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SUMARIO

La publicacién periddica Serie Didactica ha sido creada en el ambito de la Facultad
de Quimica, Bioquimica y Farmacia de la Universidad Nacional de San Luis (Ordenanza N°
008/07-CD) con el fin de proporcionar material de estudio a los estudiantes de las Carreras

de grado impartidas en la Facultad.

Actualmente, la SERIE DIDACTICA: MATERIAL DIDACTICO PARA ESTUDIANTES
(Resolucion N°269/16) ofrece guias de Trabajos Practicos de Laboratorio y de campo, guias
de resolucidon de problemas, material tedrico, propuestas de estudio dirigidos y compresion
de textos, entre otros materiales, elaborados por el cuerpo docente de las diferentes Areas
de Integracion Curricular de la Facultad. Estas producciones didacticas significan un aporte
para cubrir necesidades académicas acordes al enfoque de cada asignatura o que no se
encuentran habitualmente en bibliografia especifica. Las mismas estan disponibles en la

pagina de la UNSL (http://www.fgbf.unsl.edu.ar/mde.html) lo que facilita la accesibilidad por

parte de los estudiantes, docentes y comunidad educativa en general, garantizando la
calidad de la visualizacién y la amplia difusién del material publicado en este sitio. De igual
modo, la Serie Didactica realiza una extension invitando a docentes y alumnos de diferentes
niveles educativos a participar, crear, producir y utilizar este espacio fomentando asi el

vinculo entre esta Institucion y la comunidad.

En nuestra opinion, es de vital importancia producir y compartir el conocimiento con
los estudiantes y la sociedad. De este modo, se tiende a facilitar los procesos de ensefianza
y de aprendizaje y la transmision de una idea directriz de conducta humana y cientifica,

fortaleciendo los vinculos entre docentes-alumnos-conocimientos y sociedad.

Dado que la presente SERIE DIDACTICA resulta de la participacién de numerosos
actores, ante los posibles errores humanos y cambios en la ciencia, ni los editores ni
cualquier otra persona que haya participado en la preparacion del material didacticc

garantizan integramente que la informacién sea precisa o completa.



PRESENTACION DEL CURSO DE BIOQUIMICA CLINICA |

La presente guia de temas teodricos de aplicacion practica en el laboratorio clinico pertenece a
la asignatura BIOQUIMICA CLINICA | que se enmarca en el Ciclo Profesional del Plan de Estudio
(11/10) de la Carrera de Licenciatura en Bioquimica. El Curso se dicta en el segundo cuatrimestre
de 5° afio (noveno cuatrimestre), es de caracter obligatorio y posee un crédito horario de 150 horas.

Requisitos para cursar Bioquimica Clinica I. El alumno debera tener regularizadas las
asignaturas: Bacteriologia y Virologia, Parasitologia y Quimica Biologica Patoldgica. Para rendir
debe aprobar previamente las mencionadas materias y la Practica Profesional.

Modalidad de cursada. El Programa del Curso se desarrollara mediante el dictado de clases
tedricasy clases practicas, que comprende por semana: dos clases tedricas (4 h), explicacion tedrica
de trabajos practicos (2 h), un trabajo practico de laboratorio y/o de aula para la resolucién de
problemas de aplicacién o casos clinicos (3 h) y seminarios de integraciéon y actualizacion que
incluyen la discusion de casos clinicos. De acuerdo con la reglamentacion vigente, la regularizacion
de la materia se lograra con el 80% de asistencia a las actividades obligatorias y con la aprobacién
de dos evaluaciones parciales que se realizaran a lo largo del cuatrimestre.

Esta Guia tiene como objetivo primordial presentar, de manera didactica los contenidos de
formacion que corresponden a los temas del programa analitico de la asignatura Bioquimica Clinica
|. Se describe, en forma detallada y actualizada: 1) las principales técnicas inmunoquimicas utilizadas
en el laboratorio clinico y los principios de la automatizacién; 2) los mecanismos fisiopatolégicos,
moleculares y las pruebas de laboratorio de las enfermedades relacionadas con el tracto
gastrointestinal y 3) el estudio integral de los liquidos de puncién y de las alteraciones asociadas a
patologias humana.

El desarrollo de cada tema incluye los objetivos de aprendizaje y se acompafia con tablas,
ilustraciones y esquemas para una mejor comprension y la bibliografia recomendada. Esta
presentacion es la continuacion de las guias titulada “Guia Tedrico-Practica de Bioquimica Clinica I”,
editadas por MDE en 2018 y 2022, respectivamente y representa nuestro deseo de promover en
los/las estudiantes el pensamiento critico y reflexivo, a fin de jerarquizar la profesion a la luz del
avance del conocimiento y de los recursos tecnolégicos, pero sin dejar de lado el factor humano, y
destacando el rol social del Bioquimico como integrante esencial del equipo de salud.

Nuestro agradecimiento profundo al Prof. Dr. Luis Alberto Palaoro (Profesor Consulto, Area
de Citologia, Departamento de Bioquimica Clinica Il, Facultad de Farmacia y Bioquimica, Universidad
de Buenos Aires), colega siempre generoso, quien contribuyd, con su invaluable experiencia, al

proceso de redaccion de esta guia.
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procedentes de lineas de hibridomas preestablecidas. La posterior clonacion y expresion de
estos genes en otros organismos da lugar a Ac con propiedades bien definidas cuyo sitio de
union es susceptible de ser modificado por mutagénesis.

Si bien la interaccion primaria Ag-Ac no es visible, existen métodos que hacen posible la
visualizacién (revelado de la reaccion) a través del empleo de Ag o el Ac marcado, hecho
que incrementa la sensibilidad de la técnica. Los marcadores utilizados en los
inmunoensayos (IE) son de naturaleza diversa: fluorocromos (fluoroinmunoensayos, FIA),
isétopos radiactivos (radioinmunoensayos, RIA), enzimas (inmunoensayo enzimatico, EIA),
nanoparticulas coloreadas, etc. (Tabla 1). La eleccién de la técnica dependera de las
caracteristicas de la sustancia a cuantificar y de las condiciones del laboratorio.

Los analitos que se miden pueden ser aquellos que intervienen en la homeostasis
corporal (Ej.: hormonas), los que el cuerpo produce pero no estan presentes (Ej.:
marcadores tumorales), o aquellos que no existen en el cuerpo y son incorporados en forma

exogena (Ej.: droga de abuso).

Tabla 1. Marcadores empleados en inmunoensayos (Kricka LJ y Parj JI, 2014).

Compuesto Quimioluminiscente Ester de acridinio, luminol

Compuesto Electroquimioluminiscente Tris(bipiridil)-rutenio””

Enzima Fosfatasa alcalina, peroxidasa, 3-galactosidasa
Fluorocromo Quelatos de europio, fluoresceina
Radiois6topo 1291, tritio

Metal Oro, plata, selenio

Particula Glébulos rojos, latex, carbon

Polinucledtido ADN

Clasificacion de los inmunoensayos

Los IE, de acuerdo al disefio aplicado para medir la fraccién de ocupacién o de unién del
Ac, pueden clasificarse en: a) Competitivos y b) No competitivos.

a) Los IE no competitivos (ensayos tipo sandwich) permiten la deteccion del Ag
empleando dos Ac diferentes capaces de reconocer epitopes distintos del Ag. En estos
ensayos generalmente uno de los Ac es inmovilizado en un soporte solido utilizado para la
captura del Ag y el segundo Ac se encuentra conjugado (marcado), y es el que provoca la
generacion de la sefial al quedar retenido por la presencia del Ag (Fig. 1).

Estos ensayos se denominan inmunométricos porque reacciona todo el analito presente
en la muestra. Los reactivos se adicionan en exceso con el fin de favorecer las interacciones
Ag-Ac y alcanzar la mayor sensibilidad posible. Las cantidades residuales de reactivo son
eliminadas en etapas de lavado. La generacion de sefal por parte del segundo Ac es

directamente proporcional a la concentracién de analito en la muestra (la ausencia de analito
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se corresponde a sefial 0). El mismo fundamento se aplica para valorar un Ac en una

muestra, pero trabajando con Ag marcados.

Inmunoensayo no-competitivo

:<<:>>: : §;:: } Medida de sitios ocupados
H—
>_

—<’>— * T Separacion
_< * l
=0 >+ Méxima sensibilidad Ac=>
DEEE e

’ Analito @f Antigeno marcado >_* Anticuerpo marcado

100

No competitivo

Sefal (%)
=n
=]

Concentracién del analito

Figura 1. Ensayo inmunométrico no competitivo. La maxima sensibilidad de la reaccion se alcanza
con altas concentraciones de Ac, es decir cuando el mismo tiende a infinito. La ventaja de los
ensayos inmunomeétricos, con exceso de Ac es que los errores del pipeteo no son criticos y que la
reaccion puede completarse en tiempos menores. La sefial generada es directamente proporcional
a la cantidad de analito capturado (Fisiopatologia Endocrina: Bioquimica y Métodos Diagndsticos.
Separata Montpellier, 2015).

b) En los IE competitivos solo un Ac es utilizado para el reconocimiento, y el Ag
presente en la muestra debe competir con Ag estandar o un analogo quimico del Ag por los
sitios de union al Ac. En este tipo de ensayos el Ac esta en defecto; por consiguiente, una
parte de la muestra permanece siempre sin reaccionar y la sefial generada es inversamente
proporcional a la cantidad de analito presente en la muestra (Fig. 2).

Los ensayos competitivos se consideran menos eficientes que los formatos no
competitivos, empleandose en general para detectar moléculas de bajo peso molecular
(haptenos), ya que al ser pequefias no pueden ser reconocidas por dos Ac en simultaneo.

Por otra parte, segun exista la necesidad de separar o no los compuestos del ensayo que
reaccionaron de aquellos que no reaccionaron, los IE se clasifican en: |) Heterogéneos vy Il)
Homogéneos (Fig. 3).

1) En los IE heterogéneos es preciso separar los inmunocomplejos formados de las
moléculas que queden libres. Para ello, alguno de los componentes de la reaccion (el Ag o
el Ac) se encuentra inmovilizado en fase sélida (Ej: microplacas de poliestireno o esferas
magnéticas, colorimétricas, quimicas, etc.) y la separacion de las moléculas libres se
consigue mediante pasos de lavados. La remocidon de los reactivos no unidos permite
disminuir las adherencias inespecificas que, de hallarse presentes, podrian aumentar la

senal ruido de fondo y afectar los limites de deteccion del ensayo.
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Inmunoensayo competitivo
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Figura 2. Ensayo inmunométrico competitivo. Se miden los sitios del Ac libres del analito y por lo
tanto los sitios ocupados por la hormona son calculados implicitamente. Los sitios del Ac no
ocupados se evidencian por unir la misma hormona marcada, o en ciertos casos utilizando Ac
antiidiotipos. En este tipo de ensayos, el Ac esta siempre en defecto y para obtener una
sensibilidad maxima la concentracion del mismo debe tender a cero. La sefial generada es
inversamente proporcional a la cantidad de analito presente en muestra. (Fisiopatologia Endocrina:
Bioquimica y Métodos Diagndsticos. Separata Montpellier, 2015).

Tubo de
Reaccion
_““ - -
Reactivo de Técnica
Anticuempo de Fase Homogénea Se mide &l At
Sdlida (-Ab) Ablu“'"
I-Ab
+
Técnica
Muestra (A
(Aa) > hg Heterogénea Bislar y Lavar el
Complejo J-Ab- Ag- Ab*
Ab* e
Reactivo de P *
Anticuerpo _,b
Marcado [Ab*) \—/ q-: )
- =

Figura 3. Inmunoensayos homogéneos y heterogéneos. (Abbott Division Diagndstico).

Il) En los IE homogéneos la reaccion Ac-Ag puede traducirse directamente en una senal
sin necesidad de separar fisicamente los reactivos intervinientes. Suelen utilizarse en la
determinacion de analitos de bajo peso molecular, como por ejemplo drogas de abuso y
terapéuticas. La mayoria de los IE homogéneos utilizan marcas enzimaticas: EMIT (Enzyme
Multiplied Immunoassay Technique) o fluorescentes: FPIA (Fluorescence Polarization
ImmunoAssay).

El hecho de que no se requiera la separacion de las fracciones libre y unida en el medio
de reaccion, luego de la union Ag-Ac, se relaciona con eventos como: a) cambios
conformacionales de las enzimas; b) inhibicibn de la actividad enzimatica; c) sustrato
marcado con fluorescencia y d) transferencia de energia fluorescente, proteccién o

polarizacion.
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TECNOLOGIAS DE DETECCION

En los IE, la reaccion Ag-Ac se encuentra acoplada a un sistema de generacion de senal
que traduce esta interaccion en una lectura cuantitativa. La marca empleada para generar
dicha senal puede ser: a) isotdopica o b) no isotépica (enzimatica, fluorescente,
quimioluminiscente o electroquimioluminiscente). Alrededor del 80% de los autoanalizadores
actuales usan sefal quimioluminiscente o electroquimioluminiscente, y el resto utiliza

fluorometria o son inmunoanalisis enzimaticos.

Radioinmunoanalisis (RIA)

Hasta el ano 1960, los métodos analiticos disponibles eran fundamentalmente de tipo
colorimétrico y sélo permitian medir concentracion de sustancias en liquidos organicos del
orden de gramos, miligramos y en el mejor de los casos, microgramos.

La aparicion del radioinmunoanalisis (RIA) o radioinmunoensayo aporté un extraordinario
avance a la medicina, y en especial para la endocrinologia. Esto se debi6o a la labor
desarrollada por dos investigadores estadounidenses, Rosalyn Sussman Yalow y Salomon
Berson. Ellos fueron los primeros en observar la gran sensibilidad de los métodos basados
en la reaccion entre Ag y Ac mediante el uso de marcadores radioisotopicos, lo que permitid
contar con técnicas para medir en forma confiable concentraciones de sustancias que se
hallaban en el orden de nanogramos (10~°) o picogramos (107').

El RIA representa el ejemplo clasico de IE competitivos; se basa en una reaccion Ac-Ag
donde estan presentes en el medio de reaccion dos formas del Ag: el Ag frio (Ag) y el Ag
marcado con un radioisétopo (Ag* o Ag caliente). El Ag* se conforma sustituyendo algunos
de sus atomos por los correspondientes isétopos radiactivos (*H), o introduciendo
radioisétopos en la molécula (*°l). RIA es una técnica en que el Ag que se desea determinar
compite con una cantidad fija de Ag* adicionado, en igualdad de condiciones, por la unién a
una cantidad limitada de Ac (en defecto). La afinidad de unién de ambos Ag (frio y caliente)

por el Ac ha de ser la misma (Fig. 4):

Ag+Ag*x+Ac <> AcAg + AcAgx* + Agx

Después de producida la reaccion, se debe separar la fase unida de la libre. Existen
diferentes métodos de separacién, basados en las distintas propiedades del Ag libre y del
complejo Ag-Ac (Tabla 2). La modalidad que implica la inmovilizacién del Ac a un soporte
sélido (Ej.: paredes del tubo de reaccion) es cada vez mas empleada debido a su sencillez,

ya que la separacion se consigue simplemente aspirando el medio de incubacion.
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A Ag marcado lAg marcado unido B Ac marcado unido
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Figura 4. A) Principio basico del RIA y B) Principio basico del IRMA. (Trabado y col., 2019.
Ginecologia endocrina: métodos de determinacion, exploracion dinamica y molecular. EMC -
Ginecologia-Obstetricia 2019 (55); 1-13. Doi: 10.1016/S1283-081X(19)42000-6).

Tabla 2. Diferentes métodos para la separacién de la fraccion de Ag que queda unida al Ac respecto
de la fraccién que queda libre (Bioquimica. Técnicas y Métodos. Roca y col., 2003).

BASES DEL METODO MATERIAL USADO

Recubrimiento de carbén

Adsorcion del antigeno libre > 2 Sets bl
Resina de intercambio i6nico

Precipitacion de antigeno ligado
Sulfato sédico

= Quimico Polietilén glicol 6000
- inmunolégico Precipitacion con doble anticuerpo
Fase sélida
Primer o segundo anticuerpo Tubos de ensayo, geles de dextrano,
acoplados a una matriz sélida lechos de vidrio, celulosa

Con una serie de estandares se construye una curva de calibracion, en que la cantidad
de sefial generada sera inversamente proporcional a la cantidad de Ag en la muestra del
paciente. Por ejemplo, si la concentracion de Ag frio es mayor, se producira el
desplazamiento del Ag* y por lo tanto, la radioactividad de los complejos Ag-Ac ira

disminuyendo, mientras que la radioactividad de la fraccion de Ag libre aumentara.

Ag Ag
Ag-Ac Ag Ag Ag Ag-Ac Ag Ag Ag
Awhe Ag Ag _—p  AZAc Ag Ag
—
Ag-Ac Ag Ag Ag Ag-Ac Ag Ag Ag
Ag-Ac Ag Ag-Ac Aq

Referencia: Ag: antigeno caliente. Ac: anticuerpo especifico. Ag: antigeno frio.
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La radiactividad (cuentas por minuto-com) de la fase unida se cuantifica utilizando un
contador gamma, si el isétopo utilizado para marcar es 1251 0 un contador beta en el caso de
haber marcado con tritio (*H). La sefial maxima (Bnax) corresponde al estandar cero. Los
datos se pueden representar: Unido/Libre frente a la concentracion de Ag o Logit %
unido/B,.x frente a la concentracion de Ag o su logaritmo, en que la curva de calibracion se

convierte en lineal (Fig. 5).

TESTO cpm B/Bo (%)

Cuentas Totales 56034

Calibrador 0,00 ng/dL 28383 100,0 BRI  Cuentas (Calibrador ¢ muestra)X
11,0 ng/dL 20016 70,5 : Cuentas  Calibrador Cero)
48,0 ng/dL 13255 46,7
155,0 ng/dL 1756 273
540,0 ng/dL 3495 12,3
1640.0 ng/dL 1678 59

Figura 5. Ejemplo de los resultados de una curva de calibraciéon. Una cantidad fija de la hormona
testosterona (TESTO) marcada con 129) compite con el TESTO presente en el calibrador, por los
puntos de unidon del Ac inmovilizado en las paredes de un tubo de poliestireno. Se dibuja la curva
de calibracion y las concentraciones de TESTO de las muestras se determinan por interpolacion
de la dosis en la curva de calibracion. Por interpolacién de los valores (B/B%) de las muestras, se
determinan los valores de las concentraciones de las mismas desde la curva de calibracion.

Ensayo Inmunoradiométrico (IRMA)

Durante los afos ochenta aparecieron modificaciones a la primera generacion de IE a
través de la introduccion de los analisis inmunomeétricos no competitivos (IRMAs), que
utilizaban dos Ac monoclonales dirigidos contra dos epitopes diferentes de la molécula que
se deseaba determinar (Figura 4). El primer Ac esta adherido al interior de las paredes del
tubo y el segundo Ac esta marcado radiactivamente para la deteccién. La molécula a medir,
que esta en el suero del paciente, se une a los dos Ac formando un complejo Ac-Ag-Ac que
emite radiactividad, la cual se mide. Algunos kits incorporan un tratamiento acido previo para
la separacién de las proteinas transportadoras. Con la incorporacién del doble Ac se
consiguid mayor especificidad, sensibilidad, ampliar el intervalo de medicién y acortar los
tiempos de incubacion.

En la actualidad los ensayos isotépicos se emplean con menos frecuencia que otros tipos
de IE, debido a que el trabajo con is6topos radiactivos implica contar con una infraestructura
de laboratorio apropiada, permisos especificos (Ej.: Comisién de Energia Atdmica-CNEA) y
un tratamiento adecuado de los residuos radiactivos. Hormonas como 17-
hidroxiprogesterona, insulina, IGF-1 o testosterona, continian determinandose por RIA o

IRMA en algunos laboratorios de bioquimica clinica.
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Fluoroinmunoanalisis

Los fluoroinmunoanalisis emplean compuestos que emiten fluorescencia (fluorocromos)
para el marcaje. La fluorescencia es la cualidad de algunas moléculas que absorben luz de
una determinada longitud de onda y emiten luz de una luz de longitud de onda mayor que la
absorbida. Las longitudes de onda absorbida y emitida son caracteristicas de cada
fluorocromo.

Las variables que afectan la fluorescencia son: el rendimiento cuantico, la fluorescencia
de fondo, la estructura del compuesto, el quenching (depende de sustancias disueltas,
concentracion, temperatura, pH), la dispersiéon de la luz, y la diferencia entre los espectros
de excitacion y emisién. Un marcador fluorescente debe poseer una alta intensidad de
emision, la misma debera distinguirse del fondo y poseer un corrimiento de Stokes
(diferencia de energia entre el pico de excitacién y el de emision) importante. Asimismo, la
marca no deberia afectar las propiedades inmunoldgicas y reactivas del sistema; debera ser
soluble en agua y tener buena estabilidad aun conjugada.

Se han utilizado diferentes recursos para mejorar la sensibilidad de los ensayos
fluorescentes:

a) El principio de resoluciéon temporal para separar las interferencias del fondo,

desarrollado en los ensayos DELFIA (Dissociation-Enhanced Lanthanide
FluorolmmunoAssay) que utilizan lantanidos, fundamentalmente Eu*?, como sustancia

marcadora. Pueden ser competitivos (FIA) y no competitivos (IFMA) (Fig. 6).

Molécula de hTSH Incubacion
(=) s _(

IgG anti-hTSH Eu

1gG anti-R hTSH rarcadacon Ed

en la fase sélida

-<°°Y D e -(9 %

Eu Medicion de la

fluorescencia

Figura 6. Ensayo DELFIA para TSH neonatal. Es un ensayo en fase sdlida, fluoroinmunométrico
de dos sitios. Los calibradores, los controles y las muestras que contienen TSH se hacen
reaccionar simultaneamente con los Ac monoclonales inmovilizados, dirigidos contra un sitio
antigénico especifico de la subunidad 3 de TSH y con los Ac monoclonales marcados con europio
(Eu) (dirigidos contra un sitio antigénico diferente localizado parcialmente en la subunidad R vy
parcialmente en la subunidad a). La solucién intensificadora disocia los iones de Eu del Ac
marcado en una soluciéon donde éstos forman con los componentes de dicha solucion quelatos
fluorescentes. La fluorescencia producida en cada muestra es proporcional a la concentracion en
la muestra de TSH (Catalogo DELFIA® Neonatal hTSH kit, PerkinElmer- Turku, Finlandia).
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b) En los ensayos MEIA (Microparticle Enzyme ImmunoAssay), durante la incubacion, los
analitos se unen a microparticulas esféricas para aumentar la superficie de contacto. La
sefial se amplifica utilizando enzimas como la fosfatasa alcalina. Se forma un complejo
inmune conjugado con la enzima que se separa por fijacion a una matriz de fibra de vidrio
inerte y se evidencia mediante el agregado del sustrato, 4-methylumbelliferyl fosfato (4-UP),

con excitacion a 365nm. Se mide el producto fluorescente, methylumbelliferone (MU).

c) Los ensayos FPIA (Fluorescence Polarization ImmunoAssay) son fluoroensayos
competitivos homogéneos. Se basan en la disminucién de la intensidad de la luz polarizada
en presencia del complejo inmune. Cuando una molécula fluorescente es excitada con luz
polarizada, la emision depende de la propiedad rotacional de la molécula. Una pequefa
molécula como un Ag marcado con fluorescencia, rota mas rapido en soluciéon que una gran
molécula, tal como un complejo Ac-Ag. Cuando la luz polarizada excita una pequefna
molécula, la cual esta rotando rapidamente, la sefal de polarizacién disminuye mas que
aquella que incide en una gran molécula.

En un FPIA competitivo, el agregado del Ag de la muestra compite con el Ag marcado
con fluorescencia por los sitios de union del Ac. Al aumentar la concentracién del Ag no
marcado, se detecta mayor cantidad de Ag marcado con fluorescencia (Fig. 7), por lo tanto,
la sefial de polarizacién disminuye.

Los primeros métodos semiautomatizados fueron FPIA, aplicados a hormonas tiroideas.

< Luz polarizada C > Rotacion lenta
. Alta sefial de PF

Negativo B ' Na

— e, s
> R
S

Positivo
,-.

Rotacion rapida
Baja senal de PF

Inmunoensayo competitivo

DHEA « Trazador Ac )/‘

Figura 7. Principio basico de un FPIA competitivo para la determinacion de DHEA en orina. En
ausencia de DHEA, el hapteno marcado con fluorescencia (trazador) se une con al Ac especifico.
El complejo Ac-Trazador rota lentamente al ser excitado con luz polarizada, exhibiendo alta
polarizacion de fluorescencia (PF). Por el contrario, en presencia de una muestra que contiene
DHEA, se produce una competencia con el trazador por los sitios de unién al Ac, formandose asi
el complejo Ac-DHEA y quedando en el medio de reaccién un mayor numero de moléculas del
trazador libre. El trazador libre gira rapidamente al ser excitado con luz polarizada, provocando
una disminucién de la sefal (Yang y col., 2021. Analytical and Bioanalytical Chemistry 2021;
413:4459-69).
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Inmunoensayo enzimatico (EIA)

Este tipo de ensayos emplean una enzima como marcador del Ag o del Ac en lugar de un
radioisotopo y, dependiendo del sustrato, pueden generar sefiales de color visible,
fluorescentes o luminiscentes (Tabla 3).

Los productos fluorescentes y luminiscentes brindan generalmente una mayor
sensibilidad, detectabilidad y permiten una mayor dilucion de los inmunoreactantes, asi
como una reduccion del tiempo de ejecucion de los ensayos y del volumen de reaccién. Sin
embargo, la colorimetria sigue siendo el método mas empleado debido a la posibilidad de

evaluacién visual, equipamiento mas sencillo y mayor estabilidad de los productos formados.

Tabla 3. Enzimas de uso comun en los inmunoensayos enzimaticos y tipos de ensayo en que se
utilizan (segun el tipo de sefial emitida) y sus limites de deteccion (en zeptomoles: 10 moles).
Bioquimica. Técnicas y Métodos. Roca y col., 2003. Editorial Hélice. ISBN: 84-921124-8-4.

Enzima Método de deteccion y limite (zeptomoles)
Fotométrico 50.000
Fosfatasa alcalina Fluorescente 300-100
Quimioluminiscente 1
Peroxidasa de rabano picante Fotometrico 2.000.000
Quimioluminiscente 25.000
Glucosa-6-P deshidrogenasa Quimioluminiscente 1.000
_qalactosidasa Quimioluminiscente 5.000
g Fluorescente 1.000

Los EIA se desarrollan en dos etapas: una primera etapa inmunoldgica, en la que tiene
lugar la reaccion Ac-Ag, y una segunda etapa en la que se determina la actividad de la
enzima marcadora, una vez afiadido el sustrato de la reaccién catalizada por ella. La
disminucion de la cantidad de sustrato o el incremento de la cantidad de producto se utiliza
para cuantificar la reaccién Ac-Ag.

Probablemente, la enzima mas empleada para la preparacion del trazador sea la
peroxidasa de rabano picante (HRP, horseradish peroxidase). Su tamafio pequefio (40
KDa) facilita su conjugacién con Ac secundarios especificos o estreptavidina. En presencia
de H,0,, la HRP promueve la oxidacién de ciertos sustratos para dar lugar a productos con
propiedades Opticas facilmente detectables, siendo los mas habituales el TMB (3,3’,5,5’-
tetrametilbencidina), la OPD (o-fenilenodiamina) y ABTS (2,2’-azino-bis), entre los
cromogénicos, y el luminol (5-amino-2,3-dihidroftalazina-1,4-diona) entre los
quimioluminiscentes. El producto verde ABTS tiene dos picos de absorbancia, 410 y 650

nm, mientras que el producto azul TMB se detecta mejor a 370 y 652 nm.
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La fosfatasa alcalina (FA) es una enzima de gran tamano (140 KDa), lo que dificulta la
conjugacion de mas de dos moléculas a cada molécula de Ac y limita la cantidad de sefial
que puede ser generada. Dado que la FA hidroliza ésteres de fosfato, sustratos como el p-
nitrofenil fosfato (PNPP) (cromogénico) o el 4-metil umbeliferil fosfato (4-MUP) (fluorogénico)
son usados habitualmente. EI PNPP produce un producto amarillo soluble en agua que
absorbe a 405 nm. También se han utilizado otras enzimas, como la B-galactosidasa, la
acetilcolinesterasa y la catalasa.

Entre los factores que afectan la medicion de la actividad enzimatica se destacan:
temperatura, composicién de la solucion tampoén (pH, fuerza idnica), acumulacion de
compuestos inhibidores, aumento de la reaccion inversa a medida que se incrementa la

concentracion del producto, estabilidad de la enzima y exposicién a la luz.

Ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzima - ELISA (Enzyme-linked immunosorbent
assay)

ELISA es una técnica que permite la deteccion de Ag o Ac especificos en una muestra de
interés, mediante una combinacién de principios inmunolégicos y enzimaticos. En este tipo
de IE uno de los componentes de la reaccion (Ag o Ac) esta adsorbido a la superficie de una
fase sdlida, lo que facilita la separacion entre la fraccidn retenida y la fraccion libre.

Las microplacas, con sus multiples variantes, constituyen los soportes mas empleados en
los ELISA. Aunque existe un gran numero de materiales, el poliestireno es el mas elegido
por los fabricantes dada su excelente cualidad 6ptica, por facilitar enlaces estables y por su
dureza mecanica. Posterior a la inmovilizacién de uno de los inmunocomponentes, se
realiza la adiciéon de una solucion de bloqueo (Ej.: albumina sérica bovina, BSA) para cubrir
todos los sitios de unién superficial no saturados de los pocillos de la microplaca, a fin de
evitar la unién inespecifica.

Los ELISA permiten detectar moléculas de interés (hormonas, farmacos, péptidos y
proteinas, vitaminas, agentes patdgenos, autoanticuerpos, etc.) a concentraciones de
pg/mL. Entre sus principales ventajas se encuentra su simplicidad, facil lectura, rapidez, alta
sensibilidad, adaptabilidad, bajo costo, seguridad y disponibilidad comercial, por lo que
representa una técnica muy elegida tanto en investigacion basica como en el diagnostico
bioguimico de rutina. Suero, plasma, orina, saliva o sobrenadantes de cultivos celulares son
solo alguna de las matrices que se utilizan habitualmente para estos ensayos.

Toda prueba de ELISA posee los siguientes componentes:

1. Un soporte para el Ag o Ac. Se utiliza una placa de poliestireno con 96 pocillos.
2. Un Ag o un Ac especifico marcado con una enzima (conjugado).

3. Un sustrato que sera transformado por la enzima en un producto detectable.

4. Un sistema para detectar dicho producto de reaccion.
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De acuerdo a su disefio, los ensayos de ELISA pueden ser: 1) Directos, 2) Indirectos, 3)
Sandwich o de doble Ac y 4) de Inhibicion competitiva (Fig. 8).

Sustrato

Sustrato

003
I

O (3¢ provs e b3

Ag conjugado
l \ Ac primario l \ Ac de captura l
conjugado Ag . i

ELISA DIRECTO ELISA INDIRECTO ELISA SANDWICH ELISA COMPETITIVO

Figura 8. Disefio de los distintos tipos de ELISA (https://www.news-courier.com/analysis//an-
introduction-to-the-enzyme-linked-immunosorbent-assay-elisa-test-350024).

En general, dependiendo del analito diana, pueden seleccionarse diferentes tipos de
formatos de ELISA. Si se trata de una molécula pequefia, se desarrolla un ELISA
competitvo, que puede ser directo o indirecto. En el ELISA directo competitivo, la
competencia puede ocurrir entre un Ag no marcado (presente en los calibradores, controles
y muestras de los pacientes) y un Ag marcado con una enzima (conjugado) por un numero
limitado de sitios de union de Ac en la pared de los pocillos de la microplaca. Los
procedimientos de lavado eliminan el material que no se ha unido. Después, se anade el
sustrato de la enzima. La reaccion enzimatica se detiene afiadiendo la solucion de parada.
La intensidad del color formado es inversamente proporcional a la concentracion del analito
en el suero del paciente.

Los ELISA indirectos son muy empleados en el laboratorio de autoinmunidad. Se
fundamentan en el reconocimiento de Ac especificos presentes en las muestras de los
pacientes mediante un Ac dirigido contra la regién Fc humana de cualquier isotipo de
inmunoglobulina (IgG, IgA o IgM). Los Ac anti-Fc estan unidos a enzimas (Ej: peroxidasa,
FA). Los Ag utilizados en las placas de ELISA pueden ser nativos, recombinantes (Ag
completo o epitopo especifico) o sintéticos (epitopo especifico). Después de la interaccion
de los Ac de las muestras de los pacientes con el Ag adherido a la placa de ELISA, se
realizan lavados para eliminar los Ac inespecificos y se agrega el Ac anti-lg humana unido a
enzima, permitiendo la interaccion por un tiempo determinado. Luego, se adiciona la
solucion que contiene el sustrato-cromogénico especifico de la enzima (TMB para

peroxidasa o p-nitrofenilfosfato para FA) el cual cambiara de color en funcién de la cantidad
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de Ac conjugados con enzima. La intensidad del color es directamente proporcional a la
cantidad de Ac del paciente unido al Ag.

Los ELISA tipo sandwich representan la forma mas empleada para la deteccion de Ag.
El soporte tiene unido un Ac especifico contra el Ag que se esta buscando. En un primer
paso, se agrega la muestra del paciente vy, si el Ag esta presente, se unira al Ac de captura.
Luego del paso de lavado, se agrega un segundo Ac conjugado con una enzima, que se une
especificamente al Ag de interés, pero en un epitopo distinto. Luego de una segunda fase
de lavado, en la que se elimina todo el conjugado que no se unio, se agrega el sustrato, que
se transforma en un producto detectable si el conjugado esta presente.

Otra variante de la técnica, el ELISA de sandwich indirecto, utiliza tres Ac. En este caso,
el tercer Ac es una anti-lg humana conjugada con la enzima que se une al segundo Ac
especifico contra el Ag. Tiene la ventaja de usar un mismo conjugado para todas las
pruebas de deteccion en las que se aplique la metodologia debido a que el Ac con
especificidad por el Ag buscado en la prueba no es el que esta unido a la enzima. De esta
manera, se evita el costoso proceso de tener que conjugar a la enzima con cada Ac

especifico, segun el Ag que se esté buscando en la prueba.

Lectura de los ELISA

Independiente del tipo de ELISA utilizado, todos terminan en un paso de deteccion. Un
lector de microplacas de absorbancia es un equipo capaz de detectar y cuantificar los
fotones de luz absorbidos/transmitidos por una muestra liquida presente en una microplaca,
cuando se expone a la luz en una longitud de onda especifica.

A diferencia de la fluorescencia y la luminiscencia, la deteccion de absorbancia es una
medida absoluta cuantificada en densidades épticas (DO). La DO se define como la relacion
logaritmica entre la intensidad de la luz que golpea una sonda y la intensidad de la luz
transmitida a través de ella. Alternativamente, también se puede utilizar la transmision, la
porcién de luz que pasa por la muestra (Fig. 9).

Los lectores ELISA son capaces de realizar lecturas seriadas de cada uno de los pocillos
de la microplaca. A diferencia de un espectrofotometro convencional, disponen de sistemas
de filtros que sélo permiten la lectura pocas longitudes de onda (Ej.: 450nm; 650nm), a fin de
determinar la DO de los cromégenos mas comunmente utilizados. Las placas deben leerse
lo antes posible después de agregar la solucion de parada (stop).

Los controles negativos y positivos deben procesarse junto con las muestras
desconocidas para validar el ensayo. Los controles negativos permitiran verificar los
resultados falsos positivos causados por unién no especifica o contaminacioén, mientras que
los controles positivos confirman que la prueba funciona segun lo previsto, incluso si todas

las muestras desconocidas son negativas.
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Figura 9. Lector de placa de ELISA. Los Ac de la muestra reaccionan con el Ag unido a la
superficie de poliestireno. Las Igs no unidas son eliminadas en el proceso de lavado. En un paso
posterior, se afiade anti IgG humana marcada con peroxidasa (HRP). El conjugado sin unir se
elimina por un paso de lavado. A continuacién, la enzima HRP de la fraccién ligada reacciona con
el sustrato (H,0,) y el sustrato de TMB, generandose un producto de reaccion (substrato reducido)
que confiere color azul a la solucién. Tras la adicion de la solucion de parada (H,SO,4, 1M) el color
azul vira a amarillo, debiendo leerse a longitud de onda de 450/620nm. (Modificado de
https://ediciones.grupoaran.com/ upload/books/ muestras /libros/LIBTSLABOQ7.pdf).

Las DO de los blancos y controles debe cumplir con valores pre-establecidos por el
fabricante. En caso contrario se desechara la prueba. Se recomienda ejecutar los
estandares, los controles y las muestras por duplicado o triplicado.

La curva estandar de un ELISA da origen a una curva sigmoidal en forma de S, que
requiere un tipo de modelado matematico (regresién logistica), que permite el ajuste de la
curva mas alla del rango lineal. El ajuste adecuado en la mayoria de los casos lo provee el
modelo de regresion de 4 parametros (4 PL) (Fig. 10) o a lo sumo de 5 parametros, si la
distribucion de las DO de los calibradores sugiere que no hay simetria. A partir de la curva

estandar ajustada, puede determinarse el valor de las muestras desconocidas.

Ecuacion PL4

Regresion 4PL
y p a-d
yadt—r
L T TR d 14 (X)b
! (¥
o
Q - YD a = Respuesta tedrica a la concentracion 0
I Cs0 b = Pendiente
et sebbi b i sl il ot d LAAL I LE R L, a C = Punto de inflexion

d = Respuesta tedrica a la concentracion ®
log (Concentracion)

Figura 10. Analisis de regresion no lineal (4 PL) (https://www.biolegend.com/en-us/blog/curve-
fitting-for-immunoassays-legendplex).
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Se pueden obtener 3 tipos de salida de datos en los ELISA:

+ Cualitativos: los resultados se interpretaran como positivos o negativos en comparacion
con los pocillos en blanco y/o negativos (no existe una curva estandar) (Ej.: identificacion de
Ac contra VIH y Ag p24 = ELISA 4 generacion).

» Semicuantitativo: la inclusion de soluciones estandar, a menudo positivas altas, medias y
bajas, facilita la comparacion relativa de niveles entre los pocillos de muestras desconocidas
(Ej.: determinacion de Ac frente a Mycoplasma pneumoniae de clase 1gG).

+ Cuantitativo: Mediante el uso de varios sueros de referencia de concentracion conocida
(calibradores), se puede generar una curva dosis-respuesta a partir de la cual se determina

la concentracion de analito presente en la muestra (Fig. 11).

Ejemplo

CALCULOS

1. Calcular la DO promedio de cada calibrador, control y muestra.

2. La DO de los estandares (eje-y, lineal) se plotean contra su concentracidon (eje-x,
logaritmico) ya sea en papel semi-logaritmico o empleando un software. Se logra un buen
ajuste con cubic spline, 4 Parameter Logistics o Logit-Log.

3. La concentracion de las muestras se puede leer directamente de la curva estandar. Las
muestras con concentraciones superiores al mayor estandar han de diluirse, segun
especificaciones del fabricante. Para el célculo de las concentraciones hay que tener en

cuenta el factor de dilucién aplicado.

Optical Dersity
S

01+
25 1.25 0.62 0.31 0

3 '8 :
o =
4 L
5

Concentration(ng'mL) 0 10 5 25 125 0.62 031 0

o 1 10 100
Pg concentration{ngimL)

oD 0091 | 0142 [0315 0642 0917 1.460 2144 21898

Figura 11. ELISA competitivo para la determinacion de progesterona. A) Elaboracién de la curva
de calibracion. B) Curva dosis-respuesta (Catalogo No: E-EL-0154; www.elabscience.com).

El propdsito mas importante de la trazabilidad metrolégica es que los resultados de una
medicion obtenidos por un procedimiento de medida rutinario, sean equivalentes a los
obtenidos en caso de que las muestras de pacientes fueran medidas empleando un

procedimiento de medida de referencia.
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Para todo IE, el fabricante debe garantizar la trazabilidad metroldgica de los calibradores
empleados. Muchas veces estos materiales no so6lo son heterogéneos en cuanto a su
composicion, sino que estan insuficientemente caracterizados en los certificados de analisis

que acompanian los kits comerciales.

REACCIONES DE LUMINISCENCIA

El proceso de emision de radiacion como consecuencia de la desactivaciéon de una
molécula al pasar de un estado electrénicamente excitado a un estado de reposo se
denomina genéricamente luminiscencia.

Existen diferentes formas de luminiscencia:
- Bioluminiscencia: es la propiedad de ciertos organismos (insectos, algas, etc.) de producir
luz a partir de reacciones enzimaticas especificas.
- Fluorescencia: una fuente externa de radiacion electromagnética (luz de excitacion) es la
que transfiere la molécula fluorescente de su estado basal (A) a un estado excitado (A™).
- Quimioluminiscencia (QL): es un fendmeno analogo a la fluorescencia, excepto en el hecho
de que la energia de excitacion proviene de una reaccion quimica.

Por tanto, para la produccion de luz, los compuestos quimioluminiscentes son destruidos
en el proceso, mientras que los fluorescentes no, pudiendo repetirse la medida de su
fluorescencia (Fig. 12). La instrumentacion empleada en la medida de la luminiscencia es

similar a la utilizada en las medidas de absorcidon de ultravioleta-visible.

1.~ FLUORESCENCIA A" (exciTazo)
AN, LU
FUENTE EXTERNA » i [BASAL) A (BasAL)
DE EXCITACION (LuZ)
2= QUIMIO-LUMTHISCENCIA B” (excitapo)
REACCION LUMINISCENTE /\/\*ﬁ
EXCITACION QUIMICA |
(1NTERNA)
A {Basar) R (sasaL)

Figura 12. Diferencias entre fluorescencia y quimioluminiscencia (Quimica Clinica 1987; 6 (1) 31).
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Inmunoanalisis Quimioluminiscentes

La Quimioluminiscencia (QL) se produce mediante la generacion de especies
electronicamente excitadas en el transcurso de diversas reacciones quimicas que, en
general, implican oxidacion. Ocurre cuando uno de los productos intermedios o finales de
una reaccion es quimioluminiscente y, por tanto, emite radiaciones electromagnéticas al
desactivarse, pasando de un estado excitado a un estado fundamental. La intensidad de
emision de radiacion depende de la concentracion de las especies quimicas implicadas en la
reaccion quimioluminiscente.

Aunque distintos autoanalizadores en el mercado se basan en la tecnologia
quimioluminiscente, el tipo especifico de marca varia y a menudo esta patentada, y por ello
la performance de los ensayos puede variar (Fig. 13). Los IE quimioluminiscentes ofrecen
una de las mejores soluciones para la cuantificacion de bajas concentraciones de analitos
especificos de una mezcla compleja para la industria del diagndéstico in vitro.

LUMINOL -

Peroxidoss -
a m:;ptmﬁ“ PEROXIDO

Percxidosa coneciodo

EMISION
DE LUZ

Figura 13. Fundamento de la Quimioluminiscencia (QL). Se emplea una en Ac especifico de
captura contra la sustancia a analizar (unido a una fase sélida) y, como marca, la enzima fosfatasa
alcalina. La reaccidén quimioluminiscente detectada por el instrumento se desencadena por la
adicion de perdxido y luminol. La sefial emitida es proporcional a la concentracion de la sustancia
presente en la muestra (Catalogo Linea LumiQuest®-Labtest).

En general, una reacciéon QL puede formarse por dos mecanismos basicos (Fig. 14):

- Reaccioén directa: se parte de dos reactivos -A y B-, un sustrato y un oxidante (H,O,,
KMnO4, Fe(CN)s*, Ce(lV), N-bromosuccinimida-NBS). A y B reaccionan dando un
intermedio de reaccion en un estado electrénicamente excitado, que al relajarse hasta
el estado fundamental, emite un foton. A veces, en estas reacciones, se requiere un

catalizador que disminuya la energia de activacion y aumente el rendimiento cuantico.
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En este disefio es comun el empleo de ésteres de acridinio conjugados directamente

con el Ac para generar una sefal.

Reaccion indirecta (sensibilizada o de transferencia de energia): el mecanismo es el
mismo para la formaciéon del intermedio electrénicamente excitado, pero este
intermedio no puede emitir directamente el fotdn para dar la QL y requiere la presencia
de un fluordéforo al cual le transfiere la energia, de forma que el fluoréforo se excita y al

volver a su estado fundamental emite un fotén.

A + B + (Cofactores)

(precursor (oxidante)
quimioluminiscente)
catalizador

(Intermediario o

roducto \ ENC
QUIMIOLUMINISCENCIA ) g}gﬁg&;ﬁgﬁ%gzcm
DIRECTA I : .
TRANSFERENCIA DE ENERGIA
F
P+ hv P+ F*

F + hv

Figura 14. Tipos de reacciones en quimioluminiscencia. P: producto; F: sustancia fluorescente (Ars
Pharmaceutica, 42:1; 81-107, 2001).

Marcadores quimioluminiscentes

El luminol (5-amino-2,3-dihidro-1,4-ftalazindiona) y sus derivados. Es uno de los
reactivos quimioluminiscentes mas empleado en fase liquida. El luminol se oxida
cuantitativamente a 3-aminoftalato en medio basico tanto en disolventes polares como
apolares. La reaccién requiere de un oxidante fuerte (el mas utilizado es el H,O,) y es
catalizada por iones metdlicos o metacomplejos (Fig. 15).

Los ésteres de acridinio (o acridina) reaccionan con H,O, en medio alcalino y en
ausencia de catalizadores dando lugar a N-metilacridona en estado excitado que emite
luz a 440nm. Se emplea mucho para marcar proteinas en inmunoanalisis.

La lucigenina, nitrato de bis-N-acridinio, no posee el grupo éster, pero sigue el mismo
mecanismo que los ésteres, con la Unica diferencia que requiere de la presencia de
iones metalicos de transicion que actuan como catalizadores.

La reaccién quimioluminiscente de los peroxioxalatos (PO-QL) representa el sistema
mas utilizado en QL indirecta. En estas reacciones, un éster aril oxalato es oxidado por
H,O, en presencia de un fluoréforo. Se origina un intermedio de elevada energia (1,2-
dioxoetanodiona) que forma un complejo de transferencia de carga con el fluoréforo.

Este cede un electrén al intermedio y el complejo se disocia, alcanzando el fluoréforo
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un estado excitado; la emision se produce al volver el fluoréforo al estado fundamental.
Puede anadirse a la reaccion una base débil como trietilamina o imidazol, como
catalizador, para aumentar la intensidad de quimioluminiscencia.

e Tris (2,2-bipiridina) rutenio (lll): otro sistema quimioluminiscente frecuentemente
usado es el del complejo Ru(bpy)s?*, cuyo estado excitado [Ru(bpy)s*‘]* produce una

emision naranja a 610 nm.
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NH NH o \I - | rf I m
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Figura 15. A) Reaccion quimioluminiscente del luminol y B) Reaccion quimioluminiscente de los
derivados de N-metil-acridinio (https://core.ac.uk/download/pdf/230316185.pdf).

Inmunoanalisis de microparticulas quimioluminiscentes (CMIA)

La tecnologia de inmunoanalisis de microparticulas quimioluminiscentes (CMIA) se usa
para detectar la presencia de Ag o Ac en las muestras. Pueden ser ensayos competitivos o
no competitivos. En el caso de Abbott ARCHITECT® (Abbott Laboratories, Estados Unidos),
la marca es un derivado de acridina patentado. Esta marca produce una alta emision de luz,
y por consiguiente alta sensibilidad.

Si bien las técnicas de MEIA y CMIA usan microparticulas para fijar Ac, la marca, la

etapa de separacion y la tecnologia de medicion difiere entre estas dos técnicas (Tabla 4):

Tabla 4. Comparacion de los pasos en las técnicas MEIA y CMIA (Introduccién a los Inmunoensayos.
Abbott Division Diagndstico).

Tecnologia Fase Sdélida Etapa de Tecnologia de

separacion Deteccion

Microparticula Matriz de Fibra Enzima Fosfatasa Detector de
de Latex de Vidrio Alcalina Fluorescencia
Microparticula Iman Compuesto Fotomultiplicador
Magnética Quimioluminiscente de
Quimioluminiscencia
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Los agentes reactivos necesarios para la tecnologia CMIA son:
- Microparticulas paramagnéticas recubiertas de una molécula de captura (Ag, Ac, virus)
especifica para el analito que se desea medir.
- Conjugado marcado con acridinio.

- Solucién preactivadora y solucion activadora.

Los principios basicos de la reaccién son:
1) Cubeta de reaccidén: el brazo de pipeteo de reactivos dispensa en la muestra
microparticulas paramagnéticas (PMP) recubiertas con moléculas de captura. El agitador
mezcla la reaccion.
2) Incubacion. El analito presente en la muestra se une a las moléculas de captura de las
microparticulas formando un inmunocomplejo.
3) Un iman atrae las PMP unidas al analito especifico hacia la pared interna de la cubeta de
reaccion.
4) El cabezal de la zona de lavado lava la mezcla de reaccion para eliminar materiales no
unidos.
5) El brazo de pipeteo de reactivos dispensa el conjugado marcado con acridinio. El
conjugado se une al inmunocomplejo completando la mezcla de reaccion. Incubacion.
6) Lavado.
7) La boquilla preactivadora dispensa la solucion preactivadora (soluciéon de H,0,) y el
sistema optico CMIA realiza una lectura de fondo.
La solucién preactivadora lleva a cabo las funciones siguientes:

e Crear un medio acido para evitar la pérdida prematura de energia (emision de luz).

e Evitar la aglutinacion de las microparticulas.

e Separar el éster de acridinio del complejo microparticula-conjugado.
8) La boquilla dispensa la solucion activadora (solucion de hidroxido de sodio) a la mezcla
de reaccion. El acridinio experimenta una reaccion de oxidacién al ponerse en contacto con
el H,O, en solucion alcalina, lo que provoca la reaccidén quimioluminiscente. Se forma N-
metilacridona, liberando energia (emision luminosa) al volver a su estado basal.
9) El sistema 6ptico CMIA mide la emisién quimioluminiscente (lectura activada) durante un
periodo de tiempo predefinido, ya sea para cuantificar la concentracion del analito o para

detectar cualitativamente dicho analito en los ensayos.
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Electroquimioluminiscencia

La electroquimioluminiscencia (EQL) es una metodologia cuantitativa para la medicion de
Ag o Ac basada en el cambio en la sefal electroquimioluminiscente antes y después de la
inmunorreaccion. Se trata de un proceso mediante el cual las especies generadas en el
electrodo experimentan una reaccion de transferencia de electrones de alta energia para
formar estados excitados que emiten luz. Al igual que QL, la EQL no requiere el uso de
fuentes de luz externas.

Sin embargo, es preciso distinguir EQL de QL; si bien ambos involucran la produccion de
luz por especies que sufren reacciones de transferencia de carga altamente energéticas, en
la QL la luminiscencia es iniciada y controlada por la mezcla de reactivos y la cuidadosa
manipulacién del flujo mientras que en la EQL la luminiscencia es iniciada y controlada por
la aplicacion de un voltaje en un electrodo.

La EQL posee varias ventajas sobre QL, entre ellas:

- La reaccion electroquimica permite controlar el tiempo y la posicién de la reaccion de
emision de luz. Al controlar el tiempo, la emisién de luz se puede retrasar hasta que se
produzca la reaccion inmunolégica o enzimatica. El control sobre la posiciéon se puede
utilizar para confinar la emisién de luz a una regidon precisa con respecto al detector,
mejorando la sensibilidad al aumentar la relacién sefial/ruido.

- Puede ser mas selectiva porque la generacién de estados excitados en EQL puede
controlarse especificamente variando los potenciales de electrodo.

- Puede ser mas sensible porque algunos reactivos se regeneran electroquimicamente en el

electrodo y dar lugar a un proceso de amplificacion del ciclo redox.

Principios de la medicion por electroquimioluminiscencia

Como se senala en la Fig. 16, el mecanismo de EQL se puede dividir en dos vias, la via
de aniquilacion y la via de los correactantes. En la via de aniquilacion, s6lo se necesita un
unico emisor para generar EQL, mientras que en la via del correactante, tanto el emisor
como el correactante estan involucrados. Un correactante es una especie que luego de
oxidarse o reducirse en la superficie del electrodo, produce por etapa quimica un
intermediario que puede reaccionar con un luminéforo electroquimioluminiscente para
generar una especie excitada.

Un mecanismo general de aniquilacion es el siguiente:

A—-O+e- (Oxidacién en el electrodo) (1)
B+e-—R (Reduccién en el electrodo) (2)
O+R—-A*"+B(6A+B" (Formacién del estado excitado) (3)
A*(6B*)—>A(6B)+hv (Emisién de luz) 4)
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El potencial del electrodo de trabajo oscila rapidamente entre dos valores diferentes para
generar la especies oxidada, O, y reducida, R, (Ecuacion 1y 2, respectivamente, donde O y
R podrian eventualmente representar especies radicalarias), que reaccionaran en las
proximidades de la superficie del electrodo para formar el estado emisor (Ecuacién 3).

Las reacciones de aniquilacion pueden ser sistemas de energia suficiente o sistemas de
energia insuficiente. A las primeras se les llama también de ruta S, y a las segundas de ruta
T. En las reacciones de ruta S, EQL se produce partiendo de un mismo precursor, y en las

de ruta T de dos precursores diferentes.

Figura 16. Electroquimioluminiscencia: ilustracion esquematica del proceso de emision de luz en la
superficie del electrodo (Rizwan et al., 2018).

El desarrollo de los ensayos de EQL se basa en el uso de dos sustancias
electroquimicamente activas, el complejo de rutenio [tris(bipiridil)-rutenio®] y la tripropilamina
(TPA), en la superficie de un electrodo de platino. La aplicacion de voltaje crea un campo
eléctrico que provoca que reaccionen todos los materiales presentes en el mismo,

aconteciendo la siguiente serie de eventos (Fig. 17):

Figura 17. Complejo de Rutenio (IlI). Reaccion de electroquimioluminiscencia que involucra
tris(bipiridiI)-ruteni02+ y la tripropilamina (TPA) en la superficie del electrodo de platino (Inserto
Cobas e411, Roche Diagnostics).
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- La TPA se oxida, libera un electrén y forma un radical-cation de TPA intermedio que a su
vez reacciona liberando un proton (H") para formar un radical de TPA (TPAo).

- A su vez, el complejo de rutenio también libera un electron en la superficie del electrodo,
oxidandose para formar el catién Ru(bpy);®*. Este catién de rutenio es el segundo
componente, junto con el radical de TPA, de la reacciéon quimioluminiscente.

- El radical TPAo y el catién Ru(bpy)s** reaccionan entre si, con lo que Ru(bpy)s>* se reduce
a Ru(bpy)s** pasando al mismo tiempo a un estado excitado mediante la transferencia de
energia.

- Este estado excitado es inestable y decae con la emision de un fotén de 620 nm (naranja)

hasta el estado original.

Si bien la TPA se consume durante la medicion, el complejo de rutenio en estado
fundamental se regenera continuamente. Eso significa que puede participar en muchos
ciclos generadores de luz durante el proceso de medicién, lo cual ejerce un efecto
amplificador inherente que contribuye a la sensibilidad de la tecnologia.

Los equipos comerciales pueden emplear diferentes disefios de ensayo en funcién del
analito que se desea determinar. Asi, por ejemplo, los principios de test disponibles en el

analizador Cobas e 411 (electroquimioluminiscencia) son tres (Fig. 18):

Figura 18. Principios de ensayo electroquimioluminiscencia (Inserto Cobas, Roche Diagnostics).

- Principio competitivo para analitos de bajo peso molecular (Ej.: T3 libre)

- Principio de tipo sandwich (uno o dos pasos) para analitos de alto peso molecular (TSH).
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- Principio de formaciéon de puentes (Ej.: 1gG, IgM, IgA). El principio de formacion de

puentes es similar al principio de tipo sandwich, con la diferencia de que el ensayo esta

disefiado para detectar Ac y no Ag. Esto se logra incluyendo Ag biotinilados y marcados con

rutenio en los reactivos por los que el anticuerpo que se presente analizar presenta afinidad.
Ejemplo del desarrollo de un ensayo de EQL tipo sandwich para TSH:

1) En el primer paso, la muestra del paciente se combina en una cubeta de ensayo con un

reactivo que contiene Ac de la TSH biotinilado y un Ac especifico para TSH marcado con

rutenio. Durante un paso de incubacion los Ac capturan la TSH presente en la muestra.

2) En el segundo paso, se afiaden microparticulas paramagnéticas recubiertas de

estreptavidina. Durante la incubacién, el Ac biotinilado se adhiere a la superficie recubierta

de estreptavidina de las microparticulas.

3) La mezcla de reaccion que contiene los complejos inmunes se transporta hasta la célula

de medicion; los complejos inmunes quedan atrapados magnéticamente sobre el electrodo,

mientras que el reactivo y la muestra libres se eliminan con la solucion de limpieza.

4) En la reaccion de EQL, el conjugado es un derivado basado en rutenio y la reaccion

quimioluminiscente se estimula eléctricamente para producir luz. La cantidad de luz

producida es directamente proporcional a la cantidad de TSH presente en la muestra.

5) La evaluacion y el célculo de la concentracion del Ag o analito se realiza mediante una

curva de calibracién a partir de estandares con concentraciones de Ag conocidas (Fig. 19).

® v v 3

L]

| @ Antigeno

Anticuerpo
bictinilado

Figura 19. Electroquimioluminiscencia: principio de tipo sandwich (Inserto Cobas e411, Roche
Diagnostics).
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Sistemas de amplificacion de la sefial: BIOTINA-AVIDINA (ESTREPTAVIDINA)

La biotina y la avidina son moléculas con una alta capacidad de agregacion, llegando a
formar grandes polimeros. Por esta razdn, el sistema de interaccion especifica biotina-
avidina o estreptavidina es empleado en varias plataformas analiticas para la cuantificacién
de diversos analitos y biomarcadores.

Mientras que la avidina es una glicoproteina tetramérica natural que se encuentra en la
albumina del huevo y en los tejidos aviares, la biotina (vitamina B7), actia como coenzima
de carboxilasas esenciales en diferentes rutas metabdlicas del ciclo del acido tricarboxilico,
la gluconeogénesis y el metabolismo de la leucina. La estreptavidina es un homoélogo de la
avidina derivado de la bacteria Streptomyces avidinii que, al igual que la avidina, se une a
cuatro moléculas de biotina con una constante de disociacion similar, y es resistente a los
cambios de pH, a la degradacion enzimatica y a los agentes quimicos desnaturalizantes.

La union especifica y de alta afinidad entre la biotina y la avidina y/o estreptavidina (Kd =
10™M) da lugar a sistemas de deteccién de alta sensibilidad, con bajas sefiales de fondo
inespecificas. Las |g purificadas pueden reaccionar con derivados de la biotina, aportando
sitios para la unién de varios equivalentes molares de avidina. El acople covalente de la
biotina a las proteinas se realiza a través de un enlace amida entre su cadena lateral de
acido valérico (grupo carboxilo) y los grupos g-amino libres (ej. de las lisinas) de las
proteinas. Estos sistemas se asocian a enzimas marcadoras como HRP o la FA que
permiten el revelado de la prueba.

En general, la union estreptavidina-biotina se utiliza durante la incubacion del ensayo
para fijar los Ac biotinilados (inmunoensayos en sandwich) o los Ag biotinilados

(inmunoensayos competitivos) a superficies recubiertas de estreptavidina (Fig. 20).

Interferentes

La ingesta de dosis altas de biotina (Ej.: suplementos vitaminicos) puede interferir en los
resultados de aquellos IE que utilizan el sistema biotina-estreptavidina entre sus
componentes. La interferencia puede ser positiva 0 negativa segun el disefo del ensayo.
Asi, los inmunoanalisis no competitivos o tipo sandwich (como los disefiados para la
determinacion de TSH) suelen afectarse mostrando resultados falsamente disminuidos,
mientras que en los competitivos (determinacion de T4L, T3L y TSHR-Ab) el exceso de
biotina compite con el andlogo biotinilado por los sitios de unién de la estreptavidina,

generando resultados falsamente elevados (Fig. 21).
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Figura 20. A) Representacion esquematica de la interaccion avidina o estreptavidina-biotina. Las
proteinas avidina o estreptavidina pueden unir hasta cuatro moléculas de biotina, la cual se
conjuga con una enzima, un Ac o una proteina diana para formar el complejo avidina-biotina. B) El
Ac de captura para un analito diana se bioconjuga con biotina. La unién especifica entre biotina-
streptavidina conduce a la formacién de un complejo terciario. El Ac de captura marcado se une al
analito fijado al primer Ac. C) Para analitos pequefios se require un ensayo competitivo: el analito
presente en la muestra como el analito marcado competiran por el sitio de unién del Ac de captura.
Si el Ac de captura se conjuga con biotina, unira microparticulas recubiertas de estreptavidina
(avidina), como el formato sandwich descrito en B). Biotechnology Advances 2019; 37: 634-41.
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Figura 21. A) Interferencia: la biotina libre inhibe la capacidad de la estreptavidina para capturar el
analito de interés en ensayos que utilizan la metodologia de libre captura biotinaestreptavidina. B)
En general la interferencia de biotina disminuye falsamente los resultados en los ensayos tipo
sandwich e incrementa falsamente los resultados en inmunoensayos competitivos que utilizan el
formato biotina/estreptavidina. Abbott, Reunién NAL BS INS, 2018).
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Las variables asociadas a la magnitud de la interferencia de biotina se relacionan con:
- Dosis, régimen y concentracion sérica de biotina
- Funcion renal
- Tipo de metodologia del ensayo (competitiva vs. no competitiva)
- Volumen de muestra utilizada
- Disefo: 1 6 2 etapas / con o sin lavado
- Catabolitos de biotina que también se ligan a estreptavidina (bisnorbiotina, sulfoxido de
biotina, etc.)
- Umbral de interferencia del ensayo

Si bien se considera una situacion excepcional, cada vez se informan mas casos, siendo
necesario concienciar al médico clinico de la existencia de interferencias frecuentes y
relevantes por consumo de biotina a través de suplementos alimentarios, asi como de la
necesidad de confrontar los resultados con la clinica antes de iniciar intervenciones o
tratamientos innecesarios.

Si el resultado de una prueba de laboratorio no coincide con la presentacién clinica del
paciente, deberia sospecharse la interferencia de biotina como una posible fuente de error.

La presencia de Ac anti estreptavidina (Ac anti-E) es causa muy rara de interferencia en
IE. Se presenta en forma similar a la interferencia por biotina, siendo el efecto mas
pronunciado en los ensayos competitivos (T4L) que en los no competitivos (TSH).

En ensayos competitivos por EQL para T4L, por ejemplo, si el suero del paciente tiene Ac
anti-E, estos pueden unirse a la estreptavidina del ensayo, disminuyendo la formacion del
complejo [Ac marcado con Rutenio-T4-biotina-estreptavidina unida a particulas magnéticas].
Esto deriva en una menor produccién de luz, por lo que el equipo informara una
concentracion sobreestimada de T4L.

Dado que las bacterias del género Streptomyces avidinii son muy abundantes en la tierra,
donde descomponen y reincorporan la materia organica para ser aprovechada por plantas y
otros organismos, se ha propuesto que los Ac anti-E pueden encontrarse en individuos que
se hallan en contacto con suelos de cultivos, huertas organicas, barro o plantas en
descomposicion donde habita la bacteria. Hasta el momento se desconocen las

circunstancias que llevan a la aparicion de los Ac anti-E.

REACCIONES DE INMUNOPRECIPITACION (en solucién)
Cuando un Ag en solucion se combina con un exceso de antisuero especifico, la
formacion de pequenos agregados (inmunoprecipitados) da como resultado la aparicion de

turbidez en la muestra. Existen dos enfoques para cuantificar esa turbidez (Fig. 22):
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- Turbidimetria: se basa en la medicion de la disminucion de intensidad de la luz
transmitida. Dicha medicion se puede realizar en un espectrofotdmetro convencional.

- Nefelometria: mide directamente la intensidad de la luz dispersada (scattered light). La
nefelometria requiere de un nefelémetro, que utiliza un laser helio-neén como fuente de luz.
Los detectores se pueden montar en angulos de 30°, 70° 6 90°.

En ambos casos, las concentraciones del analito se calculan por referencia a una curva
de calibracion almacenada en el instrumento.

Las mediciones pueden ser de tipo cinético o de punto final: en el caso de la
determinacion sea cinética, los cambios en la luz dispersada o absorbida se miden a
intervalos cortos, mientras que si se trata de un método de punto final, la reaccién ocurre
durante un periodo de tiempo definido (p. ej., 15 6 30 minutos).

La sensibilidad de la metodologia se puede aumentar a partir del empleo de particulas
recubiertas con el Ac especifico. Esto es util si el Ag esta presente en baja concentracion, ya
que las particulas extienden los inmunocomplejos formados, amplificando la senal.

Los ensayos inmunonefelométricos e inmunoturbidimétricos automatizados para la
medicion de proteinas se han desarrollado y expandido rapidamente en los ultimos anos,
reemplazando progresivamente las tradicionales técnicas de precipitacion en gel. Se
emplean para la determinacion de inmunoglobulinas, cadenas livianas libres, proteinas del
complemento, proteinas de fase aguda, proteinas de la coagulacion, hemoglobina glicada
(HbA1c), entre otras.

Cubeta (complejos Ag-Ac) Cubeta (complejos Ag-Ac)

Luz incidente

[]

457
detector 90°

Luz incidente

Figura 22. A) Principio de la inmunoturbidimetria B) Principio de la inmunonefelometria: los
complejos Ag-Ac que se forman al mezclar la muestra (que contiene el Ag) con el correspondiente
antisuero dispersan la luz, la cual es detectada mediante una fotocelda a 90°
(http://www.icp.ucr.ac.cr/~blomonte/)
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PRUEBAS DE LABORATORIO EN EL LUGAR DE ASISTENCIA DEL PACIENTE (POCT)

Las pruebas de laboratorio en el lugar de asistencia al paciente pueden definirse como
aquellas magnitudes bioldgicas que se determinan fuera del laboratorio, en un entorno
proximo al lugar de asistencia al paciente, y que son realizadas de forma manual,
automatica o semiautomatica por personal ajeno al mismo. Este tipo de tecnologias se
denominan POCT (Point of Care Testing).

Las plataformas POCT utilizan diferentes metodologias, dependiendo del analito que se
desea determinar (Tabla 5). Existen equipos capaces de realizar lecturas fotométricas,
inmunoldgicas con deteccidn enzimatica o fluorométrica y cromatografia.

Aunque no es necesario que los profesionales sanitarios que realizan estas pruebas
dispongan de titulacion en analisis clinicos, estos deben haber recibido formacion y
certificacion por parte de un profesional de laboratorio, que debera supervisar esta parte
crucial en el proceso de realizaciéon de las POCT.

La implantacion de estas pruebas solo tiene sentido cuando sustituyen o
complementan con ventajas algunas prestaciones de los laboratorios en beneficio de los

pacientes.

Tabla 5. Ejemplos de analitos determinados por POCT (Clin Lab 2018; 64:1-9).

Analito/Especialidad Material biolégico Tecnologia aplicada Fabricante

analizado

Glucosa/Quimica Clinica Sangre Tiras reactivas-Quimica seca Abbott

Nitritos/Urianalisis Orina Tiras reactivas-Quimica seca Roche

Troponina I/Quimica Clinica Sangre EDTA Inmunoensayo fluorométrico (AQT90 Radiometer

Flex)

Protrombina/Hemostasia Sangre entera capilar Electroquimica (Coagcheck XS Pro) Roche

pO2, pCO2/Gases en sangre- Sangre heparina ISE: Amperometria y potenciometria Radiometer

Emergentologia

IgG anti H. pylori/lnmunologia Suero Inmunocromatografia Acon Lab. Inc.

Estreptococo beta hemolitico LCR Aglutinacion en latex (BBL Streptocard Becton,

/Microbiologia Acid Latex Test) Dickinson
Ventajas:

- Extension del servicio del Laboratorio.

- Simplificacion de la fase pre-analitica, incluidos procedimientos administrativos, tiempo de
transporte de muestra y circuitos hospitalarios.

- Menor volumen de muestra y uso de muestras no centrifugadas.

- Reduccién del tiempo necesario para la toma de decisiones clinicas e intervencion
terapéutica precoz.

- Estratificacion rapida de los pacientes en las areas de atencion de urgencia.
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Limitaciones:

- Inadecuada o nula identificacion del paciente.

- Falta de garantia de calidad de los resultados. Posibilidad de inexactitud de las
mediciones.

- Sobreutilizaciéon o uso inadecuado.

- Operadores con foco clinico, y no de laboratorio.

- Capacidad limitada de almacenamiento de los resultados o falta de transferibilidad de
los mismos.

- Falta de supervision de los instrumentos y falta de conectividad de los POCT al

sistema informatico del laboratorio.

Clasificaciéon de los POCT

Debido a la gran cantidad de pruebas que se pueden realizar en el lugar de asistencia del
paciente y la heterogeneidad de las tecnologias, es posible clasificarlo de diferentes
maneras. De acuerdo al tipo de método las pruebas pueden ser agrupadas en:
1) Métodos Cualitativos y semicuantitativos: por lo general no suelen requerir
instrumentacion y tan soélo necesitan de la interpretacion visual del operador. Ej: tiras
reactivas de orina.
2) Métodos Cuantitativos: requieren el uso de un analizador que determine o cuantifique al

analito. Ej: equipos multiparamétricos para gases y medio interno.

Consideraciones generales

Todas las técnicas o métodos analiticos realizados en los POCT deben estar sometidas a
un programa de Control de Calidad Interno (CCI). Ademas, siempre que sea posible
deberan estar sometidos a un programa de Evaluacion Externa de la Calidad (CCE) o un
programa formal de intercomparacion. En caso que no se encuentre disponible un
programa, una alternativa es desarrollar algun mecanismo que proporcione evidencia
objetiva de que los resultados son aceptables (Ej: comparacién con los resultados obtenidos
en los analizadores del laboratorio central para verificar la intercambiabilidad).

El laboratorio central debe definir los criterios para la verificacion de la calibracién de los
POCT asi como establecer un programa de mantenimiento preventivo de todos los
instrumentos POCT en uso de acuerdo con las especificaciones del fabricante.

Todos los procedimientos de manejo de muestras, reactivos e insumos para POCT, en
cuanto a bioseguridad, deben realizarse de acuerdo con la normativa vigente y bajo las
normas desarrolladas por cada institucion segun su nivel de complejidad. Las tiras reactivas,
cartuchos o elementos que contienen muestras bioldgicas deben ser tratados como material
contaminado.
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Al usuario del equipo POCT le corresponde validar la informacion entregada por el
equipo, verificando los resultados obtenidos del examen realizado y los datos del paciente,
asi como también le corresponde llevar el respectivo registro de los resultados en un
sistema disefiado por la institucion para ello.

Los informes de resultados de los examenes obtenidos realizados en equipos POCT,
tendran que estar disponibles y recuperables como cualquier informe de laboratorio
cumpliendo con los plazos reglamentarios de conservacion de resultados.

Distintos organismos internacionales cuentan con sus recomendaciones para la
implementacién de las pruebas POCT, como el Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI), el College of American Pathologists, la Joint Commission on the Acreditation of
Healtcare Organizations y la norma ISO 22870: Point of care testing. Requirements for

quality and competence.
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, Bl
CAPITULO I L )

AUTOMATIZACION EN QUIMICA CLINICA !

OBJETIVO
e Conocer los principios de automatizacion aplicados en el laboratorio de bioquimica

clinica.

INTRODUCCION

La aparicion de los laboratorios clinicos, es decir los laboratorios instalados en los
hospitales y cuya funcién principal era la ayuda en el diagndstico de los enfermos, se
produjo hace unos 200 anos en Inglaterra, Francia y los paises de lengua alemana.

El desarrollo del analisis quimico y de la quimica organica en la primera mitad del siglo
XIX permiti6 que se aplicaran estas técnicas analiticas a los fluidos biolégicos con fines
diagnosticos. Se trataba de pruebas rudimentarias y muy laboriosas, cualitativas o semi-
cuantitativas, basadas en un cambio de color que se valoraba de forma visual o por medio
de colorimetros muy simples. Otras pruebas requerian de técnicas gravimétricas, de
titulacion o gasomeétricas.

Durante los primeros afios del siglo XX comienzan a establecerse diferentes disciplinas
dentro de los laboratorios clinicos, como la hematologia, la microbiologia y la quimica
clinica. Se describen métodos colorimétricos sensibles para la determinacion cuantitativa de
analitos de interés en el diagndstico y seguimiento de las enfermedades utilizando
volumenes pequenos de sangre y orina. Asimismo, técnicas de separacidon como la
cromatografia, la ultracentrifugacion y la electroforesis se aplicaron a los laboratorios clinicos
para cuantificacion de ciertos analitos. En los afios 50 se extiende el uso de los fotémetros
de llama para la determinacién de sodio y potasio en plasma y orina.

Desde los afios 30 a los afios 60 se fueron mejorando los métodos analiticos con el
objetivo puesto en la reduccion del volumen de muestra y en la simplificacion y rapidez de
las técnicas. En este sentido, cobra importancia el colorimetro fotoeléctrico para cuantificar
reacciones quimicas; primero se emplearon los fotdbmetros de filtros y posteriormente los
aparatos de doble haz.

En 1950, Levey y Jennings aplicaron por vez primera las graficas de control que
Shewhart habia utilizado en la industria a los procedimientos analiticos del laboratorio

clinico.
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La introduccion en 1956 de la tecnologia quimica de las tiras reactivas para los analisis
de orina (Glukotest, Clinistix) represent6 un hito fundamental en los estudios realizados con
este fluido bioldgico.

En 1957 se describe un analizador de flujo continuo para la determinacion de urea en
suero y un aio después la empresa Technicon comercializa el primer analizador automatico
para quimica clinica. En 1970 se introdujo el primer analizador discreto random access
(DuPont Automated Clinical Chemistry Analyzer).

Durante la década del ochenta los desarrollos en el campo de la electrénica, la
informatica y la robética le dieron un importante impulso a la automatizacion, y les permitio a
los laboratorios clinicos no soélo dar respuesta a un niumero cada vez mas creciente de
peticiones analiticas, sino también controlar las etapas de trabajo y conseguir que todas las
muestras que se analizaban estuvieran sometidas a las mismas manipulaciones. La
produccion industrial de reactivos con fines diagnésticos promovié una estandarizacion de

los andlisis y garantizé una mejor calidad (Fig. 1).

Inicio de la automatizacion
{1975 -1990)

Técnicas manuales

(1960 - 1975)

Evolucion de la
automatizacion
{1990-2000)
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¥ Automatizacion discreta
y multianalisis

¥ Grandes avances tecnologicos
(hardware, software) y LIS/HIS
¥ Automatizacion de fases pre y

volumétrico vidrio, ¢ Analizadores discretos o
; y b batch i , - post analiticas
instrumento de lectura Trahajo en batc ¥ Sistemas informaticos L ’
p ¥ MNormativas internacionales
{fotocolorimetro) {Lis) 11 ;
(IFCC, DGKC, otras)
[Ts60 1575 1990 2000 >
Métodos guimicos - T =
LI ‘ Métodos enzimaticos colorimétricos |
colorimétricos —_—
+ Preparados en el laboratorio ¥ Lecturas en Visible o UV ¥ Todos los reactivos en el mismo kit st
ol ey ¥ Liquidos listos para usar
+  Reactivos conservados a TA ¥ Menor interferencias < liofilizade + Buffer [reconstituir)

+  Lecturas en el Visible ({epecicita)

Todos los reactivos en mismo kits

v
+  Punto final o cinéticos (Muy rapidos)

¥ Sensibles y especificos v

Reactivos estables “on board”
Dedicados con codigo de barra
Resultados en unidades

+ Resultados expresados en unidades : estables en refrigeradar]
arbitrarias Ee ¥
/' NO Control de Calidad ¥ Métodos de punto final o cinéticos

internacionales

¢ Trazabilidad

 Control de calidad interno y
externa

Resultados en unidades

internacionales

¥ Resultados de acuerdo a
normativas nacionales

< (Control de calidad interno

+ Control de calidad normativas
internacionales.

Figura 1. Evolucion histérica de los laboratorios de analisis clinicos (Nesprias JM-Wiener Lab).

Otro avance en el campo de los autoanalizadores fue el desarrollo e incorporacion de las
técnicas de inmunoquimica, que permitid la cuantificacion de hormonas, vitaminas,
marcadores tumorales, anticuerpos y drogas. Estos instrumentos emplean los principios de
la inmunoturbidimetria/nefelometria, inmunoensayos competitivos y no competitivos con

deteccién por quimio/electroquimioluminiscencia, entre otros.
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Desde 1995 ha habido grandes cambios en los analizadores automaticos; estos se han
vuelto mas compactos, rapidos y faciles de usar como resultado del refinamiento en los
avances de software, integracion, consolidacion y conectividad. La automatizacion ha
avanzado con caracteristicas de independencia e intervencion minima del operador.

En un esfuerzo por reducir los costos y responder mas rapidamente a las necesidades
clinicas, los laboratorios han desarrollado un "nucleo" altamente automatizado con
instalaciones y pruebas distribuidas en areas especificas de procesamiento. Con base en la
tecnologia actual, pruebas que alguna vez se realizaron en secciones de laboratorio
separadas ahora se realizan en una sola plataforma (analizador unico), en una celda de
trabajo (dos o mas instrumentos vinculados), o con el uso de la automatizacion total del
laboratorio (célula de trabajo con procesamiento post-analitico).

El desarrollo de un sistema de preanalitica mejorada en la manipulacion de muestras (por
ejemplo, cédigos de barras, centrifugas automaticas, destapador), el uso de analizadores de
alta precision y actividades post-analiticas (por ejemplo, informes de laboratorio a través de
sistemas informaticos en red-LIS) contribuyen aun mas a mejorar la calidad de los servicios

prestados.

Caracteristicas de la automatizacion

Acorde con la definicion de la [IUPAC (Unién Internacional de Quimica Pura y Aplicada,
1994), se define la automatizacion en Quimica como: “El reemplazo del esfuerzo y
manipulacién manual en el desempefio de ciertos procesos, por instrumentos y mecanismos
inventados que son regulados y retroalimentados por informacién de aparatos
automonitoreados y autoajustados”.

Asi, la automatizacion del laboratorio clinico se caracteriza por la integracion del
personal de laboratorio y de los sistemas informaticos, analiticos, preanaliticos y
postanaliticos para beneficiar positivamente al sistema de salud, al paciente y a la calidad,
economia, confiabilidad, velocidad y seguridad del laboratorio.

Entre los principales aportes de la automatizacion se incluyen la reduccion en la
variabilidad de los resultados y en los errores analiticos, asi como la eliminacion de tareas
que resultan repetitivas, mondtonas y/o riesgosas para el personal de laboratorio. Del mismo
modo, disminuyen errores potenciales de procesos manuales relacionados con el pipeteo, el
calculo o la transcripcion de resultados. Asi, permite la liberacion de recurso humano para
realizar tareas que requieren mayores conocimientos (Gestion del conocimiento) (Tabla 1).

Como principales inconvenientes o desventajas de la automatizacién podria citarse:

- Incremento de costos fijos.
- Incremento del mantenimiento.
- Reduccion de flexibilidad de recursos.
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Tabla 1: Objetivos de la automatizacién

Automatizacion ‘

- Mejorar la productividad: procesamiento de un gran volumen de pruebas en menor tiempo.
- Estandarizar procesos y tiempos.

- Reducir errores, especialmente en la etapa analitica: mejora la precisiéon y exactitud.

- Incrementar los niveles de seguridad para el operador.

- Eficientizar costos y recursos humanos.

En la mejora del proceso productivo derivado de la gestién total de la calidad, se
distinguen dos modelos de automatizacion: el laboratorio totalmente automatizado (LTA) y el
laboratorio automatizado modular (LAM).

- EI LTA supone la gestion integral de la muestra, ya que se automatiza desde la fase
preanalitica hasta la fase postanalitica. TLA es ideal para laboratorios centrales que realizan
un amplio espectro de pruebas utilizando sistemas altamente automatizados acoplados con
sofisticados sistemas de informacién de laboratorio (LIS) (Fig. 2).

- En el LAM se crean areas que, aunque estan fisicamente separadas, se agrupan por
modulos de automatizacion denominados workcells dependiendo del tipo de muestra a
analizar. Esta modalidad posee la desventaja de tener que transportar el tubo de un sistema

a otro, o alicuotar la muestra en diferentes tubos.

Figura 2. Ejemplo de un sistema de automatizacion total del laboratorio. Puede incluir equipos
de: hematologia (con realizacién y tincion automatica de extendidos), hemostasia, quimica
clinica e inmunoensayo, asi como la gestion integral de datos del sistemas informatico (estacién
de trabajo, médulos pre- y postanaliticos: inspeccién de tubos, centrifugacion, almacenamiento
refrigerado, alicuotado, entrada y salida de racks, selladora, destapadora, etc.).
(http://siemens.com/healthcare)
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Clasificacion de la automatizacion en el laboratorio clinico

La figura 3 esquematiza la clasificacion de la automatizacion del laboratorio clinico
definiendo dos componentes principales: automatizacion analitica y automatizacion extra-
analitica. A su vez, los procesos extra-analiticos se pueden dividir en:
- Procesos extra-analiticos intralaboratorio (preanaliticos).

- Procesos extra-analiticos extralaboratorio (pre-preanaliticos).

ANALIZADORES ON-LINE
(interaccion con el sistema
integrado de automatizacidn
AUTOMATIZACION del laboratario)
ANALITICA —
ANALIZADORES OFF-LINE
{no incorporado al sistema
integrado de automatizacion o
analizador dnico)
. | S —
AUTOMATIZACION
DEL LABORATORIO ' -
- Sistemas de funcion
CLINICO D simple o tinica
SOLO SISTEMA
PRE-ANALITICO
AUTOMATIZACION - b
. istemas multifuncion
EXTRA-ANALITICA s y—
SISTEMA PRE/POST
ANALITICO
(integrado al sistema de
automatizacion del laboratorio)

Figura 3. Automatizacién en el laboratorio clinico (Turk J Biochem 2021; 46: 115-28).

Los procesos preanaliticos involucran el procesamiento de la muestra mientras que los
pre-preanaliticos incluyen la solicitud de la prueba, preparacién automatizada de
contenedores de muestras (seleccién de aspiradores y etiquetado especifico para cada
paciente), toma de muestra y transporte (Fig. 4).

Todos los procesos que van desde el orden de la prueba hasta el informe de resultados
se asocian con un determinado tiempo de respuesta en la rutina del laboratorio y estan
interconectados entre si.

Por otra parte, la etapa postanalitica de la automatizacion extra-analitica cubre la
verificacion automatica, el reencapsulado, el archivado automatico de las muestras, la
recuperacion, el destapado en el caso de una repeticion y la clasificacion secundaria de

muestras para analizadores fuera de linea.
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Figura 4. Estacion de trabajo extraanalitica multifuncion. El equipo Roche Cobas 612 posee un
sistema automatizado de centrifugacion, destapado y recapsulado de tubos, realizacién de
alicuotas y etiquetado con cddigo de barras de tubos secundarios, incluida la inspeccion de la
calidad de la muestra para descartar hemdlisis, lipemia e ictericia (http://www.cobas.com).

COMPONENTES PRINCIPALES DE UN ANALIZADOR AUTOMATICO
Un analizador automatico se compone de las siguientes partes (Fig. 5):

- Sistema proporcionador de muestras

- Sistema proporcionador de reactivos

- Sistema de refrigeracion de reactivos

- Sistema de dilucién y pipeteo (hidraulico)

- Sistema de homogenizacion de la reaccién

- Sistema de incubacion

- Sistema de lectura (detectores)

- Sistema de lavado

- Procesamiento de datos: software-microprocesador-Interfase analizador/LIS

- Compartimiento de desechos bioldgicos

Términos relacionados

e Tiempo de retardo: tiempo minimo requerido para obtener el resultado luego del
procesamiento inicial de la muestra.

e Capacidad: numero maximo de muestras o pruebas que pueden procesarse en una
hora.

e Turn Around Time (TAT): tiempo para alcanzar el ciclo total de analisis.

e Pruebas STAT (del latin statim: inmediatamente) pueden ser:
- Urgentes: el instrumento deja de procesar las muestras de rutina y se enfoca en la
muestra urgente.
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- Emergencias: el instrumento termina de tomar las determinaciones que tiene
programadas en la muestra que estd analizando y pasa a realizar la muestra
emergente.

Figura 5. Partes de un autoanalizador 1) Sonda de muestra; 2) Bandeja de muestras; 3) Carga de
muestra; 4) Carga y recogida de racks; 5) Unidad de lavado; 6) Cubeta de reaccion; 7) Bandeja de
reactivos; 8) Interfaz de usuario y 9) Modulo ISE (electrodo i6n selectivo) integrado
(ClinicalChemistryAnalyzer/CA-800).

CLASIFICACION DE ANALIZADORES DE QUIMICA CLINICA
Actualmente existen en el mercado muy diversos tipos de analizadores para Quimica

Clinica y se pueden clasifican de acuerdo a sus caracteristicas de funcionamiento:

Segun el grado de automatizacion:
1) Analizadores SEMI-AUTOMATICOS: lectura de absorbancia. Calculo y expresion de
los resultados.
2) Analizadores AUTOMATICOS: mezcla de muestra y reactivos, incubacion, lectura,

calculo y expresion de resultados.

Segun el sitio de reaccion:

1) CONTINUOS: las muestras fluyen a través de una ruta de reaccibn comun y son
introducidas en forma secuencial a intervalos de tiempo, una detras de otra. A cada
muestra se le realizan todos los analisis. Dado que el proceso una vez iniciado
puede no ser detenido, resulta poco apto para urgencias o analisis Unicos. Los

reactivos son bombeados en tuberias a través del sistema generando una corriente
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de flujo y la muestra es movida empleando bombas peristalticas. Susceptibles al
fendmeno de carry over.

DISCRETOS: las muestras son transportadas a través del instrumento en su propio
conducto de reaccién (contenedores individuales). Los reactivos se adicionan
discontinuamente por medio de dispensadores y se utilizan jeringas de
desplazamiento de liquido positivo. Procesa multiples pruebas de a una muestra a la
vez 0 una prueba a la vez para multiples muestras. La mayoria de los
autoanalizadores actuales son discretos y permiten un surtido casi ilimitado de
analisis en un solo instrumento, al combinar pruebas rutinarias de quimica clinica e

inmunoensayo.

Segun la secuencia de trabajo

1)

2)

BATCH (lote o tandas): todas las muestras se cargan simultdneamente y se realiza
un sélo ensayo en cada muestra.

RANDOM ACCESS (acceso directo): puede realizarse cualquier ensayo en cualquier
muestra y en cualquier secuencia. Las pruebas de especimenes designados (STAT),
pueden tener prioridad. Representa la configuracion de acceso mas comun de los

analizadores en la actualidad (Fig. 6).

Segun tipo de metodologia (principio de medicion):

1)

2)

QUIMICA LIQUIDA: reactivos liquidos listos para usar o liofilizados mas buffer (la
reaccion ocurre en fase liquida).

QUIMICA SECA: tecnologia mediante slides (Tecnologia VITROS, Ortho Clinical
Diagnostics). Reactivos listos para su uso en forma liofilizada. Se reconstituyen con
la humedad de la muestra. Los sistemas pueden trabajar por lote por perfiles o por

urgencias.

Segun configuracion del analizador:

1)

2)

Analizadores CERRADOS: solo pueden ser utilizados con reactivos de su marca, no
admite cambio de parametros ni programacién de técnicas diferentes a las del
proveedor.

Analizadores ABIERTOS: los parametros de ensayos analiticos pueden ser
modificados por el operador y permite la incorporacion de técnicas/reactivos de
diferentes proveedores. Los laboratorios necesitan realizar la validacién del método

para cada ensayo que adaptan a un sistema abierto.
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Figura 6. Analizador de Quimica Clinica Cobas €311 de acceso aleatorio (random access analysis)
y configuraciones de prioridad STAT flexibles (Roche Diagnostics).

Los grupos de pruebas a realizar son definidos para una muestra ya sea
manualmente por el operador en la pantalla o utilizando el teclado, mediante un sistema de
informacion del laboratorio en conjunto con un lector de codigos de barra, o bien a través de

la seleccion apropiada del pack de reactivos.

OPERACIONES EN EL PROCESO ANALITICO

Un componente clave de cualquier estacion de trabajo es el equipo. Al realizar una
auditoria de instrumentos, uno puede entender mejor como se utiliza cada analizador, sus
costos asociados y las chances potenciales que podrian existir para mejorar el rendimiento.
Las caracteristicas de funcionamiento de cada instrumento deben ser detalladas como parte
de este proceso. Los ejemplos incluyen el maximo numero de muestras que se pueden
procesar por hora, el numero de muestras que se pueden cargar a la vez, y el numero de
contenedores de reactivos y ensayos que se pueden almacenar a bordo. La mayoria de los
analizadores quimicos son sistemas basados en pruebas, es decir, realizan un numero
especifico de pruebas por hora, independientemente de cuantas pruebas estén solicitadas

en cada muestra.

Toma de muestra de sangre venosa
Han sido desarrollados distintos sistemas automatizados de muestreo venoso (Fig. 7).
Son menos dolorosos que el procedimiento estandar debido a que aplican un anestésico

tépico activado por ultrasonido. La aguja esta oculta a la vista del paciente y su colocacién
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es rapida y estable, sin provocar temblores e inducir movimientos no deseados (por ejemplo,
durante el cambio de tubo en los sistemas de vacio). Ademas, son mas seguros para el
operador debido a que se evita el contacto con agujas y otros elementos punzocortantes.

Existen también dispositivos generadores de imagenes digitales en tiempo real que
permiten la localizacion de las venas del antebrazo (Fig. 7). El sistema permite visualizar
venas superficiales subyacentes, bifurcaciones y valvulas intraluminales, a menudo
invisibles a simple vista.

Las herramientas mencionadas buscan incrementar la seguridad tanto del paciente como
del personal sanitario, prevenir la hemdlisis de las muestras, disminuir los tiempos de

respuesta y contribuir a incrementar la calidad de pruebas.

Figura 7. A) Sistema automatizado de muestreo venoso (VenousPlus, Vasculogic); B) Dispositivo
visualizador de venas en tiempo real: la hemoglobina de la sangre absorbe luz infrarroja, lo que
permite que las venas se distingan claramente. Esto contribuye a su localizacion exitosa en
procedimientos de extraccion de sangre o canalizaciones (Accuvein av500, Accuvein) (Turk J
Biochem 2021; 46: 115-28).

Identificaciéon de la muestra

El proceso de identificacibn comienza desde la obtencion de la muestra y debe
mantenerse durante el transporte, procesamiento e informe de resultados. La identificacion
automatica consiste en tecnologias que electronicamente detectan una caracteristica o un
dato asociado a una muestra, por ejemplo numero de paciente. El cédigo de barras se ha
transformado en la tecnologia de eleccién en el laboratorio clinico para la identificacion
automatica de muestras (Fig. 8).

Junto con el etiquetado, se cargan las determinaciones a realizar a un sistema
informatico que genera un registro, el cual permanece incompleto hasta que se introduzcan
los resultados correspondientes. Si se realiza el etiquetado con cddigo de barras, éste se lee
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con un lector de cédigos, y se le asignan las pruebas a realizar desde la computadora. Hay
procesos que requieren un segundo etiquetado, y son aquellos en los que se debe extraer
muestra y alicuotar desde el tubo original para distribuirla a los distintos sitios donde se
llevan a cabo los procesos analiticos. Algunos equipos realizan este proceso también

automaticamente, siendo necesario sélo introducir el tubo de origen.

) ~ N = —
Figura 8. Lectura de tubo identificado con cédigo de barras.

Si el laboratorio no cuenta con un sistema de cddigo de barras para el etiquetado,
este se realiza de forma manual y debe ser introducido en el programa computacional con
las determinaciones correspondientes a través de un operador.

La utilizacion de cédigos de barra para el etiquetado tiene ventajas como:
v Eliminacion de las listas de trabajo del sistema.
v" Disminucioén de los errores de transcripcion.
v Evitar los errores de colocacién de tubos en el analizador y durante el muestreo.
v" Andlisis de muestras en secuencias al azar.
v Evita la mezcla de sueros cuando debe ser transferido a un contenedor secundario.
Los errores en la etapa de identificacion son graves, ya que pueden llevar a atribuir

resultados al paciente equivocado.

Transporte de la muestra
Se usan multiples métodos para transportar las muestras al laboratorio:

v' Servicio de mensajeria: si bien es confiable, tiene sus inconvenientes, como el
tiempo entre la preparacion, el envio y la recoleccidn de las muestras, ademas del
riesgo de derrame o rotura de los recipientes colectores de muestra.

v/ Sistema de tubos neumaticos hospitalarios: es rapido y confiable cuando se instalan
como un servicio -punto a punto-, pero cuando se trata de mecanismos de

conmutacién para permitir que se transporte a varias locaciones surgen los
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problemas de indole mecanica. En cuanto al disefio del sistema de tubos neumatico,
se precisa minuciosidad, para evitar la hemdlisis de muestras provocada por la
aceleracion y desaceleracion en el proceso de transporte (Fig. 9).

v" Vehiculos de via eléctrica: tienen mayor capacidad de carga, lo cual permite
adicionar hielo seco o packs de gel frios con las muestras, ademas de no presentar
el problema de aceleracién/desaceleracion.

v" Robots moviles: utilizados para el transporte dentro del laboratorio o fuera del area
central del mismo. Facilmente adaptables para transportar contenedores de distinto
tamafio y forma, reprogramables de acuerdo a los cambios de geometria del
laboratorio. Como desventaja, requieren el uso de lotes de muestras para mayor
eficiencia, y en la mayoria de los casos, que el personal de laboratorio retire las

muestras en cada lugar de parada del robot movil.

Figura 9. Sistemas de tubos neumaticos hospitalarios para el transporte de muestras de sangre
desde el sitio de extraccion al laboratorio central (www.medicalexpo.es).

Preparacién de la muestra
La coagulacion de la muestra en los tubos de recoleccion, la centrifugacién y posterior
traspaso del suero a tubos secundarios requieren de tiempo que demora la preparacion de

la muestra para el analisis. Con el objetivo de eliminar dicho retraso se han desarrollado
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métodos automatizados que incluyen el uso de sangre entera para analisis (puede aplicarse
a determinados analitos) o la automatizacion de la preparacion de la muestra de manera
completa (Fig. 10). Algunos equipos poseen la capacidad de realizar test adicionales en

funcién del resultado de un primer test.

Tapado del ;

dentificaci slisi Tapado de
Identificacion Analisis -
Centrifugacion Transferencia a Etiquetado con

codigo de barras |

|

Clasificacion de
alicuotas

tubo primario

| —

Destapado del tubo —s Alicuotado

Figura 10. Mddulos o partes funcionales de un sistema preanalitico modular integrado (Turk J
Biochem 2017; 42(1): 1-13.

Carga de muestras y aspiracion

En la mayoria de los analizadores, la muestra para el analisis automatico es suero o
plasma (aunque existen pruebas que emplean orina, liquido cefalorraquideo o sangre
entera). Algunos equipos toman la muestra directamente del tubo original de recoleccién, los
cuales contienen un separador que funciona como barrera entre el sobrenadante y las
células (por ejemplo, tubos con gel). Otros analizadores toman la muestra de pocillos o
tubos secundarios, generalmente especificos para cada tipo de analizador, llenados con
alicuotas de la muestra original (Fig. 11).

Los pocillos estan disefiados para minimizar el volumen muerto de muestra (cantidad
minima de muestra que debe estar presente en el pocillo para que la aspiracion para el
proceso analitico sea posible). Deben ser fabricados de un material inerte que no interactue
con la muestra, y con la forma adecuada, que minimice el proceso de evaporacion.

Algunos fabricantes utilizan tubos cerrados, cuyo tapén es atravesado para el muestreo,
evitando de ese modo escapes de muestra.

Por otro lado, las celdas que contienen muestras especificas deben contar con la
temperatura correcta para el caso de analitos termolabiles, y la opacidad adecuada para el
caso de analitos fotolabiles, con el propoésito de reducir al maximo la posible degradacién de

los analitos.
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Figura 11. Bandeja de muestras y reactivos autoanalizador CM250 WIENER.

La zona de carga de un analizador es el area en la cual las muestras son contenidas
dentro del instrumento antes de ser analizadas (Fig. 12). En la mayoria de los casos se trata
de platos circulares, bastidores o racks, o una cadena en serpentina de contenedores.
Existen posiciones definidas en la bandeja de muestras (rutina, urgencias, calibradores y
controles). Para el caso de identificacion manual de muestras, se debe asociar cada celda
de muestreo a un paciente especifico. Una vez cargadas las determinaciones, el mecanismo

de muestreo determina el volumen exacto de muestra requerido.

Figura 12. A) Soporte de muestras ATELLICA SIEMENS y B) Brazo mecéanico toma tubo para
posterior lectura de codigo de barras y transporte a sector analitico del equipo
(https://www.siemens-healthineers.com/).

Procesamiento de la muestra

Algunos procedimientos analiticos requieren la remocion de proteinas y otros
interferentes de la muestra o separar la fraccion unida de la libre en el caso de
inmunoensayos heterogéneos. La remocion de proteinas y otros interferentes se logra por:

1) dialisis, 2) columna cromatografica o 3) filtracion.
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Introduccién de la muestra y transporte interno

Se utilizan pipetas o sondas aspiradoras, las cuales poseen sensores de nivel de liquido
(capacitivo, conductivo) y sensores de choque de aguja, detector de coagulos, burbujas,
otros.

El muestreo depende del tipo de autoanalizador:

v" Analizadores de flujo continuo: La sonda aspira al interior por medio de una bomba
peristaltica, la misma que ingresa los reactivos. Son poco empleados por su
inflexibilidad en el menu de pruebas.

v Sistemas de procesamiento discreto: variedad de sondas para muestras (rutina y
urgencias) y reactivos. Las pipetas pueden ser de volumen fijo (utilizadas en

instrumentos que llevan a cabo una pequefia variedad de pruebas) o variable.

Efecto carry-over

El arrastre o carry-over representa uno de los ensayos contemplados en la validacion de
un sistema analitico y consiste en transportar una cantidad de analito o reactivo de un
ensayo inicial a otra reaccién, contaminando la prueba inmediatamente posterior,
provocando un aumento en la concentracién esperada. Como afecta el resultado analitico
de la reaccion subsecuente, el proceso de carry-over debe ser minimizado. Muchos
analizadores lo logran configurando un adecuado radio de flujo de descarga de muestra e
incorporando estaciones de lavado de la sonda de muestreo. En algunos casos, como por
ejemplo en la mediciéon de gonadotrofina coridnica, cuyo rango de concentraciones es muy

amplio, se adicionan lavados extras para minimizar este efecto.

Manejo de reactivos y almacenamiento

La mayoria de los analizadores utiliza reactivos contenidos en recipientes de plastico o
vidrio. Para aquellos analizadores en los que el inventario de reactivos de trabajo se
mantiene en el sistema, los volumenes de reactivos almacenados dependen del numero de
pruebas a desarrollar entre los ciclos de reabastecimiento de reactivo. Cuando se trata de
aparatos que no tienen un procesamiento continuo, los reactivos suelen almacenarse en los
refrigeradores o estantes del laboratorio hasta nuevo uso.

El etiquetado de reactivos debe contener: 1) identificacion del reactivo, 2) volumen
contenido o numero de pruebas que pueden realizarse con dicho volumen, 3) fecha de
vencimiento y 4) niumero de lote. Algunos reactivos tienen un cédigo de barras que nos
permite acceder a la informacién necesaria referida, y provee en algunos casos, informacion
extra como, por ejemplo, si estd asociado a un sensor de nivel, nos alerta de forma
automatica cuando no hay cantidad suficiente de reactivo para llevar a cabo una reaccién

determinada (Fig. 13).
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Figura 13. Carrusel de reactivos refrigerado. ARCHITECT i1000SR (www.corelaboratory.abbott).

Distribucion de los reactivos

Los reactivos liquidos se toman vy distribuyen a las camaras de mezclado y reaccion
mediante bombas peristalticas o dispositivos de jeringas de desplazamiento positivo. Estas
jeringas son comunes a muchos sistemas analiticos. El volumen de reactivo que cargan y
descargan es programable. En aquellos analizadores donde la misma jeringa distribuye

numerosos reactivos, el proceso de lavado es esencial para evitar el efecto carry-over.

Fase de reaccion quimica

Entre los factores importantes a tener en cuenta en esta fase se incluye el receptaculo
donde se lleva a cabo la reaccion, la cubeta en la cual se monitorea dicha reaccion, la
sincronizacién de la misma, el mezclado y transporte de los reactantes y las condiciones
térmicas de los fluidos.

v" Receptaculo de reaccioén y cubeta

En un sistema de flujo continuo, cada muestra pasa a través de la misma corriente
continua y es sometida a idénticas reacciones analiticas, con igual velocidad. En dicho
sistema, la reaccion ocurre en el tubo que sirve como contenedor de flujo y cubeta al mismo
tiempo.

En los sistemas discretos, como ya se menciond, cada muestra en la corrida tiene su
propio espacio fisico y quimico, separado del resto de las muestras. Utilizan receptaculos

individuales de reaccién (descartables o reutilizables), transportados a través del sistema
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luego de que la muestra y el reactivo han sido dispensados, o usan una camara de reaccion
estacionaria.

La limpieza de las cubetas o receptaculos reutilizables incluye la aspiracion de la mezcla
de reaccion, un lavado repetido in situ con detergente alcalino o solucién acida y posterior

enjuague con agua deionizada y secado (Fig. 14).

Figura 14. Las estaciones de lavado en un analizador de Quimica Clinica realizan las siguientes
operaciones: (1) aspiran los desechos de reaccion y dispensan agua, (2) aspiran y dispensan agua
de enjuague, (3) aspiran agua de enjuague y dispensan agua para la medicion del blanco y (4)
aspiran el agua de la celda blanco para el secado (Roche Diagnostics).

v Sincronizacién de la reaccién

Depende de factores como la velocidad de transporte de la mezcla de reaccién a través
del sistema hacia la estacion de medida, los eventos cronometrados de adicidon o activacion
de reactivo relativos a la mediciéon, o ambos.

En los sistemas discretos, las muestras y los reactivos son agregados a la cubeta en una
secuencia de tiempo por medio de dispensadores, y las sefiales son medidas en intervalos

para seguir el curso de cada reaccion.

v" Mezcla de reactivos

- En sistemas discretos, se describen variadas formas de mezclado:
1. Conveccidn por inyeccion forzada.

Agitaciéon magnética.

Desplazamiento lateral vigoroso.

Paleta giratoria.

A

Uso de energia ultrasonica.
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- En sistemas continuos, el mezclado se basa en cambios de la corriente de flujo por
accion de bombas mezcladoras.

- Reactivos Secos: por difusion.

v" Incubacion
Existen circuitos electrénicos para monitorizar y mantener la temperatura dentro de
estrechos rangos de tolerancia. Incluyen: bafios de aire, bafios de agua y contacto

con placas calidas.

Métodos de medicion

El principio de la espectroscopia se aplica a todos los instrumentos, los mas antiguos y
los modernos. Lo que ha mejorado con el tiempo es la sensibilidad y la precision de los
métodos, el numero de muestras que se pueden procesar por unidad de tiempo o la
obtencion de resultados a partir de calculos automatizados en el equipo.

Los equipos automatizados de quimica utilizan una variedad de equipos Opticos de

medicion que incluyen:

v' Fotometria / Espectrofotometria: Un espectrofotdmetro es un instrumento para medir
la transmitancia o absorbancia de una muestra, en funcién de la longitud de onda de
la radiacion electromagnética. Los componentes clave de un espectrofotémetro, son
(Fig. 15):

o Fuente Optica: Lamparas de tungsteno, lamparas halégenas de cuarzo, lamparas
de deuterio, lamparas de mercurio, lamparas de xenon y laser.

e Aislamiento espectral: la mayoria de los monocromadores actuales usa una red
de difraccion reflectante. La red consiste en una en una superficie Optica plana

pulida sobre la que se graban lineas paralelas igualmente espaciadas.

A B C D E F G
Figura 15. Componentes de un espectrofotometro de haz Unico. A- Lampara excitadora. B- Ranura

de entrada. C- Monocromador. D- Ranura de salida. E- Cubeta. F- Fotodetector. G- Pantalla de
diodo emisor de luz (LED) (Henry’s Clinical Diag and Management by laboratory Methods, 2011).
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e Detectores fotométricos: actualmente se utilizan fotodiodos. En un
espectrofotdmetro de arreglo de diodos, la muestra se ilumina de manera
conjunta, es decir, con todos los componentes espectrales de la luz a la vez, por
lo que absorbe simultdneamente la luz de diferentes longitudes de onda. A
continuacion, una red de reflexion difracta la luz transmitida. Esta instrumentacion
ayuda a adquirir el espectro UV-VIS mas rapidamente de lo que se puede

obtener con un espectrofotometro de barrido tradicional.

v' Fotometria de reflectancia: Implica la medida de la intensidad de la luz que es
reflejada por una fase sdlida, tras iluminar ésta con un haz de luz de una longitud de
onda que es absorbida por los productos de interés.

Al igual que con otros fotdmetros, los principales elementos de los reflectémetros
incluyen una fuente de luz, normalmente una LED de larga duracién de longitudes de
onda especificas que son concentradas en una superficie de la muestra a través de
un sistema de lentes, y la luz reflejada se mide mediante detectores. La intensidad
de luz reflejada no es lineal con respecto a la concentracién del analito, por lo que se
utilizan algoritmos matematicos para hacer lineal tal relacion.

Vinculados a la denominada quimica seca, los reflectometros suelen estar disefiados
para medir las caracteristicas fisicas de las superficies, como los cambios de color
en una tira reactiva (Fig. 16). Algunos sistemas solo pueden realizar determinaciones

colorimétricas, mientras que otros pueden llevar a cabo analisis enzimaticos.

Por otra parte, para sistemas de inmunoensayos se utilizan esquemas de reaccion
basados en principios como la fluorometria, turbidimetria y nefelometria,
quimioluminiscencia o electroquimioluminiscencia.

El inmunoensayo fluorescente (FIA) es la técnica automatizada de fluorescencia mejor
conocida como Inmunoensayo de Polarizacion Fluorescente (FPIA) de Abbott, utilizada
durante mucho tiempo en el analizador TDx. Los inmunoensayos automatizados estan
también disponibles en equipos Elecsys, Modular, Hitachi y Cobas (Roche), Immulite, Vista,
Dimension, Advia y Atellica (Siemens), Access (Beckman-Coulter), AIA (Tosoh),
analizadores AU (Olympus) y sistemas Architect (Abbott). Algunos analizadores pueden

incluso emplear mas de una metodologia de inmunoensayo en su plataforma.
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Figura 16. A) Tira reactiva para el analisis de orina manual: comparacion visual con patrones; B)
Tira reactiva para el analisis de orina mediante fotometro de reflectancia. En la parte superior se
observa el cédigo magnético que contiene la informacion para realizar la lectura; C) Fotémetro de
reflectancia para el analisis de tiras reactivas de orina. Los reactivos de quimica seca se disefian
para ser utilizados especificamente con un fotémetro de reflectancia concreto, capaz de leerlos e
interpretar los resultados. (Analisis bioquimico I, Aran Ediciones, SL, 2016).

Modos de Lectura

En un autoanalizador quimico, después de que la muestra y el reactivo se mezclan en la
cubeta de reaccion, se llevan a cabo mediciones de absorbancia durante un periodo de
tiempo determinado. La secuencia de valores de absorbancia obtenidos por estas
mediciones se denomina "curva de reaccién". Los autoanalizadores pueden desplegar la
curva de reaccion al momento de correr las muestras.
En este sentido, los ensayos espectrofotométricos pueden ser:
- De punto final (endpoint method): la reaccion se completa después de un tiempo fijo.
- Cinéticas (continuous monitoring method, rate method): multiples lecturas registradas
durante un intervalo de tiempo especificado.
- De dos puntos (fixed time method or two-point method): la diferencia de absorbancia entre
dos puntos se utiliza para el calculo de los resultados.

Las lecturas pueden incluir blanco de suero, blanco de cubeta, blanco de reactivo, etc.

Procesamiento de la sefnal, manejo de datos y proceso de control

Las sefales analdgicas detectadas son convertidas a formas digitales por convertidores
analdgicos-digitales en un rango de 10% a 10° conversiones por segundo. El procesamiento
de datos por software ha permitido la automatizacion de diversos procedimientos como

inmunoensayos no isotopicos y espectrometria de reflectancia porque los algoritmos
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computacionales facilmente transforman complejas respuestas estandar no lineales en
curvas de calibracién lineales. Funciones adicionales incluyen:

v Control por computadora de la funcién electromecanica del analizador, aseguran que
todas las funciones se llevan a cabo de manera uniforme, repetitiva, y en la
secuencia correcta, lo que aumenta la reproducibilidad de los resultados.

v' Adquisiciéon, procesamiento y almacenamiento computacional de los datos
operacionales del analizador.

v' Interfaz de la computadora con el operador del instrumento. Los mensajes

diagnésticos de la computadora al operario describiendo el sitio y tipo de problema,
permite una identificacién rapida y pronta correccién de los mismos. Los datos de
salida se miden en comparacién con criterios preestablecidos y se muestran para la
evaluacién y valoracion del operador. Dicha informacion especifica que la linealidad
de la reaccién ha sido excedida, que la reaccion no es lineal, que ha habido un
agotamiento de sustrato, que la absorbancia de un reactivo es muy alta o muy baja,
0 que el desvio de la linea de base es excesivo. En general los equipos emiten
alarmas de resultados (avisan sobre resultados o condiciones irregulares de la
medicion de las muestras, controles o calibradores) y alarmas sobre el
funcionamiento del instrumento (avisan sobre situaciones irregulares del sistema).
A partir de estos avisos, los operadores reprogramaran ciertas funciones del
analizador, o bien, procederan al chequeo de todas las condiciones que pueden
provocar las modificaciones informadas, para corregirlas y continuar en la linea
correcta de procesamiento.

v" Facilitar la comunicacioén entre la computadora y un ordenador central.

v Integracion computacional de las funciones monitorizadas de uno o mas

analizadores con una sola estacion de trabajo (Fig. 17).

= e e |
Figura 17. Software-Ordenador conectado a autoanalizador Atellica-Siemens (http
healthineers.com/)

s:/lwww.siemens-
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Autoverificacion

La autoverificacion es el proceso de liberacion automatica de los datos de laboratorio; un
software evalua automaticamente los resultados de las pruebas segun los criterios
establecidos por el laboratorio, y publica estos resultados sin intervencion directa del
profesional bioquimico.

Segun el documento de la CLSI -Autoverificacion de Resultados de las pruebas del
Laboratorio Clinico (AUTO10-A)- los criterios de autoverificacion pueden ser definidos por el
usuario y adaptados a diferentes entornos y servicios. Pueden incluir valores de referencia,
resultados del control de calidad interno, alarmas de los instrumentos, verificacién delta
(comparaciéon de resultados del examen actual contra otro resultado anterior del mismo
paciente, si existiera), comprobaciones de lotes de reactivos, informacién demografica sobre
pacientes, historia clinica, valores criticos, entre otros. En algunos sistemas mas
sofisticados, también se pueden insertar comentarios u observaciones.

La implementacion de la verificacion automatica conduce a estandarizar los criterios de
verificacion de resultados, reduce del tiempo de respuesta (TAT) y permite la optimizacion
del tiempo de trabajo del personal de laboratorio. La rapida comunicacién de resultados
criticos, el aseguramiento de la calidad de los resultados liberados y una mayor seguridad
para los pacientes son otras ventajas de la autoverificacion.

Las reglas de autoverificacion pueden insertarse en el middleware (software intermedio)
y/o en el sistema de informacién del laboratorio (LIS). El software intermedio es el software
que vincula al LIS con los instrumentos.

Sin embargo, la seleccion y el infforme automatizado de los resultados de las pruebas de
laboratorio no pueden reemplazar por completo el trabajo del/la bioquimico/a, que es
fundamental para interpretar las razones por las que un resultado en particular no puede ser
liberado. El proceso de seleccion e informe automatizado de resultados debe tener un

"botdn de parada" con el fin de evitar la publicacion de un informe de laboratorio erréneo.

Control de Calidad Interno y Calibracion

La finalidad de las mediciones de control de calidad (CC) es supervisar el rendimiento del
instrumento. EI CC en un autoanalizador puede realizarse de forma automatica o manual.
Cada test tiene uno o varios materiales de CC asignados. El CC de rutina comprende todos
los tests activados de todos los materiales de CC instalados para los modulos
seleccionados.

El CC permite la evaluacién estadistica del comportamiento de cada analito a través de
las graficas de Youden, gréaficas de Levey-Jennings con reglas de Westgard en tiempo real y
para datos acumulados, etc.

Se recomienda realizar mediciones de CC en los siguientes casos:
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- Cada dia antes de la operacion y al final de la operacion para garantizar la precision de
las mediciones durante toda la operacion.
- Cuando se carga un casete de reactivo nuevo para comprobar el reactivo.
- Después de la resolucion de problemas para comprobar el rendimiento del instrumento.
Si los resultados de CC estan dentro de los limites esperados, todo esta en orden con el
material de CC, el reactivo y el instrumento. Si los resultados de CC estan fuera de los

limites, se debe comprobar el material de CC, el reactivo y/o el sistema.

El objetivo de la calibracion es garantizar la exactitud de las mediciones de todos los
tests. Cada test se calibra para determinar un factor de calibraciéon valido. Los valores
medidos dependen del sistema de medicion y de los reactivos, y pueden variar a lo largo del
tiempo. La calibracion se considera correcta cuando se satisfacen los criterios de calidad de
calibracion definidos previamente. De lo contrario, si el instrumento detecta una condicion o
resultado irregular, emite una alarma, la calibracién se clasifica como erronea y se
recomienda su repeticion.

Las calibraciones pueden ser realizadas a demanda o en forma automatica. Las
calibraciones se efectian a intervalos regulares para compensar los cambios que se
producen con el transcurso del tiempo en los reactivos y en los sistemas de medicion. El
instrumento recomienda automaticamente todos los tests que necesitan calibracion. Las
calibraciones de intervalo se realizan en funcién del intervalo de los lotes o de los casetes.

Existen calibradores universales y especiales para las aplicaciones fotométricas. Un
calibrador universal (p. ej., CFAS, CFAS Proteins) se utiliza para numerosas aplicaciones
mientras que el calibrador especial es especifico de algunas aplicaciones o de una sola.

En funcién del tipo de prueba (fotométrica, potenciométrica, inmunoldgica), existen
diferentes métodos de calibracion: lineales, no lineales, multipuntos, 2 puntos de calibracion,
factor K, etc. Para la calibracion recomendada, el instrumento determina el método de
calibracion automaticamente. Si los tests se calibran manualmente, debe seleccionar un
método de calibracion. En el caso de unidades que cuentan con ISE (Na*, K" y CI'), debe
calibrarse con el método de calibracion completa cada 24h. Después de realizar una
calibracion, es necesario validarla. El sistema lleva a cabo esta tarea gracias a las

comprobaciones automaticas de la calibracion.

APLICACIONES DE LA ESPECTROMETRIA DE MASAS EN EL LABORATORIO CLINICO

Una revision de los desarrollos actuales en la automatizacion de los laboratorios clinicos
no estaria completa sin la inclusion de la cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
masas en tandem (LC-MS/MS). Es una técnica analitica que combina la cromatografia como
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técnica de separacion, y la espectrometria de masas como técnica de deteccion,

identificacion y cuantificacién para el analisis cualitativa y/o cuantitativa de compuestos

organicos e inorganicos.

La medicina clinica de laboratorio ha sido testigo de la introduccion y evolucion de la LC-

MS/MS en los laboratorios clinicos de rutina durante los ultimos anos. Proporciona una

mayor sensibilidad, especificidad y precision que otras técnicas utilizadas en los laboratorios

clinicos. Sin embargo, hay que precisar que se trata de equipos que poseen un elevado

costo, y cuya metodologia requiere una formacién especializada del profesional de

laboratorio para el manejo del equipo y correcta obtencion e interpretacion de los resultados.

En la actualidad la LC-MS/MS se esta aplicando en varias areas del laboratorio clinico:

monitorizaciéon

microbiologia (Tabla 2).

terapéutica de

farmacos,

toxicologia,

endocrinologia,

Tabla 2. Aplicaciones de la EM en el laboratorio clinico (ISBN 978-84-09-12875-4).

APLICACIONES DE LA EM EN EL LABEORATORIO CLINICO

SISTEMAS EM

APLICACION

MONITORIZACION
DE FARMACOS

TOXICOLOGIA

ENDOCRINOLOGIA

PEDIATRIA

MICROBIOLOGIA

ANALITOS

Inmunosupresores
(ciclosporina,
tacrolimus,
sirolimus,
everolimus)

Antibioticos,
antifingicos,
imatinib, busulfan,
influximab

Anfetaminas
Barbituricos
Benzodiacepinas
Cannabis
Cocaina
Opiaceos

Testosterona
Androstendiona
DHEA
Estrogenos
Vitamina D

17-0OH-
Progesterona

Cortisal

Aminoacidos,
succinilacetona
acilcarnitinas
(cribado neonatal)

Aminoacidos,
succinilacetona,
acilcarnitinas
(diagndstico)

Microorganismos

TIPODE
MUESTRA

Sangre total

Plasma, suero

Orina, sangre,
saliva, sudor,
cabello

Plasma

Sangre en papel,
plasma

Plasma, orina

Sangre en papel

Sangre en papel,
plasma

Fibroblastos,
liquido
cefalorraquideo
Orina

Cultivos de fluidos
biologicos

ENSAYOS
COMERCIALIZADOS

Sl

NO

NO

NO

Sl

NO

Si

Si

NO

NO

NO

GC-MS: cromatografia gaseosa acoplada a espectroscopia de masas.
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LC/IMS/MS

LC/IMSIMS

GC/MS
LC/MS/MS

GC/MS
LCIMSIMS

LC/MS/MS

GC/MS

LC/MSIMS

LCIMBIMS

LGC/MSIMS

LCIMS/MS

GS/MS
LC/MS/MS

MS/MS
MALDI-TOF
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En el laboratorio de microbiologia, el desarrollo de la tecnologia MALDI-TOF MS (matrix
assisted laser desorption ionization-time of flight-mass spectrometry: desorcién/ionizacion
laser asistida por una matriz con deteccién de masas por tiempo de vuelo) ha permitido la
utilizaciéon de la espectrometria de masas en la identificacion de microorganismos mediante
el analisis de proteinas, principalmente ribosomales, a través de la creacion de un espectro
de masas que es especifico para cada género y especie. Ademas, los analisis MALDI-TOF
MS se utilizan en estudios de farmacogendmica, farmacoepigenética y farmacomicrobioma.

Si bien resta trabajar sobre aspectos como disponibilidad comercial de materiales de
referencia certificados, calibradores y materiales de control de calidad, la LC-MS/MS sigue
siendo una tecnologia poderosa con capacidades analiticas distintivas que se pueden
aplicar no sélo a determinaciones de rutina sino también a nuevos menus de pruebas que a
futuro se presenten.

La implementacion de la LC-MS/MS como ensayo de rutina en los laboratorios de
diagndstico clinico ofrece la oportunidad unica de armonizar los resultados realizados por
diferentes laboratorios, en diferentes momentos, en el mismo individuo, a fin de que puedan
compararse y evaluarse para garantizar las buenas practicas en la atencion centrada en el

paciente.

Futuro de la automatizacion

Los procesos de automatizacion estan cambiando y evolucionando continuamente, lo
que conducira a nuevos enfoques para la prestacién de atencion médica.

Los menus de prueba creceran aun mas y se necesitaran nuevas tecnologias para medir
estos analitos. Estas nuevas tecnologias habra que incorporarlas en los sistemas existentes.
Otra demanda que los fabricantes de sistemas tendran que abordar es la capacidad de
vincular diferentes instrumentos o médulos a sus sistemas. Se requerira una interfaz
estandarizada para lograr esto.

A medida que evoluciona el campo de la protedmica, también lo hara la metodologia e
instrumentos necesarios para la medicion. La protedmica se perfila como una potente
herramienta para el estudio de aspectos fisiolégicos y patolégicos del ser humano; sus
técnicas incluyen la electroforesis bidimensional, la espectrometria de masas y las
micromatrices de proteinas. La busqueda activa de biomarcadores a partir de casi todos los
liquidos biolégicos y tejidos de varias naturalezas es una de las principales aplicaciones de
la protedmica. Sistemas protedmicos estan llegando actualmente al mercado y, con el

tiempo, este tipo de pruebas encontraran un lugar en el laboratorio clinico.
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CAPITULO Il
ALTERACIONES DE LA FUNCION GASTROINTESTINAL.
FISIOPATOLOGIA Y LABORATORIO

OBJETIVOS
e Conocer las bases fisiopatoldgicas de las enfermedades que se desarrollan en el tracto
gastrointestinal e identificar las pruebas de laboratorio que contribuyen a su diagndstico.

¢ Integrar los conocimientos adquiridos a partir de la resolucion de casos clinicos.

INTRODUCCION

La evolucion del conocimiento, el desarrollo tecnolégico y el aporte del laboratorio clinico
ha contribuido a un diagndstico precoz, prevencién y al tratamiento adecuado de las
enfermedades digestivas. Las patologias gastrointestinales (Gl) son muy habituales vy
representan mas del 20% de las consultas médicas, el 15% de los ingresos en hospitales y
el 14% de la mortalidad de la poblacion general. Son causa frecuente de enfermedad clinica
con predominio de lesiones inflamatorias y neoplasicas.

Durante la ultima década, los trastornos digestivos han aumentado en las personas
jévenes debido a cambios en la alimentacion, reduccion en la actividad fisica, estrés y estilo
de vida, entre otros. Pueden presentarse en forma aguda, con un periodo corto de
evolucién, o como causas cronicas que pueden requerir terapéuticas prolongadas. Ademas,
es interesante considerar, la frecuencia de la enfermedad y la edad de aparicion, los dos
extremos de la vida de las personas; los lactantes e infancia y las del adulto, con las
modificaciones fisioldgicas propias del envejecimiento que traen consigo alteraciones de la
ingestion, digestion y absorcion de los alimentos. En particular, en este ultimo grupo etario,
se hace imposible enumerar y abordar las multiples enfermedades en toda su extension, ya
que es un verdadero abanico que incluye desde trastornos motores hasta causas organicas,
de las cuales hay etiologias que aun no se pueden definir.

Las enfermedades Gl se presentan con uno o mas de los siguientes sintomas y signos:
1) dolor abdominal o dolor toracico; 2) alteracion en la ingestion de alimentos (p. €j., como
resultado de nauseas, vomitos), disfagia (dificultad para tragar), odinofagia (dolor al tragar)
o anorexia (falta de apetito); 3) alteracion de los movimientos intestinales (diarrea o
estrefiimiento) y 4) hemorragia del tracto Gl, ya sea sin previo aviso o precedida por uno o

mas de los signos o sintomas anteriores.
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En general, la enfermedad Gl puede limitarse al tubo digestivo (p. e€j., reflujo
gastroesofagico (ERGE), ulcera péptica, enfermedad diverticular), ser una manifestacion de
un trastorno sistémico (p. ej., enfermedad inflamatoria intestinal), o presentarse como una
enfermedad sistémica causada por un proceso patoldgico Gl primario (p. €j., deficiencias de
vitamina por malabsorcion, entre otras). Dado que diferentes partes del tubo digestivo se
especializan en ciertas funciones, las causas, consecuencias y manifestaciones mas
prominentes de la enfermedad difieren de un sitio anatdomico a otro.

En este capitulo se hard una revision sobre los aspectos anatomo-fisioldgicos vy
bioquimicos del estdbmago e intestino, para luego describir las patologias mas frecuentes

que afectan a dichos 6rganos y su relacion con las pruebas diagnésticas de laboratorio.

Bases anatomo-fisiologicas. Mecanismos generales de control del tracto
Gastrointestinal (Gl)

El aparato digestivo esta formado por el tracto digestivo (tubo digestivo, tracto
gastrointestinal) y las glandulas anexas (glandulas salivales, higado, vesicula
biliar y pancreas). Se desarrolla a partir de una estructura unica y continua y, en su totalidad,

incluido los conductos, es de procedencia endodérmica.

El tubo digestivo es un tubo hueco que incluye la cavidad bucal, la faringe que comunica
el esofago con el estdbmago, el intestino delgado (yeyuno e ileon), el intestino grueso (colon),
recto y ano (Fig. 1). Cada regién realiza funciones unicas, complementarias e integradas
que, en conjunto, sirven para regular la ingesta, el procesamiento y la absorcién de los
nutrientes ingeridos, asi como la eliminacion de los productos de desecho. En particular, el
intestino es el sitio principal en el que el sistema inmunitario interactia con diversos
antigenos presentes en los alimentos y la microbiota intestinal. Por eso, no resulta
sorprendente que el intestino delgado y el colon sean el origen de infecciones, procesos
inflamatorios y neoplasicos.

En toda su extension, la pared del tracto digestivo -excepto en la boca, faringe y la
porcién proximal del eséfago-, se compone por cuatro capas (desde la luz hacia afuera): la
mucosa, submucosa, muscular (fibras de musculo liso dispuestas en sentido circular y
longitudinal) y adventicia o serosa externa (constituye el peritoneo y tiene continuidad con
el mesenterio). Asimismo, se ubican los plexos nerviosos intrinsecos, el submucoso (de
Meissner) y muscular (de Auerbach). Ambos ejercen un papel esencial, el primero como un
sistema sensor y el segundo como sistema efector de la funcién motora y secretora. Las

fiboras posganglionares de estos plexos inervan las células secretoras y musculares, la
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inervacion vagal al fundus (fondo) y el cuerpo gastrico estimula la secrecién de acido,

mientras que la inervacion antral promueve principalmente la motilidad.

Lengua
Glandula . Fa ringe
sublingual
Glandula 4
submaxilar
k Esdéfago

Ves_o'lcula
biliar Estémago

Intestino
%\ grueso

Apeéndice
Intestino
delgado

Conducto
. 4 _~ anal

Figura 1. Esquema de los diferentes componentes del sistema digestivo.
https://mmegias.webs.uvigo.es/2-organos-a/guiada_o_a_08digestivo.php.

La irrigacion gastroduodenal es abundante y aportada por ramas que se originan en el
tronco celiaco y la arteria mesentérica superior. La distribucién del sistema venoso es similar
y coincidente con el arterial, drenando en la vena porta o en sus tributarias (esplénica o
mesentérica superior). El drenaje linfatico presenta una distribucion analoga, y forma un
plexo submucoso que se entremezcla con el vascular para terminar desembocando en los

ganglios linfaticos celiacos que se comunican entre si.

ESTOMAGO

El estbmago se ubica en el lado izquierdo del abdomen y es la porcién mas dilatada del
tubo digestivo. Se comunica con el es6fago a través de un orificio llamado cardias y con el
duodeno (intestino delgado), por el conducto pilérico. Desde un punto de vista anatdémico, se
divide en cuatro regiones: el cardias, el fondo (parte superior proxima al cardias), el cuerpo
(parte media) y el antro pilérico (parte inferior, cercana al intestino delgado, donde se

mezclan los alimentos con el jugo gastrico) (Fig. 2).
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Figura 2. Estructura del estémago. Porth Fisiopatologia. Alteraciones de la salud. Conceptos
basicos. 10° Ed (2019).

Desde el punto de vista funcional, la mucosa gastrica tapiza por completo la cara interna
del estdbmago. Esta formada por epitelio cilindrico simple y contiene numerosas glandulas. El
epitelio de las glandulas cardiales, poco profundas, esta revestido por células foveolares
secretoras de mucina y lisozima (enzima que destruye la pared de las bacterias). Las
glandulas del cuerpo y el fondo contienen diferentes tipos celulares: 1) células mucosas
(productoras de moco), bicarbonato, agua y pepsinégeno (PG) de tipos | y Il; 2) células
parietales u oxinticas, secretan acido clorhidrico (HCI) y factor intrinseco (Fl); 3) células
principales, sintetizan enzimas digestivas, como el PG-l, que al pH bajo de los jugos
gastricos se convierte en pepsina (inicia la degradacién de las proteinas) y, 4) células
enteroendocrinas distribuidas en la base de las glandulas gastricas, y se identifican tres
tipos: células G, células D y células tipo enterocromafines (células ECL). Dichas células se
diferencian por sus productos de sintesis como gastrina (células G), somatostatina (células
D) e histamina (células ECL), y por diversos péptidos que poseen efectos endocrinos y
paracrinos sobre la secrecion acida. Las glandulas piléricas (antro pilérico) contienen
abundantes células G para estimular la secrecién luminal de HCI y células mucosas
(secretan PG-Il). En la proximidad de las células glandulares se sitlan los mastocitos que
contienen histamina (Fig. 3).

En particular, la mucina forma una delgada capa de moco, que impide el contacto directo
entre las particulas de alimento grandes y el epitelio. La capa mucosa estimula la formacion
de una capa de liquido sobre el epitelio que protege la mucosa y el pH es neutro por la
secrecion de iones bicarbonato desde las células del epitelio de superficie. Por ultimo, el
flujo de la mucosa gastrica tampona de forma eficaz y elimina los protones que retrodifunden
hacia la lamina propia. El HCI, la pepsina y las lipasas (lingual y gastrica) representan los

factores agresivos de la mucosa gastrica mientras que el moco y el bicarbonato son dos de
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los componentes que la protegen (barrera mucosa). Toda lesion inflamatoria que afecte a la

mucosa gastrica se denomina gastritis.

Criptas gastricas
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Figura 3. Cripta gastrica del cuerpo del estomago. Porth Fisiopatologia. Alteraciones de la salud.
Conceptos basicos, 10% Ed. (2019).

Funciones del estémago: Secretora y motora

e Servir como deposito a los alimentos durante la ingesta.

¢ Facilitar su digestion mediante la secrecion de HCl y pepsina.

e Mezclar y triturar los alimentos.

e Regular la salida del quimo hacia el intestino delgado.

e Intervenir en la sensacion de saciedad y de hambre.

e Reducir la flora bacteriana que alcanza el intestino delgado evitando el
sobrecrecimiento de gérmenes.

¢ Participar en la hematopoyesis mediante la secrecién de factor intrinseco (Fl).

e Proteger su mucosa de la secrecion clorhidropéptica y del jugo duodenal.

INTESTINO

El intestino delgado conforma la porcion intermedia y es la parte mas larga del tubo
digestivo. Se extiende desde el orificio pilorico hasta el intestino grueso (ciego) y consta de
tres partes: duodeno, yeyuno e ileon. El duodeno conecta al estobmago con el yeyuno, y
aloja el sitio de drenaje del conducto biliar comun y del conducto pancreatico. Sus funciones
principales son completar la digestion de los alimentos y absorber nutrientes.

Hay caracteristicas unicas en la capa mucosa y la submucosa del intestino delgado, que

ayudan a aumentar significativamente su superficie de absorcion: 1) pliegues circulares
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(valvulas conniventes o valvulas de Kerckring), son mayores y abundantes en el duodeno y
el yeyuno, y van desapareciendo en el ileon terminal; 2) vellosidades, se extienden de la
mucosa en forma de dedos que se proyectan hacia el lumen del intestino y cada una
contiene una rama terminal Unica de las ramas arterial, venosa y linfatica. Entre las
vellosidades se ubican las glandulas (criptas de Lieberkiihn) que secretan el jugo intestinal
rico en enzimas digestivas. En las criptas residen las células madre del epitelio intestinal, las
caliciliares (mucosecretoras), las endocrinas y las Paneth (se encargan de la inmunidad
innata, secretan antimicrobianos como lisozimas, defensinas y glucoproteinas, regulando la
flora intestinal); y ademas secretan iones, agua y aportan IgA; y 3) microvellosidades, son

proyecciones presentes en la superficie apical de cada célula intestinal (enterocito) (Fig. 4).
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Figura 4. Estructura de las vellosidades intestinales y las criptas. La capa epitelial contiene células
endocrinas y linfocitos intraepiteliales dispersos. En la base de la cripta se disponen las células de
Paneth y las células progenitoras que permiten el recambio incesante del epitelio de la cripta y las
vellosidades. Las células del epitelio se renuevan cada 3 a 5 dias en adultos sanos. Hum Physiol.
10° ed., NY: McGraw-Hill, 2008.

El intestino delgado tiene estructuras que son especificas de cada segmento: a) en la
submucosa del duodeno se hallan las glandulas de Brunner que producen un moco rico en
sustancias alcalinas (iones bicarbonato, glicoproteinas y PG Il) protegiendo al duodeno de
los efectos corrosivos del acido gastrico; b) en el ileon se encuentran las Placas de Peyer,
que son parte del tejido linfoide asociado al intestino (GALT: Gut Associated Lymphoid
Tissue) (Fig. 5). EI GALT muestra una estructura diferenciada: el GALT organizado,

inductor de la respuesta inmunitaria intestinal, esta constituido por foliculos linfoides
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aislados, foliculos linfoides asociados o placas de Peyer y ganglios linfaticos mesentéricos; y
el GALT difuso, efector de la respuesta inmunitaria, esta integrado por poblaciones de
linfocitos dispersas en el entramado epitelial (intraepithelial lymphocytes, IEL) o en la lamina
propria intestinal (lamina propria lymphocytes, LPL). De esta manera se desarrolla una
defensa eficaz y adecuada al tipo de estimulo; asi el sistema frena los patdégenos invasivos
e induce tolerancia oral en respuesta a antigenos inocuos, procedentes de la dieta y del
propio epitelio intestinal. Los anticuerpos secretados, de isotipo IgA, constituyen también un
mecanismo de defensa en todas las mucosas del organismo.

En general, un mal funcionamiento del intestino delgado puede deberse a diferentes

causas: trastornos obstructivos, enfermedades infecciosas, inflamatorias, Ulcera duodenal,

neoplasias, entre otras.
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Figura 5. Estructura de defensa de la barrera epitelial intestinal (Rev Esp Enf Dig 2008; 100: 29-34).

El intestino grueso se forma en la region distal del tubo gastrointestinal. Se divide en
ciego, colon, recto y canal anal. El ciego es una bolsa que se proyecta en direccion podalica
en el sitio de unién del ileon y el colon. La valvula ileocecal se ubica en el extremo superior
del ciego, e impide el retorno de las heces desde el ciego al intestino delgado.

El colon se divide funcionalmente en cuatro segmentos: el ascendente (se extiende
desde el ciego hasta la cara inferior del higado), el transverso (atraviesa la mitad superior de
la cavidad abdominal de derecha a izquierda, y luego se curva para formar el angulo
colénico izquierdo o esplénico), el descendente, el sigmoides (desde el angulo esplénico

hasta el recto) y el recto (se proyecta desde el colon sigmoides hasta el ano) (Fig. 6).
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El intestino grueso no tiene vellosidades ni pliegues circulares, salvo en la parte distal del
recto. Al igual que el resto del tracto digestivo, la pared del intestino esta formada por cuatro
capas: mucosa, submucosa, muscular y serosa. La mucosa presenta un epitelio simple
cilindrico que forma numerosas glandulas mucosas tubulares (criptas de Lieberkiihn). Se
distiguen células epiteliales de absorcion (enterocitos) revestidas con microvellosidades
sobre su superficie, asi como células caliciformes. Las criptas del colon contienen células

caliciformes, endocrinas, enterocitos y células madre epiteliales.

CANAL ANAL
ANO

Figura 6. Estructura del intestino grueso (https://www.educa2.madrid.org/).

Funciones del intestino grueso:
1- Absorcion de agua, electrolitos (Na*), minerales y vitaminas.
2

3- Almacenamiento temporal de desechos (formacion de heces).

Sintesis de ciertas vitaminas del grupo B y vitamina K, por bacterias intestinales.

4- Eliminacion de desechos del cuerpo (defecacion).

FUNCIONES HORMONALES, SECRETORAS Y DIGESTIVAS

Hormonas Gl y Péptidos reguladores

El tracto Gl constituye el mayor 6rgano endocrino, aunque posee caracteristicas muy
diferentes a las glandulas de secrecion interna. En contraposicion con éstas, no forma una
masa glandular uniforme, sino que las células endocrinas estan diseminadas en la mucosa
del estdmago, el intestino delgado y el colon. Las hormonas Gl regulan los procesos
digestivos, modificando la secrecion, absorcion, motilidad y flujo sanguineo mediante efectos

endocrinos, pueden actuar como neurotransmisores/neuromoduladores, y en algunos casos
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tienen efecto paracrinos. Esta multiplicidad de funciones ha motivado a que también se las
conozca como péptidos reguladores.

Las hormonas digestivas pueden interactuar con el SNC por medio del sistema nervioso
entérico y el autbnomo. Entre las hormonas que sintetiza el tubo Gl se encuentran: gastrina,
grelina, secretina, CCK e incretina; las cuales influyen sobre el apetito, motilidad Gl,
actividad enzimatica, concentraciones de electrolitos, secrecién y actividad de hormonas
(hormona del crecimiento, insulina y glucagon).

Gastrina es sintetizada por las células G (antro gastrico) y liberada en respuesta a
proteinas, péptidos y aminoacidos de la dieta. Su funcién es estimular la secrecion de acido
gastrico y la secrecion de enzimas pancreaticas. Ademas, favorece la liberacién de PG y FlI,
de secretina (por la mucosa del intestino delgado), de bilis hepatica; aumenta la motilidad
gastrica e intestinal, el flujo sanguineo e inhibe el vaciado gastrico. La secrecién es activada
por el péptido intestinal vasoactivo (VIP) e inhibida por Somatostatina.

Se genera a partir de un precursor de 101 aminoacidos (preprograstrina) y por
procesamiento del mismo se originan diferentes péptidos. Las formas mas activas son G-34
(vida media: 6 min) y G-17 (vida media: 36 min), producidas por la accion de tripsina en las
células G, siendo G-17 mas potente que G-34 para estimular la secrecion de acido gastrico.

Grelina es una hormona peptidica que sintetizan las células oxinticas gastricas. Estimula
la secrecion de acido y la motilidad gastrica. Posee efecto orexigénico (estimula los centros
del apetito). Sus niveles séricos tienen fluctuaciones circadianas, que se sincronizan con las
horas de la comida, al aumentar de manera preprandial seguida de rapidas reducciones
posprandiales.

Somatostatina en el tracto digestivo, es producida por células D. Es un inhibidor
fisioldégico paracrino, y su funcién es disminuir las secreciones endocrinas y paracrinas, el
flujo sanguineo y la motilidad. Su vida media es de 3 minutos. A nivel del estdmago inhibe la
liberacion de gastrina y HCI, en el duodeno la secrecion de secretina y colecistoquinina y en
el pancreas la liberacién de glucagon. En conjunto, todas estas acciones conducen a una

reduccion en la velocidad a la que se absorben los nutrientes del contenido del intestino.

El intestino es la fuente de las hormonas peptidicas CCK, secretina e incretinas.

CCK es producida por las células | del duodeno y el yeyuno, y como neurotransmisor se
libera en varias regiones cerebrales. Promueve el crecimiento del pancreas, relaja el esfinter
de Oddi y estimula las secreciones de las glandulas de Brunner. Posee el mismo
pentapéptido terminal que la gastrina, por lo tanto tiene efecto estimulante sobre: la
secrecion gastrica de HCI y PG; motilidad antral; secrecién de bicarbonato pancreatico
(potenciando la accién de la secretina); la secrecién biliar de liquido y bicarbonato, y regula

la contraccién de la vesicula biliar y el vaciamiento gastrico.
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Secretina es secretada por las células S en la mucosa del duodeno y el yeyuno, inhibe la
secrecion de acido gastrico. Su vida media: 4 min. El ingreso del quimo acido al intestino
estimula la liberacién de secretina, que inhibe la secrecion de gastrina y, en respuesta al pH
duodenal, estimula al pancreas para secretar liquido con alta concentracién de bicarbonato.
Otras acciones incluyen la estimulacién de la secrecion de bicarbonato y agua del higado y
de las glandulas de Brunner; aumento de la contraccion de la vesicula biliar y del flujo biliar
hepatico; liberacion de enzimas pancreaticas y de PG (de células principales del estbmago);
reduccion de la movilidad gastrica y duodenal, y promocion del crecimiento pancreatico.

Incretinas son producidas en respuesta a la ingesta de alimentos y con efecto sobre las
células de los islotes de Langerhans, aumentan la secrecién y liberacion de la insulina y
disminuyen la secrecion de glucagon dependiendo de los niveles de glucosa circulante.

Las principales incretinas son el GLP-1 (péptido 1 similar al glucagén) y GIP (polipéptido
insulinotrépico dependiente de glucosa, antes polipéptido inhibidor gastrico).

GLP-1 es secretado por las células L del intestino -ileon distal y colon-, donde colocaliza
con el péptido YY (PYY) y oxintomodulina; en las células alfa del islote pancreatico y en
areas neuronales (region hipotalamica). Tiene un potente efecto insulinotrépico y actividad
anorexigénica. GIP es sintetizado por las células K intestinales (duodeno y yeyuno) tras la
ingesta de proteinas, hidratos de carbono y principalmente lipidos (Fig. 7). Actualmente se
considera que las incretinas son responsables de hasta un 60% de la liberacién de insulina
posprandial; y este efecto depende de la concentracion de glucosa existente en cada
momento. En las personas con diabetes tipo 2 se observa una disminucion de esta accién
fisioldgica como también de la secrecion de GIP (especialmente de GLP-1), aunque la
respuesta insulinica se revierte parcialmente cuando se administra GLP-1 exdgeno (pero no
GIP). Este hecho, sugiere un papel relevante del GLP-1 en la regulacion de la secrecién

pancreatica de insulina.

Otros péptidos intestinales

Serotonina es secretada por las células enterocromafines del intestino a partir de
triptofano en respuesta a cambios en los nutrientes luminales, metabolitos microbianos o
luego del consumo de comida y participa en la regulacién de la motilidad e inflamacién
intestinal.

Neurotensina es liberada por las células N enteroendocrinas y las neuronas
hipotalamicas, tiene implicaciones en la homeostasis intestinal y metabdlica. Se secreta en
respuesta a los lipidos luminales, y actua localmente para aumentar la absorcién de lipidos

mediante el aumento de la reabsorcion de acidos biliares y la motilidad de la vesicula biliar.
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Tabla 1. Hormonas digestivas especificas y sus actividades

HORMONA SITIO DE SECRECION ESTIMULO PARA LA SECRECION ACTIVIDAD
Colecistocinina Duodeno, yeyuno Productos de la digestién de proteinas  Estimula la contraccion de la vesicula biliar
y de dcidos grasos de cadena larga y la secrecion de enzimas pancredticas,

reduce la velocidad del vaciamiento gas-
trico, inhibe el consumo de alimentos.

Gastrina Antro géstrico, duodeno  Estimulacion vagal, adrenalina, ami-  Estimula la secrecion de dcido gdstrico y
nodcidos neutrales, alimentos con pepsindgeno, incrementa el flujo sangui-
calcio (como la leche), alcohol neo gdstrico, estimula las contracciones

Inhibicién de la secrecién por el del misculo liso gdstrico y el crecimiento
contenido 4cido del antro géstrico de las células de la mucosa géstrica
(pH<25) intestinal.

Grelina Fondo géstrico Nutricional (ayuno) y hormonal (dis-  Estimula la secrecién de hormona del creci-
minucion en las concentraciones de miento; actia como una sefial estimulante
la hormona del crecimiento) del apetito a partir del estdmago, cuando

se requiere un aumento de la eficacia
metabdlica.

Péptido similar al Segmentos distales del Alimento rico en hidratos de carbono ~ Aumenta la liberacién de insulina; suprime

glucagén de tipo 1 intestino delgado la liberacién de glucagén; reduce la velo-

cidad del vaciamiento gdstrico; dismi-
nuye el apetito y el peso corporal.

Polipéptido insulino-  Intestino delgado, en Alimento rico en hidratos de carbono  Incrementa la liberacion de insulina.
trépico dependiente particular yeyuno
de glucosa
Secretina Duodeno pH 4cido o quimo que ingresa al
duodeno (pH < 3.0)
Cerebro
Corazén R
4Cardioproteccién
‘bﬂ:uncién cardiaca

- - Intestino¢’{ )
NG v‘y’

Higado

po N e Pdncreas
: NN 4Sensibilidad B SN
¥Produccién de glucosa ; Vg
,'/' ‘" j
r';’:, ) J
Tejido adiposo  Musculo | 1:“"0%2“ :f :s““"z
_ | ¥Secrecién de glucagén
- 4Sintesis de insulina
4 Proliferacion celular beta

4 Captacién y almacenamiento

¥ Apoptosis celular beta
de glucosa

Figura 7. Acciones del GLP-1 en los tejidos periféricos Adaptada de: Sociedad Espanola de
Diabetes (SED). Tratado de diabetes mellitus. Ed. Médica Panamericana; 2017.

SECRECIONES GASTROINTESTINALES
- Secrecion gastrica

Las funciones primordiales del acido gastrico son la degradacion quimica y la

desinfeccion del alimento ingerido. El jugo gastrico contiene principalmente HCI, PG I y II, Fl,
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iones (sodio, potasio, bicarbonato y cloro), PG, péptidos reguladores y moco, junto con

saliva deglutida y contenido duodenal refluido.

La secrecion gastrica ocurre en respuesta a varios estimulos:

* Impulsos neurogénicos del cerebro transmitidos a través de los nervios vagos, por ejemplo
en respuesta a la observacion, oler o anticipar la comida.

* Distension del estobmago por sélidos o liquidos.

+ Contacto de la mucosa gastrica con productos de degradacion proteica (secretagogos).

* La gastrina se secreta en la mucosa gastrica y en el duodeno en respuesta a la

estimulacion vagal y el contacto con secretagogos.

Fases y regulacion de la secrecion de acido

El acido facilita la digestion de proteinas y la absorcion de calcio, hierro y vitamina B12, y
ejerce una accion protectora contra microorganismos exdégenos.

La secrecion de acido se divide en tres fases interrelacionadas: cefalica, gastrica e
intestinal. En la fase cefalica, la simple imaginacion o percepcién visual de la comida es
capaz de aumentar el estimulo vagal e iniciar la actividad Gl (oler, probar o tragar). La fase
gastrica es producto del efecto quimico de los alimentos y la distension gastrica, donde la
gastrina es su principal mediador. La ultima, la intestinal, es responsable de una pequefa
proporcion de la secrecion de acido en respuesta a la comida. Respecto al papel de los
distintos alimentos en la produccion de acido, las proteinas y los aminoacidos estimulan la

secrecion de acido mientras los carbohidratos y las grasas lo inhiben.

Componentes de la secrecion gastrica

Durante el proceso de secrecion de HCI, el diéxido de carbono (CO,) producido por el
metabolismo anaerdbico se combina con agua, reaccion que cataliza la anhidrasa carbonica
para obtener acido carbénico (H,COs), que se disocia en H' y bicarbonato (HCO5). El H' se
secreta junto con CI hacia el interior del estémago, y el HCOj3; se desplaza fuera de la célula
y a la sangre a través de la membrana basolateral. EI HCO3 que se absorbe es responsable
del incremento del pH después de una comida. En la cara luminal de la membrana, el H* se
secreta hacia el estdémago por la accion del transportador H'/K'/ATPasa (bomba de
protones). El CI" sigue al H" hacia el interior del estdbmago, al difundirse por medio de canales
de CI hacia la membrana luminal (Fig. 8).

Los inhibidores de la bomba de protones (IBP, p. €j., omeprazol), que se utilizan en el
tratamiento del reflujo acido y la ulcera péptica, inhiben la secrecion de acido gastrico al
unirse en forma irreversible a los grupos sulfhidrilo de la bomba de protones. La secrecién

acida gastrica esta regulada mediante la interaccion de senales endocrinas, paracrinas y
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neuroendocrinas por al menos tres vias principales: (a) gastrina-histamina, (b) CCK-

somatostatina y (c) neural, mediante la acetilcolina (ACh) y neuropéptidos.

Célula mucosa

Membrana Membrana
basolateral luminal
Célula parietal
Histamina , \
° Kt ATPasa
Gastrina [3
7 o protones,
+ + ’
Acetilcofina D’ hd H H Acide
z ," mre——— géstrico
:g’ CFprmtnidy N crJ  (HC)
H* |
====HCO;" T / :
H.COs -
CO; + H;0
Sangre Estémago

Figura 8. Mecanismo de secrecién del acido gastrico a partir de las células parietales del
estémago. Porth Fisiopatologia. Alteraciones de la salud. Conceptos basicos. 10% Ed. (2019).

Interaccioén de las vias

La gastrina, por la circulacién sanguinea se une a los receptores CCK2 que se expresan
en las células parietales y ELC. Su liberacién es dependiente del pH gastrico, -un pH alto
estimula la secrecién mientras que un pH muy acido la inhibe-, como también el péptido
liberador de gastrina (GRP) y la somatostatina, los cuales estimulan e inhiben su liberacion,
respectivamente.

La interaccion de gastrina con CCK2 estimula la produccion de segundos mensajeros
como el fosfatidil inositol y el calcio, activa la pkC y aumenta la expresion de ARNm de la
histidin carboxilasa (HDC), acelerando la liberacién y sintesis de histamina, que se unira a
los receptores H2 de las células parietales e inducira la secrecion de acido. Los antagonistas
de los receptores H2 (p. €j., cimetidina), utilizados para el tratamiento de la Ulcera péptica y
reflujo gastroesofagico, se unen a los receptores H2 e impiden la accién de la histamina. La
CCK circulante se une a los receptores CCK1 (células D) que liberan somatostatina, la cual
inhibe las células G, las ELC y las parietales, al interaccionar con el receptor sst2, inhibiendo
la via gastrina-histamina. La ACh se une a los receptores M3 de las células parietales para
estimular la secrecion de acido, y en los M2 y M4 de las células D para inhibirla. Ademas, la
adrenalina y noradrenalina (NA) interaccionan con los receptores B2 de las células ELC
movilizando histamina, el mismo resultado que se logra mediante el PACAP y el VIP a
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través de los receptores PAC1 y VAPAC2, respectivamente. La galanina inhibe la via de la
gastrina-histamina, en las células ELC (receptor Gal1).

Cuando la histamina se une a su receptor H2 en la membrana basolateral de las células
parietales, induce un aumento del calcio citoplasmatico y de los niveles de AMPc, que
disparan el eflujo de iones cloruro e hidrogenién de la superficie apical de la célula mediante
un canal de conductancia de cloruro y la H-K-ATPasa recién traslocada. En su estado de
reposo, las células parietales estan llenas de vesiculas secretoras que coalescen ante la
estimulacion para fusionarse con los canaliculos que drenan hacia el lumen apical
resultando en la secrecion de HCI. El cese de la secrecién de acido estd asociado a la
reinternalizacion de la bomba de protones, mediado por la cola citoplasmatica de la unidad
beta de la bomba (Fig. 9).
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Octreotide (somat analog)

Figura 9. Regulacion de la secrecion gastrica. Am J PharmTech Res. 2014; 4: 50-68.

Cabe mencionar que en la funcién de las células parietales ademas los factores de
regulacion antes mencionados, participan factores autocrinos como:

Prostaglandinas: inhiben la secrecion acida estimulada por histamina y la liberacién de
histamina estimulada por gastrina. Son sintetizadas por los macrofagos y las células
endoteliales capilares; el factor de crecimiento transformador alfa (TGF-alfa): presente en las
células parietales inhibe la secrecion acida gastrica, y el péptido YY: es liberado postprandial
desde las células ileales y coldnicas e inhibe las fases cefélica y gastrica. Se une a

receptores de las células ELC e inhibe la liberacion de histamina estimulada por gastrina.
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Secreciones intestinales

Las glandulas de Brunner se ubican en el sitio donde el contenido del estbmago y las
secreciones del higado y pancreas ingresan al duodeno. La actividad de dichas glandulas
recibe influencia del SNA; la estimulacion simpatica genera una disminucion marcada de la
produccion de moco, lo que deja a esta area mas susceptible a la irritacion. Como
consecuencia, las ulceras son cuatro veces mas frecuentes en el duodeno que en el
estbmago. Ademas del moco, la mucosa intestinal produce dos tipos de secreciones: 1)
liquido seroso (pH, 6,5 a 7,5) que secretan células de las criptas de Lieberkihn, y actua
como vehiculo para la absorcién; y 2) enzimas de superficie, que facilitan la absorcion como
por ejemplo las peptidasas (enzimas que separan aminoacidos) y las polisacaridasas
(enzimas que escinden los azucares).

El intestino grueso solo suele secretar moco debido a la intensa actividad del SNA. Por lo
general, el intestino no secreta agua o electrolitos, estas sustancias se pierden en grandes

cantidades cuando éste se irrita o inflama.

Microbiota intestinal

La microbiota intestinal humana es un ecosistema dindmico y de alta complejidad. Tiene
como funciones principales realizar las actividades metabdlicas que ahorran energia y
recuperar nutrientes absorbibles, generar efectos troficos sobre las células del epitelio
intestinal y proteger al hospedero colonizado de la invasién de microorganismos patdgenos.

En la actualidad, se tiene evidencia que la microbiota intestinal es esencial en la funciéon
intestinal y en la fisiopatologia de diversas enfermedades como la aterosclerosis, obesidad,
diabetes, enfermedades inflamatorias intestinales, autoinmunes, cancer, trastornos
neuroldgicos, entre otros.

El estobmago y el intestino delgado contienen pocas especies de bacterias. Esto puede
deberse a la composiciéon del contenido luminal (p. ej., acidos, bilis, secreciones
pancreaticas), que elimina la mayor parte de los microorganismos ingeridos, y a los
movimientos de propulsion de la regién, que impiden su colonizacion.

El intestino grueso mantiene un ambiente microbiano grande y complejo. Se ha calculado
que cada persona tiene entre 300 y 500 especies distintas de bacterias intestinales; entre
éstas, las bacterias anaerobias superan en numero a las aerobias. La funcion metabdlica
principal de la microbiota coldnica es la fermentacion de los residuos indigeribles de la dieta
y del moco enddgeno que producen las células epiteliales. También incluye la produccion de
vitaminas (K, B12, biotina, acido folico), la absorcion de calcio, magnesio y hierro vy, la
sintesis de aminoacidos a partir del amoniaco o la urea.

Se reconoce cada vez mas el efecto de los probidticos como complemento de la dieta

normal y como tratamiento de varias patologias. Son microorganismos vivos que, al
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ingerirse, pueden modificar la composicion de la microbiota entérica. Entre los probiéticos de
consumo frecuente se encuentran lactobacilos, bifidobacterias y cepas no patégenas de
Escherichia coli. Se ha comprobado el valor de los probidticos en la preservacion de la

remision de la colitis ulcerosa.

PRUEBAS PARA EVALUAR LA FUNCION GASTRICA

Caracteristicas de la secrecidén gastrica

El jugo gastrico es una solucién extremadamente acida, su pH se encuentra entre 1,5y 3.
Es translucido, gris claro y ligeramente viscoso y olor acre (aroma aspero y picante al olfato).
El volumen residual no excede los 75 mL. En ocasiones las muestras pueden contener un
poco de sangre o presentar un color verdoso, marrén o amarillo debido al reflujo de bilis
durante el procedimiento de intubacion. La aparicion de particulas alimenticias es anormal e
indica obstruccion. Sus componentes principales son: HCI, FI, moco, PG, lipasa gastrica,

sales y agua.

Aspectos clinicos del analisis gastrico

Conocer la secrecién gastrica puede ser de interés en el estudio y tratamiento de algunas
patologias y en medicina legal. El uso de las técnicas convencionales se ha reducido debido
al desarrollo de nuevas determinaciones bioquimicas y a los estudios de imagen como la
endoscopia de fibra éptica con biposia y procedimientos radiolégicos.

Entre los trastornos que producen hipersecrecién gastrica se incluyen enfermedades
tumorales, como el sindrome de Zollinger-Ellison (neoplasia secretora de gastrina,
localizada en los islotes pancreaticos) y patologias benignas con alta prevalencia en la
poblacion general, como la ulcera duodenal y la enfermedad por reflujo gastroesofagico. A
su vez, hay patologias que cursan con hiposecrecion como en la anemia perniciosa (AP)
en adultos (causa mas frecuente de anemia megaloblastica). En la AP se observa atrofia
gastrica y el estbmago no puede secretar el Fl que se une a la vitamina B12 para evitar su
degradacion por el acido gastrico. El pH del fluido gastrico no disminuye por debajo de 6,
incluso a maxima estimulacién. La gastritis atréfica, se considera un factor de riesgo para el
desarrollo de lesiones malignas (como el adenocarcinoma), y se relaciona con la
malabsorcion de nutrientes, el sobrecrecimiento bacteriano, neumonias y la infeccion por

Clostridium difficile.
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TECNICAS DE MEDICION DE LA SECRECION GASTRICA

Aspiracion de contenido gastrico y medicion de la secrecién acida

Es un método convencional e invasivo. La medicidon del acido gastrico se realiza a la
mafana y en ayunas, Yy consiste en la aspiracion de contenido gastrico a través de una
sonda nasogastrica. Una vez obtenida la muestra gastrica (manualmente con jeringa) se
determina el pH titulando con una solucion alcalina. A través de estos métodos se puede
evaluar la secrecion acida basal (BAO, basal acid output), es decir en ausencia de
estimulos. Las mediciones de la BAO son variables para una misma persona y se relacionan
con la actividad motora ciclica gastrica, por ello, los valores de la BAO son poco
reproducibles. VR de BAO: 10 mEg/h en hombres y 5 mEqg/h en mujeres.
Procedimiento:

Antes de la prueba, se deben interrumpir los inhibidores de la bomba de protones (IBP) al
menos 14 dias y antagonistas de los receptores H2 durante 3 dias.
1. Medir y transferir un volumen de jugo gastrico (p. €j., de 5,0 a 10,0 mL) en un recipiente
de titulacion. Si el jugo gastrico contiene particulas de comida o moco, se centrifuga la
muestra o se filtra a través de una gasa.
2. Determinar el pH de la muestra gastrica con un peachimetro. Si el pH es mayor de 3,5 no
hay acido libre presente. Tal espécimen no necesita ser titulado.
3. Titular la muestra con una solucién alcalina (NaOH, 0,10 mol/L, pH de 3,5).

Esta prueba puede indicarse en pacientes con ulcera duodenal y con sospecha de
sindrome de Zollinger-Elisson, en el cual se observa un aumento de BAO (15 a 100 mEqg/h).

La evaluaciéon de la secrecion acida tras estimulos (analogos de la gastrina como
pentagastrina, tetragastrina y péptido liberador de gastrina), es un dato que se correlaciona
con la masa de las células parietales. Las pruebas de estimulo ayudan a determinar la
secrecion acida maxima (MAO, maximal acid output), que se refiere a la secrecion total de
acido durante la hora siguiente a la estimulacion. Se determina sumando los valores
obtenidos en muestras recolectadas cada 10 6 15 min. También es posible calcular el pico
de secrecion acida (PAO, peak acid output), representativa de la capacidad maxima de
secrecion. Los VR de MAO, en hombres: 15-40 mEqg/h y PAO de 20-45 mEqg/h, y en
mujeres: MAO de 12-30 mEg/h y PAO de 15-35 mEqg/h. La principal desventaja de las
pruebas realizadas por métodos convencionales es que infraestiman la acidez gastrica y

suelen resultar incobmodas para el paciente.

Técnicas endoscépicas
Existen métodos cuantitativos que consisten en aspirar el jugo gastrico bajo vision

endoscopica tras la estimulacion con pentagastrina/tetragastrina, considerando diferentes
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protocolos (dosis de estimulante y periodos de recoleccién de muestras). Los métodos
cualitativos utilizan colorantes como el rojo Congo, que cambia de color a pH menor de 3.
Se aplica el colorante en la mucosa gastrica tras la estimulacién con pentagastrina y el area
que cambia de color permite una estimacion semicuantitativa de la capacidad de secrecion

acida de la mucosa gastrica.

Determinaciones Bioquimicas
- Gastrina

Se analiza en plama/suero por métodos inmunoquimicos utilizando analizadores
automaticos (p. ej. electroquimioluminiscencia) y ELISA. Los anticuerpos presentes en estos
ensayos son especificos del carbono terminal biolégicamente activo de la molécula de
gastrina y tienen una reactividad cruzada minima con los péptidos CCK. VR gastrina: <100
pg/mL.

-Antes de determinar los niveles de gastrina, el paciente debe estar en ayunas durante 12
h porque la concentracion de G34 se duplica y la de G17 se cuadriplica después de una
comida, alterando los resultados del ensayo. Las muestras deben congelarse
inmediatamente ya que la gastrina es inestable en suero.

-La concentracion de la hormona posee un ritmo circadiano, encontrandose niveles bajos
entre las 3 am y 7 am, los mayores durante el dia y fluctua fisiolégicamente en relacién a las
comidas. A su vez, los niveles séricos de gastrina aumentan con la edad (a partir de los 60
afos de edad), en parte debido a atrofia de la mucosa gastrica.

-Cabe destacar que en la circulacion se encuentran diferentes formas moleculares,
siendo las principales: G-34 (big-gastrin), G-17 (little gastrin), ambas con actividad bioldgica
y G-14 (mini-gastrin). En casos patologicos (gastritis aclorhidrica o gastrinomas), estan
presentes las formas moleculares mas grandes de gastrina y precursores procesados de
manera incompleta.

-La medicidén de gastrina resulta invaluable en el diagnéstico del sindrome de Zolliger-
Ellison (gastrinoma), ya que los valores en ayunas pueden exceder los 1000 pg/mL. En
general, la gastrina no aumenta en presencia de ulcera péptica simple. En la mayoria de los
pacientes con anemia perniciosa, ocurre un aumento de la gastrina plasmatica, que

disminuye a los VR cuando se instila de manera artificial HCI en el estomago.

- Pepsindgeno (PG)
En un mismo sujeto sano, los niveles de PG se mantienen estables, pero se observa
variabilidad entre individuos en funcién de factores como la edad, altura, peso corporal,

dieta, etnia y ritmo circadiano. El PG (PG-l y PG-Il) se correlaciona con el estado estructural
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y funcional de la mucosa gastrica. El PG-l se asocia con la masa de células principales
existentes y el PG-Il es secretado por células oxinticas, pildricas y por el duodeno.

La determinacién cuantitativa de los niveles séricos de PG se basa en un inmunoensayo
automatizado por deteccion de quimioluminiscencia o electroquimioluminiscencia. El VR de
PG: 60-100 ng/dL. Los niveles séricos elevados corresponden a inflamacién de la mucosa
gastrica y los niveles bajos se asocian a gastritis crénica, especialmente con atrofia gastrica,
y también con metaplasia intestinal y cancer gastrico. En la actualidad, la principal utilidad
clinica es identificar sujetos con atrofia gastrica, que tienen un riesgo mayor de desarrollar
cancer gastrico. La combinacion de PG-I y relacion PG-I/PG-Il bajos se considera un

marcador de atrofia hecho que coincide con la atrofia demostrada por biopsia.

- Test de aliento de hidrégeno

El estudio del aire espirado es un método que se utiliza para la estimacion de varios
procesos metabdlicos. Para evaluar la acidez gastrica se administra una sustancia por via
oral que reacciona con el acido gastrico, liberando hidrégeno. Se calcula la cantidad de
hidrogeno basal en el aire espirado en ayunas, y luego se administra la sustancia seguida
de un estimulante de la secrecion gastrica, midiéndose la cantidad de hidrégeno espirado y
conociendo de este modo (mediante una resta) la secrecidon acida gastrica. Se ha
demostrado una correlaciéon aceptable entre los resultados obtenidos con este test y los
observados con las pruebas de intubacién convencionales. Al igual que ocurre con otros fest
no invasivos, no permite detectar cuantitativamente la secrecién acida, pero se ha postulado
como una prueba util para el diagnéstico de aclorhidria.

Se han descrito varias modificaciones a este fest, que dependen de la sustancia
administrada en forma oral, de la utilizacién de isétopos estables no radiactivos y del
protocolo a seguir. Cuando se incorpora "*C en las moléculas de carbonato de calcio, esta
sal reacciona con el HCI del estémago y produce CO, marcado con C. El *CO, es
absorbido y eliminado por los pulmones, de forma que, si se mide la relacion de 3CO, a
'2C0O, en una muestra de aliento, se puede calcular la secrecion acida del estémago, incluso
de forma semicuantitativa. La técnica no ha sido validada frente a los test convencionales,

por lo que no se aplica de forma rutinaria.
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TRASTORNOS GASTROINTESTINALES

ENFERMEDADES DEL ESTOMAGO

Como se ha explicado previamente, la secrecién acida esta controlada por distintos
mecanismos colinérgicos, histaminérgicos y peptidérgicos. Alteraciones en cualquiera de
ellos pueden ocasionar una disregulacion de la secrecion acida. A continuacién se describen
las patologias que cursan con hiper- e hiposecrecion gastrica y las pruebas bioquimicas que

contribuyen al diagndstico.

GASTRITIS

La pared gastrica, durante toda la vida, esta expuesta al impacto de numerosos factores
etiolégicos capaces de provocar dafio y regeneraciéon de su epitelio (gastropatias) e
inflamacion histoldgica de su mucosa (gastritis aguda o crénica) (Fig. 10).

La presencia de gastritis se asocia en algunos casos a erosiones y Ulceras en el
estébmago o en el duodeno. La erosion es una lesion de discontinuidad de la mucosa que no
afecta a la muscularis mucosa, y cuando ésta se ve afectada se habla de ulcera. La
expresion de enfermedad ulcerosa péptica se utiliza tanto para referirse a las Ulceras como

a las erosiones del estbmago o el duodeno.

- GASTRITIS AGUDA

La presentacién e instauracion de los sintomas siguen un curso agudo. El cuadro clinico
que muestran los pacientes es muy variado, desde formas asintomaticas o manifestaciones
leves y moderadas (sintomas de dolor en epigastrio, nauseas, vomitos, anorexia y mareos),
hasta cuadros graves donde se observa erosién o Ulcera mucosa, hemorragias digestivas
altas, hematemesis (vomito con sangre fresca), melenas (sangre en las evacuaciones
intestinales) o importante sindrome general infeccioso (gastritis flemonosa) con compromiso
del estado general. En las personas debilitadas por otra enfermedad asociada, en los nifios
y ancianos, puede existir una deshidratacién y shock si las pérdidas por los vomitos o las
diarreas son muy intensas. Las lesiones de la mucosa gastrica se caracterizan por presentar
edema y congestion que se limitan al epitelio e infiltrados inflamatorios con predominio de
neutrofilos. En la gastritis aguda por la ingestion de causticos se evidencia necrosis y

lesiones profundas.

Etio-Patogenia
La etiologia de las gastritis agudas se corresponde con diversos factores que pueden

tener un origen externo o interno. Las causas exégenas incluyen las alimentarias, agentes
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causticos, radiacion, alérgicas, farmacos, téxicos, alcohol, infecciosas (bacteriana o viral),
irritantes y mecanicas; y entre las causas enddégenas se mencionan las metabdlicas
(uremia), enfermedades sistémicas (EPOC, colagenosis), trastornos del sistema
inmunoldgico, estrés debido a una enfermedad grave (traumatismos), entre otras.

* Los farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINES) inhiben la sintesis de
prostaglandinas E2 e 12 (dependiente de ciclooxigenasa, COX) que estimulan los
mecanismos defensivos.

* La lesidon gastrica asociada a la uremia, que afecta a pacientes con infeccion por
Helicobacter pylori (H. pylori) secretor de ureasa, puede deberse a la inhibicion de los
transportadores gastricos de bicarbonato por los iones amonio.

* Una menor secrecion de bicarbonato y mucina evidencia la mayor sensibilidad a la
gastritis de los ancianos.

* La hipoxemia y el menor aporte de oxigeno pueden explicar el aumento de la incidencia
de gastropatia y gastritis en zonas altitudinales.

* La ingesta de sustancias quimicas potentes (acidos o alcalis), produce una lesion grave

de la mucosa como consecuencia del dafio directo de las células epiteliales y estromales.

NORMAL LESION ULCERA
Fuerzas lesivas: Infeccion por H. pyiornt
Acidez gastrica AINE ;
Enzimas pépticas L Acido acetilsalicilico
s Ta!_)aoo

Algohot
Hiperacidez gastrica
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Mucosa
NES LESIVAS _
0 ALTERACION | cPesoa g,
Chiaceli DE LAS DEFENSAS e
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Figura 10. Mecanismos de la lesién y proteccion gastrica. En este diagrama se representa la
progresion de las formas mas leves de ulceracion que pueden asociarse a gastritis aguda o cronica.
Entre las ulceras se encuentran capas de restos necréticos (N), inflamacion (1) y tejido de granulacion
(G); la cicatrizacién (C), que se desarrolla con el tiempo, aparece solo en las lesiones crénicas. AINE,
antiinflamatorio no esteroideo (Robbins. Patologia humana, 102 Ed., 2018).
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- GASTRITIS CRONICA (GC)

Es una entidad independiente de la gastritis aguda y se presenta por una inflamacion
inespecifica de la mucosa gastrica de evolucion progresiva. Se caracteriza por la ausencia
de erosiones macroscopicas y la presencia de cambios inflamatorios crénicos que, de forma
eventual, llevan a atrofia del epitelio glandular estomacal. Dentro de las GC, la causa mas
frecuente es la infeccion por el bacilo H. pylori. La gastritis atréfica autoinmunitaria
representa alrededor del 10%, aunque se manifiesta en pacientes no infectados por H.
pylori. En tercer lugar, se ubica el consumo cronico de AINES, y otras causas menos
habituales son la lesion por radioterapia y el reflujo biliar crénico.

Los signos y sintomas asociados a la GC son menos graves y mas persistentes que los
de una gastritis aguda. Pueden aparecer nauseas y molestias abdominales altas, a veces
con vomitos. Dado que la GC no tiene una clinica especifica, se debe efectuar un
diagndstico diferencial con la ulcera péptica, litiasis biliar y hernia de hiato (protrusion del
estdbmago a través del hiato diafragmatico, en general son asintomaticas, pero la mayor

incidencia de reflujo acido puede provocar sintomas de ERGE).

1- Gastritis por Helicobacter pylori

La infeccion gastrica por H. pylori tiene una prevalencia variable a nivel mundial, tanto en
la poblaciéon adulta como en nifios. Cuando las bacterias Gram negativas colonizan el
estdmago, liberan sustancias quimicas que atraviesan la mucosa gastrica, atraen fagocitos,
leucocitos y macréfagos y generan una GC. En las muestras de biopsia gastrica se
evidencian bacilos curvos o espirilados, microaerofilicos y flagelados (Fig. 11). Su
transmision es interhumana, por via fecal-oral u oral-oral.

La infeccion aguda por H. pylori es subclinica, se manifiesta con sintomas de dispepsia o
dolor o malestar en la mitad superior del abdomen. Por causa de la GC a nivel del antro, se
inhibe la secrecion de somatostatina que conlleva un aumento de secrecion de gastrina y
HCI, provocando una enfermedad ulcerosa péptica duodenal o gastrica. En algunos
individuos la infeccién progresa y afecta al cuerpo y el fondo del estémago, reduciendo la
masa de células parietales y provocando hipoclorhidria, con hiperplasia secundaria de las
células G e hipergastrinemia. Ademas, la extensiéon de la gastritis a dichas zonas se
relaciona con un aumento en el riesgo a desarrollar adenocarcinoma gastrico y de
produccion de tejido linfoide asociado a la mucosa, que puede evolucionar a linfoma. Se ha
observado que alrededor del 80% de los pacientes con linfoma MALT (tejido linfoide
asociado a mucosas) presentan infecciéon por H. pylori, como asi también los individuos con
purpura trombocitopénica inmune. La erradicacion de la bacteria logra la regresion de la
lesion en la mayoria de los linfomas localizados en el estbmago o los pacientes tienen mejor

respuesta plaquetaria, respectivamente, siendo una parte fundamental del tratamiento. Dado
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que la infeccién por H. pylori puede contribuir a hipergastrinemias, se recomienda repetir la
determinacion de gastrina sérica 6 meses despueés del tratamiento.

Infeccion por
heficobacter pylori

Ulcera gastrica
muscular Inflamacion

Figura 11. A) Helicobacter pylori y flagelos. B) Desarrollo de la infeccion por H. pylori (Ulcera
gastrica). Rev Latinoam Patol Clin Med Lab 2016; 63: 100-109.

Patogenia

El H. pylori se ha adaptado al nicho ecolégico generado por el moco gastrico pero se
desconoce qué contribucion tiene dicha invasion a la patogenia de la enfermedad. Cinco
rasgos determinan su virulencia y hacen que se considere un carcinégeno tipo |
(Organizacion Mundial de la Salud) en el desarrollo de cancer gastrico:
* Flagelos, que permiten a las bacterias moverse en el moco viscoso.
» Ureasa, que genera amoniaco a partir de la urea enddégena, de forma que incrementa el
pH gastrico local alrededor de los gérmenes y los protege del pH acido gastrico.
* Adhesinas, que aumentan la adherencia de las bacterias a las células foveolares
superficiales.
* Enzimas con capacidad para interferir con la proteccion local de la mucosa gastrica,
generar inflamacién e inducir respuesta inmunitaria con aumento de citoquinas
proinflamatorias (interleuquina [IL] 6, IL-8).
» Toxinas, como la que codifica el gen asociado a citotoxina A (CagA) y la citotoxina
vacuolizante (VacA) implicadas en el desarrollo de Ulceras o cancer.

Todos estos factores permiten que la bacteria provoque un desequilibrio entre las
defensas de la mucosa gastroduodenal y las fuerzas lesivas. La erradicacion de la bacteria

ha demostrado disminuir la incidencia del cancer gastrico.

Diagnéstico por el laboratorio
En la gastritis aguda y en la GC no suele haber alteraciones bioquimicas relevantes. El
diagnostico definitivo de esta patologia se establece mediante la toma de biopsias en un

estudio endoscopico.
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El diagndstico de la infeccion por H. pylori se puede realizar de varias maneras:

Pruebas directas/invasivas (en biopsia obtenida mediante endoscopia)

- Endoscopia gastrintestinal es un procedimiento usado para observar el revestimiento de la
parte superior del aparato digestivo e investigar posibles cambios que pueden provocar
afecciones como una ulcera péptica, neoplasias o gastritis por H. pylori u otros problemas
digestivos. Durante el examen, el médico introduce por la boca del paciente (bajo sedacion)
un tubo delgado, largo y flexible, equipado con una camara (endoscopio), que atraviesa la
garganta y el eséfago hasta llegar al estomago y a la primera parte del intestino (duodeno).
Con este instrumento se toman muestras de tejido del antro y/o del cuerpo gastrico (biopsia)
y en ellas se pueden realizar: estudio histoldgico, cultivos bacterianos, prueba de ureasa

rapida y reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para identificar el ADN bacteriano.

- Estudio Histopatoldgico

Permite de manera sencilla la identificacion de la bacteria a través de tinciones
supravitales (hematoxilina-eosina, tincion de Giemsa, PAS-AB -periodic acid Schiff-Alcian
blue-, otras) que, acompanadas de marcadores fluorescentes garantizan una mayor
sensibilidad y especificidad (98 y 100% respectivamente). La técnica histoldgica tiene la
ventaja que ademas de pesquisar la presencia de H. pylori, permite evaluar el estado de la

mucosa gastrica y detectar si hay atrofia gastrica o metaplasia intestinal.

- Cultivo

Es util cuando no se ha logrado la erradicacion de la bacteria y se desea evaluar la
sensibilidad a diferentes antibidticos y orientar la terapia posterior. Para efectuar el
aislamiento de H. pylori se han utilizado varios medios de cultivo, entre ellos, la base de agar
Columbia suplementado con un 7% de sangre y antibidticos (trimetoprima, vancomicina,
cefsulodina y anfotericina B). Este microorganismo requiere una atmésfera de microaerofilia,

alta humedad, temperatura de 35-37 °C y un tiempo de incubacion de 5 a 10 dias.

- Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Es un método diagndstico que detecta acido desoxirribonucleico (ADN) de H. pylori en
concentraciones minimas, a partir de biopsias gastricas, y también la busqueda de genes de
resistencia a antibioticos (claritromicina y/o levofloxacina). Exixten diferentes genes que
pueden evaluarse como ureA, ureC, 16SrRNA, 23SrRNA y Hsp60. El gen gimM ha sido el
mas empleado para el diagnéstico y presenta un 100% de sensibilidad. Por otra parte, con la
PCR en tiempo real puede medirse la carga bacteriana, la cual es mayor en pacientes con
gastropatia nodular.

Ao 2023 81



Guia Tedrico-Prdctica de Bioquimica Clinica I-parte 3

- Prueba rapida de ureasa

Es una técnica cualitativa que determina la actividad de la enzima ureasa en una muestra
de mucosa gastrica, y solo detecta infeccion activa y no infeccion pasada. Consiste en
colocar la pieza de biopsia en un tubo con urea y, mediante la accion de la ureasa, se
hidroliza y forma CO, y amoniaco, generando un pH alcalino, que se detecta mediante un
cambio colorimétrico (Fig. 12). La especificidad y especificidad de la prueba es del 95%,
pueden existir falsos negativos en pacientes que toman inhibidores de la bomba de protones

(IBP), antagonistas H2, antibidticos o compuestos que contienen bismuto.

TESTureasa :
NH

|
C=0 4 2H,0 4+ H' — 20" + HCO,
| Uoeasa

NH,
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Figura 12. Mecanismo de accion de la prueba rapida de ureasa. Acta Gastroenterol Latinoam
2022; 52: 36-46.

Cambio de pH

Pruebas indirectas/no invasivas
- Test del aliento con urea marcada o Breath test

La prueba de aire espirado es un método efectivo para el diagnéstico de H. pylori 'y para
confirmar la erradicacién de la bacteria una vez terminado el tratamiento antibiético. Se
administra via oral urea con carbono marcado (puede ser un isétopo radioactivo, "C, o no
radioactivo, "°C), que se hidroliza por la enzima ureasa de H. pylori para producir amoniaco
y CO,, el cual difunde a través de la mucosa para ser eliminado a través de los pulmones
(Fig. 13), permitiendo asi su medicion.

Procedimiento: Se realiza durante la mafiana luego de un ayuno al menos de 8 h. La
prueba se inicia con la recoleccién de una muestra del aliento (basal) haciendo que la
persona respire en una bolsa o recipiente. A continuacién, se le indica que ingiera un
comprimido de urea marcada con *C y luego de 30 min se toma la segunda muestra de aire
espirado, el cual queda atrapado en hidréxido metandlico de hiamina. EI cambio de color del
indicador (azul de timol) indica la cantidad de CO, marcado que ha sido atrapado y se mide
en un espectofotometro de masa. Si la segunda muestra de aliento tiene niveles elevados
de "CO, respecto al basal, indica presencia de H. pylori. La sensibilidad y la especificidad
de esta técnica son superiores al 90%, y los resultados falsos negativos, de forma similar a
lo que ocurre en las pruebas directas, pueden ser observados en pacientes en tratamiento
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con IBP, bismuto o antibiéticos. Dentro de los falsos positivos, se incluyen otras bacterias
portadoras de ureasa que pueden estar en la boca o el intestino, tales como Proteus
mirabilis,  Citrobacter freundii, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae y

Staphylococcus aureus.

M

Urea 214 CO,en aire
D aensc < espirado

Figura 13. Mecanismo de deteccién de prueba de aire espirado con urea marcada con °C 6 "C.
Adaptado. Acta Gastroenterol Latinoam 2022; 52: 36-46.

- Serologia

Se basa en la utilizacion de la técnica ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)
para la determinacién y cuantificaciéon de anticuerpos IgG anti-H. pylori, la cual posee alta
sensibilidad (>90%) y especificidad (85-95%). Los anticuerpos se determinan en suero
contra distintas proteinas de H. pylori, tiene la limitacion de que un resultado positivo puede
no indicar efectivamente una infeccion actual, ya que los titulos pueden mantenerse incluso
en pacientes en los que ya fue erradicada la bacteria, y también porque podria haber
reactividad cruzada con otros microorganismos, lo que hace que la especificidad sea menor.
Los estudios seroldgicos estan dirigidos a identificar anticuerpos especificos tipo IgM, IgA,
IgG CagA anti-H pylori, ya que el antigeno CagA muestra una correlacion entre el cancer

gastrico e infeccién por la bacteria.

- Deteccion del antigeno de H. pylori
Es una herramienta util que logra la deteccidon de antigenos de H. pylori en muestras de
materia fecal mediante inmunoensayos enzimaticos (ELISA) o cassete
inmunocromatrografico, utilizando anticuerpos policlonales o monoclonales. Es posible
realizar el diagnostico de infeccion previo a la terapia y confirmar la efectividad del
tratamiento en comparacion con la endoscopia digestiva alta o la prueba de aire espirado.
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Es necesario que la muestra de materia fecal no esté contaminada por liquidos, se utilice
dentro de pocas horas de su recoleccién y se conserve a 4-8°C, antes del estudio. Hay que
tener precaucion en pacientes que estén cursando un cuadro diarreico, ya que podria
reducirse la concentracion antigénica como también con la ingestion de antibiéticos (cuatro
semanas), para evitar falsos negativos. Debe suspenderse la toma de IBP (dos semanas) ya

que disminuye la sensibilidad del antigeno en deposiciones de H. pylori.

- Determinacién de péptidos: pepsindgenos (PG)

La concentracion sérica de PGl y PGIl se determina por ELISA. Se observa un aumento
de PG en los individuos con GC relacionada con la infeccién de H. pylori, de modo que el
aumento de PGII sérico resulta, en proporcion, mayor que el de PGl y se correlaciona con el

grado de inflamacién gastrica.

2- Gastritis autoinmune
La gastritis autoinmune (GAl) o gastritis cronica atrofica tipo A, es una enfermedad

inflamatoria cronica que afecta la mucosa del cuerpo y fondo del estémago.

Etio-Patogenia

La causa de la GAl todavia no es bien conocida, aunque participarian factores genéticos
y ambientales en su desarrollo y puede asociarse con una infeccion cronica por H. pylori.

La GAIl se caracteriza por la produccion de anticuerpos contra las células parietales u
oxinticas que generan su destruccidon y en consecuencia un estado de hipoclorhidria y
posterior aclorhidria con un aumento del pH a nivel gastrico. Esta disminucion de la acidez
puede generar déficit de hierro por malabsorcion. A su vez, la produccion Fl esta disminuida
por la produccion de anticuerpos anti-factor intrinseco (AFI), lo cual imposibilita la absorcién
de vitamina B12 en el ileon y en consecuencia la deficiencia de esta vitamina ocasiona
anemia perniciosa. La ausencia de retroalimentacion negativa por las células parietales
induce hiperplasia de las células G a nivel antral, incrementa la secrecion de gastrina y
estimula directamente las células enterocromafines induciendo su proliferacion, hiperplasia y
eventual displasia y desarrollo de tumores neuroendrocrinos. Concomitantemente se
produce una disminucion del PG | que es producido a nivel corporal, por lo tanto se ha
planteado emplear la relacion entre el pepsindégeno |y Il (< 3) para el diagndstico de GAl
(Tabla 2 y Fig. 14).
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Tabla 2. Caracteristicas de las gastritis asociada a Helicobacter pylori y autoinmunitaria.

Caracteristica Asociada a H. pylori Autoinmunitaria

Localizacion Antro Cuerpo

Infiltrado inflamatorio  Neutrofilos, células plasmirticas subepiteliaies Linfocitos, macrofagos

Produccién de dcido De aumentada a ligeramente reducida Reducida

Gastrina De normal a muy aumentada Muy aumentada

Otras lesiones Pélipes hiperplasicos/inflamatorios Hiperplasia neurcendocrina

Serologia Anticuerpos congra H. pylori Anticuerpos contra las células pan‘e&iles ( 'K -ATPasa, factor intﬁ‘nscco)
Secuelas Ulcera péptica, adenocarcinoma, linfoma Atrofia, anemia perniciosa, adenocarcinoma, tumor carcinoide

Asoclaciones Bajo nivel secioecondmico, pobreza, Enfermedad auwinhuniwr'la; tiroiditis, diabetes mellitus, enfermedad de Graves

residencia en dreas rurales

Gastritis autoinmune o Gastritis por H.pylori o
tipo A tipo B
Cuerpo y fondo
Mucosa oxintica Compromiso Multifocal

Sintomas de otras patologias
autoinmunes Sintomas Asintomatico o dispepsia
Asintomatico o dispepsia

Gastrina: | Pepsinégeno I: | PGI/PG2: < 3 Gastrina: | Ac. H. pylori (+)
Ac. Anti células parietales y Serologia Pepsinégeno |: normal
Anti factor intrinseco (+)

Riesgo aumentado de adenocarcinoma i 4 Riesgo aumentado de adenocarcinoma,
¥ tumores neuroendocrinos s sancer Segiin estadio OLGA/OLGIM

Figura 14. Tipos de gastritis crénica atréfica. Gastroenterol. Latinoam 2019; 30:13-20.

Caracteristicas clinicas

La GAl presenta un amplio espectro de manifestaciones tanto digestivas, hematolégicas y
neurologicas. Con frecuencia se la relaciona con trastornos autoinmunitarios como tiroiditis
de Hashimoto, enfermedad de Addison, enfermedad de Graves, diabetes tipo 1 y
enfermedad celiaca, entre otras. La anemia por déficit de vitamina B12 presenta
alteraciones en los examenes de laboratorio (macrocitosis, hipersegmentacion de
neutrofilos, aumento de LDH, etc), las manifestaciones neurolégicas van desde variaciones
de la sensibilidad hasta alteraciones neuropsiquiatricas (depresion, trastornos obsesivos
compulsivos, psicosis, demencia). Se recomienda que los pacientes con anemia por déficit
de hierro de causa desconocida sean estudiados buscando el diagnéstico de GAl, asi como

el de enfermedad celiaca.
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Estudios diagnésticos

Se recurre a varios examenes para su confirmacion, tanto endoscopicos y biopsias como
de laboratorio, entre ellos:

- Determinacion de anticuerpos anti células parietales (AACP): es adecuada para la
deteccion de GAl y AP. Poseen una sensibilidad alrededor de 80%, pero baja especificidad.
Su presencia no es suficiente para el diagnéstico, porque no son especificos para la AP, ya
que se encuentran en la circulacion de individuos con otras enfermedades tales como
diabetes tipo 1 (DM1), enfermedades tiroideas autoinmunes, vitiligo y enfermedad celiaca.

- Determinacién de anticuerpos anti factor intrinseco (AFI) tienen una sensibilidad del
50%, pero mayor especificidad. En pacientes con AP y AFI negativos, la seroconversion
puede ocurrir mas tarde en el curso de la enfermedad.

- Evaluacion de los niveles séricos de gastrina y de pepsinégeno. Cuando los niveles de
PGl y la relacién PGI/PGII disminuyen (valores séricos de PGl <25ug/L y relacién PGI/PGII
< 3), se sospecha de una GC atrdéfica del cuerpo-fondo de grado moderado-grave y se

proponen como valores limites para la deteccion de cancer gastrico (Fig.15).

PG-l, PG-I/PG-Il

| Estdmago sano | | Gastritis por H. pylori I | Gastritis atréfica (antro) ‘ Estados que cursan Pangastritis atrdfica
l con hipo- 0 aclorhidria
Por ejemplo, gastritis atréfica (cuerpo)
Sin riesgo de l
enfermedad gastrica
Riesgo aumentado de Aumento del riesgo Riesgo aumentado Riesgo aumentado
l Ulcera gastrica y duodenal de céncer gastrico de céncer gastrico de cancer gastrico
+ Gastroscopia: no aporta Malapsomibn (v}tamina Bl
informacién adicional hierro, calcio, etc.)
* Excluir otras ‘
enfermedades intestinales, l
como la intolerancia
ala lactosa, la enfermedad * Erradicar infeccion por H. pylori
celiaca y la litiass biliar * Considerar realizar gastroscopia

Figura 15. Indicacién de gastroscopia en funciéon de un panel de marcadores: pepsinégeno (PG),
gastrina sérica y anticuerpos 1gG anti-H. pylori. Balcells. 23 Ed (2019).
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- Endoscopia, es necesaria la sospecha de atrofia. El diagndstico se establece cuando
existe histologia compatible, es decir atrofia predominante del cuerpo y fondo gastrico,
asociado a AACP y/o AFI positivos.

La importancia del seguimiento se funda en el desarrollo de neoplasias gastricas
neuroendocrinas tipo 1, y del incremento de la incidencia de adenocarcinoma gastrico. Asi,
el alcance de esta neoplasia se ha estudiado en relacion con la carcinogénesis asociada a
H. pylori y el desarrollo de metaplasia intestinal de las células caliciformes que expresan

marcadores intestinales incluyendo Muc2 y Trefoil factor 3 (TFF3).

3- Ulcera Péptica

Es una complicacion de la GC. Se trata de una lesién limitada a la mucosa que penetra
en la muscularis mucosae y afecta a areas expuestas al acido y a la pepsina. Si bien las
capas de la mucosa que cubren a la capa de musculo cicatrizada pueden regenerarse, este
proceso es a menudo imperfecto, y propicia el desarrollo de episodios recurrentes de
ulceracion. Las ulceras duodenales son mas frecuentes que las gastricas.

Los principales factores etioldgicos implicado en la Ulcera péptica es la infeccién por H.
pylori y el consumo de AINES, ya que ambos comprometen los mecanismos protectores de
la mucosa gastrica de los efectos destructivos del acido corrosivo de manera continua.

En la ulcera duodenal tiene importancia la hipersecrecion de HCI que condiciona un pH
bajo en el bulbo duodenal. Tanto el incremento de la masa de células parietales, como una
excesiva respuesta a los estimulos, principalmente por la liberacién de gastrina, contribuyen
a elevar la secrecién acida como también el vaciamiento rapido del estomago, con
neutralizacion deficiente del jugo gastrico o por una produccion insuficiente de bicarbonato
por el pancreas. La lesion por acido en el duodeno puede derivar en metaplasia gastrica,
permitiendo al microorganismo colonizar estas regiones y promover el desarrollo de las
Ulceras duodenales. Las ulceras inducidas por AINES implican la lesion de la mucosa y la
inhibicion de la sintesis de prostaglandinas.

Las complicaciones mas frecuentes de la ulcera péptica son la hemorragia, la perforacion
y la penetracion, asi como la obstruccion de la salida gastrica. La hemorragia se debe al
sangrado del tejido de granulacion o a la erosion de una arteria o vena en el lecho ulceroso.
La evidencia de la hemorragia pueden ser la hematemesis (vomito con sangre) o la melena.
La hemorragia puede ser subita, intensa y presentarse sin aviso previo, o insidiosa y generar
tan sélo la presencia de sangre oculta en las heces. La hemorragia aguda se evidencia por
el desarrollo subito de debilidad, mareo, sed, piel fria y humeda, deseo de defecar, y
evacuacion de heces semidiarreicas. Cuando la ulcera se perfora, el contenido Gl ingresa al

peritoneo causando peritonitis.
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Laboratorio

- La analitica suele ser normal, aunque en ocasiones se observa en el hemograma una
anemia hipocromica que guarda relacién con pérdidas sanguineas de distinta intensidad,
puede acompanarse por leucocitosis con neutrofilia (Ulceras complicadas por perforacion).

- El estudio de sangre oculta en heces puede ser positivo. Si la hemorragia es de mayor
intensidad, las heces son caracteristicas (melenas) por su color (negras), textura (pastosas)
y olor (fétidas).

- En el estudio de secrecion gastrica en pacientes con ulcera duodenal se observa que la
secrecion basal y el pico maximo de secrecidn acida tras la estimulacion con pentagastrina
son superiores a los de los sujetos normales, mientras que en la Ulcera gastrica se
encuentran iguales o disminuidos. Existe buena correlacion entre la concentracion sérica de
PG | y la secrecion acida maxima (MAO) tras la estimulacion con pentagastrina. El 50% de

los pacientes con ulcera duodenal tienen niveles de PG | elevados.

Sindrome de Zollinger-Ellison (ZE)

Es una condicién poco frecuente que genera un tumor secretor de gastrina (gastrinoma)
que se suele localizar en el pancreas o en la pared duodenal. El gastrinoma es un tumor de
células de captacién y descarboxilaciéon de precursores de grupos amino (APUD, amine
precursor uptake decarboxilase) caracterizado por hipersecrecion acida, ulceras multiples y
la existencia de una tumoracion, generalmente pancreatica, de células no beta secretoras de
gastrina. Como resultante de la hipergastrinemia su expresion clinica se caracteriza por
sindrome ulceroso péptico, enfermedad por reflujo gastroesofagico (ERGE) y diarrea; y el
hiperparatiroidismo es la endocrinopatia mas frecuente. La diarrea puede derivar de la
secrecion excesiva de acido o de la inactivacion de la lipasa intestinal y de las anomalias de
la digestién de las grasas que se presentan cuando disminuye el pH intestinal.

Esta entidad se debe sospechar ante la presencia de Ulceras multiples y/o en
localizaciones atipicas, como en la segunda porcidon duodenal, refractarias al tratamiento, y
en pacientes con antecedentes familiares. La hipergastrinemia también puede observarse
en un trastorno autosémico dominante denominado sindrome de neoplasia endocrina
multiple tipo 1 (NEM-1), resultado de una mutacion inactiva del gen NEM 1 que codifica la
proteina nuclear menina. Se caracteriza por desarrollar numerosas neoplasias endocrinas
como hiperparatiroidismo y tumores endocrinos multiples, gastrinomas, entre otros. Entre el

20% y el 25% de los gastrinomas se deben al NEM-1.

Laboratorio
El diagndstico del sindrome de ZE se basa en la elevaciéon de la gastrina sérica (VR:

<100 pg/mL) y de las concentraciones basales de acido gastrico, especialmente con valores
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de pH gastrico <3, son sugerentes de un gastrinoma. Valores superiores a 1.000 pg/mL se
consideran diagnosticos de la enfermedad (ZE).

Para diferenciar entre gastrinoma y otras causas de hipergastrinemia se realiza el test de
estimulacion con secretina. Esta hormona induce la secrecion de gastrina por las células del
gastrinoma, de forma que en los pacientes con este tipo de tumores incrementa la gastrina
sérica en respuesta a una infusiéon de secretina. En contraste, las células G normales
gastricas son inhibidas por la secretina y, por tanto, las concentraciones de gastrina sérica
no se elevan en otras causas de hipergastrinemia.

El test consiste en la medicion basal de los niveles séricos de gastrina y a los 15 min tras
la administracion intravenosa de secretina (2 U/kg en 10 mL de suero fisiolégico). Un
incremento de gastrina mayor de 200 ng/L en respuesta a la infusion de secretina, se
considera una prueba positiva, la cual tiene una sensibilidad y una especificidad del 94 y el
100%, respectivamente, para el diagnostico de gastrinoma.

El estudio del quimismo gastrico fue durante muchos afios fundamental para establecer el
diagndstico del sindrome de ZE, una secrecion basal superior al 60% del PAO, es un criterio
diagnéstico de gran especificidad.

Otros estudios:

- Establecer el diagnéstico diferencial con sindrome de NEM-1(estudios genéticos,
moleculares y clinicos).

- De imagenes: tomografia por emisién de positrones (PET) es actualmente la técnica de
eleccion para el diagnostico de los tumores del sistema APUD (sistema neuroendocrino
difuso). Otras: tomografia computada, ecografia abdominal y la angiografia selectiva se

utilizan para localizar el tumor y determinar si existe enfermedad metastasica.

POLIPOS Y TUMORES GASTRICOS

Los polipos gastricos son lesiones reactivas asociadas a GC. Son masas o nddulos que
se proyectan por encima de la mucosa circundante y se describen hasta en el 5% de las
endoscopias digestivas altas. Los polipos pueden aparecer como consecuencia de la

hiperplasia de células epiteliales o del estroma, por inflamacién, ectopia o neoplasia.

Adenocarcinoma gastrico

Es el tumor maligno mas frecuente del estbmago, deriva del tejido glandular gastrico y
representa mas del 90% de todos los canceres gastricos. Los adenomas gastricos se
desarrollan asociados a GC y se relacionan con la metaplasia intestinal y con la atrofia de la
mucosa (glandular). La mayor parte se detectan una vez que aparecen sintomas (dolor

abdominal, dispepsia, pérdida de peso, hemorragia digestiva alta, vomitos, etc.), siendo ya
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generalmente una enfermedad avanzada e incurable, con existencia de enfermedad
metastasica en mas de la mitad de los casos.

Los adenocarcinomas gastricos se clasifican en funcion de la localizacion y del aspecto
macroscopico e histolégico. Los que tienen un patron histolégico intestinal suelen formar
tumores voluminosos y pueden ulcerarse, mientras que los constituidos por células en anillo
llenas de moco tienen un patrén de crecimiento infiltrante difuso, que puede engrosar la
pared gastrica (linitis plastica) sin dar lugar a una masa definida.

H. pylori es el agente etiologico mas frecuente implicado en el adenocarcinoma gastrico,
aunque se describen otras asociaciones, como la gastritis crénica atréfica y la infeccidén por

el virus de Epstein Barr, senalando que existen distintas vias de transformacion neoplasica.

Laboratorio

En el estudio del jugo gastrico suele existir una disminucion de la acidez (hipoclorhidria o
aclorhidria) debido a la presencia de atrofia gastrica. En el caso de que el adenocarcinoma
se implante sobre una ulcera gastrica, la acidez puede ser normal, por lo que el analisis del
quimismo gastrico tiene un valor limitado.

En el hemograma se detecta anemia, que puede ser hipo- 0 normocromica; la velocidad
de sedimentacion globular (VSG) suele estar aumentada y puede existir hipoalbuminemia.
La alteracion de las pruebas de funcién hepatica sugiere afectacion metastasica del higado.
Los marcadores tumorales como el antigeno carcinoembrionario (CEA), el CA-125 y el CA-
72.4 (mas especifico en el cancer gastrico) suelen estar elevados (Ver Marcadores
Tumorales, guia de TP de BCI parte 2).

La endoscopia es la técnica de eleccidn para su diagnéstico, ya que permite la

visualizacién de la lesion y la obtencién de tejido para el diagnéstico anatomopatologico.

ASPECTOS CLINICOS-PATOLOGICOS DE LA FUNCION INTESTINAL

El intestino delgado y el colon son las zonas origen de una amplia variedad de
enfermedades, muchas de las cuales afectan al transporte de nutrientes y agua. Las
alteraciones de estos procesos pueden ocasionar malabsorcion y diarrea. Los intestinos son
el principal lugar de interaccion entre el sistema inmunitario y los antigenos presentes en los
alimentos y la microbiota intestinal. Esta es muy sensible a la dieta, hecho que podria
explicar la asociacion entre la alergia alimentaria y otras enfermedades inducidas por la
dieta y alteraciones en la microbiota. Los recientes avances cientificos aportados por
estudios moleculares, han permitido definir la composicién y diversidad de la microbiota

intestinal, que en gran parte no se puede cultivar.
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Entre las condiciones que generan anomalias en la funcion intestinal se encuentran el
sindrome de intestino irritable (Sll), la enfermedad intestinal inflamatoria (Ell), la diverticulitis,
la apendicitis, los trastornos de la motilidad intestinal (p. ej., diarrea, constipaciéon vy

obstruccion intestinal), el sindrome por malabsorcion y los canceres de colon y recto.

ENFERMEDADES DEL INTESTINO

- Sindrome del intestino irritable (Sll)

El Sll es una alteracion en el funcionamiento del tubo digestivo caracterizada por una
combinacion variable de sintomas intestinales cronicos y recurrentes que no se explican por
anomalias estructurales o bioquimicas. Se presentan manifestaciones persistentes de dolor
abdominal, trastornos de la funcion intestinal y otros malestares como flatulencias,
distension abdominal, nduseas y anorexia, estrefiimiento o diarrea, y ansiedad o depresion.
La caracreristica principal es el dolor abdominal (intermitente, tipo colico y se ubica en el
abdomen inferior) que se alivia al defecar y se relaciona con cambios en la consistencia o la
frecuencia de las heces. No suele presentarse durante la noche o interferir con el suefo. Se
considera que esta condicidon se debe a una desregulacién de la actividad motora intestinal y
las funciones nerviosas, controladas por el SNC. Las personas con Sl experimentan
aumento de la motilidad y contracciones intestinales anomalas en respuesta a situaciones
de estrés psicoldgico y fisiolégico. Las mujeres suelen ser mas afectadas que los hombres.

Debido a la falta de marcadores anatémicos o fisioldgicos para el Sll, el diagndstico se
basa en la presencia de los signos y sintomas antes mencionados. Ademas, se destaca un
incremento en la frecuencia de evacuaciones (mas de 3 veces/dia o menos de 3
veces/semana) y la forma de las heces (escibalos/induracién o semidiarreicas/acuosas), las
anomalias que se presentan durante la defecacién (pujo, urgencia o tenesmo), la expulsién
de moco y la distension abdominal.

Es importante considerar los antecedentes de intolerancia a la lactosa o a otros azucares,
ya que puede ser un factor precipitante en algunas personas. El inicio agudo de los
sintomas sugiere la presencia de enfermedad organica, al igual que la pérdida ponderal,
anemia, fiebre, sangre oculta en heces, sintomas nocturnos o malabsorcion. En esta

situacion se hace necesaria una valoracion adicional de los diagnosticos diferenciales.
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ALTERACIONES DE LA MOTILIDAD INTESTINAL

Procesos que cursan con Diarrea

La diarrea se define como el aumento de la masa, frecuencia o fluidez de las heces,
tipicamente con cantidades superiores a 200 g diarios. Es un sintoma habitual en muchas
enfermedades intestinales tales como las infecciones, inflamacion, isquemia, malabsorcién y
deficiencias nutricionales. Se puede presentar en forma aguda o crénica.

La diarrea aguda dura alrededor de 4 dias, en general se asocia a agentes infecciosos y
tiene una evolucion autolimitada. En contraste, la diarrea se considera crénica cuando los
sintomas persisten durante 4 semanas o mas y se relaciona con Sll, sindrome de
malabsorcion, trastornos endocrinos (hipertiroidismo y neuropatia diabética autonémica) o
colitis por radiacion.

Existen 4 causas primordiales para diagnosticar diarrea cronica:

» Diarrea osmoética: el agua es atraida hacia el interior del intestino por la naturaleza
hiperosmolar de su contenido, sin embargo el colon es incapaz de reabsorber el exceso de
liquido. Tiene lugar cuando no se absorben particulas con actividad osmética. El liquido de
la diarrea tiene una concentracién al menos 50 mOsm superior al plasma.

» Diarrea secretora: se caracteriza por heces isoténicas y persiste durante el ayuno. Se
intensifica en los procesos secretores del intestino y cuando un exceso de acidos biliares
permanece en el contenido intestinal, al tiempo que éste ingresa al colon. Dicha situacion es
frecuente en patologias del ileon, ya que las sales biliares se absorben en ese sitio.
También puede presentarse con el crecimiento bacteriano excesivo en el intestino delgado,
que interfiere con la absorcién de la bilis y en el Sindrome de ZE, que sintetiza hormonas
que inducen actividad secretora en el intestino. La diarrea por abuso de laxantes y VIPomas
(tumor de células no beta de los islotes pancreaticos, que secreta VIP) se debe a la
secrecion activa de agua y electrolitos en el intestino, y puede incluirse en esta clasificacion.
* Diarrea por malabsorcion: producida por una absorcion inadecuada de los nutrientes, se
asocia a esteatorrea y cede con el ayuno.

* Diarrea inflamatoria o exudativa: se debe a una enfermedad inflamatoria (colitis ulcerosa
o la enfermedad de Crohn) y se caracteriza por heces purulentas, sanguinolentas y persiste

pese al ayuno.

Analisis de las heces

Esta indicado en el estudio de la diarrea crénica donde interesa diferenciar la diarrea de
origen funcional de aquella organica, y con frecuencia es Util en pacientes con diarrea aguda
de etiologia infecciosa (gastroenteritis aguda). Ademas, en los ultimos afos ha demostrado
su eficacia en el cribado de pacientes con cancer colorrectal.
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El estudio de heces comprende la valoracion macroscépica (observacion directa), el
analisis quimico y microscoépico, el microbioldgico y parasitolégico de la deposicion (mas

informacion consulta el material didactico: cursos de Parasitologia y Microbiologia - FQBYF).

- Toma de muestra

Se recomienda efectuar una higiene adecuada de la zona. El paciente debe orinar antes
de realizar la deposicidon porque la orina tiene un efecto nocivo sobre los protozoos. La
muestra de materia fecal se debe recolectar en un recipiente de plastico estéril (el que se
utiliza para la recoleccion de orina descartable) y ser remitida al laboratorio lo antes posible.
Las indicaciones al paciente deben ser claras para evitar la contaminacion del exterior del
recipiente, entre otras. La cantidad y el numero de muestras pueden variar en funcion del
estudio que se solicite. La muestra puede conservarse en la heladera con el recipiente

cerrado y correctamente identificado.

v Examen macroscoépico

Se debe registrar la cantidad, forma, consistencia y color de las heces. Las heces
diarreicas son acuosas. La esteatorrea se caracteriza por heces blandas, malolientes y
grises que flotan en el agua. El estrefimiento puede estar asociado con el paso de masas
de heces pequenas, firmes y esféricas. El color arcilla sugiere disminucion o ausencia de
bilis o presencia de sulfato de bario. La sangre que se origina en el intestino inferior, puede
hacer que las heces se tornen rojas al igual que las remolachas en la dieta. Cuando el
sangrado proviene del tracto Gl superior es probable que las heces sean negras y de
consistencia alquitranada. El bismuto, el hierro y el carbon también pueden causar un color
negro. La presencia de moco reconocible en una muestra de heces es anormal y debe ser
reportado. Mucosidad gelatinosa translucida adherida a la superficie de las heces formadas
sugiere estrefimiento espastico o colitis mucosa. Mucosidad sanguinolenta adherida a la
masa fecal sugiere neoplasia o procesos inflamatorios del canal rectal. El moco asociado
con pus y sangre pueden evidenciarse en heces de pacientes con colitis ulcerosa, disenteria
bacilar, diverticulitis ulcerosa y tuberculosis intestinal, entre otros.

También pueden encontrarse entre el material recolectado restos de parasitos, cuya
presencia puede confirmarse con la evaluacion de la muestra a nivel microscopico, en

busqueda de quistes o huevos.

v Examen microscoépico
La técnica mas simple es el examen microscépico que utiliza la tincién con Sudan Ill.
Para ello, se toma una pequefa alicuota de suspensién de heces, se coloca en un

portaobjetos y se mezcla con dos gotas de etanol al 95%; luego se anaden 2 gotas de
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solucion etandlica saturada de Sudan Ill y se aplica un cubreobjetos. En estas condiciones,
los acidos grasos se presentan como escamas ligeramente tefiidas o como cristales en
forma de aguja que no se tifien. Las grasas aparecen como gotas grandes de color naranja
o rojo. En cuanto a la presencia de fibras musculares, sélo se cuentan fibras rectangulares
con estrias transversales, mas de 10 fibras/campo sugiere mala digestion y/o hipermotilidad.

Para observar la celularidad en la muestra de materia fecal se realiza una tincién con
lugol, colocando una pequena gota de heces (intentando seleccionar la zona mas
representativa de la muestra total) y otra de lugol entre cubre y porta. Otra alternativa es
llevar a cabo la observacién utilizando como colorante el azul de metileno. Se deja reposar
durante 2-3 minutos para una buena tinciéon nuclear. Mediante una visualizacion a 40x, se
realizan recuentos cuantitativos promedio de leucocitos y eritrocitos, y en caso de
encontrarlos, se informa ademas la presencia de quistes o huevos de parasitos, para lo cual

se recomienda recorrer toda el area entre porta y cubreobjetos.

v Examen microbioldgico

El examen microbioldgico de las heces tiene por objeto comprobar la presencia de algun
microorganismo causante de enfermedad o de la existencia de una disbacteriosis o
desequilibrio en la microbiota habitual del intestino (mas informacion consulta el material

didactico del curso de Microbiologia-FQBYF).

HEMATOLOGIA Y BIOQUIMICA

La presencia de ciertos elementos en las heces puede orientar a un diagnéstico, como
por ejemplo la aparicion de leucocitos, en un proceso inflamatorio de la diarrea. La
manipulacién de la muestra y la experiencia del observador limitan a veces la fiabilidad de

este examen.

- Lactoferrina fecal (LF): es una proteina de unién a hierro secretada por células del epitelio
glandular y granulos secundarios de los neutréfilos de la mucosa intestinal. Su liberacion es
proporcional al grado de inflamacién de la mucosa y es liberada por los leucocitos fecales.
Su determinaciéon permite distinguir la diarrea inflamatoria (p. ej., colitis bacteriana o
enfermedad inflamatoria del intestino) de la no inflamatoria (p. ej., colitis viral, Sll). Su
medicidon es precisa y presenta menos variacidon en el procesamiento de las muestras
respecto al recuento de leucocitos antes descrito. LF se determina por
inmunocromatografica de un sélo paso para la deteccidon semi-cuantitativa de lactoferrina
humana (hLf).
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- Calprotectina fecal (CF): es una proteina citosdlica fijadora de calcio y zinc presente en los
neutrofilos y monocitos. Los niveles de CF incrementan cuando existe inflamacion intestinal,
como por ejemplo, identificar a pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal, ademas es
utii en el monitoreo de la actividad inflamatoria, en la prediccion de recurrencia
postoperatoria, o en la prediccion de recidiva. Se determina por técnicas de
enzimoinmunoanalisis (ELISA) y de inmunocromatografia de flujo lateral (LFIA) o “test
rapidos”. VR de CF < 50 ug/g.

- Analisis de sangre oculta en heces

La prueba de sangre oculta en materia fecal (SOMF) depende de la actividad de la
peroxidasa de hemoglobina (Hb). La persona normal pierde de 0,5 a 1,5 mL de sangre en el
tracto GI diariamente en asociacion con el desprendimiento normal de células epiteliales.
Las pruebas comerciales estan disefiadas para ser positivas con una pérdida de sangre
superior a 5-10 mL/dia. Esto corresponde a 5-10 mg de Hb/g de heces, asumiendo una Hb
en sangre de 15 g/dL y un promedio diario de heces de 150 g.

Ademas del manejo y analisis de muestras, la dieta es muy importante en estas pruebas.
La alta tasa de falsos positivos se debe a la falta de especificidad de los reactivos y a la
presencia de actividad peroxidasa en otros constituyentes fecales, asi como a la sensibilidad
de los diferentes cromdgenos a la actividad de la peroxidasa. La mioglobina y la Hb de la
carne y el pescado ingeridos tienen actividad de peroxidasa que puede indicar falsamente la
presencia de sangre oculta. Las bacterias en el intestino, asi como las verduras y frutas
(rabano, nabos, platanos, uvas negras, peras y ciruelas) tienen peroxidasa y pueden elevar
la actividad de la peroxidasa fecal. Los falsos negativos ocurren en presencia altas dosis de
vitamina C y otros antioxidantes.

La preparacion del paciente y la recoleccion de muestras son importantes para garantizar
resultados validos. Durante las 72 h previas, los pacientes deben seguir una dieta libre de
actividad de peréxido exdgeno (carne, pescado, nabos, rabano), irritantes gastrointestinales
(aspirina, antiinflamatorios no esteroideos) y vitamina C.

Las pruebas inmunoquimicas para la Hb humana son mas sensibles y especificas y
producen menos falsos negativos. Son utiles para la deteccion de sangre del tracto intestinal
inferior y son insensibles al sangrado Gl superior porque la globina se destruye en el
intestino delgado. Las peroxidasas dietéticas no afectan sus resultados. La evidencia ha
demostrado la utilidad clinica de estas pruebas para detectar el cancer de colon en una
etapa mas temprana, lo que podria resultar en la disminucién de la mortalidad. Debido a la
biologia clinica generalmente favorable de estos tumores cuando se detectan en forma
precoz, el costo bajo (se adquiere comercialmente) y la naturaleza no invasiva de dicha

prueba, se emplea como una técnica de eleccion.

Ao 2023 95



Guia Tedrico-Prdctica de Bioquimica Clinica I-parte 3

En general, la prueba es un inmunoensayo cromatografico de flujo lateral en sandwich. El
cassete contiene: 1) una membrana cubierta con anticuerpo de Hb anti-humana en la regién
de linea de prueba (T) y anticuerpo de cabra anti-ratén en la region de control (C) y, 2) una
almohadilla con conjugado oro anticuerpo coloidal Hb anti-humana, que se coloca al final de
la membrana. Cuando la Hb esta presente en la muestra fecal (disuelta en un medio salino),
la mezcla de conjugado oro coloidal y la muestra se mueven a través de la membrana por
capilaridad. Esta mezcla luego migra a la regién T y forma una linea visible mientras los
anticuerpos se mezclan con la Hb. Si hay presencia de Hb en la muestra con una cantidad
de 25 ng/mL o mayor, ésta se une a los conjugados anti Hb humana formando una banda T
de color borgona, indicando un valor positivo de la prueba. La ausencia de la banda T
sugiere un resultado negativo. El control interno debe exhibir una banda de color borgofia
correspondiente el inmunocomplejo del conjugado de cabra anti-IgG de raton (IgG de ratédn
oro, independiente de la presencia de la banda T, de lo contrario el resultado de la prueba

no es valido.

La sangre oculta puede originarse en cualquier parte del intestino y es el primer signo de
advertencia de malignidad GI. Otras fuentes potenciales de sangre oculta pueden surgir de
sangrado de varices esofagicas, polipos, inflamacién esofagica o gastrica, hemorroides o
fisuras, enfermedad inflamatoria intestinal, Ulcera péptica o angiodisplasias de coldn.

Una prueba de SOMF positiva requiere una evaluacion adicional para diagnosticar una
lesion Gl que incluyen sigmoidoscopia con enema de bario o colonoscopia completa, siendo
esta ultima la modalidad preferida. Un test negativo, sin embargo, no puede descartar
definitivamente la presencia de neoplasia o dafio colénico.

La prueba de ADN fecal es una técnica prometedora para el cancer colorrectal ya que
tiene alta especificidad y sensibilidad. Consiste en la recoleccién de una sola muestra de
heces, que luego se analiza en busca de marcadores de ADN. La PCR se usa para
amplificar el ADN en heces y es util porque el ADN se desprende continuamente vy

permanece estable en las heces y se detectan cantidades diminutas.
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Elastasa Fecal

La elastasa-1 es una enzima similar a la quimiotripsina secretada por el pancreas. La
medicion de dicha enzima en heces se ha propuesto como una prueba sensible de la
funcion pancreatica. Se ha demostrado que util en el diagndstico de fibrosis quistica en
nifos. El intervalo de referencia para elastasa fecal es mayor de 200 ug/g, en caso de
insuficiencia pancreatica moderada se encuentra en tre 100 y 200 ug/g y en insuficiencia

pancreatica grave es menor de 100 ug/g.

Esteatocrito acido

Consiste en la medicion del contenido de grasa fecal total en una muestra aleatoria de
heces por un método gravimétrico. La grasa se extrae por acidificacion y se separa del resto
de la materia sélida fecal por centrifugacion. El esteatocrito expresa el porcentaje que ocupa
la capa grasa sobre el total de materia sdlida fecal. Es un método estandarizado para
cuantificar la grasa fecal, simple y rapido, ya que no requiere una dieta especial y basta con
una unica muestra de heces. Esta técnica presenta una sensibilidad del 100%, una
especificidad del 95% y un valor predictivo positivo del 90% respecto con la prueba de Van

de Kamer, considerada el estandar de oro.

ALTERACIONES DE LA ABSORCION INTESTINAL

La malabsorcion se caracteriza por una absorcion defectuosa de las grasas, vitaminas
hidro- y liposolubles, proteinas, hidratos de carbono, electrélitos, minerales y agua, que tiene
lugar desde la luz del intestino hasta el compartimento del liquido extracelular. Puede afectar
de manera selectiva un solo componente, como la vitamina B12 o la lactosa, o a todas las
sustancias que se absorben en un segmento especifico del intestino. Los trastornos por
malabsorcién crénicos que mas se observan en los paises occidentales son la insuficiencia
pancreatica, enfermedad celiaca y enfermedad de Crohn. La malabsorcién se debe a
alteraciones en una de las cuatro fases de la absorcion de nutrientes:

* Digestion intraluminal, durante la cual las proteinas, los hidratos de carbono y las grasas
se degradan hasta la forma absorbible.

* Digestion terminal, consiste en la hidrdlisis de los hidratos de carbono y los péptidos por
las disacaridasas y peptidasas, respectivamente, en el borde en cepillo de la mucosa del
intestino delgado.

» Transporte transepitelial, permite el transporte de nutrientes, liquidos y electrolitos a
través del epitelio del intestino delgado con el consiguiente procesamiento de los mismos.

* Transporte linfatico de los lipidos absorbidos.
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- Sindrome de malabsorcion

Las personas con malabsorcién intestinal generalmente tienen sintomas que son propios
del tubo GIl, como diarrea cronica, flatulencia, distension, dolor o cdlicos abdominales y
ascitis. Las manifestaciones clinicas se relacionan con debilidad, desgaste muscular,
pérdida de peso y distensiéon abdominal. Uno de sus rasgos es la esteatorrea, que se
caracteriza por heces con exceso de grasas, voluminosas, espumosas, de color amarillento-
grisaceo y con mal olor. Junto con la pérdida de grasa en las heces, también hay una
incapacidad para absorber vitaminas liposolubles. Esto puede ocacionar sangrado vy
equimosis (por deficiencia de vitamina K), dolor 6seo y predisposicién al desarrollo de
fracturas y tetania (deficiencia de vitamina D y calcio), anemia macrocitica y glositis
(deficiencia de acido félico) o neuropatia por deficiencia de vitamina A o B12. Asimismo,
pueden aparecer diversos trastornos endocrinos o cutaneos. La tabla 3 describe los signos y

los sintomas de las anomalias en la constitucion de los componentes de la dieta.

Tabla 3. Sitios y elementos necesarios para la absorcién de los constituyentes de la dieta y
manifestaciones de malabsorcion.

CONSTITUYENTE SITIO DE ABSORCION ELEMENTOS NECESARIOS MANIFESTACIONES
Agua y electrélitos Principalmente intestino Gradiente osmético Diarrea
delgado
Deshidratacién
Cdlicos
Grasas Yeyuno superior Lipasa pancredtica Pérdida de peso
Sales biliares Esteatorrea
Conductos linfaticos funcionales Deficiencia de vitaminas
liposolubles
Hidratos de carbono
Almidones Intestino delgado Amilasa Diarrea
Maltasa Flatulencias
Isomaltasa, a-dextrinas Molestias abdominales
Sacarosa Intestino delgado Sacarasa
Lactosa Intestino delgado Lactasa
Maltosa Intestino delgado Maltasa
Fructosa Intestino delgado
Proteinas Intestino delgado Enzimas pancredticas (p. ej., tripsina, Pérdida de masa muscular
quimiotripsina, elastina)
Debilidad
Edema
Vitaminas
A Yeyuno superior Sales biliares Ceguera nocturna

Xeroftalmia
Irritacién de la cérnea
Absorcion; puede verse alterada por algu- Quelosis
nos farmacos (p. ej., anticonvulsivos)

Acido félico Duodeno y yeyuno

Glositis
Anemia megaloblastica
B, fleon Factor intrinseco Glositis
Neuropatia
Anemia megaloblastica
D Yeyuno superior Sales biliares Ostealgia
Fracturas
Tetania
E Yeyuno superior Sales biliares Inciertas
K Yeyuno superior Sales biliares Fécil formacién de equimosis
y sangrado
Calcio Duodeno Vitamina D y hormona paratiroidea Ostealgia
(paratohormona)
Fracturas
Tetania
Hierro Duodeno y yeyuno pH normal (secrecion de dcido Anemia por deficiencia de hierro
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La presentacion temprana de malabsorcion es sutil. En la situacion que el médico
sospeche malabsorcién por razones clinicas se basara en el laboratorio para ayudar en el
diagndstico. Se solicitara al paciente un examen con pruebas de rutina como hemograma,
concentraciones séricas de folato, ferritina, calcio, albumina, fosfatasa alcalina, entre otras y
pruebas de anticuerpo para enfermedad celiaca.

Las pruebas de deteccidn para esteatorrea incluyen examen microscépico de heces para
glébulos de grasa y determinacién de carotenoides séricos. Los carotenoides son un grupo
de compuestos precursores de Vit A y su absorcion en los intestinos depende de la
presencia de grasas en la dieta. Los carotenoides no se almacenan en el cuerpo, y su falta
en la dieta o alteraciones en la absorcion de lipidos del intestino puede resultar en una

disminucion de sus niveles séricos.

Enfermedad celiaca

La enfermedad celiaca (EC), también denominada esprue celiaco o enteropatia sensible
al gluten, es un trastorno autoinmune que se origina por intolerancia a las gliadinas del trigo
y prolaminas contenidas en otros cereales que ocasionan dafio a la mucosa del intestino
delgado en grado variable (inflamacién crénica y atrofia de la mucosa), en individuos
genéticamente susceptibles. Hasta hace poco tiempo se la consideraba un sindrome por
malabsorcion, hoy se conoce por ser una de las enfermedades genéticas mas frecuentes en
la poblacion general. Se presenta con heterogeneidad clinica en todos los grupos etarios. El
tratamiento principal de la EC consiste en una dieta exenta de gluten, que consigue mejorar

los sintomas en la mayor parte de los pacientes.

Patogénesis

La EC es el resultado de la interaccion entre el gluten y factores inmunoldgicos, genéticos
y ambientales. Los cereales contienen prolaminas como gliadina (del trigo), hordeina (de la
cebada) y secalina (del centeno). La avenina (de la avena) es genéticamente distante a los
granos mencionados y raramente desencadena EC.

La gliadina es pobremente digerida en el tracto Gl, resistiendo la acidez gastrica, enzimas
pancreaticas y las proteasas del ribete en cepillo intestinal. Los péptidos de gliadina pueden
atravesar el epitelio por via transcelular, paracelular y ligados a inmunoglobulina (Ig) A
secretora, siendo el péptido mas inmunogénico el alfa-2-gliadina 33-mer. En la lamina
propria los péptidos de gliadina son deaminados por la transglutaminasa tisular-2, y asi
pueden interactuar con las células presentadoras de antigeno. La respuesta innata se
caracteriza por sobre-expresion de interleuquina 15 y la activacion de linfocitos intra-
epiteliales del tipo natural killer que ejercen su accion citotdxica sobre los enterocitos. La

respuesta adaptativa es liderada por linfocitos T CD4+ que se activan al interactuar con la
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gliadina presentada por las células presentadoras de antigenos con complejo mayor de
histocompatibilidad HLA-DQ2 o HLADQS8, expresandose citoquinas pro-inflamatorias como
interferon-y- y asi generando una cascada inflamatoria con liberacién de metaloproteinasas
1, 3y 9 que inducen el dafio tisular (Fig. 16).

La autoinmunidad se corrobora al demostrar una respuesta celular mediada por linfocitos
CD4+ y la presencia de autoanticuerpos en contra de la transglutaminasa tisular (anti- tTg y
tTg2), que son proteinas pertenecientes a una familia de enzimas citoplasmicas
dependientes de calcio. La expresion de la enzima se incrementa en EC, entrecruza o
desamida selectivamente residuos de glutamina de las proteinas mejorando su union a HLA
DQ2/DQ8 y aumenta el reconocimiento de estos péptidos por las células T derivadas del

intestino de sujetos con EC.
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Figura 16. Alteraciones morfoldgicas que pueden aparecer en la enfermedad celiaca: atrofia de las
vellosidades intestinales, aumento del numero de linfocitos intraepiteliales (LIE) y proliferacion
epitelial con alargamiento de las criptas (izquierda). Modelo de la patogenia de la enfermedad
celiaca (derecha): se observa que tanto los mecanismos inmunitarios innatos como los adaptativos
participan en las respuestas tisulares frente a la gliadina. Se muestran linfocitos T CD4+ (producen
IFN-y) en la Iamina propia y linfocitos T CD8+ que expresan el receptor de NKG2D entre las
células epiteliales. CPA, célula presentadora de antigeno. Porth Fisiopatologia. Alteraciones de la
salud. Conceptos basicos. 10° Ed (2019).

La mayoria de los pacientes con EC expresan HLA-DQ2 (95%) y el HLA-DQ8 (5%). Si
bien la presencia de estos alelos es indispensable para el diagnéstico de EC, se requiere la
interaccion con otros factores medioambientales para su desarrollo. Se han identificado
otros genes no HLA: COELIAC2 (que contiene clusters de genes de citoquinas), COELIAC3
(que codifica la molécula CTLA4, cytotoxic T-lymphocyte antigen 4), COELIAC4 (que

Ao 2023 100



Guia Tedrico-Prdctica de Bioquimica Clinica I-parte 3

codifica variantes del gen de la miosina y de los genes de interleukinas 2 y 21) y otros genes
relacionados a la respuesta inmune.

Las manifestaciones clinicas de la EC tienen un espectro amplio que va desde el
sindrome de malabsorcion hasta la enfermedad asintomatica. La EC se clasifica desde un
punto de vista clinico en: 1- Sintomatica (sintomas gastrointestinales o extra-intestinales
evidentes); 2- Asintomatica (se diagnostica con serologia y biopsia en pacientes sin
sintomas; y 3- Potencial (pacientes con serologia positiva y biopsia de intestino delgado
normal). (Tabla 4). La EC en la infancia se puede presentar con retraso en el crecimiento,
diarrea, desgaste muscular, distension abdominal y en ocasiones, desnutricion grave. En los
ninos mayores se observa anemia, complexion pequena, defectos en el esmalte dental y

estrefimiento.

Tabla 4. Manifestaciones clinicas de la enfermedad celiaca sintomatica

Manifestaciones Manifestaciones extraintestinales
gastrointestinales

Diarrea Alopecia
Dolor abdominal Alteracion de las pruebas de
Ferdida de peso funcionamiento hepatico
Estrefimiento Amenorrea
Anorexia Anemia
Dispepsia Ansiedad
Distension Artralgias
Flatulencia Artritis
Nauseas Ataxia
Vomitos Cefalea
Depresion
Estatura corta

Estomatitis aftosa recurrente
Fatiga cronica

Hipoplasia dental v pérdida del
esmalte

Dermatitis herpetiforme
Infertilidad

Irritabilidad

Mialgias

Osteoporosis

No existe una relacion consistente entre la clinica y el grado de atrofia vellositaria, incluso
la mayoria de los pacientes con cuadro silente pueden presentar atrofia vellositaria total. La
extension del compromiso intestinal no se asocia con la severidad de la presentacion clinica.

Diversas patologias autoinmunes se asocian a EC, que incluyen a la diabetes mellitus
tipo 1, tiroiditis autoinmune, otras endocrinopatias, dermatitis herpetiforme, familiares en
primero y segundo grados con EC y pacientes con sindrome de Turner, entre otras.

A su vez, cabe mencionarr que la alergia a los componentes del trigo se manifiesta como
una reaccion inmune asociada a IgE, que desencadena una respuesta inflamatoria contra
alfa-amilasa/inhibidor de la tripsina, proteina de transferencia de lipidos no especificos,
gliadinas y gluteninas de alto peso molecular, y epidemiolégicamente mas frecuente en la
poblacion pediatrica.
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La EC refractaria es rara, afecta a menos del 2% de los enfermos celiacos y es mas
frecuente en hombres con diagndstico establecido en la edad adulta. La hipoalbuminemia es
un factor de mal prondstico y los autoanticuerpos tTg y antiendomisio (EMA) son negativos.
Es un diagndstico que requiere la exclusion sistematica de otras causas mas comunes de
falta de respuesta a la dieta libre de gluten. Existen 2 tipos de EC refractaria de acuerdo a su
inmunofenotipo: tipo |, mediada inmunolégicamente y responde bien al tratamiento médico, y
el tipo Il, caracterizada por clones de linfocitos intraepiteliales monoclonales y tiene pobre

pronostico debido a su asociacion con desnutricion grave y linfoma intestinal.

Laboratorio

Test seroldgicos

El diagnodstico de la EC se basa en sus manifestaciones clinicas con apoyo de las
pruebas seroldgicas y se confirma mediante biopsia de la mucosa intestinal. Una serologia
positiva se refiere a la deteccion de anticuerpos contra péptidos desaminados de gliadinas
(PDG) o anti-transglutaminasa tisular (AtTg) y/o EMA, mientras que las alteraciones
histolégicas pueden ser acortamiento de las vellosidades y aumento de linfocitos
intraepiteliales. La falta de estandarizacién de ensayos para anticuerpos IgA-antigliadina
(AGA) contribuye a una precision diagnéstica variable y posee baja sensibilidad y
especificidad, por ello no es utilizado en diagndstico de EC.

El AtTg basado en IgA (AtTg-IgA) es el test diagnéstico y de seguimiento de primera
eleccion con una alta sensibilidad (98%) y especificidad (95%), considerando el test por
ELISA con tTG recombinante humana. Los anticuerpos EMA-IgA se determinan por
inmunofluorescencia indirecta utilizando secciones de es6fago de mono o cordén umbilical
humano. Debido al déficit de inmunoglobulina A, descrito en el 2-3% de los pacientes con
EC, se recomienda determinar con AtTg-IgG o IgG anti-péptido gliadina deaminado (DGP)
en estos individuos. Cabe recordar que no existe una buena correlacion entre los niveles
serolégicos de los anticuerpos con la clinica y el grado de atrofia. Pueden existir falsos
positivos en hepatopatias (cirrosis biliar primaria, cirrosis hepatica y hepatitis crénicas por el
virus de la hepatitis C [VHC]), artritis reumatoide, psoriasis o enfermedad de Crohn, por lo
que en estas patologias es aconsejable validar el resultado con EMA.

Los anticuerpos DPG mejoran la eficiencia de los anticuerpos antigliadina clasicos,
alcanzando sensibilidad similar a los AtTg-IgA y especificidad similar a los EMA-IgA, con la
peculiaridad de que no necesitan cribado del déficit de IgA. La expresion del heterodimero
HLA-DQ2 y del HLA-DQ8 no permite el diagnéstico de celiaquia, aunque ayuda a identificar

a individuos susceptibles de padecer la enfermedad en grupos de riesgo.
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Otras determinaciones bioquimicas:

- El examen hematoldgico (hemograma) permite diagnosticar una anemia microcitica
ferropenica (la mas comun en la EC) o macrocitica por déficit de folatos; la anemia
secundaria a déficit de vitamina B12 es mas rara debido a que el ileon terminal, donde se
absorbe la B12, es el tramo menos afectado. Si se combinan ferropenia y déficit de folato, la
anemia puede ser normocitica. En algunos casos se pueden observar leucopenia vy
trombocitopenia.

- Quimica clinica: se puede objetivar hipocolesterolemia, hipocalcemia y niveles bajos de
fésforo, zinc y magnesio. En el proteinograma, en los casos sintomaticos, se detecta
hipoalbuminemia, que puede producir edemas. En algunos casos aparece aumento de
transaminasas como unico hallazgo patolégico.

- Puede existir malabsorcién de grasas y, en consecuencia, los niveles de vitaminas
liposolubles (A, D, E y K) se encuentran disminuidos. EIl déficit de vitamina K produce un
estado de hipocoagulabilidad con alargamiento del tiempo de protrombina. La grasa en
heces se puede detectar con el estudio de la digestion simple de heces (test cualitativo)
mediante la tincién de Sudan y la cuantificacion de la grasa en heces de 72 h (test de Van
de Kamer), prueba sensible para evaluar la digestion y absorcién de las grasas.

Se pueden realizar otras pruebas de malabsorcion de hidratos de carbono (d-xilosa, test
de tolerancia a la lactosa, prueba de aliento de hidrégeno con lactosa, etc.), de proteinas
(test de Gordon), de sales biliares (prueba de SeHCAT), de vitamina B12 (test de Schilling) y

pruebas de sobrecrecimiento bacteriano (test de aliento, cultivo de aspirado duodenal).

Intolerancia a los hidratos de carbono

Deficiencia de disacaridasa
La presencia de las disacaridasas en borde en cepillo es esencial para la absorcion de
los hidratos de carbono, y una reduccién en su actividad conduce a malabsorcion de los

mismos e intolerancia. La hipolactasia de tipo adulto es la mas comun.

- Deficiencia congénita de lactasa

Es un trastorno autosémico recesivo debido a mutaciones del gen que codifica la lactasa
por lo tanto la actividad de la enzima en la mucosa es baja o indetectable al nacer. Esta
enfermedad es rara y cursa con diarrea explosiva, heces espumosas y acuosas, y distension
abdominal tras la ingesta de leche. Los azucares no absorbidos, retenidos en la luz
intestinal, ejercen un efecto osmdético causante de diarrea (con aumento de la secrecion de
agua y electrélitos a la luz). Al llegar al colon, las bacterias fermentan los hidratos de

carbono, lo que disminuye el pH de las heces, y las cuales contienen aumento de lactosa y
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glucosa producidas por accion bacteriana sobre la lactosa no digerida (Fig. 17). Un
diagnostico definitivo debe diferirse hasta después que la maduracion de la sintesis de
lactasa se haya producido en el sistema. Mientras tanto, el alivio depende de ajustes en la
composicion de la dieta. Una prueba de tolerancia oral a la lactosa anormal obtenida unos
meses después del nacimiento también podria ser causada por intolerancia congénita a la
glucosa-galactosa. Se debe realizar el diagnédstico diferencial mediante una prueba oral de

tolerancia a la glucosa y la prueba de tolerancia a la lactosa.
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Figura 17. Efecto de Ila ausencia de la enzima lactosa a nivel intestinal.
https://biolanhealth.com/es/2021

- Hipolactasia de tipo adulto ("deficiencia adquirida de lactasa")

En la mayoria de los humanos (y demas mamiferos), la expresion de la enzima lactasa
en la edad adulta es un 10% o menos respecto a los observados en la infancia. La
deficiencia adquirida de lactasa se debe a una regulacién a la baja de la expresion del gen
de la enzima. Se sospecha de intolerancia a la lactosa si se presentan sintomas como
flatulencia, malestar abdominal, hinchazén o diarrea luego del consumo de uno o dos vasos
de leche, helado o yogur. También puede ocurrir por una reduccion de la actividad
enzimatica luego del dano intestinal difuso por infeccion (giardiasis, sobrecrecimiento

bacteriano o gastroenteritis viral), colitis ulcerosa y EC.

Pruebas de diagndstico para la deficiencia de lactasa

1- Prueba de tolerancia oral a la lactosa:

Se mide el aumento de la glucosa plasmatica o galactosa después de la ingestion de
lactosa (50 g/200 mL de agua) y en nifios (2 g/kg, hasta un maximo de 50 g). Se recogen
muestras de sangre a los 0 (basal), 60 y 120 min post ingesta. Para excluir la deficiencia de

lactasa, el aumento por encima de la linea de base para la glucosa plasmatica debe ser
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superior a 20 mg/dL. Pueden aparecer falsos positivos en pacientes con diabetes o

sobrecrecimiento bacteriano.

2- Prueba de hidrégeno en el aliento:

Es una técnica utilizada para valorar la intolerancia a la lactosa. El hidrégeno del aliento
se deriva del metabolismo bacteriano en el tracto intestinal. En la deficiencia de lactasa, el
disacarido (lactosa) pasa al intestino grueso, ya que no se metaboliza ni absorbe, y el
metabolismo bacteriano produce hidrogeno, el cual se absorbe a circulacion sistémica y es
exhalado en la respiracion. El hidrogeno puede medirse en el aliento final de la espiracion
con el uso de monitores de hidrégeno electroquimicos.

La preparacion adecuada del paciente es esencial para asegurar niveles basales estables
de hidrégeno en el aliento. Se deben evitar alimentos a base de trigo y fibra durante 12 h
previas a la realizacion de la prueba y realizar un enjuague bucal sin alcohol, ya que éste
puede interferir con la medida de hidrogeno. Después de un ayuno nocturno, se registra el
nivel basal de hidrogeno en el aliento, se administra la lactosa (50 g) y luego se mide el H2 a
los 15, 30, 60, 90 y 120 min. Un aumento de hidrogeno en el aliento superior a 20 ppm (20
ML/L) a los 60 a 120 min respecto al valor en ayunas, es indicativo de malabsorcién de
lactosa. Ante una absorcidén normal de lactosa, los niveles de hidrégeno en el aliento
permaneceran de 2 a 5 ppm durante toda la prueba. Pueden observarse falsos positivos si
no se cumple el ayuno, en casos de sobrecrecimiento bacteriano o si el paciente ha fumado
el mismo dia de la prueba. Pueden presentarse falsos negativos si el paciente ha tomado
antibidticos recientemente o en caso de insuficiencia respiratoria.

Un resultado positivo de hidrégeno en el aliento después de la ingestién de la lactosa
también puede ocurrir en la malabsorcién de glucosa-galactosa. Esta puede ser confirmada
o excluida por una prueba de aliento en la que se sustituyen los 50 g de lactosa por 25 g de

glucosa y galactosa. Un aumento de hidrégeno en el aliento confirma el diagndstico.

Prueba de absorcién de D-xilosa

D-xilosa es una pentosa que, en condiciones normales, no se halla presente en la sangre.
Al igual que otros monosacaridos, las pentosas se absorben sin cambios en la region
proximal del intestino delgado y no requieren la intervencién de las enzimas liticas
pancreaticas. Por tanto, la capacidad para absorber D-xilosa es valiosa para realizar el
diagnéstico diferencial entre malabsorcion intestinal de aquella por insuficiencia pancreatica.
Debido a que solo la mitad de la D-xilosa administrada por via oral se metaboliza o pierde
por accién de las bacterias intestinales, se excretan cantidades significativas por la orina.
Algunos protocolos han usado la medicion sélo de D-xilosa excretada por la orina durante

las 5 h siguientes a la ingesta de una dosis de 25 g para adulto en ayunas (0,5 g/kg en
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nifnos). No obstante, con funcién renal normal, es comun obtener resultados falsos positivos
y falsos negativos. Las concentraciones sanguineas medidas una o mas veces después de
la ingesta de D-xilosa (p. €j., a 30 min, 1 h, 2 h) mejoran la veracidad diagnéstica de la
prueba. Se suelen utilizar dosis menores de D-xilosa para evitar coélico abdominal,
hipermotilidad intestinal y diarrea osmotica. Los niveles bajos de xilosa en sangre y orina

nos indican una mala absorcion.

Sobrecrecimiento bacteriano (SIBO)

El sobrecrecimiento bacteriano en el intestino delgado (SIBO, por sus siglas en inglés)
refiere a un cuadro de malabsorcién originado por cambios en la microbiota intestinal
secundarios a hipoclorhidria gastrica, motilidad intestinal (presente en enfermedades como
esclerodermia, amiloidosis, neuropatia diabética, etc.), o a alteraciones estructurales
intestinal (diverticulos intestinales, asas ciegas quirurgicas tras gastrectomia, estenosis, etc).

En condiciones normales, el segmento proximal del intestino delgado contiene menos de
10° bacterias/mL, principalmente bacterias aerobias grampositivas. Esta bajo recuento
bacteriano se mantiene gracias al peristaltismo, la secrecidon normal de acido gastrico, el
moco, la IgA secretora y una valvula ileocecal intacta.

En el SIBO Las especies mas comunes incluyen estreptococos, Bacteroides, Escherichia
coli, Lactobacillus, Klebsiella y Aeromonas. Las bacterias desconjugan sales biliares
provocando un fallo en la formacion de micelas con la consiguiente malabsorcion de grasas.
Ademas, el exceso de bacterias consume nutrientes, incluidos hidratos de carbono y
vitamina B12, y en consecuencia privacion calérica y deficiencia de la vitamina. El uso de los
IBP se asocia con un mayor riesgo de infecciones bacterianas y colonizacion.

Los sintomas del sobrecrecimiento bacteriano incluyen dolor, distensién abdominal,
flatulencia, diarrea y esteatorrea. EI método de referencia para el diagndstico de SIBO es el
cultivo cuantitativo del aspirado de liquido intestinal (endoscopia) que muestra un recuento
bacteriano > 10° unidades formadoras de colonias/mL. En la practica, en pacientes
sintomaticos se sugiere la realizacion de una prueba del aliento, en forma especifica con
glucosa e hidrogeno o lactulosa e hidrogeno. Ambos sustratos se metabolizan cuando se
exponen a las bacterias intestinales, con la produccion del H2 y el metano (CH4). Estos
gases son absorbidos desde el tracto gastrointestinal hacia la sangre vy, finalmente,
exhalados a través de los pulmones. Se considera diagnéstico un aumento en las
concentraciones de H2, con respecto al basal > 20 ppm en 90 minutos y de CH4 de > 10

ppm dentro de las 2 h.
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Malabsorcion de acidos biliares (AB)

Los AB se sintetizan en el higado y pasan a la luz del intestino delgado a través de la
vesicula biliar. Estan presentes en la bilis como conjugados de taurina o glicina. Su funcién
principal es actuar como agentes tensioactivos, formando micelas y facilitando la digestion
de los triglicéridos y la absorcién de colesterol y vitaminas liposolubles. En el ileon terminal
se reabsorbe mas del 90% de AB, y de alli regresa al higado por la circulacion portal y se
secreta nuevamente en la bilis (circulacion enterohepatica). Menos del 10% del AB
secretado se pierde en las heces.

La malabsorcion de AB provoca diarrea cronica en casos de enfermedad ileal
(enfermedad de Crohn), o después de la reseccion del ileon terminal; colecistectomia y en
pacientes con Sll. La diarrea se puede producir por deplecién severa de sales biliares
(deficiencia intraluminal) que lleva a malabsorcién de grasas y esteatorrea. La malabsorcion
de sales biliares es una condicion infradiagnosticada y debe sospecharse en pacientes con
diarreas cronicas inexplicables (Fig. 18).

Las causas de la diarrea por los AB incluyen: una deficiencia en el factor de crecimiento
de fibroblastos 19 (FGF-19) (hormona producida en los enterocitos, que regula la sintesis de
los AB hepaticos); variaciones genéticas que afectan las proteinas involucradas en la
sintesis y circulacién enterohepatica de los AB o en el receptor TGRS, que media las

acciones de los AB (secrecion y motilidad) en el colon.
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Figura 18. .Algoritmo abordaje diagnéstico de la diarrea crénica. https://actagastro.org/abordaje-
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Hay varios métodos para diagnosticar la malabsorcion de AB:
- Retencidén del acido homotaurocdélico marcado con selenio (758eHCAT, prueba de medicina
nuclear): implica la administracién oral de este metabolito sintético radioactivo, el cual es
identificado por camara gamma (gamagrafia) en cuerpo entero para estimar el nivel basal
luego de 1 h, siendo la proxima medicion a los 7 dias. Se retiene normalmente mas del 15 %
de la dosis administrada. Si la retencidon es menor al 10 % se considera diagnostico.
- Medicion de 7a-hidroxi-4-colesterol-3-ona sérico en ayunas: este metabolito es el
intermediario entre el colesterol y el acido taurocdlico, refleja la actividad de la enzima
hepatica colesterol 7a-hidroxilasa, y por lo tanto la tasa de sintesis de AB. La malabsorcién
de AB se asocia con un aumento sérico de 7a-hidroxi-4-colesten-3-ona a medida que
aumenta la sintesis hepatica para mantener el nivel de AB circulantes.
- Medicion de FGF19 en suero en ayunas (pg/ml, ELISA): sus niveles reflejan la recaptacién
de los AB luminales por el transportador del AB ileal. Un nivel en ayunas < 145 pg/mL tiene
un valor predictivo positivo (61 %) y negativo (82 %) para la malabsorcion de AB.
- Medicion de los AB fecales en la recoleccion de 48 h: se realiza durante los dos ultimos
dias de una dieta alta en grasas y es el estandar de oro para medir la excrecion de los AB
con un valor > 2,337 umol/48 h usado como indice de la MAB. Los AB fecales pueden
cuantificarse mediante una cromatografia por cualquiera de los siguientes métodos:

cromatografia de gases o liquida de alta resolucion o espectrometria de masas.

ENFERMEDAD INTESTINAL INFLAMATORIA
El término de enfermedad intestinal inflamatoria (Ell) se emplea para designar a dos

alteraciones relacionadas: la enfermedad de Crohn y la colitis ulcerosa. (Fig. 19).

Enfermedad de Crohn Colitis ulcerosa

Figura 19. Patrones de distribucion de la enfermedad con (A) lesiones salteadas en la enfermedad
de Crohn y (B) afectacion continua del colon, que se desarrolla en el recto, en la colitis ulcerosa.
Porth Fisiopatologia. Alteraciones de la salud. Conceptos basicos. 10% Ed (2019).
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Se ha observado una superposicién en la presentacion clinica, radioldgica y hallazgos
histolégicos entre la enfermedad de Crohn (que puede afectar cualquier parte del tracto Gl)
y la colitis ulcerosa (que esta confinada al intestino grueso). Ambas condiciones se
presentan con diarrea, dolor o malestar abdominal, a menudo asociado con fatiga y anemia,
y en menor grado con inflamacion de las articulaciones, la piel y los ojos (Tabla 5).

La patogénesis de la enfermedad de Crohn y la colitis ulcerosa implica un fallo en la
regulacion inmunitaria, la predisposicion genética y un desencadenante ambiental, en
particular la flora microbiana. Se produce en la mucosa y submucosa como consecuencia de
la activacion de los mecanismos de respuesta inmunitaria innata. El dano tisular es

consecuencia de la activacién de neutrdfilos y la produccién de mediadores proinflamatorios.

Tabla 5. Caracteristicas distintivas de la enfermedad de Crohn y la colitis ulcerosa

CARACTERISTICA ENFERMEDAD DE CROHN COLITIS ULCEROSA

Tipo de inflamacién Granulomatosa Ulcerativa y exudativa

Nivel de compromiso Principalmente submucoso Principalmente mucoso

Extension del dano Lesiones discontinuas Lesiones continuas

Areas comprometidas Principalmente el ileon y, de Principalmente el recto y
forma secundaria, el colon el hemicolon izquierdo

Diarrea Frecuente Frecuente

Sangrado rectal Raro Frecuente

Fistulas Frecuentes Raras

Estenosis Frecuente Rara

Abscesos perianales Frecuentes Raros

Desarrollo de cancer Poco frecuente Relativamente frecuente

Enfermedad de Crohn

Una caracteristica de la enfermedad de Crohn corresponde a las lesiones
granulomatosas bien delimitadas y circundadas por tejido mucoso. Las complicaciones de
esta patologia incluyen la formacién de fistulas, desarrollo de abscesos abdominales y
obstruccién intestinal. Las fistulas entre los segmentos del tubo Gl pueden conducir al
desarrollo de malabsorcién, sindromes por sobrecrecimiento bacteriano y diarrea. Dado que
las sales biliares se absorben en un tramo relativamente corto del ileon terminal, y las
lesiones en este nivel causan un aumento de sales biliares al colon, se produce diarrea
colerética. Si la pérdida de sales biliares es cuantiosa (por afectacion muy extensa del ileon),
ademas de diarrea colerética puede existir esteatorrea, ya que las sales biliares son

esenciales en la absorcion de las grasas.

Laboratorio
En la enfermedad de Crohn se producen con frecuencia zonas estendticas que

promueven el sobrecrecimiento bacteriano y, en algunos casos, la lesion de la mucosa
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condiciona la aparicion de intolerancia a la lactosa. En las heces puede encontrarse sangre
oculta, moco o pus. En las fases activas es conveniente descartar la sobreinfeccion y
realizar un estudio microbioldgico. La calprotectina fecal permite identificar a pacientes con

enfermedad inflamatoria intestinal.

Colitis ulcerosa

Es una condicién inflamatoria inespecifica que se limita al recto y al colon. Se caracteriza
por la presencia de lesiones que se forman en las criptas de Lieberkiihn, en la base de la
capa mucosa. El proceso inflamatorio tiende a la formacién de hemorragias mucosas
puntiformes, que con el tiempo presentan supuracién y se convierten en abscesos cripticos.
Estas lesiones inflamatorias pueden desarrollar necrosis y ulcerarse.

Las manifestaciones clinicas se refieren al dolor cdlico intestinal leve e incontinencia
fecal; anorexia, debilidad y tendencia a la fatiga son comunes. Presenta de manera tipica
desérdenes reincidentes marcados por cuadros de diarrea que pueden persistir dias,

semanas o meses, y luego ceder, para reincidir después de un intervalo asintomatico.

Laboratorio

En las fases activas de la enfermedad en el hemograma se observa leucocitosis con
neutrofilia. Los reactantes de fase aguda o de inflamacién como proteina C reactiva y el
fibrindgeno se encuentran elevados y son los mas utilizados en la practica clinica. En los
casos mas graves de dilatacion del colon (megacolon toxico) se puede objetivar leucopenia,
trombocitemia y aumento de la VSG en el contexto de sepsis. El paciente puede cursar con
anemia ferropénica y es poco frecuente la anemia macrocitica por pérdida de folatos. En
casos graves se evidencia hipoalbuminemia, hipopotasemia, acidosis metabdlica,
hipocalcemia e hipomagnesemia.

Los p-ANCA suelen estar elevados, aunque su determinacién resulta muy inespecifica
para diferenciar entre colitis ulcerosa y enfermedad de Crohn en una biopsia con diagndstico
histolégico de «colitis indeterminada». La colitis ulcerosa puede asociarse a colangitis
esclerosante primaria, con elevacioén de las enzimas de la colestasis (fosfatasa alcalina y

GGT). En el estudio de las heces puede encontrarse sangre, moco y pus.

Enteropatia perdedora de proteinas

La pérdida de cantidades significativas de proteinas séricas hacia el lumen intestinal y su
posterior paso a las heces es consecuencia de varios trastornos Gl. Estos pueden estar
asociados con inflamacién o ulceracion de un segmento del intestino delgado o grueso

(como en la enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa) o estbmago, con enfermedades en las
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que los vasos linfaticos intestinales estan obstruidos o donde la presion linfatica es elevada
(linfoma, enfermedad de Whipple), o con trastornos asociados con alteracion estado
inmunitario, como lupus eritematoso sistémico y algunas alergias alimentarias.

En el intestino sano, la proteina fecal se deriva de los enterocitos que se desprenden de
la superficie de la mucosa y de secreciones del intestino. El diagndstico de enteropatia
perdedora de proteinas debe ser considerado en pacientes con hipoalbuminemia en quienes
la pérdida renal, la enfermedad hepatica y la desnutricion han sido excluidas.

La pérdida de proteinas enteral debe ser directamente demostrable mediante la medicion
de la a1-antitripsina (a1-AT). AT es una glicoproteina que se sintetiza en el higado y se
encuentra en el suero en una concentracién de 1,5 a 2 g/L. Es un inhibidor de la proteasa y
por lo tanto es resistente a la degradacién por enzimas proteoliticas en el tracto Gl. La
concentracion de AT se determina en una muestra fecal y en suero. Las heces deben
recolectarse por 3 dias, en envases prepesados y con la refrigeracion adecuada. El AT se
extrae en solucion salina antes del analisis.

En la Ell, la eliminacion de AT puede alcanzar valores altos (200 mL/d); esto representa
una pérdida de aproximadamente 6 g de albumina/d. El aclaramiento de AT debe
interpretarse con precaucion en pacientes con pruebas de sangre oculta en heces positivas,
ya que la pérdida de sangre podria ser suficiente para aumentar falsamente el aclaramiento.

AT en heces y suero se puede medir por inmunodifusion radial.

OTRAS PATOLOGIAS INTESTINALES

- Enfermedad diverticular

La diverticulosis es una afeccion que con frecuencia se presenta en la region distal del
colon descendente y el colon sigmoides, en la que la capa mucosa del colon se hernia a
través de la capa muscular. En general, existen diverticulos mdultiples, la mayoria de los
cuales se identifican en el colon sigmoides. La enfermedad diverticular es frecuente en la
sociedad occidental y afecta a cerca del 40% de la poblacion al llegar a los 60 afios.

Los factores como la carencia de fibra en la dieta, la disminucién de la actividad fisica y
los habitos intestinales deficientes (p. ej., hacer caso omiso de la urgencia para defecar),
junto con los efectos del envejecimiento, contribuyen al desarrollo del trastorno.

La diverticulitis es una complicacién de la diverticulosis, en la que existe inflamacioén y
perforacion macroscopica 0 microscopica del diverticulo. Uno de los malestares mas
frecuentes es el dolor en el cuadrante inferior izquierdo, que se acompana de nauseas y
vomitos; febricula y la elevacién del conteo leucocitario. Estos sintomas suelen persistir
varios dias, a menos que se presenten complicaciones, y tienden a derivar de la inflamacion
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localizada de los diverticulos, con perforacion y desarrollo de abscesos pequefios. Entre las
complicaciones, se encuentran la perforacion con peritonitis, hemorragia y obstruccion

intestinal.

- Obstruccioén intestinal

Se refiere a la alteracion del movimiento del contenido intestinal en direccion distal. Las
causas se pueden clasificar como mecanicas o paraliticas. Este trastorno puede producir
estrangulacién con necrosis intestinal, lo cual conduciria a una perforacion, peritonitis y
septicemia. La obstruccibn mecanica puede derivar de alteraciones intrinsecas o
extrinsecas, que afectan la permeabilidad de la luz intestinal. Las etiologias posquirurgicas,
como la hernia externa (p. ej., inguinal, femoral o umbilical) y las adherencias
posquirurgicas, son responsables del 75% de las obstrucciones intestinales. Otras causas

menos frecuentes son las estenosis y los tumores.

- Gastroenteritis infecciosa

La gastroenteritis es la disfuncion y/o la inflamacién intestinal que pueden cursar en forma
aguda o crénica. Los sintomas Gl gastrointestinales mas frecuentes son las nauseas,
vomitos y diarrea acompafnada o no de fiebre. La mayoria de los casos son de etiologia
infecciosa provocada por un microorganismo (bacterias, virus, parasitos o protozoos) o sus
toxinas (enterotoxinas, citotoxinas, neurotoxinas). Ademas, puede producirse gastroenteritis
después de la ingestidon de farmacos y toxicos quimicos (p. ej., metales pesados, sustancias
vegetales). La adquisicion puede ser transmitida por los alimentos, el agua, de persona a
persona, o en ocasiones a través de la diseminacion zoondtica.

El mecanismo del dafio puede ser no inflamatorio, y estaria vinculado a la produccion de
enterotoxinas  (Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens, Escherichia coli
enterotoxigénica, Cryptosporidium, etc.), mientras que otras veces el mecanismo es de
naturaleza inflamatoria, por la accién enteroinvasiva de los gérmenes o por su capacidad
productora de citotoxinas (Salmonella, E. coli enterohemorragica, E. coli enteroinvasiva,
Shigella, rotavirus, Entamoeba histolytica, etc.). En ocasiones, el mecanismo es mixto
(Aeromonas, Giardia lamblia, etc.).

Los detalles de este tema se desarrollan en las asignaturas correspondientes.
- Cancer de Colon

El tema canceres del colon y el recto se describe en la Guia Teorico-Practica de Bioquimica
Clinica 1, parte 2, afio 2022.
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Luego de estudiar el material de este capitulo, el estudiante estara en condiciones de
resolver los siguientes Casos Clinicos:

1- Masculino de 54 anos de edad acude a urgencias por dolor abdominal. Antecedentes
personales patologicos: hipertension arterial sistémica, colon irritable en tratamiento.
Exploracion fisica: signos vitales dentro de parametros normales. Abdomen blando
depresible globoso a expensas de paniculo adiposo, peristalsis normoactiva, con dolor a la
palpacion profunda en fosa iliaca derecha.

Estudios de laboratorio: leucocitos 11.300/mm?, neutréfilos 9.000/mm?3, hemoglobina 15g/dL,
Hto 45%, plaquetas 203000/mm?, glucosa 107g/dL, creatinina sérica 0,90mg/dL, LDH
345UI/L, amilasa sérica 68U/L, bilirrubina total 0,85 ymol/L. Examen orina completo: nitritos
negativos, leucocitos negativos, bacterias moderadas, mucina abundante. Se realiza
colonoscopia: Colon sigmoides redundante, resultado histopatoldgico: inflamacion cronica
inespecifica.

a) ¢ Qué diagndstico presuntivo podria proponer?

b) Explique la fisiopatologia de la enfermedad propuesta en el punto a.

c¢) ¢ Qué otros marcadores podrian cuantificarse?

2- Varén de 66 anos, raza blanca, sin antecedentes familiares relevantes. No presenta
alergias conocidas. Diagnosticado de Diabetes Mellitus tipo |II, hipercolesterolemia,
hipertension arterial, hiperuricemia y sobrepeso. Tratamiento actual: Inhibidor de la bomba
de protones, diurético, antihipertensivo, antidiabéticos orales, antiagregante plaquetario y
uricosurico.

Los resultados de laboratorio confirman sangre oculta en heces y anemia ferropénica.

a) ¢,Qué diagndstico presuntivo propone?

b) ¢ Qué patologias deberia considerar para hacer un diagndéstico?

c) ¢,Qué otros parametros bioquimicos se deberian cuantificar?

d) ¢ Qué estudio de imagenes confirmaria el diagndstico?

3- Respecto a las caracteristicas microscépicas y macroscopicas de las heces, sefiale la
afirmacion correcta:

a. No suele darse esteatorrea en pacientes con una enfermedad celiaca.

b. La esteatorrea se caracteriza por ser heces negruzcas y pegajosas.

c. La creatorrea puede existir en la insuficiencia pancreatica.

d. En la amilorrea, las cifras de amilasa en las heces estan muy aumentadas.

e. Todas las respuestas son verdaderas.

4- Con respecto a las pruebas de absorcion de hidratos de carbono, sefale la respuesta
INCORRECTA:

a. En la prueba de la d-xilosa pueden aparecer falsos positivos en pacientes con
insuficiencia renal.

b. En la prueba de la d-xilosa, la toma de indometacina altera los resultados de la prueba.

c. El sobrecrecimiento bacteriano nunca altera el test de aliento para intolerancia a la
lactosa.

d. En el test de hidrogeno del aliento, un aumento superior a 20 partes por millon (ppm) es
diagnéstico de intolerancia a la lactosa.

e. Todas las respuestas son correctas.
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CAPIiTULO IV
LIQUIDOS DE PUNCION

OBJETIVOS
e Adquirir conocimientos sobre el estudio integral de los liquidos de puncioén y de las
alteraciones asociadas a patologia humana.
e Conocer las técnicas, procedimientos y marcadores para la identificacion de los
diferentes liquidos: pericardico, ascitico, pleural y cefalorraquideo.
e Integrar los conocimientos adquiridos e interpretar los resultados de los estudios de

laboratorio bioquimico con la clinica.

INTRODUCCION

El estudio de los liquidos de puncion representa ciertos desafios para el laboratorio
clinico. Este documento contiene recomendaciones para el analisis quimico y celular de los
liquidos, contribuye a la estandarizacién, y proporciona informacion sobre valores de
referencia, correcta manipulacion, transporte y procesamiento. Cabe mencionar que los
diversos constituyentes de los liquidos interactian en forma dinamica para mantener el
equilibrio corporal. Si bien la concentracion de ciertos analitos es similar a la plasmatica, al
igual que la actividad enzimatica, cada uno de ellos presenta caracteristicas propias.

En este capitulo se seleccionaron los liquidos de mayor interés y mas frecuente de
analisis en el laboratorio, que aportan al diagndstico y evaluacion de diversas patologias,

como los liquidos: cefalorraquideo, pleural, pericardico, peritoneal y sinovial.

LIQUIDOS DE DERRAMES EN CAVIDADES SEROSAS

Definicion y mecanismos de formacion

A partir de la cavidad celdmica embrionaria se originan las cavidades serosas, limitadas
por una hoja parietal y otra visceral. La hoja visceral tapiza al 6rgano en cuestion, y la
parietal se une a estructuras extra-viscerales que permiten sostener al 6rgano en su
ubicacién normal. Estas membranas serosas dejan normalmente un espacio minimo entre
ambas, por lo que dichas cavidades son virtuales (en pleura sé6lo hay alrededor de 15-20 mL
de liquido, en peritoneo 100 mL y en pericardio 20 mL). La pleura envuelve pulmones, el
pericardio al corazon y el peritoneo los 6rganos abdominales. Las cavidades son cerradas, a
excepcion de la peritoneal que recibe el extremo de la trompa de Falopio. Las serosas son
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tapizadas por una sola capa de células mesoteliales, que descansan sobre una capa de

tejido conectivo con vasos sanguineos, linfaticos y nervios (Fig. 1y 2).

Hojas parietal y
visceral de Mesotelio.
Entre ambas, la
cavidad serosa,
Debajo del Mesotelio,
el Estroma con
capilares sanguineos
y linfiticos, tapzados
por células
endoteliales,

En el estroma hay
fibroblastos,
leucocitos y
macréfagos.

. MgssEns

TaseeElzleleleldel ol =0

Figura 1. Esquema de mesotelio y estroma subyacente (autor: Dr. Luis Palaoro)

. MESsTEWUO

Figura 2. Escenario normal: el liquido filtrado desde los capilares sanguineos pasa al estroma,
donde es recogido por los linfaticos (autor: Dr. Luis Palaoro)

Cuando aumenta en forma patoldgica el contenido de liquido en las cavidades se habla
de efusiones o derrames, que en el caso de peritoneo se denominan ascitis. En pleura se

reabsorben diariamente 1000 mL de liquido por linfaticos; cuando la filtracidn excede la
reabsorcion se produce el derrame.
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Es de gran utilidad el analisis citologico de estos liquidos, que deben ser obtenidos por
puncion y colectados en tubos con heparina. Las efusiones son clasificadas segun su
contenido proteico y el nivel de LDH, lo que se relaciona con los mecanismos de su
formacion. De esta manera se las clasifica como trasudados o exudados.

Los trasudados se producen por filtracion de sangre a través de una pared vascular
fisicamente intacta. La presidn osmatica del suero es importante para mantener la salida del
filtrado plasmatico dentro de limites normales, siendo la albumina la principal responsable
del mantenimiento de la volemia en relaciéon al resto de las proteinas séricas, debido a su
bajo peso molecular (PM, que asegura mayor numero de moléculas para un peso dado). La
disminucion de la presion osmatica o el aumento de la presion hidrostatica son las causas
de trasudado (hipoproteinemias por desnutricion, cirrosis hepatica, falla cardiaca
congestiva). La obstruccion de los conductos linfaticos también origina trasudados (tumores,
radiacion, fibrosis, etc). Generalmente son muestras hipocelulares y rara vez contienen
células neoplasicas, aunque hay excepciones. El pH de los trasudados es relativamente alto
(Fig. 3y 4).

B

Figura 3. TRASUDADO. Aumento de la presion hidrostatica o disminucién de la presion osmoética
aumentan el volumen filtrado, que no puede ser recogido por los linfaticos, desembocando en la
cavidad serosa (A), originando un Trasudado (B) (autor: Dr. Luis Palaoro).

| ===

Figura 4. TRASUDADO. La otra causa es la obstruccion de los linfaticos (autor: Dr. Luis Palaoro).
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En los exudados se produce dano de paredes vasculares, y su origen puede ser
inflamatorio o tumoral. Las inflamaciones casi siempre son secundarias a procesos
inflamatorios de los 6rganos contenidos, como ocurre en la pleuritis luego de neumonia,
tuberculosis, infarto pulmonar, peritonitis, pericarditis en enfermedad cardiaca reumatica.
Por ejemplo, la presencia de gérmenes en las proximidades de la pleura produce
reclutamiento de macréfagos y neutrofilos, que liberan sustancias oxidantes que dafian las
membranas del endotelio de los capilares, que extravasan liquido al intersticio, que por
presién hidrostatica llenara luego el espacio pleural, pericardico o peritoneal. El pH de los

exudados es relativamente bajo (Fig. 5y 6).
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Figura 5. EXUDADO de origen inflamatorio: aumenta el N° de neutrofilos y macrofagos en el
estroma, que liberan interleuquinas que producen dafio en paredes de capilares y en mesotelio
(suele reaccionar con hiperplasia). Se libera liquido con alta concentracién de proteinas y
abundantes células (autor: Dr. Luis Palaoro).

Figura 6. EXUDADO de origen neoplasico: Las células neoplasicas llegan por los capilares, los
atraviesan y se siembran sobre mesotelio, desprendiéndose a la cavidad serosa. El estroma
inflamatorio libera interleuquinas que afectan las paredes capilares. EI mesotelio suele hacer
hiperplasia. El liquido, rico en proteinas, tiene abundantes células.
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CRITERIOS DIFERENCIALES ENTRE TRASUDADOS Y EXUDADOS

Es importante establecer si el liquido es trasudado o exudado: en el primer caso, se trata
de una falla sistémica en el equilibrio hidrico, con mesotelio indemne. Se corrige la falla y no
se realizan mas estudios sobre el mesotelio. Pero en el segundo caso, debe investigarse el
origen (inflamatorio o neoplasico), lo que conduce a realizacion de examenes
complementarios, como examenes bioquimicos, citologicos, cultivos, marcadores
oncoldgicos, estudio de imagenes, etc.

Los criterios de Ligth, Boyer y de Meyer son de gran utilidad como criterios diferenciales.

- Criterios de Light (para derrames pleurales). Se considera exudados a los liquidos de

derrame con contenido proteico superior a 3 g/dL, y/o relacion LDH liquido/suero (L/S)
superior a 0,6; trasudados seran los que tengan menos de 3g/dL de proteinas y/o la
relacion LDH L/S sea inferior a 0,6. (Otros criterios: relacién proteica L/S > 0,5 es exudado, <
0,5 es trasudado --- relacién LDH L/S > 2/3 del limite superior en suero: exudado y < 2/3 del
limite superior en suero: trasudado).

- Criterios de Boyer (para ascitis). Son semejantes a los de Light, pero se aplican a ascitis.
Solo utiliza valores absolutos de LDH: < 400 UI/L trasudado y > 400 Ul/L exudado.

- Criterios de Meyer (para derrames pericardicos). Son semejantes a los anteriores, pero

propone LDH = 300 U/L para exudado.
Gradiente de Albumina (GASA): las proteinas pueden dar falso diagnéstico de exudado en
pacientes con trasudados que han recibido diuréticos, los que al eliminar agua aumentan la
concentracion de las proteinas en el liquido, que abandonan el espacio pleural mas
lentamente.

Si clinicamente se sospecha trasudado pero el criterio de Light indica exudado, la
realizacién de GASA (diferencia entre los valores de la Albumina sérica y del liquido) es util,

ya que la mayoria de los pacientes con valores mayores a 1,1 g/dL presentan trasudados.

ETAPA PRE-ANALITICA, ANALITICA Y POS-ANALITICA
- Etapa preanalitica: 1a puncion esta a cargo del médico tratante.
Preparacion del paciente: rotacion adecuada para evitar la sedimentacion de los
componentes celulares en al caso de ascitis.
Puncion con anticoagulante:
Heparina: 5-10 U/mL de liquido
Citrato de Sodio 3,8%: 1mL/10mL de liquido
EDTA: 1mg/mL de liquido

Forma de envio al laboratorio: 3 tubos estériles

Afo 2023 119



Guia Tedrico-Prdctica de Bioquimica Clinica I-parte 3

- Examen fisico-quimico y citolégico: realizar antes de 2 h de recibido a temperatura
ambiente.

- ADA (Adenosindeaminasa): se conserva su actividad hasta 48 h en heladera.

- Cultivo: realizar antes de las 24 h a temperatura ambiente.

- Tomar simultdneamente una muestra de sangre.

- Determinacion de pH del liquido: en anaerobiosis, refrigerado y enviado de inmediato al
laboratorio.

Errores mas frecuentes de la etapa pre-analitica: administrativos (tubo colector sin

identificacidon) o técnicos (muestra coagulada, hemorragica, con mas de 2 h de obtencién).

- Etapa analitica: Los examenes que se realizan son los siguientes:

) Fisico-quimico: Aspecto y parametros bioquimicos

II) Examen Citoldgico: Recuento celular total y diferencial

[I1) Examen Bacteriolégico

IV) Otros estudios: inmunonolégicos, parasitolégicos, marcadores oncoldgicos

[) El aspecto es un util orientador para los estudios subsiguientes. Los trasudados son por lo
general limpidos, de color amarillo claro. En contraste, los exudados son por lo general
turbios, de color amarillo oscuro, o rojizos, o lechosos, o verdosos. Es importante observar la
viscosidad de la muestra.

El primer examen quimico es el dosaje de proteinas y de LDH de liquido y suero para
diferenciar trasudados de exudados (y de albumina si es necesario). Estos estudios se
hacen sobre el sobrenadante del liquido pos-centrifugado, por lo tanto se realizan luego del

examen _citolégico (ver mas adelante: Centrifugaciéon de los liquidos de puncion-

coloraciones). También pueden practicarse otras determinaciones para patologias

especificas (ver mas adelante).

II) El examen citolégico comienza colocando una gota del liquido entre porta y cubre (como
si se tratara de una muestra de orina) para ser observada al microscopio. Esto permite tener
una idea de la dilucién a realizar para el posterior recuento en camara, y observar la

presencia de células o grupos celulares diferentes a células mesoteliales o leucocitos (Fig. 7
y 8).
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Figura 7. Liquido de puncién en fresco. La flecha azul sefala un leucocito, y la roja una célula
mesotelial. (Observar tamafios comparativos) (40x) (autor: Dr. Luis Palaoro)
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Figura 8. Liquido de puncion en fresco. Se observa, en un campo con hematies, un grupo celular
“sospechoso”, que requerira estudios especializados para su citodiagnéstico (ver mas adelante)
(40x) (autor: Dr. Luis Palaoro)

Recuento en camara de Neubauer

Se cargan con el liquido las dos partes de la camara (a
la izquierda sélo se muestra una).

Se cuentan los elementos de las zonas marcadas con L
en las dos camaras y se promedian. A ese numero se
llamara N. A la inversa de la dilucién empleada, que se
deducira de la observacion en fresco, se lo llamara D.
Se aplica la formula:

NxDx10 = células / mm®

Puede informarse el N° de células totales, sin discriminar la estirpe. En general, si se trata
de trasudados, el numero de células mesoteliales es bajo, y casi todos los elementos son
leucocitos. Pero si hay una importante cantidad de células mesoteliales, debe diferenciarse
el recuento de leucocitos y de células mesoteliales.

El recuento celular es importante porque también agrega un criterio para diferenciar
trasudados de exudados:

- Los trasudados de ascitis cursan con menos de 300 células/mm?.

- Los trasudados de pleura cursan con menos de 500 células/mm?®.
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RECUENTO MANUAL O AUTOMATIZADO
Hasta ahora se habld del recuento manual en camara. En la actualidad se dispone de
aparatos automatizados validados para liquidos de puncion que arrojan resultados similares

siempre y cuando las células no se encuentren agrupadas (Fig. 8 y 9).

Figura 9. Liquido de puncion con gran
numero de grupos celulares incontables
en un aparato automatizado o en camara
(coloracion de Giemsa, 40x). (autor: Dr.
Luis Palaoro)

En casos de abundantes grupos celulares, ningun método puede dar resultados
confiables, sin embargo, el método manual permite en ocasiones, discernir el numero de
células que forman los grupos, logrando una mejor aproximacién. De todas maneras, el
informe debe aclarar que el N° de células debe ser mayor que el informado, debido a la

presencia de abundantes grupos celulares.

VALIDACION DEL RECUENTO CELULAR EN LIQUIDOS DE PUNCION

Como se explicd, el recuento debe hacerse por duplicado y se informa el promedio. El
resultado ¢ es significativo?: Por ejemplo, si se hacen dos recuentos y los resultados son (en
N° de células /mm?®): 84 y 140 ;es valido promediar esos dos valores e informar 112? ;0 los

dos valores estan demasiado dispersos para poder ser promediados?

Para validar el recuento se utiliza el grafico siguiente:

Se cuentan dos camaras, y antes de aplicar la férmula para el calculo del recuento, se
calcula la suma y las diferencias de los dos recuentos.

En el gréfico (diferencias de recuentos en funcion de las sumas) se marca el valor de la
diferencia en el eje Y, y el valor de la suma en el eje X. El punto que se genera debe caer
POR DEBAJO DE LA CURVA para que el recuento tenga validez.
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Los dos recuentos son: 160 y 120. La diferencia es 40, y la suma 280. Esto determina el

punto rojo en el grafico. Por estar por encima de la curva, el recuento es invalido, no pueden
promediarse los recuentos.

Los dos recuentos son: 250 y 280. La diferencia es 30, y la suma 530. Esto determina el

punto azul en el grafico. Por estar debajo de la curva, el recuento es valido y pueden

promediarse los recuentos (Promedio: 265).

CENTRIFUGACION DE LOS LiQUIDOS DE PUNCION- COLORACIONES
Luego de la observacion en fresco y del recuento celular, el liquido se centrifuga a 1500
rpm durante 10 minutos, y se realizan varios extendidos con el sedimento (el sobrenadante

se utiliza para los estudios quimicos).
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Uno de los extendidos se deja secar al aire, se fija con metanol y se colorea con Giemsa

para realizar el recuento diferencial. Nunca se debe intentar hacer el examen diferencial en

fresco; los elementos se deforman v no pueden diferenciarse neutrofilos de linfocitos.

Los otros extendidos se dejan concentrar al aire hasta consistencia siruposa (hasta que
se comiencen a secar los bordes), y se los introduce cuidadosamente en etanol de 96°, para
conservarlos para técnicas especiales si fuera necesario (por ejemplo, coloracién de
Papanicolaou). Pueden conservarse el alcohol hasta 1 mes.

- Sedimento de liquido de puncién coloreado con Giemsa (Fig. 10y 11).
- Las células habituales en los liquidos son: Leucocitos — Hematies — Macréfagos - Células

mesoteliales- Células Mesoteliales Reactivas.

- Otras células: Cuando no sea posible identificarlas (profesional no especializado en
Citologia), conservar los extendidos en alcohol de 96° para su estudio posterior (Coloracion

con Papanicolaou).

Figura 10. Células del Liquido de
puncion (Giemsa, 40x).

«  Célula mesotelial La célula mesotelial normal tiene
; aproximadamente el doble del
. : tamafio de un neutréfilo, con un

2 nucleo  grande,  generalmente
central, con fina cromatina.

. [ -3 Comparar con el linfocito y el
neutréfilo del mismo campo. (autor:
& Dr. Luis Palaoro)

Figura 11. Células del Liquido
de puncién (Giemsa, 40x).

En este campo se distinguen
linfocitos, células plasmaticas y
abundantes hematies (autor:
Dr. Luis Palaoro)

Células mesoteliales reactivas: como se describié anteriormente, el mesotelio puede
sufrir HIPERPLASIA como respuesta a interleuquinas tanto en exudados como en

trasudados (ver definicion y mecanismos de formacion).
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La Hiperplasia consiste en la transformacién de la unica fila de células mesoteliales en
varias filas, donde cada célula conserva su morfologia habitual, o puede sufrir ligeras
modificaciones (Fig. 12).

Figura 12. lzquierda: Mesotelio normal; una sola fila de cIuIas mesoteliales (flecha azul).
Derecha: Hiperplasia mesotelial: varias filas de células mesoteliales (flecha amarilla) (Biopsia de
pleura, 40x). (autor: Dr. Luis Palaoro)

Las células mesoteliales reactivas exfolian a las cavidades serosas principalmente en
grupos. Las células que los forman pueden presentar ciertas alteraciones: nucleos
agrandados, ligeramente hipercromaticos, con leve aumento de la relacién nucleo-
citoplasma vy citoplasmas a veces oscuros; pueden observarse nucléolos mas evidentes y
anisocariosis. La disposicion de estos grupos es bidimensional (en un plano), lo que
constituye un criterio util para diferenciarlos de grupos neoplasicos, que son
tridimensionales. Las células reactivas se vacuolizan con frecuencia, desplazando al nucleo

hacia la periferia (falsos anillos de sello). (Fig. 13y 14).

e

Figura 13. Células mesoteliales reactivas: Hipercromatismo, disposicién en un plano (izquierda).
Anisocariosis, nucléolos evidentes, nucleos periféricos (Giemsa 40x). (autor: Dr. Luis Palaoro).
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Figura 14. Izquierda: Células mesoteliales reactivas: Hipercromatismo, anisocariosis, falsos anillos
de sello (Papanicolaou 10x) — Derecha: Células mesoteliales reactivas con citoplasmas densos

(Foto derecha tomada de LABOAtlas. Giemsa, 60x).

INFORME DEL RECUENTO DIFERENCIAL

Para este informe, se calcula el porcentaje de los tipos celulares leucocitarios
observados en los extendidos coloreados con Giemsa, como si fuera una férmula
sanguinea. Es un dato importante, porque el predominio de neutrdéfilos se relaciona con
patologias inflamatorias, y el de linfocitos a patologias neoplasicas. Por supuesto que son
criterios orientativos, no absolutos. El resto de las células (mesoteliales 0 mesoteliales

reactivas, macrofagos) se informan de manera cualitativa (escasas, abundantes...)

PATOLOGIAS INVOLUCRADAS EN LOS DERRAMES
En las tres cavidades serosas pueden originarse trasudados o exudados. A continuacion

se muestran las patologias mas frecuentes en cada una de las cavidades.

Cavidad pleural

Trasudados: Insuficiencia cardiaca congestiva (ICC), cirrosis, sindrome nefrético, urinotérax
(orina en la cavidad pleural).

Exudados: Infecciones (neumonia, TBC), tromboembolismo pulmonar, colagenopatias,
hemotdrax, perforacion esofagica, traumatismo de columna vertebral, obstrucciéon de

conducto toracico (derrames quilosos), asbestosis, sarcoidosis, irradiacion, neoplasias.

Cavidad peritoneal

Trasudados: Insuficiencia cardiaca congestiva, cirrosis, sindrome nefrético.
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Exudados: Infecciones (TBC, peritonitis bacteriana, absceso subfrénico o intrahepatico),

pancreatitis, rotura de vesicula biliar, obstruccion de conducto toracico, neoplasias.

Cavidad pericardica:
Trasudados: Insuficiencia cardiaca congestiva, post-cirugia de térax.

Exudados: Infecciones, neoplasias (mama o pulmaén).

NOTA: se indica en color azul las patologias compartidas por las tres cavidades, debido a

que son fallas del equilibrio hidrico, y por lo tanto sistémicas.

DESCRIPCION DE LAS PATOLOGIAS BENIGNAS MAS FRECUENTES

ICC: a partir de una deficiencia en el ventriculo izquierdo del corazén se producen
modificaciones compensatorias: hipertrofia del corazén, aumento de la frecuencia,
vasoconstriccion periférica  (sistema renina-angiotensina-aldosterona), que termina
aumentando la retencion de sodio y la presion en la red circulatoria del pulmén, con salida
de liquido al intersticio que no puede ser reabsorbido por los linfaticos. La pérdida de la
efectividad del bombeo cardiaco produce edemas en todo el cuerpo y derrames en serosas
(Trasudados).

Cirrosis: hipertension portal e hipoalbuminemia que produce disminuciéon de liquido
circulante, con activacion de receptores de volemia que conducen a la liberacion de
aldosterona y renina (Trasudados). El aumento de la presion hidrostatica hace que salga
mas liquido de la circulacion hacia el espacio peritoneal (ascitis). Es importante la
determinacion de GASA para la confirmacion de este diagnéstico.

Urinotorax: suele ser causado por una uropatia obstructiva que puede ocurrir a nivel de
la vejiga urinaria o de la uretra (enfermedad de la préstata, quiste renal, trasplante de rifidn,
litotricia, cancer del tracto urinario). La orina llega al espacio pleural retroperitoneal o a
través de los vasos linfaticos retroperitoneales.

El diagnéstico requiere el dosaje de creatinina en el liquido pleural, que supera al valor
en suero (generalmente mas de 10 veces). Es de utilidad que el el liquido tiene olor a
amoniaco (Trasudados).

Sindrome nefrético: la pérdida de proteinas desde los glomérulos renales, en especial
de albumina, disminuye la presion osmdética del plasma sanguineo, originando trasudados.

Tromboembolismo pulmonar: formacién de codagulos sanguineos en una arteria
pulmonar. En la mayor parte de los casos (95%) el trombo o coagulo se forma en las venas
de los miembros inferiores y migra hasta la arteria pulmonar (Exudados).
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Colagenopatias: poseen en general una base autoinmune, como el Lupus Eritematoso,
la Artritis Reumatoidea y el Sindrome de Sjogren. Se producen infiltrados linfocitarios sub-
pleurales, con formacién de estructuras granulomatosas, con sincicios de macrofagos y
células epiteliodes (macréfagos elongados), siendo estos dos ultimos tipos celulares los que
se observan y caracterizan a estas efusiones. El Sindrome de Sjogren es una patologia mas
generalizada, porque no solo ataca pleura sino que también produce infiltrados linfocitarios
en glandulas lacrimales (ojo seco) y salivales, ademas de comprometer el tejido conectivo
de diversos 6rganos.

El aspecto de los liquidos de puncién pleural es seroso, turbio y amarillento (recuerda al
jugo de pomelo exprimido). Como se asocia a glucolisis anaerobica, el acido lactico esta
elevado y su pH es < 7,2. Los nédulos granulomatosos en la pleura se abren a la cavidad

expulsando un material necrético (Exudados). (Fig. 15)

B,
I& {;".I.rl. ":‘
Figura 15. Colagenopatias: gran macréfago (izquierda) y célula epitelioide (derecha). El fondo del

preparado es sucio por la presencia de material necrotico (Lupus eritematoso - Papanicolaou 40x).
(autor: Dr. Luis Palaoro)

Tuberculosis: por debajo de la pleura, los granulomas tuberculosos se rompen y liberan
bacilos y toxinas que interactuan con los linfocitos T sensibilizados, que responden con
citoquinas inflamatorias que alteran la permeabilidad de los vasos pleurales, con la
produccion de derrame. Es caracteristico el predominio linfocitario del derrame, la casi
ausencia de células mesoteliales debido al depdsito de fibrina que se forma sobre la pleura
que impide su exfoliacion, pudiendo observarse en pocas ocasiones, células de Langhans,
que no son mMas que sincicios de macrofagos provenientes de los granulomas con sus
nucleos dispuestos en la periferia.

La determinacion de adenosindeaminasa (ADA) permite el diagnostico de pleuritis
tuberculosa si los niveles son >45U/L, con una sensibilidad del 97%. El problema es que no

es totalmente especifica y se eleva en empiemas, linfomas, lupus, artritis reumatoide y
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pseudoquiste pancreatico. La especificidad se eleva si el punto de corte se situa en 70U/L,

perdiendo entonces sensibilidad (Exudados). (Fig. 16).

Figura 16. TBC: Biopsia de pleura con granuloma tuberculoso mostrando una celula de Langhan
(derecha) y dicha célula en el liquido de puncion pleural (izquierda) (H&E y Papanicolaou, 40x).
(autor: Dr. Luis Palaoro)

Pancreatitis: debido a la inflamaciéon se produce elevacion diafragmatica, disnea, y
posible infiltracién de pleura, resultando derrames mixtos, de peritoneo y de pleura. La
determinacion de amilasa es util para el diagnéstico (Exudado).

Perforacion esofagica: el diagndstico diferencial debe realizarse con la pancreatitis,
puesto que las dos patologias elevan la amilasa (una la salival y otra la pancreatica)
(Exudado).

Absceso subfrénico: es una zona encapsulada de gérmenes y neutréfilos que se
desarrolla bajo el diafragma, posterior a una pancreatitis o0 a una perforacion local de
duodeno, colon, estémago o por diverticulos (Exudado).

Absceso intrahepatico: rara complicacion de una peritonitis por migracion de gérmenes
via porta al higado (Exudado).

Obstruccion del conducto toracico principal: por complicacién de linfomas o trauma
de la columna vertebral. Este conducto nace en la Cisterna de Pecquet y vierte la linfa
recogida del resto de los conductos linfaticos (excepto de los que drenan la linfa de la mitad
derecha de la cabeza, térax y cuello) en la unién de la vena subclavia con la yugular interna.
La obstruccién de este conducto genera aumento de la presiéon en el sistema linfatico (Fig.
4) produciendo un liquido pleural quiloso (turbio, amarillento), con gran cantidad de

quilomicrones y triglicéridos > 100 mg% (Exudado). (Fig. 17).
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Figura 17. Liquido pleural quiloso (autor: Dr. Luis Palaoro)

Eosinofilia en liquido pleural: se considera que existe eosinofilia si los eosinodfilos
superan el 10% de los leucocitos en el recuento. Se relaciona el aumento de estas células a
procesos inmunologicos por presencia de polvo ambiental en casos de neumotérax. Existen
otras causas, como hipersensibilidad a ciertas drogas, y la existencia de canceres como los
linfomas (Fig. 18).

W

Figura 18. Eosinofilia en derrame pleural (Giemsa 40x). (autor: Dr. Luis Palaoro)

Peritonitis bacteriana espontanea (PBE): es la infeccion del liquido ascitico en
ausencia de un foco infeccioso intrabdominal. Se origina por la traslocacion de gérmenes
desde el intestino. El recuento de neutréfilos es > 250/mm°. El cultivo de PBE es
monomicrobiano, con lo cual se lo diferencia de peritonitis, que es polimicrobiano (Exudado).
(Fig. 19).

Figura 19. Neutrdfilos en liquido ascitico en un caso de PBE (Papanicolaou 40x) (autor: Dr. Luis
Palaoro).
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Hemotoérax: sangre en espacio pleural, por traumatismos con rotura de arteria pulmonar,
tromboembolismo con infarto pulmonar y rara vez por cancer. Los liquidos de punciéon son
francamente hemorragicos. El diagnéstico puede hacerse si se efectia un pleurocrito (PC,
es un hematocrito del liquido) y se lo compara con el hematocrito del paciente (HC). Si la
relacion PC/HC es >0,5, se trata de un Hemotérax. Esta técnica diferencia la presencia de

sangre por la mera puncion con el verdadero Hemotdrax (Exudados). (Fig. 20).

Figura 20. Hemotodrax: aspecto del liquido de puncién pleural. (autor: Dr. Luis Palaoro).

PARASITOS EN LiQUIDOS DE PUNCION

Tripanosomas: la presencia de estos parasitos en liquidos de puncidén es excepcional.
Nuestro grupo pudo detectarlos en un paciente HIV positivo, procedente de Santiago del
Estero (lugar endémico para Chagas), al observar la muestra en fresco (Fig. 21)
(importancia de la observacion directa entre porta y cubre). Eran tripomastigotes vivos, con

Sus movimientos caracteristicos.

Si se hace doble click en este archivo, podran
- verse los tripomastigotes en movimiento (Se

CITOLOGIA recomienda el formato GOMPLAYER)

tripanosomas vivos-

La coloraciéon de Giemsa del sedimento confirmé el hallazgo (Fig. 22). El trabajo

cientifico que publicamos es el primer informe internacional de la presencia de estas formas

vivas en derrame pleural (Rocher, 2011).

Figura 21. Tripomastigotes vivos en el
liquido de puncion pleural (muestra en
fresco, 40x). (autor: Dr. Luis Palaoro).
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Figura 22. Tripomastigotes en el liquido de puncién pleural (Giemsa 100x). (autor: Dr. Palaoro).

DETERMINACIONES EN PATOLOGIAS ESPECIFICAS DE LOS LiQUIDOS DE

Ao 2023

DERRAME

LIQUIDO PLEURAL
pH
<7.3 derrame paraneumonico complicado
<6.3 sospecha de rotura esofagica

Glucosa< 80 mg/dl : empiemas, neoplasias, tuberculosis y Artritis
reumatoidea

Triglicéridos > 105 mg/dl: Derrame Quiloso
ADA > 40 Ul/L: pleuritis tuberculosa
Amilasa LP/S >1:pancreatitis, rotura esofdgica

Creatinina LP/S >1: Urinotorax

LIQUIDO ASCITICO
Glucosa baja en peritonitis tuberculosa, carcinomatosis y PBE
Amilasa > 2000 U/L: Ascitis pancreatica, perforacién intestinal
Urea y Creatinina: elevadas en rotura de vejiga
Trigliceridos > al VR en sangre: Quiloperitoneo

ADA 2z 3% U/L: tuberculosis peritoneal
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INTRODUCCION A LAS PATOLOGIAS MALIGNAS EN LiQUIDOS DE PUNCION

Los tumores de las serosas pueden ser primarios o metastasicos. Los primarios se
denominan mesoteliomas, que se presenta en dos formas: benigno, no diagnosticable por

citologia, y maligno, de origen exclusivamente pleural y que presenta abundante exfoliacion.

TUMORES PRIMARIOS DE SEROSAS

- Mesotelioma maligno, se desarrolla en personas que tuvieron exposicion frecuente al
asbesto. Es un tumor de baja frecuencia, aunque hace afos se registr6 un marcado
incremento, en especial en USA, probablemente por asociacion con el virus SV 40,
contaminante de las vacunas utilizadas en forma masiva para prevenir la poliomielitis y las
infecciones por adenovirus. El SV 40 es considerado oncogénico en animales, pero se esta
investigando si la interaccion de su proteina T large con las proteinas de genes supresores
p53 y pRb pueden colaborar en el desarrollo de mesoteliomas en humanos, asociado a

fibras de asbestos, un factor etiolégico de larga data (Fig. 23).

Figura 23. Mesotelioma maligno: de izquierda a derecha: Mesotelio normal, Mesotelioma maligno
en pleura, células neoplasicas exfoliadas a la cavidad pleural, fibora de asbesto (H&E,
Papanicolaou, 40x y 100x). (autor: Dr. Luis Palaoro).

Las células malignas primitivas de pleura observadas en derrames presentan un amplio
espectro morfoldgico, que varia desde una imagen de célula reactiva hasta la presencia de
grandes nucleos hipercromaticos e irregulares. Pueden exfoliar libres o agrupadas; en
muchos casos la relacion N/C se mantiene dentro de los limites normales, aunque es
frecuente la multinucleacion y la presencia de nucléolos marcados.

El citodiagnéstico de mesoteliomas malignos es dificil, y en la mayoria de los casos se
requiere de datos aportados por la historia clinica y por determinaciones complementarias

(ver inmunomarcacion) (Fig. 24).
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Figura 24. Células exfoliadas de un mesotelioma maligno en un derrame pleural (Giemsa 40x). .
(autor: Dr. Luis Palaoro).

NOTA: los mesoteliomas liberan grandes cantidades de acido hialurénico, que confieren alta
viscosidad al liquido pleural. Es un criterio secundario importante para sospechar la

presencia de este tumor.

TUMORES METASTASICOS DE SEROSAS (Fig. 25)

Casi la totalidad de los tumores metastasicos son adenocarcinomas; los tumores de
origen mesenquimatico constituyen un pequefio porcentaje y los carcinomas
pavimentosos son practicamente inexistentes.

Las células exfoliadas de un adenocarcinoma presentan caracteristicas que permiten
incluirlas correctamente en esta estirpe: nucleos con cromatina irregular, grandes nucléolos,
vacuolizacion citoplasmatica, tendencia a la formaciéon de grupos tridimensionales (Fig. 26).
La citologia deberia reconocer la presencia de este tipo de neoplasia, aunque en ocasiones
puede sospecharse incluso el origen del tumor primitivo, teniendo en cuenta ciertas
imagenes peculiares conjuntamente con los datos clinicos del paciente. Asi, las ascitis en
mujeres son producidas predominantemente por carcinomas de ovario; el
cistoadenocarcinoma seroso del ovario puede desarrollar imagenes de pseudociliacién que
se reconocen facilmente con coloracién de Giemsa (importancia de la doble coloracion). Las
metastasis peritoneales de carcinomas gastricos y de colon suelen mostrar grandes células
aisladas, con o sin vacuolas y alta relacion N/C con gran nucléolo. El carcinoma lobulillar de
mama exfolia células pequenas, hipercromaticas y moldeadas, que pueden confundirse no
obstante con el "oat cel” pulmonar (tumores neuroendocrinos de células pequefias). Una
poblacion monoétona de células con alta relacion N/C, nucleos irregulares y cromatina
grosera es sospechosa para metastasis de linfoma; en este caso, como en los tumores

mesenquimaticos, la coloracion de Giemsa es la indicada.
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Figura 25. Tumores metastasicos en serosas. De izquierda a derecha: Biopsia de la metastasis de
un adenocarcinoma a una membrana serosa, células adenocarcinomatosas exfoliadas a la
cavidad serosa, células de un plasmocitoma en una cavidad serosa (H&E, Papanicoloau y
Giemsa, 40x). (autor: Dr. Luis Palaoro).

.

Figura 26. Células provenientes de una metastasis de adenocarcinoma a serosa (Papanicolaou
40x). (autor: Dr. Luis Palaoro).

El Bioquimico no especialista, cuando recibe un liquido de puncién en un laboratorio de

guardia, tiene la oportunidad de dar la alarma de la presencia de células no habituales
(“otras células”, como se explicé anteriormente). Aunque no pueda identificarlas, el solo
hecho de informar su presencia es un paso fundamental en el citodiagndstico de las
patologias neoplasicas (Fig 27). Por ese motivo es que se conservan extendidos en alcohol
(ver etapa analitica) para realizar posteriormente coloraciones especificas (Papanicoloau) o
marcadores oncoldgicos.

No obstante, el bioquimico de guardia puede sospechar la presencia de

adenocarcinomas con la coloracion de Giemsa, que realiza rutinariamente (Fig. 27).
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Figura 27. lzquierda: Adenocarcinoma en un liquido de puncion, en fresco. Derecha:
adenocarcinoma en un liquido de puncion, coloreado con Giemsa (40x). (autor: Dr. Luis Palaoro).

NOTA: es importante tener en cuenta que la mayoria de los diagnésticos primarios de
neoplasias en serosas se hacen a partir de la observacion microscopica directa de los
liquidos de derrame!

TECNICAS COMPLEMENTARIAS EN LiQUIDOS DE PUNCION

Diversos métodos se utilizan a fin de mejorar el citodiagnéstico de las efusiones, porque
la morfologia celular, con los métodos convencionales, no permite establecer con seguridad
el caracter benigno o maligno de las células. Se recurre, entonces, a métodos citoquimicos,

estudio de ploidia, inmunomarcacion o técnica de AQNOR, entre otros.

ESTUDIO DE PLOIDIA

Este método se basa en que las poblaciones de células mesoteliales normales son
euploides, mientras que las células adenocarcinomatosas son aneuploides en la mayoria de
los casos. Las células mesoteliales reactivas a veces presentan anomalias marcadas,
imposibilitando el diagndstico seguro de benignidad, si se las estudia con las coloraciones
morfoloégicas solamente (Giemsa o Papanicolaou). Se ejecuta sobre los extendidos una
coloracién de Feulgen, y se observa el preparado en un microscopio conectado a una
computadora que tenga un programa para analizar imagenes. En el monitor se marcan los
nucleos (alrededor de 200) para establecer la ploidia (contenido de ADN) de cada nucleo, y
se construye un histograma, representando la frecuencia de las células en funcion de su
contenido de ADN. Si el pico del histograma corresponde al contenido 2N (euploide), las
células sospechosas son benignas, pero si el pico se ubica en otro lugar (distinto de un
multiplo par de 2N), la poblacion es aneuploide y por lo tanto de trata de células malignas
(Fig. 28).
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Figura 28. Ploidia en liquidos de puncion. Izquierda: histograma de una poblacién euploide, con
pico en 2C (2N). Derecha: poblacion aneuploide, con pico en 3C (3N).

INMUNOMARCACION

Esta técnica detecta la presencia de marcadores oncoldgicos en las células del liquido
utilizando anticuerpos, a fin de establecer su caracter benigno o maligno. Por lo tanto,
siempre se practica en el caso de que las células sospechosas no puedan ser definidas con
los métodos habituales. Se utiliza un set de anticuerpos, nunca uno sélo, para conseguir la
mejor combinacién de sensibilidad y especificidad. Nuestro grupo utiliza tres anticuerpos
contra: antigemo carcinoembrionario (CEA), antigeno epitelial de membrana (EMA) y
BerEP4 (marcador de adenocarcinomas).

El método basico es el de Sternberger (P.A.P. 6 Peroxidasa-Antiperoxidasa), pero hoy en
dia se utilizan variantes, como S-ABC (Streptoavidina-Biotina Complejo). Luego de incubar
las muestras con los anticuerpos, se revela la presencia de Peroxidasa por medio de DAB
(Diaminobencidina) y Perdxido de Hidrogeno. Las coloraciones pardas en las células indican

la presencia del marcador en estudio (Fig. 29 y 30).

STREPTAVIDIN

- ENZYME
4 BIOTIN
e sje SUBSTRATE Cél Reactivas Adenocarcinoma
CEA -1 % +++
:';::.E:. .:E::E: EMA - ++
A 8 < Ber-EP 4 - ++
s — L OISR Diferencias entre la expresion de tres marcadores
Sk P oncoldgicos en células reactivas (benignas) y neoplasicas
e e ¢ | (adenocarcinomas). Observar que CEA es el mas
Yo EON ; PRIMARY . e
R e sensible, pero el menos especifico.

Figura 29. Método S-ABC para inmunomarcacion.
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Figura30. Inmunomarcacion para EMA (Izquierda) y CEA (derecha) en células exfoliadas en un
derrame pleural originado por metastasis de un carcinoma de mama a pleura (Inmunomarcacion
60 y 40x). (autor: Dr. Luis Palaoro).

TECNICA DE AgNOR: detecta por medio del uso de sales de plata, las proteinas fibrilares
no histonas ubicadas en las regiones del ADN organizadoras del nucléolo (NOR). Por eso la
técnica se denomina AgNOR: Ag (simbolo de Plata) y NOR: regiones organizadoras del
nucléolo. El numero y tamano de los NOR refleja la actividad, proliferacion o transformacion
de las células. El aumento de su numero o de su tamario se relaciona con la transformacion
celular, vale decir, con el caracter maligno de las células (Fig. 31).

Pasos de la técnica: se fijan las muestras en etanol 96° y se cubren con una solucion
formada por: 2 partes de Nitrato de Plata 50% P/V y 1 parte de gelatina 1% P/V en &cido
férmico 1% P/V (25 min en oscuridad). Se lavan tres veces con agua desionizada y se tratan
con una solucion de Tiosulfato al 1% P/V. Se lavan con agua, se deshidratan con xileno y se
montan con Balsamo de Canada. Se cuentan los puntos utilizando objetivo de inmersion.

Para diferenciar células reactivas de células adenocarcinomatosas en liquidos de
puncioén, se cuentan los puntos NOR en 100 células y se promedian; si los promedios son
inferiores a 6,4 son células benignas, y si superan a 10, son células neoplasicas. Estos
valores fueron establecidos por nuestro grupo (cada laboratorio puede confirmar o ajustar
estas cifras a su propia experiencia).

Los promedios obtenidos para los dos tipos celulares no se superponen (Ver Tabla a

continuacion):
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Céulasmesoteliales reactivas(n=16) Céulasneoplisicas(n=13})
Muestra puntos/céula Muestra puntos/ctula
il x n X
1 5.40 17 14,00
2 4,00 18 12,80
3 4,40 19 12,00
4 4,20 20 15,30
5 3,02 21 9,54
6 2,27 22 14,74
7 2,90 23 10,00
8 341 24 10,45
9 5,22 25 12,60
10 5.20 26 20,11
I 541 27 15,10
12 4,70 28 10,10
13 7.23 29 10,00
14 6,16 30 17,50
15 6,45 3l 22,50
16 7.12
media 4.88 13,78
mediana 5,21 12,80
DE 1,50 3.89

P " -4

e et "*-q A e SN
de puncion. lzquierda: células reactivas — Derecha: células
neoplasicas (40 y 100x). La ventaja de la técnica de AGNOR sobre la inmunomarcacién es su bajo
costo (autor: Dr. Luis Palaoro).

MECANISMOS DE DISEMINACION DE TUMORES A MEMBRANA SEROSAS

Cuando un tumor maligno primitivo se disemina, primero debe invadir los tejidos
circundantes. En el caso de los CARCINOMAS, las células neoplasicas deben destruir la
membrana basal, lo que implica cambios en el citoesqueleto: a este fendbmeno se denomina

Transicioén Epitelio-Mesénquima (EMT). Las células pierden sus caracteristicas epiteliales
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(reemplazan su duro esqueleto de citoqueratina por el de vimentina, lo que les permite
deformarse y adquirir movilidad como las células del mesénquima). Avanzan por el estroma
hasta endotelio, se produce intravasacion y luego de recorrer las vias sanguineas o
linfaticas extravasan al sitio de siembra (metastasis). Cuando alcanzan el sitio de siembra a
distancia, recuperan sus caracteristicas epiteliales; a este proceso inverso se lo denomina
MET (Transicién Mesénquima-Epitelio) (Fig 32).

En el caso de las diseminaciones a serosas, muchos tumores lo hacen directamente, por
la proximidad de las membranas. A este proceso, donde no se utilizan las vias
hematdgenas, se lo denomina diseminacién transcelémica.

Los canceres de pulmoén se diseminan a pleura casi siempre por via transceldomica. En la
cavidad peritoneal, en especial los tumores de tipo mucinoso se diseminan directamente,
como ocurre en los carcinomas gastricos, pancreaticos, de vesicula biliar, hepaticos y

ovaricos.

Primary Tumour Invasion

Loeal
Recurrence

Minimal
Residual Disease

Intravasation Circulating
Fumour

Bone Micro-Metastasis Bone Metastasis

Figura 32. EMT y MET. Tomado de Hugo H et al: Epithelial - Mesenchymal and Mesenchymal-
Epithelial Transitions in Carcinoma Progression. J Cell Physiol 2007; 213: 374-383.

Estos ultimos se ven favorecidos por la discontinuidad de la membrana peritoneal que
rodea al ovario, lo que permite la salida de las células neoplasicas directamente a la cavidad
(Fig. 33y 34).
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Figura 33. Las células neoplasicas viajan por
la ascitis hasta sitios de implante en
peritoneo (en especial el omentum). Durante
su traslado se producen fendmenos EMT y
MET parciales. A continuacion, se describiran
los cambios que ocurren desde la salida del
tumor hasta su anidamiento en peritoneo, en
una diseminacioén transceldémica.

.""Cua-iﬁl
|.__|:| clruiy
- ?

Diseminacion del tumor de
ovario a la cavidad
peritoneal

) M B §
f an \ g7
Adenok 07 f é i
g”{j ‘ g f;«j
— R
B 310
0
0
C : D :
77 A‘\\.

e

Figura 34. Diseminacion transcelémica de un cancer de ovario a peritoneo. A: MET; el epitelio
superficial del ovario (OSE), que tiene caracteristicas mesenquimaticas, se maligniza a
adenocarcima — B: EMT; Las células neoplasicas se mueven por la ascitis hacia el peritoneo — C:
MET; las células neoplasicas se anidan en el peritoneo — D: EMT; comienzan a invadir al estroma
subyacente, y mas tarde entran en los capilares. (autor: Dr. Luis Palaoro).

MECANISMOS MOLECULARES EN LA DISEMINACION DE LIQUIDOS DE PUNCION

Hoy en dia se considera que la evolucién de los canceres depende no sélo de las
alteraciones de las células neoplasica, sino de las relaciones con el entorno. Estas
relaciones se logran por activaciéon de numerosos receptores por interleuquinas secretadas

tanto por el tumor como por las células del estroma. El caso mas estudiado es el de la
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diseminacion del cancer de ovario a peritoneo. Las transiciones EMT y MET estan reguladas
por una compleja red de mecanismos moleculares, sélo se citaran alguno de éstos. En el
sitio del tumor (ovario), los fibroblastos del estroma que rodean a las células tumorales
(CAF: fibroblastos asociados al cancer) son estimulados por las células neoplasicas que
secretan el factor de crecimiento tumoral B para que liberen unos proteoglicanos
denominados VCAN, que activan la expresion de un receptor en las células tumorales
denominado CD44, que es fundamental para el posterior anidamiento de las células al
peritoneo. También el VCAN interviene en el comienzo de EMT. Las células del tumor
también liberan el factor de crecimiento fibroblastico que se une a receptores del endotelio
para desencadenar angiogénesis.

Una vez que el tumor alcanza al peritoneo (en especial al Omentum), los macrofagos del
lugar lo activan por medio de la secrecion del factor de necrosis tumoral a (TNFa), al tiempo
que secretan factor de crecimiento endotelial (VEGF) para estimular la angiogénesis. Los
adipocitos del Omentum también liberan TNFa e interleuquinas inflamatorias que favorecen
la diseminacion del tumor.

Queda un punto importante, ;como se anidan las células neoplasicas al peritoneo?: por
medio del receptor CD44, que junto a la B Integrina 12 se unen al acido hialurénico de las
células mesoteliales. Esto explica porqué ciertos canceres no pueden anidar en serosas, al
carecer de CD44 y de la integrina mencionada. Todos los adenocarcinomas, asi como
muchos tumores mesenquimaticos (linfomas, leucemias, plasmocitomas) pueden

diseminarse a serosas por poseer dichas moléculas.

LiIQUIDO CEFALORRAQUIDEO (LCR)

Nociones sobre su origen y distribucion

El LCR llena los ventriculos cerebrales, el conducto medular y el espacio subaracnoideo.
Los agujeros de Monro conectan los ventriculos laterales con el 3° ventriculo. Este se
conecta con el 4° por el acueducto de Silvio. El 4° ventriculo tiene tres agujeros: dos de
Luschka y uno de Magendie que lo conectan con el espacio subaracnoideo (espacio que se
encuentra entre la aracnoides y la piamadre; esta ultima esta pegada al cerebro). Ademas, a
través del canal medular se conecta con el interior de la médula espinal (ME). En resumen,
el liquido, cuando sale del 4° ventriculo, circula alrededor de la ME y el encéfalo. Todos los
ventriculos y la ME estan tapizados por una membrana denominada epéndimo, cuyas
células contienen microvellosidades que facilitan el movimiento del liquido y el intercambio
de nutrientes. EI LCR se origina en los plexos coroideos, ubicados en la pared medial de los
ventriculos laterales y en el techo del 3° y 4° ventriculo. Los plexos coroideos, formados a
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partir de la piamadre, estan formados por células ependimarias que rodean las arterias cuyo
filtrado (LCR) se vierte a los espacios ocupados por el liquido, que luego es eliminado hacia
los senos venosos de la duramadre (que esta pegada al hueso del craneo) por las
vellosidades aracnoideas (dichos senos estan entre las dos hojas que forman la duramadre).
Estas vellosidades aracnoideas son evaginaciones del espacio subaracnoideo que se
proyectan a los senos venosos de la duramadre. Desde alli se vierte en la vena yugular
interna a la circulacion general (Fig. 35 y 36).

El volumen de LCR en el adulto es alrededor de 100-150 mL y en recién nacidos oscila
entre 10 a 60 mL (se renueva 4 a 5 veces/dia). Existe un transporte activo entre la sangre,
LCR y cerebro, lo que da lugar a una composicién quimica distinta a un ultrafiltrado
plasmatico. Los electrolitos como el Na*, Mg*" y CI' y lactato estan mas concentrados en el
LCR que en el plasma, mientras que el bicarbonato, glucosa y urea se hallan en menor
proporcion. Las proteinas solo pasan al LCR en cantidades muy pequefias.

El LCR bana el encéfalo y la médula espinal y tiene las siguientes funciones:

» Amortiguar y nutrir al SNC.

* Brindar estabilidad mecanica del encéfalo. Mantener la presion interna.

 Controlar el entorno quimico del SNC: pH, iones, proteinas, glucidos, etc.

* Realizar el transporte de algunas hormonas y neurotransmisores.

* Eliminar metabolitos (deshechos) del SNC.

e Final del recorrido ]
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Figura 35. Origen y eliminacion del LCR. Las flechas negras indican la ruta descendente desde los
plexos coroideos (1,2,3). Las flecha claras su camino hacia los senos venosos para su eliminacion.
(autor: Dr. Luis Palaoro).
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Figura 36. Detalle del final del recorrido del LCR. Desde las vellosidades aracnoideas se elimina al
seno venoso. (autor: Dr. Luis Palaoro).

Numerosas enfermedades que alteran la barrera hematoencefalica cambian la
composicion del LCR, por ello es importante su estudio ya que su analisis resulta
determinante en el diagndstico de enfermedades infecciosas (meningitis y encefalitis),

autoinmunes, cancer, hemorragia subaracnoidea y trastornos desmielinizantes.

ETAPA PREANALITICA

Toma de muestra

La técnica de extraccion de LCR para su posterior analisis es la puncion lumbar, siendo
un procedimiento estrictamente médico. Para ello, el paciente puede permanecer acostado o
sentado, se limpia el sitio de puncién, se aplica un anestésico local y se utiliza una aguja de
aproximadamente 10 cm con mandril que se introduce en el espacio intervertebral L3 y L4
(en nifios L4 y L5) (Fig. 37). Con la aguja apoyada en la duramadre, se mide la presién del
LCR con un manémetro graduado adherido a la jeringa (presién del LCR en adultos: 90-180

mmHg y en nifios: 10-100 mmHg), de manera que comience a gotear este liquido.

Liquido cefalorraquideo

Aguija espinal

Figura 37. Colocacién de la aguja para la recoleccion de LCR.
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En general se recolectan lentamente entre 10-20 mL de LCR que se distribuye en tubos
estériles numerados en forma secuencial. Al final del procedimiento de obtencion del LCR,
se retira la aguja, se limpia el area y se aplica un vendaje sobre el sitio de puncién. La
indicacion basica de puncién lumbar en pediatria es el diagndstico de una infeccion
meningea. La contraindicacidon mas importante y absoluta para la ejecucion de la puncion
lumbar es la presencia de hipertension intracraneal.

Los analisis a efectuar en cada tubo dependen del protocolo del laboratorio o de la
solicitud del médico. jNo usar ningun anticoagulante en su obtencion!.

El LCR se deberia recoger en 3 tubos estériles (a veces no es posible por el escaso
volumen obtenido), para la realizacion de examenes fisico-quimicos y seroldgicos,
microbioldgicos y recuento de células y un tubo adicional si se requiere de estudios
moleculares. Los tubos deben ser de plastico (polipropileno) para evitar adherencias de las
células al vidrio del tubo. Los examenes fisico-quimicos y citolégicos se deben efectuar
antes de las 2h de su obtencion!, el liquido se conserva, mientras tanto, a temperatura
ambiente. Los cultivos se deben realizar antes de 24h, con el liquido a temperatura
ambiente. EI examen de ADA puede postergarse no mas de 48h, guardando el LCR en

heladera. jRecordar que se debe obtener una muestra de sangre!.

Examen Macroscoépico

Consiste en observar el color y la turbidez. EI LCR normal es incoloro y transparente
(cristal de roca), con minima cantidad de sustancias y de células. Cuando el LCR es
patolégico su aspecto puede variar a turbio u opalescente, o xantocrémico o con coagulos.

- La turbidez u opalescencia puede ser a causa de la presencia de células (leucocitos,
eritrocitos), microorganismos (bacterias, hongos, etc) o proteinas.

- La xantocromia: coloracion amarillo-anaranjado o directamente coloracion rojiza que
implica la posibilidad de una hemorragia subdural. La mayoria de las veces es causada por
la lisis de hematies que resulta en la degradacion de la hemoglobina a oxihemoglobina,
metahemoglobina y bilirrubina. La xantocromia esta presente en mas de 90% de los
pacientes dentro de las 12h posteriores al inicio de una hemorragia subaracnoidea y en
pacientes con niveles séricos de bilirrubina entre 10-15mg/dL.

La xantocromia en recién nacidos prematuros sanos, puede producirse como
consecuencia de los efectos combinados de la inmadurez de la barrera hematoencefalica y
las concentraciones fisiolégicamente elevadas de bilirrubina y proteinas en sangre.

Si el LCR es xantocrémico, se sugiere reportar el color después de centrifugar, con
presencia o ausencia de boton hematico, ya que permite diferenciar procesos hemorragicos
intracraneales de hemorragia accidental o traumatica. En este ultimo caso el liquido se va

aclarando a medida que progresa la puncion.
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ETAPA ANALITICA

Examen Quimico

-  Glucosa

La glucosa penetra en el LCR desde el plasma por difusién pasiva y transporte activo.
Los niveles de glucosa en el LCR en los adultos sanos es alrededor del 60-70% de la
concentracion sérica. Debido a esta estrecha correlacidon del analito, es conveniente medir
ambas concentraciones simultaneamente.

Valor de Referencia: Glucorraquia (VR: 50-85 mg/dL). La elevacién de glucosa en el LCR
(hiperglucorraquia) suele estar relacionada con altos niveles de glucosa sérica (p. ej.,
diabetes tipo 2). La disminucion de la concentracion de glucosa en el LCR puede ser
consecuencia a una deficiencia en el mecanismo de transporte activo, una mayor utilizacion
de la glucosa por el SNC, tejidos, microorganismos o por una hipoglucemia prolongada. El
hallazgo de bajos niveles de glucosa en LCR, acompafiado de un incremento en el recuento

de leucocitos y un alto porcentaje de neutréfilos, son indicativos de meningitis bacteriana.

Proteinas

El estudio proteico del LCR constituye una fuente importante de informacion en distintos
cuadros neuroldgicos. En condiciones normales, la concentracion de proteinas en plasma es
200 veces superior a la del LCR. Las principales proteinas presentes en el LCR son la
albumina (alrededor de 15,5 mg/dL), prealbumina (1,7 mg/dL), transferrina (1,4 mg/dL),
inmunoglobulina G (1,2 mg/dL), inmunoglobulina A (0,13 mg/dL) y ceruloplasmina (0,1
mg/dL).

Proteinorraquia: la concentracion de proteinas en el LCR varia ligeramente con la edad,
aunque durante el periodo neonatal la concentracién es mayor (30-140 mg/dL), en el adulto
desciende su concentracion hasta 15-45 mg/dL.

La proteinorraquia: aumenta en hemorragia cerebral, alteracion de la barrera hemato-

encefalica (meningitis, tumores), enfermedades desmielinizantes (esclerosis multiple).

Cloro

La concentracion de cloro en el LCR es mayor que en el plasma, este contiene alrededor
de 120-127 mmol/L; en todos los tipos de meningitis agudas, la cifra de cloro disminuye,
acentuandose este descenso casi en forma constante en la meningitis tuberculosa. Para
algunos, valores de cloro menores de 80 mmol/L, se consideran patognomoénicos de

tuberculosis cerebral.
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Lactato

Su valor se eleva en meningitis bacterianas debido a una disminucion de la irrigaciéon
cerebral, seguida de hipoxia, catabolismo anaerdbico con formacion de acido lactico. Su
concentraciéon en LCR depende de su tasa de produccion en el cerebro y es independiente
del lactato sérico. Es un indicador util del metabolismo cerebral.

Valor de referencia: 9 — 26 mg%.

LDH

La enzima Lactato Deshidrogenasa (LDH) se encuentra distribuida en casi todos los
tejidos del organismo. En el cerebro, LDH puede aumentar su concentracion en alteraciones
del SNC. Las concentraciones cataliticas elevadas de LDH ayudan en el diagnéstico
diferencial de las meningitis bacterianas y viricas, ya que en el 90% de las meningitis
bacterianas incrementa la concentracion de esta enzima.
Valor de referencia de LDH en el LCR: 5-25 UI/L.

Importancia clinica del aspecto del LCR

Aspecto
Clarg, cristalino

Opalescente, turbio, lechoso

Sanguinolento

Xantocrémico {rosa, anaranjado o amarillo)

Coagulado

Con pelicula {membrana)

Causa

Leucocitos y/o microorganismaos
Proteinas

Eritrocitos

Hemoglobina

Bilirrubina

Proteinas { > 1.5 g/L}

Melanina

Proteinas
Factores de coagulacidn

Proteinas
Factores de la coagulacion

Principal significado

Normal

Meningitis

Trastarnos barrera hematoencefilica
Produccion de lgG dentro del SNC

Hemorragia subaracnoidea
Puncidn traumatica

Hemorragia antigua

Céludas destruidas por puncidn traumdtica

Degradacion de eritrocitos

Concentracidn elevada de bilirrubina sérica

Trastornos barrera hematoencefdlica

Melanosarcoma meningeo

Trastornos barrera hematoencefdlica

Introeducidas por la puncién traumatica

Trastornos barrera hematoencefilica
Meningitis tuberculosa

EXAMEN CITOLOGICO

Se coloca una gota de LCR entre porta y cubre y se observa en fresco los elementos
formes: hematies, células leucocitarias, otras células, parasitos, etc. Si la muestra es muy
escasa, realizar este informe luego de cargar la camara de Neubauer para el recuento (se
describié en liquidos de derrame). Por lo general, no es necesario hacer ninguna dilucion.

Valores de referencia del recuento: de 0 a 30 células (casi todas linfocitos)/mm?.
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Recuento diferencial: Se centrifuga el LCR utilizando un citocentrifuga (no se admite otro
tipo de centrifugacion) pues el bajo numero de células produciria grandes errores de
diagnéstico (los nifios con leucemias agudas son controlados por medio del estudio de LCR
para investigar si el cancer se propag6 al SNC. En la mayoria de los casos s6lo se observan

unos pocos blastos; sin la citocentrifuga su observacién seria imposible) (Fig. 38).

Figura 38. Izquierda: Citocentrifuga cargada con varias muestas. Derecha: set de elementos que
se utilizan en cada muestra. La flecha sefiala el potaobjeto con la zona de sedimento concentrada.

La citocentrifuga concentra el material en una pequefia zona del portaobjeto, que debe
fijarse con metanol y luego tefiirse con Giemsa diluido como para las formulas sanguineas,
pero utilizando 1/3 del tiempo de coloracion.

VR: Linfocitos: 80-90%, Monocitos: 10-20% (Fig. 39).

Figura 39. Sedimentos de LCR normal (izquierda) y con gran numero de linfocitos y algunas
células necroticas (derecha) (Cintocentrifuga y Giemsa,40x). (autor: Dr. Luis Palaoro).
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CITOLOGIAS DE LCR EN DIVERSAS PATOLOGIAS
Las meningitis se diferencian en los porcentajes celulares. Una meningitis bacteriana
cursa con pleocitosis con neto predominio de neutréfilos, mientras que en las meningitis de

causa viral el predominio es linfocitario (Fig. 40).

. !,.\ S
Figura 40. LCR en meningitis bacteriana (izquierda) y viral (derecha) (Giemsa 60x). (autor: Dr. Luis
Palaoro).

La presencia de Criptococos puede ser observada en fresco, pero se confirma con

coloraciones (Giemsa, Papanicolaou) y con el método de tinta china (Fig. 41).
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Figura 41. Criptococos en LCR: De izquierda a derecha: fresco, Giemsa vy tinta china (40, 40 y
60x). (autor: Dr. Luis Palaoro).

Pueden aparecer células provenientes de tumores, primarios del SNC o metastasicos
(leucemia linfoblastica aguda, especialmente, y linfomas). Su diagndstico, en la mayoria de
los casos, requiere de un profesional especializado, pero tal como ocurre en liquidos de
derrame, la observacién de células -no habituales- puede dar la voz de alarma. Conviene en
estos casos conservar extendidos fijados por sequedad (pues la coloraciéon obligada es

Giemsa) para posteriores estudios (Fig. 42).
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Figura 42. Células provenientes de una leucemia aguda en un LCR. Izquierda (Fresco), derecha
(Giemsa) (80x). (autor: Dr. Luis Palaoro).

RESOLUCION DE CASOS CLIiNICOS

1) En un liquido de derrame pleural ligeramente turbio, amarillento, se obtienen los
siguientes resultados de laboratorio: Proteinas 4,0 g/dL, recuento celular 850 cél/mm?. El
paciente describe fuerte dolor en un costado del térax. Se adjunta, ademas, una
microfotografia representativa del sedimento del liquido (coloracién de Papanicolaou 400x).

a) Indique cual de los siguientes diagnosticos serian, con mayor probabilidad, compatible

con los resultados obtenidos:

a) Insuficiencia cardiaca congestiva
b) Lupus eritematoso
c) Pleuritis inespecifica (completar con historia clinica)
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2) Se obtiene liquido de puncién pleural de un paciente de sexo masculino, 52 afos, con

fiebre de 5 dias de evolucion, esputo purulento, dolor pleuritico agudo.
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Datos de laboratorio:

Aspecto amarillo turbio
«  Recuento leucocitario: 24000/mm?

Lig. PLeural Suero
*  Proteinas(g/dL) 3,8 6,9
e LDH(UIL) 1.100 250
e LDHL/S 4.4
*  Glucosa (mg/dL) 40 98
e pH: 6,8

* Recuento celular diferencial (Coloracion de Giemsa)
Néutrofilos: 88%
Linfocitos: 9%
Monocitos; 3%
Otras células: macréfagos, mesoteliales reactiva.

a) ¢ Cual seria el presunto diagndstico?

3) Una paciente cursa con ascitis de larga data.

Laboratorio:

Proteinas en ascitis: 4,1 g%

Proteinas en suero: 5,7 g%

Proteinas L/S: 0,72

LDH: 2.400 UI/L

Recuento celular:  2.600 leucocitos/mm® - 1.200 células epiteliales/mm3 (dato
aproximado por agrupamiento celular)

Aspecto del liquido: amarillento-rojizo, turbio.

La observacién microscopica directa muestra:

a) Cual seria el posible diagnéstico?
b) Qué otros estudioa deberian realizarse para confirmar el diagnostico?
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