capa de leucocitos y el plasma se combinan y bombean a una cámara de foto-activación. Ésta consta de placas de acrílico transparente y entre ellas se forma un tortuoso canal. Adyacente a la placa hay una fuente de luz UVA que irradia el 8-MOP de la capa de leucocitos. El tiempo total de recogida del producto de leucoaféresis es 1,5 a 2,5 horas. Al final del último ciclo, la capa de leucocitos se fotoactiva unas 1,5 horas más. Durante este tiempo, se puede desconectar al paciente del dispositivo permitiendo que se mueva libremente. Después de completar la fotoactivación, se reinfunde la capa de leucocitos (Zic. 1999). Un ciclo típico de fotoaféresis consiste en dos tratamientos en días consecutivos cada cuatro semanas (Christensen, 1991). Después de la mejoría de la enfermedad, se puede prolongar el inlervalo entre los procedimientos y suspender la fotoaféresis. Un aspecto importante de este procedimiento es la separación limpia de toda la sangre dentro del plasma y la capa de leucocitos. El producto puede permitir la transmisión de rayos UVA para fotoactivar el 8-MOP. La presencia de grandes cantidades de RBC dentro del producto de leucoaféresis puede reflejar o absorber la irradiación con UVA. produciendo un fracaso en la fotoactivación del producto. Como resultado, el hematocrito del producto de la leucoaféresis puede ser menor del 7% (Zic. 1999). Análogamente, es impor-
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lante a su vez que no exista un exceso de plasma. El exceso de plasma puede diluir el WBC, provocando un menor paso de cada célula a lo largo de la placa de fotoactivación (Zic, 1999). La clave del éxito de la fotoaféresis es la obtención de los niveles adecuados de 8-MOP dentro de la bolsa de tratamiento. La dosificación estándar del 8-MOP oral es de 0,6 mg/kg (Zic, 1999). Desafortunadamente, el 8-MOP oral muestra una variación Ínter e intraindividual en cuanto a la absorción y metabolismo hepático (Knobler. 1993). El ideal de la dosis de 8-MOP sin bolsa de tratamiento es de 60 a 100 ng/ml (Knobler. 1993). Desgraciadamente, estos niveles no se consiguen en todos los pacientes debido a esta variabilidad. Análogamente, los efectos secundarios que limitan la eficacia del procedimiento son dependientes de la dosis y se deben al 8-MOP. Estos efectos secundarios incluyen náuseas, vómitos, vértigo, eritema cutáneo y edema facial (Knobler, 1993). Una alternativa para la administración de 8-MOP se ha desarrollado a partir de una fórmula hidrosoluble que puede administrarse directamente dentro de la bolsa recolectora y al inicio del procedimiento. Esto provoca una dosis de 8-MOP administrada al paciente más baja, de solo 135 pg de la dosis terapéutica. Esto representa un 0,2% al 0,4% de una dosis estándar y los niveles de 8-MOP son indetectables cuando se determinan después de la reinfusión de la capa de leucocitos tratada con estas dosis (Knobler, 1993). El resultado de esta pequeña dosis es que no se observan los efectos secundarios y que la concentración terapéutica de 8-MOP se realiza en la bolsa de tratamiento (Knobler, 1993). La FDA ha aprobado recientemente la formula líquida de 8MOP para su uso con el sistema UVAR II. Se espera que en poco tiempo apruebe el uso de 8-MOP líquido con el sistema UVAR XTS. Además de los efectos secundarios descritos anteriormente, los pacientes que ingieren 8-MOP también son sensibles a los rayos solares, y deben evitar la exposición al sol (Knobler, 1993). Finalmente otra posible complicación de la fotoaféresis podría ser una mutagénesis a partir del A D N dañado por la fotoactivación del 8-MOP. En teoría esto podria provocar la reinfusión de células con ADN dañado capaces aún de división celular. Entonces estas células podrían derivar en neoplasias hematológicas. Mientras que no existan evidencias que apoyen esta cuestión, este procedimiento todavía tiene un riesgo teórico (Van Iperen. 1997).
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gidos para los donantes de sangre; los donantes que donan más de cada cuatro semanas se clasifican como "frecuentes" y deben cumplir lo descrito en el Código Federal de Regulaciones (CFR) (Standards Committee ofthe American Association oíBlood Banks. 1999). Estos requerimientos son similares en muchos sentidos a los de donaciones de sangre completa, con diferencias en las aplazadas por malaria y por enfermedades debidas a transfusiones (CFR. 1998). Además, el CFR también requiere que los donantes habituales de plasma tengan una proteina de suero total de al menos 6,0 g/dl y que esta prueba, así como una electroloresis proteica de suero o una inmunodifusión cuantitativa, se realice cada 4 meses (CFR. 1998). El CFR limita el volumen de toda la sangre procesada en una donación, entre 48 horas, y entre una semana.



Cuestiones sobre el donante de plasma Los riesgos de un donante de plasmaféresis son aquellos comunes a cualquier procedimiento de hemaféresis. Además, hay inquietud por la posible reducción de las inmunoglobulinas o la reducción de los factores de coagulación más rápida que la reposición de los mismos, especialmente en donantes frecuentes. Los estudios de donantes a largo plazo (Wasi, 1991), asi como los donantes que realizan donaciones frecuentes (Ciszewski. 1993) no han mostrado estos efectos.



Plasmaféresis terapéutica Eficacia de la extracción El objetivo de la plasmaféresis terapéutica, mejor conocida como intercambio de plasma, es retirar la sustancia patológica presente dentro del plasma del paciente extrayendo el plasma del paciente y reemplazándolo con un liquido sustitutivo. La extracción no es específica; esto es. que se extraen todas las sustancias dentro del plasma, incluyendo las sustancias normales. La extracción de una sustancia puede valorarse mediante la Ecuación 32-7 (Derksen, 1984). Wy„ = e'
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Donde Y = la concentración final de la sustancia, Y = la concentración inicial de la sustancia y x es el número total de veces que se intercambia el volumen del plasma del paciente. Este modelo supone que el compartimiento Intravascular está cerrado y que no existe intercambio entre los compartimientos intra y extravascular. Según esta ecuación, el 3 0 % de la cantidad de una sustancia quedará dentro del plasma del paciente después de un intercambio del volumen de plasma y un 1 0 % permanece después del intercambio de dos volúmenes de plasma. A medida que se intercambien más volúmenes de plasma, se extraerá una porción fija de la sustancia restante de manera que cada vez se extraerá una cantidad más pequeña. Como resultado, el insignificante beneficio de extraer el volumen de plasma adicional disminuye después de 1,5 a 2 volúmenes de plasma. Como resultado, el procedimiento de intercambio de plasma terapéutico busca intercambiar de 1 a 1,5 volúmenes de plasma. 0



Plasmaféresis de donante Productos de plasma Se recogen dos tipos de productos de plasma en el donante de plasmaféresis, plasma fresco refrigerado y fuente de plasma. La fuente de plasma es plasma que posteriormente se utiliza para fabricar productos derivados, como albúmina, inmunoglobulina, concentrados de factores de coagulación y reactivos de laboratorio. El plasma fresco refrigerado (FFP) es el componente líquido de loda la sangre que se ha relrigerado dentro de las 6 a 8 horas después de la recogida. El beneficio de la recogida de FFP por plasmaféresis es que de un solo donante se pueden recolectar 600 mi a 700 mi de plasma que luego puede ser dividido en unidades separadas equivalentes FFP derivado de la sangre total de las donaciones, o el volumen completo puede ser refrigerado como un "plasma jumbo". Estas grandes unidades tienen el beneficio de limitar la exposición del donante en pacientes que requieren grandes volúmenes de FFP, como el intercambio de plasma en la púrpura trombocitopénica trombótica (TTP) (wde infra). Un beneficio adicional es que el gran volumen de recogida puede maximizar la producción de productos frecuentes o escasos como el FFP de tipo AB o deficiente en IgA.



Selección del donante de plasma El criterio para plasmaféresis varía según la frecuencia de la donación. Aquellos donantes que hacen donaciones con una frecuencia menor de cada 4 semanas se clasifican como infrecuentes y deben cumplir los requisitos exi-



El modelo anteriormente descrito supone que no existe intercambio entre los compartimientos intravasculares y extravasculares durante el procedimiento. Este supuesto no es válido para todas las sustancias y, como resultado, la cantidad extraída, asi como la concentración en plasma al final del procedimiento pueden no corresponder con lo previsto. Por ejemplo, la IgM está localizada en su mayoría dentro del espacio intravascular (76%) con un paso al espacio extravascular carente de importancia (Derksen, 1984a). Como resultado, durante el procedimiento de plasmaféresis la ecuación podrá pronosticar exactamente la extracción del IgM. La IgA. sin embargo, se distribuye uniformemente entre el espacio intravascular y extravascular y puede moverse entre los dos compartimientos. Duranle el intercambio de plasma, como la concentración de IgA dentro del espacio intravascular desciende, el IgA dentro del espacio extravascular sigue su gradiente de concentración y se mueve dentro del espacio intravascular.
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HEMATOLOGÍA, C O A G U L A C I Ó N Y MEDICINA TRANSFUSIONAL



El resultado de esto es que después del procedimiento, la concentración de IgA en plasma no es tan baja como se preveía y se podría llegar a pensar que el procedimiento no es tan eficiente como se esperaba (Derksen, 1994a). Si se observa la cantidad de sustancia extraída determinando la IgA dentro de la bolsa recolectora. podría verse que la cantidad total de IgA extraída fue mayor de lo previsto y que el procedimiento fue más eficaz de lo esperado. No sólo se extrae IgA del compartimiento intravascular sino que también se extrae del compartimiento exlravascular (Derksen, 1984). Se ha identificado cuatro modelos de extracción en intercambio de plasma mediante albúmina al 5% como liquido sustitutivo (Orlm. 1980). En el primer modelo, con fibrinógeno y C 3 , la concentración decrece más de lo esperado; esto se debe probablemente a la combinación de la extracción y uso de estos factores durante el procedimiento de hemaféresis. En el segundo modelo, con colesterol. IgM y la fosfatasa alcalina, se predice un cambio en la concentración. Estas son sustancias limitadas al espacio intravascular o con pequeño intercambio entre los compartimientos. En el tercer modelo, con lactato dehidrogenasa (LD) y creatina-cinasa (CK), la concentración es menor de lo previsto debido al movimiento de estas sustancias dentro de los compartimientos. Finalmente, en el cuarto modelo, las concentraciones son mucho mayores de lo previsto o no cambian en absoluto y se debe al rápido equilibrio. Este modelo se observa con moléculas inorgánicas y orgánicas c o m o potasio, bicarbonato y glucosa (Orlin. 1980). El modelo de la extracción de inmunoglobulinas durante el intercambio de plasma depende de si se habla de una inmunoglobulina normal o una paraproteína. Se ha indicado que la extracción de IgG normal viene prevista por la ecuación aportada anteriormente, esto es, ésta se comporta como si luese completamente intravascular (Chopek, 1980; Orlin, 1980). Otros, sin embargo, han obtenido comportamientos similares de una sustancia equilibrada entre los dos compartimentos (Derksen, 1984). En el caso de las paraproteínas, la extracción de inmunoglobulinas puede parecer que sea la mitad de lo esperado cuando se observan las concentraciones de plasma (Chopek, 1980). Esta diferencia se atribuye a la expansión del volumen del plasma de los pacientes debido a la presencia de paraproteinas (Chopek. 1980). Además del electo de la extracción de la sustancia desde el plasma, la distribución entre los compartimientos intravascular y extravascular y la capacidad de moverse entre estos compartimientos puede también influir en la elevación de los niveles de plasma de las sustancias que aparecen después del intercambio de plasma. La concentración de las sustancias que se propagan rápidamente y tienen un gran componente extravascular se elevará rápidamente. El aumento de aquellas sustancias predominantemente intravasculares dependerá de la tasa de la síntesis de la sustancia. Muchas sustancias vuelven a los niveles normales en 48 a 72 horas. Las excepciones a esto incluyen fibrinógeno, complemento e inmunoglobulinas, donde la media de recuperación a las 48 horas fue del 6 5 % , 6 5 % y 44% de los valores iniciales, respectivamente (Orlin. 1980). El colesterol también muestra una lenta recuperación con un 6 7 % a 7 2 % de los valores previos a la aféresis que se alcanzan una semana después de la hemaléresis (Orlin. 1980). Para la mayoría de las sustancias extraídas por intercambio de plasma, la tasa de síntesis no aumentó después del procedimiento (Derksen, 1984a). Con algunas sustancias, especialmente las inmunoglobulinas. se han observado rebotes, esto es, el incremento en la concentración después del procedimiento es mayor al observado inícialmente (Dau, 1995; Derksen, 1984a). Esto puede originarse por la extracción de las sustancias inhibitorias por el procedimiento o por la eliminación de la retroacción negativa de la célula responsable. Como resultado de esto, se propone el tratamiento concurrente con agentes citotóxicos durante el procedimiento para prevenir el rebote (Dau, 1995). Además, el intercambio de plasma puede aumentar la eficacia de estos agentes al suprimir las células inmunes autorreactivas por el incremento de su actividad metabólica haciéndolos más sensibles a dichos agentes (Dau, 1995). Otro punto asociado a esto es que el intercambio de plasma disminuirá transitoriamente el nivel de sustancias patológicas a menos que se inicie una terapia adicional para detener su producción. Esto significa que en la mayoría de los casos el intercambio de plasma debería ser considerado como un complemento a otras terapias.



Sustitución de líquidos En la plasmaféresis terapéutica, se extraen de 1 a 2 volúmenes de plasma y por lo tanto deben reemplazarse por otro líquido. Existen disponibles un número de líquidos sustitutivos. y cada uno de estos tienen ventajas y desventajas. Los líquidos sustitutivos utilizados en el intercambio de plasma incluyen albúmina al 5%. FFP criosobrenadante de plasma (plasma criopobre), solución salina y HES. La albúmina en una concentración de 5% es el líquido de reposición más ampliamente usado. Es un liquido hiperoncótico para la mayoría de los pacientes y por lo tanto producirá un flujo neto del líquido en el espacio extravascular. Esto puede provocar una anemia dilucional moderada (Chopek. 1980) La ventaja principal de la albúmina al 5% es que no Iransmile enfermedades virales. Las desventajas, sin embargo, son su elevado coste y. en años recientes, que se ha administrado poco por su retirada por parte de la FDA. Raras veces se han publicado con la albúmina reacción hipotensora por la activación de la precalicreina (Alving, 1978) y reacciones febriles debido a pirógenos (Pool, 1995). La práctica convencional es el uso de una solución de albúmina al 5% para el 6 0 % a 7 0 % del volumen a sustituir. El volumen remanente se reemplaza por un cristaloide usado para cebar el utensilio, asi como cristaloide del anticoagulante. El FFP se usa como líquido de reemplazo primario en el tratamiento del PTT (véase más adelante la explicación sobre enfermedades) y puede utilizarse también para prevenir la coagulopatia dilucional observada en intercambios de plasma repetidos. El FFP puede también utilizarse en el tratamiento de la deficiencia importante del lactor XI en un paciente con sangrado por este defecto que va a someterse a un procedimiento quirúrgico. Como no existe disponible un concentrado de Factor XI y la cantidad de FFP que se necesita infundir para alcanzar niveles terapéuticos podría causar una sobrecarga del volumen, el intercambio de FFP inmediatamente previo al procedimiento quirúrgico puede facilitar la hemostasia. Las ventajas del FFP es que es relativamente económico y facilita las concentraciones fisiológicas de los factores de coagulación. Las desventajas son el peligro de transmisión de enfermedades virales transmitidas por transfusión, reacciones transfusionales como reacciones febriles y de urticaria, la necesidad de tener un producto ABO-compatible, y el aumento en la frecuencia de reacciones al citralo (véase argumento al final del capitulo). Esta última desventaja surge porque los pacientes son infundidos no solo con anticoagulante de curatos sino también con el citrato contenido dentro del FFP. Cuando se utiliza para tratar la PTT. el 60% al 70% del volumen sustituido será FFP y el resto solución salina como antes. Cuando se usa para prevenir la coagulopatia, se pueden administrar dos unidades de FFP al final del procedimiento, siendo la mayoría del volumen sustituido albúmina al 5%. El plasma criopobre también se utiliza en el tratamiento de la PTT. específicamente en aquellos que no reaccionan al intercambio de plasma con FFP. Las ventajas y desventajas del plasma criopobre son iguales a las del FFP excepto que el plasma criopobre no proporciona concentraciones fisiológicas de todos los factores de coagulación, carece de fibrinógeno y factor VIII. La mayoría de los procedimientos de intercambio de plasma utilizan la solución salina (30% a 40%), pues se utiliza como medio y también para elaborar la solución anticoagulante. El uso de solución salina para grandes volúmenes es problemático porque es un cristaloide y no coloide y puede redistribuirse dentro del espacio extravascular produciendo hipotensión y edema después del procedimiento. Las ventajas de la solución salina son su bajo coste y que no conlleva riesgos de transmisión de enfermedades. La opción final es el uso de líquido coloidal sintético como el HES. El HES es un derivado de fécula de plantas y consiste en grandes moléculas de fécula que pueden añadirse a la solución salina para generar una solución coloidal. Se han descrito intercambios de plasma que usan HES como liquido de sustitución (Burgstaler, 1990; Rock. 1997). Los beneficios del HES son su bajo coste y que no transmite enfermedades. Una desventaja es que un pequeño porcentaje de individuos presentarán una reacción alérgica al HES (véase argumento al final del capítulo). También, hetastarch, un HES de alto peso molecular, tiene una vida media de 25,5 horas, así que cantidades significativas pueden durar después procedimientos repelidos de intercambio
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de plasma, provocando una expansión del volumen y alteraciones en el tiempo parcial de la tromboplastlna, proteínas totales, albúmina, hematocrito y fibrinógeno (Rock, 1997). Estos cambios son menos frecuentes con pentastarch, un HES de bajo peso molecular con una vida media corta. Finalmente, el HES se ha asociado también a cambios en la hemostasia (Rock, 1997). El HES sin embargo, es una solución de reposición alternativa para aquellos con reacciones a la albúmina o al FFP (Burgstaler. 1990) y puede utilizarse en pacientes que requieran un intercambio de plasma cuyas creencias religiosas impidan el uso de líquidos sustitutivos derivados de la sangre.



Preocupaciones en cuanto al paciente. Como se citó anteriormente, el intercambio de plasma es un método no selectivo de retirada de sustancias del plasma y, como resultado, muchas de las preocupaciones sobre los pacientes sometidos al intercambio de plasma surgen de la extracción de sustancias sin propósito como fármacos y factores de coagulación. A pesar de que la plasmaféresis ha sido una modalidad de tratamiento para muchas enfermedades durante 30 años, se tiene muy poca información sobre los efectos de los fármacos. Teóricamente, los medicamentos ricos en proteínas o fijados a lipidos pueden ser eficazmenle extraídos por plasmaféresis. Como se argumenta anteriormente, el volumen de distribución también influye en la extracción de un medicamento. Por ejemplo, un fármaco muy unido a proteínas que está limitado casi al compartimiento intravascular puede ser fácilmente extraído, mientras que un medicamento muy unido a proteínas que se encuentra distribuido por todo el organismo o poco unido a proteínas no podrá extraerse eficazmente. El efecto de la plasmaféresis en las concentraciones de los medicamentos puede determinarse calculando la vida media del medicamento durante el intercambio de plasma (Sketris, 1986). Estos cálculos podrían utilizarse entonces para determinar la dosis adicional necesaria que podría necesitarse para intercambios posteriores de plasma. Esto no se ha hecho con muchos medicamentos. Las medicaciones que se han estudiado incluyen digoxina, digitoxina, prednisona, prednisolona, tobramicina, propranolol, fenitoina, ácido valproico, fenobarbital, ciclosporina A, ceftriaxona y ceftazidima (Kale-Pradhan, 1997). El resultado de estos estudios ha demostrado una mínima disminución en los niveles de los medicamentos. Por lo tanto, no es necesario un Incremento o suplemento de las dosis de estos medicamentos. Son excepciones los antibióticos con glicosida y la fenitoina, donde el suplemento podría necesario (Kale-Pradhan. 1997). Con el último, es necesaria la monitorización de la fenitoina no unida para determinar la cantidad de suplemento, pues las concentraciones totales conducirán a una sobreestimación (Kale-Pradhan. 1997). Mansur y cois, notificaron una refijación de los niveles en plasma de fenitoina 30 minutos después del intercambio de plasma y de nuevo a niveles previos a la aféresis a los 120 minutos.
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plasma. Estos déficit vuelven a la normalidad a las 24 horas después del intercambio de plasma excepto los factores VIII, IX y la actividad del cofactor de ristocetina, que vuelven a la normalidad a las 4 horas (Flaum, 1979). Estas anormalidades se asociaron a un alargamiento del tiempo parcial de tromboplastina, tiempo de protrombina y el tiempo de trombina. Se pensó que este último era debido a la presencia de heparina residual utilizada como anlicoagulante durante el procedimiento (Flaum. 1979). Orlin y Berkman notaron reducciones en los niveles de fibrinógeno al 2 5 % de los niveles previos a la aféresis. Los niveles de fibrinógeno alcanzaron el 6 6 % de los niveles previos a la aféresis a las 72 horas (Orlin, 1980). Estos estudios indican que existe riesgo de sangrado en pacientes hemostáticamente alterados, después de la plasmaféresis. Éste es el caso especialmente de pacientes sometidos a una serie de procedimientos en días consecutivos donde no existe un tiempo suficiente de recuperación de los niveles hemostáticos. Como resultado, en pacientes de riesgo, como aquellos sometidos o que se van a someter en breve a procedimientos quirúrgicos o blopsias próximas a intercambios de plasma podrían requerir FFP como parte de sus líquidos sustitutivos. Esto debería administrarse al final del procedimiento para evitar su extracción.



Procedimientos para extracción selectiva de los componentes del plasma Como se detecta en este tema, la plasmaféresis en un procedimiento no selectivo en cuanto a lo que se extrae. Además, como se extrae volumen de plasma, se debería administrar liquido suslitutivo con sus posteriores riesgos y costes inherentes al liquido. Por esto, se han desarrollado un número de procedimientos para extraer selectivamente los componentes del plasma, permitiendo el reingreso al paciente de un plasma limpio". Los beneficios de estos procedimientos son que se evita la depleción de la mayoría de los componentes normales del plasma, y también la necesidad de líquidos sustitutivos. Los inconvenientes de estos procedimientos son más caros para realizarlos que un intercambio de plasma. Los procedimientos de extracción selectiva implican con más frecuencia un paso inicial de separación donde los elementos celulares de la sangre total se separan del plasma. Entonces, se perfunde el plasma a través del dispositivo de extracción selectiva, que extrae la sustancia de interés por métodos químicos, físicos o inmunológicos. El plasma entonces se recoge y reinfunde. Entonces se regenera el dispositivo, es decir, la sustancia fijada se extrae para liberar las zonas de unión, y se trata el plasma adicional. El tratamiento puede realizarse en linea (esto es. el plasma se perfunde continuamente a través de dispositivos de extracción selectiva y se remezcla con los elementos celulares) o fuera de línea (esto es, la unidad de plasma se recolecta, luego toda la unidad entera se trata y después se transfunde). Los diferentes procedimientos selectivos se tratan a continuación.



Como resultado de esto, podrían verse signos de la toxicidad de la fenitoina a pesar de un incremento en los niveles totales de fenitoina en el organismo (Mansur, 1995). Otra forma posible donde la plasmaféresis y los fármacos pueden interactuar es a través de la extracción de enzimas necesarias para el metabolismo y la extracción de proteínas para el transporte. Las colinesterasas plasmáticas se retiran durante la plasmaféresis y, como resultado, en estos pacientes, los agentes bloqueantes neuromusculares como la succinilcolina pueden tener un efecto prolongado (Wood. 1978). Estos agentes deberían evitarse de inmediato después del intercambio de plasma. Desde un punto de vista práctico, como el intercambio de plasma puede retirar una porción de la dosis de medicamentos, los medicamentos que se administran una vez diariamente deberían posponerse si es posible hasta después del procedimiento. Los medicamentos que se administran más a menudo deberían programarse para no administrarse directamente antes de la plasmaféresis. Después del intercambio de plasma con albúmina al 5% como liquido sustilutivo, se ha observado disminución en los niveles y de la actividad de los factores de coagulación (Flaum. 1979; Orlin, 1980), así como también alteraciones de las pruebas coagulación (Flaum, 1979). Flaum y col. demostraron una disminución significativa en los niveles de los factores V, VII, VIII, IX, X y la actividad del cofactor de ristocetina, después de! intercambio de



COLUMNAS DE PROTEÍNAS ESTAFILOCOCICAS A La proteína estafilocócica A es un componente de la pared de las bacterias que puede aglutinar moléculas IgG de una manera no inmunológica. Éste aglutina fuertemente lgG1. lgG2 e lgG4 pero aglutina de forma variable lgG3, IgM e IgA. Existen disponibles dos tipos de columnas de proteínas de estafilococo A, la columna de proteína estafilocócica-agarosa y la columna de proteína A-sílica estafilocócica. En ambas, se retira el plasma del paciente y se perfunde a través de las columnas inmovilizando las inmunoglobulinas. Se elimina la fijación de las inmunoglobulinas mediante la perfusión de las columnas con una disolución del líquido, lo que regenera las columnas. Entonces la columna ya puede tratar el resto del plasma. Cuando se realiza el procedimiento en línea, se utilizan las dos columnas. La primera columna se inunda y se perfunde con plasma hasta que esté saturada. Luego el flujo del plasma se dirige a la segunda columna mientras la primera se regenera. Este proceso se repite hasta que se haya tratado el volumen de plasma deseado (Vamvakas, 1997). El mecanismo de acción de la columna de proteínas estafilocócica A-agarosa se cree que se debe a la unión de las inmunoglobulinas al extraerse (Vamvakas, 1997). El mecanismo de acción de las columnas de proteína
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A-silica estafilocócíca es más complejo. Además de la extracción de la inmunoglobulina libre, la columna de proteína A-silica estatilocócica también extrae inmunocomplejos circulantes. La cantidad total de inmunoglobulinas y de complejos extraídos, sin embargo, puede ser muy pequeña y podría no explicar la eficacia del procedimiento. Se cree que a diferencia de la simple extracción de sustancias, el tratamiento con la columna de proteina A-sílica estafilocócíca produce una inmunomodulación que permite que el sistema inmune responda al trastorno subyacente. Se cree que está mediado por tres posibles mecanismos. Primero, parece que la presencia de pequeños inmunocomplejos induce la inmunosupresión, pues los complejos no pueden ser retirados por el sistema retículo-endotelial (RES) y se produce un exceso del antígeno en relación con el anticuerpo. Retirando éstos, se disminuye el exceso de antigeno-anticuerpo, con lo que se elimina la inmunosupresión. Segundo, cuando la IgG se une a la columna de proteina estatilocócica A, se fija el complemento. La producción de fragmentos del complemento en la columna que después se infunden en el paciente, puede activar el sistema inmune. Finalmente, la proteína estafilocócíca Asilica es una célula T y B mitógena. La proteina extraída desde la columna durante el tratamiento puede provocar la proliferación de células T y B (Vamvakas, 1997). Las enfermedades que se han tratado con la columna de proteína estafilocócíca A-agarosa incluyen la siguientes: extracción de aloanlicuerpos a antigenos HLA en pacientes en espera de trasplantes renales, la extracción de anticuerpos e inmunocomplejos en pacientes con glomerulonefritis rápidamente progresiva, y la extracción de ambos, alo y autoanticuerpos en pacientes con inhibidores del (actor VIII y IX (Vamvakas, 1997). La columna de proteina estafilocócíca A-silica está aprobada por la FDA para el tratamiento de púrpura trombocitopémca inmune (PTI) en pacientes con recuento de plaquetas menores a 100.000/ml (Vamvakas, 1997). Además, las columnas de proteína estafilocócíca A-sílica se han usado para el tratamiento de la refractariedad de plaquetas por aloinmunización, PTI asociada a virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), PTT asociada a quimioterapia. PTT refractaria y neoplasias sólidas (Vamvakas. 1997). Recientemente, la columna de proteina estafilocócíca A-sílica recibió la aprobación de la FDA para el uso en casos graves de artritis reumatoide refractaria a tratamiento convencional (Felson, 1999). El uso de la columna de proteínas A estafilocócíca se ha asociado con un número de efectos secundarios. Los tipos de efectos secundarios y gravedad varían de acuerdo a la columna utilizada. Los efectos secundarios asociados con la columna de proteínas A estafilocócica incluyen dolor musculoesquelético, náuseas, vómitos e hipotensión. Estos efectos se han visto con el 2 6 % al 3 0 % de los procedimientos y de un 3 7 % al 60% de los pacientes (Huestis, 1996). Los efectos secundarios con la columna de proteínas de estafilococo A-silica incluyen fiebre y escalofrios. náuseas, vómito, dolor, hipotensión, disnea, reacciones alérgicas, cefalea, hipertensión y taquicardia. Las publicaciones indican que las reacciones se producen en el 3 4 % de los procedimientos y el 7 0 % de los pacientes (Huestis, 1996). Se considera que estas reacciones se deben a vanos mecanismos. Como se menciona anteriormente, la unión de IgG a la proteína estafilocócica A lija el complemento, y muchas de estas reacciones se podrían explicar por la intusión de fragmentos del complemento activado como el C5a. Otras posibles causas podrían ser la contaminación de la columna y la infusión posterior de endotoxina asi c o m o también la lixiviación de la proteína de estafilococo A (Huestis. 1996). La mayoría de las reacciones son moderadas y ocurren una hora después del tratamiento y duran una o dos horas. Se han descrito reacciones graves, incluyendo la muerte, con la columna de proteina de estafilococo A-sílica. Los cuatro modelos predominantes de reacciones graves con esta columna incluyen analilaxia. vasculitis. trombosis de los grandes vasos y el deterioro de la enfermedad (Huestis. 1996).



EXTRACCIÓN SELECTIVA DE LIPOPROTEINAS DE BAJA DENSIDAD El intercambio de plasma o la extracción selectiva de lipoproteinas de baja densidad (LDL) también se llama aféresis de LDL. y está indicado en el tratamiento de hipercolesterolemia familiar en homocigotos. así como



también en heterocigolos que no reaccionan a terapia con medicamentos (Thompson. 1995). Este trastorno origina una mayor rapidez de la aterosclerosis por la incapacidad del hígado de limpiar el colesterol LDL de la sangre. Se han publicado los criterios para la selección de pacientes que se someten a cualquiera de estas opciones de tratamiento (Gordon, 1994). Se ha publicado la comparación de la esperanza de vida de los pacientes tratados con estas técnicas, así como los parientes que no han sido (talados (Thompson, 1995); se han publicado series (Kamanabroo. 1988) y también casos (Leren, 1993) de pacientes tratados. Se han observado reducciones significativas en el colesterol, mejoras de los xantomas. desaparición de las anomalías electrocardiográficas (ECG). regresión de lesiones de arterias coronarias, mejora en la tolerancia al ejercicio y la prolongación en la media de vida (Kamanabroo, 1988; Leren, 1993; Thompson, 1985). Existen un número de métodos disponibles para la extracción selectiva de LDL. El pnmer método es secundario o plasmaféresis de doble filtración. El LDL es uno de los grandes componentes del plasma y se pueden construir filtros para permitir su extracción. En la filtración secundaria, el plasma se separa de la sangre total por centrifugación, filtración o ambas. El plasma se pasa a través de un segundo filtro con poros de tamaño demasiado pequeño como para permitir el paso del LDL, El resultado de la Miración del plasma contiene un 8 3 % de albúmina, 6 8 % del IgG y 4 7 % de lipoproleina de colesterol de alta densidad (HDL) presente en el plasma original. El filtro, sin embargo, retiene el 9 4 % del colesterol LDL, 9 2 % de IgM y el 9 0 % de fibrinógeno. A diferencia del intercambio de plasma, la filtración secundaria produce una disminución similar en el colesterol LDL. pero causa una pequeña pérdida del colesterol HDL(Leitman. 1989). Un segundo método de aféresis del LDL consiste en la precipitación extracorpórea de lipoproteina de baja densidad inducida por heparina (HELP). En esta técnica, el plasma se separa por completo de la sangre, Entonces se añade heparina y acetato al plasma para precipitar el LDL. Entonces se extrae por filtración, absorbiendo la heparina desde el plasma y siendo el acetato extraído por diálisis. El plasma tratado entonces se combina con los elementos celulares y se devuelve al paciente (Vamvakas. 1997). Los resultados del tratamiento en un ensayo demostraron la reducción en el colesterol LDL en más del 3 0 % , con reducción en ei HDL y fibrinógeno del 15% y 58%. respectivamente (Lañe, 1993). Un tercer método de extracción es la absorción de sulfato de dextrina. En este método, se utilizan dos columnas de sulfato de dextrina para extraer continuamente el colesterol LDL. El plasma separado previamente se bombea a través de la primera columna y después se mezcla con los elementos celulares y se devuelve al paciente. Cuando la primera columna queda saturada, el flujo se alterna con la segunda columna mientras la primera se aclara con CINa 0,7 M para retirar el colesterol LDL. Después de esto, la columna se llena con heparina adquiriendo una salinidad normal y quedar listo para utilizarse de nuevo (Vamvakas, 1997). Los estudios que utilizan este sistema han demostrado un 5 3 % de reducción del colesterol con 1 volumen de intercambio de plasma (Thompson, 1995), así como también una reducción del 3 6 % en fibrinógeno y una pérdida del 5% de HDL (Schulzeck. 1992). El método final de la extracción de LDL es la inmunoabsorción. En este sistema, se utilizan dos columnas con agarosa covalentemenle ligadas a anticuerpos policlonales antihumanos de ovejas (LDL) Como anteriormente, se perfunde una columna con plasma y se regenera la segunda. En este caso, se utiliza un amortiguador de glicina/HCI para retirar el aglutinante del LDL. Un estudio sobre el uso de esta forma de aféresis del LDL demostró la habilidad de éste para mantener niveles de colesterol de 165 mg%, así como para incrementar el HDL (Ritcher, 1993). De los sistemas descritos anteriormente, sólo el sistema del sulfato de dextrina está actualmente aprobado por la FDA para su uso en EE.UU. Comparaciones de estos sistemas han mostrado reducciones similares en el colesterol LDL. Lp(a), fibrinógeno, HDL y otros componentes del plasma (Jovm, 1996: Matsuda, 1994), con menores reducciones en el HDL, fibrinógeno y otros componentes del plasma que los observados en el intercambio de plasma. Los sistemas han demostrado también tasas de reacciones similares, pero difieren en cuanto al coste y simplicidad de la operación. Esto significa que estos (actores deberían determinar qué sistema emplear (Matsuda. 1994).
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EXTRACCIÓN SELECTIVA DE ÁCIDOS BILIARES Los pacientes con colestasis pueden sufrir prurito grave e intratable que afecta al sueño, así c o m o también a otras actividades cotidianas. Habitualmente esto se trata con resinas fijadoras del ácido billar, cápsulas de carbón vegetal o fenobarbital. A pesar de esto, algunos pacientes no presentan respuesta. La perfusión de plasma a través de una columna que contenga gotas revestidas de cristales de carbón vegetal se ha asociado con la mejoría del prurito tras distintos procedimientos. Este procedimiento no está asociado a efectos secundarios, aunque algunos pacientes han experimentado reacciones alérgicas tratadas con premedicación de difenidramina (Pineda. 1984).



Indicaciones de la plasmaféresis terapéutica El intercambio de plasma terapéutico se ha utilizado para tratar una amplia variedad de afecciones, a menudo sin una clara base científica para obtener algún beneficio. De este modo, la plasmaféresis es análoga a las sangrías realizadas en el siglo XVIII, con las que a menudo se ha comparado. Como resultado, es difícil en algunos casos determinar en qué trastornos o enfermedades está realmente indicada la hemaféresis. Para ayudar en esta determinación, la Sociedad americana de la Aféresis (ASFA) y la Asociación Americana de Bancos de Sangre (AABB) han publicado unas listas, donde regularmente se actualizan y proporcionan las recomendaciones para el uso de la aféresis (American Association of Blood Banks Hemapheresis Committee. 1995; American Society for Apheresis Clinical Applications Committee. 2000). Ambas colocan a cada enfermedad/trastorno en una lista de cuatro categorías de la una a la cuatro. La categoría I indica que la aféresis está considerada una terapia estándar o inicial basándose en ensayos clínicos comparativos publicados. La categoría II indica que hay suficiente evidencia en la bibliografía para aconsejar el uso de la aféresis como terapia adyuvante de la enfermedad. La categoría III indica que no hay suficientes datos bibliográficos sobre la eficacia de la aféresis, pero que existen algunos estudios que han indicado que la aféresis puede ser beneficiosa como último recurso. Finalmente, la categoría IV incluye enfermedades y trastornos que no responden a la aféresis y para las que ésta no está indicada. En la Tabla 32-8 se enumeran la lista de enfermedades que han sido evaluadas por el AABB y ASFA. Si estos trastornos mencionados en la Tabla 32-8 deben incluirse es un tema que no se Irata en este capítulo. El lector interesado en esto deberá consultar tres fuentes, los libros de texto Apheresis: Principles and Practices (McLeod, 1997) y Guidelines lor Therapeutic Hemapheresis (American Association of Blood Banks Hemapheresis Committee. 1995), ambos publicados por la AABB. y el artículo de revista titulado "The Clinical Applications o( Therapeutic Apheresis" publicado por el ASFA (American Society for Apheresis Clinical Applications Committee, 2000). La Tabla 32-9 detalla una lista de trastornos donde está indicado el intercambio de plasma y de los que se realizará un breve repaso a continuación.



TRASTORNOS NEUROLÓGICOS Polineuropatía d e s m i e l i n i z a n t e i n f l a m a t o r i a a g u d a . El síndrome de Guillain-Barré (GBS) es un trastorno neurológico de origen inmune. Es el trastorno paralítico que se encuentra más frecuentemente (Ropper, 1992; The Guillain-Barré Syndrome Study Group. 1985). Éste afecta a los hombres más frecuentemente que a las mujeres y es más común a mayor edad (Hughes, 1993). El trastorno se caracteriza inicialmente por una debilidad en la extremidad inferior que progresa proximalmente para afectar al brazo, la cara y los músculos orofaringeos (Ropper, 1992). La pérdida sensorial es moderada pero puede incluir parestesias de los dedos de las manos y los pies. La progresión de la enfermedad se detiene a las tres semanas del inicio y entonces existe una mejoría después de un período variable de estabilidad (Ropper, 1992). Se cree que la fisiopatologia del GBS es una lesión debida a un anticuerpo que afecta a la mielina del nervio periférico seguida de una respuesta inflamatoria. Se han detectado en los pacientes anticuerpos que se unen al
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complemento contra la mielina periférica (Koski. 1985). Las titulaciones de estos anticuerpos se asocian al curso clínico de los pacientes (Koski. 1986) así como a la respuesta a la plasmaféresis y la recaída subsiguiente a la plasmaféresis (Vriesendrop, 1991). El tratamiento del GBS consiste en cuidados de soporte para proveer una adecuada nutrición, respiración artificial, y evitar infecciones y embolismo pulmonar (Ropper, 1992). La inmunogiobulina intravenosa (IVIG) también es beneficiosa en el tratamiento del GBS (Plasma Exchange/Sandoglobulin Guillain-Barré Syndrome Trial Group, 1997), pero los corticoides no lo son (Hughes. 1978) y pueden interferir la respuesta a la hematoaféresis (Mendell. 1985). El intercambio de plasma se asocia con una mejora en la discapacidad, grandes posibilidades de recuperar la función y un curso limitado (The Guillain-Barré Syndrome Study Group, 1985), Desgraciadamente, los pacientes que requieren ventilación asistida durante varios días antes del inicio de la plasmaféresis no se benefician del procedimiento. Sin embargo, se ha visto que dependen menos de la ventilación asistida (The GuillainBarré Syndrome Study Group, 1995), La plasmaféresis debería iniciarse dentro de los 14 dias del comienzo de los síntomas (Plasma Exchange/Sandoglobulin Guillain-Barré Syndrome Trial Group, 1997) y debería consistir en 5 a 6 procedimientos cada 8 a 13 días (Plasma Exchange/Sandoglobulin Guillain-Barré Syndrome Trial Group, 1997; The Guillain-Barré Syndrome Study Group, 1985). El líquido sustitutivo debería ser la albúmina. Los tratamientos deberían continuar al menos 10 a 14 días, ya que la interrupción de la plasmaféresis durante la lase activa del trastorno se caracteriza por una recaída (Ropper, 1988). El 10% de los pacientes pueden recaer a los 16 a 21 días después de la terapia (Ropper, 1988). Polineuropatía d e s m i e l i n i z a n t e i n f l a m a t o r i a crónica. La polineuropatía desmielinizante inflamatoria crónica (CIDP) es un trastorno neurológico, probablemente de origen autoinmune, caracterizado por una disfunción progresiva o reincidente motora y/o sensorial del nervio periférico que afecta a más de una extremidad y se desarrolla en dos meses (Cornblath, 1991), También están presentes la híporreflexia o arreflexia; en los estudios de la conducción del nervio se observa una desmielinización y la biopsia del nervio muestra una desmielinización y remielinización (Cornblath, 1991). Se deberían excluir otras causas de la polineuropatía, como son la exposición a toxinas. Existe una tendencia a afectar a los hombres con un pico de edad al inicio de la quinta y sexta década de la vida (Dyck. 1975). Los pacientes típicamente presentan disestesias quemantes, dolor muscular y dolor punzante así como también debilidad muscular distal (Dyck, 1975). La fisiopatologia se considera que se debe a la desmielinización y posterior degeneración del nervio causada por daño inmune de la mielina del nervio periférico. Las evidencias que confirman el mecanismo inmune incluyen la presencia de desmielinización en monos tras administrar inmunogiobulina obtenida del paciente (Heininger, 1984). degradación de la inmunogiobulina en la biopsia del nervio (Dalakas, 1980a), e IgG monoclonal en el liquido cefalorraquídeo (LCR) de algunos pacientes (Dalakas, 1980b). Algunos pacientes con CIDP responden a los corticoides. pero suelen presentar complicaciones de estos medicamentos debido a la necesidad de un tratamiento a largo plazo (Dyck, 1975). El IVIG también parece ser beneficioso (Van Doorn. 1990), especialmente en un selecto grupo de pacientes que muestran hallazgos específicos (Van Doorn, 1991). El primer estudio a doble ciego, cruzado, comparativo y con intervención l a l s a " (sham) del intercambio de plasma en CIDP demostró una mejoría en 5 de los 15 pacientes sometidos a dos procedimientos por semana durante tres semanas. El beneficio de la terapia desapareció gradualmente entre los 10 y 14 días de interrumpir la terapia (Dyck, 1986). Un estudio más reciente de varios procedimientos más (recuentes (cuatro la primera semana, tres la segunda, dos la tercera y uno la cuarta semana) demostraron una mejoría en un 80% de los pacientes, prácticamente apareciendo al tercer y sexto día del tratamiento (Hahn, 1996). Desafortunadamente, el 66% de los que respondieron recayeron al detener la terapia (Hahn, 1996). La comparación de la plasmaféresis y el IVIG ha demostrado similares respuestas rápidas en ambas modalidades de tratamiento (Dyck. 1994). La terapia habitualmente consiste en un curso intensivo inicial de cuatro a seis procedimientos en dos semanas y después uno a dos tra-



792 '-



SECCIÓN IV :



•



HEMATOLOGÍA, COAGULACIÓN Y MEDICINA TRANSFUSIONAL :



—i



:



'



T a b l a 3 2 - 8 Enfermedades tratadas mediante hemafóresis* Alteración



Trasplante de médula u órgano i n c o m p a l i b l e c o n el A B O E n f e r m e d a d inflamatoria a g u d a desmíelmizante d e l sistema nervioso central Polineuropatia inflamatoria a g u d a desmielimzante (Síndrome de Guillam-Barré) Síndrome de i n m u n o d e f i c i e n c i a a d q u i r i d a ( s i d a ) Esclerosis lateral amiotrólica E n f e r m e d a d del a n t i c u e r p o a n t i m e m b r a n a basal (Síndrome de G o o d p a s t u r e ) A n e m i a aplásica Quemadura con choque Polineuropatia inflamatoria crónica desmielinizante (CIDP) Inhibidores d e l factor de coagulación E n f e r m e d a d de la aglutinina fría Crioglobulinemia Crioglobulinemia c o n polineuropatia Linfoma cutáneo de células T Polineuropatia desmielimzante c o n i n m u n o g l o b u l i n a s IgG/lgA Sobredosis d e m e d i c a m e n t o s Síndrome de E a t o n - L a m b e r t Eritrocitosis/policitemia vera Hipercolesterolemía familiar Glomerulonefritis focal segmentaria Rechazo de trasplante cardíaco R e c o g i d a de células p r o g e n i t u r a s hematopoyéticas E n f e r m e d a d homolítica d e l recién n a c i d o (tratamiento a la m a d r e ) Reacción h e m o l i l i c a por transfusión Síndrome h e m o l i t i c o urémico ( H U S ) Insuficiencia hepática Hipereosinofilia Hiperviscosidad Púrpura Irombocitopénica idiopática (ITP) Míositis de c u e r p o s de inclusión Leucemia c o n luperleucocitosis Leucemia sin hiperleucocitosis Nefritis por lupus Malaria (hiperparasitemia) Esclerosis múltiple ( g l o b a l ) Esclerosis múltiple (recaída) Esclerosis múltiple ( p r o g r e s i v a ) Miastenia gravis Mieloma de riñon Mieloma múltiple c o n polineuropatia R e c h a z o en trasplante de órgano Síndrome paraneoplásico A l t e r a c i o n e s neuropsiquiátricas pediátricas a u t o i n m u n e s a s o c i a d a s c o n i n f e c c i o n e s estreptocóccicas ( P A N D A S ) Pénfigo vulgar E n f e r m e d a d de depósitos de ácido titánico ( E n f e r m e d a d d e Refsum) Refracción de p l a q u e t a s d e b i d o a los a l o a n h c u e r p o s Síndrome de P O E M S Polimiositis/dermatomiositis Polineuropatia c o n I g M Púrpura postransfusión (PTP) Esclerosis sistemática p r o g r e s i v a ( E s c l e r o d e r m i a ) Psoriasis Trombocitopenia i n d u c i d a p o r quinina/qumidina Glomerulonelritis rápidamente p r o g r e s i v a Encefalilis d e Rasmussen Enfermedad d e R a y n a u d Aplasia de glóbulos r o p s Rechazo de trasplante renal Transplanle renal para extraer a n t i c u e r p o s HLA antes del tratamiento Artritis roumatoide
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1



1



NC lll lll/IV l l/lll i lll/NC/NC NC NC II lll lll lll IV



1 ll/NC NC IV/IV NC 1 lll/lll/NC IV II II III NC III IV



Plasmaféresis Plasmaféresis/leucoaféresis/inmunoabsorción



lll NC/II/II



NC IV/I ll/NC



Continúa en la página siguiente •



\



C A P Í T U L O 32



Tabla 32-8



•



HEMAFÉRESIS



7 9 3



Enfermedades tratadas mediante hemaféresis* (Continuación) Alteración



Procedimiento de hemaféresis



Esquizofrenia A n e m i a d e células f a l c i l o r m e s A n e m i a d e células f a l c i f o r m e s ( t r a t a m i e n t o d e l a m a d r e embarazada) Síndrome d e l h o m b r e rígido Corea de Sydenham A m i i o i d o s i s sistémica L u p u s e r i l e m a t o s o sistémico ( S L E ) T r o m b o c i l o s i s (sintomática) Púrpura trombocitopénica Irombótica ( T T P ) Tormenta tiroidea 1 vasculitis Anemia hemolitica autommune caliente



Categoría ASFA



Categoría AABB



Plasmaféresis Eritroaféresis



NC i



IV I



Eritroaléresis Plasmaféresis Plasmaféresis Plasmaféresis Plasmaféresis Plaquetoféresis Plasmaféresis Plasmaféresis Plasmaféresis Plasmaféresis



NC III li IV II I I NC II III



III NC NC NC NC l



l III NC III



ASFA = S o c i e d a d A m e r i c a n a para la Aleresis. A A B B = Asociación A m e r i c a n a para B a n c o s de Sangre "Véase texto p a r a aclaración de las categorías ASFA y A A B B NC = No c a t e g o n z a d o D a l o s del A m e r i c a n Association ol Blood Banks H e m a p h e r e s i s C o m m i t t e e ( 1 9 9 5 ) y el A m e r i c a n Society for A p h e r e s i s Clinical Applications c o m m i t t e e (2000). M o d i f i c a d o de la Tabla 13-1 A p h e r e s i s Principies a n d Practico ( M c L e o d 1997).



tamientos por semana o a intervalos mayores según se tolere. La mejoría habitualmente se observa en una semana (Hahn, 1996) pero sólo dura dos semanas (Dyck, 1986); la albúmina al 5% se utiliza como el liquido sustitutivo. Miastenia gravis. La miastenia gravis (MG) es un trastorno autommune caracterizado por la debilidad de la musculatura voluntaria. Esto puede implicar sólo los músculos extraoculares o puede ser generalizada, comprometiendo los músculos apendiculares y del tronco. La presencia de debilidad en el músculo bulbar puede provocar la aspiración por debilidad del diafragma. Esto puede causar un compromiso respiratorio severo y era la principal causa de muerte en estos pacientes en el pasado. El trastorno puede asociarse con otros fenómenos autoinmunes y con anormalidades del timo incluyendo el timoma (Sanders, 1994). El trastorno se debe a autoanticuerpos dirigidos contra el receptor de acetilcolina en la placa motora. Estos autoanticuerpos evitan el normal funcionamiento del receptor por el aumento de producción, bloqueando la unión de acetilcolina y fijando el complemento con la degradación del receptor (Lindstrom. 1976: Maselli, 1994). El tratamiento de la miastenia gravis está orientado al incremento de la cantidad de acetilcolina en la placa motora mediante el uso de inhibidores de acetilcolinesterasa como la pindostigmina y la neostigmina, asi como también la disminución de producción de anticuerpos a través de medicamentos inmunosupresores como corticoides o azatioprina (Sanders, 1994). Además, el IVIG también se ha utilizado con efectos beneficiosos para tratar la MG y para producir efectos similares al intercambio de plasma (Gajdos, 1997).



A l t e r a c i o n e s neurológicas Polineuropalía d e s m i e l i n i z a n l e i n f l a m a t o r i a a g u d a ( A I D P ) Polineuropatía desmielínizante i n f l a m a t o r i a crónica ( C I D P ) Miastenia graves E n f e r m e d a d a g u d a desmielínizante d e l s i s t e m a n e r v i o s o c e n t r a l A l t e r a c i o n e s neuropsiquiátricas a u t o i n m u n e s pediátricas asociadas c o n infecciones e s t r e p t o c o c i a s (PANDAS) Corea de Sydenham A l t e r a c i o n e s hematológicas Púrpura p o s t r a n s f u s i o n a l I n h i b i d o r e s d e l f a c l o r d e coagulación Síndrome d e h i p e r v i s c o s i d a d Púrpura trombocitopénica trombótica A l t e r a c i o n e s metabólicas E n f e r m e d a d p o r depósilos d e ácido titánico ( e n f e r m e d a d d e Refsum) Hipercolesterolemia familiar Otras alleraciones E n f e r m e d a d d e l a n t i c u e r p o a n l i m e m b r a n a b a s a l (síndrome d e Goodpasture) Crioglobulinemia D a l o s d e Pineda (1994) v



Enfermedad desmielínizante aguda del sistema nervioso central. La esclerosis múltiple (EM) es una enfermedad probablemente de origen autoinmune (Rudick, 1997). Esta muestra un componente ambiental con un aumento en su repercusión a medida que aumentamos en latitud, con sujetos menores de 15 años de edad en zonas de bajo riesgo que emigran a áreas de alto riesgo y adoptan el riesgo de esa zona (Compston, 1997). La EM también muestra un componente genético, con un incremento en la incidencia en individuos que poseen HLA-DR2 (Hafler, 1995). Las características clásicas de la EM incluyen debilidad, paraparesia, deterioro visual, diplopia, agitación del globo ocular, disartria, temblores, ataxia, disfunción urinaria e inestabilidad emocional (Reder. 1983). La enfermedad puede dividirse dentro de tres modelos clínicos. El primero, remitente-recidivante se caracteriza por ataques agudos con retomo a la situación basal antes de la crisis. El segundo es primario progresivo, caracterizado por una pérdida gradual continua de la función neurológica desde la primera crisis Una forma de éste, progresivo secundario, puede ocurrir tarde en el curso del remitente-recidivante. El modelo final es progresivo recidivante, caracterizado por un declive progresivo con intensificación por crisis superpuestas. (Weinshenker. 1995).



Tabla 32-9 Cuadros donde se acepta la palsmaféresis



_ _ _ _ _



El intercambio de plasma se realiza para disminuir el nivel del receptor del anticuerpo de anti-acetilcolina, y también se ha publicado que se beneficia al 10% y 15% de los pacientes con síntomas de MG que no tienen un anticuerpo apreciable. Se recomiendan cursos intensivos de intercambio de plasma para aquellos pacientes con MG con enfermedad grave (alteración de la función respiratoria, deglución y locomoción) (Sanders. 1994). así como también en la preparación de pacientes para timectomía o una cirugía (Iwasaki. 1993). Esto puede consistir en 1 a 1.5 intercambios de volumen de plasma realizados diariamente en 5 a seis dias (Dau. 1977). Los pacientes con una enfermedad crónica estable que experimentan deterioros moderados pueden tratarse con cursos cortos de 2 a 3 intercambios de plasma (Antozzi. 1991), y algunos pacientes pueden incluso tratarse con 1 a 4 intercambios al mes (Dau, 1980a). El curso de la terapia debería ser individualizado según las necesidades del paciente. El líquido sustitutivo utilizado es la albúmina al 5%. La terapia inmunosupresora concurrente también se realiza para evitar el rebote del anticuerpo (Dau. 1977).



La fisiopatología de EM es la de una enfermedad inflamatoria donde los linfocitos y los monocitos destruyen la mielina en el SNC (Hafler, 1995). Las terapias para la esclerosis múltiple incluyen los corticoides (Rudick. 1997), azatioprina (Yudkin. 1991), IVIg (Fazekas. 1997), interferón-u (Rudick, 1997) y glatiramer (Johnson. 1995) para la EM remitente-recidivante. Las terapias para esclerosis múltiple progresiva incluyen metotrexato (Rudick. 1997). ciclosporina A (The Múltiple Sclerosis Study Group. 1990). irradiación nodal total (Cook. 1986) y ciclofosfamida (Hauser, 1983). 1



El papel de la hemaféresis en EM progresiva está poco claro, con estudios contradictorios. Un metaanálisis de cuatro estudios aleatorios y dos estudios
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observacionales encontró un beneficio estadísticamente significativo del intercambio de plasma en EM progresiva a los 12 meses de seguimiento con un 5 0 % de reducción en la probabilidad de que el paciente empeorara en al menos un grado en la escala de minusvalía de Kurtzke, así como también un aumento de las posibilidades de mejoría neurológica de los 6 a 12 meses después de la terapia (Vamvakas, 1995). Los autores recomiendan más investigación sobre el posible beneficio de la plasmaféresis en pacientes con esclerosis múltiple crónica progresiva (Vamvakas, 1995). El uso del intercambio de plasma en crisis agudas de EM también ha obtenido beneficios en algunos casos de estudios en serie o aleatorios (Dau. 1980b; Rodríguez, 1993; Weiner, 1989). Rodríguez publicó una serie de seis pacientes con crisis agudas fulminantes de esclerosis múltiple que no respondían a los esteroides (1993). La plasmaféresis fue comenzada en estos pacientes como último recurso de tratamiento para la paraplejia, hemiplejía o cuadriplejia, con una mejoría espectacular en la función motora en cuatro de los pacientes y de la función del lenguaje en dos pacientes a los 2 a 14 días después de iniciar la terapia. Los pacientes recibieron una terapia no inmunosupresora y la mejoría persistió por un término medio de 15 meses después del comienzo (Rodríguez. 1993). Debido a estos hallazgos, se realizaron unas pruebas aleatorias a doble ciego de intercambio de plasma frente a un intercambio de plasma simulado en 22 pacientes con desmielinización aguda fulminante del SNC (Weinshenker. 1999). Los pacientes fueron reclutados 14 días después de no obtener respuesta a un mínimo de 5 días con dosis altas de corticoides. Se randomizaron para tratamiento de plasmaféresis o tratamiento simulado cada dos días durante dos semanas. Éstos no recibieron terapia inmunosupresora y los pacientes y los médicos desconocían el procedimiento que se había administrado. Si no ocurría una mejoría al día 14 del tratamiento, el paciente pasaba a la otra terapia. Se obtuvieron mejorías moderadas a claras en el 4 2 , 1 % de los cursos de plasmaféresis frente al 5,9% de los procedimientos simulados. La mejoría fue precoz durante el tratamiento y fue continua durante el seguimiento. Cuatro pacientes experimentaron nuevos episodios de desmielinización a las seis semanas de la finalización (Weinshenker, 1999), Debido a la variación en los protocolos utilizados en la bibliografía, no se pueden realizar recomendaciones para un protocolo de intercambio de plasma óptimo. La mayoría de las series y estudios han utilizado albúmina al 5% como líquido sustitutlvo e intercambio de 1.5 volúmenes de plasma. La terapia ha sido a días aliemos durante dos semanas con un recambio de plasma semanal durante hasta seis semanas.



C o r e a de S y d e n h a m y t r a s t o r n o s neuropsiquiátricos pediátricos autoinmunes asociados a infecciones de estafilococos (PANDAS). La corea de Sydenham y PANDAS son trastornos neuropsiquiátricos en niños que se han asociado a antecedentes o concurrencias de infecciones por el estreptococo |i-hemolítico del grupo A (GABHS) (Swedo. 1994; 1998). Además, el desarrollo de infecciones posteriores por el GBHS en pacientes afectados se asocia con el empeoramiento de las enfermedades. La corea de Sydenham es la manifestación más importante de la fiebre reumática y su presencia es suficiente para hacer un diagnóstico inicial de la fiebre reumática. Consiste en debilidad de los músculos y la presencia de movimientos "de corea" descontrolados que desestabllizan los movimientos intencionales. Esto provoca un modo de andar descoordinado, con frecuentes vaivenes y caídas, así como disartrias importantes en el lenguaje (lenguaje de Sydenham). También están presentes, a menudo con anterioridad al trastorno de movilidad, síntomas psicológicos que incluyen la inestabilidad emocional, pesadillas, poca atención, pensamientos obsesivo-compulsivos y ansiedad de separación (Swedo, 1994). Se considera que la fisiopatología de la Corea de Sydenham es una inflamación de los ganglios básales debido al daño i n m u n e mediado por los anticuerpos dirigidos hacia GABHS con una reacción cruzada con las neuronas de los ganglios básales (Swedo, 1994). Los estudios en niños que sufren de Corea de Sydenham, fiebre reumática y una variedad de otros trastornos del movimiento han reconocido anticuerpos contra neuronas de los ganglios básales. Estos anticuerpos se ven absorbidos por los carbohidratos de las paredes de células de G A B H S (Husby, 1976). y se asocian a títulos elevados de anliestreptococos (Kiessling, 1993), y a la duración y gravedad del trastorno de movilidad (Husby, 1976).



PANDAS es un subconjunto de trastornos obsesivo-compulsivos (OCD) caracterizados por 1) presencia de OCD y/o un trastorno de tic, 2) comienzo en la adolescencia de los síntomas, 3) naturaleza episódica de los síntomas. 4) asociación con la infección GABHS (sea el c o m i e n z o o la intensificación), y 5) asociación de anomalías neurológicas (Swedo, 1988). Como con el Corea de Sydenham, este subconjunto de OCD se cree que se debe a la inflamación inmunomediada de los ganglios básales debido a anticuerpos c o n reacción cruzada al GABHS. Los estudios en pacientes con OCD han demostrado un menor volumen del núcleo caudado que en los controles, asi c o m o también la evidencia de anticuerpos antineuronales contra los ganglios básales (Kiessling. 1994; Singer. 1998). También otros estudios han mostrado que en pacientes con PANDAS existe un marcador de susceptibilidad a la fiebre reumática más común en estos niños que en los controles (Swedo, 1997). El tratamiento de Corea de Sydenham consiste en agentes bloqueantes de la dopamina (p. ej., haloperidol. divalproex y carbamacepina), que disminuyen la gravedad de los síntomas de movilidad (Swedo, 1994). Los OCD se tratan con inhibidores de la serotonina y también con agentes bloqueantes de la dopamina (Perlmutter, 1999). Los inhibidores de la serotonina son prácticos en el 7 5 % de los pacientes pero sólo se ve un alivio parcial de los síntomas psiquiátricos (Perlmutter. 1999). Como la fisiopatologia en ambos trastornos se considera que está mediada por anticuerpos, la plasmaféresis se ha utilizado para tratar ambos trastornos. Se ha obtenido una serie pequeña (Garvey, 1996) y un caso publicado (Swedo. 1994) del uso de intercambio de plasma en Corea de Sydenham. Se escogieron nueve niños al azar para recibir el tratamiento con plasmaféresis o IGIV, Todos los pacientes respondieron al tratamiento, algunos se sometieron al intercambio de plasma, y mostraron una mejoría a la primera y segunda semanas después de iniciar el tratamiento y aquellos que recibieron IGIV respondiendo de dos a cuatro semanas del tratamiento. Las recaídas ocurrieron en un número de pacientes después de la Infección GABHS o faringitis asociada a un incremento de títulos antiestreptocócicos. Todas estas recaídas ocurrieron en el grupo tratado con IGIV. Esto lleva a los autores a proponer que el intercambio de plasma puede ser superior al IGIV, considerando que se necesita un estudio adicional (Garvey, 1996). Un caso similar a la Corea de Sydenham (Tucker, 1996) y dos series (Alien. 1995; Perlmutter, 1999) se han publicado y evalúan la plasmaféresis como tratamiento para las infecciones PANDAS. Las senes más amplias, realizadas por Perlmutter, evaluaron a 29 niños con PANDAS. Estos niños fueron divididos en tres grupos: intercambio de plasma, IGIV y placebo. Los pacientes tratados con intercambio de plasma o IGIV demostraron una mejoría significativa en sus síntomas obsesivo-compulsivos y tics comparados con el grupo de placebo. El intercambio de plasma parece ser superior al IGIV respecto a los tics. Sorprendentemente, los logros en el tratamiento persistieron al finalizar y hasta un año después. Los pacientes tratados con el placebo en un protocolo abierto para plasmaféresis o IGIV mostraron mejorías similares a los de los grupos de experimentación iniciales. Finalmente, algunos pacientes experimentaron exacerbaciones en sus síntomas después del tratamiento. Esto se produjo en el contexto de Infecciones GABHS. Estos fueron tratados con un intercambio de plasma repetido o con IGIV con mejoría de los síntomas (Perlmutter. 1999). En el estudio realizado por Perlmutter y cois., el intercambio de plasma se realizó diariamente o a dias alternados con 5 a 6 procedimientos en el curso de 10 a 12 días. Se realizó el intercambio de un volumen de plasma utilizando albúmina al 5% como liquido sustitutivo (Perlmutter, 1999).



Alteraciones



hematológicas



PÚRPURA TROMBOCITOPENICA TROMBÓTICA La PTT es un trastorno caracterizado por trombocilopenia, anemia microangiopática hemolítica, disfunción neurológica. fiebre y cierto grado de disfunción renal. Las anormalidades de laboratorio, además de la Irompocitopenia, incluyen esquistocitos y eritrocitos nucleados en la extensión de sangre periférica, así como también un elevado LD. Aunque se presuponía que la elevación en el LD se debe a la hemolisis, un estudio de 10 pacientes ha demostrado que en la mayoría de los pacientes esta es de origen tisular



CAPÍTULO 3 2 (Cohén. 1998). La PTT puede dividirse en algunas vanantes. El episodio idiopálico inicial de la PTT consiste en un episodio único sin estar asociado a ninguna otra causa. La PTT intermitente se caracteriza por recaídas posteriores al episodio inicial. Las recaídas en la PTT crónica también consisten en episodios recurrentes, pero estos empiezan en la intancia y se repiten en intervalos previsibles (Moake, 1995). Además, la PTT también puede dividirse en idiopática y secundaria, correspondiendo la clasificación anterior a la PTT idiopática predominantemente. Las causas de la PTT secundaria incluyen lupus eritematoso sistémico (Nesher. 1994). trasplante de médula ósea (Pettitt. 1994). ciclosporina A (Wiener, 1997), embarazo (McCrae. 1997). ticlopidina (Benneft. 1998). infecciones VIH (Hymes. 1997) y cierto número de quimioterápicos. Un estudio histológico del tejido de los pacientes con PTT ha demostrado la presencia de trombo de plaquetas en la microvasculatura. La mmunohisloquimica ha demostrado que estos constan de plaquetas y factor von Willebrand (vWF) con una pequeña fibrina (Asada, 1985). Además, los estudios han mostrado que en el inicio precoz de la PTT, existen de forma inusual grandes mullimeros de vWF (ULvWF) circulantes en el plasma del paciente (Moake, 1989). Estos multimeros tienen una acentuada afinidad por la glucoproteina IblX en las plaquetas y se considera que inducen la agrupación de las plaquetas en condiciones de alta tensión de cizallamiento. Normalmente estos ULvWF se localizan dentro del endotelio y cuando son liberados a la circulación, se dividen en pequeños fragmentos por una proteinasa. Se ha demostrado que en pacientes con PTT idiopática inicial. PTT intermitente y PTT asociada a la ticlopidina existe un anticuerpo que disminuye la actividad de la proteinasa (Furlan, 1998a: 1998b; Rice, 1998; Tsai, 1998). En la PTT con recaída crónica, se ha demostrado que la actividad de la proteinasa está ausente cuando no existe un anticuerpo, posiblemente representando una deliciencia genética en la producción de enzimas (Furlan, 1997). Además de en pacientes con PTT inducida por ticlopidina, y posiblemente PTT inducida por VIH, ni los anticuerpos ni una deficiencia de la proteinasa parecen estar implicados en la PTT secundaria. Un estudio de PTT asociada a trasplante de médula ósea mostró una actividad normal de la proteinasa (Van der Pías. 1999). Se postula que el daño endotelial en muchos de los casos secundarios se debe a la liberación de UlvWF que puede doblegar la actividad de la proteinasa. El tratamiento principal de la PTT es la plasmaféresis. Antes del uso de intercambio de plasma, la tasa de mortalidad de la PTT era del 95%. Después del empleo del intercambio de plasma, la tasa de mortalidad decreció al 15% (Rock. 1991). Mientras el intercambio de plasma es electivo en el tratamiento de la PTT idiopática. su papel en casos secundarios debidos a la deliciencia de proteinasa, es impreciso. Los estudios de plasmaleresis realizados por algunos en el seno de la PTT inducida por trasplante de médula ósea han mostrado que no son efectivos (Sarode. 1995). El mecanismo de la plasmaféresis trata de combinar la extracción de anticuerpos, extracción de UlvWF e infusión de proteinasa. Una terapia alternativa es la infusión de plasma. Ésta, sin embargo, no es tan efectiva como el intercambio de plasma (Rock, 1991). a excepción de la PTT con recaída crónica donde la infusión regular de FFP puede prevenir la exacerbación. Aunque no sea tan eficaz, la infusión de plasma puede utilizarse para ayudar a tratar el paciente mientras que se prepara al paciente para realizar el intercambio de plasma. Las terapias adicionales para la PTT incluyen medicación antiplaquetas (Amorosi, 1977), vincristina (Gutterman, 1982), esplenectomia (Crowther, 1996). IVIG (Centurioni, 1995). ciclosporina A (Hand. 1998) y corlicosteroides (Bell. 1991). El tratamiento de la PTT consiste en un intercambio de plasma diario de 1 a 2 volúmenes usando FFP como un liquido sustitutivo hasta que el recuento de plaquetas sea mayor que 100.000 a 150.000/ml, el LD esté normalizado y no haya evidencia de disfunción neurológica (Bell. 1991: Dawson, 1994). Si el paciente permanece estable a las 24 a 48 horas del intercambio de plasma, entonces la disminución puede comenzarse mediante la aféresis a dias alternos (Dawson, 1994). Se debería advertir, sin embargo, que los beneficios de la disminución no se han probado (Bandarenko, 1998) y en algunos centros ésta no se realiza. Debido a que los pacientes pueden tener un empeoramiento brusco de los signos y síntomas con el cese precoz del intercambio de plasma (Bell. 1991). muchos recomiendan la disminución. No obstante, la monitorización cercana del estado neuro-
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lógico, recuento de plaquetas y LD deberían realizarse durante y después del intercambio de plasma. En pacientes que no responden al recambio de plasma con FFP. el intercambio de plasma pobre en cnosobrenadante puede ser beneficioso y se ha demostrado que induce la mejoría en algunos pacientes (Rock, 1996).



SÍNDROME DE HIPERVISCOSIDAD El síndrome de hiperviscosidad se caracteriza por cambios del estado mental, tendencia al sangrado afectando a la mucosa y tracto gastrointestinal, retinopatia con hemorragia y papiledema, e hipervolemia con insuficiencia cardiaca congestiva (Foerster. 1993a). El síndrome de hiperviscosidad ocurre en menos de un 5% de pacientes con mieloma multiple, pero en un 7 0 % de pacientes con macroglobulinemia de Waldenstrom (Foerster. 1993a). Raramente se pueden ver incrementos de inmunoglobulina policlonales. Las diferencias de las frecuencias de las discrasias de células plasmáticas se deben a las diferencias entre las proteínas monoclonales producidas en estas dos enfermedades. En el mieloma múltiple, las inmunoglobulinas producidas son habitualmente IgG o IgA. mientras que en la macroglobulinemia de Waldenstrom, la proteína es IgM. En el síndrome de hiperviscosidad. la presencia de grandes concentraciones de paraproleina aumenta la viscosidad de la sangre causando la sedimentación en los hematíes y produciendo la oclusión de la microcirculación con isquemia del órgano (MsGrath. 1976). Los síntomas habitualmente aparecen cuando la viscosidad aumenta hasta 4 a 6 unidades Ostwald (la viscosidad normal de la sangre es de 1,5 a 1.8 unidades Ostwald), pero los pacientes pueden estar asintomáticos son altas concentraciones y viscosidades de proleinas (Bloch, 1973). Aunque la viscosidad depende de la concentración, mostrando una relación exponencial (Bloch. 1973), también depende de la naturaleza de la proteína La relación exponencial entre la concentración y viscosidad significa que después de una concentración critica, pequeños cambios derivan en un gran incremento o descenso en la viscosidad. El tratamiento para el síndrome de hiperviscosidad es doble. Primero, el objetivo a largo plazo es disminuir la producción de paraproteína con quimioterapia, mientras que el segundo objetivo es la disminución de la concentración de proteínas y mejora del flujo sanguíneo. Este segundo objetivo puede realizarse con plasmaféresis. Se realiza por el intercambio de 1 a 1,5 volúmenes de plasma con albúmina al 5% o volúmenes equivalentes de albúmina y solución salina. En el síndrome de hiperviscosidad debido a proteína IgM monoclonal, uno o dos intercambios de plasma pueden ser suficientes para extraer suficiente proteína para mejorar la viscosidad, ya que la IgM se localiza casi íntegramente dentro del espacio intravascular. Con paraproteinas IgG o IgA. la mmunoglobulina también está dentro del espacio extravascular y se pueden necesitar más procedimientos para disminuir los niveles de paraproteína. El objetivo de la terapia debería ser aliviar los síntomas, con la frecuencia a medida de las necesidades del paciente. En casos de macroglobulinemia de Waldenstrom resistentes a la terapia, las plasmaféresis aisladas repetidas se han usado para controlar la hiperviscosidad durante grandes periodos de tiempo, incluso durante 17 años (Salmon, 1997). Se debería saber que debido a la presencia de inmunoglobulina extravascular en el mieloma múltiple, los pacientes podrían experimentar hipovolemia después de los procedimientos, debido a la presión oncótica que moviliza el liquido desde el espacio intravascular.



MIELOMA RENAL El mieloma renal ocurre en los pacientes con mieloma múltiple que excretan cadenas ligeras, proteínas de Bence Jones, en su orina. Se caracteriza por insuficiencia renal aguda con hallazgos de laboratorio característicos. Sucede en el 3% a 9% de los pacientes con mieloma múltiple (Bear, 1980: Johnson, 1980: Solling. 1988) y se asocia a mal pronóstico. El mieloma de riñon se debe a la filtración de cadenas monoclonales ligeras con depósito en los túbulos renales. A la larga provoca la dilatación de los túbulos. así como una atrofia tubular e insuficiencia renal (Bernstein. 1982:
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Cohén, 1984; DeFronzo, 1978). A diferencia del síndrome de hiperviscosidad, la canlidad y características de las cadenas ligeras no se correlacionan con la enfermedad. El diagnóstico del mieloma renal se realiza por biopsia renal. La prevención del desarrollo de esta complicación se realiza mediante el tratamiento de la enfermedad subyacente. Un tratamiento adicional incluye alcalinización de la orina para aumentar la excreción de la proteína. El intercambio de plasma se utiliza en el tratamiento del mieloma renal para disminuir la cantidad de cadenas ligeras presentes. Aunque esto también se puede llevar a cabo por diálisis, se ha visto que la plasmaféresis es más efectiva (Bear, 1980; Johnson. 1980; Solllng, 1988). Mientras que la Insuficiencia renal en el mieloma múltiple se asocia a un mal pronóstico, dos ensayos comparativos (Johnson, 1990; Zuchelli. 1984) han demostrado la recuperación de la función renal en algunos pacientes de diálisis combinando quimioterapia y plasmaféresis. En el mieloma renal, el intercambio de plasma se realiza diariamente a tres veces por semana durante de una a cuatro semanas hasta que la creatinina en suero, el nitrógeno de urea en sangre (BUN), aclaramiento de creatinina u otras medidas de la función renal mejoren. La terapia posterior se realiza según se necesite para mantener la función renal (McGrath. 1976).



PÚRPURA POSTRANSFUSIONAL La púrpura postransfusional (PTP) es una alteración poco común. Se caracteriza por intensa trombocitopenia autolimitada (


INHIBIDORES DEL FACTOR DE COAGULACIÓN Los inhibidores del factor de coagulación son tanto alo como autoantícuerpos. El primero aparece en un 10% a 15% de los pacientes con hemofilia A y en un porcentaje menor de pacientes con hemofilia B (Ewenstein,



1994). Los aloanlicuerpos para el factor VIII son lgG4 (Ewenstein, 1994). Los auloanticuerpos se asocian con el embarazo, enfermedades autoinmunes, alteraciones linfoproliferativas y reacciones a medicamentos y se dirigen hacia un número de factores de coagulación, más comúnmente el factor VIII (Green, 1981). A diferencia de la hemofilia congénita, los autoanticuerpos del factor VIH se asocian con hemorragias de partes blandas y no se relacionan con la hemorragia en articulaciones (Ludlam, 1994), El Iratamiento de pacientes sangrantes con aloanticuerpos para factor VIII depende de la titulación del autoanticuerpo en Unidades Bethesda (BU). Los aloanticuerpos de los pacientes con menos de 5 BU pueden conformarse transiloriamenle con grandes dosis de factor VIII. Esto, sin embargo, puede causar un aumento de la titulación y por consiguiente debe reservarse para un sangrado significativo. Los niveles de 5 a 50 BU se tratan con factor VIII porcino. En pacientes con más de 50 BU. se administran factores de coagulación preactivados que desvian el inhibidor (Lusher, 1987). Una terapia alternativa para detener los episodios de sangrado es el uso de factor Vlla recombinante (Hay, 1997; Lusher, 1996). El tratamiento de a m b o s , auto y aloanticuerpos, está dirigido a la supresión de la producción de anticuerpos. Esto puede realizarse usando corticoides (Lusher. 1987), ciclofosfamida (Lusher, 1987), ciclosporina (Pfliegler, 1989), e IVIG (Schwartz. 1995). Además, los aloanticuerpos pueden tratarse con regímenes que utilizan grandes dosis de factor VIII para intentar inducir la tolerancia (Ewing, 1988). El intercambio de plasma puede utilizarse para reducir la titulación de los aloanticuerpos para el factor VIII (Slocombe. 1981), así como también los autoanticuerpos (Fu, 1996). Esto se ha utilizado en pacientes con sangrado incontrolable y también como preparación para intervenciones, donde mejora la respuesta al factor VIII infundido (Lusher, 1987: Slocombe. 1981; Wensley. 1980). También se han usado en regímenes inmunomoduladores para reducir los títulos del anticuerpo y permitir una gran circulación de tactor VIII (Nilsson, 1990). Como estos anticuerpos son lgG4, las columnas de proteína de estafilococo A también son efectivas (Nilsson, 1990). Al igual que con los aloanticuerpos, la hemorragia debido a autoanlicuerpos también puede tratarse con plasmaféresis (Pintado, 1975). Los procedimientos típicos implican el intercambio de 2 a 3 volúmenes de plasma. Debido al riesgo de una coagulopatía dilucional cuando existe una alteración hemostática, el FFP se utiliza como liquido sustitutivo.



Alteraciones



metabólicas



ENFERMEDAD POR DEPÓSITOS DE ÁCIDO FITÁNICO La enfermedad de Refsum, polineuropatía hereditaria con ataxia, es una alteración metabólica autosómica recesiva. Está caracterizada por una ausencia de u-oxidasa. provocando una incapacidad para metabolizar el ácido fitánico, un lipido de la dieta (PA). El defecto produce una retinitis pigmentaria, neuropatía periférica, ataxia cerebelosa, anosmia, sordera, disfunción cardiaca e ictiosis, y se asocia a muerte súbita (Steinberg, 1995). La forma de tratamiento inicial fue la restricción de PA de la dieta. Esto conlleva una lenta mejoría de los síntomas, excepto de la disfunción del nervio craneal (Steinberg, 1995). Es de destacar que una pérdida de peso súbita o enfermedad causan un estado catabólico con movilización de los depósitos de PA y provocan el empeoramiento de los síntomas. Esto puede producirse durante el inicio de la dieta de control (Gibberd, 1979; Lundberg, 1972). Se ha comprobado que la plasmaféresis mejora los síntomas de la alteración de Refsum (Gibberd, 1979: Lundberg, 1972), excepto los déficit visuales, olfatorios y auditivos (Gibberd, 1979). Más frecuentemente, el intercambio de plasma se utiliza para tratar las reacciones tóxicas debido a la movilización de los depósitos de PA (Gibberd, 1979; Lundberg, 1972). Esto también se ha utilizado para agotar los depósitos de PA y permitir una dieta menos limitada (Hungerbuhler, 1985; Leppert, 1991). La combinación de plasmaféresis y dieta ha provocado una mejoría sintomática más rápida (Hungerbuhler, 1985). El intercambio de plasma se realiza con albúmina como líquido sustitutivo. Al circular el PA con lipoproteinas, la aféresis del LDL debería ser también efectiva y permite la ventaja de mantener las inmunoglobulinas (Gutsche, 1996).



CAPÍTULO 3 2



Otras enfermedades ENFERMEDAD DEL ANTICUERPO ANTI-MEMBRANA BASAL La enfermedad del anticuerpo antimembrana basal (síndrome de Goodpasture) es una alteración poco común caracterizada por hemorragia pulmonar y renal. Esta afecta más comúnmente a hombres y es más frecuente entre los 18 a 35 años de edad (Wiseman, 1993). La alteración es autoinmune. El anticuerpo se dirige contra la membrana basal glomerular y pulmonar en la mayoría de los pacientes. El anticuerpo habilualmente es transitorio y puede estar desencadenado por un daño en el sistema respiratorio, ya que el síndrome habilualmente se precede de daño infeccioso o químico (Wiseman, 1993). El síndrome normalmente se presenta con síntomas pulmonares de tos, hemoptisis y disnea. Las pruebas de laboratorio muestran evidencia de insuficiencia e inflamación renal. La tasa de modalidad puede llegar al 50% (Wiseman, 1993). El tratamiento del síndrome de Goodpasture se concentra en suprimir la formación del anticuerpo y de la inflamación, así como también eliminar el anticuerpo. Los anteriores objetivos se consiguen mediante el uso de agentes inmunosupresores como la ciclofosfamida y prednisona (Wiseman, 1993). La plasmaféresis se utiliza para extraer el anticuerpo antimembrana basal El tratamiento consiste en el intercambio de 1 a 1,5 volúmenes mediante albúmina al 5% como líquido sustitulivo. La terapia se realiza prácticamente a diario durante 7 a 14 días y, en presencia de inmunosupresión concurrente, consigue una disminución de los niveles de los anticuerpos y mejoría clínica (Erickson, 1979; Johnson, 1985: Pusey, 1983). Como el anticuerpo es transitorio, el tratamiento no suele durar más de seis meses (Pusey, 1983). El intercambio de plasma se debería iniciar precozmente, ya que una vez que aparezca curación y atrofia del glomérulo y los túbulos es muy difícil conseguir la recuperación de la función renal (Johnson, 1978).



CRIOGLOBULINEMIA Las crioglobulinas son inmunoglobulinas que precipitan reversiblemente a bajas temperaturas. Existen tres categorías de crioglobulinas. Las crioglobulinas Tipo I consisten en una proteína simple monoclonal y habilualmente se detectan en el mieloma múltiple, macroglobulinemia de Waldenstrom u otras alteraciones linfoproliferativas. Habilualmente la inmunoglobulina es IgG o IgM (Foerster. 1993 b). Las crioglobulinas Tipo II consisten en una mezcla de inmunoglobulinas policlonales con una proteína monoclonal, habilualmente IgM, dirigida contra IgG policlonal. La crioglobulinemia Tipo II se asocia con infección por hepatitis C crónica, alteraciones autoinmunes, neoplasias productoras de IgM (Foerster, 1993). Finalmente las crioglobulinas Tipo III consisten en inmunoglobulinas policlonales. habitualmente IgM. que tienen actividad contra IgG. Se asocian a situaciones autoinmunes asi como a infecciones (Foerster. 1993b). Las crioglobulinas producen síntomas cuando precipitan en zonas de temperaturas bajas, como la piel y las extremidades, produciendo una oclusión vascular. Esto origina una amplia variedad de síntomas incluyendo acrocianosis, fenómeno de Raynaud, úlceras de piel, púrpura de piel y glomerulonefritis (Foerster, 1993b). La precipitación de la crioglobulma depende de la concentración de inmunoglobulina. Si la concentración de la inmunoglobulina aumenta, la temperatura a la cual la proteina precipita se incrementa (Hillyer, 1996). Por eso algunos pacientes pueden experimentar síntomas cuando existen escasas disminuciones en la temperatura, como sucede cuando ponen en contacto exterior las extremidades inferiores. El tratamiento para la crioglobulinemia está dirigido a la enfermedad subyacente (Berkman, 1980). Además, el intercambio de plasma puede utilizarse para reducir la concentración de proteínas y por consiguiente la disminución de la temperatura a la cual precipita (Berkman. 1980; McLeod, 1980). El tratamiento consiste habitualmente en intercambios de 1 a 1,5 volúmenes usando 5% de albúmina o 5% de albúmina y solución salina. De nuevo, la intensidad, duración, y frecuencia de la terapia vienen determinadas por los síntomas del paciente. Como estas proteínas precipitan a temperatura ambiente, pueden necesitarse calentadores de sangre para
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prevenir la precipitación en el inslrumento de aféresis. En algunos pacientes con altas concentraciones de crioglobulinas y la precipitación resultante a altas temperaturas, puede ser necesario realizar la hemaféresis en una sala a temperatura de 37 C o más para prevenir la precipitación (Hillyer, 1996).



COMPLICACIONES DEL DONANTE/PACIENTE COMUNES A TODOS LOS PROCEDIMIENTOS DE HEMAFÉRESIS Los procedimientos de hemaféresis. tanto del donante como terapéuticos, son procedimientos seguros con riesgo mínimo de complicaciones. La tasa de reacción entre los donantes sometidos a procedimientos de hemaféresis es de un 2,18% (McLeod, 1998). La más común de estas reacciones es la lesión durante la venopuncion. que aparece en el 1,15% de los procedimientos del donante y consiste en dolor o hematoma en el sitio de la venopunción. El resto de electos adversos incluyen reacciones a citratos. reacciones vasovagales, síncope y escalofríos. Como con la donación de sangre total, los que donan por primera vez tienen reacciones más Irecuenlemente que aquellos que realizan donaciones repetidas. La tasa global de reacciones, sin embargo, es menor que la de las donaciones de sangre total. De manera interesante, las reacciones fueron más frecuentes entre donantes de plaquetas que donantes de plasma o granulocitos (5,9% y 9.4%. respectivamente, frente a un 12%) y puede deberse al gran número de donantes que lo hacen por primera vez incluidos en este grupo. Finalmente, el utensilio usado para la recogida, también influyó en las tasas de reacción, siendo el Fenwal CS3000 el que provoca menos reacciones que otros instrumentos. Esto podría deberse posiblemente a la baja tasa de infusión de curato con este instrumento, asi como también la capacidad para realizar procedimientos con una sola aguja con los otros instrumentos. Estos procedimientos con una sola aguja, que alternan la extracción e introducción a través de una sola vía intravenosa, producen grandes volúmenes extracorpóreos (McLeod. 1998). Se han descrito reacciones en la hemaféresis terapéutica en un 4.75% de los procedimientos (McLeod. 1999). El efecto adverso más comúnmente obtenido en el estudio por McLeod y cois. (1,6%) fueron las reacciones a la transfusión de productos sanguíneos utilizados durante el procedimiento. Estas reacciones incluyen reacciones alérgicas o febriles para el FFP, así como reacciones a los hematíes transfundidos. Las reacciones adicionales incluyen reacciones al citrato (1.2%). hipotensión (1.0%), reacción vasovagal (0.5%). palidez y diaforesis (0,5%), taquicardia (0.4%). disnea (0.3%). tetania o convulsiones (0.2%) y escalofríos o rigidez (0,2%). La tasa de reacciones varió con respecto al procedimiento, liquido sustitutivo y paciente. Por ejemplo, las tasas de reacción por intercambio de plasma con albúmina fueron de 3,35% comparadas al 7 , 8 1 % por plasmaféresis con plasma como líquido sustitutivo. La leucoaféresis demostró una tasa de reacción de 5 , 7 1 % , la recogida de HPC tuvo una lasa de 1.66% y no hubo reacciones en 18 pacientes que recibieron plaquetoaféresis terapéutica. Los pacientes con alteraciones neurológicas fueron más propensos a experimentar reacciones vasovagales que otras categorías de pacientes (McLeod. 1999). Debería anotarse que el estudio de McLeod no incluyó complicaciones o reacciones debido a la vía venosa. Otros estudios que han incluido este dato obtuvieron altas tasas de reacción con la hemaféresis terapéutica. Por ejemplo. Couriel y Weinstein detectaron efectos adversos en el 1 7 % de procedimientos terapéuticos de aféresis (Couriel, 1994). Estos fueron predominantemente moderados, y consistieron en reacciones al cilrato, pero el 6,15% de los procedimientos tuvieron complicaciones por reacciones graves, esto es. reacciones que fueron amenazantes para la vida o que produjeron el cese del procedimiento. Todas estas reacciones se debieron a vías venosas centrales y fueron hemoneumotórax. bacteriemia relacionada con el catéter, hematoma del esternocleidomastoideo y neumotorax. El paciente con el hemoneumotórax se desangró por la complicación (Couriel, 1994). Mientras que Couriel y Weinstein sólo publicaron una muerte debido a la terapia y McLeod y cois, ninguna muerta alnbuible a la hemaléresis, otros autores han publicado otras muertes adicionales.
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La mayoría de estas muertes se han atribuido a parada cardiopulmonar durante la hemaleiesis por otras causas incluyendo anafilaxia, embolia pulmonar y perforación vascular por la vía venosa central. Hueslis y cois. (1989) estimaron una tasa de mortalidad de la hemaféresis terapéutica del 3 por 10.000 procedimientos. Como se indica en las descripciones de cada procedimiento, las complicaciones especificas se asocian con procedimientos específicos, como los observados por la administración de G-CSF en el cultivo de granulocltos o con la administración de 8-MOP en la fotoaféresis. A continuación, se tratan las complicaciones y los riesgos más comunes a todos los procedimientos de hemaféresis.



Reacciones al citrato El citrato se utiliza como un anticoagulanle primario tanto en el donante como en el procedimiento terapéutico de aféresis ya que éste previene efectivamente la coagulación y también actúa rápido y es fácilmente reversible, a diferencia de la heparina. Los iones de citrato separan los iones de calcio, produciendo un complejo soluble. Esto significa que los iones de calcio separados no sirven para reacciones biológicas como la cascada de la coagulación. Dentro del instrumento de la hemaféresis. las concentraciones de citrato en el plasma alcanzan los 15 a 24 mmol/l y reducen la concentración del ion calcio hasta menos de 0,2 a 0,3 mmol/l. nivel necesario para la coagulación (Strauss, 1996). Este nivel de anticoagulación requiere de la infusión de unos 500 mi de solución ACD-A. Hay que lener en cuenta que la infusión de ese volumen de solución dentro del donante/paciente podría causar una concenlración de ion calcio de 0,2 mmol/l, un nivel incompatible con la vida. Sin embargo, esto no ocurre. Cuando la sangre vuelve desde el instrumento de hemaféresis al donante/paciente, el citrato se diluye en todo el líquido extracelular. Además, el hígado, ríñones y músculos metabolizan rápidamente el citrato, liberando el calcio ligado (Strauss, 1996). Finalmente, el cuerpo también responde a la disminución del calcio ionizado c o n un incremento de los niveles de hormona paratiroidea con movilización del calcio desde los depósitos del esqueleto y aumento de la absorción renal (Silberstein, 1986). En procedimientos terapéuticos de plasmaféresis usando como líquidos sustitutivos FFP o plasma criopobre se infunde una fuente adicional de citrato como anticoagulante presente en estas soluciones. De nuevo, la carga de citrato se minimiza como se describe adelante. A pesar de los mecanismos compensadores, las infusiones de citrato pueden provocar la disminución de los niveles del ion calcio hasta un punto que aparezcan síntomas en el donante/paciente. Los efectos que provocan la disminución del ion calcio provocan que aumente la excitabilidad de las membranas de los nervios hasta el punto que se produce una despolarización espontánea (Strauss, 1996). Los síntomas y signos resultantes pueden incluir parestesias periorales, parestesia acras, temblor, mareos, escalofríos y convulsiones. Además, algunos pacientes también experimentan náuseas y vómitos. A medida que descienden los niveles de ion calcio, estos síntomas pueden progresar con espasmos carpopedales, tetania y crisis (Strauss, 1996). Por tanto, es importante detectar la presencia de síntomas precoces en el donante/paciente para tratarlos antes de que aparezcan otros síntomas más graves. Además de los síntomas descritos anteriormente, también se han observado una prolongación del intervalo QT en el ECG, así como una disminución en la contracción miocárdica, y se han descrito arritmias fatales (Strauss, 1996). Frecuentemente, el problema surge en conocer si es la concentración de citrato en el paciente/donante lo que provoca el sangrado o coagulopatía. Como se mencionó anteriormente, para anticoagular la sangre, se necesita conseguir un nivel de calcio menor que 0,2 a 0,3 mmol/l. Este nivel se consigue en el instrumento de la hemaféresis pero no en el donante/paciente. Este nivel de ion calcio es incompatible con la vida. La presencia de coagulopatía o sangrado en un paciente sometido a hemaféresis no debería atribuirse solo a la anticoagulación del citrato. Los factores que se han visto influyen en la lasa de reacciones de citrato en donante y hemaféresis terapéutica incluyen la alcalosis por hiperventila-
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ción (Strauss. 1996), el tipo de solución anticoagulante usada con ACD-A leniendo más reacciones que con ACD-B (Szymansy, 1978), la lasa de infusión de la solución anticoagulante (Strauss, 1996) y la cantidad de citrato mfundido (Strauss, 1996). Debería anotarse que los procedimientos de flujo intermitente de hemaféresis suelen tener una mayor frecuencia de reacciones con citratos, ya que tienen una tasa más alta de infusión de citrato cuando el recipiente está vacío, a diferencia de los procedimientos de flujo continuo de hemaféresis. El Iratamiento en las reacciones del citrato es relativamente simple cuando las reacciones se identifican precozmente. El tratamiento incluye disminuir la tasa de reinfusión para permitir la dilución y el metabolismo del citrato, incrementando el cociente donante/paciente y sangro/citralo para disminuir la cantidad de nitrato infiindirin, suministrando calcio oral en forma de antiácidos de calcio y suministrando gluconato calcico intravenoso (Strauss, 1996). El último tratamiento habitualmente no se necesita en los procedimientos del donante pero puede necesitarse en los procedimientos terapéuticos, especialmente en la plasmaféresis con productos de plasma como procedimientos sustitutivos o prolongados como recogida de células progenituras hemalopoyéticas. La dosis habitual es 10 mi de gluconato calcico infundido intravenosamente en 10 a 15 minutos (Hester, 1983). En pacientes con bajos niveles de ion calcio antes de comenzar el procedimiento, puede administrarse profilácticamente gluconato calcico.



Reacciones alérgicas, anafilactoides y anafilácticas Las reacciones alérgicas, anafilactoides y anafilácticas se producen por la liberación de sustancias vasoactivas como histamina, leucotrieno C. leucotheno D prostaglandina D , y factor de activación de plaquetas por los mastocitos y basófilos. La liberación de estas sustancias está mediada por la presencia de anticuerpos IgE en la superficie de estas células. Cuando el antigeno diana se fija a la molécula IgE, se liberan las sustancias mencionadas anteriormente. Esto a su vez produce una variedad de síntomas causando contracción de músculos lisos e incrementando la permeabilidad vascular y vasodilatación. Los mastocitos y basófilos también pueden ser activados por factores derivados del complemento como СЗа y C5a que se pueden produ cir por interacciones de antigenos IgG y otros mecanismos (Vamvakas, 1996b). Este tipo de reacciones pueden variar desde reacciones urticarias moderadas a reacciones anafilácticas que amenazan la vida. Los signos y síntomas de estas reacciones incluyen prurito, urticaria, eritema, enrojecimiento, angioedema, obstrucción de las vías respiratorias superiores, obstrucción de las vías respiratorias inferiores, hipotensión, choque, náusea, vómito y diarrea (Vamvakas. 1996b). 4



;



Se han descrito reacciones alérgicas en ambos, donante y paciente, sometidos a procedimientos de hemaféresis. En los donantes, se han descrito reacciones a plaquelas, plasma y granulocitos del donante. En los donantes de plasma y plaquetas, se han descrito reacciones al gas de óxido de etileno usado para esterilizar el conjunto de tubos empleados en los procedimientos (Leitman, 1986; Muylle. 1986). Estas reacciones suceden predominantemente en donantes que han sido sometidos a numerosos procedimientos previos. Se considera que durante los procedimientos, el óxido de etileno presente dentro del plástico une las proteínas dentro del plasma. Las proteínas sirven como transporte de moléculas y el óxido de etileno como hapteno, provocando una respuesta inmune con la generación de anticuerpos IgE al óxido de etileno. Los anticuerpos IgE al óxido de etileno fueron identificados en la mayoría de los donantes que experimentaron un fenómeno alérgico (Leitman, 1986). Las reacciones oscilaron desde urticaria, enrojecimiento y edema periorbitario (Leitman, 1986) a una reacción anafiláctlca con respiración sibilante, enrojecimiento, edema de labios e hipotensión (Muylle, 1986). La tasa global de reacciones en un estudio fue del 1% en donantes de plaquetas. Interesantemente, en este estudio las reacciones también mostraron un incremento en la frecuencia con un instrumento de plaquetoaféresis. Estas reacciones se observaron más con el Fenwal CS3000 que con el Haemonetics V50. Se creía que era debido a que al comenzar el proceso con la CS3000, una mezcla de solución salina y anticoagulante que se usó para cebar la
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bolsa fue infundida al paciente. Esto no ocurrió con el V-50. Se postuló que esto provocó un bolo de óxido de etileno que produjo los síntomas (Leitman. 1986). También se han descrito reacciones en donantes de granulocitos. En éstos también podrían haberse dado reacciones al óxido de etileno. pero también es posible otro mecanismo. Los donantes de granulocitos están expuestos a almidón de hidroxietil. de bajo o de alio peso molecular, para acentuar la sedimentación de los hematíes. Como estas sustancias son poco inmunógenas y no son capaces de producir anticuerpos, las reacciones alérgicas suceden con el uso de HES en hemaféresis (Dutcher, 1984) y como expansor del volumen (Ring, 1977). Se piensa que el mecanismo relacionado con la producción de reacciones anafilactoides con HES se debe a la capacidad del HES para inducir la vía alterna del complemento. Esto podría provocar la producción de C3a y C5a, que pueden causar la liberación de mastocitos y basófilos (Dutcher. 1984). Las reacciones que suceden con el HES incluyen reacciones urticarias moderadas, así como también reacciones graves con parada cardiorrespiratona. La tasa de reacciones en un estudio con pacientes que recibieron HES como expansor de volumen fue del 0,085% con reacciones graves (anafilácticas) en un 0.006% (Ring. 1977). Las reacciones aparecieron con HES de alto peso molecular (hetastarch) (Ring, 1977) y con las de bajo peso molecular (pentastarch) (Kannan, 1999). Debido a este riesgo. Dutcher y cois, recomendaron excluir a las personas con antecedentes de alergias como donantes de granulocitos (Dutcher. 1984). Entre los pacientes de hemaféresis terapéutica, pueden aparecer reacciones al óxido de etileno o al HES. Además, a menudo los procedimientos de plasmaféresis terapéuticas utilizan productos de plasma, como FFP o plasma criopobre, como soluciones sustitutas. C o m o resultado, estos pacientes también tienen riesgo de reacciones alérgicas y anafilácticas debido a reacciones transfusionales. La reacción alérgica más común por la infusión de productos de plasma es la reacción urticaria!. Esta reacción ocurre en el 1% a 3% de las infusiones de plasma y consiste en una urticaria diseminada por todo el cuerpo. En una de 20.000 a 47.000 transfusiones, aparece anafilaxia (Vamvakas. 1996b). La causa más común de esta última reacción es la infusión de plasma con IgA a un individuo con deficiencia de IgA que posee anticuerpos anti-lgA (Vamvakas. 1996b). El tratamiento de las reacciones alérgicas, anafilactoides y anafilácticas depende de la gravedad. En las reacciones en donantes, se debería suspender el procedimiento. Las reacciones simples como la urticaria pueden tratarse con anlihistaminicos orales. El mismo tratamiento puede realizarse en los procedimientos terapéuticos, teniendo en cuenta que el procedimiento se puede remiciar después de la administración del antihistaminico. Además, el paciente puede ser premedicado con anlihistaminicos antes de otros procedimientos. Las r e a c c i o n e s anafilácticas amenazan la vida. El procedimiento, tanto donante como terapéutico, debería detenerse inmediatamente. Se deberían mantener las vías periféricas con solución salina. En las reacciones menos graves, se puede administrar 0,3 a 0,5 mg de epinefrma subcutánea, y repetir la dosis cada 20 a 30 minutos hasta 3 dosis. Además, se pueden administrar 6 mg/kg de aminofilina si hay broncoespasmo. Esta dosis de carga debería continuarse por una infusión a 0.5 a 1 mg/kg/h. Si existe hipotensión, se deberían administrar expansores de volumen mediante solución salina normal o solución Ringer lactato. El oxígeno debería ser administrado si existe dificultad respiratoria. En caso de reacciones graves, se puede administrar epinefrina 0,5 mg por vía intravenosa, repetidas dos'S cada 5 a 10 minutos. La dopamina puede también administrarse en caso de hipotensión sin afectar al volumen. También se deberían mantener las vías respiratorias e incluso puede estar indicada la intubación endotraqueal (Vamvakas, 1996b). Obviamente, lo mejor es evitar estas reacciones. Los donantes que han experimentado estas reacciones deberían aplazar fuluras donaciones. Los pacientes con reacciones moderadas deberían recibir premedicación con anlihistaminicos. Aquellos con reacciones graves debido a IgA deberían recibir líquidos sustítutivos sin IgA. Para la mayoría de los procedimientos, éste podría ser albúmina o solución salina. Para procedimientos que requieren plasma como liquido sustitutivo. como en el intercambio de plasma por TTP, se debe utilizar un producto de plasma sin IgA
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Inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina El uso de los inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina (IECA) en pacientes sometidos a los procedimientos de hemaféresis se asocia con reacciones similares en muchos aspectos a las reacciones alérgicas anteriormente mencionadas. Las reacciones consisten en enrojecimiento. hipotensión, bradicardia y disnea (Strauss, 1996). Éstas se han observado en pacientes sometidos a intercambio de plasma terapéutico (Owen. 1994), la aféresis LDL con el uso de columnas de dextrano sulfato (Agishi. 1994) y tratamientos con columnas de proteína estafilococica A (Owen, 1994). Estas reacciones aparecen por la activación del sistema de quinina cuando el plasma del paciente entra en contacto con el plástico cargado negativamente del equipo de la aféresis. Esto produce bradiqumina. Normalmente, la bradiquinina se inactiva por quininasa I y II. Los IECA, sin embargo, bloquean las acciones de estas enzimas acumulando altos niveles, produciendo los síntomas descritos previamente (Strauss, 1996). Durante el intercambio de plasma con albúmina, el factor de activación de precalicreina presente en la albúmina, también puede provocar la formación de bradicinina (Owen, 1994). De nuevo, la presencia de IECA evitan la degradación de esta sustancia. Estas reacciones pueden evitarse reteniendo los inhibidores de la ECA 24 a 48 horas antes de los procedimientos de hemaféresis (Owen. 1994). Algunos nuevos inhibidores de la ECA tienen una vida media mayor y puede ser necesario usar medicamentos que retarden durante más tiempo o inhibidores de la ECA de vida media más corta.



Reacciones hipovolémicas y vasovagales La hipotensión puede detectarse durante el procedimiento del donante y en la hemaféresis terapéutica. Esta puede ser el resultado de dos mecanismos lisiopatológicos diferentes. En el primero aparece hipotensión por la depleción del volumen intravascular debida a la presencia de mucho volumen en el circuito extracorpóreo. Estas reacciones se caracterizan por un incremento del tono vascular y del gasto cardiaco como si el sistema nervioso simpático tratara de compensar la hipovolemia (Strauss, 1996). El incremento de la frecuencia cardíaca y la contractilidad produce el aumento del gasto cardiaco. Estas reacciones no son comunes en los donantes de hemaféresis, ya que las guías de los Bancos de Sangre y Servicios de Transfusión limitan la cantidad de volumen que puede estar dentro del circuito extracorpóreo a 10.5 ml/'Kg (Standards Commillee ol the American Associaiion oí Blood Banks. 1999) y requiere que los donantes cumplan los requerimientos de salud y peso. En los procedimientos terapéuticos, el paciente posee una enfermedad subyacente que podría o c a s i o n a r con más probabilidad una hipovolemia. Por ejemplo, la hipotensión se ha detectado sobre todo en pacientes con enfermedades neurológicas (McLeod, 1999). Además, los protocolos de los bancos de sangre y servicios de transfusiones no proscriben los limites en el volumen extracorpóreo en los procedimientos de hemaféresis terapéutica, aunque la aplicación de los limites utilizados en los procedimientos de donante de hemaféresis parecerían prudentes (Strauss. 1996). El segundo mecanismo que provoca hipotensión durante los procedimientos de hemaféresis es la reacción vasovagal. En esta reacción, la hipovolemia provoca una disminución de la presión sanguínea. Como se mencionó anteriormente, la respuesta compensadora es el incremento del gasto cardiaco y del tono vascular. Durante la reacción vasovagal. el estímulo parasimpático. que normalmente contrarresta el simpático, se incrementa provocando una desaceleración de la frecuencia cardiaca y disminución del tono vascular (Strauss, 1996). Esto produce una hipotensión. Los factores que se han visto influyen en estas reacciones en los donantes de sangre total son la poca edad, bajo peso, la primera vez que es donante, y un equipo médico poco atento (Newman, 1997). Las reacciones hipovolémicas y vasovagales se tratan de manera similar. Se debería interrumpir de forma transitoria el procedimiento y debería infundirse un líquido en bolo. Si la reacción se debe a la hipovolemia. la presión sanguínea debería incrementarse y la frecuencia del pulso debería disminuirse en respuesta a esta actuación Si la reacción se debe a una reacción vaso-
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vagal, esto podría no ocurrir. En caso de reacción vasovagal, se deberá colocar al paciente/donante en posición de Trendelenburg (cabeza abajo), aplicar compresas frías en la frente y cuello y tranquilizar al donante/paciente (Strauss. 1996).



Y MEDICINA TRANSFUSIONAL



donante/paciente Ademas. la hemaferesis esta basada en la medicina lundamentada en evidencia. Aunque los procedimientos de hemaferesis son seguros. no estan exentos de riesgo y deberian utilizarse solo en aquellas enfermedades y alteraciones donde existe un posible beneficio y en donde exista una evidencia clara que apoye esle posible beneficio



Almidón de hidroxietilo y coagulopatía BIBLIOGRAFIA Como se trató en la sección de la plasmaféresis. la extracción de plasma de un pacienle duranle una hemaféresis terapéutica y el reemplazo del volumen con albúmina u otro liquido que no contenga factores de coagulación puede originar una alteración moderada y transitoria de la coagulación. Estos cambios habitualmenle duran poco, y la mayoría de los niveles de factores de coagulación vuelven a su normalidad en 24 a 48 horas. El uso de HES. ya sea como reemplazo de volumen o como un agente de sedimentación, también se asocia con cambios en los niveles de factor de coagulación. Ambos. HES de alto peso molecular, como hetastarch, y HES de bajo peso molecular como pentastarch. provocan una prolongación del tiempo de tromboplastina parcial (PTT) así como una disminución en los niveles de fibrinógeno. Se cree que es debido a los efectos disolutivos producidos cuando se infunden estas sustancias. El HES de alto peso molecular, pero no de bajo peso molecular, también se asocia con una disminución en la actividad del factor VIII, el anlígeno del factor VIII y el antigeno de vWF, así como una prolongación del tiempo de sangrado (Strauss. 1988). Se cree que este último electo se debe a la disminución en los niveles del antígeno vWF y puede originar una situación similar a la enfermedad de Von Willebrand adquirida. Debido a estos cambios, existe un riesgo de coagulopatía con el uso de estos agentes. Este nesgo parece que es dosis dependiente En cuanto al cuidado critico con expansores de volumen, se piensa que la dosis máxima de HES para evitar estas complicaciones es de 20 ml/kg/en un periodo de 24 horas. Dosis mayores de 3.600 mi se han administrado en estos casos sin dificultad (Nearman, 1991). El peligro en los procedimientos terapéuticos de hemaféresis es que pueden ser necesarias múltiples recogidas o procedimientos terapéuticos en el donante/paciente en días consecutivos. Como el HES, especialmente HES de alto peso molecular, tiene una vida media mayor, esto puede originar un acumulo de HES durante los procedimientos de la hemaféresis y un posible peligro de coagulopatía.



Émbolo aéreo El émbolo aéreo en una complicación rara de procedimientos de hemaféresis. Esta se provoca cuando el aire entra en el sistema venoso por filtración en el instrumento de hemaféresis o por la vía venosa. La disnea, taquipnea, cianosis, taquicardia e hipotensión, caracterizan el embolismo aéreo. Éste provoca la entrada de aire en el ventrículo derecho y arteria pulmonar. Como resultado se produce la obstrucción de la salida del ventrículo derecho asi como la vasoconstricción de la arteria pulmonar (Montacer-Kuhssari. 1994). La razón de la rareza de esta complicación es que todos los modernos instrumentos de hemaféresis poseen sensores que pueden detectar aire dentro del circuito extravascular y parar el proceso. En el caso de suceder el embolismo aéreo, el tratamiento consiste en colocar al paciente en posición de Trendelenburg sobre su lado izquierdo. Esto atrapa el aire en la cúspide del ventrículo derecho, lejos del flujo pulmonar, mejorando el flujo ventricular derecho. Con el tiempo, se disolverá el aire.



RESUMEN En resumen, la hemaféresis representa una técnica segura y eficaz para la producción de los componentes necesarios de la sangre, así como en el tratamiento de una variedad de enfermedades. Aunque a menudo la hemaféresis se compara con la sangría practicada en el siglo XVIII. ésta comparte poco con esta práctica. La hemaféresis es selectiva en cuanto a b que extrae del
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En EE.UU., los bancos de tejidos proporcionan cientos de productos que no sólo prolongan la vida sino que. en muchas ocasiones, mejoran significativamente la calidad de la misma en los pacientes a los que sirven. Anualmente se trasplantan más de 300.000 aloinjertos de hueso (Strong, 1996) y 40.000 córneas (Heck. 1995), un número que sobrepasa en mucho los aproximadamente 20.000 trasplantes de órganos sólidos que se realizan al año (United Network tor Organ Sharing. 1998). Las aplicaciones clínicas de los tejidos alogénicos y los tipos de tejido disponibles han crecido exponencialmente en las últimas dos décadas. Todavía hoy. salvo los pacientes y médicos a los que sirven estos bancos, mucha gente no es consciente de todos los servicios que están relacionados con los bancos de tejidos en su entorno de cuidados sanitarios. En los últimos 20 años, el almacenamiento de tejidos en EE.UU. ha evolucionado desde un sistema hospitalario de bancos de hueso o esperma hasta un nuevo sistema de centros homologados, en su mayor parte acreditados como bancos de sangre, que proporcionan una vanedad en expansión de productos de alta calidad, cuidadosamente seleccionados y probados para uso médico (Tabla 33-1). Muchos bancos de tejidos proporcionan una amplia gama de productos y servicios de piel, hueso y recambios valvulares cardíacos, procesamiento y almacenamiento. Mientras, otros bancos de tejidos enfocan sus servicios hacia áreas especializadas como tejidos reproductivos o células madre hematopoyéticas (CMH). Mientras un banco puede conseguir donantes, obtener y procesar tejidos como piel para pacientes quemados o hueso para reparaciones ortopédicas, otro puede recoger, procesar y almacenar CMH para trasplantes de médula ósea que salvan vidas. El procesamiento de tejidos musculoesqueléticos y válvulas cardíacas, que requiere importantes equipamiento, personal y garantía de la calidad, se realiza de forma primaria por algunos bancos de tejido importantes, que subcontratan servicios con otros bancos que, en cambio, recogen, almacenan y dan salida a estos productos. Además, ha habido un crecimiento exponencial en los bancos reproductivos en las últimas dos décadas, que proporcionan asistencia a parejas con problemas de fertilidad.
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FUENTES DE TEJIDO



Los tejidos utilizados para trasplante provienen de dos fuentes primarias: donantes vivos y donantes cadáver. Los primeros pueden hacerlo para su propio uso (CMH autólogas), como donantes dirigidos para un paciente dado (donación de esperma) o, de forma altruista, para receptores desconocidos (hueso de desecho quirúrgico o donación de esperma). La mayor parte del hueso, piel y válvulas cardiacas utilizadas para trasplante, así como los tejidos oculares, provienen de donantes cadáver. Al contrario de lo que ocurre en la donación de órganos sólidos, donde existe la necesidad de mantener la circulación de los mismos, los tejidos de cadáver se pueden obtener durante varias horas después de la muerte, y hasta 24 horas si el cadáver es refrigerado. Esto aumenta sustanaalmente el número de donantes de tejido disponibles. Dado que el tejido corneal apenas tiene contacto con el sistema circulatorio, algunos individuos que, de otra forma, serian excluidos como donantes, pueden ser fuente de tejidos oculares. Los tejidos de donante cadáver proceden de quirófanos y servicios funerarios. Su recogida se realiza en un entorno estéril o limpio mediante técnicas asépticas. Muchos tejidos, como el hueso, son primero congelados para ser después procesados, recongelados o congelados-desecados. Los tejidos especializados, como la córnea, se procesan inmediatamente, almacenándolos durante un corto lapso de tiempo (48 a 72 horas) antes de su uso. Los tejidos de donantes vivos proceden, bien de quirófano (hueso o médula osea), bien del entorno limpio de trabajo especializado de los centros de hemaféresis y bancos de esperma. Estos tejidos se recogen bajo esterilidad, se procesan inmediatamente y se utilizan en menos de 24 horas o se congelan para más tarde
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A L M A C E N A M I E N T O DE TEJIDOS Y CÉLULAS M A D R E



Categorías de tejidos para trasplante



Musculoesqueléticos Hueso Cartílago Menisco Tendón Ligamento Fascia Piel Cardiovascular Válvulas c a r d i a c a s Vena salena Córnea (ojo)



Reproductivos Esperma Óvulos Hernalopoyéticos M o d u l a Osea Células m a d r e en s a n g r e periférica S a n g r e de cordón u m b i l i c a l Otros Espículas óseas Duramadre Paraliroides Islotes pancreáticos



ACTIVIDADES DEL BANCO DE TEJIDOS Las principales actividades de los bancos de tejidos se señalan en la Tabla 33-2. Su principal motor de desarrollo como centros acreditados en EE.UU. está en relación con las enfermedades transmitidas medíante transfusión. Igual que para los bancos de sangre y servicios de transfusión (véanse Capítulos 30 y 31). sus elementos críticos de trabajo son la obtención, despistaje y valoración de donantes. Desde principios de los 90. los casos relacionados con la trasmisión de entermedades revelaron que una cuidadosa selección mediante revisión de la historia clínica y serologia, asi como el mantenimiento de registros minuciosos, son fundamentales para el trabajo del banco de tejidos, asi como para la aceptación de tejidos para aloinjertos tanto por público como por personal sanitario. En el momento actual, la American Association oí Tissue Banks' (AATFJ) proporciona criterios estrictos para la acreditación de las organizaciones implicadas en cualquier área de almacenamiento de tejidos. La Jotnl Commission on trie Accreditalion oí Healtricare Organizations (JACHO) también posee criterios para las prácticas de almacenamiento de tejidos dirigidas al servicio de trasplantes. Varios estados exigen igualmente que los bancos de tejido posean un determinado tipo de licencia, mientras que la FDA regula el procedimiento de selección de los donantes de tejidos para trasplante (CFR, 1993).



Selección de donantes Los donantes de tejido son cuidadosamente seleccionados para prevenir la transmisión de enfermedades bacterianas, virales y/o genéticas, asi como para asegurar la calidad de los tejidos obtenidos (Tabla 33-3). Al contrario que los donantes de sangre, en los donantes de tejido de cadáver la información sobre la historia médica y social del paciente - n o disponible en registros médicos- se obtiene de familia o amigos íntimos. Informes de transmisión del virus de la inmunodeficiencia adquirida (VIH) (Simonds, 1992) y hepatitis C (Conrad, 1995) a principios de los 90, por tejidos serológicamente negativos, subrayaron la necesidad de realizar una cuidadosa selección de donantes de tejidos y órganos, así como pruebas de laboratorio. Realizar las preguntas correctas en la forma correcta es un elemento de vital importancia, que debe realizarse por personal entrenado y con experiencia, capaz de identificar posibles riesgos a partir de la historia médica del donante, información sobre posibles comportamientos de riesgo o datos de laboratorio disponibles. Otros ele•AATB, 1350 Beverly Rd *220A, McLean. VA.



Tabla 3 3 - 2 Actividades del banco de tejidos Selección y detección de d o n a n t e Extracción de l e j i d o s P r o c e s a d o y a l m a c e n a m i e n t o de tejidos Suministro de tejidos para Irasplante Formación d e l público y p r o f e s i o n a l e s A s e g u r a m i e n t o de la c a l i d a d y archivo de registros Registro de receptores
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Tabla 3 3 - 3 Selección y pruebas en el donante Despistaje en el donante Revisión de historia a n t e c e d e n t e s E n f e r m e d a d e s infecciosas ( i n c l u y e n d o historia de viaies ai extranjero) E n f e r m e d a d maligna E n f e r m e d a d e s d e l colágeno e mmunológicas A n t e c e d e n t e s de e n f e r m e d a d e s genéticas Traumatismos Exposición a fármacos, tóxicos o r i e s g o s biológicos E x a m e n físico d e l d o n a n t e vivo Revisión de registros de a u t o p s i a en el d o n a n t e cadáver Revisión de historia social en b u s c a de c o m p o r i a m i e n t o s de nesgo P r u e b a s serológicas del d o n a n t e A n t i c u e r p o s frente a VIH-1 y -2 A n l i g e n o VIH-p24 Antígeno de la hepatitis B A n t i c u e r p o s frente al virus de la hepatitis C A n t i c u e r p o s frente al HTLV-1 A n t i c u e r p o s frente al antígeno central de la hepatitis B Serologia luélica P r u e b a s bacteriológicas de tejidos V I H : virus de la inmunodeliciencia humana HTLV-1 virus Imfotropico humano de células T tipo 1



mentos del proceso de revisión se dirigen a asegurar la calidad del tejido donado. Los donantes de tejido musculoesquelético necesitan ser seleccionados cuidadosamente, valorando cualquier historia de traumatismo que pudiera resultar en un tejido óseo estructuralmente debilitado. Las donaciones de esperma se revisan no sólo buscando enfermedades genéticas sino también para asegurar esperma viable con una posibilidad razonable de conseguir una fertilización con éxito. El uso de sangre de cordón umbilical para el trasplante alogénico de médula ósea y sangre periférica en no familiares requiere selección y test tanto de la madre como de la sangre del cordón. Cuando el tejido se obtiene de donantes vivos, con excepción de CMH. el tejido se congela y mantiene aislado durante al menos 180 días: transcurridos éstos se repiten las pruebas serológicas a la muestra. Esto evita el uso de tejidos de cualquier donante que pueda estar en el período ventana para el VIH o la hepatitis C: aquellos que han estado expuestos al virus pero no han demostrado anticuerpos en el momento de la donación,



Criopreservación Los tejidos como CMH. esperma. piel y algunos tipos de tejido musculoesquelético necesitan la presencia de células viables y tienen una vida de almacenamiento muy corta a las temperaturas de refrigeración, por lo que requieren criopreservación. El objetivo de todas las técnicas de criopreservación es prolongar el periodo útil de almacenamiento del material congelado reduciendo las demandas metabólicas de las células a bajas temperaturas sin pérdida de viabilidad por los procesos de congelado y descongelado. La criopreservación de esperma animal ha sido una practica habitual en agricultura durante décadas, por lo que los investigadores humanos han sido capaces de aprender a partir de sus experiencias. Generalmente, la criopreservación de tejidos humanos hace uso de agentes crioprotectores como el dimetilsulfóxido (DMSO) o el glicerol, en medios de cultivo de tejidos balanceados, y algunas formas de suplementos proteicos, como plasma autólogo. albúmina u otras suspensiones coloidales. La congelación actual se realiza a menudo utilizando un congelador a velocidad controlada, un dispositivo mecánico que controla el ritmo al que tiene lugar la congelación del tejido, generalmente - f C / m i n hasta temperaturas de - 8 0 C. El DMSO es el agente protector de elección para tejidos como la piel, CMH y otros tejidos o suspensiones de células nucleadas, mientras que el glicerol se usa generalmente para la congelación del esperma. Los agentes crioprotectores funcionan evilando la formación de cristales de hielo mtracelulares durante la congelación, equilibrando la presión osmótica y concentración de agua intra y extracelular durante el proceso de descongelación. Tanto la formación de cristales de hielo extracelular como un aumento súbito en la presión osmótica extracelular y deshidratación celular durante la descongelación pueden producir daño celular y per-
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HEMATOLOGÍA, C O A G U L A C I Ó N Y M E D I C I N A TRANSFUSIONAL



dida de viabilidad Los agentes crioprotectores como el DMSO trabajan reduciendo el ritmo de este cambio (Gonn, 1986). La mayor parte de los bancos de tejido utilizan nitrógeno líquido y procesadores de congelación de ritmo controlado programados para compensar la liberación de calor, del llamado calor de fusión, en el paso del estado líquido al estado congelado (Gorin, 1986). Si no es compensado, el calor de fusión puede ocasionar un descenso de la viabilidad celular o la congelación del tejido. Una vez congelados, los tejidos criopreservados se almacenan a diversas temperaturas, a partir de - 8 0 ' C , en un congelador mecánico con nitrógeno en lase de vapor (-100 C) o líquido ( - 1 9 6 C ) . Las lechas de caducidad para los tejidos criopreservados son generalmente de unos cinco años, aunque éstos son limites arbitrarios y el actual límite posible de almacenamiento todavía no se ha determinado para muchos tejidos. Otros tejidos que no requieren la presencia de células viables, como el hueso estructural, pueden ser congelados o congelados-desecados por muchos otros métodos. Algunos tejidos congelados-desecados tienen fecha de caducidad de cinco años, mientras otros pueden ser almacenados de forma indefinida.



ALMACENAMIENTO DE PIEL El uso más frecuente de los injertos de piel alogénica es la cobertura temporal para los pacientes con quemaduras de tercer grado extensas, hasta que la piel autóloga o autogénica pueda ser recuperada y trasplantada Debido a la concentración de antígenos de histocompatibilidad y células que presentan antígenos (APC), todos los injertos de piel alogénica son rechazados (Medawar. 1946). Cuando se usan para cubrir quemaduras, los injertos generalmente son reemplazados periódicamente hasta que se puede realizar un autoinjerto. La mayor parte de la piel de cadáver proporcionada como aloinjerto es un tejido de espesor parcial con una delgada capa de epidermis sin dermis, por lo que no requiere compatibilidad ABO (Eastlund, 1998). Como injertos temporales, sin embargo, los injertos de espesor parcial proporcionan una cobertura vital e inmediata que sirve como barrera contra la infección y la pérdida de líquidos, electrólitos y calor a través de quemaduras extensas, permitiendo la estabilización del paciente y el eventual alomjerto. Generalmente, la piel se extrae de donantes cadáver con piel no infectada y sana, con una superficie corporal inferiora 1,75 m '. La piel se extrae con un dermatomo de áreas de la espalda, piernas y parte superior de los brazos. La piel es desinfectada antes de su extracción, y se humedece en una solución de cultivo tisular que contiene antibiótico hasta que se utiliza o se congela. La piel se puede almacenar de 2°C a 8' C durante varios días (AATB, 1998) o criopreservarse y almacenarse durante varios años. Debido a las necesidades actuales de revisión profunda de la historia del donante y los registros de laboratorio, los injertos de piel son más frecuentemente congelados para uso posterior. El crioprotector de elección es glicerol del 10°c al 15% (AATB, 1998), en el que el injerto permanece por un período de tiempo (20 a 30 minutos) para permitir que se empape. La piel se congela entonces en tiras que se mantienen en mallas de gasa en apartados congelados (Eastlund, 1996). La piel se puede congelar con o sin un congelador de ritmo controlado, y se almacena fácilmente entre - 5 0 y - 8 0 C. No obstante, muchos bancos de tejidos usan con frecuencia temperaturas inferiores para un almacenamiento durante más largo tiempo (Kearney, 1998). Los aloinjertos de piel congelada se descongelan rápidamente hasta 37°C y, o bien se usan inmediatamente, o se lavan en solución fisiológica para diluir el crioprotector. ;



El limitado suministro de aloinjertos de piel humana ha dirigido los esfuerzos hacia sustitutos xenogénicos. como piel de cerdo, barreras artificiales y, más recientemente, intentos de cultivar y hacer crecer células epiteliales para aumentar la disponibilidad de piel autóloga.



TEJIDOS MUSCULOESQUELÉTICOS El almacenamiento de hueso tuvo sus orígenes hace varias décadas, cuando los médicos comenzaron a almacenar desechos óseos de quirófano, la mayor parte fragmentos femorales a partir de cirugía de reemplazo articular, para su uso posterior en otros procedimientos ortopédicos, a menudo fusiones espinales. Generalmente, tan sólo era un simple almacén de hueso en un



congelador no controlado en cualquier lugar del hospital. A menudo no se realizaba test o procesado alguno en el hueso de desecho, no se momtonzaban las condiciones de almacenamiento, no se realizaba seguimiento de las fuentes de tejido ni de los receptores y, en algunas situaciones, no se solicitaba consentimiento al donante. Hoy en día. eslas prácticas casi se han suslituido en su totalidad por el uso de tejidos musculoesqueléticos de bancos de tejido registrados y acreditados de forma que los pacientes pueden elegir de forma confidencial un aloinjerto de hueso como parte de un procedimiento quirúrgico (Tomford, 1993). Además del injerto alogénico, todavía se usa la donación de hueso vivo como fuente de algunos tipos de hueso, pero en los donantes vivos ahora se seleccionan y realizan pruebas, y dan un consentimiento informado similar al de la selección de los donantes cadáver. Además, los tejidos óseos obtenidos se procesan para reducir el nesgo de transmisión de enfermedades infecciosas, y se conservan registros detallados de donante y receptor para seguimiento y control. Tanto el hueso desechado de quirófano como el hueso de cadáver se procesan de forma similar. Los tejidos extraños, sangre y elementos de la médula se retiran por lavado a alta presión, y el tejido se impregna en soluciones antibióticas. Se realizan cultivos bacteriológicos durante la recogida, procesado y antes de su congelación. El tejido que requiere la presencia de células viables, como cartílago, cabeza femoral, tibia, hueso completo o lendón, generalmente se lava, se impregna y se congela a temperaturas entre -60 C y -150"C. Respecto al resto de tejidos, para los que la viabilidad no es un requisito, pueden ser impregnados en etanol para eliminar el contenido lipídico, habitual en la preparación de hueso desmineralizado y liofilizado, lo que también reduce la infectividad del tejido. La mayor parte del tejido óseo es posteriormente esterilizado mediante radiación a baja dosis. Además, la liofilización. que es posible con productos óseos como el tejido Irabecular y los chips de hueso cortical, también parece reducir la inmunogemcidad y la infectividad de estos productos. El uso de óxido de etileno para terminar de esterilizar el tejido óseo ya no es una práctica habitual, debido a que se comunicaron reacciones adversas en numerosos pacientes (Jackson, 1990). El tejido óseo se corta y moldea para ser después conservado, bien congelado, bien congelado-desecado. Loa aloinjertos de hueso sirven principalmente como soporte mecánico y entramado para que las células formadoras de hueso del receptor puedan reemplazar el tejido óseo perdido. La función osteoinductiva del aloinjerto óseo depende en parte de la presencia de algún factor de crecimiento glicoproteico (Mohán, 1991), pero no parece causar ninguna reacción significativa por parte del huésped. Debido a que el tejido óseo se procesa para eliminar la sangre, la médula y otros tejidos extraños, la mayor parte de los estudios no han sido capaces de demostrar la presencia de antigenos ABO (EzraCohn, 1981). La antígenicidad de los productos resultantes es baja, por lo que la hislocompalibilidad o la determinación del grupo sanguíneo no son necesarias. Debido a que los grandes injertos óseos articulares, como los injertos de hueso tendón rotuliano, no se procesan de forma exhaustiva, pueden contener glóbulos rojos residuales, habiéndose comunicado indicios de inmunización al sistema Rh (Hill, 1974). Muchos cirujanos que utilizan estos grandes injertos intentaran proporcionar tejido Rh compatible a mujeres Rh negativas en edad fértil. Además de hueso autogénico. el hueso aloinjerto se usa para la cirugía de fusión espinal, reemplazo de prótesis articulares dañadas, curetaje de quistes óseos benignos, reconstrucción de déficit maxilofaciales, reconstrucción de hueso alveolar en bolsillos periodontales, e incluso para la sustitución de hueso resecado en tumores como el osteosarcoma (Eastlund. 1996). Los aloinjertos de tendón y cartílago se usan inioalmenle para la cirugía de reconstrucción de la rodilla. A algunos pacientes se les planteará la opción de disponer de tejido autólogo recuperado de su propia cresla ilíaca para muchos procedimientos ortopédicos electivos, o recibir hueso aloinjerto de banco de tejido. Estas son las ventajas e inconvenientes de cada uno (es decir, autoinjerto frente a aloinjerto). Los automjertos parecen incorporarse más rápido, no son inmunogénicos y no transmiten enfermedades; sin embargo, se asocian con un mayor tiempo de anestesia, una mayor pérdida de sangre y una recuperación prolongada del lugar donante. Debido a la amplia disponibilidad de aloinjertos, se puede realizar un planteamiento exacto; no es necesaria la recuperación del sitio donante; y el procedimiento quirúrgico generalmente es más corto. Sin embargo el riesgo de transmitir enfermedades, aunque reducido de forma
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importante gracias a las técnicas actuales, todavía persiste. Para otros propósitos, el uso de injertos autologos no resulta posible.
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injertos se rechazan. El uso de córneas comprobadas para antigenos leucocitarios HLA-compatibles en un intento de proporcionar injerios eficaces para este grupo de pacienles ha encontrado diferentes cifras de éxito (Volker-Dieben, 1987).



VÁLVULAS CARDÍACAS Las válvulas cardíacas humanas no requieren la administración de anticoagulantes en los pacienles tras el uso de prótesis mecánicas o válvulas de cerdo utilizadas para la sustitución de válvulas aórticas. En consecuencia, presentan una menor incidencia de Iromboembolismo e infección. Son ideales para utilizar en niños, mujeres embarazadas o pacientes con historia de endocarditis bacteriana. Su menor uso se atribuye a una mayor complejidad técnica de la cirugía. Las válvulas aórtica y pulmonar se obtienen de forma habitual a partir de donantes cadáver cuando el órgano completo no está disponible para trasplante debido a situaciones como una parada cardíaca que no afecta a la integridad o función de las válvulas aórtica o pulmonar. La extracción se realiza en quirófano. Las válvulas se disecan cuidadosamente con una banda de miocardio, se revisan buscando la integridad valvular y se congelan de forma controlada en nitrógeno liquido utilizando DMSO como agente cnoprolector (O'Brien. 1988). Mientras los antígenos de grupo sanguíneo han sido demostrados en el endoteho de los corazones cnopreservados. la mayor función mecánica de éstos depende del tejido conectivo no viable. Tras el trasplante, el endotelio donante es generalmente sustituido por células huésped. Numerosos estudios han documentado que la compatibilidad ABO no es necesaria para la función a largo plazo de estas válvulas aloinjertos (Weipert, 1995). Más recientemente, algunos cirujanos cardiotorácicos han ensayado el uso de aloinjertos de vena safena para realizar procedimientos de derivación aortocoronaria o derivación de arterias de miembros inferiores c u a n d o los autoinjertos no están disponibles. Debido a que existe controversia respecto al papel de la tipificación A B O para la función a largo plazo de estos tejidos, generalmente se usa tejido compatible para este grupo (Laub. 1992). Mientras el uso de las válvulas aloinjerto ha sido práctica de éxito durante muchos años, los resultados de la mayor parte de los ensayos con injerto venoso hasta la fecha son desalentadores (Walker, 1993). Dado que la descongelación de las válvulas aloinjerto se realiza generalmente por personal de quirófano y técnicos de banco de tejidos sin experiencia, es necesario disponer de instrucciones y protocolos detallados para evitar la rotura de la válvula.



CÓRNEA El trasplante de córnea se practica en EE.UU. desde 1961, aunque el primer trasplante corneal fue registrado en 1905. En el momento actual se realizan más de 46.000 trasplantes corneales al año (Eye Bank Association ot America. 1999). En este momento hay 108 bancos de ojos acreditados implicados en la extracción, selección, suministro y trasplante de tejido corneal, así como en la formación de público y profesionales. La pérdida de visión debido a enfermedad corneal puede ocurrir a causa de infección, traumatismo, quemaduras o enfermedades congénitas. Las cifras de éxito a largo plazo (>10 años) para los aloinjertos corneales están por encima del 90%. La extracción corneal es posible en muchos donantes en los que otros tejidos no son recuperables debido a la edad, traumatismo o enfermedad. El tejido corneal se recupera de donantes de hasta 80 años. Generalmente, la enucleación ocular se realiza en quirólano o en la funeraria en donantes cadáver en las primeras seis horas tras el fallecimiento. A continuación, se retira la córnea en ambiente estéril en el banco de ojos y se coloca en un medio de cultivo tisular estéril complementado. Las córneas se almacenan a 4' C y se trasplantan en 48 a 72 horas. Esto permite la selección serológica apropiada del donante mientras asegura la máxima viabilidad del injerto. El trasplante corneal ha sido considerado mucho tiempo "un lugar inmunológicamente privilegiado" (Medawar. 1948). Siendo la córnea casi totalmente avascular, las células APC del huésped y los linfocitos efectores no circulan a través de la córnea aloinjerto. En consecuencia, no se necesita comprobación de hislocompatibilidad y grupo sanguíneo. En un pequeño porcentaje de injertos corneales tiene lugar la vascularización, y algunos



TEJIDOS REPRODUCTIVOS La mayor parte de los bancos reproductivos en Estados Unióos operan como empresas para su propio beneficio. A pesar de ello, debido a la demanda del consumidor, la necesidad de su confianza y la regulación por parte del gobierno, los bancos de esperma en el siglo XXI funcionan de acuerdo con criterios médicos y éticos del máximo nivel, y médicos y pacientes pueden hacer uso de sus servicios sin preocupación. La American Society tor Reproductivo Medicine y la American Society ot Tissue Banks han establecido recomendaciones y estándares para la donación anónima de muestras de esperma. Por otro lado, recientes avances tecnológicos pueden proporcionar medidas de lunción y viabilidad de esperma, asi como recuento celular, lo que ayudará en la determinación del tratamiento correcto para cada paciente (véase Cap. 20). Los bancos de células reproductivas tienen dos tipos de donaciones: donaciones dirigidas al cliente y donaciones anónimas. Las donaciones de esperma dirigidas al cliente generalmente se dirigen a las parejas de hombres que, por diversas razones, están interesados por su fertilidad en el futuro. Estos incluyen a los hombres que van a recibir quimioterapia, radioterapia o cirugía de procesos malignos que puede afectar a su capacidad productiva. Otros hombres realizarán un depósito de su esperma previo a la vasectomia como medida de segundad frente a un posible cambio de vida cuando puedan desear tener descendencia adicional. Los pacientes con bajo recuento de esperma pueden almacenar su propio esperma para permitir la recogida de suficientes gametos para fertilizar a su pareja. Con menor frecuencia, los hombres con exposición ocupacional (como trabajadores de plantas de energía nuclear) que puede ocasionar bien su infertilidad, bien defectos genéticos potenciales, pueden elegir almacenar su esperma. El esperma recogido y almacenado para sus parejas se analiza de la misma forma en que se seleccionan las muestras de donante anónimo. El semen de donante infectado, que todavía puede ser utilizado por su pareja, debe ser mantenido aislado y almacenado separadamente de otros depósitos de clientes. Las donaciones dirigidas también se pueden realizar en los bancos por individuos específicos que no son sus parejas. Los bancos de esperma proporcionan semen de donante anónimo para parejas o individuos infértiles. Los bancos de esperma conservan bibliotecas de donantes de esperma de forma que los individuos pueden seleccionar a los donantes con similares características físicas, como el color del pelo o de los ojos, la raza y demás. Los donantes anónimos de esperma se seleccionan rigurosamente no sólo para asegurar la seguridad del receptor y su potencial descendencia, sino también para proporcionar la mayor probabilidad de éxito en la fertilización. El esperma recogido de donantes anónimos se aisla durante 180 días antes de ser usado. Durante este periodo, el donante se analiza de forma mensual no sólo de acuerdo con las pruebas serológicas convencionales comunes a todos los donantes de tejido, sino también para infecciones como citomegalovirus, Neisseria gonorrhoeaey Chlamydia. Los donantes de esperma se analizan para enfermedades genéticas como la enfermedad de Tay-Sachs. fibrosis quistica, enfermedad de células falciformes y lalasemia Generalmente, se realiza un canotipo genético completo a todos los donantes anónimos de esperma (véase Cap. 62). Las muestras también se examinan para recuento de espermatozoides, función y viabilidad celular. Hasta que todos estos criterios no se cumplan y revisen por el director medico del banco de esperma. no son aptos para su uso. El almacenamiento de óvulos y embriones es otra nueva actividad de muchos bancos de células reproductivas. A medida que la fertilización In vitro aumenta su disponibilidad, existen muchas parejas que se enfrentan al almacenamiento de un exceso de embriones fertilizados para un posible uso en el futuro Además, muchos bancos de células reproductivas proporcionan tanto óvulos autologos como de donante. Las muestras de semen se mezclan en una solución glicerol-clara de huevo que actúa como crioprotector. siendo la clara de huevo el suministro de
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proteína adicional que permite conservar el esperma durante el proceso de descongelación. La mezcla semen-conservante se divide en partes alícuotas en varillas o en viales, se preenfría a una temperatura de 5 C , se congela a ritmo controlado con nitrógeno liquido, y se almacena en nitrógeno en fase liquida a - 1 9 6 ' C . El esperma así criopreservado se puede utilizar bien para inseminación artificial, bien para fertilización in vitro. Las donaciones dirigidas a clientes se mantienen de forma indefinida, mientras las muestras de donante anónimo generalmente se almacenan durante cinco años. Dado que los intentos de inseminación artificial no siempre tienen éxito, se aconseja a los individuos que depositen esperma suficiente para varios procedimientos reproductivos. l



ALMACENAMIENTO DE CÉLULAS MADRE HEMATOPOYÉTICAS El trasplante de células hematopoyéticas tuvo sus orígenes hace unos 40 años con los trasplantes de médula ósea entre individuos idénticamente genéticos (gemelos idénticos) en relación con el uso de quimioterapia mieloablativa a alta dosis y/o radioterapia en un intento de cura de las enfermedades malignas hematopoyéticas (Thomas, 1959). Los primeros trabajos demostraron la presencia de unidades formadoras de colonias (CFU) o células en el bazo o médula de ratones, capaces de restaurar las funciones hematopoyéticas a sus hermanos de carnada genéticamente idénticos que habían recibido dosis letales de radiación (Lorenz. 1951). La recuperación de la hematopoyesis en el receptor humano depende del trasplante de un número suficiente de células madre hematopoyéticas pluripotenciales que alcancen hasta un l% de las células medulares normales capaces tanto de replicación como de diferenciación en todas las lineas de células sanguíneas (véase Cap. 25). La identificación del sistema HLA como el sistema mayor de compatibilidad en el hombre y la capacidad de comprobación de los laboratorios para identificar los serolipos HLA de los individuos ha permitido seleccionar a los individuos disponibles para el trasplante de médula ósea entre individuos HLA-relacionados, habitualmente familiares de primer grado genéticamente no idénticos. Hoy en día. los bancos de células madre son bancos de tejidos altamente especializados que recogen, procesan, almacenan y reinfunden productos de C M H obtenidas a partir de médula ósea, sangre periférica o incluso sangre de cordón umbilical en pacientes con una amplia variedad de enfermedades (Tabla 33-4). Los injertos de células madre se suministran para el uso de pacientes que reciben dosis letales de quimioterapia y/o radioterapia por enfermedades malignas, o para restaurar la función normal en pacientes con defectos de la hematopoyesis (anemia aplásica, anemia de células falciformes). En la Tabla 33-5 se muestra la terminología en transición.



Fuentes de injerto hematopoyético El tejido hematopoyético para trasplante puede proceder de una o más fuentes (Tabla 33-6). Los individuos con injertos autólogos o autogenicos donan sus propias células, que son congeladas y descongeladas antes de recibir altas dosis de quimioterapia y/o radioterapia. Tras el tratamiento mieloablativo del paciente, las propias células del paciente se descongelan y reinfunden. Las propias células madre hematopoyéticas trasplantadas se redirigirán y reinjertarán en el estroma medular, diferenciándose en vanos elementos formadores de glóbulos rojos maduros. Otros pacientes que no son candidatos para trasplante autólogo. debido a la presencia de células tumorales cir-



Tabla 33-4



Indicaciones de trasplante hematopoyético



L e u c e m i a mieloide a g u d a L e u c e m i a linfoblástica a g u d a L e u c e m i a m i e l o i d e crónica Mieloma múltiple Linfoma n o - H o d g k i n Síndromes mielodisplásícos Enfermedad de Hodgkin Cáncer de m a m a



Neuroblastoma Sarcoma de Ewing Ftabdomiosarcoma A n e m i a aplásica A n e m i a de células l a l c i f o r m e s Talasemia Inmunodeficiencia combinada grave



Tabla 33-5



Terminología en transición



C M H - Células m a d r e hematopoyéticas CtvtHO Células m a d r e en médula ósea C M S C - Células m a d r e en s a n g r e de cordón C M S P Células m a d r e en s a n g r e periférica Células m a d r e autogénicas - Muestras y trasplantes de células m a d r e autogénicas, a n t e s autólogas Células m a d r e alogénicas - M u e s t r a s y trasplantes de células m a d r e alogénicas, antes aloinjertos



culantes. como en leucemias agudas, serán candidatos para un trasplante alogénico en que el tejido hematopoyético procede de otro individuo HLA próximo. El tejido hematopoyético contiene linfocitos viables capaces de reconocer los antígenos HLA extraños del huésped y crear una reacción del injerto contra el huésped (GVH). Esta respuesta inmune del injerto contra el huésped puede variar desde leve (grado 1) a grave (grados 3 y 4). La GVH, en especial los grados 3 y 4, continúa siendo uno de los mayores riesgos de morbimortalidad asociada con el trasplante alogénico de células hematopoyéticas. Por este motivo, los donantes se seleccionan de acuerdo con la mayor compatibilidad HLA disponible. Los donantes pueden ser hermanos HLAcompatibles u otros miembros de la familia, o bien el paciente puede recibir un injerto de otro individuo externo a su familia HLA-relacionado identificado a través de uno de los registros mundiales de donantes. Estos registros, el mayor de los cuales en EE.UU. es el National Marrow Donor Program (NMDP), disponen de individuos sanos dispuestos a donar de forma altruista las células madre contenidas en su médula ósea o sangre periférica para los individuos que necesitan un trasplante y no disponen de un donante HLA-relacionado. A los donantes del registro se les recoge la medula ósea o células periféricas en un hospital o banco de sangre próximo a su domicilio, transportando el injerto por correo al centro de trasplantes. Se mantiene el anonimato tanto para el donante como para el receptor. Debido a la necesidad de cruzar HLA casi perfecto, los registros deben tener millones de voluntarios para que un paciente dado tenga una opción razonable. Como las células madre hematopoyéticas pluripotenciales no expresan los antigenos ABO, éstas se reinjertarán en el estroma medular de los individuos ABO-mcompatibles, lo que reduce la necesidad de disponer de donantes ABO compatibles, pero requiere la eliminación de las células maduras de estos injertos.



Médula ósea La médula ósea se almacena a partir de la cresta iliaca del donante obtenida en quirófano bajo condiciones de esterilidad. Los donantes pueden elegir entre anestesia general o espinal. El volumen de médula a recoger depende del tamaño del receptor. Generalmente se recoge suficiente médula para proporcionar 2 x 10 células nucleadas por kilo de peso corporal del receptor. Para un adulto de 70 kg, esto equivale a unos 700 mi de médula. La técnica implica la recogida de aproximadamente 3 mi a 5 mi por aspiración en jeringa heparinizada. El aspirado de un volumen demasiado grande de un solo lugar provocará que la médula se disuelva con la sangre perilérica. Generalmente, dos individuos recogerán médula al mismo tiempo de cada lado de la cresta iliaca del donante. A medida que se recoge la médula aspirada, se filtra a través de filtros de poro grueso para eliminar espículas de hueso o coágulos, añadiendo anticoagulante. Como existen células madre en la fracción celular nucleada. la médula recogida a menudo se procesa para reducir el volumen separando la capa leucocitica de un gran porcentaje de eritrocitos y volumen plasmático. Esta capa leucocílica se puede procesar más tarde para eliminar todos los glóbulos rojos si el donante y el receptor son ABO incompatibles, así como eliminar las células T si se desea. La médula ósea de donantes aulogénicos se congela y almacena antes de ser utilizada, mientras que la médula alogénica generalmente no se recoge hasta el día del trasplante, por lo que no requiere almacenamiento. 6



Mientras la médula ósea obtenida de cresta iliaca ha sido la fuente original más importante de CMH para trasplante, en la última década hemos asistido al desarrollo de técnicas que permiten la recogida de estas células
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de la sangre periférica tanto de pacientes como de donantes normales e incluso de placenta o sangre de cordón.



Células madre de sangre periférica El impulso para el desarrollo de tecnologías que permitieran la recogida de C M H de sangre periférica fue su uso potencial para trasplante autólogo, en que el riesgo de contaminación de la médula con células tumorales es alto. Debido a la relativa facilidad de recogida de médula ósea por hemaféresis, las células madre obtenidas de sangre periférica se usan de forma creciente en el entorno alogénico. Un área de gran importancia puede ser la donación de no familiares o voluntarios, en la que más individuos pueden prestarse de forma voluntaria para los programas nacionales de donación de médula cuando la hemaféresis se ofrece como opción frente a la recogida tradicional de médula ósea. El procedimiento e instrumentación utilizados para la recogida de células madre de sangre periférica se describen el Capitulo 32. De forma clara, la mayor ventaja de las células madre obtenidas de sangre periférica frente a la médula ósea es el tiempo de injerto de neutrófilos y plaquetas, con una media de 8 a 12 días para las células madre de sangre periférica frente a las dos a cuatro semanas de la médula ósea (Gianm, 1989). Esta rápida recuperación claramente reduce la morbimortalidad asociada por neutropenia/trombopenia graves, asi como los costes asociados a la estancia hospitalaria, soporte transfusional. tratamiento de complicaciones y demás. Se sabía que las C M H estaban presentes en sangre periférica tras la recuperación de la quimioterapia (Richman. 1976). pero quedaba pendiente el desarrollo de sistemas de hemaféresis que permitieran una recogida segura de un adecuado número de estas células para proporcionar el injerto al receptor tras la quimioterapia (Kessmger. 1988). En la mayor parte de pacientes para trasplante autólogo. se ha establecido actualmente la recogida de un gran volumen de aféresis 114-201/ procedimiento) como un procedimiento eficaz para recoger un número adecuado de CMH en un razonable número de procedimientos para proporcionar una recuperación hematopoyética adecuada. Las CMH son morfológicamente indistinguibles de otras células mononucleares de la médula ósea o sangre periférica, por lo que resulta esencial la recogida de un número adecuado de células para asegurar el injerto medular en el receptor. El objetivo tradicional para las recogidas de muestras de médula ósea perseguía obtener un número suficiente de células nucleadas que permitiera asegurar un número mínimo de células madre. Los injertos de médula ósea pueden también ser evaluados para la actividad de células madre mediante el uso de técnicas de unidades formadoras de colonias (UFCs) (Iscove, 1971). Una muestra de células mononucleares del injerto se cultiva en medio de metilcelulosa con suplementos de factores de crecimiento hematopoyéticos y aminoácidos esenciales durante 10 a 14 días. Al final de este periodo, se examinan las placas buscando el número y características de las CFU, incluyendo Unidades Formadoras de Colonias Eritroblásticas (BFU-E), Unidades Formadoras de Colonias Granulociticas (CFU-GM) y Unidades Formadoras de Colonias mixtas de granulocitos, eritrocitos, monocitos y megacanocilos (CFU-GEMM). Los grupos celulares que contienen más de 50 células se valoran como una colonia. Las muestras con más de 1 x 10 UFC por kg de peso del receptor se consideran adecuadas. A medida que la recogida de células madre evolucionó hacia el uso de procedimientos de hemaféresis de sangre periférica, se hizo necesario desarrollar un método que se :
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pudiera realizar en el m i s m o dia y que determinara el número de muestras de hemaféresis necesarias. El método más aceptado para valorar las muestras de células madre de sangre periférica es la cuantificación del número de células con antigeno CD34 por citometria de flujo. El antigeno CD34 se encuentra limitado a las células primitivas de todas las estirpes (Civin, 1989). La recogida de productos de hemaféresis utilizando el recuento de células CD34como índice de la eficacia del injerto se ha mantenido para el injerto hematopoyético (Berenson. 1991). La estandarización de la valoración de las células CD34 y la disponibilidad de los análisis de citometria de flujo han ocasionado que la medida de las células CD34+ se utilice por la mayor parte de los programas para determinar el número y adecuación de las muestras de células madre de sangre periférica (Sutherland, 1994). Generalmente, las muestras de células madre de sangre periférica con mas de 3 x 10 células CD34+ por kg de peso corporal del receptor se consideraban adecuadas para conseguir el injerto de neutrófilos entre 8 y 10 días. f



La recogida de C M H en el paciente no "movilizado' o donante requeriría múltiples procedimientos de recogida y aféresis, dado que el número de C M H en sangre periférica se encuentra entre 1/10 y 1/100 del número de células en la médula. En consecuencia, se requieren terapias de "movilización" para aumentar el numero de C M H circulantes y mejorar la eficiencia de la recogida por hemaféresis. Richman (1976) descubrió que mientras hay una caida en el número de células CD34+ circulantes después de la quimioterapia, esto era seguido por un aumento entre 4 y 5 veces en el porcentaje de células CD34+ a medida que el recuento absoluto de neutrófilos comenzaba a recuperarse, a menudo entre 14 y 21 días después de la terapia. Este aumento en células CD34+ circulantes es mayor con agentes quimioterápicos como citoxano y etopisida. Si la recogida por hemaféresis se realiza en este periodo ventana, se pueden recuperar grandes números de CMH con un limitado numero de procedimientos, incluso aunque el recuento total de leucocitos sea menor de 10.000'pl. Como el periodo de aumento de células CD34+ circulante es breve (dos a tres días), son críticos un estrecho control del recuento de leucocitos y células CD34+ circulantes del paciente, así como el control de los tiempos de recogida por hemaféresis. Además, algunos investigadores han señalado que la recogida de CMH en la fase de recuperación tras quimioterapia reduce la probabilidad de contaminación por células tumorales en el producto de aféresis. El uso de factores de crecimiento hematopoyético como el Factor Estimulante de Colonias de Granulocito-Macrófago (GM-CSF) y el Factor Estimulante de Colonias de Granulocilo (G-CSF) produce igualmente un aumento significativo en el número de células CD34+ en sangre periférica (Siena, 1989). Dosis de 5 a 10 pg/kg de peso corporal durante 4 a 5 días causan un aumento de 5 a 10 veces en el número de CMH en sangre periférica. El uso de G-CSF aislado ha probado ser más eficiente que el cebado con quimioterapia para la recogida de células CD34+. La combinación de cebado con quimioterapia y el uso de factores de crecimiento (en especial G-CSF) provoca la máxima movilización de células madre pluripotenciales en sangre periférica, asi como la necesidad de menor número de procedimientos de hemaféresis para recoger una dosis de CMH para trasplante, una estrategia empleada por la mayor parte de los programas de trasplante autogénico. Se ha investigado el uso de G-CSF en el donante alogénico sano para movilizar CMH y. salvo efectos leves como dolor óseo y cefalea, resulta bien tolerado (Anderfíni. 1997). De forma creciente, los programas de trasplantes



Tabla 3 3 - 6 Comparación de las fuentes y productos de células madre hematopoyéticas. Lugar de recogida y complicaciones S a n g r e d e cordón ( C M S C ) Tipo de d o n a n t e Produelo Lugar de recogida Complicación principal



S a n g r e de cordón umbilical Célula m a d r e de s a n g r e de cordón Cordón umbilical de p l a c e n t a en el nacimiento Insuficiencia de células m a d r e



Autólogas (CMMO + CMSP) Pacienie Médula ósea o C M S P Médula i n t r a o p e r a t o n a o hemaféresis Recurrencia de la e n f e r m e d a d original



Alogénicas (CMMO + CMSP) D o n a n t e c o m p a t i b l e familiar o no Médula ósea o C M S P Médula m i r a o p e r a l o n a o hemaféresis E n f e r m e d a d injerto contra huésped



CMSP= células madre en sangre periférica; CMMO= células madre en medula Osea; CMSC* células madre en sangre de cordón
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están utilizando sangre periférica como fuente de C M H en lugar de médula ósea, tanto para trasplantes alogénicos como autogénicos.



Sangre de cordón umbilical Durante muchos años, se sabía que gran cantidad de unidades formadoras de colonias o células madre estaban presentes en la sangre del cordón umbilical, pero no fue hasta 1989 que se realizaron los primeros ensayos para utilizar células recuperadas de cordón umbilical de placenta para el trasplante hematopoyético (Gluckman. 1989). El éxito aparente de muchos de estos trasplantes precoces de sangre de cordón ha dado lugar a la organización de diferentes bancos de células de cordón en EE.UU. y en Europa en un intento por proporcionar otra fuente de células madre para los pacientes que necesitan un trasplante alogénico. Además, como las células madre se obtienen de sangre del cordón, parece haber un mayor grado de tolerancia para algunos tipos de incompatibilidad HLA entre donante y receptor sin que aparezcan los grados 3 ó 4 de la GVH. Como consecuencia, el trasplante podría estar disponible para algunos pacientes que de otra forma no tienen donante HLA compatible (Cairo, 1997). Las células madre de cordón umbilical se obtienen por canulación de los vasos placentarios, con la placenta todavía in útero o más frecuentemente, después del parto o por expresión directa de la sangre del cordón de la placenta después del mismo. El número de C M H recuperadas es directamente proporcional al volumen de sangre de cordón recogido, lo que depende del tamaño del niño/placenta y también de la experiencia del personal que recoge la muestra (Wagner. 1992). Volúmenes entre 40 y 150 mi son frecuentes en centros con experiencia. Esto permitirá obtener, aproximadamente, una muestra de 4 a 11 x 10 células nucleadas. Las muestras de volumen insuficiente (


Una cuidadosa selección de la historia médica y pruebas a la madre son esenciales para asegurar la calidad del producto de sangre de cordón, asi como la ausencia de enfermedad genética. Además de las pruebas de laboratorio habituales para enfermedades de transmisión serológica, se realizan más pruebas para enfermedades bacterianas y víricas. Mientras el almacenamiento de la sangre de cordón umbilical resulla una alternativa para grados menores de histocompatibilidad y. en consecuencia, una oferta real para un mayor número de pacientes, presenta como limitación la necesidad de aumentar el número de CMH adecuadas para receptores de mayor tamaño, asi como la de optimizar los costes de inicio y mantenimiento de bancos de células de cordón.



Depuración Una vez recogidas las células madre hematopoyélicas. bien de médula o de sangre periférica, a menudo resulta ventajoso realizar un procesado ulterior de las CMH recogidas con el objeto de reducir una posible contaminación por células tumorales o, en los trasplantes alogénicos. reducir el número de células T CD3+. Se han realizado dos aproximaciones no excluyentes entre s i . La primera desarrolla técnicas que persiguen eliminar las células tumorales, también llamadas técnicas de depuración o selección negativa. La segunda utiliza métodos para separar y recoger tan sólo las células madre hematopoyélicas C D 3 4 - . descartando la fracción celular restante que. presumiblemente, contiene células tumorales contaminantes: estos métodos se denominan habitualmente técnicas de selección positiva (Tabla 33-7). Las técnicas originales de depuración empleaban una variedad de métodos específicos e inespecílicos para eliminar la población celular no deseada En aquella época se utilizaban fármacos citotóxicos c o m o la 4-hidroxiperoxiciclofosfamida (4-HC) y etopisida (VP-16) para eliminar las células tumorales contaminantes (Yeager, 1986). Estos métodos son los equivalentes in vitro de altas dosis de quimioterapia, por lo que el mayor efecto negativo es el daño a las C M H . Otras técnicas incluyen el uso de lectinas y/o for-



mación de rosetas para eliminar poblaciones celulares no deseadas, en especial las células T. En lecha reciente se han utilizado anticuerpos monoclonales dirigidos a un receptor específico de célula junto con complemento o ligadas con inmunotoxmas como el ricino para producir una lisis de la población de células tumorales contaminantes. Ademas, con la llegada de la tecnología de esferas inmunomagnéticas (immunomagnetic bead technology). los anticuerpos monoclonales se pueden ligar a una de estas esteras. El complejo anticuerpo-esfera-célula tumoral se elimina al pasar la suspensión celular por un campo magnético donde la población de células no deseadas quedará retenida y las CMH son eluidas y recogidas. Las técnicas de selección positiva se dirigen a la presencia selectiva del marcador CD34 en las células madre hematopoyélicas y la disponibilidad de anticuerpos monoclonales dirigidos al mismo. Mientras la tecnología original utilizaba una columna a la que se ligaban anticuerpos monoclonales, en el momento actual se utilizan técnicas de esferas inmunomagnéticas. La fracción de células mononucleares obtenidas bien de la médula ósea, bien por hemaféresis de células madre, se incuba con el monoclonal anti-CD34 u otros monoclonales de interés. Se añade una suspensión de esleras inmunomagnéticas marcadas con un segundo anticuerpo. Este último se liga al monoclonal anti-CD34 creando un complejo estera-célula diana marcado. Cuando la suspensión celular se somete a un campo magnético, el complejo célula CD34»-esfera magnética quedará retenido y la suspensión de células mononucleares que contiene tanto células tumorales no deseadas como células T CD3+ será desechada. Las células madre CD34+ son entonces liberadas de las esferas magnéticas mediante un agente liberador y las esferas se eliminan mediante un nuevo campo magnético, dejando una suspensión celular que contiene aproximadamente un 9 0 % de células C D 3 4 - . La reducción del numero total de células T CD3+ llega hasta una reducción de 3.5 log,,. La mediana de recuperación para las células CD34+ es de aproximadamente el 5 0 % de la cantidad inicial de células CD34+ presentes en el producto obtenido por hemaféresis. Aunque todavía está permitido el uso para la selección positiva de células CD34+. esta tecnología también se encuentra bajo activa investigación para aplicaciones de selección negativa.



Depleción de células T Las técnicas para reducir el número de linfocitos CD3+ en los injertos hematopoyéticos alogénicos, generalmente de médula, se han dirigido a reducir la incidencia y severidad de la reacción del injerto contra el huésped (GVH). Muchas de las técnicas descritas para depurar células tumorales, como la selección positiva de células CD34+, han sido también aplicadas para la reducción de células T en el injerto (Tabla 33-8). Otras técnicas específicamente dirigidas a las células T han incluido aglutinación con lectma de soja, formación de rosetas E. combinaciones de ambas y diluciones a contracorriente. La lectina de soja produce una aglutinina específica frente al receptor CD2 del linfocilo. Añadiendo un paso de formación de rosetas con eritrocitos de oveja, se consiguen eliminar las células T restantes no aglutinadas por la lectina de soja Este método produce una depleción de células T de 2 a 3 log., (Reisner, 1982).



Tabla 33-7



Métodos de depuración de células m a d r e Selección positiva Selección de células C D 3 4 . C o l u m n a s en fase sólida Esferas magnélicas Selección n e g a t i v a Farmacológicos 4-hidroperoxiciclofosfamida (4-HC) Etopósido (VP-16) Inmunológicos Células t u m o r a l e s + A c M o + toxina" Células tumorales + A c M o + lase sólida"



" Toxina = c o m p l e m e n t o ricino, otros '" F a s e sólida = e s l e r a s magnéticas.
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Tabla 3 3 - 8 Métodos de depleción de linfocitos Leclinas Lectina de soja c o n formación de rosetas E C e n t r i f u g a d o a contracorriente Inmunológicos Anticuerpos + c o m p l e m e n t o A n t i c u e r p o s + fase sólida Selección positiva
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dios más recientes también han demostrado un papel de las células asesinas naturales (NK) en la reacción "injerto contra leucemia". Otros han empleado combinaciones de técnicas como la selección de CD34+ y dilución a contracorriente para crear dos poblaciones celulares, una rica en células CD34+ y otra rica células NK con depleción de células T, aprovechando el hecho de que las células NK parecen tener efecto antitumoral pero no contribuyen a la GVH (Skiera, 1999).



Criopreservación de injertos hematopoyéticos



La dilución a contracorriente es un método utilizado para la depleción de células T que utiliza la separación característica de células en un campo de centrifugado, de acuerdo con el tamaño y densidad de las diversas poblaciones celulares. Una de las ventajas del sistema es que no se añaden agentes quimioterápicos o anticuerpos a la población de células madre hematopoyéticas, por lo que no se deteriora su función celular. Los concentrados de capa leucocítica a partir de médula ósea se introducen en la centrífuga a diferentes velocidades de giro, permitiendo la recogida de fracciones celulares de diferentes tamaños y densidades. El sistema posee una alta eficiencia en la separación de la fracción rica en CFU-GM de la fracción de linfocitos CD3+. Como no se provocan cambios en las células, la fracción CD3+ puede ser cuantificada y parcialmente añadida de nuevo a la facción CFU-GM para proporcionar una dosis controlada de células CD3+. si se desea clínicamente (Noga, 1990). La recuperación celular es alta y. como los medios de dilución son biocompatibles. los productos se pueden redifundir sin etapas de lavado adicional. La principal desventaja del procedimiento es el coste del equipo necesario y la necesidad de personal experimentado. La introducción de técnicas con esferas inmunomagnéticas para la selección positiva de células CD34+ ha llevado al uso de estas técnicas en el trasplante alogénico para la depleción resultante de células T CD3+, en especial de muestras obtenidas de células madre de sangre periférica. La tecnología con esferas inmunomagnéticas se aplica con facilidad a las células madre obtenidas por hemaléresis así como a los productos de médula ósea de gran volumen. Muchos centros han comunicado éxitos con estos nuevos métodos en la reducción de células T CD3+ en trasplantes alogénicos. en especial cuando donante y receptor no son totalmente HLA-compatibles (HensleeDowney, 1997). Otra ventaja adicional tanto de las técnicas de depuración como de selección positiva es que ambas producen un volumen significativamente inferior de células madre para congelación, recuperación y reinfusión al paciente. Esto reduce de forma importante la toxicidad asociada con la difusión de productos que contienen DMSO, al tiempo que reduce los costes derivados de la congelación y almacenamiento para el laboratorio de células madre. En el momento actual, las técnicas autorizadas para la depuración y/o selección positiva para reducir la contaminación por células tumorales son costosas, y se necesitan datos adicionales para valorar la eficacia clínica de estos procedimientos en la reducción de células tumorales. Algunos centros han comunicado un mejor pronóstico mediante el empleo de una combinación de ambas, depuración y técnicas de selección positiva (Clarke, 1998). Las técnicas de selección tanto positiva como negativa producen una pérdida concomitante de hasta un 5 0 % en el número original de células CD34+, tanto por toxicidad de diversos agentes (quimioterápicos, complemento), atrapamiento de complejos en esferas magnéticas, o pérdida durante etapas necesarias de lavado. Para solucionar este problema, el número de células CD34+ recogidas en la hemaféresis inicial y en la extracción de médula ósea debe aumentarse para contrarrestar la pérdida posterior durante el procesado. Esto puede ser difícil de cumplir en pacientes que son difíciles de "movilizar". La principal desventaja de la depleción de células T es el aumento resultante en la incidencia de recidivas. Los pacientes con formas leves de GVH parecen tener una menor incidencia de recidiva que aquellos pacientes que no muestran GVH. La presencia de la población de células T del donante parece ser critica en la reacción "Injerto contra leucemia", en el reconocimiento de los antigenos del huésped por las células del donante que genera una respuesta inmune que elimina las células tumorales de huésped. Estu-



Los injertos de CMH de origen autogénico y muchas muestras alogénicas se criopreservan y almacenan antes de su uso. El protocolo más frecuente utiliza DMSO al 10% como agente protector, congelación a ritmo controlado y almacenamiento en nitrógeno liquido, tanto en fase liquida como vapor. El uso de DMSO proporciona una importante mejora en la viabilidad tras la descongelación frente a agentes como el glicerol. Dado que existe una toxicidad asociada con la infusión de productos de células madre con DMSO, otros Investigadores se han dirigido al uso de bajas concentraciones, adición de hidroxietilalmidón u otros aditivos, pero el DMSO se sigue usando en la mayoría de los programas. Al intentar lavar los productos después de la descongelación para reducir la cantidad de DMSO presente, se produjo una pérdida significativa de células madre. Las estrategias se dirigen en ese momento a reducir el volumen del produelo antes de su congelación, reduciendo de esta forma la cantidad necesaria de DMSO.



Reinfusión de productos de células madre Independientemente de la fuente del injerto de células madre, las CMH se infunden al paciente de forma similar a la transfusión de cualquier producto sanguineo. Las células madre pluripotenciales. dotadas de un receptor de membrana único, se dirigirán al espacio medular, reinjertándose y replicándose. Los productos que han sido criopreservados con DMSO, en su mayor parte son descongelados e inmediatamente remfundidos sin lavar. Las CMH recogidas por hemaféresis sin procesado ulterior pueden contener gran cantidad de eritrocitos. La criopreservación con DMSO no conserva la integridad de la membrana del glóbulo rojo, por lo que estos productos contienen una gran cantidad de hemoglobina libre cuando se recuperan. Las reacciones en el receptor oscilan desde leves caracterizadas por náusea, escalofríos o cefalea, hasta reacciones más graves, que pueden incluir hipotensión, sepsis, insuficiencia renal o incluso parada cardíaca (Stroncek, 1991). Estas reacciones se muestran en la Tabla 33-9. Los receptores de células madre criopreservadas generalmente reciben premedicación con antihistaminicos y/o antieméticos. También la hidratación y el uso de diuréticos están indicados para reducir los efectos secundarios producidos por la administración de hemoglobina libre y el volumen de liquido infundido.



Tabla 3 3 - 9 Reacciones adversas observadas en pacientes transfundidos con productos de células madre criopreservadas Frecuentes Escalofríos Náuseas Vómitos Fiebre Cefalea Disnea Infrecuentes Insuficiencia renal P a r a d a cardíaca Hipotensión Sepsis Factores a s o c i a d o s Volumen de tejido reinfundido T i p o y c a n t i d a d de crioprotector reinfundido Volumen de eritrocitos incompatibles ( p r o d u c t o s alogénicos) Contaminación bacteriana
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