VNIVERSITAT
DGVALENCIA

TESIS DOCTORAL:

“ESFEROCITOSIS HEREDITARIA EN NINOS: ANALISIS DE
LAS CARACTERISTICAS CLINICAS, ANALITICAS,
TERAPEUTICAS Y EVOLUTIVAS. EVALUACION DE
NUEVAS TECNICAS DIAGNOSTICAS E INVESTIGACION
DE FACTORES PROTROMBOTICOS

POSTESPLENECTOMIA”

CARMEN PAOLA GARCIA BLANES
Meédico especialista en Pediatria y sus areas especificas

TUTORA
ADELA CANETE NIETO

DIRECTORES

JUANA VALLES GINER
ANTONIO MOSCARDO MARTINEZ
M*ANGELES DASI CARPIO

Programa de Doctorado: 3139 Medicina
Departamento de Medicina
Facultad de Medicina i Odontologia.

Mayo 2022



Gracias a todas las personas que han apoyando la tesis doctoral.
Principalmente a mis directores M* Angeles Dasi, Juana Vallés y
Antonio Moscardd de quienes he recibido un apoyo incondicional,
incluso en los momentos mas complicados. Adela Canete, por todas
las facilidades ofrecidas. Lourdes Cordon, Amparo Sampere, Leonor
Senent y Yolanda por su especial implicacion en el laboratorio.
Bienvenida Argilés y Sara izquierdo compafieras especiales en el dia a
dia. Ana Latorre y M?®Teresa Santos por su gran trabajo en el
laboratorio de hemostasia. Y en especial a toda mi familia (mis
padres, Joaquin, mis hijos...) por estar siempre a mi lado.

Una bella historia
0S VOy a contar,
un pequeilo pajaro
no podia volar

De un arbol a otro
caia por las ramas,
y nunca volaba,
por mas que lo intentaba

Una y otra vez,
de noche y de dia,
este pajarito
con teson insistia

Una de las veces
al suelo cayo,
se dio en la cabeza,
y se desmayod

Pero al despertar

no se avergonzo,

todo lo contrario
de nuevo lo intentd

Tanto insistio
que el milagro ocurrid
y al mover sus alas
un dia volé.



INDICE



INDICE

INTRODUCCION. ......oiiiiiiiiiaaaeiiiiiii e, 1
1. Esferocitosis Hereditaria..............coooviiiiiiiiiiiiiiiiiin i, 2
0 B 01031 107 o1 o J 2
1.2, HETeNCIA. ...ttt 2
1.3. Epidemiologia...........ccoviiiiiiiiiiiiiiiiii e 2
1.4, Fisiopatologia........covvuiiiiiiiiiiii i 3
1.5. Manifestaciones clinicas.............cveeveiiiiiiiniininenn. 8
1.6. Clasificacion segun gravedad.............oooviviiiiiiiiiinn. 9
| B T o 1 0] 1o J N 11
1.7.1.Indices de los reticulocitos. ................ccceevvuueeeen.. 14
1.7.2.Resistencia globular osmotica...............c.oooeviinnnn 17
1.7.3. Test de unidn eosina-5-maleimida......................... 20
1.8, Complicaciones. .......cccvuuiiuieniiiiiiiiieieeieeenieenn, 21
1.9, Tratamiento.........coueiuineiniitiit it 23
1.9.1. Acido fOICO. ....vveeeeeeiiiiiiii e 23
1.9.2. TransfuSioNes........o.ouvvuiiiiniiiiiiiiiiieiiaaenans 24
1.9.3. Colecistectomia. .......ouvueiuiiiiiiiiiiiiiiiinaenen. 25
1.9.4. Esplenectomia...........coooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinns 26
1.10. Asociacion con Enfermedad de Gilbert....................... 32
1.10.1. Enfermedad de Gilbert..............ccoooeiiiiiiinninne. 32
1.10.2. Implicaciones con Enfermedad de Gilbert.............. 33

2. Inmunotrombosis y tromboinflamacion. Papel de las plaquetas..34
2.1. Plaquetas e inflamacion................cooeeiiiiiiiiiannnn.. 38

2.2. Compuestos inflamatorios liberados por las plaquetas......39



2.3. Agregados Leucocito-plaqueta y Monocito-plaqueta....... 41

2.4. Trampas extracelulares de neutréfilos (NETSs)............... 43
OBJETIVOS . .o e, 49
MATERIAL Y METODOS. ... ..cutiiiiiieiaiiiiiiiiieeeee e 52
1. Disefio, &mbito y periodo........ovvivriiiiiiiiiiiiei i, 53

1.1.Disefio del estudio...........oevuiiiiiiiiiiiiii 53

1.2. Ambito de realizacion....................ccoeeeiiiiiieeiiiiienn, 54

1.3. Periodo de estudio. .........coevueviiniiiiiiiiiiee, 54
2. Poblacion de estudio..........o.oeiiiiiiiiiiii 54
3. Obtencion o extraccion de la muestra...............oovveiiiiniann, 58
4. Variables del estudio y técnicas de laboratorio utilizadas......... 59

4.1. Caracteristicas generales, clinicas, ecograficas y analiticas..59

4.2. Técnicas de laboratorio utilizadas......................coenees 63

4.2.1. Indices reticulocitarios. ...................c..oooveeeeeninnnn. 63

4.2.2. Test de uniéon de membrana eosina-5-maleimida.........63
4.2.3. Biomarcadores inflamatorios, NETs y agregados

leucocito-plaqueta y monocito- plaqueta....................66

4.2.3.1. Biomarcadores inflamatorios y NETs............... 67

4.2.3.2. Agregados leucocito-plaqueta y monocito-plaqueta..70

5. Métodos estadistico. Procesamiento y andlisis de datos............ 71
RESULTADOS. ... 73
1. Historia natural de los nifios con esferocitosis hereditaria......... 74
1.1. Caracteristicas generales..............ocevviviiiiiiiiienninnennnn. 74
1.2. Caracteristicas cliniCas.............ooevvviiiiiiiiiiiniininnnnn. 78

I



1.3.Caracteristicas ecograficas...............cooeeiiiiiiiiiininnn... 79

1.4. Caracteristicas analiticas..............c.ocveiiiiiiiiniiniiein 80
1.5. Complicaciones. ... ...oouivuiiniiiiiie e eeeans 84
1.5.1. Crisis hemoliticas...........covieiiiiiiiiiiiiiia 85
1.5.2. Crisis aplasiCas.......o.vvuieiiiniiiiiiiiieieieeeenenn, 86
1.5.3. Crisis relacionadas con la formacion de calculos biliares.87
1.6, Tratamiento. .......o.oveeneieiit i 88
1.6.1. Descripcion de la muestra esplenectomizada............ 93
1.7. Asociacion con Enfermedad de Gilbert........................ 97
1.8. DiIagnostiCO. . o.vutitietee et 103
1.8.1. Indices reticulocitarios. ......................ceeeeeennn.. 103
1.8.1.1. Descripcion de la muestra........................ 104

1.8.1.2. Resultados. .......ccovviiiiiiiiiiiiiien 104

1.8.2. Evaluacion test EMA............ooiiiiiiiiiiiiii 109

2. Factores de riesgo de trombosis en nifios con EH tras

ESPleNeCtOMIA. ...\ttt 111
2.1. Descripcion y analisis de la muestra........................... 111
2.2. Biomarcadores inflamatorios...............c.coeeeviiiiiannn.. 123
2. 3 NETS e 127

2.4. Agregados leucocito-plaqueta y monocito-plaqueta.........130

DISCUSION. ...ttt 135
1. Historia natural de los nifios con EH.........................oa 136
1.1. Caracteristicas generales..............cccooeeiiiiiiiiinnennnnn. 136
1.2. Antecedentes familiares.................ooeiiiiiiiiiiiiin.n.. 138
1.3. Ictericianeonatal...........c..cooeviiiiiiiiiiiiee, 139

I1I



1.4.Caracteristicas ClNICAS. ....ooveeeeee ettt 140

1.5. Caracteristicas €cOgraficas...........ccoveevuiiiiininninnann. 142
1.6. Caracteristicas analiticas.............c..coevveviiiiieninen.n. 144
1.7. Complicaciones. ........ouvvuiiiiiiiiiiii i 146
1.8, Tratamiento. .........ovueueiniieii e, 148
1.8.1. Transfusiones..........covuiieeniiiiiiiniiiiiiieiee, 149
1.8.2. Esplenectomia............ccoeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiann, 149
1.8.3. Colecistectomia. ......oouvveeniiniiiiiiiiiiiiieieeee 152

2. Implicacion o asociacion con la Enfermedad de Gilbert......... 154

3. Implementacion y analisis de pruebas analiticas con orientacion

AIAGNOSTICA. ..ttt 156
3.1. Indices y caracteristicas de los reticulocitos.................. 156
3.2. Test de unidn eosina-5-maleimida....................c.oooeei 158

4. Factores de riesgo de trombosis en nifios con EH con o sin

ESPleNeCtOMIA. ...\ttt 161
5. Limitaciones del estudio............oooviiiiiiiiiiiiiiiiin 176
CONCLUSIONES. ... 178
BIBLIOGRAFIA.......ooiiiiiiiiiiiiiiii e 182
ANEXO (Formulario de recogida de datos)........................... 220

vV



ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

AAS: Acido acetil salicilico.

ADC II: Anemia diseritropoyética congénita tipo II.
ADE: Ancho de distribucion eritrocitario.

ADR : Ancho de distribucion reticulocitario .

AIHA: Anemia hemolitica autoinmune.

AUC: Area bajo la curva.

CHCM: Concentracion corpuscular media de hemoglobina.
CPRE: Colangiopancreatografia retrograda endoscopica.
CXCL5: C-X-C motif chemokine 5.

DNA: Acido desoxirribonucleico.

EDTA: Anticoagulante 4cido etilendiaminotetraacético.
EG: Enfermedad de Gilbert.

EH: Esferocitosis Hereditaria.

EMA: Eosina-5-Maleimida.

FRI: Fraccion de reticulocitos inmaduros.

GOT: Transaminasa glutdmico-oxalacética.

GPT: Transaminasa glutdmico pirtvica.

H3CyT: Histona 3 citrulinada.

HCM: Hemoglobina corpuscular media.

HDL: Lipoproteina de alta densidad.

HMGBI1: High-mobility group boxl1.

IMC: Indice de masa corporal.

L-P: Leucocito-plaqueta.

LDH: Lactato deshidrogenasa.



LDL: Lipoproteina de baja densidad.

M-P: Monocito-plaqueta.

NaCl: Cloruro sodico.

NETs: Trampas extracelulares de neutrofilos.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

PBS: Solucion salina tamponada con fosfato.

PCR: Proteina c reactiva.

PDW: Ancho de distribucion plaquetar.

RANTES: Regulated on activation normal T cell expressed.
RGO: Resistencia globular osmotica.

Test EMA: Test de unién de membrana eosina-5-maleimida.
TGC: Triglicéridos.

UGT1AL: Uridina difosfoglucuronato-glucuronosiltransferasa.
VCM: Volumen corpuscular medio.

VMCE: Volumen medio de células esféricas.

VMR: Volumen medio reticulocitario.

VPM: Volumen plaquetar medio.

VI



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Clasificacion de la gravedad en la EH modificada de Eber.

Tabla 2. Recomendaciones de vacunas para nifios con esplenectomia o
asplenia funcional.

Tabla 3. Componentes proteicos de los NETs.

Tabla 4. Variables de las caracteristicas generales, clinicas, ecograficas y
analiticas.

Tabla 5. Descripcion de las caracteristicas generales de la muestra.

Tabla 6. Descripcion y analisis estadistico de las caracteristicas generales de
la muestra clasificadas en funcion de la gravedad de EH en leve, moderada y
grave.

Tabla 7. Descripcion y analisis estadistico de las caracteristicas clinicas
clasificadas en funcion de la gravedad de EH en leve, moderada y grave.
Tabla 8. Descripcion y analisis estadistico de las caracteristicas ecograficas
en funcion de la gravedad de EH en leve, moderada y grave.

Tabla 9. Valores medios de los pardmetros de la serie roja.

Tabla 10. Valores medios de los parametros bioquimicos.

Tabla 11. Valores medios de los parametros de la serie roja y parametros
bioquimicos clasificados en funcion de la gravedad de la EH.

Tabla 12. Descripcion y analisis estadistico del porcentaje de transfusion de
concentrado de hematies recibidos en funcion de la gravedad de la EH.
Tabla 13. Descripcion y analisis estadistico de los valores medios del
hemograma y parametros bioquimicos medios pre y post esplenectomia.
Tabla 14. Descripcion y analisis estadistico de las caracteristicas generales
en nifios con EH esplenectomizados y no esplenectomizados.

Tabla 15. Descripcion y analisis estadistico de las caracteristicas clinicas en

nifios con EH esplenectomizados y no esplenectomizados.

VII



Tabla 16. Descripcion y analisis estadistico de las caracteristicas ecograficas
en nifios con EH esplenectomizados y no esplenectomizados.

Tabla 17. Descripcion y analisis estadistico del numero medio de
complicaciones en niflos con EH esplenectomizados y no
esplenectomizados.

Tabla 18. Distribucion de los pacientes diagnosticados de EG en funcion de
la gravedad de la EH.

Tabla 19. Descripcion y analisis estadistico de la ictericia clinica, los
calculos biliares en ecografia, los valores analiticos de bilirrubina, las crisis
relacionadas con la formacion de calculos biliares y la colecistectomia
clasificados por Enfermedad de Gilbert.

Tabla 20. Descripcion y analisis estadistico de la ictericia, los célculos
biliares en ecografia, los valores analiticos de bilirrubina, las crisis
relacionadas con la formacion de calculos biliares y la colecistectomia
clasificados por Enfermedad de Gilbert homocigota y heterocigota.

Tabla 21. Analisis de los valores medios de bilirrubina total, directa e
indirecta en funcion de la EG ajustado por la gravedad EH.

Tabla 22. Analisis de los valores medios de bilirrubina total, directa e
indirecta en funcion del subtipo EG ( homocigoto) ajustado por la gravedad
EH.

Tabla 23. Descripcion de los indices y caracteristicas eritrocitarias.

Tabla 24. Descripcion de los indices y caracteristicas reticulocitarias.

Tabla 25. Descripcion de los Indices reticulocitarios y eritrocitarios
calculados.

Tabla 26. Descripcion y andlisis estadistico de los indices reticulocitarios y
calculados en funcion de la gravedad de la EH.

Tabla 27. Resultados descriptivos de los indices reticulocitarios y calculados

en pacientes con EH esplenectomizados y no esplenectomizados.

VIII



Tabla 28. Evaluacion del cumplimiento de los puntos de corte descritos en la
literatura de los indices eritrocitarios y reticulocitarios.

Tabla 29. Descripcion y andlisis estadistico de los valores medios del test
EMA en funcién de la gravedad de la EH.

Tabla 30. Descripcion y analisis estadistico de los valores medios EMA en
pacientes con EH esplenectomizados y no esplenectomizados.

Tabla 31. Distribucion y analisis estadistico de la Edad en el grupo sano,
grupo EH y grupo EH con esplenectomia.

Tabla 32. Distribucion y analisis estadistico de la variable Sexo en el grupo
sano, grupo EH y grupo EH con esplenectomia.

Tabla 33. Descripcion y analisis estadistico de los parametros de la serie roja
en el grupo sano y grupo EH.

Tabla 34. Descripcion y analisis estadistico de los parametros de la serie
roja en el grupo sano y grupo EH con esplenectomia.

Tabla 35. Descripcion y andlisis estadistico de los parametros de la serie
roja en el grupo EH y grupo EH con esplenectomia.

Tabla 36. Descripcion y analisis estadistico de los parametros de la serie
blanca en el grupo sano y grupo EH.

Tabla 37. Descripcion y andlisis estadistico de los parametros de la serie
blanca en el grupo sano y grupo EH con esplenectomia.

Tabla 38. Descripcion y analisis estadistico de los parametros de la serie
blanca en el grupo EH y grupo EH con esplenectomia.

Tabla 39. Descripcion y analisis estadistico de los parametros de la serie
plaquetar en el grupo sano y grupo EH.

Tabla 40. Descripcion y analisis estadistico de los parametros de la serie
plaquetar en el grupo sano y grupo EH con esplenectomia.

Tabla 41. Descripcion y analisis estadistico de los parametros de la serie

plaquetar en el grupo EH y grupo EH con esplenectomia.

IX



Tabla 42. Descripcion y analisis estadistico de los biomarcadores
inflamatorios (RANTES, CXCL5 y HMGBI) en el grupo sano y grupo EH.
Tabla 43. Descripcion y analisis estadistico de los biomarcadores
inflamatorios (RANTES, CXCL5 y HMGBI1) en el grupo sano y grupo EH
con esplenectomia.

Tabla 44. Descripcion y analisis estadistico de los biomarcadores
inflamatorios (RANTES, CXCL5 y HMGBI1) en el grupo EH y grupo EH
con esplenectomia.

Tabla 45. Descripcion y analisis estadistico de los NETs (DNA y H3CyT)
en el grupo sano y grupo EH.

Tabla 46. Descripcion y analisis estadistico de los NETs (DNA y H3CyT)
en el grupo sano y grupo EH con esplenectomia.

Tabla 47. Descripcion y analisis estadistico de los NETs (DNA y H3CyT)
en el grupo EH y grupo EH con esplenectomia.

Tabla 48. Descripcion y analisis estadistico del porcentaje de agregados L-P
y agregados M-P en el grupo sano y grupo EH.

Tabla 49. Descripcion y analisis estadistico del porcentaje de agregados L-P
y agregados M-P en el grupo sano y grupo EH con esplenectomia.

Tabla 50. Descripcion y analisis estadistico del porcentaje de agregados L-P
y agregados M-P en el grupo sano y grupo EH con esplenectomia.

Tabla 51. Modelo de regresion lineal multiple con el analisis del porcentaje
medio de agregados L-P en los diferentes grupos (grupo sano, grupo EH y
grupo EH esplenectomizado) ajustado por nimero medio de plaquetas.
Tabla 52. Modelo de regresion lineal multiple muestra el coeficiente

estandarizado Beta.



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Composicion y estructura de la membrana eritrocitaria.

Figura 2. Microscopia optica de globulos rojos en EH. Esferocito.

Figura 3. Fisiopatologia de la esferocitosis hereditaria.

Figura 4. Comportamiento del VMCE ante solucion hipo-osmolar en
eritrocito y esferocito.

Figura 5. Prueba de resistencia globular osmotica. Visualizacion de la
hemolisis en paciente sano y paciente con EH con diferentes
concentraciones de NaCl.

Figura 6. Esquema de la Inmunotrombosis en los vasos sanguineos.

Figura 7. Proceso de NETosis.

Figura 8. Tamafio muestral del primer y segundo estudio.

Figura 9. Tamafio muestral del tercer tercer estudio.

Figura 10. Pasos a seguir en la técnica de laboratorio del test EMA.

Figura 11. Pasos a seguir en la técnica de laboratorio que analiza los
biomarcadores tromboinflamatorios y los marcadores de activacion
plaquetaria.

Figura 12. Descripcion y analisis estadistico de los valores medios de
CHCM y ADE en nifios con EH.

Figura 13. Descripcion del porcentaje de esplenectomias en los pacientes
con EH.

Figura 14. Descripcion del porcentaje de colecistectomias en los
pacientes con EH.

Figura 15. Descripcion del porcentaje de EH y EG en los pacientes de
nuestra muestra, incluyendo los subtipos de EG homocigoto y

heterocigoto.

XI



Figura 16. Representacion grafica de los valores medios de EMA en el
grupo leve, moderado y grave de EH. Analisis estadistico comparativo entre
cada uno de los grupos.

Figura 17. Numero medio de leucocitos en el grupo sano, grupo EH y grupo
EH esplenectomizado. Analisis estadistico comparativo entre cada uno de
los grupos.

Figura 18. Numero medio de neutroéfilos en el grupo sano, grupo EH y grupo
EH esplenectomizado. Analisis estadistico comparativo entre cada uno de
los grupos.

Figura 19. Numero medio de linfocitos en el grupo sano, grupo EH y grupo
EH esplenectomizado. Analisis estadistico comparativo entre cada uno de
los grupos.

Figura 20. Numero medio de monocitos en el grupo sano, grupo EH y grupo
EH esplenectomizado. Analisis estadistico comparativo entre cada uno de
los grupos.

Figura 21. Numero medio de plaquetas en el grupo sano, grupo EH y grupo
EH esplenectomizado. Analisis estadistico comparativo entre cada uno de
los grupos.

Figura 22. Valor medio del VPM en el grupo sano, grupo EH y grupo EH
esplenectomizado. Analisis estadistico comparativo entre cada uno de los
grupos.

Figura 23. Valor medio del PDW en el grupo sano, grupo EH y grupo EH
esplenectomizado. Analisis estadistico comparativo entre cada uno de los
grupos.

Figura 24. Valores medios de RANTES en el grupo sano, grupo EH y grupo
EH esplenectomizado. Analisis estadistico comparativo entre cada uno de

los grupos.

XII



Figura 25. Valores medios de CXCLS5 en el grupo sano, grupo EH y grupo
EH esplenectomizado. Analisis estadistico comparativo entre cada uno de
los grupos.

Figura 26. Valores medios de HMGBI en el grupo sano, grupo EH y grupo
EH esplenectomizado. Analisis estadistico comparativo entre cada uno de
los grupos.

Figura 27. Valores medios de DNA en el grupo sano, grupo EH y grupo EH
esplenectomizado. Analisis estadistico comparativo entre cada uno de los
grupos.

Figura 28. Valores medios de H3CyT en el grupo sano, grupo EH y grupo
EH esplenectomizado. Analisis estadistico comparativo entre cada uno de
los grupos.

Figura 29. Porcentaje medio de agregados L-P en el grupo sano, grupo EH y
grupo EH esplenectomizado. Analisis estadistico comparativo entre cada
uno de los grupos. L-P: Leucocito-plaqueta.

Figura 30. Porcentaje medio de agregados M-P en el grupo sano, grupo EH
y grupo EH esplenectomizado. Analisis estadistico comparativo entre cada

uno de los grupos. M-P: Monocito-plaqueta.

XIII



INTRODUCCION



Introduccion

INTRODUCCION

1. Esferocitosis Hereditaria
1.1. Concepto

La Esferocitosis Hereditaria (EH) es una anemia hemolitica cronica
que se produce por una membranopatia debida a la alteracion de
alguna de las proteinas de membrana del eritrocito responsable del
anclaje del citoesqueleto a la membrana lipidica. Estas alteraciones
confieren al hematie una forma caracteristica llamada forma esférica o
“esferocitos”. Los esferocitos son mas susceptibles de destruirse a su
paso por el bazo porque tienen menor capacidad para deformarse,

disminuyendo asi su supervivencia (1).
1.2. Herencia

La herencia mas frecuente es autosomica dominante (75%). La
herencia recesiva o los casos esporadicos con mutacion de novo son

responsables del 25% restante (2).
1.3. Epidemiologia

La EH es la anemia hemolitica hereditaria mas frecuente en Europa y
en el mundo (3). Su incidencia es mayor en el norte de Europa,
poblacion caucasica, con una incidencia de 1/2000-5000 (4-7). Pero
podrian existir formas asintomaticas o muy leves que se presentan

como rasgos esferociticos que pasan desapercibidas y solo se detectan
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con técnicas diagndsticas muy sensibles, por lo que se sospecha que la

prevalencia podria ser mayor (4,8,9).
1.4. Fisiopatologia

El hematie es la célula méas abundante en los vasos sanguineos, se
forma en la médula désea y tiene una vida media aproximada de 120
dias. En condiciones normales el hematie tiene forma de disco
biconcavo y no tiene nucleo. La estructura del hematie esta formada
basicamente por la membrana celular, la hemoglobina y otros
componentes. Su funcién mas importante, aunque no la unica, es la
oxigenacion de los organos y tejidos a través de la circulacion

sanguinea.

La membrana del hematie tiene, entre otras, tres funciones
importantes: 1) el mantenimiento de la estructura caracteristica del
globulo rojo que le confiere una importante capacidad de deformarse,
2) la presencia de diversos transportadores de membrana que permiten
la permeabilidad selectiva de la membrana y 3) la exposicion de
antigenos en su superficie que le confiere una serie de caracteristicas y

permite diferenciarlos de otros tipos celulares.

La composicion de la membrana estd formada por una doble capa

lipidica (fosfolipidos y colesterol) y una estructura proteica integrada

por (9) :
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- Proteinas de membrana o integrales: totalmente o parcialmente

sumergidas en la membrana lipidica (banda 3, glicoforinas A,

B, C, D complejo Rh...).

- Proteinas estructurales: se encuentran por debajo de la bicapa

lipidica en contacto con el citosol (alfa-espectrina, beta-
espectrina, anquirina, proteina 4.2, proteina 4.1, proteina p55,

actina, aducina, dematina, tropomiosina y tropomodulina...).

Estas proteinas se unen formando interacciones verticales o complejos

verticales, entre las proteinas periféricas y las integrales, e
interacciones o complejos horizontales entre las proteinas periféricas.

(Figura 1) (5).

e Complejo o unién vertical anquirina: Formado por tetrameros

banda 3, complejo Rh, CD47 y glicoforina A ligando

espectrina a través de anquirina y proteina 4.2.

e Complejo o uniéon horizontal: Formado por tetrameros de

espectrina a través de proteina 4.1 y actina se unen a dimeros

banda 3, aducinas, glicoforina C, GLUT1 y estomatina.

Las uniones verticales y horizontales mantienen la estructura y la
capacidad de deformarse del globulo rojo y regulan una adecuada

elasticidad del eritrocito (10).
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Figura 1. Composicion y estructura de la membrana eritrocitaria. La membrana de
los eritrocitos estd compuesta por proteinas integrales incorporadas en una bicapa
fosfolipidica. El entramado de proteinas del citoesqueleto estd unido a la
membrana y a varias proteinas transmembrana con una funcion transportadora. Las
recientemente descritas PIEZO1, KCNN4 y ABCB6, se relacionan con la
modulacién de la permeabilidad de la membrana eritrocitara. Imagen importada de

Andolfo I (5).

La EH se produce por una alteracion en alguna o algunas proteinas de
la membrana del hematie. Los globulos rojos caracteristicos de la
enfermedad se llaman esferocitos y son hematies de forma esférica de
menor didmetro que el hematie normal que han perdido su palidez

central. (Figura 2) (11).

Figura 2. Microscopia optica de globulos rojos en EH. Esferocitos (flechas en

negro). Imagen importada de Da costa L (11).
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La EH se produce por un defecto cualitativo o cuantitativo de una o
varias proteinas que intervienen en las interacciones verticales,
produciendo una mayor debilidad en sus uniones, produciendo una
alteracion de la funcion de la membrana del eritrocito con menor
capacidad para moldearse y deformarse haciendo al eritrocito mas

delicado y fragil.

Las proteinas implicadas en la EH son: alfa-espectrina, beta-
espectrina, anquirina 1, proteina 4.2 y banda 3. Las proteinas estan
codificadas por los siguientes genes: SPTA1, SPTB, ANKI1, EPB42 y
SLC4Al. Alguna proteina del complejo Rh también puede estar

implicada.

Las alteraciones proteicas mas frecuentes son anquirina 1 (50-60%) ,
beta-espectrina (20%), banda 3 (15-25%) y proteina 4.2 (<5%)
(12,13). Las mutaciones genéticas generalmente con herencia
autosdmica dominante son en beta-espectrina (SPTB), anquirina 1
(ANK1) y banda 3 (SLC4A1), siendo la herencia autosémica recesiva
debida a mutaciones genéticas en alfa-espectrina (SPTA1) y proteina
4.2 (EPB42) (5,6,12). Existe un 10% de mutaciones no identificadas
(14).

En la EH, las interacciones verticales son débiles, perdiendo
progresivamente microvesiculas de la membrana, produciendo una
disminuciéon de la relaciéon superficie/volumen del glébulo rojo,
proporcionando al hematie la forma de esferocitica (7,13,15). Esta

disminuciéon de la relaciéon superficie/volumen hace que los
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esferocitos sean mas fragiles, reduciendo su vida media al pasar por el
bazo. En el bazo se aumenta la pérdida de membrana y la destruccion
del hematie por diferentes mecanismos: disminucién de la glucosa,
disminucion de pH, aumento de las sustancias oxidantes, aumento del
contacto con los macréfagos y por otros mecanismos no bien

esclarecidos (figura 3) (2,7).
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Figura 3. Fisiopatologia de la EH. El hematie tiene una pérdida de membrana con
una disminucion de la relacion superficie-volumen forméandose el esferocito. Los
esferocitos a su paso por el bazo son atrapados, produciéndose la hemolisis o una
mayor pérdida de membrana convirtiéndose en microesferocitos, que seran
hemolizados posteriormente a su paso por el bazo de nuevo. Imagen importada y

modificada de Perrota S y Gallagher PG (2,7).
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1.5. Manifestaciones clinicas

Las manifestaciones clinicas mas frecuentes son producidas por la
hemolisis cronica: anemia, ictericia y esplenomegalia. Los pacientes
suelen diagnosticarse en la infancia, aunque algunos casos leves-
moderados se detectan en la edad adulta. Al ser una enfermedad
hereditaria en muchos casos, los pacientes son derivados para su

diagnostico por los antecedentes familiares de EH.

Es una enfermedad heterogénea, probablemente debido a las multiples
mutaciones implicadas, y los pacientes pueden cursar con una
hemolisis leve o moderada que la médula 6sea puede compensar con
una mayor eritropoyesis y asi los pacientes estar asintomaticos, o
cursar con una hemolisis moderada o grave que la médula 6sea no sea
capaz de compensar apareciendo entonces las manifestaciones
clinicas. Las complicaciones agudas (crisis hemoliticas, crisis
aplésicas, crisis relacionadas con la formacion de célculos biliares)
pueden ocurrir de forma puntual a lo largo de todo el seguimiento del

paciente como procesos intercurrentes.

La ictericia o hiperbilirrubinemia neonatal que precisa fototerapia o
exanguinotransfusion podria ser el debut diagnostico de la EH. En los
neonatos con un ingreso hospitalario por ictericia, se debe tener en
cuenta en el diagnostico diferencial la EH, realizando una adecuada
anamnesis con antecedentes familiares 'y  exploraciones
complementarias adicionales si el paciente lo requiere. En un estudio

se estima que el 1% de los neonatos con clinica de ictericia grave se
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diagnosticaron de EH con una incidencia 30 veces superior a la

poblacion general (16).

Los neonatos con EH a su nacimiento tienen valores de hemoglobina
que suelen ser normales, pero van disminuyendo durante los
siguientes 20 dias de vida valores de hemoglobina bajos que en
algunas ocasiones precisan transfusion de concentrado de hematies
(17). En estos pacientes se debe mantener la vigilancia clinica y
analitica, por la disminucion de eritropoyesis en las primeras §-12
semanas de vida cuando alcanza su valor de hemoglobina minimo. La
esplenomegalia es una manifestacion clinica poco frecuente en los

recién nacidos (18).

Las caracteristicas analiticas de los pacientes con EH son una
disminucién de los globulos rojos por lo tanto un descenso de los
pardmetros hematologicos: hemoglobina, hematocrito y niimero de
hematies; sin embargo, se produce un aumento de los reticulocitos
tanto en porcentaje como en valor absoluto por la eritropoyesis
compensatoria. A mayor hemolisis implica una mayor disminucion de
hemoglobina con mayor estimulacion de la médula 6sea y en

consecuencia aumento de reticulocitos.
1.6. Clasificacion segun gravedad

La clasificacion modificada de Eber et al. para EH nos permite
organizar a los pacientes en funcion de su gravedad segun los valores
de hemoglobina, reticulocitos y bilirrubina (10,19, 20) (Tabla 1). Esta

clasificacion de los pacientes con EH se realiza cuando el pacientes
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esté estable o en situacion basal para no sobreestimar la gravedad de

la enfermedad.

Tabla 1. Clasificacion de la gravedad en la EH modificada de Eber. (19).

Leve Moderada Grave
Hb (g/dL) 11-15 8-12 6-8
Reticulocito (%) 3-5,9 >6-9,9 >10
Bil (mg/dL) 1-2 >2 >3

Hb: Hemoglobina, Retis: Reticulocitos.

Se clasifican en 3 grupos diferentes:

- EH leve: paciente asintomatico, suele ser diagnosticado por
antecedentes familiares de EH. Clinica de anemia leve o asintomatico,
dado que existe una eritropoyesis compensatoria adecuada, no

ictericia 0 minima y no se detecta esplenomegalia habitualmente.

- EH moderada: paciente con anemia entre 8-12 g/dL, con aumento de
niveles de reticulocitos. Aumento de las cifras de bilirrubina con

esplenomegalia palpable en la exploracion fisica.

- EH grave: paciente sintomatico con hemolisis importante. Las cifras
de hemoglobina son bajas y precisan transfusiones de concentrado de
hematies ocasional o periddicamente, la eritropoyesis no consigue
compensar la hemdlisis a pesar del alto porcentaje de reticulocitos

>10%) .

10
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1.7. Diagnéstico

Las pruebas analiticas y ecograficas que pueden orientar el
diagnostico en la EH son:  hemograma con los parametros
eritrocitarios y reticulocitarios, pardmetros bioquimicos, test de
Coombs directo, la morfologia de los eritrocitos en la extension de

sangre periférica y la ecografia abdominal.

Dentro de los parametros hematoldgicos de los eritrocitos, la
concentracion corpuscular media de hemoglobina (CHCM) y el ADE
son los parametros caracteristicos de la EH. La CHCM se define
como la cantidad de hemoglobina relativa al tamafio del globulo rojo
o hematie. En la EH la CHCM est4 aumentado. El ADE informa sobre
la variabilidad del tamafo de los globulos rojos o hematies y en la EH
suele estar aumentado. La combinacion del aumento de la CHCM con
el aumento del ADE es un buen predictor para el diagndstico de EH
(21). El volumen corpuscular medio (VCM) puede ser normal o estar
disminuido y los reticulocitos aumentados. El resto de parametros o
indices hematimétricos se encuentran dentro de la normalidad. Los
parametros reticulocitarios los comentaremos en el apartado siguiente

dado que su evaluacion es uno de los objetivos de nuestro estudio.

En los parametros bioquimicos, debido a la hemolisis crdnica, se
observa un aumento de bilirrubina sérica total a expensas de la
bilirrubina indirecta y aumento de la enzima lactato deshidrogenasa
(LDH). La ecografica abdominal es la prueba de imagen solicitada en

los nifios con EH, nos informa del tamafio del bazo y también valora

11
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la vesicula biliar para la deteccion de barro o litiasis biliar. La
esplenomegalia se puede detectar hasta en el 50% de los lactantes con
EH en los primeros afios de vida y podria llegar hasta un 75-95% en
nifios mayores. La ecografia se realizara de forma anual a partir de los
4-5 afios y posteriormente se determinard su seguimiento ecografico

en funcion de la evolucion del paciente (20,22).

La observacion de la extension de sangre periférica muestra
esferocitos, que son hematies mas pequefios de forma esférica o
redondeada e intensamente coloreados que han perdido el halo blanco
central. Los esferocitos no son especificos de la EH, pueden aparecer
en otras patologias como la anemia hemolitica autoinmune (ATHA), la
anemia hemolitica microangiopatica, el sindrome hemolitico por
incompatibilidad ABO e incluso en recién nacidos sanos
(18,19,23,24). En estos casos no existe una alteracion intrinseca en las
proteinas de membrana del eritrocito y ademds los parametros o
caracteristicas reticulocitarias no estan afectadas. El test de Coombs

directo sera negativo.

Las técnicas diagnosticas confirmatorias en la EH son: el test de
resistencia globular osmotica (RGO) o fragilidad osmética, el test de
lisis con glicerol acidificado y el pink test, la citometria de flujo
mediante el test de uniébn de membrana eosina-5-maleimida (test
EMA), el estudio de deformabilidad por ectacitometria y Ia
electroforesis de las proteinas de membrana eritrocitaria. El test de
lisis con glicerol acidificado y pink-test, el estudio de deformabilidad

por ectacitometria y la electroforesis de las proteinas de membrana

12
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eritrocitaria no son técnicas que se realicen de forma rutinaria en
muchos laboratorios, por lo que no se solicitan en la practica clinica

habitual.

La mayoria de estas pruebas valoran la capacidad de deformarse del
eritrocito. El esferocito tiene una menor relacion superficie/volumen
lo que permite una menor entrada de agua dentro del esferocito,
produciendo una hemolisis mas precoz. Las pruebas que valoran dicha
funcién son: el test de RGO, el test glicerol acidificado y el pink test.
Sin embargo, estas pruebas no son especificas de la EH, por lo que
otras patologias que cursen con esferocitos en la extension de sangre
periférica como las AIHA pueden dar un resultado positivo. Algunos
pacientes con EH leve, no se detectarian con estos métodos
diagnosticos dado que tienen una sensibilidad menor (25,26).
Precisamos por tanto para el diagnostico de otras pruebas con una

mayor especificidad.

Existen otro tipo de pruebas mas novedosas y actuales con una mayor
sensibilidad y especificidad como son: la citometria de flujo mediante
el test EMA, la ectacitometria de gradiente osmotico y la
electroforesis de las proteinas de membrana en gel de poliacrilamida
con dodecil sulfato s6dico. Uno de nuestros objetivos del estudio fue
la implantacion por primera vez en el Hospital del test EMA
centrandonos en el estudio de nifios con EH, para la puesta a punto de

la técnica y validacion de la prueba diagnostica.

13
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Para un diagnostico confirmatorio se puede realizar un estudio
molecular de genes que codifica la proteina alterada de la membrana
del eritrocito responsable de la EH. Esta técnica era complicada en el
pasado, empleaba mucho tiempo y sélo se realizaba en laboratorios
especificos, pero hoy en dia se realiza mediante paneles de
secuenciacion masiva (NGS) de membranopatias, que agilizan y

facilitan dicho trabajo.
1.7.1. Indices de los reticulocitos

Los indices y -caracteristicas de los reticulocitos podrian ser
herramientas analiticas que permitan guiar o ayudar en el diagndstico

en los pacientes con EH.

Los cambios en la membrana se observan desde fases muy tempranas
y no se alteran con la esplenectomia. El reticulocito presenta ya
cambios en su morfologia (27), por ello es interesante evaluar sus
caracteristicas o indices. En las AIHA sin embargo se ven afectados
tan solo los eritrocitos maduros, no los reticulocitos, por lo que podria

ser un buen test para el diagnostico diferencial entre EH y AIHA.

Los parametros o indices reticulocitarios analizados son: el porcentaje
o numero de reticulocitos, la fraccion de reticulocitos inmaduros
(FRI), el volumen medio reticulocitario (VMR), el volumen medio de
células esféricas (VMCE) y el ancho de distribucion reticulocitario
(ADR). Los pacientes con EH presentan un recuento alto del

porcentaje y numero de reticulocitos con una baja FRI.

14
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El VMCE mide el volumen de los eritrocitos en condiciones o
soluciones hipoosmolares (28,29). Los globulos rojos normales en una
solucion hipo-osmolar, gracias a su buena deformabilidad y a su
buena relacion entre superficie /volumen introducen agua en el
eritrocito consiguiendo una buena expansion, aumentando asi el valor
de VMCE. Los esferocitos sin embargo, al tener una disminucion del
cociente superficie/volumen, en una soluciéon hipo-osmolar incorporan
liquido al interior celular hasta que se produce la rotura o
fragmentacion, disminuyendo el VMCE (figura 4). El VMCE es bajo

en los pacientes con EH (30).

Eritrocito normal

- VMCE
Solucién Hipoosmolar . -

Expansion
osmoética

. —>| VMCE

. — ** -> VMCE
]

Fragmentacion

Figura 4. Comportamiento del VMCE ante solucion hipo-osmolar en eritrocito y
esferocito. La solucion hipoosmolar expuesta al eritrocito induce su expansion y
aumenta el VMCE. Sin embargo, la solucién hipoosmolar expuesta al esferocito,

produce su lisis o fragmentacion y disminuye el VMCE.

La relaciéon de VMCE menor que el VCM (VMCE<VCM) obtenida

de los parametros eritrocitarios y reticulocitarios, tiene una alta

15
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sensibilidad (100%) y especificidad (93,3%) en los pacientes con EH
y fue descrita por Chiron et al. (31) y posteriormente apoyada por Tao

et al. (32).

El parametro Delta es la diferencia entre el VCM y el VMCE (VMC-
VMCE). En los pacientes con EH presenta un valor aumentado en
comparacion con individuos sanos. Este parametro Delta permite

identificar a los pacientes con EH (29,33-35).

El VMR en los pacientes con EH tiene valores mas bajos que la
poblacion normal y podria ser Util para el diagndstico de pacientes con
EH, aunque no es la técnica que ha mostrado los mejores resultados
(30,33,36). El ADR tiene valores mas altos en los pacientes
diagnosticados de EH.

La combinacion de varios parametros o de sus indices calculados crea
nuevos algoritmos diagnoésticos para la deteccion de pacientes con EH

(24), algunos de los cuales se describen a continuacion:

e Broséus et al. propone el criterio diagndstico Delta (VMC-VMCE)
> 9,6 fL, excluyendo a los pacientes con sospecha clinica de
AIHA, con una sensibilidad del 100% y una especificidad del
90,57% para el diagnostico de pacientes con EH (29).

e [azarova et al. propone la combinacion de los siguientes criterios
diagndsticos con un area bajo la curva (AUC) en VMCE de 0,95,
en Delta (VMC-VMCE) de 0,98 y en VMR en 0,98 (30):

16
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VMCE <70,2 fL o Delta (VMC-VMCE) > 10,4 f{L. y/o VMR < 96,7fL

e Arora et al. propone la combinaciéon de los siguientes criterios
diagnésticos (34), excluyendo a los pacientes con sospecha clinica

de AIHA:
Delta (VMC-VMCE) >10fL. y (VMR - VMCE) <25 fL.

eNair et al. propone la combinacion de los siguientes criterios
diagnodsticos para el diagndstico de pacientes con EH con una

sensibilidad del 84,2% y una especificidad de 94,7% (37):
Delta (VMC-VMCE) >10fL y (VMR — VMCE ) <25fL.

La ventaja del andlisis de estos parametros reticulocitarios es que es
una técnica sencilla que se realiza empleando el contador celular
Coulter al pasar la muestra del hemograma y no precisa de mayor
cantidad de muestra de sangre del paciente. Es una herramienta
sencilla y rapida que evaluamos como uno de los objetivos de la
presente tesis para comprobar si estos parametros reticulocitarios

pueden ayudar a orientar el diagnostico de nuestros pacientes.
1.7.2. Resistencia globular osmotica

La RGO, se basa en la valoracion de la funcionalidad del hematie ante

un medio hipoténico o hipo-osmolar.

17
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La prueba consiste en exponer a los hematies a diferentes
concentraciones de cloruro sédico (NaCl) con concentraciones cada
vez mas hipotonicas o concentraciones decrecientes de NaCl. La
membrana del eritrocito es semipermeable, permitiendo que el agua
pueda circular libremente compensando la presion osmotica del
medio. Ante una solucion hipotdnica el eritrocito introduce agua
dentro de la célula para intentar equilibrar su osmolaridad. Esta
distension y aumento de tamafio tiene un limite en el que la
deformabilidad de su membrana eritrocitaria llega a su estado maximo
produciéndose entonces la hemolisis del eritrocito, con Ia

subsecuente liberacion de la hemoglobina del interior del hematie.

En los pacientes con una disminucion de la relacion
superficie/volumen como en la EH, la lisis se producira con
concentraciones de NaCl mas altas, con un medio menos hipotdnico,
siendo entonces positiva la prueba. Por tanto existirda una lisis
anticipada respecto a su comparacion con el control normal (26). Se

observa visualmente en la Figura 5.

Las muestras se deben incubar al menos durante 24 horas a una
temperatura de 37°C, para aumentar la fragilidad de los esferocitos
produciendo una mayor hemolisis. Con la incubaciéon de las muestras
mejora notablemente la sensibilidad y la especificidad del test
diagndstico, con una sensibilidad hasta de 71,4% y una especificidad
de 74,1% (38). En ocasiones el resultado de la prueba puede afectarse,

con aumento de resultados negativos en pacientes con EH, por la
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presencia de pocos esferocitos o por el aumento importante de

reticulocitosis (25).
I
Nacl

Figura 5. Prueba de resistencia globular osmoética (RGO). Visualizacion de la

CONTROL SANO

hemolisis en paciente control y paciente con EH con diferentes concentraciones de
NaCl. Se observa una lisis precoz en el paciente con EH, con concentraciones de

NaCl mas altas en comparacion con el paciente control.

La RGO es una técnica que requiere el empleo de mucho tiempo y
trabajo. Ademas tanto la sensibilidad como la especificidad de la
prueba no son demasiado buenas pese a la incubacion de las muestra
durante 24 horas. Por ello se decidi6 realizar el estudio con la nueva
implantaciéon del test EMA por citometria de flujo que posibilita
valorar los resultados de la técnica y analizar su resultados en nuestros

pacientes, lo que constituye uno de los objetivos de la presente tesis.
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1.7.3. Test de uniodn eosina-5-maleimida

El test EMA es una técnica relativamente nueva que se utiliza para el

diagnéstico de la EH.

El test se realiza mediante citometria de flujo y tiene como objetivo
cuantificar la intensidad de la fluorescencia de los hematies que son
marcados con el compuesto eosina-5-maleimida (EMA). El EMA se
une a la proteina banda 3 principalmente y algunas proteinas
relacionadas con Rh, localizadas ambas en la membrana del hematie

(39).

Los pacientes diagnosticados de EH tienen una menor cantidad de
membrana eritrocitaria y por tanto de banda 3, sea cual sea la proteina
afectada, por lo que el EMA tefiird menos cantidad de proteinas con
una disminucion de la intensidad de fluorescencia en comparaciéon con

los controles sanos (25,40,41).

Las ventajas de la técnica son: el tiempo de realizacidon es mas corto
que con otras técnicas diagnosticas como la RGO y requiere poca
cantidad de sangre del paciente, lo que es muy importante para los
pacientes pediatricos en concreto recién nacidos y lactantes, siendo la
prueba mas sensible y especifica para el diagndstico de EH,

independientemente de la edad del paciente (10,39).

En algunas enfermedades como piropoiquilocitosis hereditaria,
eliptocitosis y anemia diseritropoyética congénita tipo II (ADC 1I) la

técnica puede obtener falsos positivos.
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Es un test diagndstico reciente que ofrece una alta sensibilidad y
especificidad documentada en la literatura (41,46), variando la
sensibilidad entre 93-96% y la especificidad entre 94-99%. Sin
embargo, al tratarse de una técnica que no estd ampliamente
implantada, uno de los objetivos de esta tesis ha sido su puesta en

marcha y validacion en nuestro Hospital.
1.8. Complicaciones

Las complicaciones durante el seguimiento son las crisis hemoliticas,
crisis aplasicas, crisis relacionadas con la formacion de célculos

biliares o crisis megaloblasticas.

Las crisis hemoliticas son las mas frecuentes y se desencadenan
generalmente por un estimulo externo, que en la mayoria de los casos
son infecciones concomitantes, frecuentemente infecciones viricas
comunes en la edad pediatrica. No hay un virus especifico que
desencadene la crisis hemolitica. Durante la crisis hemolitica tiene
lugar una hemodlisis mas grave con disminuciéon de hemoglobina y
aumento de bilirrubina a expensas de bilirrubina indirecta, que no es
posible compensar con la eritropoyesis medular con cifra y
porcentaje de reticulocitos aumentados. Clinicamente los pacientes
presentan mayor astenia, ictericia y esplenomegalia. Generalmente
son leves 0 moderadas y se pueden manejar via ambulatoria, pero en
ocasiones cuando la anemia es importante requiere transfusion de
concentrado de hematies e ingreso hospitalario. En ocasiones puede

ser el motivo del diagnoéstico de la EH en las formas leves (43).
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Las crisis aplasicas son menos frecuentes, suelen ser debidas a la
infeccion del parvovirus b19 en aproximadamente un 70-80%(44,45)
que infecta selectivamente a los progenitores hematopoyéticos de
médula 6sea, concretamente a los precursores eritroides (46).
Clinicamente se manifiesta con astenia y cansancio por disminucion
de hemoglobina, con una parada a nivel medular o inhibicion de la
eritropoyesis con disminucion del numero o porcentaje de
reticulocitos. Puede existir una leve disminucién del nimero de
leucocitos y plaquetas de manera concomitante. El tratamiento es la
vigilancia clinica hasta que el sistema inmune del paciente logre
vencerlo, aunque lo habitual es que precisen transfusion de

concentrado de hematies durante su ingreso.

La crisis mas frecuente relacionada con la formacién de calculos
biliares es la litiasis biliar sintomatica o coélico biliar, que cursa con
dolor abdominal intenso en el cuadrante superior derecho mantenido
en el tiempo asociando en ocasiones con cortejo vegetativo con
nauseas y vomitos: el tratamiento agudo fundamental es la analgesia,
los antiinflamatorios no esteroideos son de eleccion en estos
pacientes. Existen otro tipo de enfermedades relacionadas con los
calculos biliares, aunque son complicadas. Como ejemplo estan la
coledocolitiasis, la colecistitis, la colangitis y la pancreatitis, que son

entidades poco frecuentes y requieren un tratamiento diferente (15).

El tratamiento puede ser la colecistectomia via laparoscopica o en
algunas ocasiones la colangiopancreatografia retrograda endoscdpica

(CPRE) cuando el calculo se encuentra en los conductos biliares a
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nivel distal. Los célculos biliares se observan con mayor frecuencia en
hemolisis cronica en sus formas graves o patologia concomitante

asociada como la Enfermedad de Gilbert (EG) (47).

Por ultimo las crisis megaloblasticas pueden ser debidas a un déficit
vitaminico, en concreto al déficit de acido folico. Aunque es rara la
presentacion clinica en nuestro medio dada la alimentacion
equilibrada y la dieta habitual que incluye alimentos con acido félico
y por el suplemento farmacologico de acido folico pautado por el

médico.
1.9. Tratamiento
1.9.1. Acido folico

Todos los nifios deben llevar una dieta adecuada y equilibrada para su
edad. En los pacientes diagnosticados de EH debemos comprobar que
son adecuados los suplementos de acido folico en la dieta, de no ser

asi se suplementara con acido folico.

Algunas guias recomiendan la suplementacion de acido foélico en el
grupo de EH moderada y grave (10,15) por el aumento de
eritropoyesis medular en estos pacientes. La dosis recomendada de
acido folico oscila entre 1-5 mg/dia en funcién de los niveles
plasmaticos. Para las personas con EH leve se recomienda una dieta
rica en frutas y verduras. Los niveles de acido folico plasmatico se
deben solicitar en la analitica de estos pacientes para conocer si es

necesario o no suplementar con tratamiento farmacolégico.
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1.9.2. Transfusiones

Las transfusiones de concentrado de hematies se utilizan en los
pacientes con una hemdlisis moderada y grave sintomatica. La
transfusion suele realizarse de manera puntual, y tan s6lo en los casos

muy graves de manera periodica.

En la etapa neonatal la clinica de hiperbilirrubinemia puede ser
severa, precisando tratamiento con fototerapia doble e incluso en
ocasiones exanguinotransfusion durante las primeras semanas de vida,
posteriormente pueden precisar aisladas transfusiones durante los
primeros meses de vida, disminuyendo las necesidades transfusionales

a partir del afio de vida (18,20).

Los pacientes diagnosticados de EH, cuando presentan alguna
complicacién aguda como crisis hemolitica, aplésica o relacionada
con la formacion de calculos biliares, podrian precisar transfusion de
concentrado de hematies de forma aislada. Lo més frecuente es en las

crisis aplasicas.

Estos pacientes habitualmente no tienen sobrecarga férrica ni precisan
tratamiento quelante del hierro, pero se podria emplear en algunos
pacientes que ademds de presentar un aumento de la absorcion de
hierro intestinal por la anemia cronica, presenten una hemolisis grave
y transfusiones periddicas con sobrecarga férrica detectada en las

exploraciones analiticas (48).
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1.9.3. Colecistectomia

La colecistectomia estd indicada en los pacientes con litiasis biliar
sintomatica y complicaciones relacionadas con la formacion de los
calculos biliares, valorando la recurrencia de los episodios y el tamano

de los calculos.

En la programacion de la esplenectomia de un paciente con EH, debe
ser valorada la opcion de realizar conjuntamente una colecistectomia
solo si el paciente lo requiere por la presencia de calculos biliares o
barro biliar con complicaciones agudas relacionadas con la formacion
de los calculos biliares, pero no de manera profilactica. La
esplenectomia mejora la hiperbilirrubinemia por disminucién de la
hemolisis cronica y sus complicaciones. En los pacientes con EH que
tienen litiasis biliar asintomdtica detectada por ecografia se

recomienda un seguimiento ecografico estrecho (10,49,50).
1.9.4. Esplenectomia

La esplenectomia es el tratamiento mas efectivo permitiendo
disminuir la hemolisis crénica y sus complicaciones(51), pero no esta
libre de efectos secundarios como el mayor riesgo de sepsis o
infecciones por gérmenes o bacterias encapsuladas (Streptococcus
pneumoniae, Neisseria meningitidis, Haemphilus influenzae). Aunque
también presentan mayor riesgo de infecciones por Babesia,

Bordetella y especies de Capnocytophaga (14,51).
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La indicacion de la esplenectomia se realiza en pacientes con
hemolisis moderada-grave y/o con requerimientos transfusionales
periodicos. Se debe intentar retrasar la cirugia hasta los 6 afios por el
riesgo de sepsis post-esplenectomia (10), que es mayor cuando menor
es la edad del paciente. Tras la esplenectomia mejora la anemia y la
ictericia, la cifra de reticulocitos disminuye a valores normales o un
poco por encima del limite normal. El nimero de plaquetas aumenta
tras la esplenectomia, sin un patrén de comportamiento claro
estudiado en la literatura, pero con tendencia a disminuir con el paso
del tiempo. La esplenectomia no corrige la forma esferocitica de los

hematies, pero impide su lisis a nivel esplénico.

La via de abordaje quirurgica recomendada es la esplenectomia via
laparoscopica, dada la menor tasa de complicaciones y la recuperacion
mas rapida con estancias hospitalarias mas cortas (52-54). La
indicacion de la esplenectomia es total, excepto en los nifios menores
de 6 aflos que es recomendable realizar una esplenectomia parcial,
disminuyendo el riesgo de sepsis. En la esplenectomia parcial, el bazo
no extirpado puede volver a regenerarse y crecer con el paso del
tiempo, empeorando la clinica de hemolisis crénica siendo entonces

indicacion de esplenectomia total (20,51,55-57).

Tras la realizacion de la esplenectomia se produce un aumento del
riesgo de sepsis o infecciones por gérmenes o bacterias encapsuladas.
Este riesgo suele ser mayor durante los primeros afios tras las

esplenectomia. Actualmente debido a la vacunacion preventiva y el
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tratamiento  antibidtico  profildctico con penicilina tras la

esplenectomia ha disminuido el riesgo de infecciones y sepsis (58,59).

El calendario vacunal debe ser revisado y actualizado en cada paciente
previo a la realizacion de la esplenectomia (Tabla 2) (60). La

vacunacion debe realizarse 15 dias minimo previo a la cirugia.

Tabla 2. Recomendaciones de vacunas para nifios con esplenectomia o asplenia

funcional (60).

Vacunacion recomendada

Neumococo PCV13
PPSV23

Haemophilus influenzae tipo b Hib
Meningococo serotipo ACWY MenACWY
Meningococo serotipo B MenB-FHbp
Gripe Vacuna estacional*

*Vacunacion anual

El tratamiento antibiotico profilactico diario con penicilina o
amoxicilina, se debe mantener al menos durante el primer afio post-
esplenectomia o hasta que el nifio cumpla 5 afios de edad (14).
Posteriormente se evaluard a cada paciente de forma individualizada
valorando las complicaciones, infecciones o sepsis ocurridas,
adherencia al tratamiento y control de su enfermedad para evaluar la

duracion adecuada del mismo (51).

Otro de los efectos tras la esplenectomia es el aumento del riesgo
trombdtico (61-65). El incremento del riesgo de trombosis con el paso

del tiempo en pacientes adultos con EH a los que se les realiza una
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esplenectomia es conocido (66), aunque en los nifios existen pocos
estudios y no estd bien definida su incidencia (56). De esta forma,
aunque la esplenectomia es el tratamiento mas efectivo de la EH,
podria estar asociado con un mayor riesgo de trombosis a largo plazo,
sin conocer en la actualidad cudl es el mecanismo fisiopatologico que
lo produce. El estudio de estos mecanismos constituye uno de los

objetivos de la presente tesis.

Se han descrito por un lado complicaciones tromboembdlicas
venosas: trombosis venosas profundas, embolia pulmonar, trombosis
vena esplénica o portal y en otros localizaciones raras (67,68). Por
otro lado se han descrito eventos arteriales e hipertension pulmonar
arterial, pero este Ultimo actualmente es un tema controvertido en la

literatura (69-71).

En los nifios no se realiza tromboprofilaxis de manera habitual, pero
se monitoriza el niimero de plaquetas, por la trombocitosis reactiva
tras las esplenectomia. Aunque no esté claro si ésta puede aumentar el
riesgo de trombosis (72), se puede establecer que si el numero de
plaquetas es muy elevado (>1.000.000) o el paciente tiene algin
factor de riesgo asociado, se puede iniciar tratamiento farmacologico

con un antiagregante, normalmente 4cido acetil salicilico (AAS).

Se han realizado estudios para investigar cudl o cuales son los
mecanismos fisiopatologicos encargados de inducir un mayor riesgo
de trombosis en pacientes con EH esplenectomizados a largo plazo,

sin llegar a una conclusion evidente.
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Se realizaron estudios que valoraban la implicacion de alteraciones de
la de coagulacion (dimeros D, proteina C, proteina S, antitrombina III,
anticoagulante lapico, anticuerpo anti-cardiolipina, fibrindgeno,
homocisteina) y de la inflamacion (proteina C reactiva), observando
niveles elevados de proteina ¢ reactiva (PCR), Dimeros D,
homocisteina y fibrindgeno (73,74) como posibles factores pro-

tromboticos tras esplenectomia en pacientes con EH.

El metabolismo lipidico también es evaluado en otros estudios,
evidenciando un aumento de colesterol total y LDL en los pacientes
con EH esplenectomizados frente a los EH no esplenectomizados
(73). Las anemias hemoliticas cronicas tienen un incremento del
recambio celular debido a la disminucién de la vida media de los
esferocitos en el torrente circulatorio a su paso por el bazo. Este
aumento del recambio celular supone una mayor utilizacion del
colesterol como materia prima en la formacion de las membranas
celulares(75). Las anemias hemoliticas tienen una disminucion de los
valores analiticos de colesterol, pero en los pacientes con EH
esplenectomizados disminuye la hemolisis produciéndose un aumento
de los valores del colesterol plasmatico(76—78) Este aumento de

colesterol podria estar implicado en el aumento del riesgo trombdtico.

La bilirrubina tiene funciones protectoras en la vasculatura sanguinea
como detener el crecimiento de las células musculares y frenar la
activacion endotelial, implicando un efecto antiinflamatorio en el
proceso aterosclerdtico (79-83) Las anemias hemoliticas, entre ellas

la EH, producen hiperbilirrubinemia que podria ser un factor protector
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frente a las enfermedades cardiovasculares, pero en las formas graves

tras la esplenectomia los valores elevados de bilirrubina disminuyen.

La viscosidad de la sangre puede estar implicada en un aumento del
riesgo trombotico. El aumento de pardmetros hematoldgicos de la
serie roja (hemoglobina, hematocrito o recuento de hematies ) se ha
evaluado en algunos estudios como posible factor de riesgo de
complicaciones vasculares o trombdticas, aunque su relacion no esta
bien definida (84). En los pacientes con EH esplenectomizados se
observa un aumento de los pardmetros de la serie roja mencionados

por disminucién de la hemolisis crénica (73).

El aumento de algunos tipos celulares puede estar en relacion con un
aumento del riesgo de trombosis. El incremento en el nimero de
leucocitos en el torrente circulatorio podria suponer un potencial
riesgo de enfermedad cardiovascular (85,86). El aumento de la cifra
de plaquetas o trombocitosis reactiva tiene lugar tras la esplenectomia
en pacientes con EH, y podria favorecer o contribuir en la trombosis,
aunque no estd asociado como claro factor de riesgo trombdtico,

precisando en la actualidad mas estudios de investigacion al respecto

(74,87).

Existen determinadas patologias o enfermedades que son factores de
riesgo cardiovascular bien establecidos y reconocidos. Por ejemplo: la
alteracion del metabolismo lipidico o dislipemia, la elevacion de la
tension arterial o hipertension, diabetes mellitus, el sobrepeso o la

obesidad ligada a una dieta inadecuada con disminucidn de ejercicio
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fisico. Todo ello contribuye a lesionar progresivamente los vasos
sanguineos lo que incrementara el riesgo de trombosis. Estas
enfermedades producen una elevada mortalidad (88) y ademés son
factores modificables con las indicaciones terapéuticas del médico

(89).

Estas patologias o enfermedades son mucho menos prevalentes en la
poblacion pedidtrica, aumentando su incidencia conforme se
incrementa la edad del paciente. Los nifios son por tanto la poblacién
idonea para estudiar posibles nuevos factores de riesgo de trombosis
en las mejores condiciones, evitando otros posibles factores de riesgo
trombotico y cardiovascular que tienen una incidencia elevada en la

edad adulta.

Se desconoce la fisiopatologia concreta del proceso por el que existe
un mayor riesgo de trombosis en pacientes EH esplenectomizados a
largo plazo, por ello se deberian realizar mas estudios en el
conocimiento de este campo (61,90) Se estudia por primera vez en
nuestra investigacion cual podria ser el proceso fisiopatoldégico que
aumenta el riesgo de trombosis en pacientes EH esplenectomizados
escogiendo la poblacion infantil por su baja tasa de comorbilidades y
factores tromboticos  (hipertension, hiperlipidemia, obesidad,

enfermedades autoinmunes, enfermedades oncologicas).
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1.10. Asociacidon con enfermedad de Gilbert
1.10.1. Enfermedad de Gilbert

La EG es una patologia hereditaria benigna que consiste en clinica de
ictericia leve intercurrente producida por una menor capacidad de
glucoronizacion hepatica de la bilirrubina, produciendo un aumento
de bilirrubina indirecta. Tiene una prevalencia que varia entre 4-16%
de la poblacion global (91,92), que podria estar infraestimada puesto

que la clinica de estos pacientes suele pasar inadvertida.

Suele diagnosticarse en el adolescente o adulto joven, con predominio
en el sexo masculino. La herencia es autosdmica recesiva con
penetrancia incompleta, aunque se han descrito casos de mutaciones
en heterocigosis con cifras de bilirrubina aumentadas (93). La
mutaciéon es en la region promotora del gen UGTIAI, gen
responsable de codificar la enzima uridina difosfoglucuronato-
glucuronosiltransferasa 1A1 (UGT1A1l). La mutacion de la enzima
UGTI1A1 reduce su actividad enzimatica hasta en un 30% con

disminucién de la conjugacion de la bilirrubina en &cido glucurdnico.

Se manifiesta clinicamente con ictericia leve intercurrente tras
diferentes estimulos que lo desencadenan como por ejemplo: el estrés,
el ayuno, la deshidratacion, la fiebre o el esfuerzo fisico. El aumento
de bilirrubina indirecta en las exploraciones complementarias suele
ser leve, con normalidad de las enzimas hepaticas y de la serie roja en
el hemograma. En algunos pacientes se observa litiasis biliar

asintomatica o sintomatica en la ecografia abdominal. Los pacientes
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con EG pueden asociar otras enfermedades concomitantes que
incrementen las cifras de bilirrubina como las anemias hemoliticas
crénicas o algunas enfermedades hepaticas, aumentando el riesgo de

litiasis biliar.

El diagnostico de la EG es de exclusion, descartando enfermedades
hepaticas o hemoliticas. También existen pruebas genéticas
moleculares (94) que nos muestran la herencia de la enfermedad, pero
no estan disponibles en todos los centros sanitarios. La evolucion

clinica es favorable y no requiere ninglin tratamiento.

1.10.2. Implicaciones de la asociacién enfermedad de Gilbert

y esferocitosis hereditaria

La asociacion de EH y EG puede ser frecuente por la alta prevalencia
de la EG y que esta infraestimada por la poca sintomatologia clinica
de la enfermedad. Esta asociacion es importante porque implica el
aumento de valores de bilirrubina indirecta y mayor riesgo de
formacion de célculos biliares (47,95). Por ello solicitar el diagnostico
de EG en pacientes con EH que presenten una ictericia importante o
hallazgos de célculos biliares o barro biliar por ecografia abdominal
con escasa hemolisis, podria orientarnos en el seguimiento Yy

tratamiento a largo plazo (96).

La EG y la EH en un mismo paciente, produce ictericia mas llamativa
y cifras de bilirrubina indirecta mas altas de lo habitual (97), debido

por un lado a la menor capacidad de glucoronizacion hepatica que
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produce un aumento de hiperbilirrrubinemia por la EG y por otro lado

por la hemolisis cronica producida por la EH.

El riesgo de colelitiasis es mayor en los pacientes diagnosticado de
EG que asocian otra enfermedad concomitante como EH (47),
talasemia mayor (98) o anemia de células falciformes (99). También
se describe la aparicion de litiasis biliar a una edad mas temprana en

pacientes diagnosticados tanto de EH como de EG (22).

Por tanto es importante solicitar el diagnostico genético de EG en
pacientes con un aumento de bilirrubina indirecta discordante con los
niveles de hemoglobina (96). Los pacientes diagnosticados de EH con
la coexistencia de la EG, deben llevar un seguimiento ecografico
estrecho para evaluar la formacion de litiasis o barro biliar, para
conseguir un mejor control y seguimiento de las complicaciones y
tratamiento terapéutico. Para un mayor conocimiento de la
implicacion de la EG en los pacientes con EH, se evalua y analiza en
nuestros pacientes con EH como uno de los objetivos de la presente

tesis.

2. Inmunotrombosis y tromboinflamacion. Papel de las plaquetas

La Inmunotrombosis es definida por Engelman y Massberg como una
respuesta inmunitaria que implica la formacion de un microtrombo a
nivel de los vasos sanguineos, favoreciendo el reconocimiento,

atrapamiento y la destruccion de los microorganismos patdégenos
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(100). Es decir el sistema hemostatico y la trombosis tiene un papel

fisiologico en la respuesta inmunitaria.

Antes se pensaba que el sistema hemostasico liderado por las
plaquetas so6lo se limitaba al campo de la hemostasia y el sistema
inmunologico liderado por los leucocitos se limitaba al campo de la
inmunidad frente a microorganismos. Hoy en dia se conoce que son
procesos intimamente relacionados entre si en los que sus principales
representantes celulares (plaquetas y leucocitos) tienen influencia

tanto en la coagulacion como en la inmunidad.

Este mecanismo de inmunotrombosis descrito estd regulado, y ante
una infeccidon se activa el sistema hemostasico e inmune para la
formacion del coagulo y destruccion del patogeno. En la Figura 6 se
muestra como las plaquetas, los neutrdfilos y los monocitos activan la
coagulacion de la sangre y la inmunotrombosis en los vasos
sanguineos durante la respuesta inmunitaria (101). Esta interaccion de
las plaquetas con otras células y el endotelio vascular puede

representar una conexion entre inflamacion y trombosis (102).
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Figura 6. Esquema de la inmuntrombosis en los vasos sanguineos. Las plaquetas
activadas interaccionan con las células de su entorno mediante uniones fisicas
mediadas por receptores especificos, pero también a través de la liberacion de
distintos intermediarios. De esta forma modulan la funcion de estas células y
regulan la respuesta inmune y la inflamatoria. Imagen importada de Gaertner F.

(101).

La participacion de las plaquetas en la inmunotrombosis y
tromboinflamacion es clave. La activacion plaquetar produce mayor
inflamacion con la secrecion de citoquinas y mediadores inflamatorios
que influyen en la funcién y activacion leucocitaria, favorecen la
uniéon de diferentes formas celulares como agregados heterotipicos
(agregados leucocito-plaqueta (L-P) o monocito-plaqueta (M-P)) y
regulan la formacion de trampas extracelulares de neutrofilos (NETs)
para conseguir una adecuada respuesta inmune. Los NETs participan
en la formacion de trombos, dado que se encuentran presente en las
lesiones vasculares con dafio endotelial (103) y sus sustancias
proinflamatorias secretadas producen una activacion plaquetaria y

formacion de fibrina (104,105).
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Por tanto procesos como la trombosis, la inmunidad y la inflamacion
son conceptos estrechamente ligados. De esta forma, y como ocurre
en tantos otros procesos fisiopatologicos, nos estariamos moviendo en
un equilibrio entre una respuesta beneficiosa y una patoldgica, de
forma semejante a lo que ocurre por ejemplo en la hemostasia. Por
ejemplo, la invasion de un patdégeno desencadenaria una respuesta que
implicaria la formacion de microagregados para favorecer su
atrapamiento y eliminacion por el sistema inmune, con formacion de
NETs y liberacion de sustancias inflamatorias. Sin embargo este
proceso también puede desencadenarse por un estado inflamatorio,
que conduce a un estado activado de las plaquetas y el sistema
hemostatico en general, lo que a su vez daria lugar a la formacion de

NETs, que finalmente desembocarian en un proceso trombotico.

De hecho este concepto de inmunotrombosis se cree que podria ser
uno de los mecanismos que podrian participar en la formacion de
trombos en la vasculatura de pacientes con infeccion COVID-19
(101,106). Pero también se han visto implicados en accidentes
cerebrovasculares, infarto de miocardio y tromboembolismo venoso

(101).

Pero no solo las plaquetas y leucocitos participan en estos procesos,
recientemente también se ha demostrado que los eritrocitos pueden
tener un papel importante como reguladores de la inflamacion. La
funcion principal de los globulos rojos es el transporte e intercambio
gaseoso sin embargo, actualmente conocemos que las funciones de los

eritrocitos abarcan muchos mas campos y que como hemos dicho
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pueden jugar un papel importante en la hemostasia, la trombosis o la

inflamacion.

Se han descrito citoquinas asociadas a los eritrocitos que podrian estar
relacionadas con la funcion inmune o inflamatoria (107). Los
eritrocitos mediante dichas citoquinas pueden regular la funcion
inmunitaria (108) y también pueden incrementar la funcionalidad de
las plaquetas, contribuyendo a una mayor actividad procoagulante con
la formacion de trombos y alteracion de la microvasculatura (109). No
se conoce si la EH, con su alteracion especifica de las proteinas de
membrana eritrocitaria y su hemolisis cronica, podria relacionarse en
mayor o menor medida con el mecanismo de inmuntrombosis o

tromboinflamacion.
2.1. Plaquetas e inflamacion

Las plaquetas son células discoides sin nucleo formadas en la médula
6sea a partir de la fragmentacion del citoplasma de los
megacariocitos. Las plaquetas viajan por los vasos sanguineos y son
destruidas por el sistema mononuclear fagocitico en el bazo e higado.
El nimero aproximado de plaquetas en sangre es entre 150.000-
400.000 por Microlitro con una vida media de aproximadamente 7-10

dias (110).

Las plaquetas contienen tres tipos de granulos: granulos alfa, granulos
densos y lisosomas. Estos granulos contienen entre otras sustancias
moléculas proinflamatorias. Los granulos se liberan por exocitosis al

exterior cuando se produce la activacion plaquetaria. De esta forma, a
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través de la liberacion de su contenido granular, las plaquetas pueden
participar en multiples aspectos de la fisiopatologia, desde la
regulacion de la hemostasia, hasta el control del proceso inflamatorio

o la respuesta inmune.
2.2. Compuestos inflamatorios liberados por las plaquetas

Los granulos alfa de las plaquetas liberados tras la activacion
plaquetar son los mas abundantes y diversos, con una importante
variedad de factores y sustancias pro-y anti-inflamatorias que podrian
justificar ser responsables del papel jugado por las plaquetas en
diferentes procesos bioldgicos (111). La activacion plaquetar produce
la liberacion de los granulos pero también libera otras moléculas
como pueden ser los acidos nucleicos, las microparticulas y otros
compuestos que sintetiza la plaqueta como el tromboxano (TXA2 que
es sintetizada en la plaqueta por la ciclooxigenasa 1 (COX-1)). EL
TXA2 estimula la agregacion de las plaquetas al trombo en formacion
y contrae las células del musculo liso vascular. E1 AAS es el farmaco

que bloquea la COX-1.

Ademas los granulos alfa contienen receptores que facilitan la
interaccion entre diferentes tipos celulares y también con el endotelio.
Por ejemplo, la exposicion en la membrana plaquetaria del receptor P-
selectina permite que se una al endotelio y otros tipos celulares en una
respuesta mediada por la P-selectina ligando (PSGL), y asi favorece el
reclutamiento de diferentes células (monocitos, neutrofilos y

linfocitos) para generar la respuesta inflamatoria (112,113).
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La union del fibrindgeno al receptor GPIIb/Illa activado de las
plaquetas facilita la formacion de agregados plaquetares (114). Al
igual que se agregan las plaquetas se pueden unir a diferentes células,
formando los agregados heterotipicos L-P y M-P, siendo relevantes

como marcadores especificos de activacion plaquetar.

Ademas las plaquetas modulan la respuesta funcional y la activacion
de los leucocitos y monocitos mediante la liberacion de citoquinas
inflamatorias procedentes de las plaquetas. Veamos brevemente el
papel jugado por algunas de estas citoquinas, que nos han parecido

especialmente interesantes para el estudio de la EH.

RANTES y CXCLS5 son citoquinas con funcion inflamatoria liberadas
por las plaquetas en diferentes situaciones tras la activacion plaquetar.
RANTES o también llamada CCLS5 tiene -caracteristicas pro-
inflamatorias y se encarga de reclutar leucocitos en el lugar de la
inflamacion (115) y activacion de los monocitos (116). Ademas se ha
investigado su relevancia en las infecciones, en procesos
ateroscleroticos, accidentes cerebrovasculares y en enfermedades

oncoldgicas entre otros (115-117).

CXCL5 o también llamada ENA 78 es una citoquina proinflamatoria
con funciébn de estimular la activacion y quimiotaxis de los
neutrofilos, mediante la trasferencia de dichas moléculas a la
superficie endotelial del vaso sanguineo. Esta citoquina se ha
estudiado y relacionado con otras enfermedades inflamatorias como la

diabetes, la obesidad, la arterosclerosis y sindromes coronarios agudos
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entre otros (118-120). Sin embargo no se ha podido establecer un

claro mecanismo fisiopatologico hasta el momento.

La HMGBI es una proteina nuclear no especifica de las plaquetas y
actia como citoquina mediadora de inflamacion. La activacion
plaquetar libera HMGB1 produciendo la activacion de los neutrofilos,
implicados en la funciéon inmune mediante la formacion de NETs
(121). Se ha relacionado su implicacion en la esclerosis sistémica y en

su relacion con el riesgo trombotico en ratones (122—124).

Las plaquetas como hemos dicho anteriormente participan en el
sistema inmune. En un proceso séptico pueden activar a los
neutrofilos mediante Toll like receptor-4 (TLR4), asi estos pueden
realizar su funcién inmune o de defensa frente al patdogeno (125).
Ademas las plaquetas pueden tener relacion con las células de Kupffer
hepaticas para controlar las infecciones sistémicas desencadenadas
por diferentes patdgenos entre ellos Staphylococcus aureus meticilin
resistentes (126). 'Y también mediante la formacion de NETs que

explicaremos en el apartado siguiente 2.4.
2.3. Agregados Leucocito-plaqueta y Monocito-plaqueta

Los agregados heterotipicos L-P y M-P son marcadores especificos de
la activacion plaquetar in vivo (127) y se forman cuando se unen
durante las reacciones inmunes, inflamatorias o tromboticas (128). El
agregado L-P se produce por la uniéon mediante la P-selectina, que es
una proteina que se expone en la superficie de la plaqueta activada, en

situacion basal la plaqueta almacena dicha proteina en la membrana
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de los granulos alfa. La unién se estimula por diversas sustancias
inflamatorias o citoquinas y estd mediada por la union de receptores y
ligandos expresados en las membranas de los distintos tipos celulares

(129).

Un proceso semejante tiene lugar para la formacion de agregados M-
P. Los agregados M-P se inducen tras la activacion plaquetar al
producirse un dafio en la vasculatura, un proceso inflamatorio o una
infeccion. Se produce una activacion y liberacion de sustancias
inflamatorias o citoquinas (130). Estos mediadores inflamatorios van
a favorecer la activacion de los distintos tipos celulares, lo que a su
vez va a conducir a la formacion de agregados heterotipicos entre

plaquetas y leucocitos o monocitos, principalmente.

Los dos tipos de agregados se detectan mediante citometria de flujo y

pueden servir como marcadores de activacion plaquetar in vivo (131).

Estos agregados L-P y M-P pueden relacionarse con la lesion vascular
implicando un mayor riesgo trombdtico, incluidos los accidentes
cerebrovasculares y sindromes coronarios agudos (103,132-140).
Aunque también se han relacionado con diferentes patologias como la
enfermedad pulmonar obstructiva crénica, vasculitis asociadas con
anticuerpos contra citoplasma de los neutroéfilos, infecciones o sepsis

(141-144).

Los agregados heterotipicos L-P y M-P tienen también otra funcion

como su implicacion en la regulacion de la formacion de NETs.
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2.4. Trampas extracelulares de neutréfilos (NETs)

Los neutréfilos son células con nucleo lobulado con cromatina y
granulos donde se almacenan las enzimas liticas y proteinas
antimicrobianas. Habitualmente se encuentran en los vasos
sanguineos pero cuando existe algin proceso inflamatorio o
infeccioso se pueden extravasar en un proceso mediado por sustancias
inflamatorias o citoquinas. Su funciéon inmune mediante los procesos
de fagocitosis de los patogenos y la liberacion o excrecion de
productos bactericidas es conocida desde hace muchos afios.
Actualmente se conocen otras funciones de los neutr6filos como su
implicacion en procesos inflamatorios de los vasos sanguineos y su
participacion en la trombosis, involucrandose estas células en la

tromboinflamacién y la inmuntrombosis.

Los NETs se describieron en 2004 por Brinkmann et al. (145). En
origen los NETs se implicaron en la respuesta inmunitaria frente a las
infecciones o sepsis por diferentes microorganismos, actuando como
una red capaz de atrapar a los patdgenos, favoreciendo su eliminacion
(146). El microorganismo activa a los neutrdfilos y se produce
entonces un tipo de muerte celular conocido como NETosis con la
consecuente liberacion de acido desoxirribonucleico (DNA) e histonas
como la histona 3 citrulinada (H3CyT), formando una red o malla que
atrapan al microorganismo y lo consiguen eliminar. A esta malla o red
se le denomina trampa extracelular de neutréfilos o NETs. Por otro

lado el neutrdfilo tiene sustancias o proteinas antimicrobianas que
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favorecen la eliminacion del patogeno y se pueden visualizar tras la

muerte celular del neutrofilo en los NETs (147).

Los NETs se producen por la muerte celular del neutréfilo o NETosis
(148), en un proceso en el que la cromatina se descondensa mediante
la citrulizacion de las histonas, se destruye la membrana nuclear y por
ultimo se rompe la membrana plasmatica del neutrofilo, saliendo al
exterior la malla o red de DNA, histonas y proteinas pro-
inflamatorias. La NETosis es un proceso diferente a la apoptosis y a la

necrosis (Figura 7).
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Figura 7. Proceso de NETosis. La exposicion a un patdogeno o microbio inicia el
proceso de NETosis, se descondensa la cromatina, se rompe la membrana tanto
nuclear como plasmatica, expulsando una especie de red extracelular formada
basicamente por DNA, decorada con histonas y diversos enzimas proteoliticos y

antimicrobianos. Importada y modificada de Camicia G. (149).
Los NETs ademas de tener una funcion de respuesta inmune frente a

un microorganismo (bacteria, virus...), se han relacionado con

enfermedades inflamatorias o autoinmunes (artritis reumatoide, lupus
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eritematoso sistémicos, enfermedades de vasculitis de pequefio vaso,
preeclampsia) o  enfermedades  cardiovasculares  (diabetes,

aterosclerosis) y cancer (150-154).

Actualmente se desconoce el proceso o la fisiopatologia exacta de la
implicacion de los NETs en estas patologias, pero es conocido que los
NETs pueden participar en la activacion de la hemostasia primaria
(activacion plaquetar). Fuchs et al. describié ademas de la malla o red
como factor de riesgo tromboético, habia sustancias en ella que
promovian la activacion y agregacion plaquetar, adherian los globulos
rojos y proteinas que eran responsables de estabilizar el trombo como

el factor von willebrand, fibronectina y fibrindgeno (105).

Los NETs ademas de la activacion plaquetar, también participan en la
activacion de la hemostasia secundaria (activacion de la coagulacion
mediante el factor tisular), implicandose ambos en la activacion
plaquetar y la coagulacion en los procesos inflamatorios y

trombaticos (100,155,156) .

Los NETs participan en la activacion plaquetar y esta activacion
plaquetar induce a su vez la formacion de NETs, en un mecanismo
bidireccional. Por lo que los NETs y las plaquetas estan implicados

en la formacion del proceso trombético (125,157,158).

La produccion de NETs puede ser por sustancias quimicas, bioldgicas
o por la activacién plaquetar. Los quimicos son: el oxido nitrico,
quimiocina 8 (IL8), el H202, el factor activador de plaquetas,

interferon alfa/gamma, C5a, el forbol miristato acetato (PMA) y el
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factor estimulante de granulocitos-macrofagos (GM-CSF), entre otros
(148,159-161). Los bioldgicos son bacterias (Staphylococcus Aureus,
Streptococcus  Pyogenes, Salmonella Typhimurium, Shiguella
felxneri, Escherichia Coli, Pseudomona Aeruginosa, Mannheimia
Haemolytica, Mycobacterium tuberculosis), virus (virus de leucemia
felina), hongos (Candida albicans, Aspergillus fumigatus) y parasitos
(Plasmodium Falciparum, Leishmania amazonensis, Eimeria Bovis)
(162—-170). La activacion plaquetar produce la unién de plaquetas con
neutrofilos mediante P-Selectina, responsables de la formacién de
agregados heterotipicos entre leucocitos-plaquetas, utilizados como
marcador de activacion plaquetaria, lo que a su vez puede inducir la

NETosis.
Las proteinas presentes en las NETs se muestran en la Tabla 3 (165).

El componente mas abundante de los NETs es el DNA, mientras que
las histonas son las proteinas mas abundantes de los NETs. El 70% de
las histonas son: H2A, H2B, H3 y H4. Las histonas estan citrulinadas
mediante la enzima proteina deaminasa 4 (PAD4) cuya funcion es la
descondensacion de la cromatina del neutréfilo (171). De esta forma
al ser el proceso de citrulinizacion de la H3 un paso clave para la
formaciéon de NETs, la medida de la H3CyT es el marcador mas

especifico de NETs.
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Localizacion celular Nombre de la proteina Nombre del gen
Gréanulos Elastasa ELA2
Lactotransferrina LTF
Azurocidina AZU1
Catepsina G CTSG
Mieloperoxidasa MPO
Proteasa 3 PR3
Lisozima C LYZ
Defensina 1y 3 DEFA-1y-3
Nicleo Histona 2A H2A
Histona 2B H2B
Histona 3 H3
Histona 4 H4
Citoplasma S100 Proteina de union al calcio A8 S100A8
S100 Proteina de uncion al calcio A9 | S100A9
S100 Proteina de unién al calcio A12 | S100A12
Citoesqueleto Actina (Beta o Gamma) ACTB, ACTG1
Miosina-9 MYH-9
Alfa-actinina ACTNI1, ACTN4
Plastina-2 LCP1
Citoqueratina-10 KRT-10
Peroxisoma Catalasa GATO
Enzimas glicoliticos Alfa-enolasa ENO1
Transcetolasa TKT

El DNA o RNA puede producir activar coagulacién con

el

consiguiente riesgo trombdtico (172,173). Las histonas presentes en
las redes de los NETs activan la coagulacion, aumentan la generacion

de trombina, producen una activacion plaquetaria importante e
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inhiben sustancias inhibidoras de la coagulaciéon como la proteina C o

la heparina (174,175).

Se han descrito numerosos articulos con ejemplos de la formacion de
NETs vy su relacion como factor de riesgo de trombosis con la
cardiopatias isquémica (176—179). También los NETs podrian ser un
factor de riesgo pronodstico en el seguimiento de los ictus isquémicos
cercbrales (180). Los NETs en los ultimos afios se han visto
relacionados con otras enfermedades inflamatorias y con riesgo de
trombosis como la diabetes mellitus tipo 2 (181). También estan
presentes en la organizacion de trombos en pacientes con trombosis

venosas profundas (182).

Como se ha indicado anteriormente, en la EH los pacientes
esplenectomizados presentan un mayor riesgo de trombosis a largo
plazo. Se ha observado el aumento de algin marcador hemostasico o
de inflamaciéon en estos pacientes en comparacion con los EH no
esplenectomizados, aunque en la actualidad el mecanismo
fisiopatologico que lo produce y los factores inflamatorios y pro-
tromboticos no estan correctamente estudiados. Es por ello que en la
presente tesis uno de los objetivos mas importantes es investigar los
posibles factores de riesgo que participan en la inmunotrombosis o
tromboinflamacioén para comprobar si podrian estar relacionados con

el mayor riesgo trombdtico post-esplenectomia en la EH.
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OBJETIVOS

1. Describir la historia natural de una muestra de nifios diagnosticados
de Esferocitosis Hereditaria controlados en la Unidad de
Hematologia Pediatrica. Analizar los datos clinicos, analiticos y
ecograficos para evaluar cudl es su implicacion en la evolucion del

paciente.

2. Estudiar si la asociacion de Esferocitosis Hereditaria con la
Enfermedad de Gilbert tiene implicaciones en la evolucion o

seguimiento de los nifios con Esferocitosis Hereditaria.

3. Analizar los indices y caracteristicas de los reticulocitos en los

nifios con EH como prueba analitica con orientacién diagndstica.

4. Evaluar la nueva técnica diagnostica, test eosina-5-maleimida

mediante citometria de flujo para el diagndstico de EH en nifios.

5. Investigar la existencia de factores de riesgo de trombosis en nifios
con Esferocitosis Hereditaria tras la esplenectomia, comparandolo
con un grupo de nifios con Esferocitosis Hereditaria sin
esplenectomia y un grupo control de nifos sanos. Investigacion del
papel de diversos biomarcadores tromboinflamatorios como

potenciales factores de riesgo trombotico.

5.1. Trampas extracelulares de neutr6filos (NETs): DNA y H3CyT.
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5.2. Citoquinas pro-inflamatorias: RANTES, CXCL5 y HMGBI.

5.3. Marcadores de activacion plaquetaria: agregados heterotipicos

leucocito-plaqueta y monocito-plaqueta.
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MATERIAL Y METODOS
1. Disefio, &mbito y periodo
1.1. Disefo del estudio
Se realiz6 un estudio observacional descriptivo y analitico.

La primera parte del estudio fue en su mayor parte retrospectivo para
describir y analizar las caracteristicas de la historia natural de los
nifios con EH y la implicacion en su evolucion. Por otro lado, se
realizd de forma transversal una evaluacion analitica puntual para la
valoracion de parametros y técnicas diagnoésticas de laboratorio

novedosas (indices reticulocitarios y test EMA) en los nifios con EH.

La segunda parte del estudio se realizé como parte de la investigacion
traslacional en una evaluacion analitica puntual para analizar los
posibles factores de riesgo de trombosis en nifios con EH tras la
esplenectomia. Se seleccionaron 3 grupos: nifios con EH sin
esplenectomia, nifios con EH esplenectomizados y nifios sanos o

control.

El estudio fue aprobado por el Comité Etico de Investigacion Clinica
y la Comision de Investigacion del Hospital La Fe. Se proporcion6 la
informacion completa a los padres o tutores legales sobre el estudio y
se obtuvo su consentimiento informado voluntario. Los nifilos mayores

de 12 afios aceptaron también su participacion.
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1.2. Ambito de realizacion

El estudio se realizd en la Unidad de Hematologia Pediatrica del
Hospital Universitario La Fe de Valencia. La Unidad de Hematologia
Pediatrica del Hospital La Fe es un centro de referencia de

Hematologia infantil para los Hospitales de la Comunidad Valenciana.
1.3. Periodo de estudio

De enero 2015 a enero 2017.

2. Poblacion de estudio.

Estudio 1: Estudio retrospectivo descriptivo y analitico de la historia
natural de la EH en nifios. Se incluyeron un total de 55 nifios
diagnosticados de EH que llevaban un seguimiento clinico en la
Unidad de Hematologia Pediatrica del Hospital La Fe. El diagndstico
de EH se habia establecido por la sospecha clinica, los parametros
analiticos compatibles, la visualizacion de esferocitos en la extension
de sangre periférica y la positividad de la prueba diagnostica RGO

(Figura 8).
Cumplieron los siguientes criterios de inclusion y exclusion:
Criterios de inclusion:

- Edad comprendida entre 0 y 16 afios.

- Paciente con diagnostico de EH por RGO positiva realizada en
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Hospital La Fe.

- Haber firmado el consentimiento informado por parte de los
padres o tutores legales para participar en el estudio. Los nifios

mayores de 12 afios deben aceptar también su participacion.
Criterios de exclusion:
- Enfermedades neopldasicas.
- Infecciones cronicas por hepatitis o VIH.

- Enfermedades cronicas importantes que puedan modificar el

curso de la EH.

Estudio 2: Evaluacion de los nuevos indices y caracteristicas de los
reticulocitos e introduccion de la nueva técnica diagndstica test EMA.
De los 55 nifios diagnosticados de EH del primer estudio, se
recogieron muestras de sangre de 47 niflos para el analisis de los
indices reticulocitarios y muestras de sangre de 46 nifios para la

realizacion del test EMA (Figura 8).

55



Material y métodos

. nf55 o Estud.io .retrospec'ti.vo
Esferocitosis Hereditaria descriptivo y analitico

n=47 n=46
Indices Reticulocitarios Test EMA

Figura 8. Tamafio muestral del primer y segundo estudio.
Todos los pacientes incluidos en el segundo estudio cumplieron los
siguientes criterios de inclusion y exclusion:
Criterios de inclusion:
- Edad comprendida entre 0 y 16 afios.

- Paciente con diagnostico de EH por RGO positiva realizada en

Hospital La Fe.

- Haber firmado el consentimiento informado por parte de los
padres o tutores legales para participar en el estudio. Los nifios

mayores de 12 afios deben aceptar también su participacion.
Criterios de exclusion:
- Enfermedades neopldasicas.

- Infecciones cronicas por hepatitis o VIH.
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- Enfermedades cronicas importantes que puedan modificar el

curso de la EH.

- Pacientes transfundidos recientemente (menor o igual a 3

meses).

- Paciente con proceso inflamatorio o infeccioso intercurrente en

el momento de la extraccion.

Estudio 3: Investigacion y evaluacion de los posibles factores de
riesgo trombdtico en los nifios con EH esplenectomizados, se
seleccionaron todos los pacientes con EH esplenectomizados en
seguimiento en la unidad de hematologia (n=16) creando el grupo EH
esplenectomizados. Se seleccionaron otros dos grupos: un grupo de
pacientes EH sin esplenectomia seleccionados del grupo de nifios con
EH con similares edades y mismo sexo (n=16) y un grupo de nifios
sanos o control (n=16). Todos los grupos tenian un mismo tamano

muestral (figura 9).

i I J
n=16 n=16 n=16
EH sin esplenectomia EH esplenectomizados Sanos o control

Figura 9. Tamafio muestral del tercer estudio.

57



Material y métodos

El grupo control de nifios sanos, se selecciond de manera aleatorizada
(dias pares de cada mes) en los nifios que acudian a la extraccion de
una analitica prequirrgica y que cumplieron los siguientes criterios

de inclusién y exclusion.
Criterios inclusion:
- Nifios con edad comprendida entre 0 y 16 afios.
- Pendiente de realizacion de cirugia menor programada.

- Haber firmado el consentimiento informado por parte de los
padres o tutores legales para participar en el estudio. Los nifios

mayores de 12 afios deben aceptar también su participacion.
Criterios de exclusion:
- Antecedentes personales y familiares relevantes.
- Enfermedad aguda o cronica concomitante.

- Toma de farmacos de manera puntual o crénica (incluidos
farmacos que pudieran afectar a la funcion plaquetaria, minimo
15 dias).

3. Obtencion o extraccion de la muestra

Las extracciones se realizaron en el laboratorio del Hospital la Fe, en

unos boxes acondicionados para los nifios, donde habitualmente se
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llevan a cabo las analiticas en la poblacion infantil. Se aprovecharon
las citas de los controles analiticos programados por su médico para
realizar el estudio de las muestras biologicas sin generar nuevas

visitas hospitalarias, ni nuevos pinchazos a los pacientes.

Se realizaron extracciones de sangre venosa periférica de la vena
cubital mediante el sistema Vacutainer con el paciente en ayunas. Para
los estudios 1 y 2 se utiliz6 el tubo con anticoagulante &cido
etilendiaminotetraacético (EDTA) donde se realiza el hemograma,
para posteriormente la realizacion del test EMA y los indices
reticulocitarios. Para el tercer estudio se recogieron dos tubos de
citrato de sodio y un tubo de EDTA para la realizacion del estudio de
marcadores inflamatorios, NETs y marcadores de activacion

plaquetaria.

4. Variables del estudio y Técnicas de laboratorio utilizadas

Todas las variables se registraron en un formulario (ANEXO 1) y

posteriormente se introdujeron en una base de datos Access.
4.1. Caracteristicas generales, clinicas, ecograficas y analiticas

Se recogieron las caracteristicas de los nifios con EH de forma
retrospectiva registradas en la historia clinica y se completaron
mediante entrevista a los padres o familiares que acompafian al
paciente a las consultas externas hospitalarias. En la Tabla 4 se

enumeran las variables recogidas de las caracteristicas generales de la
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muestra, caracteristicas clinicas, caracteristicas ecograficas

caracteristicas analiticas.

Tabla 4: Variables de las caracteristicas generales, clinicas, ecogréaficas y analiticas.

Caracteristicas

generales

Sexo. Edad al diagndstico (Fecha nacimiento y diagndstico)
Motivo de consulta (Clinica, A. Familiares, Analitica).
Ictericia neonatal (Ictericia sin FT, Ictericia con FT, ET).
Enfermedad de Gilbert (Heterocigoto o Homocigoto).
Antecedentes personales patologicos.

Antecedentes familiares EHy EG.

Caracteristicas

clinicas

Antropometria (Peso y talla). Fecha de antropometria.
Esplenomegalia, ictericia, palidez, soplo sistolico y

hepatomegalia.

Caracteristicas

ecograficas

Ecografia abdominal.
Esplenomegalia, barro biliar, litiasis biliar, bazo accesorio y

hepatomegalia.

Caracteristicas

analiticas

Hemograma: hemoglobina, recuento de hematies,
hematocrito, VCM, HCM, CHCM, ADE, reticulocitos T,
reticulocitos %, leucocitos y plaquetas.

Extension de sangre periférica (visualizacion de esferocitos).
Bioquimica: Glucemia, PCR, LDH, bilirrubina total,
bilirrubina directa e indirecta, enzimas hepaticas (GOT y
GPT), funcioén renal (urea y creatinina), metabolismo del
hierro (ferritina, indice saturacion de transferrina, hierro y
catofife) y perfil lipidico (Col T, LDL, HDL, TGC).

Resistencia globular osmética (RGO).

y

A: antecedentes, FT: fototerapia, ET: exanguinotransfusion, VCM: volumen corpuscular

medio, HCM: Hemoglobina corpuscular media, CHCM: Concentraciéon de hemoglobina

corpuscular media, ADE: Ancho de distribucion eritrocitario, T: totales. PCR: proteina ¢

reactiva., LDH: lactato deshidrogenasa, GOT: transaminasa glutdmico-oxalacética, GPT:

transaminasa glutdmico pirtivica. Catofife: capacidad de fijacién del hierro total, LDL:

Lipoproteina de baja densidad, HDL: Lipoproteina de alta densidad, TGC: Triglicéridos.
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En los antecedentes personales se recogio el diagndstico de EG. Este
estudio genético de la EG se solicitd en aquellos pacientes con EH en
los que se evidenci6 incremento de ictericia o hiperbilirrubinemia no
justificable con la hemdlisis crénica, o litiasis biliar visualizada en
ecografia abdominal y crisis relacionadas con la formaciéon de los
calculos biliares. El estudio genético muestra la mutacion en la region
promotora del gen UGT1A1 en su forma homocigota o heterocigota,

responsable de codificar la enzima UGT1AL.

Las medidas antropométricas (peso y talla) se recogieron en cada
paciente. El indice de masa corporal (IMC) se calcul6 a partir del peso
y la talla recogida siguiendo la siguiente formula: Peso (Kilogramos) /
Talla (metro?). Se calcularon los percentiles y los Z-Score del IMC
segun la organizacion mundial de la salud (OMS), para poder realizar
comparaciones entre nifios con diferentes edades y sexos. Para poder
clasificar el IMC se establecen los siguientes puntos de corte en
funciéon del percentil: sobrepeso p>85p<98, obesidad p>98,

normalidad p>3-p<85 y subnutricion p<3.

Las caracteristicas analiticas se recogieron en estado basal, sin
complicaciones agudas. En los pacientes esplenectomizados se
registraron dos analiticas: una previa a la esplenectomia y otra en su
seguimiento mas lejano tras la esplenectomia. La prueba diagnéstica
realizada en todos los pacientes fue la RGO. Se utilizo la escala
modificada de Eber (19) para la clasificacion de la gravedad de

nuestros pacientes.
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También de forma retrospectiva se recogieron todas las
complicaciones clinicas en los pacientes: crisis aplasicas, crisis
megaloblasticas, crisis hemoliticas y las crisis relacionadas con la
formacion de los calculos biliares. En cada una de ellas se registrd la
fecha, los valores analiticos (hemoglobina, porcentaje de reticulocitos,
bilirrubina total, bilirrubina directa, bilirrubina indirecta, LDH y
PCR), la etiologia o el desencadenante (virus, cirugia, déficit de acido
folico) y el tratamiento recibido (acido folico, transfusion de

concentrado de hematies, CPRE, esplenectomia y/o colecistectomia).

Se registraron las transfusiones recibidas en cada paciente, si la
terapia fue ocasional o periddica, la fecha de la transfusion y los
valores analiticos (hemoglobina minima y porcentaje de reticulocitos).
Se incluyd si el paciente habia precisado una cirugia: el tipo de cirugia
(esplenectomia y/o colecistectomia), la via de abordaje de la
esplenectomia (abierta o laparoscopica) y el tipo de esplenectomia

(parcial o total).

Se investigaron las complicaciones del paciente tras la esplenectomia:
el nimero de infecciones graves o sepsis por bacterias encapsuladas
(neumococo, meningococo y haemophilus influenzae), el nimero de
ingresos hospitalarios por infecciones y la adherencia al tratamiento
antibidtico profilactico, asi como el estado vacunal adecuado del
paciente (vacuna frente a distintos serotipos de neumococo Yy
meningococo, haemophilus influenzae tipo b y la vacuna antigripal

anual).
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4.2. Técnicas de laboratorio utilizadas
4.2.1. Indices reticulocitarios

Se analizaron de forma prospectiva en la primera parte del estudio los
indices reticulocitarios: el nimero y porcentaje de reticulocitos, el
VMR, la FRI, el VMCE y el ADR. Se utilizé para su analisis el
contador hematologico DxH800 (Beckman Coulter, San Diego, CA,
USA).

El hemograma se llevd a cabo con el mismo analizador y se
recogieron los indices eritrocitarios: la hemoglobina, el hematocrito,
el VCM, la hemoglobina corpuscular media (HCM), la concentracion

de hemoglobina corpuscular media (CHCM) y el ADE.

4.2.2. Test de unidn de membrana eosina-5-maleimida

La prueba por citometria de flujo (fijacion del colorante) cuantifica la
intensidad de la fluorescencia de los hematies marcados con EMA

(40,41).

Las muestras de sangre recogidas en tubos de EDTA pueden
analizarse dentro de las primeras 24 horas desde su extraccion

conservadas entre 2-8°C.

El compuesto EMA, (Sigma-Aldrich), es sensible a la luz por lo que
debe mantenerse en la oscuridad y conservarse a 4°C. La solucion de

trabajo de EMA se prepara disolviendo 1 mg en 1 mL de solucion
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salina tamponada con fosfato (PBS). Se mezcla bien y almacena en
alicuotas de 200 puL a -40°C. Tras descongelar el EMA, se diluyen
200 pL de la solucion de trabajo de EMA con PBS para obtener una

solucion a una concentracion de 0,5 mg/mL.

Se selecciona un tubo control con sangre de un individuo normal y el
tubo o tubos de las muestras problema. El test se realiza por duplicado

en cada una de las muestras control o de los pacientes.
Los pasos a seguir se muestran en la figura 10:

Paso 1: pipetear 30 pL de sangre total en cada uno de los tubos,
afiadir 2 mL de PBS y realizar un primer lavado centrifugando a 1600

rpm (480g) durante 4 minutos.

Paso 2: retirar el sobrenadante y tomar 5 pL del concentrado de
hematies para introducirlos en el siguiente tubo. Anadir 25 pL de la
solucion EMA. Agitar en el vortex unos segundos, incubar en
oscuridad durante 30 minutos a temperatura ambiente, volviendo a
repetir el proceso agitando y dejando incubar en las mismas

condiciones.

Paso 3: realizar 3 lavados consecutivos por centrifugacion a 2000
rpm (750g) durante 5 minutos de los hematies marcados con EMA,
afiadiendo a los tubos 500 puL de PBS. Tras cada lavado retirar el

sobrenadante previo a la adicion del PBS.
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E— e
N N

B — —_—
Tubo EDTA \_/ \_/

30 uL sangre + 5 uL hematies + 500 uL de PBS
2 mL PBS 25uL EMA (2000 rpm, 5 min)x3
(1600 rpm, 4 min) (agitar vortex +
incubar 30 min )x2

Figura 10. Pasos a seguir en la técnica de laboratorio del test EMA.

Del ultimo tubo se transfieren 100 puL de las células resuspendidas a
un tubo de citometria de 12x75 mm y se afiade 1 mL de PBS. Las
suspensiones celulares deben mantenerse en la oscuridad hasta que se

utilicen.

Posteriormente, las muestras se miden en el citometro de flujo
(Navios, Beckman Coulter, San Diego, CA, USA). De cada uno de los
tubos se deben adquirir un minimo de 15.000 células en la region de
los hematies seleccionados por los pardmetros de tamafio y
complejidad, ambos en escala logaritmica. A partir de los hematies
seleccionados se mide la media de intensidad de fluorescencia de
EMA, cuyas longitudes de onda de excitacion y emision son 488 nm y
545 nm, respectivamente. Los resultados se expresan como el cociente

entre el valor medio de la intensidad de fluorescencia de la muestra
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problema y el valor medio de la intensidad de fluorescencia de la

muestra control.

Cada laboratorio establece el intervalo de referencia y los valores de
corte para su instrumento. Consideraremos un resultado positivo un
cociente menor de 0,8 y un resultado negativo un cociente igual o
mayor de 0,8 (40,41,183). El resultado positivo nos indica diagndstico
de EH.

4.2.3. Biomarcadores inflamatorios, NETs y agregados leucocito-

plaqueta y monocito-plaqueta

En la segunda parte del estudio se registraron en todos los pacientes
en cada uno de los grupos (sanos, EH sin esplenectomia y EH
esplenectomizados) la fecha de la extraccion, el sexo y los valores del
hemograma que habia sido realizado el mismo dia de la extraccion

sanguinea.

También se registran las variables de la serie roja (hemoglobina,
hematocrito, el VCM, la HCM, la CHCM, el ADE Yy reticulocitos),
seric  blanca (leucocitos, neutrofilos, linfocitos, monocitos,
eosindfilos, basofilos) y serie plaquetar (las plaquetas, el volumen

plaquetar medio (VPM) y el ancho de distribucion plaquetar (PDW)).

Se recogieron los resultados obtenidos tras su analisis de los
biomarcadores inflamatorios (RANTES, CXCL5 y HMGBI1), los
NETs (DNA y H3CyT) y los marcadores de activacién plaquetar
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(agregados L-P y M-P). Para ello se realizaron las siguientes técnicas

diagnosticas:

4.2.3.1. Biomarcadores tromboinflamatorios y NETs

No hay un método especifico y universal para el andlisis de los NETs,
pero realizamos las mediciones de algunos marcadores o componentes
de los NETs como: el DNA y la H3CyT. La H3CyT es el marcador
mas especifico de NETs, ya que necesita la citrulinizacion de la
histona-3 para la descondensacion del DNA, que es el paso previo a

su liberacion en forma de NETs (180,184).

Los pasos de la técnica de laboratorio para el andlisis de los
biomarcadores tromboinflamatorios (RANTES, CXCL5 y HMGBI)
y NETs ( DNA y H3CyT) se muestra en la figura 11. El
procesamiento de la muestra se realiz6 en las primeras 2 horas tras su
extraccion. Previamente del tubo de citrato se separa un volumen para

los agregados L-P y M-P.

En el primer paso, los tubos del paciente se centrifugan a 3000 rpm
durante 10 minutos a 21°C. Del tubo de EDTA se recoge el
sobrenadante, siendo muy cuidadoso para no remover los eritrocitos
ni los leucocitos (interfase blanca), y se divide en 2-3 alicuotas de al

menos 100 pL en tubos marcados como EDTA.

De los tubos de citrato se recogen los sobrenadantes, siendo muy

cuidadoso para no remover los elementos celulares, se juntan en un
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nuevo tubo, se mezcla suavemente. Se vuelve a centrifugar a 3000

rpm durante 10 minutos a temperatura 21°C. Se recogen las alicuotas

del plasma sobrenadante que sean posibles, dejando siempre al menos

0,5 cms en el fondo del tubo, se introducen en tubos rotulados como

CIT y en tubos marcados como EDTA.

De cada paciente se obtuvo tras el procesamiento de la muestra: 2-3

alicuotas de EDTA y 3-4 alicuotas de CIT. Estas muestras se

guardaron en el congelador a -80°C clasificadas hasta su posterior

analisis mediante ELISA.

Tubo
EDTA

...
=y
-
- —

3000 rpm,
10 min,
T221°C

~*| 10 min,

Tubos
Citrato

I

| »p=-om
[(p=-om
»-<0om

= /

2-3 alicuotas 100uL ‘

3000 rpm,

CITOMETRIA
DE FLUJO

Agregados
leucocito-plaqueta

Agregados
monocito-plaqueta

]

| 3-4 alicuotas 100uL ]

Figura 11. Pasos a seguir en la técnica de laboratorio que analiza los biomarcadores

tromboinflamatorios y los marcadores de activacion plaquetaria.
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Para la determinacién del DNA en forma libre (cfDNA) , el plasma
citratado se diluy6 1:10 con tapon fosfato salino (PBS (in mmol/L:
NaCl 137, KCI1 2.7, Na2HPO4 10, KH2PO4, pH7,4)) y se mezclo
(1:1) con 1 mM SytoxGreen (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) en
PBS. La fluorescencia se determind en un lector de placas de
fluorescencia ( Gemini XPS, Molecular Devices, Sunnyvale, CA,
USA). Una curva de calibracion se gener6 empleando DNA de
concentracion conocida, DNA (Invitrogen) en PBS. La determinacioén
de la H3CyT se realizd como se ha descrito previamente (176,180).
Para realizar la medida se emplearon las placas de Elisa recubiertas de
estreptavidina ( componente 9, Cell Death Detection ELISAPLUS), y se
incub6 el plasma junto a un anticuerpo monoclonal de ratén contra
histonas unido a biotina (componente 1) durante 2 horas. Tras lavar
los pocillos intensivamente, se incubaron toda la noche a 4°C con un
segundo anticuerpo de conejo contra H3CyT en posicion 3 (ab81797;
Abcam Inc.,MA,USA). Tras lavar de nuevo, la deteccion se realizo
con un anticuerpo contra raton unido a peroxidasa (GE Biosciences,
Barcelona, Spain). Finalmente se reveld6 con ABTS segin las
instrucciones del fabricante y se leyd en un lector de placas ( MRX,
ThermoLabsystems) a 405 nm usando como longitud de referencia la
medida a 490 nm. Los valores se normalizaron con respecto a una
mezcla de distintas muestras que se incluyo en todas las placas. Los
valores se expresaron como valores individuales de absorbancia

(U.A)
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4.2.3.2. Agregados leucocito-plaqueta y agregados monocito-

plaqueta

El andlisis de la presencia de agregados L-P y M-P mediante
citometria de flujo se realizd en las primeras 2 horas tras su

extraccion.

Se selecciona del tubo de citrato sodico la sangre del paciente para la
realizacion del andlisis de los marcadores de activacion plaquetar por

citometria de flujo (figura 11).

La sangre procedente del tubo de citrato de diluyé 1:1 con una

solucion tampon (HBSS) con 50 pL y 50 pL de sangre.

Se incubd con concentraciones saturantes de CD61-PE como
marcador plaquetario , y con CDA45-FITC como marcador
panleucocitario 6 CD14-FITC como marcador de monocitos. Para ello
se anadieron los anticuerpos correspondientes: en un primer tubo 10
pL CD14 + 10 uL CD45 y en un segundo tubo 10 uL CD61 + 10
pL CD45, se agitaron para que se consiguiera una mezcla homogénea

y posteriormente se mantuvieron en oscuridad durante 15 minutos.

Se fij6 la muestra con Thrombofix (BD) (15 min a 37°C) y se diluyo
posteriormente con HBSS. Para ello se afiadié 500 uL de OptiLyse y
se mezclod correctamente, para conseguir la lisis de los globulos rojos.
Se mantuvo durante 15 minutos a temperatura ambiente y por ultimo
se introdujo 2 ml de HBSS. Las muestras se mantuvieron en frio

(4°C) hasta su utilizacion .
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Las muestras se introdujeron en el citometro de flujo para obtener el
porcentaje de agregados L-P y M-P. Tras determinar la zona
correspondiente a leucocitos o monocitos, se determind el porcentaje
de células en estas regiones positivas para plaquetas, lo que
proporcion6 una medida del porcentaje de uniones heterotipicas. Se

contaron en cada caso al menos 1000 leucocitos 0 monocitos.

Los agregados L-P se expresan como porcentaje de leucocitos (CD45
+) que llevan alguna plaqueta asociada (CD61+). Los agregados M-P
se expresan como porcentaje de monocitos (CD45-CD14+) que llevan

alguna plaqueta asociada (CD61+).

Se utilizaron anticuerpos de Beckman Coulter, Beckton Dickinson o

Inmunostep.

5. Método estadistico. Procesamiento y andlisis de datos.

El analisis estadistico se realizd con el sistema informatico STATA

12.

Se realiz6 un andlisis descriptivo univariante de todas las variables.
Las variables cuantitativas o continuas se expresaron en medidas de
tendencia central (media o mediana) y dispersion (desviacion estandar
o rango intecuartilico). Las variables cualitativas se expresaron con

frecuencia absoluta (nimero) y relativa (porcentaje).

El estudio analitico de las variables cualitativas permite comparar

proporciones. Se utilizé el test paramétrico X? cuadrado cuando las
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frecuencias o valores esperados en la tabla de contingencia fueron
mayores de 5. El test exacto de Fisher se utilizd como test no

paramétrico cuando esta condicion no se cumplia.

Se evalu6 la normalidad de las variables mediante test Shapiro Wilk,
previo a la eleccion del test estadistico. En el andlisis de las variables
cuantitativas continuas para muestras con dos categorias con
distribucion normal se utiliz6 el test de la T de Student y si no seguian
una distribucion normal el test no paramétrico U Mann-Whitney. Para
el analisis de las variables cuantitativas para muestras con 3 categorias
con distribucion normal se utilizd el test ANOVA y como test no

paramétrico KrusKal Wallis .

La asociacion entre dos variables cuantitativas se evalué con el
coeficiente de correlacion lineal de Pearson, en las variables que
siguieron una distribucion normal. Para las no paramétricas se utilizd

el coeficiente de correlacion de Rho Spearman.

Se utilizo el andlisis multivariante mediante regresion lineal multiple,
para eliminar el sesgo de confusion o interaccion, con las variables
descritas en la bibliografia como clinicamente importantes y en las

que se observaron diferencias estadisticamente significativas.

La significacion estadistica se establecié como p<0,05.

72



Material y métodos

RESULTADOS

73



Resultados

RESULTADOS

1. Historia natural de los nifios con esferocitosis hereditaria.

Descripcion y andlisis de la muestra
1.1. Caracteristicas generales

Se incluyeron un total de 55 niflos diagnosticados de EH con una edad
mediana de 2 afios al diagndstico (24,3 meses, IQR 1,1-36,7), con
similar proporcion en ambos sexos (Tabla 5). Los motivos de
remision del paciente a la consulta de Hematologia Pediatrica se

muestran en la Tabla 5.

La historia familiar de EH se detectdé en 42 pacientes, y en 13
pacientes se considero el primer caso de la familia (Tabla 5). En la
mayoria de los pacientes con antecedentes familiares fueron
antecedentes de primer y segundo grado (57%). El niimero total de
familiares diagnosticados de EH asciende a 126, lo que corresponde a
una media de 3 familiares afectos por cada nifio con EH vy
antecedentes familiares. Se diagnosticaron un mayor porcentaje de
antecedentes familiares en rama materna (madre, tia o tio, abuelo o
abuela materna) (56%), frente a familiares en rama paterna (padre, tia
o tio, abuelo o abuela paterna) (44%). Fueron diagnosticados 2
parejas, 1 trio y 1 cuarteto de hermanos. Del total de pacientes con
historia familiar positiva se identifico 19 nifios con al menos un

familiar con EH que habia precisado esplenectomia.
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Durante la etapa perinatal 36 nifios fueron diagnosticados de ictericia
(Tabla 5). En aproximadamente un 72% de los nifios con ictericia
neonatal precisaron ingreso hospitalario y tratamiento con fototerapia

o exanguinotransfusién en una Unidad Neonatal.

Se detectdé antecedentes personales patologicos en 20 nifios. Los
antecedentes mas frecuentemente diagnosticados fueron antecedentes
cardiologicos (comunicacion interauricular pequefia, comunicacion
interventricular pequeia ...) y respiratorios (bronquitis obstructivas,
crisis asmaticas...), seguidos de nefroldgicos (infecciones urinarias,
reflujo vesicoureteral leve), y otorrinolaringolégicos (otitis y
amigdalitis de repeticion). Los menos frecuentes fueron antecedentes
neuroldgicos (retraso del desarrollo leve y trastorno de déficit de
atencion e hiperactividad) y antecedentes hematolégicos benignos

(anemia ferropénica) (Tabla 5).
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Tabla 5. Descripcion de las caracteristicas generales de la muestra.

Caracteristicas generales n (%)
Sexo
- Hombre 29 (52,7 %)
- Mujer 26 (47,3%)
Motivo consulta:
1.Clinica 43(78,2%)
- Palidez 22 (40%)
- Ictericia 18 (32,7%)
- Esplenomegalia 3 (5,5%)
2. A. familiares 10 (18,2%)
3.Alteracion analitica 2 (3,6%)
Historia Familiar
- Si 42 (76,4%)
- No 13 (23,6%)
Ictericia Neonatal
- Si 36 (65,5%)
- No 19 (34,5%)
Antecedentes patologicos 20 (36,4%)
- Cardiologico 6 (10,9%)
- Neumologico 5(9,1%)
- Nefrologico 3 (5,5%)
- ORL 3 (5,5%)
- Neuroldgico 2 (3,6%)
- Hematologico 1 (1,8%)

ORL:

Otorrinolaringoldgicos.

Los pacientes con EH se clasificaron en funcion de la gravedad en

grupo leve, moderado y grave segun la clasificacion de Eber (19). Se

registraron 19 nifos, 21 nifios y 15 nifios en cada grupo,

respectivamente.

Las caracteristicas generales de los pacientes con EH en funcion de la

gravedad se muestran en la Tabla 6. Se objetivd un aumento del
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porcentaje de ictericia con el incremento en la gravedad de la EH, sin
ser estadisticamente significativo. No se encontraron diferencias en
funcion del género y antecedentes familiares. En el grupo EH grave el
diagnostico se realizd a una edad mds temprana y el motivo de
consulta mas frecuente fue por alteracion clinica; ambas con

diferencias estadisticamente significativas (Tabla 6).

Tabla 6. Descripcion y analisis estadistico de las caracteristicas generales de la
muestra clasificadas en funcion de la gravedad de EH en leve, moderada y grave.

Leve Moderada Grave
(n=19) (n=21) (n=15) p
n (%) n (%) n (%)
Sexo
- Hombre 11(57,9%) 10 (47, 6 8(53,3%) | 0,808
- Mujer 8 (42,1%) %) 7 (46,7 %)
11(52,4
%)
Edad (meses) 29,4 27,3 14,4 0,038
Mediana(IQR) (12,1-56,3) | (8,3-45,7 | (1,1-25,6)
M. consulta:
1.Clinica 12(63,2 %) | 17(80,9%) | 14(93,3%)
0,028

2.A. Familiares 7 (36,8%) 3 (14,3%) 0 (0%)
3.Alteracion 0(0%) 1(4,8%) 1(6,7%)
analitica
Historia F?

- Si 16 (84,2%) 15 (71,4%) | 11(73,3%)

- No 3 (15,8%) 6 (28,6%) 4(26,7%) | 0,669
Ictericia
Neonatal

- Si 10 (52,6%) 14 (66,7%) 12 (80%) | 0,247

- No 9 (47,4%) 7 (33,3%) 3 (20%)
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1.2. Caracteristicas clinicas.

En la exploracion clinica en situacion basal, se detect6 esplenomegalia
en el 64% de los pacientes, ictericia en el 58% y palidez en el 49%.
Clinica menos frecuente como soplo sistdlico y hepatomegalia se

detectd en un 38% y 7% respectivamente.

Las caracteristicas clinicas de los pacientes con EH en funcién de la
gravedad se exponen en la tabla 7. Se observaron diferencias
estadisticamente significativas en esplenomegalia y palidez (p<0,05),

con aumento marcado de ambas al aumentar su gravedad.

Tabla 7. Descripcion y analisis estadistico de las caracteristicas clinicas clasificadas
en funcion de la gravedad de EH en leve, moderada y grave.

Leve Moderada Grave
(n=19) (n=21) (n=15) p
n (%) n (%) n (%)
Esplenomegalia
- Si 7 (36,8%) | 14 (66,7%) | 14(93,3%) | 0,003
- No 12 (63,2%) | 7 (33,3%) 1 (6,7%)
Ictericia
- Si 8(42,1%) | 15(71,4%) 9 (60%) 0,169
- No 11 (57,9%) | 6 (28,6%) 6 (40%)
Palidez
- Si 5(26,3%) | 9(42,9%) | 13(86,7%) | 0,002
- No 14 (73,7%) | 12 (57,1%) | 2(13,3%)
Soplo sistolico
- Si 6 (31,6%) 8 (38,1%) 7 (46,7%) 0,667
- No 13 (68,4%) | 13(61,9%) | 8(53,3%)
Hepatomegalia
- Si 0 (0%) 3 (14,3%) 1 (6,7%) 0,240
- No 19 (100%) | 18 (85,7%) | 14(93,3%)
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Se valor6 el IMC en las visitas de nuestros pacientes, el Z-Score del
IMC medio fue de 0,19 ( SD 1,01). Se detectd que el 78% de los
pacientes tienen un peso adecuado para su edad y un 20% presentaron
sobrepeso (13%) u obesidad (7%). En tan s6lo uno de los pacientes se
detectdé desnutricion. No existen diferencias estadisticamente
significativas en el porcentaje de pacientes con sobrepeso y obesidad

entre los subtipos de EH leve, moderada y grave (p= 0,305).

1.3. Caracteristicas ecograficas

53 pacientes recibieron evaluacion abdominal mediante ecografia.
Los dos pacientes a los que no se realiz6 ecografia fueron nifios con
edad inferior a 2 anos que habian sido remitidos a la consulta por

antecedentes familiares de EH sin clinica ni complicaciones.

La evaluacion ecografica detectd esplenomegalia en el 85% de los
pacientes, presencia de bazo accesorio en el 6% y tan sélo
hepatomegalia en 1 paciente. La litiasis biliar o barro biliar como
complicacién propia de la EH, se observo en un 36% y 38% de
pacientes respectivamente durante su seguimiento. La edad media de
aparicion de célculos biliares o barro biliar fue de 7,1 afios (SD 3,5)

en los ninos con EH.

Las caracteristicas ecograficas de los pacientes con EH en funcion de
la gravedad se exponen en la Tabla 8. Existen diferencias

estadisticamente significativas en esplenomegalia, litiasis biliar y
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barro biliar, con incremento del porcentaje de las tres variables al

aumentar su gravedad.

Tabla 8. Descripcion y analisis estadistico de las caracteristicas ecograficas en
funcion de la gravedad de EH en leve, moderada y grave.

Leve Moderada Grave
(n=19) (n=19) (n=15) p
n (%) n (%) n (%)
Esplenomegalia
- Si 13 (68,4%) | 17 (89,5%) | 15 (100%) 0,032
- No 6 (31,6%) | 2(10,5%) 0 (0%)
Barro biliar
- Si 0 (0%) 947,4%) | 11(73,3%) | 0,001
- No 19 (100%) | 10 (52,6%) | 4 (26,7%)
Litiasis biliar
- Si 0 (0%) 9(47,4%) | 10(66,7%) | 0,001
- No 19 (100%) 10 (52,6%) | 5 (33,3%)
Bazo accesorio
- Si 0 (0%) 1(5,3%) 2 (13,3%) 0,272
- No 19 (100%) | 18 (94,7%) | 13 (86,7%)
Hepatomegalia
- Si 0 (0%) 0(0%) 1 (6,7%) 0,283
- No 19 (100%) | 19 (100%) | 14(93,3%)

1.4. Caracteristicas analiticas

En todos nuestros pacientes se analizd los valores del hemograma y
los parametros bioquimicos, ademdas de una extension de sangre
periférica con estudio morfoldgico de los hematies. Los parametros de
la serie roja se muestran en la Tabla 9. Los valores medios de la serie
blanca y plaquetar fueron normales. Se confirm6 en el examen

morfoldgico la presencia de esferocitos en todos los nifios.
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Los valores medios de hemoglobina, recuento de hematies y
hematocrito fueron mas bajos que los valores normales descritos en la
literatura, sin embargo, los reticulocitos presentaron niveles por
encima de la normalidad. Los valores medios del VCM y la HCM

fueron normales (Tabla 9).

Tabla 9. Valores medios de los parametros de la serie roja.

Tendencia central | Dispersion

(media) (SD)
Hb (g/dL) 10,61 1,58
Rec.hematies (x1076/ul) 3,65 0,55
Hto (%) 30,22 4,34
VCM (fL) 83,13 5,38
CHM (pg) 29,09 2,59
CHCM (g/dL) 35,31 1,06
ADE (%) 21,58 4,31
RETIS T (10%L) 0,38 0,15
RETIS (%) 10,25 4,11

Hb:Hemoglobina, Rec: recuento, Hto:Hematocrito, VCM: volumen corpuscular
medio, HCM:Hemoglobina corpuscular media, CHCM: Concentracion de
hemoglobina corpuscular media, ADE: Ancho de distribucion eritrocitario, RETIS
T: Reticulocitos Totales. RETIS : Reticulocitos. SD: Desviacion estandar.

Los valores medios de la CHCM vy el ADE fueron superiores al rango
de normalidad establecido en la literatura en la CHCM (> 35 g/dL) y
el ADE (>14%), con diferencias estadisticamente significativas

p=0,0365 y p=0,0001 respectivamente (Tabla 9 y Figura 12)
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Figura 12. Descripcion y analisis estadistico de los valores medios de CHCM y
ADE en nifios con EH.

Los parametros de los valores medios bioquimicos se muestran en la
Tabla 10. Los valores medios de LDH y bilirrubina fueron mas
elevados que los valores normales, con diferencias estadisticamente
significativas (p= 0,00001). Los niveles de PCR y el metabolismo
lipidico presentaron valores dentro de la normalidad (Tabla 10). Los
valores de glucosa, enzimas hepaticas (GOT y GPT) y funcion renal

(urea y creatinina) fueron normales.

El hierro y la capacidad de fijacion del hierro total presentaron valores
dentro de la normalidad. Los valores medios de ferritina y el indice de
saturacion de transferrina fueron superiores a los limites normales
(Tabla 10). Los pacientes que han recibido alguna transfusion de
concentrado de hematies durante su vida presentaron un aumento
medio de 157 ng/mL de ferritina (p=0,001) y un aumento de 6 % en el
indice de saturacion de transferrina (p=0,04) en comparaciéon con los

pacientes no transfundidos. Sin embargo, no se observaron diferencias
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estadisticamente significativas en el hierro y en la capacidad de

fijacion del hierro total.

Tabla 10. Valores medios de los parametros bioquimicos.

Tendencia central | Dispersion

(media) (SD)
Bil. Total (mg/dL) 3,7 2,8
Bil. Indirecta (mg/dL) 3,4 2,8
Bil. Directa (mg/dL) 0,49 0,25
LDH (U/L) 703 188
PCR (mg/L) 1,02 0,85
Ferritina (ng/mL) 176,4 169,2
Indice Sat.Transferrina (%) 34,9 10,2
Hierro (png/dL) 94,8 223
Catofife (ug/dL) 279,5 50,9
Colesterol T (mg/dL) 113,5 34,1
LDL (mg/dL) 54,6 31,9
HDL (mg/dL) 41,7 12,3
TGC (mg/dL) 66,3 35,6

Bil: Bilirrubina. LDH: lactato deshidrogenasa. PCR: proteina ¢ reactiva. Sat:
Saturacion. Catofife: capacidad de fijacion del hierro total, T: total, LDL:
Lipoproteina de baja densidad , HDL: Lipoproteina de alta densidad, TGC:
Triglicéridos. SD: Desviacion estandar.

En funcion de la clasificacion de gravedad se obtuvieron los
siguientes valores analiticos del hemograma (serie roja) y parametros
bioquimicos (marcadores de hemolisis) que se muestran en la Tabla

11.

A medida que aumentaba la gravedad se observaba una disminucion
de hemoglobina y hematocrito, un incremento de reticulocitos y

bilirrubina con similares valores de la CHCM y porcentaje del ADE.
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Tabla 11. Valores medios de los parametros de la serie roja y parametros

bioquimicos clasificados en funcion de la gravedad de la EH.

Leve Moderada Grave p
(n=19) (n=21) (n=15)
media (SD) | media (SD) |media (SD)

Hb (g/dL) 11,9 (0,9) 10,4 (1,0) 91,2 0,001
Rec.hem (x1076/ul) 4(0,3) 3,6 (0,5) 3,2 (0,5) 0,001
Hto (%) 34,1 (2,1) 29,7 (3,3) 26 (3,4) 0,001
VCM (fL) 84,7 (4,3) 82,4 (6,6) 82,2 (4,6) 0,318
CHM (pg) 29 (2,6) 29 (2,7) 29,3 (2,5) 0,909
CHCM (g/dL) 35,1(1,2) 35,6 (0,9) 35,2 (0,9) 0,182
ADE (%) 20 (4,8) 20,8 (3,3) 21,9 (3,5) 0,054
RETIST (10%L) 0,27 (0,11) | 0,42(0,14) | 0,46 (0,14) | 0,001
RETIS (%) 7,2 (3,4) 10,9 (3,3) 13,3(3,4) 0,001
Bil.Total (mg/dL) 1,8 (0,8) 3,9 (1,6) 5,3(3,6) 0,001
BilLI. (mg/dL) 1,5 (0,8) 3,7(,7) 4,9 (3,5 0,001
Bil.Directa (mg/dL) | 0,31 (0,12) 0,6 (0,32) | 0,54 (0,16) | 0,001
LDH (U/L) 665 (153) 702 (180) 766 (244) 0,352
PCR (mg/L) 0,84 (0,6) 0,85 (0,8) 1,7(1,1) 0,066

Hemoglobina, Rec: recuento, Hto:Hematocrito, VCM: volumen corpuscular
medio, HCM:Hemoglobina corpuscular media, CHCM:Concentracion de
hemoglobina corpuscular media, ADE: Ancho de distribucion eritrocitario, RETIS
T: Reticulocitos Totales. Bil: Bilirrubina. LDH: lactato deshidrogenasa. PCR:
proteina c reactiva. SD: Desviacion estandar.

1.5. Complicaciones

El 84% de nuestros pacientes sufrio una complicacion durante su
seguimiento, con una mediana de 2 complicaciones por nifio durante
el seguimiento medio de 7,7 afios (SD 4,7). Dentro de las
complicaciones mas frecuentes encontramos las crisis hemoliticas
presentes en un 71% de los pacientes, seguidas de las complicaciones
de la formacion de calculos biliares (litiasis biliar, coledocolitiasis,

colangitis...) en un 29% y por ultimo las crisis aplasicas en un 27%.

84



Resultados

1.5.1. Crisis hemoliticas

Las crisis hemoliticas han sido las mas frecuentes en nuestros
pacientes, en 39 nifilos se ha identificado al menos una crisis
hemolitica durante su seguimiento. La edad media de presentacion de
la primera crisis hemolitica fue a los 2,1 afios (SD 3,2). En la mayoria
de los pacientes la etiologia fue infecciosa (74,3%), de predominio
virico (69%), sin identificar el causante concreto en la mayoria de los

Ccasos.

En la primera crisis hemolitica, el valor medio de hemoglobina
minima fue de 6,2 g/dL (SD 1,4), el porcentaje de reticulocitos medio
fue de 12,5% (SD 5,2), la bilirrubina total media maxima 7,9 mg/dL
(SD 6,3) de predominio indirecta y la LDH media de 1301 U/L (SD
513). La exploracién clinica junto a la ecografia abdominal detectd
esplenomegalia en un 62% de los pacientes. El tratamiento con
transfusion de concentrado de hematies se realizd en mas de la mitad

de los nifos, un total de 24.

En las siguientes crisis hemoliticas en comparacion con la primera
hubo un aumento de los valores medios de hemoglobina de 6,2 g/dl
hasta 7,3 g/dl, un descenso del porcentaje medio de reticulocitos de
12,5% a 7,4% vy un descenso de bilirrubina total media de 7,9 mg/dL
a 2,8 mg/dL, a expensas de bilirrubina indirecta. Tan sélo hubo
diferencias estadisticamente significativas en el descenso de
reticulocitos (p=0,0263). Los pacientes precisaron menor numero de

transfusiones en las posteriores crisis hemoliticas, tan s6lo 11 , 4,3y
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1 pacientes respectivamente, siendo menor el nimero de nifios que
presentaban una segunda (n=15) , tercera (n=7) , cuarta (n=4) y quinta

(n=2) crisis hemolitica .

Un total de 57 crisis hemoliticas se registraron, se calcula una media

de 1,5 crisis hemoliticas por nifio durante el seguimiento.

El 50% de los nifios con EH leve presentaron alguna crisis hemolitica
durante su seguimiento, el 81% de los nifios con EH moderada y el
87% de los nifios con EH grave. Al comparar segun la gravedad de la
EH, se analiz6 un mayor riesgo de presentar una crisis hemolitica en
el grupo EH moderado con una OR 4,3 (IC95% 1,2-17,7), atin mas
elevado en el grupo EH grave con una OR de 6,5 (IC95% 1,2-35,5)
comparando con el grupo leve y fueron estadisticamente significativos
respectivamente ( p=0,047 y p= 0,036). Por lo que al incrementarse la
gravedad de la EH se produce un mayor riesgo de presentar una crisis

hemolitica.
1.5.2. Crisis aplasicas

Un total de 15 crisis aplasicas hubo en diferentes nifios, con una edad
de presentacion media de 5,5 afios (SD 2,1). En el 73% de ellas se
identifico como etiologia el Parvovirus B19 en la serologia virica en
sangre periférica. El valor medio de hemoglobina fue de 5,9 g/dL (SD
1,3), el porcentaje medio de reticulocitos fue de 0,9% (SD 0,5), la
bilirrubina total media 2,3 mg/dL (SD 1,4) y LDH 970 U/L (SD 309).

El tratamiento preciso transfusion de concentrado de hematies en 14
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pacientes (93,3%). En ningun caso durante el seguimiento hubo una

segunda crisis aplasica.

En el grupo de EH leve hubo 5 crisis aplésicas, en el grupo moderado
4 crisis aplasicas, y en el grupo grave 6 crisis aplasicas, sin observar
diferencias estadisticamente significativas (p=0,185) . Las crisis
apldsicas no tienen relacion con la gravedad de la EH en nuestros

pacientes.
1.5.3. Crisis relacionadas con la formacion de calculos biliares.

En 16 pacientes hubo una crisis relacionada con la formacién de
calculos biliares (litiasis biliar sintomatica, coledocolitiasis,
colecistitis, colangitis o pancreatitis). La edad media fue de 6,9 afios
(SD 2,9). El valor medio de hemoglobina en las crisis fue de 9,2 g/dL.
(SD 1,7), el porcentaje medio de reticulocitos fue de 12,2% (SD 2.,4),
la bilirrubina total media 16,3 mg/dL (SD 12,5), a expensas del
aumento de bilirrubina directa a 9,2 mg/dL (SD 10,5), y LDH en 914
U/L (SD 370). El desencadenante se confirmé en el 25% de los
pacientes y fue relacionado con infecciones viricas, sin confirmar un
virus especifico. Precisaron transfusion de concentrado de hematies 2
pacientes. Se realizd colecistectomia en 3 casos y cirugia mediante

CPRE en otros 3 casos.

De los 16 pacientes que presentaron crisis relacionadas con la
formacién de calculos biliares: 8 nifios pertenecian al grupo EH
moderado y 8 nifios al grupo EH grave. Los nifios con EH leve no

realizaron ninguna crisis durante todo su seguimiento. El porcentaje
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de crisis relacionadas con la formacion de calculos biliares es mayor
en el grupo EH grave (53,3%) frente al grupo EH moderado (38,1%)
con diferencias estadisticamente significativas (p=0,001). Al
aumentar la gravedad de la EH se produce mayor riesgo de presentar

una crisis relacionada con la formacion de calculos biliares.

El nimero medio de crisis relacionadas con la formacidon de calculos

biliares es de 2,1 (SD 1,6) por paciente.

1.6. Tratamiento

La transfusiéon de concentrado de hematies se realizd en mas de la
mitad de los pacientes durante su seguimiento (61,8%). Sélo 5
pacientes precisaron transfusiones periodicas. Los 5 pacientes
pertenecian al grupo EH grave. La edad media de la primera
transfusion de concentrado de hematies fue a los 2,1 afos (SD 2,9). La
hemoglobina media fue de 6,1 g/dL (SD 1,4) y el porcentaje de
reticulocitos medio fue de 10,8% (SD 4,4).

Los 34 nifios que precisaron transfusion de concentrado de hematies
se clasificaron en funcion de su gravedad: 6 nifos con EH leve, 16
nifios con EH moderada y 12 nifios con EH grave, con diferencias
estadisticamente significativas (Tabla 12). A mayor gravedad de la
EH se incrementa el riesgo de precisar transfusion de concentrado de

hematies.
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Tabla 12. Descripcion y analisis estadistico del porcentaje de transfusion de
concentrado de hematies recibidos en funcion de la gravedad de la EH.

Leve Moderada Grave
(n=19) (n=21) (n=15) p
n (%) n (%) n (%)

Transfusion
- Si 6(31,6%) | 16(762%) | 12 (80%)
- No 13 (68,4%) 5(23,8%) 3 (20%) 0,006

Se realizaron un total de 17 esplenectomias y 11 colecistectomias.
(Figura 13 y 14). De los 17 nifios esplenectomizados, 9 de ellos
asociaron colecistectomia. En 2 nifios se realizd6 tan soélo
colecistectomia sin asociar esplenectomia, por complicaciéon aguda
relacionada con la formacion de calculos biliares. La edad mediana de
la esplenectomia fue a los 8,8 afios (IQR 7,1-8,9) y la edad media de

la colecistectomia fue a los 7,8 afios (SD 2,6).

Esplenectomia

31%

Si No

Figura 13: Descripcion del porcentaje de esplenectomias en los pacientes con EH.
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Colecistectomia

Si No

Figura 14: Descripcion del porcentaje de colecistectomias en los pacientes con EH.

En todos los pacientes se realiz6 una esplenectomia total, excepto en 2
nifios a los que se les realizd una esplenectomia parcial. La
esplenectomia parcial se realizéo a una edad media de 6,5 afios (SD
3,2) y la esplenectomia total con 8,8 afnos (SD 3,5). La evolucion en
uno de los pacientes esplenectomizados parcialmente fue desfavorable
y precis6 una esplenectomia total a los 13 meses de la parcial, el otro
paciente presentd una adecuada evolucion. En 16 pacientes el

abordaje quirargico se realizdé mediante cirugia laparoscopica.

Los pacientes esplenectomizados recibieron una adecuada vacunacion
contra los gérmenes encapsulados y recibieron tratamiento antibidtico
profilactico. El 94% tuvieron una adherencia al tratamiento buena.
Las complicaciones infecciosas tras la realizacion de la esplenectomia
fueron escasas, tan solo alguna infeccion localizada propia de la edad
(infeccién respiratoria de vias aéreas superiores, otitis media,
faringoamigdalitis, gastroenteritis...) que se manejaron de manera

ambulatoria. No hubo ingresos hospitalarios por infecciones, ni sepsis.
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Los valores analiticos del hemograma y parametros bioquimicos pre y
postesplenectomia se exponen en la Tabla 13. Los valores medios de
hemoglobina, recuento hematies y hematocrito aumentaron
significativamente tras la esplenectomia y los valores medios de los
reticulocitos disminuyeron significativamente. El nimero medio de
leucocitos y el nimero medio de plaquetas fue mas elevado tras la
esplenectomia, con diferencias estadisticamente significativas. Tras la
esplenectomia se observd en el hemograma una disminucion
significativa de los valores medios de la CHCM vy del porcentaje del

ADE (Tabla 13).

El estudio bioquimico mostrd valores similares de glucosa, enzimas
hepaticas (GOT y GPT), funcién renal (Urea y creatinina) y PCR,
previo a la esplenectomia como postesplenectomia. Los valores
medios de LDH y bilirrubina en todas sus formas disminuyeron
significativamente tras la esplenectomia. No se observaron diferencias
estadisticamente significativas en el andlisis del metabolismo férrico y

el metabolismo lipidico pre y postesplenectomia (Tabla 13).
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Tabla 13. Descripcion y analisis estadistico de los valores medios del hemograma y
parametros bioquimicos medios pre y post esplenectomia.

Pre-esplenectomia | Post-esplenectomia p
media (SD) media (SD)
Hb (g/dL) 9,4 (1,5) 13,9 (1,3) 0,001
Rec.hem(x10"6/ul) 3,5(1,2) 4,8 (0,5) 0,001
Hto (%) 27,2(4,5) 39,6 (4,1) 0,001
VCM (fL) 83,7(5,8) 84,1(3,5) 0,591
HCM (pg) 29,1 (2,1) 29,2 (1,4) 0,271
CHCM (g/dL) 35,4(1,1) 34,5 (1,0) 0,006
ADE (%) 23,7 (4,1) 15,4 (3,0) 0,001
RETIS T (10%L) 0,45 (0,13) 0,13(0,06) 0,001
RETIS (%) 12,9 (3,7) 2,7 (1,5) 0,001
Leucocitos 8796 (2392) 11215 (2546) 0,011
Plaquetas 239.394 (95.952) 588.332 (97.877) 0,001
Bil. Total(mg/dL) 4,6 (2,3) 1,2 (0,7) 0,001
Bil. I. (mg/dL) 4,4(2,3) 1,1 (1,2) 0,001
Bil. Directa (mg/dL) 0,60 (0,3) 0,24 (0,2) 0,001
LDH (U/L) 767,6 (237,4) 493(92,6) 0,001
Ferritina (ng/mL) 260,4 (233.4) 368,4 (384,3) 0,099
I. Sat.Transf(%) 40,5 (10,4) 37,2 (13,6) 0,285
Hierro (4g/dL) 101,9 (22,6) 101,4 (38,9) 0,871
Catofife (¢g/dL) 262,3 (52,4) 308,3 (47,7) 0,080
Colesterol T (mg/dL) 101,2 (29,3) 131,9 (49,7) 0,054
LDL (mg/dL) 56,3 (31,3) 61,4 (37,9) 0,686
HDL (mg/dL) 42 (12,3) 36,5 (7,3) 0,095
TGC (mg/dL) 70,9 (33,5) 67,9 (24,9) 0,537

Hb: Hemoglobina, Rec: Recuento , Hto:Hematocrito, VCM: volumen corpuscular
medio, HCM: Hemoglobina corpuscular media, CHCM: Concentracion de
hemoglobina corpuscular media, ADE: Ancho de distribucion eritrocitario, RETIS
T: Reticulocitos Totales. RETIS : Reticulocitos. Bil: Bilirrubina, LDH: lactato
deshidrogenasa. Sat: Saturacion. Catofife: capacidad de fijacion del hierro. SD:
Desviacion estandar. total, T: total, LDL: Lipoproteina de baja densidad , HDL:
Lipoproteina de alta densidad, TGC: Triglicéridos. SD: Desviacion estandar.

Los valores minimos del porcentaje medio de reticulocitos se
obtuvieron a los 3,2 meses tras la esplenectomia, con cifras de 1,9%
(SD 1,2). El valor maximo del nimero medio de plaquetas se observo
a los 3 meses de la esplenectomia con una cifra media de 872.308

plaquetas (SD 283.234). A los 2,2 afios tras la esplenectomia presento
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una disminucion estadisticamente significativa del nUmero de
plaquetas medio a 552.539 (SD 119.808). En 3 pacientes se logro
comprobar valores normales del numero de plaquetas, tras un
seguimiento medio de los pacientes tras la esplenectomia de 3,4 afios
(SD 2,3). Los otros pacientes mantuvieron plaquetas por encima de
400.000 con media de 585.181 ( SD 96.362), en un tiempo medio de
seguimiento de 3,6 afios (SD 2,3).

En 2 casos precisaron tratamiento con AAS por el ascenso del nimero
de plaquetas superior a 1.000.000. En ningin paciente durante su

seguimiento se ha producido proceso de trombosis.

El porcentaje de nifios con EH que precisé esplenectomia es mayor en
el grupo grave (93%) en comparacion con el grupo moderado (14%) y
el grupo leve en el que no hubo ningiin caso, con diferencias

estadisticamente significativas (p=0,0001).

1.6.1. Descripcion de la muestra esplenectomizada

Las caracteristicas generales de los pacientes esplenectomizados se
muestran en la Tabla 14, no hubo diferencias estadisticamente
significativas en  comparacion con los  pacientes no

esplenectomizados.
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Tabla 14. Descripcion y analisis estadistico de las caracteristicas generales en niflos
con EH esplenectomizados y no esplenectomizados.

Esplenectomia
No Si
Caracteristicas (n=38) (n=17) p
generales n (%) n (%)
Sexo
- Hombre 20 (52,6%) 9 (52,9%) 0,983
- Mujer 18 (47,4%) 8 (47,1%)
Edad (afios)
Media (DS) 2,3(SD3,1) 1,5 (SD 1,7) 0,369
Motivo consulta:
1. Clinica 28 (73,7%) 15(88,2%)
0,267
2. A. Familiares 9 (23,7%) 1(5,9%)
3. Alteracion analitica 1(2,6%) 1(5,9%)
Historia Familiar
- Si 30 (78,9%) 12 (70,6%) 0,511
- No 8 (21,1%) 5(29,4%)
Ictericia Neonatal
- Si 22 (57,9%) 14 (82,4%) 0,078
- No 16 (42,1%) 3 (17,6%)

La exploracion clinica en los pacientes que seran esplenectomizados
se muestra en la tabla 15, detectd esplenomegalia y palidez cutdneo-
mucosa en un porcentaje mayor en comparacion con el porcentaje de

no esplenectomizados, con diferencias estadisticamente significativas.
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Tabla 15. Descripcion y analisis estadistico de las caracteristicas clinicas en nifios

con EH esplenectomizados y no esplenectomizados.

Esplenectomia
Caracteristicas No Si
clinicas (n=38) (n=17) p
n (%) n (%)
Esplenomegalia
- Si 20 (52,6%) | 15(88,2%) 0,011
- No 18 (47,4%) 2 (11,8%)
Ictericia
- Si 20 (47,4%) | 12 (70,6%) 0,212
- No 18 (52,6%) 5 (29,4%)
Palidez
- Si 14 (36,8%) | 13 (76,5%) 0,007
- No 24 (63,2%) | 4(23,5%)
Soplo sistolico
- Si 14 (36,8%) 7 (41,2%) 0,760
- No 24 (63,2%) | 10 (58,8%)
Hepatomegalia
- Si 3 (7,9%) 1 (5,9%) 1,0
- No 35(92,1%) | 16 (94,1%)

La evaluacion ecografica de los pacientes esplenectomizados se
muestra en la Tabla 16. El porcentaje de esplenomegalia, litiasis biliar
y barro biliar fue mayor en el grupo que sera esplenectomizado frente

al que no, con diferencias estadisticamente significativas .

El porcentaje de nifios que sufren complicaciones fue mayor en los
pacientes que serdn esplenectomizado en comparacion con los
pacientes sin esplenectomia. El porcentaje de crisis hemoliticas fue de
82% en EH esplenectomizados frente a 66% en EH sin esplenectomia,
de crisis aplasicas fue de 41% frente a 18%, ambos sin diferencias
estadisticamente significativas. El porcentaje de crisis relacionadas

con la produccion de calculos biliares fue de 58,8% en EH

95



Resultados

esplenectomizados frente a 15,8% en los no esplenectomizados, con

diferencias estadisticamente significativas (p=0,003).

Tabla 16. Descripcion y analisis estadistico de las caracteristicas ecograficas en
nifios con EH esplenectomizados y no esplenectomizados.

Esplenectomia
Caracteristicas No Si
ecograficas (n=38) (n=17) p
n (%) n (%)
Esplenomegalia
- Si 28 (77,8%) 17 (100%) 0,044
- No 8 (22,2%) 0 (0%)
Litiasis biliar
- Si 7 (19,4%) 12 (70,6%) 0,001
- No 29 (80,6%) 5 (29,4%)
Barro biliar
- Si 7 (19,4%) 13 (76,5%) 0,001
- No 29 (80,6%) | 4(23,5%)
Bazo accesorio
- Si 1(2,8%) 2 (11,8%) 0,238
- No 35(97,2%) | 15 (88,2%)
Hepatomegalia
- Si 0 (0%) 1 (5,9%) 0,321
- No 36 (100%) | 16 (94,1%)

El nimero medio de complicaciones (tanto de crisis hemoliticas y
crisis relacionadas con la formacion de los calculos biliares) en el
grupo EH que serd esplenectomizado es mayor que en el grupo sin
esplenectomia. Sin embargo, el nimero de crisis apldsicas no mostro

diferencias entre los grupos ( Tabla 17).
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Tabla 17. Descripcion y analisis estadistico del nimero medio de complicaciones en
nifios con EH esplenectomizados y no esplenectomizados.

Esplenectomia
N° de complicaciones No Si p
(n=38) (n=17)
media (SD) media (SD)

N° crisis hemoliticas 1,47 (SD 1,7) | 7,12(SD 10,3) | 0,002
NeCcrisis aplésicas 0,18(SD04) | 044(SD0,5) | 0,062
NCcrisis formacion de

los calculos biliares 0,34(SD0.9) | 1,20(SD1,7) | 0,023

SD: Desviacion estandar.

1.7. Asociacion con Enfermedad de Gilbert

Se estudi6 evaluar si el diagndstico de EG en los nifios con EH tiene
relevancia clinica, analitica y evolutiva en el seguimiento de su

enfermedad.

La EG se detect6 en 20 pacientes de nuestra muestra. 11 pacientes en

su forma heterocigota y 9 en su forma homocigota (figura 15).

-
EH +EG
Homocigoto
20%
EH
64% EH +EG
EH+EG
Heterocigoto

Figura 15. Descripcion del porcentaje de EH y EG en los pacientes de nuestra

muestra, incluyendo los subtipos de EG homocigoto y heterocigoto.
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La clasificacion de los pacientes con EG en funcién de la gravedad

clinica de la EH se expone en la Tabla 18.

Tabla 18. Distribucion de los pacientes diagnosticados de EG en funcion de la

gravedad de la EH.
Leve Moderada Grave
(n=19) (n=21) (n=15)
n (%) n (%) n (%)
EG
- Si 4 (21,1%) | 10 (47,6%) 6 (40%)
- No 15 (78,9%) | 11 (52,4%) 9 (60%)
Subtipo EG
- Heterocigoto | 4 (100%) 3 (30%) 4 (66,7%)
- Homocigoto 0 (0%) 7 (70%) 2 (33,3%)

Los pacientes con EG y EH tuvieron un porcentaje significativamente
mayor de ictericia clinica, de célculos biliares y de crisis relacionadas
con la formacion de los calculos biliares, frente a los nifios
diagnosticados s6lo de EH. La EG fue diagnosticada en mas de la
mitad (62,5%) de los pacientes que presentaron crisis relacionadas
con la formacion de calculos biliares. En los pacientes con EH y EG,
se calculd un riesgo 5,6 veces mayor de tener calculos biliares en la
ecografia (p=0,006). Las cifras de bilirrubina directa y bilirrubina
indirecta fueron significativamente mayores en los pacientes que

asocian EG (Tabla 19).

No hubo diferencias estadisticamente significativas en el porcentaje
de colecistectomia y esplenectomia en pacientes con EH y EG en
comparacion con los pacientes con s6lo EH (Tabla 19). La edad

media de la colecistectomia fue menor en los pacientes con EH+EG
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(6,6 anos, SD 2,8) frente a los pacientes con s6lo EH (7,8 afios ,SD
2,6). De los dos nifios con colecistectomia aislada, s6lo uno se

diagnostico de EG.

Tabla 19. Descripcion y analisis estadistico de la ictericia, los calculos biliares en
ecografia, los valores analiticos de bilirrubina, las crisis relacionadas con la
formacion de célculos biliares y la colecistectomia clasificados por Enfermedad de
Gilbert.

Enfermedad de Gilbert
Si No p
(n=20) (n=35)
n(%) n(%)
Ictericia
- Si 16 (80%) 16 (45,7%) 0,013
- No 4 (20%) 19 (54,3%)
Calculos biliares (eco)
- Si 12(60,0%) 7 (20%) 0,004
- No 8 (40,0%) 28 (80%)
Bilirrubina T (mg/dL)
Media (DS) 55(8D29) | 2,6(SD2,1) | 0,002
Bilirrubina I (mg/dL)
Media (DS) 5,1(SD29) | 2,3(SD2,1) | 0,003
Crisis relacionadas
con formacién
calculos biliares 10 (50%) 6 (17,1%) 0,010
- Si 10 (50%) 29 (82,9%)
- No
Colecistectomia
- Si 7 (35%) 4 (11,4%) 0,076
- No 13 (65%) 31 (88,6%)
Esplenectomia
- Si 8 (40%) 9 (26%) 0,270
- No 12 (60%) 26 (74%)

SD: Desviacion estandar.

Al realizar el estudio segin los subtipos de EG se observd que los
pacientes con EG homocigotos presentaron un porcentaje mayor de

litiasis en la ecografia renal en comparacion con los heterocigotos con
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diferencias estadisticamente significativas (Tabla 20). La edad media
de aparicion de calculos biliares o barro biliar fue de 7,1 afios (SD
3,5) en los nifios con EH. En los nifios diagnosticados de EG fue de
6,8 afios (SD 2,46), y en nifios con EG homocigoto fue de 6,6 afios

(SD 2,7), sin observar diferencias estadisticamente significativas.

Los valores analiticos de bilirrubina total e indirecta fueron mas
elevados en el grupo homocigoto frente al heterocigoto con
diferencias estadisticamente significativas. Se observo un porcentaje
significativamente mayor de crisis relacionadas con los célculos
biliares en el subgrupo homocigoto. No hubo otras diferencias

estadisticamente significativas en el resto de variables. (Tabla 20).
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Tabla 20. Descripcion y analisis estadistico de la ictericia, los calculos biliares en
ecografia, los valores analiticos de bilirrubina, las crisis relacionadas con la
formacion de célculos biliares y la colecistectomia clasificados por Enfermedad de
Gilbert homocigota o heterocigota.

Enfermedad de Gilbert n(%)
Heterocigota | Homocigota p
(n=11) (n=9)
Ictericia
- Si 8 (72,3%) 8 (88,9%)
- No 3(27,3%) 1(11,1%) 0,591
Célculos biliares en
ecografia 4 (36,4%) 8 (88,9%)
- Si 7 (63,6%) 1(11,1%) 0,028
- No
Bilirrubina T (mg/dL) | 3,7(SD 1,4) | 7,6 (SD 3,0) | 0,0001
Media (DS)
Bilirrubina I (mg/dL) 33(SD1,4) | 7,2(SD2,9) | 0,0001
Media (DS)
Crisis relacionadas
con formacion
calculos biliares 3 (27,3%) 7 (77,8%) 0,025
- Si 8 (72,7%) 2 (22,2%)
- No
Colecistectomia
- Si 3(27,3%) 4 (44,4%) 0,642
- No 8 (72,7%) 5 (55,6%)
Esplenectomia
- Si 4 (36,4%) 4 (44,4%) 0,714
- No 7 (63,6%) 5 (55,6%)

SD: Desviacion estandar.

Resumiendo, el porcentaje de ictericia clinica, calculos biliares en
ecografia, el porcentaje de complicaciones relacionadas con los
calculos biliares y los valores medios de bilirrubina (total e indirecta)
fueron las variables con diferencias estadisticamente significativas en
funcién de presentar o no EG. Al comparar los subtipos de EG

(homocigoto y heterocigoto) se objetivaron resultados similares,
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excepto la ictericia clinica que no muestra diferencias

estadisticamente significativas.

Se analiz6 el riesgo de la EG y los subtipos de EG en las variables
clinicas, analitica, ecograficas y evolutivas de nuestros pacientes. Su
calculo mostréd que el diagndstico de EG aumentaba el riesgo 4,8
veces de presentar crisis relacionadas con la formacioén de calculos
biliares (p=0,013), llegando aproximadamente a duplicar el riesgo
(OR= 9,3) si pertenecia al grupo homocigoto (p=0,033). Al ajustar el
modelo por la gravedad de la EH del paciente, el diagnostico de EG
objetivo un aumento del riesgo 4,4 veces superior de presentar crisis

relacionada con los céalculos biliares ( p=0,04).

El andlisis de regresion lineal multiple mostré la relacion entre la
bilirrubina total, directa e indirecta y la EG, con independencia de la
gravedad del paciente. Los resultados mostraron un aumento
estadisticamente significativo de los valores medios de bilirrubina
total, directa e indirecta en los pacientes diagnosticados de EG,
ajustado por la gravedad de la EH (Tabla 21). Estos valores medios
de bilirrubina atin fueron mayores cuando se asocié con el subtipo de

EG ( homocigoto), ajustado por la gravedad de la EH (Tabla 22).
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Tabla 21. Analisis de los valores medios de bilirrubina total, directa e indirecta en
funcién de la EG ajustado por la gravedad EH.

Coeficiente B p
Bil.Total (mg/dL) 299 0.001
EG | BilIndirecta (mg/dL) 2,09 0,003
Bil.Directa (mg/dL) 0.13 0,032

Tabla 22. Analisis de los valores medios de bilirrubina total, directa e indirecta en
funcioén del subtipo EG ( homocigoto) ajustado por la gravedad EH.

Coeficiente B p
Bil.Total (mg/dL) 2,90 0,029
EG
Homocigota Bil.Indirecta (mg/dL) 2,94 0,028
Bil.Directa (mg/dL) 0,35 0,011

1.8. Diagndstico
1.8.1. Indices reticulocitarios

Se estudiaron los indices reticulocitarios en 47 nifios con EH, de los
55 nifios diagnosticados y en seguimiento en el Hospital La Fe. En 8
de los casos no se pudo realizar el estudio, dado que 4 pacientes
fueron dados de alta por edad en el momento en el que se incorpora la
técnica y otros 4 pacientes dejan de acudir a las consultas (2 pacientes
comunican un cambio de residencia y 2 pacientes no se conoce su

destino).
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1.8.1.1. Descripcion de la muestra

Se analizaron los indices reticulocitarios de 47 pacientes, con una
edad media de 9 afos (SD 4,5) en el momento en que se realiz6 el
estudio. La distribucion por sexo fue similar (masculino 51%,
femenino 49%). Se clasificaron los pacientes en funcion de su
gravedad en leve (34%), moderado (32%) y grave (34%). La
esplenectomia se realizd en 14 nifios, todos ellos pertenecientes al

grupo grave de EH.
1.8.1.2. Resultados

Los valores medios de hemoglobina, hematocrito, el VCM y la HCM
estuvieron dentro del rango de normalidad. Sin embargo, los valores
medios de la CHCM en 35,6 g/dL y del ADE en 18,2% de nuestra
serie superaron los valores anormales establecidos de la CHCM (> 35
g/dL) y del ADE (>16%), con diferencias estadisticamente
significativas p=0,0006 y p=0,0005, respectivamente (Tabla 23).
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Tabla 23. Descripcion de los indices y caracteristicas eritrocitarias.

Tendencia central Dispersion
(media) (SD)
Hb (g/dL) 12,4 2,2
Hematocrito (%) 34,8 6,2
VCM (fL) 84,0 6,2
HCM (pg) 29,9 2,3
CHCM (g/dL) 35,6 1,1
ADE (%) 18,2 4,1

VCM: volumen corpuscular medio, HCM : Hemoglobina corpuscular media,
CHCM: Concentracion de hemoglobina corpuscular media, ADE: Ancho de

distribucion eritrocitario. SD: Desviacion estandar.

Los indices y caracteristicas de los reticulocitos se exponen en la
Tabla 24. Se observé un aumento del nimero y porcentaje de
reticulocitos con respecto a los valores de normalidad en nifios, con

diferencias estadisticamente significativas (p=0,0001).

Tabla 24. Descripcion de los indices y caracteristicas reticulocitarias

Tendencia central | Dispersion

(media) (SD)
Retis(%) 8,1 5,0
Retis (10%/uL) 0,32 0,19
VMR (fL) 77,9 8,3
FRI (Ratio) 0,44 0,15
VMCE (fL) 60,9 6,1
ADR (%) 31,8 3,0

VMR: volumen medio reticulocitario, FRI : Fraccion de reticulocitos inmaduros,
VMCE: Volumen medio de células esféricas, ADR: Ancho de distribucion

reticulocitario. SD: Desviacion estandar.
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Los resultados de los valores calculados a partir de los indices y

pardmetros reticulocitarios y eritrocitarios analizados se muestran en

la Tabla 25.

Tabla 25. Descripcion de los Indices reticulocitarios y eritrocitarios calculados.

Tendencia central | Dispersion
(media) (SD)
Delta =VCM-VMCE (fL) 23,1 5,0
VMR-VMCE (fL) 16,9 5,2

VCM: volumen corpuscular medio, VMCE: Volumen medio de células esféricas,

VMR: volumen medio reticulocitario. SD: Desviacion estandar.

Los valores analizados en funcion de la gravedad de EH se muestran
en la Tabla 26. Se evidenciaron diferencias entre los grupos, algunas
con significacion estadistica, aunque no fueron relevantes en los

puntos de corte para su diagnostico.

Tabla 26. Descripcion y analisis estadistico de los indices reticulocitarios y
calculados en funcién de la gravedad de la EH.

Leve Moderada Grave
(n=16) (n=15) (n=16) p
media (SD) | media (SD) media
(SD)
VMR(fL)
81,8 (9,1) 76,8 (5,3) 74,9 (8,7) 0,051
FRI (Ratio)
0,50 (0,05) | 0,55(0,05 | 0,29 (0,15 | 0,001
VMCE(fL)
61,8 (6,2) 58,8 (4,9) 62,1 (6,7) 0,257
ADR (%) 30,1 (1,9) 32,1 (2,1) 33,4 (3,6) 0,003
Delta (fL) 21,7 (5,3) 24,2 (5,1) 23,3 (4,6) 0,270
VMR-VMCE(fL) | 19,9 (4,5) 18 (4,3) 12,9 (4,3) 0,001

SD: Desviacion estandar.
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Los valores analizados en funcion de si el paciente habia sido o no
esplenectomizado se muestran en la Tabla 27. Se evidenciaron
diferencias entre los grupos, algunas con significacion estadistica,
pero en ningln caso fueron relevantes en los puntos de corte para su

diagnostico.

Tabla 27. Resultados descriptivos de los indices reticulocitarios y calculados en
pacientes con EH esplenectomizados y no esplenectomizados.

Esplenectomia
No Si p
(n=33) (n=14)
media (SD) | media (SD)
VMR (fL) 79.8(7.8) | 73,4(7,9) | 0014
FRI (Ratio) 0,53 (0,06) | 0,24(0,07) | 0,001
VMCE (fL) 61,1(6,2) | 60,7(59) | 0,070
ADR (%) 31,L1(22) | 33,7(3,7) | 0,004
Delta (fL) 22,6 (5,6) 24,1 (3,1) | 0,384

VMR-VMCE (fL) | 18,7 (4,6) | 12,7(4,1) | 0,001

SD: Desviacion estandar.

Los puntos de corte descritos en la literatura seleccionados por ser una
herramienta util para el diagndstico de los pacientes con EH fueron
evaluados en el estudio. Los resultados de nuestros pacientes se

muestran en la Tabla 28.
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Tabla 28. Evaluacion del cumplimiento de los puntos de corte descritos en la
literatura de los indices eritrocitarios y reticulocitarios.

Cumplen Cita

Delta >9,6 fL * n=47 Broséus et al.

(100%) (2010)
VMCE <70,2 fL o Delta>10,4 n=47 Lazarova et al.
fL y/o VMR<96,7fL. (100%) (2014)
Delta>10 fL y n=44 Arora et al.
(VMR-VMCE) <25 L * (93,6%) (2018)
Delta>10 fL y n=44 Nair et al.
(VMR — VMCE ) <25fL (93,6%) (2015)
VMCE<VCM n=47 Chiron et al.

(100%) (1999)

Tao et al. (2015)

Delta : Diferencia entre volumen corpuscular medio y volumen medio de células
esféricas, VMCE: Volumen medio de células esféricas, VMR: volumen medio

reticulocitario, VCM: volumen corpuscular medio. * Excluyendo AITHA.

Los tres pacientes que no cumplieron los criterios de Nair ef al. y
Arora et al. fueron:

- 1°=Delta 21,7 y (VMR - VMCE ) 26

- 2°=Delta 16,1 y (VMR — VMCE ) 28

- 3°=Delta 9,7y (VMR - VMCE ) 9,7
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El primer caso fue una paciente de 11 anos con EH leve. El segundo y
tercer caso fueron ambas lactantes (<12 meses), con EH leve y grave,
respectivamente. En el tercer caso la paciente habia sido transfundida
hacia 4 meses. En ninguno de los tres pacientes se habia realizado

esplenectomia.

1.8.2. Evaluacién test EMA

La técnica diagnostica test EMA se realiz6 en 46 nifios de los 55 nifios
diagnosticados y reclutados en nuestro estudio. En § de los casos no
se pudo realizar el estudio, dado que 4 pacientes fueron dados de alta
por edad en el momento en el que se incorpora la técnica y otros 4
pacientes dejan de acudir a las consultas (2 pacientes comunican un

cambio de residencia y 2 pacientes no se conoce su destino).

En todos los nifios con EH se obtuvo un resultado del test EMA
positivo (n=46). Dado que todos los pacientes diagnosticados de EH
dieron un resultado positivo para la RGO, se podria afirmar que las
pruebas diagnodsticas RGO y EMA presentaron una concordancia del

100% en nuestra serie.

Los valores obtenidos del test EMA dieron un valor medio de 0,7 (SD
0,07). Al evaluarlo en funcion de la gravedad de la EH se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos, con
disminuciéon de los valores medios de EMA conforme se

incrementaba la gravedad. (Tabla 29).

109



Resultados

Tabla 29. Descripcion y analisis estadistico de los valores medios del test EMA en

funcion de la gravedad de la EH.

Leve Moderada Grave
(n=18) (n=16) (n=12) p
media (SD) media (SD) media (SD)
Test
A 0,73 (SD 0,07) | 0,71 (SD 0,06) | 0,67 (SD 0,05) | 0,019

SD: Desviacion estandar.

Comparando cada uno de los grupos se observd que el valor medio

del test EMA fue

significativamente menor en el grupo grave en

comparacion con el grupo leve (p= 0,0198) y el grupo moderado

(p=0,0178) .

p=0.0198

p=0.3465

p=0.0178

0,64
LEVE

MValor EMA 0,73

MODERADA
0,71

GRAVE
0,67

Figura 16. Representacion grafica de los valores medios de EMA en el grupo leve,

moderado y grave de EH. Andlisis estadistico comparativo entre cada uno de los

grupos.
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El test EMA se realizd en 14 nifios esplenectomizados y 32 no
esplenectomizados, ambos grupos con EH. Se analizd la posible
influencia de la esplenectomia sobre los valores medios de EMA,
observandose una disminuciéon significativa en el grupo
esplenectomizado frente a los pacientes no esplenectomizados (Tabla

30).

Tabla 30. Descripcion y analisis estadistico de los valores medios EMA en pacientes
con EH esplenectomizados y no esplenectomizados.

Esplenectomia
No Si p
(n=32) (n=14)
media (SD) media (SD)
Test
EMA 0,72 (SD 0,06) | 0,67 (SD 0,05) 0,027

SD: Desviacion estandar.

2. Factores de riesgo de trombosis en nifios con EH tras esplenectomia
2.1. Descripcion y analisis de la muestra

Se recogieron muestras de sangre de un total de 48 nifios. El grupo
sano, el grupo EH y el grupo EH esplenectomizado, con un tamafio

muestral de 16 nifios en cada grupo.

La edad media de los pacientes fue de 11,2 afos (SD 3,6) con
predominio del sexo femenino (54,2%). Los grupos fueron
comparables por edad y sexo, puesto que no habia diferencias

estadisticamente significativas entre ellos (Tabla 31 y 32). En los
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pacientes esplenectomizados, habia pasado una media de 3 afos (SD

2,3) desde la cirugia.

Tabla 31. Distribucion y analisis estadistico de la Edad en el grupo sano, grupo EH
y grupo EH con esplenectomia.

EH +
SANO EH p
Esplenecto
11,1 10,8 11,7

EDAD (af
@9 | sp34) | (sD33) | (SD42) | 0.566

Esplenecto: Esplenectomizados. SD: Desviacion estandar.

Tabla 32. Distribucion y analisis estadistico de la variable Sexo en el grupo sano,
grupo EH y grupo EH con esplenectomia.

EH +
SANO EH Esplenecto P
SEXO
- Hombre 9 (56,2%) 8 (50%) 9 (56,2%)
- Mujer 7 (43,8%) 8 (50%) 7(43,8%) | 0,167

Esplenecto: Esplenectomizados.

En el hemograma realizado a todos los pacientes, se analizaron
valores de la serie roja, blanca y plaquetar. El analisis bivariante de
los parametros de la serie roja entre: el grupo sano frente a grupo con
EH, el grupo sano frente a grupo EH con esplenectomia y el grupo EH
frente a grupo EH con esplenectomia se muestran en la Tabla 33, 34 y

35 respectivamente.

La serie roja mostr6 una hemoglobina y hematocrito mas bajo en el

grupo EH en comparacion con el grupo sano, sin embargo, los
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parametros de HCM, la CHCM, ADE vy reticulocitos fueron mas
elevados en el grupo EH frente al grupo sano, ambas con diferencias

estadisticamente significativas (Tabla 33).

La hemoglobina, HCM, la CHCM Yy reticulocitos fueron mas elevados
en el grupo EH con esplenectomia en comparacion con el grupo sano,

con diferencias estadisticamente significativas ( Tabla 34).

Al comparar los grupos de EH frente a grupo EH con esplenectomia,
la serie roja presentd una hemoglobina y hematocrito més elevado en
el grupo EH con esplenectomia, sin embargo, los parametros
analiticos de la CHCM, el ADE vy reticulocitos fueron mas bajos,

ambos con diferencias estadisticamente significativas ( Tabla 35).

Tabla 33. Descripcion y analisis estadistico de los pardmetros de la serie roja en el
grupo sano y grupo EH.

SANO EH P
Hb (g/dL) 13,6(SD 1,1) | 11,5(SD 1,5) | 0,0001
Hto (%) 41,1(SD2,8) | 31,7(SD3.,9) | 0,00001
VCM (fL) 83,6(SD5,3) | 84,7(SD6,4) | 0,5807
HCM (pg) 27,5(SD2,1) | 30,6 (SD23) | 0,0005
CHCM (gdL) | 32,9(SD1,3) | 36,1 (SD 0,8) | 0,00001
ADE (%) 17,6 (SD 9,9) | 21,9 (SD 10,9) | 0,0029
RETIS (%) 0,89(SD0,2) | 11,5(SD3,3) | 0,00001

Hb: Hemoglobina, Hto:Hematocrito, VCM: volumen corpuscular medio, HCM :

Hemoglobina corpuscular media, CHCM: Concentracion de hemoglobina
corpuscular media, ADE: Ancho de distribucion eritrocitario, RETIS: Reticulocitos.

SD: Desviacion estandar.
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Tabla 34. Descripcion y analisis estadistico de los pardmetros de la serie roja en el
grupo sano y grupo EH con esplenectomia.

SANO EH + Esplenecto P
Hb (g/dL) 13,6 (SD 1,1) 14,7 (SD 1,7) 0,0364
Hto (%) 41,1 (SD 2,8) 41,9 (SD 4,7) 0,1416
VCM (fL) 83,6 (SD 5,3) 85,1 (SD 5,1) 0,4328
HCM (pg) 27,5 (SD 2,1) 29,7 (SD 1,5) 0,0018
CHCM (g/dL) | 32,9 (SD 1,3) 34,9 (SD 1,1) 0,00001
ADE (%) 17,6 (SD 9,9) 16,1 (SD 6,1) 0,1626
RETIS (%) 0,89 (SD 0,2) 3,5(SD 3,7) 0,0087

Hb: Hemoglobina, Hto:Hematocrito, VCM: volumen corpuscular medio, HCM :

Hemoglobina corpuscular media, CHCM: Concentracion de hemoglobina
corpuscular media, ADE: Ancho de distribucion eritrocitario, RETIS: Reticulocitos.

Esplenecto: Esplenectomizados. SD: Desviacion estandar.

Tabla 35. Descripcion y analisis estadistico de los pardmetros de la serie roja en el

grupo EH y grupo EH con esplenectomia.

EH EH + Esplenecto P
Hb (g/dL) 11,5(SD L,5) 14,7 (SD 1,7) 0,00001
Hto (%) 31,7 (SD 3.9) 41,9 (SD 4,7) 0,00001
VCM (fL) 84,7 (SD 6,4) 85,1 (SD 5,1) 0,8838
HCM (pg) 30,6 (SD 2,3) 29,7 (SD L1,5) 0,2135
CHCM (g/dL) 36,1 (SD 0,8) 34,9 (SD 1,1) 0,0019
ADE (%) 21,9 (SD 10,9) 16,1 (SD 6,1) 0,0005
RETIS (%) 11,5(SD 3.3) 3,5(SD 3,7) 0,0001

Hb: Hemoglobina, Hto:Hematocrito, VCM: volumen corpuscular medio, HCM :

Hemoglobina corpuscular media, CHCM: Concentracion de hemoglobina
corpuscular media, ADE: Ancho de distribucion eritrocitario, RETIS: Reticulocitos.

Esplenecto: Esplenectomizados. SD: Desviacion estandar.
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La hemoglobina y hematocrito medio en cada uno de los grupos
mostrd cifras compatibles con anemia en el grupo de EH. Los
reticulocitos y la CHCM superaron los valores normales establecidos
en la literatura en los grupos de EH y EH con esplenectomia. Se
objetivo un incremento del porcentaje ADE en el grupo de EH frente

al grupo control y al grupo EH esplenectomizado.

El andlisis estadistico bivariante de los pardmetros de la serie blanca
entre: el grupo sano frente a grupo con EH, el grupo sano frente a
grupo EH con esplenectomia y el grupo EH frente a grupo EH con

esplenectomia se muestran en la Tabla 36, 37 y 38 respectivamente.

El nimero medio de leucocitos fue mas elevado significativamente en
el grupo EH en comparacion con el grupo sano, a expensas del alto
numero de neutrofilos. En el nimero medio de linfocitos, monocitos,

eosinofilos y basofilos no se observaron diferencias entre los grupos.

(Tabla 36).

Tabla 36. Descripcion y analisis estadistico de los parametros de la serie blanca en
el grupo sano y grupo EH.

SANO EH P
Leucocitos | 6940 (SD 1241,9) | 9669 (SD 2903,9) | 0,0008
Neutrofilos | 2903 (SD 749,2) | 5956 (SD 2677,6) | 0,0001
Linfocitos | 2932 (SD 856,7) | 2588 (SD 623,8) | 0,3960
Monocitos 577 (SD 137,2) 738 (SD 334,4) | 0,0856
Eosinofilos | 476 (SD 371,1) 338 (SD 280,2) | 0,3945
Basofilos 90 (SD 165,3) 138 (SD 215,6) | 0,7598
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Al comparar el grupo EH con esplenectomia frente al grupo sano se
observo una cifra media de leucocitos mas elevada en el grupo EH
con esplenectomia, con diferencias estadisticamente significativas. El
numero medio de neutréfilos, monocitos y basodfilos también fueron
mas elevados significativamente en el grupo de EH
esplenectomizados. En la cifra media de linfocitos y eosinéfilos no se

observaron diferencias entre los grupos. (Tabla 37).

Tabla 37. Descripcion y analisis estadistico de los parametros de la serie blanca en
el grupo sano y grupo EH con esplenectomia.

SANO EH + Esplenecto P
Leucocitos | 6940 (SD 1241,9) | 11170 (SD 3372,9) | 0,0001
Neutrofilos | 2903 (SD 749,2) | 5813 (SD 2392,8) | 0,0001
Linfocitos | 2932 (SD 856,7) 3388 (SD 741.5) 0,1006
Monocitos 577 (SD 137,2) 1171 (SD 334,5) | 0,00001
Eosinofilos | 476 (SD 371,1) 640 (SD 538,1) 0,2816
Basofilos 90 (SD 165,3) 146 (SD 77,6) 0,0002

Esplenecto: Esplenectomizados. SD: Desviacion estandar.

En la Tabla 38 se muestran los valores medios de la serie blanca en el
grupo EH y grupo EH con esplenectomia con su analisis estadistico
comparativo. El nimero medio de linfocitos, monocitos y eosinofilos
fueron mas elevados significativamente en el grupo de EH
esplenectomizados. No se observaron diferencias estadisticamente

significativas en los otros grupos celulares.
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Tabla 38. Descripcion y analisis estadistico de los parametros de la serie blanca en

el grupo EH y grupo EH con esplenectomia.

EH EH + Esplenecto P
Leucocitos | 9669 (SD 2903,9) | 11170 (SD 3372,9) | 0,1222
Neutréfilos | 5956 (SD 2677,6) | 5813 (SD 2392,8) | 0,8744
Linfocitos | 2588 (SD 623,8) 3388 (SD 741,5) | 0,0091
Monocitos | 738 (SD 334,4) 1171 (SD 334,5) | 0,0010
Eosindfilos | 338 (SD 280,2) 640 (SD 538,1) 0,0286
Basofilos 138 (SD 215,6) 146 (SD 77,6) 0,0744

Esplenecto: Esplenectomizados. SD: Desviacion estandar.

La cifra de leucocitos, monocitos y eosin6filos superaron los limites

de la normalidad segin la literatura cientifica en el grupo de EH

esplenectomizados. Aunque se objetivaron diferencias significativas

entre el resto de los grupos en los valores medios de neutrdfilos,

linfocitos y basofilos; todos los valores estuvieron dentro de los

limites normales.

Los resultados mas destacados de la serie blanca se muestran

graficamente en las figuras 17-20.
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Figura 17. Numero medio de leucocitos en el grupo sano, grupo EH y grupo EH

esplenectomizado. Analisis estadistico comparativo entre cada uno de los grupos. Esplenecto:
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Figura 18. Numero medio de neutréfilos en el grupo sano, grupo EH y grupo EH

esplenectomizado. Analisis estadistico comparativo entre cada uno de los grupos. Esplenecto:
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Figura 19. Numero medio de linfocitos en el grupo sano, grupo EH y grupo EH

esplenectomizado. Analisis estadistico comparativo entre cada uno de los grupos. Esplenecto:
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Figura 20. Namero medio de monocitos en el grupo sano, grupo EH y grupo EH

esplenectomizado. Analisis estadistico comparativo entre cada uno de los grupos. Esplenecto:

Esplenectomizados.
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El andlisis estadistico de los parametros de la serie plaquetar entre: el
grupo sano frente a grupo con EH, el grupo sano frente a grupo EH
con esplenectomia y el grupo EH frente a grupo EH con

esplenectomia se muestran en la Tabla 35, 36 y 37 respectivamente.

El niimero medio de plaquetas fue similar en el grupo sano frente al
grupo con EH. El valor medio del VPM disminuy6 en el grupo con
EH sin embargo el PDW se increment6 en dicho grupo frente al grupo
sano, ambos con diferencias estadisticamente significativas en el

grupo con EH (Tabla 39).

Tabla 39. Descripcion y analisis estadistico de los pardmetros de la serie plaquetar
en el grupo sano y grupo EH.

SANO EH P
Plaquetas | 291.563 (SD 66.023) | 305.625 (SD 83.089) | 0,6000
VPM (L) 10,3 (SD 1,3) 8,2 (SD 1,2) 0,00001

PDW 12,9 (SD 2,6) 16,9 (SD 0,6) 0,00001

VPM: volumen plaquetar medio, PDW: Ancho de distribucién plaquetar. SD:

Desviacion estandar.

El nimero medio de plaquetas fue mayor en el grupo EH con
esplenectomia en comparacion con el grupo control y grupo con EH,

con diferencias estadisticamente significativas (Tabla 40 y 41).

El valor medio del VPM fue mas bajo en el grupo de EH con
esplenectomia frente al grupo sano, sin embargo, el PDW fue mas

elevado, ambos con diferencias estadisticamente significativas (Tabla

40).
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Tabla 40. Descripcion y analisis estadistico de los parametros de la serie plaquetar
en el grupo sano y grupo EH con esplenectomia.

SANO EH + Esplenecto P
Plaquetas | 291.563 (SD 66.023) | 512.875 (SD 110.737) | 0,00001
VPM(fL) 10,3 (SD 1,3) 9,1(SD 1,1) 0,0057
PDW 12,9 (SD 2,6) 15,3 (SD 1,8) 0,0050

VPM: volumen plaquetar medio, PDW: Ancho de distribucion plaquetar.

Esplenecto: Esplenectomizados.

El valor medio del VPM fue mas elevado en el grupo de EH con
esplenectomia frente al grupo EH, sin embargo, el PDW fue mas bajo,

ambos con diferencias estadisticamente significativas (Tabla 41).

Tabla 41. Descripcion y analisis estadistico de los pardmetros de la serie plaquetar
en el grupo EH y grupo EH con esplenectomia.

EH EH + Esplenecto P
Plaquetas | 305.625 (SD 83.089) | 512.875(SD 110.737) | 0,00001
VPM (fL) 8,2 (SD 1,2) 9,1 (SD 1,1) 0,0344
PDW 16,9 (SD 0,6) 15,3 (SD 1,8) 0,0001

VPM: volumen plaquetar medio, PDW: Ancho de distribucion plaquetar.

Esplenecto: Esplenectomizados. SD: Desviacion estandar.

Los resultados de la serie blanca se muestran graficamente en las

figuras 21-23.
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p=0.00001
p=0.6000 p=0.00001
600000
I L
500000
400000
300000
200000
100000
0
SANO EH EH + Esplenecto
| i Plaquetas 291563 305625 512875

Figura 21. Numero medio de plaquetas en el grupo sano, grupo EH y grupo EH
esplenectomizado. Analisis estadistico comparativo entre cada uno de los grupos.

Esplenecto: Esplenectomizados.
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Figura 22. Valor medio del VPM en el grupo sano, grupo EH y grupo EH
esplenectomizado. Analisis estadistico comparativo entre cada uno de los grupos.

Esplenecto: Esplenectomizados.
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Figura 23. Valor medio del PDW en el grupo sano, grupo EH y grupo EH
esplenectomizado. Analisis estadistico comparativo entre cada uno de los grupos.

Esplenecto: Esplenectomizados.

2.2. Biomarcadores inflamatorios

El analisis estadistico de los biomarcadores inflamatorios RANTES,
CXCL5 y HMGBI entre: el grupo sano frente a grupo con EH, el
grupo sano frente a grupo EH con esplenectomia y el grupo EH frente
a grupo EH con esplenectomia se muestran en la Tabla 42, 43 y 44

respectivamente.

Al comparar los biomarcadores inflamatorios (RANTES, CXCLS5 y
HMGBI1) entre los nifios del grupo sano y los nifios con EH se
observd un elevado valor medio no significativo de RANTES vy
HMGBI en el grupo EH. El valor medio de CXCLS5 tenia valores

medios similares en ambos grupos (Tabla 42).
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Tabla 42. Descripcion y analisis estadistico de los biomarcadores inflamatorios
(RANTES, CXCL5 y HMGBI1) en el grupo sano y grupo EH.

SANO EH P
RANTES (pg/ml) | 242,1 (SD 146,2) | 286,9 (SD 96,1) | 0,0545
CXCLS (pg/ml) 83,7 (SD 100,5) | 82,5(SD 94,8) | 0,939
HMGBI (ng/ml) 142(SD 1,54) | 1,76 (SD 1,25) | 0,200

SD: Desviacion estandar.

Los valores medios de los marcadores inflamatorios RANTES,
CXCL5 y HMGBI en el grupo EH esplenectomizados fueron mas
elevados frente al grupo sano, con diferencias estadisticamente

significativas (Tabla 43).

Tabla 43. Descripcion y analisis estadistico de los biomarcadores inflamatorios
(RANTES, CXCLS5 y HMGBI) en el grupo sano y grupo EH con esplenectomia.

SANO EH + Esplenecto P
RANTES (pg/ml) | 242,1 (SD 146,2) | 411,9 (SD 154,5) | 0,0222
CXCLS (pg/ml) 83,7 (SD 100,5) | 191,2(SD 189,2) | 0,0283
HMGBI (ng/ml) 1,42 (SD 1,54) 2,37 (SD 0,88) | 0,0009

Esplenecto: Esplenectomizados. SD: Desviacion estandar.

Los valores medios inflamatorios de RANTES, CXCL5 y HMGBI
fueron més elevados en el grupo EH esplenectomizados frente al
grupo EH, con diferencias estadisticamente significativas en CXCL5

y HMGBI1 (Tabla 44).
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Tabla 44. Descripcion y analisis estadistico de los biomarcadores inflamatorios
(RANTES, CXCL5 y HMGBI1) en el grupo EH y grupo EH con esplenectomia.

EH EH + Esplenecto P

RANTES (pg/ml) | 286,9 (SD 96,1) | 411,9 (SD 154,5) | 0,061
CXCLS5 (pg/ml) 82,5 (SD 94,8) | 191,2(SD 189,2) | 0,0437
HMGBI (ng/ml) | 1,76 (SD 1,25) | 2,37(SD0,88) | 0,0418

Esplenecto: Esplenectomizados. SD: Desviacion estandar.

Los resultados del andlisis de los biomarcadores inflamatorios se
muestran graficamente en las figuras 24, 25 y 26. Los valores medios
de RANTES, CXCL5 y HMGBI1 fueron mas elevados en el grupo

EH esplenectomizado, en comparacion con los otros dos grupos.
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Figura 24. Valores medios de RANTES en el grupo sano, grupo EH y grupo EH
esplenectomizado. Andlisis estadistico comparativo entre cada uno de los grupos.

Esplenecto: Esplenectomizados.
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Figura 25. Valores medios de CXCLS5 en el grupo sano, grupo EH y grupo EH

esplenectomizado. Analisis estadistico comparativo entre cada uno de los grupos.

Esplenecto: Esplenectomizados.
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Figura 26. Valores medios de HMGBI en el grupo sano, grupo EH y grupo EH

esplenectomizado. Analisis estadistico comparativo entre cada uno de los grupos.

Esplenecto: Esplenectomizados.
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2.3.NETs

El analisis estadistico de los marcadores de NETs, DNA y H3CyT
entre: el grupo sano frente a grupo con EH, el grupo sano frente a
grupo EH con esplenectomia y el grupo EH frente a grupo EH con

esplenectomia se muestran en la Tabla 45, 46 y 47 respectivamente.

El valor medio de DNA en el grupo EH fue elevado en comparacion
con el grupo sano, con diferencias estadisticamente significativas. Los
valores de H3CyT en el grupo EH y el grupo sano fueron muy
similares (Tabla 45).

Tabla 45. Descripcion y analisis estadistico de los NETs (DNA y H3CyT) en el
grupo sano y grupo EH.

SANO EH P
DNA (ng/ml) | 425,9 (SD 119,7) | 806,3 (SD 345,1) | 0,0012
H3CyT(U.A) | 0,164 (SD 0,049) | 0,168 (SD 0,049) | 0,8652

U.A.: Unidades arbitrarias. SD: Desviacion estandar.

El grupo EH esplenectomizado obtuvo valores mas elevados de DNA
y H3CyT en comparacion con el grupo sano, con diferencias

estadisticamente significativas (Tabla 46).

Tabla 46. Descripcion y analisis estadistico de los NETs (DNA y H3CyT) en el
grupo sano y grupo EH con esplenectomia.

SANO EH+Esplenecto P
DNA (ng/ml) | 425,9 (SD 119,7) | 655,9 (SD 329,3) | 0,0004
H3CyTw.A) | 0,164 (SD 0,049) | 0,207 (SD 0,077) | 0,0457

U.A.: Unidades arbitrarias. Esplenecto: Esplenectomizados. SD: Desviacion

estandar.
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Al comparar los NETs en el grupo EH frente al grupo EH
esplenectomizado, se obtuvo valores medios elevados de DNA en el
grupo EH y valores medios elevados de H3CyT en el grupo EH

esplenectomizado, sin significacion estadistica (Tabla 47).

Tabla 47. Descripcion y analisis estadistico de los NETs (DNA y H3CyT) en el
grupo EH y grupo EH con esplenectomia.

EH EH + Esplenecto P
DNA (ng/ml) | 806,3 (SD 345,1) | 655,9 (SD 329,3) | 0,2427
H3CyTu.A) | 0,168 (SD 0,049) | 0,207 (SD 0,077) | 0,0993

U.A.: Unidades arbitrarias. Esplenecto: Esplenectomizados. SD:Desviacion

estandar.

Los resultados del analisis de los NETs (DNA y H3CyT) se muestra
graficamente en las figuras 27 y 28. Los valores medios H3CyT
fueron los mas elevados en el grupo EH esplenectomizado, en
comparacion con los otros dos grupos. El grupo EH presento los
valores medios méas elevados de DNA, en comparacioén con los otros

dos grupos.
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Figura 27. Valores medios de DNA en el grupo sano, grupo EH y grupo EH

esplenectomizado. Analisis estadistico comparativo entre cada uno de los grupos.

Esplenecto: Esplenectomizados.
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Figura 28. Valores medios de H3CyT en el grupo sano, grupo EH y grupo EH

esplenectomizado. Analisis estadistico comparativo entre cada uno de los grupos.

Esplenecto: Esplenectomizados.
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2.4. Agregados leucocito-plaqueta y monocito-plaqueta.

El anélisis estadistico de los agregados L-P y M-P entre: el grupo sano
frente a grupo con EH, el grupo sano frente a grupo EH con
esplenectomia y el grupo EH frente a grupo EH con esplenectomia se

muestran en la Tabla 48, 49 y 50 respectivamente

Al comparar los agregados L-P y M-P entre el grupo sano y el grupo
EH se observd un porcentaje medio mds elevado tanto en los
agregados L-P como los agregados M-P en el grupo EH, con

diferencias estadisticamente significativas (Tabla 48).

Tabla 48. Descripcion y analisis estadistico del porcentaje de agregados L-P y
agregados M-P en el grupo sano y grupo EH.

SANO EH P
Agregados L-P (%) | 7,9(SD43) | 14,6(SD5,9) | 0,0010

Agregados M-P (%) | 23,7 (SD 18,6) | 50,4 (SD 23,3) | 0,0015

SD: Desviacion estandar.

El porcentaje medio de los agregados L-P y M-P fueron
significativamente mas elevados en el grupo EH esplenectomizados

frente al grupo sano ( Tabla 49).

Tabla 49. Descripcion y analisis estadistico del porcentaje de agregados L-P y
agregados M-P en el grupo sano y grupo EH con esplenectomia.

SANO EH +Esplenecto P
Agregados L-P (%) 7,9 (SD 4,3) 21,9 (SD9,2) | 0,00001

Agregados M-P (%) | 23,7 (SD 18,6) | 55,4 (SD 13,4) | 0,0001

Esplenecto: Esplenectomizados. SD: Desviacion estandar.
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La Tabla 50 muestra la comparacion de los agregados L-P y M-P en el
grupo EH frente al grupo EH esplenectomizado. Se observd un
porcentaje medio mas elevado de agregados L-P en el grupo EH
esplenectomizado, con diferencias estadisticamente significativas. El
porcentaje medio de agregados M-P fue similar en ambos grupos

(Tabla 50).

Tabla 50. Descripcion y analisis estadistico del porcentaje de agregados L-P y M-P
en el grupo sano y grupo EH con esplenectomia.

EH EH +Esplenecto P
Agregados L-P (%) | 14,6 (SD5,9) | 21,9(SD9,2) | 0,0108

Agregados M-P (%) | 50,4 (SD 23,3) | 55,4(SD 13,4) | 0,4642

Esplenecto: Esplenectomizados. SD: Desviacion estandar.

Los resultados del andlisis de los agregados L-P y los agregados M-P

se muestra graficamente en las figuras 33 y 34.

El porcentaje medio de agregados L-P se duplico en el grupo EH, y
triplico en el grupo EH esplenectomizados, en comparacion con el
grupo control. El incremento fue lineal y estadisticamente

significativo (p=0,00001) ( Figura 29).

El porcentaje medio de agregados M-P se duplicé en el grupo EH
frente al grupo sano. El grupo EH y grupo EH esplenectomizado tuvo

porcentajes medios similares de agregados M-P (Figura 30).
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Figura 30. Porcentaje medio de agregados M-P en el grupo sano, grupo EH y grupo

EH esplenectomizado. Andlisis estadistico comparativo entre cada uno de los

132



Resultados

La regresion lineal multiple incluyd el nimero de plaquetas como
posible factor de confusion dado que los grupos presentaron un

desajuste significativo en el nimero de plaquetas.

El ajuste del modelo con el nimero medio de plaquetas en los
diferentes grupos mostr6 el aumento del porcentaje de agregados L-P
en un 6,23% (IC 95% 1,68- 10,78) en el grupo EH frente al grupo
control y el aumento del porcentaje de agregados L-P en un 7,9% (IC
95% 1,31- 14,48) en el grupo EH esplenectomizado frente al grupo
control (Tabla 51).

La regresion lineal multiple ajustd que por cada 100.000 plaquetas
aumentaba el porcentaje medio de agregados L-P en 2,76% con
independencia del grupo al que pertenezcan: grupo sano, grupo EH o

grupo EH esplenectomizados (Tabla 52).

Tabla 51. Modelo de regresion lineal multiple con el analisis del porcentaje medio
de agregados L-P en los diferentes grupos (grupo sano, grupo EH y grupo EH

esplenectomizado) ajustado por niimero medio de plaquetas.

Variable Coeficiente B 95% IC p
Grupo EH 6,23 1,68- 10,78 0,008
EH+ Esplenecto 7,90 1,31- 14,48 0,020
Plaquetas 0,0000276 0,000006-0,0000492 | 0,013
Constante -0,10 -7,17-6,96 0,976

Esplenecto: Esplenectomizados.

El coeficiente R2 o coeficiente de determinacion del modelo de

regresion lineal multiple calculado fue de 0,51. Un 51% de la
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variacion total del modelo fue explicada por el modelo de regresion
lineal multiple que incluyeron las dos variables analizadas: el grupo y

el nimero de plaquetas.

El coeficiente Beta o coeficiente de regresion estandarizado, compar6
entre si las variables que carecen de unidades de medida similares. El
coeficiente Beta en nuestro modelo de regresion lineal multiple indicod
que el grupo EH esplenectomizados (0,43) y el numero de plaquetas
(0,42) tuvieron una mayor contribucion que haber pertenecido al

grupo EH (0,38) (Tabla 52).

Tabla 52. Modelo de regresion lineal multiple muestra el coeficiente estandarizado

Beta.
Variable Coeficiente B ( 95% IC) Coeficie
nte Beta
Grupo EH 6,23 (1,68-10,78) 0,38
EH+ Esplenecto 7,90 (1,31- 14,48) 0,43
Plaquetas 0,0000276 (0,000006-0,0000492) 0,42

Esplenecto: Esplenectomizados.
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DISCUSION

1. Historia natural de los nifios con EH

La EH es una enfermedad que afecta tanto a nifios en todos los rangos
de edad como a adultos, aunque se suele manifestar clinicamente por
primera vez en la infancia. La EH ha sido y es objeto de estudio en
muchos de sus ambitos: etiologia, fisiopatologia, complicaciones,
diagnostico, pronodstico y tratamiento. Con todos los estudios se han
podido elaborar guias al respecto (9,10,15,18,20,51) que se van
modificando y actualizando con los nuevos descubrimientos y

trabajos.
1.1. Caracteristicas generales

La casuistica estudiada es bastante numerosa teniendo en cuenta que
no abundan en la bibliografia consultada series de pacientes
exclusivamente pediatricos, ni cuya valoracion comprenda todos los

aspectos referidos en el presente trabajo.

Es un grupo homogéneo en cuanto a la distribucion por sexos, con una
edad mediana al diagnostico temprana (2 afios) en comparacioén con
otras publicaciones (185,186). Esto podria ser debido al porcentaje de
EH graves de nuestra serie, ya que el motivo de consulta mas
frecuente en nuestros pacientes (78%) fue por la clinica que
presentaba el nifo (palidez, ictericia o esplenomegalia) que habia sido

detectada bien por los familiares, por el pediatra de atencion primaria
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o el de urgencias hospitalarias. En nuestro estudio se observo que al
aumentar la gravedad de la EH por un lado los pacientes
incrementaban las manifestaciones clinicas y por otro lado se
diagnosticaban los pacientes en edades mas tempranas, siendo la edad
mas precoz con 14,4 meses (IQR 1,1-25,6) en las formas graves
(Tabla 6). En algunos trabajos realizados en poblacion pediatrica
describen al igual que en el nuestro, una edad mas precoz al aumentar
la gravedad de los pacientes con EH. En el de Konca ef al. detectan
una edad mediana de diagnostico de 5,6 anos, siendo en el grupo

grave de 6,6 meses (186,187).

La evaluacion de la gravedad se determin6 en condiciones basales, sin
complicacién intercurrente (9,10,19,20,188). Al analizar la gravedad
de la EH en nuestro estudio se observd un aumento del porcentaje de
las formas graves que fueron el 27% de los casos, siendo EH
moderadas el 38% y EH leves el 35%. Los porcentajes descritos en la
literatura en funcion de la gravedad de la EH son: formas EH
moderada en torno al 50-60%, EH leve en torno al 20-30% y un
porcentaje menor en las formas severas, en torno a un 10% (186,189).
La diferencia porcentual de la gravedad de EH en la literatura y
nuestra serie, podria ser explicada porque las investigaciones estan
realizadas en poblacion adulta o mezclan poblacion tanto pediatrica
como adulta, y en la nuestra tan s6lo se incluyeron nifios (190). Al
comparar los porcentajes en investigaciones realizados en nifios se
objetiva la persistencia de un porcentaje mas elevado en nuestro

estudio de formas EH graves (27%): Oliveira et al. (20%), Konca et

137



Discusiéon

al. (8%) y Glingor et al. (24%) y también un porcentaje disminuido de
las formas de EH moderadas (38%) en nuestro trabajo en
comparacion con otros: Oliveira et al. (54%), Konca et al. (61%) y

Giingor et al. (50%) (185-187).

La edad mas precoz observada en nuestros pacientes y el porcentaje
superior de las formas de EH graves, podria estar justificado porque
actualmente el servicio de hematologia pediatrica del Hospital
Universitario y Politécnico La Fe es un centro de referencia de la
Comunidad Valenciana, por ello podriamos recibir y atender un
porcentaje mayor de pacientes graves que precisaran un manejo o

tratamiento mas complejo.
1.2. Antecedentes familiares

La EH es la anemia hemolitica cronica hereditaria mas frecuente en el
mundo (3), con descendencia familiar en la mayoria de los pacientes.
En nuestro estudio el 76% de los pacientes tenian antecedentes de una
historia familiar de EH, que es un porcentaje similar al descrito hasta
el momento en la literatura (2,187,191) (Tabla 5). Sin embargo en un
24% no habia antecedentes familiares de EH, aunque podrian ser
familiares con clinica leve que pasa desapercibida y/o asintomaticos.
Este porcentaje es similar al descrito en otros trabajos en nifos (186)
y sugiere posiblemente una herencia por mutacion autosdOmica

recesiva o de novo (2).

De nuestros nifios con historia familiar positiva, es llamativo que la

mitad de ellos tenian al menos un familiar al que le habian realizado
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una esplenectomia como tratamiento. La esplenectomia es el
tratamiento de las formas de EH graves y ocasionalmente en las
moderadas, por lo que se podria inferir que la mitad de nuestros nifios
con EH con antecedentes familiares deberian pertenecer al grupo
grave. Pero al analizar los antecedentes familiares segun la gravedad
de la EH, no se objetivd un mayor porcentaje de formas de EH graves.
Esta situacion podria ser debida a que antafio se indicaban un mayor
porcentaje de esplenectomias como tratamiento, y en la actualidad se
tiende a ser mas restrictivo con la indicacién por el mayor riesgo de

infecciones y trombosis postesplenectomia.
1.3. Ictericia Neonatal

Durante la época neonatal, algunos nifios presentan ictericia que
puede ser debida a multiples etiologias, su asociacion con la anemia
es frecuente y junto a ella suelen ser la primeras manifestaciones de
EH en neonatos (192,193). La esplenomegalia es una manifestacion
clinica poco frecuente en los recién nacidos (18). En nuestra serie se
evidencié ictericia neonatal en mas de la mitad de los nifios

diagnosticados de EH (65%), con porcentajes similares descritos en la

literatura (192,194-198).

En 2006 Saada et al. detectaron una prevalencia de diagnodstico de EH
del 1% en los pacientes con ictericia neonatal que precisaron
tratamiento, lo que corresponde a una incidencia 30 veces superior a
la poblacioén neonatal general (16). Por tanto es importante que dentro

del diagnéstico diferencial de la ictericia neonatal (mas aun cuando
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precisa ingreso hospitalario), se consideren las anemias hemoliticas.
La EH es uno de los diagndsticos diferenciales mas frecuentes en la
etapa neonatal (18). El 72% de los neonatos con ictericia precisaron
ingreso en la unidad de neonatologia para tratamiento con fototerapia

y/o exanguinotransfusion.

La EH esta infradiagnosticada en los neonatos con ictericia e
hiperbilirrubinemia, pero en todos nuestros pacientes con debut
neonatal se llegd al diagnostico de EH (199). Por otro lado se podria
pensar que el debut de ictericia neonatal en los nifios podria estar
relacionado con una mayor gravedad de la EH, pero es independiente
de la misma como se demuestra en nuestro estudio y en otras series
(17,200,201). La ictericia neonatal no sugiere una peor evolucion del

paciente.
1.4. Caracteristicas clinicas

La triada clinica clasica descrita en la EH es: ictericia, esplenomegalia
y anemia (3,11). Los niflos con EH analizados en nuestro estudio
presentaron con mayor frecuencia dichos sintomas: en primer lugar la
esplenomegalia (64%), seguido de ictericia (58%) y anemia (49%)

siendo menos frecuente la hepatomegalia y el soplo sistélico.

La esplenomegalia se puede detectar mas frecuentemente en la
infancia, adolescencia y adultos jovenes (75-95%) que en la etapa del
lactante (50%) (10), por tanto estudios que engloben poblacion adulta
tendran un mayor porcentaje de esplenomegalia clinica. Existen

variaciones en la clinica, con diferentes porcentajes de anemia,
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ictericia y esplenomegalia en investigaciones realizadas en nifios
(185—187). En algtin estudio de caracter retrospectivo se encuentra la
esplenomegalia como signo clinico més frecuente, al igual que en el

nuestro (185) pero no suele ser la clinica mas habitual en nifios.

Los sintomas clinicos de la triada cldsica podrian incrementar su
porcentaje al aumentar la gravedad de la EH. Pero en nuestros
pacientes se observd que a mayor gravedad de la EH se objetivd un
aumento significativo del porcentaje de deteccion de palidez y
esplenomegalia (Tabla 7). La ictericia no aumentd su porcentaje
significativamente al aumentar la gravedad de la EH, debido
posiblemente a la coexistencia de otras patologias relacionadas con el
aumento de bilirrubina sanguinea sin relacion con la hemolisis, como

la EG que comentaremos en profundidad mas adelante.

En las visitas a la consulta de hematologia pediatrica se realizaba la
somatometria de los pacientes para comprobar un adecuado desarrollo
ponderoestatural. En nuestra muestra se objetivd un alto porcentaje
(98%) de nifios sin desnutricion, por lo que la EH con hemolisis

cronica mantenida no indica una alteracion en su estado nutricional.

La obesidad en los nifios es cada vez mas frecuente. El estudio
ALADINO realizado en 2019 observdé una alta prevalencia de
obesidad y sobrepeso en la poblacién pediatrica espafiola con un
importante porcentaje de exceso de peso (40,6%): 23,3% de sobrepeso
y 17,3% de obesidad (202). La obesidad favorece la aparicion de

factores de riesgo protromboético como la hipertension arterial, la
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diabetes mellitus, la hipercolesterolemia y la alteracion del
metabolismo lipidico. En nuestro estudio, sin embargo, tan so6lo el
20% de los nifios presentaron obesidad o sobrepeso, lo que supone la
mitad de la prevalencia de exceso de peso detectada en los estudios a
nivel estatal. Esto sugiere que los niflos con EH detectados en nuestra
unidad en su mayoria no presentan obesidad como factor de riesgo
pro-trombdtico. En ningin caso en los antecedentes personales
descritos habia diagnostico de hipertension arterial, diabetes mellitus,
hipercolesterolemia y dislipemia. El porcentaje de obesidad y
desnutricién en nuestros pacientes no dependia de la gravedad de la
EH, lo que podria indicar que la evolucion de los pacientes no influye

en el estado nutricional de los nifios.
1.5. Caracteristicas ecograficas

La ecografia es una técnica que complementa la exploracion fisica
para la deteccion de esplenomegalia. El empleo de esta técnica nos
permitid observar un mayor porcentaje de pacientes con
esplenomegalia (85%) en comparacion con el porcentaje detectado
clinicamente (64%). En Giingor et al. se observa un porcentaje en la
deteccion de esplenomegalia por exploracion fisica de 70,8% y la
detectada por ecografia de 73,8% (187). En nuestro estudio es mas
amplia la diferencia observada pudiendo ser debida a la menor edad
de diagnoéstico de nuestros pacientes, a la mejoria en la sensibilidad de
los ecografos en los ultimos afios o a la demora en su realizacion de la

técnica.
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Una mayor gravedad de la EH produce un incremento del porcentaje
de deteccion ecografica de esplenomegalia. Todos los nifios con

subtipo grave fueron diagnosticados de esplenomegalia con ecografia.

La ecografia permite una mayor deteccion de casos de
esplenomegalia, pero en el caso de la hepatomegalia permitio reducir
el porcentaje de deteccion, permitiendo detectar tan soélo un caso de
hepatomegalia, de los cuatro descritos por clinica. Esta variacion se
podria explicar por un lado porque la hepatomegalia leve en los
lactantes puede ser fisioldogica y en nuestro estudio hay una
prevalencia alta de nifios pequefios, a la demora en la realizacion de la
ecografia abdominal solicitada en la consulta o a alguna infeccion
virica habitual en la infancia autolimitada con inflamacion leve

hepatica que no se identificara posteriormente en la ecografia.

En los pacientes con ictericia, se evidencia un aumento de bilirrubina
en sangre, pudiendo observar como hallazgos ecograficos en
ocasiones calculos biliares o barro biliar, siendo la ecografia la mejor
técnica para la deteccion de los calculos biliares (22). La litiasis biliar
se detectd en nuestro estudio en el 36% de los nifios, siendo el
porcentaje descrito en la literatura entre el 5-50%, este porcentaje se
elevard a mayor edad del paciente (197). El barro biliar se hallé en un
porcentaje levemente superior (38%) debido posiblemente a que el
barro biliar suele ser el paso previo a la formacion de los célculos
biliares. Aunque la ictericia no se correlacion6 con la gravedad de la
EH, el porcentaje de deteccion de barro biliar y la litiasis biliar se

elevo al aumentar la gravedad de la EH, con porcentajes en las formas
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graves de 73% y 66% respectivamente (Tabla 8). La deteccion de
litiasis biliar o barro biliar ecograficamente puede sugerir una peor
evolucion de los niflos con EH, por el aumento del porcentaje

detectado en las formas graves.

La ecografia abdominal se realiza en el seguimiento de los pacientes
con EH, como ya se recomienda en algunas guias y estudios,
indicando la realizacion de controles ecograficos anuales en la
infancia, pudiéndose iniciar en torno a los 4-5 afios (20,22). En
nuestro estudio se realizd la ecografia abdominal en todos los nifios,
excepto en dos de ellos que presentaban una edad inferior a 2 afos y

fueron clasificados de EH leve.
1.6. Caracteristicas analiticas

La hemolisis cronica producida en la EH, objetiva una menor vida
media de los esferocitos en su circulacion sanguinea, por lo que las
cifras medias de hemoglobina, hematocrito y recuento de hematies
disminuyen, aumentando los valores de bilirrubina total a expensas de
la indirecta. Al producirse la hemolisis la médula recibe un estimulo
para aumentar el numero de eritrocitos (esferocitos), con un

incremento mayor de sus precursores, los reticulocitos.

El esferocito tiene una forma diferente al eritrocito normal y se puede
detectar en el frotis de sangre periférica, pero en un porcentaje
pequeiio de pacientes, en ocasiones no se objetivan esferocitos
(10,197). En nuestro estudio los esferocitos se detectaron en todos los

nifios. Al poseer el esferocito una forma diferente también se puede
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encontrar en el hemograma caracteristicas e indices en la serie roja
que nos pueden orientar al diagnostico. En un estudio realizado en
nifios diagnosticados de EH no esplenectomizados con una
CHCM>35 mg/dl conseguia una sensibilidad del 70% y especificidad
del 86% con un AUC de 0,86 y el ADE >14% obtenia una
sensibilidad del 85% y especificidad del 97% con un AUC de 0,92;
siendo la combinacion de las dos pruebas una buena orientacion o
prediccion para el diagnostico de EH (21). En nuestro caso se detectd
una media de la CHCM en 35,3 mg/dL y un porcentaje medio del
ADE en 21,6% pudiendo confirmar que son valores que nos pueden

orientar en el diagnostico de la EH (21) (Tabla 9).

Los valores de hemoglobina, hematocrito y recuento de hematies asi
como los reticulocitos tanto en valores absolutos como en porcentaje,
y la bilirrubina en todas sus formas permiten orientar acerca de la
severidad de la EH. Sin embargo en este sentido no encontramos
diferencias significativas en valores de la CHCM vy porcentaje del
ADE. Por tanto estos ultimos valores nos ayudan en el diagndstico de
todas las formas de la EH (incluidas las formas leves) y no son

pardmetros fiables para determinar la gravedad de la EH (Tabla 11).

Dentro de los parametros bioquimicos, se estudiaron los valores
analiticos del metabolismo lipidico y estaban dentro de la normalidad,
no hubo en ningun caso de hipercolesterolemia, ni de

hipertrigliceridemia.
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También se estudid el metabolismo férrico, con aumento de los
valores de ferritina (176,4 ng/mL) y el indice de saturacion de
transferrina (34,9%) por encima de valores establecidos como
normales. El aumento de la ferritina se puede originar por dos
procesos en la EH: por un lado por la mayor absorcion del hierro
originada por una situacion de anemia crénica hemolitica que produce
mayor eritropoyesis y por otro lado por los requerimientos
trasfusionales periddicos o puntuales. La ferritina sérica es muy
sensible, teniendo presente que puede aumentar en situaciones de

inflamacion o infeccion, no tan sélo por sobrecarga férrica.
1.7. Complicaciones

En el seguimiento de nuestros pacientes se objetivaron frecuentes
complicaciones (84%), quizd porque en nuestro estudio tan sélo
analizamos nifos y ellos tienen una mayor tendencia a presentar
infecciones viricas (193,203) que son las que habitualmente
desencadenan las crisis hemoliticas, que en nuestra serie también
fueron las mas frecuentes (71%). Asimismo podria ser debido también
por el alto porcentaje de nifios con EH grave. La primera
complicacion suele ser una crisis hemolitica y se present6 a la edad
media de 2,1 afios, algo més precoz de lo descrito en la literatura,
requiriendo tratamiento transfusional con una hemoglobina media de

6,1 mg/dL (SD 1,5) (7).

Después de la primera crisis hemolitica, que en muchos casos puede

ser el motivo del diagnostico, las siguientes crisis presentan valores
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analiticos mas atenuados y por lo tanto disminuyen los requerimientos
transfusionales. Podria sugerir que posiblemente el paciente ya conoce
mejor su enfermedad, con lo que ante la aparicion de algin sintoma

acudiria mas precozmente a solicitar asistencia sanitaria.

Las complicaciones relacionadas con la formacion de los célculos
biliares (litiasis biliar sintomatica es lo mas frecuente, pero también se
producen en ocasiones formas mds complicadas como
coledocolitiasis,  colecistitis, colangitis o  pancreatitis) se
diagnosticaron en un 29% de los pacientes. Este porcentaje es inferior
al descrito en la literatura (197) y podria ser explicado por un lado
porque no incluimos en las complicaciones a los niflos con litiasis
biliar asintomatica detectada por ecografia y por otro lado porque
nuestra muestra tiene una edad temprana de diagnostico, siendo que la
litiasis suele aparecer con mas frecuencia en la infancia tardia y etapa

adulta.

La gravedad de la EH influye en el riesgo de presentar una crisis
hemolitica pero también de presentar una complicacion relacionada
con la formacion de los célculos biliares. Se produce un mayor
porcentaje de complicaciones relacionadas con los calculos biliares y
crisis hemoliticas cuando aumenta la gravedad de la EH (204). En
nuestro estudio el riesgo de producir una crisis hemolitica aumento6 en
el grupo moderado (OR 4,3, p=0,047), siendo aiin mas elevado en el
grupo grave (OR 6,5, p=0,036) en comparacion con el grupo leve. El
porcentaje de las crisis relacionadas con la formacion de los célculos

biliares fue significativamente mas elevado en el grupo grave (53,3%)
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seguido del moderado (38,1%), en el grupo leve no se produjo

ninguna crisis.

Las crisis aplésicas sin embargo son independientes de la gravedad de
la EH y son las menos frecuentes, pero en nuestro trabajo el
porcentaje diagnostico fue elevado (27%) en comparacién con otros
(185-187). Ademas son crisis mas impredecibles y graves (205), por
la deteccion o parada a nivel medular y suponen una frecuencia alta de
necesidad de transfusion. En nuestro estudio todos los pacientes
excepto uno precisaron transfusion durante su ingreso. El agente
etiologico mas frecuente es el Parvovirus B19, que fue el detectado en
el 73% de nuestros pacientes (45). En ningiin caso hubo una segunda
crisis aplésica, posiblemente porque el parvovirus produce inmunidad

de por vida.

No hubo complicaciones como crisis megaloblasticas porque todos
los pacientes recibieron tratamiento con acido folico siguiendo las
indicaciones de las guias clinicas (206). Aunque en la literatura si que
hay descritos casos, posiblemente por no tener acceso en su mayoria a

asistencia sanitaria y una adecuada alimentacion (186).
1.8. Tratamiento

Todos los pacientes deben llevar una dieta equilibrada para su edad,
rica en frutas y verduras. Como hemos mencionado en el apartado
anterior, todos nuestros pacientes recibieron tratamiento con &acido
folico para evitar la anemia megaloblastica, siguiendo las indicaciones

de las guias clinicas (10,15,196,218).
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1.8.1. Transfusiones

El 61,8% de los pacientes de nuestro estudio necesitaron transfusiones
de concentrado de hematies en alguna ocasion y 5 nifios precisaron
transfusiones periddicas por la clinica anémica. A mayor gravedad de
la EH existe un incremento significativo del porcentaje de
transfusiones, siendo en el grupo grave del 80%, en el moderado del

76,2% y en el grupo leve del 31,6%.

Como los requerimientos transfusionales aumentan los valores de
ferritina, en nuestro estudio se analizaron a los pacientes que habian
sido trasfundidos frente a los que no, objetivando que los nifios
transfundidos tenian un incremento de ferritina media de 157 ng/mL
en comparacion con los no transfundidos (80 ng/mL), con diferencias
estadisticamente significativas. Ningun paciente mostré sobrecarga
férrica, ni niveles de ferritina que pudieran sugerirlo y por tanto en

ningun caso se inicio tratamiento quelante.
1.8.2. Esplenectomia

La esplenectomia se realiza en las formas EH graves y en algunas
formas de EH moderadas. Es un tratamiento efectivo, disminuye la
hemolisis cronica y sus complicaciones (51). En nuestra serie el
porcentaje de esplenectomias fue del 31%, elevado en comparacion
con otras series (186,187), aunque en algun estudio aislado presenta
un porcentaje similar al nuestro (185). Este porcentaje elevado
detectado podria ser explicado por una mayor gravedad de nuestros

pacientes con EH.
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En un estudio realizado en nifios se observo una edad mediana de
esplenectomia en 8 afios (IQR 5-12) (207), edad mediana similar a la
observada en nuestro estudio (8,8 afos, IQR 7,1-8,9). Las guias
clinicas de EH aconsejan retrasar la cirugia hasta los 6 afios por el
riesgo de sepsis postesplenectomia, que es mayor cuando menor es la
edad del paciente (10). No obstante a pesar del elevado porcentaje de
formas EH graves y de esplenectomias de nuestra muestra, no

observamos un adelanto en la edad mediana de la esplenectomia.

Tanto la esplenectomia total vs la esplenectomia parcial pueden ser
indicaciones terapéuticas, pero los resultados analiticos son mejores
tras la esplenectomia total (208). La esplenectomia parcial se reserva
para pacientes mas pequeflos, generalmente menores a 6 afios, por
disminuir el riesgo de sepsis. En la esplenectomia parcial el bazo no
extirpado puede volver a regenerarse y crecer con el paso del tiempo,
empeorando la clinica y la analitica siendo entonces indicacion de
esplenectomia total. En nuestro estudio tan soélo en dos pacientes se
realiz6 esplenectomia parcial, uno de ellos precis6 realizar una
esplenectomia total a los 13 meses de la esplenectomia parcial por
presentar una mala evolucion clinica y analitica con aumento de la
hemolisis cronica; y en el otro caso la evolucion fue adecuada. Aun
asi muchos estudios demuestran que la esplenectomia parcial puede
ser una buena opcidén de tratamiento en nifios (51,55-57,185,209—

212).

El abordaje de la esplenectomia puede ser por dos vias, laparoscopica

o abierta, siendo el abordaje por via laparoscopica la que tiene
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mayores ventajas, con menor porcentaje de complicaciones y una
estancia hospitalaria mas corta (52-54,213-215). En nuestro estudio,
tan s6lo una via de abordaje fue abierta y no hubo complicaciones

durante su seguimiento postquirurgico.

Tras la esplenectomia se pueden producir complicaciones infecciosas
con mayor riesgo de infecciones graves o sepsis por bacterias
encapsuladas (Neumococo, Haemophilus influenzae tipo b,
Meningococo serotipo ACWY y B) (10), siendo mayor este riesgo
durante los primeros afios tras la esplenectomia. Hoy en dia los
pacientes reciben una cobertura vacunal frente a las bacterias
encapsuladas que debe ser revisada y actualizada en cada paciente
previo a la realizacion de la esplenectomia, al menos 15 dias antes de
la misma. Ademdés precisan una profilaxis antibidtica diaria con
penicilina o amoxicilina oral que se debe mantener, asegurando la
adherencia terapéutica de los pacientes. La cobertura vacunal correcta
y la profilaxis antibidtica han disminuido el riesgo de infecciones y
sepsis en la actualidad (58,59). Todos nuestros pacientes llevaron la
profilaxis antibiotica y cumplieron la cobertura vacunal especifica, en
ningiin caso hubo infecciones graves o que requirieran ingreso
hospitalario, al igual que en otros estudios (59). La adherencia al
tratamiento antibiotico prescrito fue buena (94%). En algunos trabajos
la sepsis tras la esplenectomia se detectaba en pacientes con
antecedente de inmunodeficiencia (216), en el nuestro no hubo

antecedentes de inmunodeficiencia.
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Las posibles complicaciones protromboticas postesplenctomia se
abordardn, en un apartado especial, al ser uno de los objetivos

principales de la tesis doctoral.

Tras la esplenectomia, al disminuir la hemdlisis cronica, mejora la
sintomatologia clinica y los valores analiticos (208,217), con aumento
de la hemoglobina (despareciendo la anemia), disminucion de los
reticulocitos y bilirrubina (193). Sin embargo la CHCM y el ADE
disminuyen sus valores tras la esplenectomia, sin llegar a valores de
normalidad. El ADE disminuye al reducir la reticulocitosis, pero en
nuestros pacientes no lleg6 a valores normales dado que partiamos de
valores pre-esplenectomia bastante elevados. En el caso de la CHCM
se ha descrito en algin estudio la existencia de un posible origen
genético (218). También el nimero de leucocitos y plaquetas persistio
elevado tras la esplenectomia en un seguimiento medio de 3,6 afios,
posteriormente comentaremos su implicacion dentro de la
investigacion de factores de riesgo trombotico. En nuestro estudio se
instaurd tratamiento con AAS en 2 pacientes por el numero elevado
de plaquetas, superior a 1.000.000. En ningun paciente durante su

seguimiento se diagnosticé de trombosis.
1.8.3. Colecistectomia

En 11 de nuestros pacientes se realiz6 una colecistectomia (20%), 9
nifios asociaban esplenectomia. Existen estudios en nifos que
expresan diferentes porcentajes de colecistectomia que va de un 1,5%

hasta un 18,5% (186,187). La edad media de la colecistectomia fue a
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los 7,8 afios (SD 2,6), siendo descrita en algunas publicaciones una
edad de realizacion de colecistectomia mas tardia (186). La
colecistectomia se realizdé en 3 nifios durante el episodio agudo de
crisis relacionadas con la formacion de los calculos biliares, con

buena evolucion clinica en los 3 pacientes.

La colecistectomia estd indicada en los pacientes con litiasis biliar
sintomatica o complicaciones relacionadas con la formacion de los
calculos biliares, valorando la recurrencia de los episodios y tamano
de los célculos. En el caso de diagnosticar litiasis asintomaticas tan

solo se recomienda el seguimiento ecografico estrecho (10,53,54).

Tanto un 20% de colecistectomias como un 16% de esplenectomia y
colecistectomia, fueron porcentajes altos. Podria ser debido a la mayor
gravedad de nuestros pacientes y su asociacion con la EG que
comentaremos en el siguiente apartado. En 2004 las guias The British
Committee for Standards in Haematology (BCSH), plantearon la
opcion de realizar las dos intervenciones en un mismo tiempo en
funcién de la situacion clinica del paciente (15). Pero en los ultimos
aflos, no se ha visto beneficio en la realizacién colecistectomia
profilactica en aquellos pacientes en los que se va a realizar una

esplenectomia (14,219,220).
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2. Implicacion o asociacion con la Enfermedad de Gilbert.

La EH asociada con la EG puede tener implicaciones en la evolucion
clinica y terapéutica de los pacientes. Se detecté una prevalencia
elevada de EG en nuestro estudio de 36% en los ninos con EH, 11 en
su forma homocigota y 9 en la heterocigota como se muestra en la
Figura 15. En la poblacion general la prevalencia de EG varia entre un
4-16% (221-223). Sin embargo Costa et al. 2002 (95) estudiaron 44
nifios con hemolisis cronica congénita (en su mayoria diagnosticados
de EH) evidenciando en la mitad de sus pacientes diagnostico de EG
(10 homocigotos y 12 heterocigotos). Una de las limitaciones de
nuestro estudio, que podria variar el porcentaje de deteccion de EG, es
que tan solo se realizd estudio genético de EG a los pacientes con
valores de bilirrubina elevados no explicados por la hemolisis cronica

y no a todos los pacientes.

Nuestra muestra de nifios diagnosticados de EG y EH se distribuyeron
sin detectar grandes diferencias en los grupos de gravedad EH, tal y
como demuestran otros trabajos (95). La EG no sugiere una mayor

deteccion en formas graves de EH.

La EG asociada con la EH produce mayor ictericia clinica y aumento
de bilirrubina (47). La ictericia clinica se incremento6 hasta un 80% en
los pacientes con EH y EG en nuestro estudio, en comparacion con los
nifios con solo EH (45%). También se evidenciaron valores mas
elevados de bilirrubina sanguinea (5,5 mg/dL) en los nifios con EH y

EG en comparacion con los nifios con EH (2,6 mg/dL), con valores
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atn mas altos en los EH y EG homocigotos debido a la disminucion
de la conjugacién hepatica. Los resultados que se obtuvieron tras
ajustar por gravedad de la EH, mostraron una elevacion de bilirrubina

2,2 mg/dL, siendo atin mayor en el grupo homocigoto en 2,9 mg/dL.

La asociacion de EH y EG produce un aumento de deteccion de
calculos biliares (47) con un riesgo 4-5 veces mayor de presentar
litiasis biliar que en la poblacion general (97). El estudio ecogréfico
de litiasis biliar de nuestros pacientes, detectd un mayor porcentaje en
los casos que asociaban EH y EG (60 %), frente al grupo EH (20%),
siendo aun mayor el porcentaje en el subgrupo homocigoto (Tabla 19
y 20). Se calcul6 en nuestros sujetos con EH y EG un riesgo 5,6 veces
mayor de tener cdalculos biliares en la ecografia. La edad de
presentacion de los célculos biliares en EH y EG tanto homocigoto
como heterocigoto en comparacion con los pacientes de la muestra sin
EG es muy similar y no se observaron diferencias estadisticamente

significativas como se describe en Miraglia et al. (47).

Al presentar mayor deteccion de litiasis biliar en dichos pacientes
podrian aumentar las complicaciones relacionadas con la formacion
de litiasis biliar. En nuestro estudio se objetivd mayor porcentaje
(50%) de crisis relacionadas con la formacion de los calculos biliares
en el grupo EG y EH en comparaciéon con el grupo con EH (17,1%),
siendo el porcentaje mas elevado en el subtipo homocigoto. En otros
trabajos o bien no se analizan las complicaciones, o solo se valora la
presencia de litiasis asintomatica detectada por ecografia. En algin

estudio aislado se describen complicaciones relacionadas con la
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formacion de los calculos biliares como pancreatitis siendo su
porcentaje muy inferior al nuestro (95). La EG y EH objetivd un
riesgo 4,8 veces mayor de producir crisis relacionadas con la

formacion calculos biliares.

El aumento de riesgo de deteccion de litiasis biliar y de crisis
relacionadas con la formacion de calculos biliares, podria aumentar el
porcentaje de colecistectomias. En nuestro estudio se objetivd un
mayor porcentaje de colecistectomias en nifios con EH y EG pero sin
significacion estadistica. Ademas la edad de la colecistectomia fue
mas precoz en los nifios con EH y EG (6,6 , SD 2,8) en comparacion
con los nifos con EH (7,8 afos, SD 2,6). Se precisarian estudios
futuros con un mayor tamafio muestral para comprobar los resultados

obtenidos.

3. Implementaciéon y andlisis de pruebas analiticas con orientacion

diagnostica
3.1. Indices y caracteristicas de los reticulocitos

Los indices o caracteristicas de los reticulocitos pueden mostrar al
igual que en los eritrocitos variaciones en los nifios con EH, dado que
los cambios en la membrana se objetivan en etapas muy precoces.
Hay pocos estudios realizados sobre las caracteristicas de los
reticulocitos y su utilizacidon en la orientacion diagnostica de la EH.
Por tanto no hay un consenso ni un protocolo exacto que nos permita

establecer cual es la mejor caracteristica o indice, o incluso conocer el
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punto o valor de corte exacto que permita la orientacion diagnostica

de EH.

El criterio diagnéstico Delta (VMC-VMCE) > 9,6 fL, la combinacion
de criterios diagnosticos que propone Lazarova et al. (VMCE < 70,2
fL o Delta (VMC-VMCE) > 10,4 fL. y/o VMR < 96,7fL ) asi como
el descrito por Chiron ef al. y Tao et al. VMCE<VCM se cumplieron
en todos nuestros nifos con EH (29-32,36), por lo que se obtuvo una
buena rentabilidad diagndstica (Tabla 28). Estos pardmetros fueron
independientes de la gravedad de la EH y del tratamiento con
esplenectomia. Por lo tanto esto sugiere que los indices de los
reticulocitos son una buena herramienta para la orientacion del

diagnostico de EH en la infancia.

Otros puntos de corte establecidos en la literatura para otros
pardmetros no se cumplieron en todos nuestros pacientes del estudio.
En el 93,6% de los casos se cumplieron los criterios de Arora et al. y
Nair et al.: Delta (VMC-VMCE) >10 fL y (VMR — VMCE) <25 fL.
En tan solo 3 casos no se llegd al diagnostico de EH con esos criterios

(34,37) .

Algunos de estos criterios diagnosticos basados en los indices de los
reticulocitos son utilizados en algunas guias para orientar el
diagnéstico de EH. En concreto VMCE<VCM (224), por su elevada

sensibilidad y especificidad, en nuestro estudio en todos se cumplio.

Estos indices no han sido evaluados hasta el momento en funcidon de

la gravedad de la EH, pero si el posible efecto de la esplenectomia en
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algunos indices reticulocitarios (27). En nuestro estudio se analiz6
tanto en funcion de la gravedad de EH como por la esplenectomia. La
FRI, al igual que la VMR y VMR-VMCE, experimentd una
disminucion de los valores conforme aumentaba la gravedad de EH, al
igual que se observo una disminucion en los nifios esplenectomizados.
Sin embargo, el ADR aument6 con la gravedad de la enfermedad y en
los nifios esplenectomizados. Debemos tener en cuenta y tratar con
cautela estos datos ya que el grupo grave tenia muchos pacientes que

habian sido esplenectomizados (14 nifios).

Algunas limitaciones en el uso de los indices reticulocitarios son: por
un lado, el valor VMR se detecta en analizadores de muchas empresas
(Beckman-Coulter, Siemens y Horiba ABX), pero no existe una
unificacion o estandarizacion para evaluar valores de referencia entre
ellos. Por otro lado, tan s6lo podemos utilizar el contador de Beckman

Coulter para la deteccion del valor de VMCE (225,226).

Se ha reportado que tanto niveles elevados de glucemia en la diabetes
mellitus y la alteracion del metabolismo lipidico (hipercolesterolemia
o hipertrigliceridemia) pueden alterar la deformabilidad de los
globulos rojos, pero estos valores aumentados no tienen repercusion
en los indices reticulocitarios en el diagnostico de EH (227). Esto no
se pudo comprobar en nuestro estudio, dado que en la serie no hubo

ningun caso de dislipemia y/o diabetes.

3.2. Test de union eosina-5-maleimida
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El test EMA como prueba diagndstica de EH tiene una sensibilidad y
especificidad muy elevadas (25,38). Por ello buscamos implantar y
validar la nueva técnica diagnostica en el Hospital Universitario y
Politécnico La Fe estudiando los casos de los nifios con EH. El
resultado del test EMA realizado en las muestras de nuestros
pacientes permiti6 obtener una concordancia del 100% con la técnica
diagnoéstica de la ROG, técnica utilizada en el pasado para el

diagnostico de los nifios con EH en nuestro centro.

El estudio se ha realizado en una muestra homogénea de nifios con
EH. No incluimos a ningin paciente que pudiera darnos falsos
positivos, como los pacientes con sospecha de ADC II, AIHA, ni
eliptocitosis hereditarias. En ninguno de los nifios de la serie se
obtuvo un resultado EMA negativo, aunque estd descrito en la
literatura que algunas EH leves pueden dar falsos negativos al no ser
el test EMA una técnica diagnostica con una sensibilidad y

especificidad del 100% (38,40,42,198).

Una de las ventajas del test diagndstico EMA es que necesita poca
cantidad de muestra de sangre, lo que es beneficioso para los nifios
mas pequefios, en especial para los neonatos. De hecho, estd
documentado el uso de muestra de sangre capilar con buen resultado
al respecto (228,229). En nuestro estudio no se realiz6 ninguna toma

de muestra capilar, todas las muestras fueron de sangre venosa.

En la literatura se encontraron diferentes protocolos respecto a la

incubaciéon o no de la muestra para aumentar la sensibilidad y
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especificidad. En el presente estudio, la muestra no se incubd durante
24 horas porque se objetivaron buenos resultados, similares a los
descritos por otros autores (230). Otra limitaciéon es que no se
utilizaron como controles sanos nifios de la misma edad por falta de
disponibilidad, aunque en neonatos si se deben comparar con

muestras de controles de edades similares (231).

Una de las ventajas es que en pacientes a los que se les ha realizado
una trasfusion el diagnéstico EMA sigue siendo positivo, por tanto es
un buen test para pacientes transfundidos (232). En nuestra serie tan
solo un paciente habia sido transfundido hacia 4 meses y el resultado

con el test EMA fue positivo.

El test EMA no se ha estudiado segun la gravedad de la EH, pero si en
pacientes esplenectomizados, observando que no sufre modificaciones
tras la esplenectomia (233). En el presente estudio se incluyeron 14
pacientes esplenectomizados, todos ellos con el test EMA positivo. Se
analizd el valor medio del test EMA en los pacientes
esplenectomizados frente a los no esplenectomizados siendo su valor
menor en el grupo esplenectomizado (Tabla 30). También se
analizaron los valores medios del test EMA que disminuyeron al
aumentar la gravedad del nifio con EH como se muestra en la Figura
16. Estos valores de EMA inferiores obtenidos en las formas graves
de EH y en los esplenectomizados, podrian deberse a que estos
pacientes tienen menos superficie de membrana eritrocitaria, captando
asi menos contraste y obteniendo un resultado mas bajo; pero en la

actualidad no est4 clara su fisiopatologia.
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Estos resultados no ofrecen ninguna modificacion en el diagnostico de
EH porque se trata de identificar si el resultado de la prueba es
positivo o negativo, para confirmar o descartar el diagnostico de EH.
Pero sugiere, que los pacientes con una menor gravedad, (formas
leves de EH o EH no esplenectomizados) tienen valores medios de
EMA mas elevados aproximandose al punto de corte y podrian tener
mayor probabilidad de obtener un resultado negativo. Seria un falso
negativo, detectado en forma leve de EH por lo que tendria una menor
importancia clinica. Se precisan estudios con mayor tamafno muestral

para confirmar dichos resultados.

4. Factores de riesgo de trombosis en nifios con EH con o sin

esplenectomia

Finalmente realizamos una evaluacion de marcadores de riesgo
protromboético en los nifios con EH con o sin esplenectomia, al
tratarse de uno de los temas mas debatidos en la actualidad y con
menos estudios realizados hasta el momento (66,234,235). El primer
estudio publicado fue el Schilling et al. en 1997 (234). Desde
entonces se determind que existe mayor riesgo de sufrir eventos
trombdticos a largo plazo tras la realizacion de la esplenectomia en
pacientes con EH. Muchos de estos andlisis estdn realizados en
adultos, o en adultos y nifios, y son pocos los que incluyen solo a
poblacion pediatrica. Por tanto nuestro estudio seria uno de los
primeros en analizar los posibles factores de riesgo relacionados con

procesos tromboinflamatorios y/o inmunotrombdticos en los nifios
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con EH y la posible influencia de la esplenectomia en estos pacientes

con los distintos marcadores de riesgo trombotico.

Por otro lado es conocido que conforme la edad avanza y la poblacion
envejece existe mayor riesgo de tener algun factor aterotrombotico
como los ya descritos desde hace afos en la literatura: obesidad,
hipertension, hiperlipidemia o diabetes. Ninguno de nuestros
pacientes tenia factores de riesgo conocido, pero es cierto que se
detectd un porcentaje de exceso de peso en torno al 20%, cifra muy
inferior a la prevalencia de obesidad infantil a nivel estatal como

hemos comentado anteriormente (202).

Hoy en dia no se ha esclarecido al completo el mecanismo
fisiopatologico por el que se produce el incremento del riesgo
trombotico en los pacientes con EH. Se sabe que la esplenectomia
aumenta el riesgo trombotico y algunos estudios defienden que
diversas enfermedades hematologicas cronicas también podrian
aumentarlo o incluso ambas podrian colaborar, por ello uno de los
objetivos fue analizar algunos mecanismos protrombdticos en una
poblacion de niflos sanos o control, nifios con EH y nifios con EH

esplenectomizados.

Diversos estudios han sefialado como variables de riesgo trombotico
el metabolismo lipidico en nifios y adultos con EH esplenectomizados
y EH no esplenectomizados, observando un incremento del colesterol
total y LDL en los pacientes esplenectomizados, con diferencias

significativas (73). En nuestro estudio analizamos so6lo nifios con EH,
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objetivando un incremento del colesterol total y LDL en el grupo
esplenectomizado, pero sin diferencias estadisticamente significativas
y siendo valores incluidos dentro de niveles de referencia (Tabla 13).
Estos valores lipidicos también se habian descrito en trabajos que
observaban disminucion del metabolismo lipidico (colesterol) en
anemias hemoliticas (75-78,236-240), debido posiblemente a que en
los pacientes con EH se observa un incremento del recambio celular o
turnover, utilizdndose la mayor parte del colesterol como materia

prima de las membranas celulares (75).

En el trabajo publicado por Shelley ef al. en 2010 (73), se observa en
el grupo esplenectomizado un aumento de los parametros
hematologicos de hemoglobina, leucocitos y plaquetas con una
disminucién de reticulocitos y de bilirrubina, con diferencias
estadisticamente significativas. En nuestro estudio se detectd6 un
aumento significativo de hemoglobina, recuento de hematies y
hematocrito en los pacientes con EH esplenectomizados frente a los
mismos pacientes antes de la esplenectomia, con diferencias
estadisticamente significativas (Tabla 13). Pero también se observo un
aumento significativo de los valores medios de la serie roja como
hemoglobina o hematocrito de nifios con EH esplenectomizados
frente al grupo sano y EH sin esplenectomia, como se mostrd en las
tablas 33-35. El aumento de los pardmetros hematologicos de la serie
roja como la hemoglobina, hematocrito o recuento de hematies se ha

descrito como potencial factor de riesgo de complicaciones vasculares
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(84,241), posiblemente debido al aumento de la viscosidad en la

sangre (74).

El aumento de los globulos blancos o leucocitos también se describe
en la literatura como un potencial factor de riesgo de enfermedad
cardiovascular (85,86,242-245), aunque la mayoria de estos estudios

estan realizados en adultos.

En cambio, el nimero elevado de plaquetas, situacion que se observod
tras la esplenectomia en nuestros pacientes y se mantiene durante el
tiempo, no se ha asociado como claro factor de riesgo trombotico,
aunque podria contribuir a serlo y por tanto se necesita mas
investigacion al respecto (87,246,247). En el estudio de Anirban ef al.
se observd una persistencia de trombocitosis en el 73% de los
pacientes (74), en el nuestro el 82% de los nifios se mantenian con
trombocitosis >400.000 en un tiempo medio de seguimiento de 3,6
afios. Sin embargo, son pocos los trabajos que relacionen un elevado

numero de plaquetas con un incremento del riesgo trombdtico.

Por otro lado, dentro de los pardmetros bioquimicos estudiados, la
bilirrubina tiene la capacidad de detener el crecimiento de las células
musculares en la vasos y frenar la activaciéon a nivel endotelial
(creando una disminucion del espesor de los vasos sanguineos
consiguiendo reducir las enfermedades coronarias y vasculares) con
un efecto antiinflamatorio en el proceso aterosclerotico (79-83,248—
250). En nuestro estudio se observo una disminucion de la bilirrubina

en todas sus formas y con diferencias significativas tras la
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esplenectomia (Tabla 13). Por tanto los valores elevados de
bilirrubina en pacientes con enfermedades hemoliticas cronicas como
la EH o enfermedades con menor capacidad de glucoronizacién
hepatica como la EG, podrian ser factor protector o que atenuara el
riesgo trombdtico (251). En el caso de la EH, al realizar la
esplenectomia se observd una disminucion de los valores de

bilirrubina, perdiendo asi su funcion protectora.

Otros valores analiticos analizados hasta el momento y relacionados
con posibles factores de riesgo trombotico fueron la homocisteina, el
fibrindgeno, Dimero D y proteina C reactiva (73,74). En nuestro
estudio en general, no se evaluaron factores relacionados con la
hemostasia, pero si se objetivd un aumento de proteina C reactiva en
los pacientes con EH grave en comparacion con el grupo EH

moderado y leve, sin diferencias significativas.

El mecanismo fisiopatoldogico que relaciona la esplenectomia con
complicaciones vasculares no esta correctamente definido. Pero se
observa un aumento del riesgo tromboético a largo plazo tras la
esplenectomia incluso en pacientes esplenectomizados por causa
traumatica, algun estudio evalta pacientes incluso con 10 afos de
seguimiento (62). Boyle et al. 2013, describe un mayor riesgo
trombotico tras la esplenectomia en pacientes diagnosticados de otras
enfermedades como anemias hemoliticas en comparacién con los
pacientes sanos esplenectomizados por causa traumatica (63). Riesgo
que fue ya descrito en pacientes esplenectomizados por AIHA (64).

Sin embargo, Claire et al. evalua el riesgo trombdtico en los pacientes
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que han precisado esplenectomia por diversas patologias en
comparacion con el paciente que la precisé por causa traumatica, y no
observa mayor riesgo de trombosis tras la esplenectomia en pacientes
esplenectomizados por causa traumatica que por otras enfermedades
hematologicas como la EH (65). En nuestro caso no disponemos de
un grupo control de nifios esplenectomizados por otras causas como
las traumaticas, dado que el reclutamiento de nifios seria bajo, debido
a la tendencia actual del tratamiento conservador tras un traumatismo

esplénico en los nifos.

Por tanto la esplenectomia es un factor de riesgo trombdtico, pero
habria que realizar mas estudios con mayor tamafio muestral para
conocer y establecer si las enfermedades hematologicas como la EH
podrian aumentar el riesgo tromboético simplemente por la anemia
hemolitica crénica basal, cuyo riesgo se incrementaria en el caso de
precisar esplenectomia. Este mecanismo fisiopatolégico no esta

completamente establecido ni analizado en la actualidad (61,90) .

Como se ha descrito en la introduccion, recientemente se han
desarrollado los conceptos de inmunotrombosis y tromboinflamacion
(100,102,252). La hipotesis que subyace en estos conceptos es que
tanto la hemostasia como la inflamacion o la respuesta inmune no
constituyen procesos independientes, sino que se encuentran
estrechamente ligados. De esta forma, la hemostasia forma parte de la
respuesta inmune, por ejemplo, favoreciendo el atrapamiento de

patdgenos mediante la formacion de redes de fibrina (105), o por el
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reconocimiento de agentes infecciosos por las plaquetas, que a su vez

los presentaran al sistema inmune para su eliminacion (101,126).

Un proceso similar se da en la produccion de trampas extracelulares
de neutrofilos o NETs. Los NETs son una parte de la respuesta
inmune, en la cual los neutrofilos (y posiblemente otros tipos
celulares) reconocen a un patégeno y sufren un proceso conocido
como NETosis en el cual juega un papel crucial la citrulinizacion de
histonas. En este proceso se descondensa la cromatina y se produce la
ruptura de la membrana tanto nuclear como plasmatica, expulsando
una especie de red extracelular formada basicamente por DNA,
decorado por histonas y diversos enzimas proteoliticos como la
elastasa (147-149,165,171). Sin embargo, sabemos ahora que este
proceso puede estar desencadenado por un reconocimiento directo del
patdgeno por parte del neutréfilo, y que también puede estar originado
por plaquetas que reconocen al patdégeno, y van ahora a unirse al
neutrdfilo a través principalmente del receptor TLR4 (125), lo que va

a inducir la activacion del neutréfilo y la formacion de NETs.

Pero ademads, este proceso funciona de forma bidireccional, lo que
afiade otro grado de complejidad, ya que tanto el DNA como las
histonas presentes en los NETs poseen una potente actividad
procoagulante y activadora de las plaquetas. De esta forma, aunque la
formaciéon de NETs es una pieza clave de la respuesta inmune,
también puede acabar desencadenando un proceso trombotico. Mas
aun, no so6lo los agentes patdgenos son capaces de estimular la

formacion de NETs, sino que diversos procesos fisiopatologicos con
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un componente inflamatorio como la diabetes, la aterosclerosis, la
obesidad, etc, también pueden conducir a un incremento en la
formacioén de NETs, lo que a su vez conduce a un incremento de un
riesgo trombotico (103,104). De hecho se han encontrado marcadores
de NETs tanto en sindrome coronario agudo como en ictus, lo que
pone de manifiesto su posible implicacion en estos procesos (176—

181,183).

Por otro lado, tenemos el proceso tromboinflamatorio, el cual también
es un didlogo en dos direcciones. Por una parte, es bien sabido que las
plaquetas contienen multiples sustancias pro y antinflamatorias, las
cuales pueden liberar al medio tras su activaciéon (111). Pero mas
recientemente también hemos empezado a conocer cOmo procesos
inflamatorios, incluso lo que se conoce como procesos inflamatorios
de bajo grado pero mantenidos en el tiempo (diabetes, obesidad)
pueden inducir activacion plaquetaria y estar de esta forma

relacionados con un incremento del riesgo trombdtico.

En resumen, respuestas del organismo que hasta recientemente
estudidbamos como mecanismos claramente diferenciados, es cada
vez mds evidente que son distintas caras de mecanismos
estrechamente interconectados. Por tanto, nos hemos planteado en
este trabajo estudiar diversos marcadores de inmunotrombosis y
tromboinflamacion como biomarcadores inflamatorios, NETs y los
agregados L-P o M-P, de los cuales se habia descrito su asociacion
con trombosis en pacientes adultos diagnosticados de otras

enfermedades como el cancer, la diabetes, la trombosis, etc (128,252—
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254) pero que nunca antes se habian utilizado para valorar el riesgo
trombdtico tras la esplenectomia en pacientes con EH, y mucho

menos en una muestra de nifnos.

De los marcadores NETs descritos en la literatura, se analizo la
H3CyT y el DNA, siendo H3CyT el marcador mas especifico

disponible en la actualidad.

En nuestro estudio se observd un aumento de DNA en los nifios con
EH esplenectomizados frente a los controles sanos, pero este
incremento fue aun mayor en nifilos con EH sin esplenectomia como
muestra la figura 27. El aumento de DNA en EH sin esplenectomia
podria ser debido a que la esplenectomia en la EH tiene como
resultado una menor hemolisis intravascular. Por tanto la EH eleva las
cifras de DNA, siendo el incremento superior con una mayor
hemolisis intravascular. Actualmente no se conoce si el DNA puede

ser causa o consecuencia de trombosis, inflamacion o lisis celular

(255).

Sin embargo, en el andlisis de H3CyT, que es el marcador mas
especifico de formacion de NETs, se objetivd un aumento
significativo en el grupo de nifios con EH esplenectomizado en
comparacion con el grupo sano o control y con el grupo con EH sin
esplenectomia (Figura 28). Este aumento de H3CyT que encontramos
en nuestros pacientes con EH esplenectomizados, podria suponer para
ellos un estado tromboinflamatorio aumentado y contribuir al riesgo

trombodtico.
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Ambos marcadores DNA y H3CyT son descritos como especificos de
NETs, y tienen una amplia implicacion en la trombosis y también en
la sepsis (256). Dado que los NETSs tienen un papel en la formacion de
trombos y en nuestros pacientes se observd un incremento
significativo de H3CyT, se podria en un futuro, y tras confirmar estos
resultados en otras investigaciones, valorar realizar un tratamiento
terapéutico dirigido frente a estas dianas terapéuticas que son los
NETs para prevenir la trombosis a largo plazo en estos pacientes
(257). Cabria anadir el objetivo de mantener un estilo de vida
saludable con habitos dietéticos y de ejercicio fisico, que permitan
disminuir otros factores de riesgo trombotico comentados
anteriormente como la hipertension arterial, el colesterol o la diabetes

mellitus, entre otros.

Existen muchos biomarcadores inflamatorios liberados por plaquetas,
aunque ninguno de ellos puede considerarse un estandar de activacion
plaquetaria, ya que también pueden provenir de otras fuentes. Sin
embargo, aunque no sean una prueba indiscutible de activacion
plaquetaria, si que se han empleado en diversos estudios como
marcadores de activacion plaquetaria. Ademads, se ha demostrado
eliminando selectivamente estas sustancias en las plaquetas, que
juegan un importante papel en el proceso trombdtico. En nuestro

estudio fueron analizados: CXCLS5, HMGB1 y RANTES.

El CXCLS presentd una elevacion importante y estadisticamente
significativa en los nifios con EH esplenectomizados, evidenciando

valores similares en el grupo control y grupo EH (Figura 25). De igual
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forma se objetivo un incremento significativo de HMGB1 y RANTES
en el grupo de nifios con EH esplenectomizados en comparacion con
los nifios con EH y el grupo sano, llegando practicamente a duplicar
su valor. Sin embargo, en los nifilos con EH sin esplenectomia
HMGB1 y RANTES si que mostraron una tendencia a estar
incrementados, sin ser estadisticamente significativo como muestra la

Figura 24 y 26.

Las plaquetas almacenan en sus granulos CXCL5 que tras la
activacion plaquetaria se liberan, y pueden actuar sobre el endotelio,
favoreciendo la activacion y adhesion de los neutroéfilos. Por otro lado
las plaquetas activadas generan HMGBI en la superficie, induciendo
a los neutréfilos a la NETosis (121). En la esclerosis sistémica se
objetiva el papel de los neutréfilos y el HMGBI1 derivado de las
plaquetas en la enfermedad o inflamacién vascular propia de la
patologia (122). También se ha descrito la implicacion de HMGBI1 en
la trombosis venosa profunda y su implicacién en la formacion de
NETs en modelos murinos (123,124). RANTES es una citoquina que
es producida también por las plaquetas y se libera a partir de los
granulos alfa de las mismas. Parte de sus efectos estan mediados por
la P-selectina y favorece la adhesion leucocitaria, ademas de regular
los monocitos y macréfagos en las lesiones arterioscleroticas del
endotelio. Por ello estan involucradas en la formacién de la

enfermedad vascular ateroesclerética (116,117).

Todos estos marcadores inflamatorios estudiados y analizados

mostraron un aumento significativo en el grupo EH esplenectomizado.
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Se podria por tanto sugerir que existe mayor inflamacion
endovascular cronica y por ello ser un factor de riesgo involucrado en
el desarrollo de un evento trombdtico a largo plazo, mediante un
estado tromboinflamatorio créonico. En el grupo EH sin
esplenectomizar aumentan los valores d¢ HMGB1 y RANTES, esto
podria sugerir una relacion entre la hemolisis cronica con las
citoquinas asociadas con los eritrocitos y el aumento de la funcion
plaquetar producida por los globulos rojos (107-109) como

explicaremos posteriormente.

Durante muchos afios se ha considerado que la tnica funciéon de los
eritrocitos era el transporte e intercambio gaseoso. Sin embargo son
cada vez mas abundantes los datos en la literatura que apuntan a un
papel importante de los eritrocitos en otros procesos fisiopatologicos

como la hemostasia, la inflamacion o la respuesta inmune.

Sabemos que los eritrocitos son capaces de regular la funcion
plaquetaria a través de un didlogo bidireccional entre ambos tipos
celulares, que incluye la liberacion de diversos compuestos por ambas
células (107). Esta “conversacion” va a conducir a un incremento de
las respuestas plaquetarias incluyendo el aumento de la liberacion de
granulos tanto densos como alfa, la sintesis de compuestos (TXA2
entre otros), la activacion de IIbllla o el aumento de la capacidad

activadora de las plaquetas del liberado celular.

De igual forma, compuestos liberados por las plaquetas son capaces

de inducir distintas respuestas en los eritrocitos como incremento del
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calcio citosolico o de la actividad procoagulante. De esta forma, los
eritrocitos podrian estar participando en el proceso inflamatorio a
través de la regulacion y liberacion de mediadores inflamatorios por
las plaquetas (109). Més recientemente, se ha descrito que ademas los
eritrocitos tienen la capacidad de unir en su membrana multiples
sustancias pro- y antinflamatorias, y liberarlas en algunas
circunstancias. Asi, los eritrocitos podrian actuar como
“tamponadores” de la inflamacion, controlando la concentracion de

citocinas en plasma.

Sin embargo, desconocemos si las enfermedades hematologicas con
alteracion de los globulos rojos podrian suponer una variacién en
estas respuestas eritrocitarias (108). Seria por tanto interesante
estudiar si los nifios con EH tienen una mayor o menor relacion con la
funcion inmune e inflamatoria y la activacion plaquetar; pudiendo la
hemolisis cronica producir mas citoquinas implicadas en su
desarrollo, como en el caso del aumento del DNA en los niflos con

EH, y como la esplenectomia afecta estos procesos.

La comunicacion entre tipos celulares en los procesos
tromboinflamatorios e inmunotrombdticos puede realizarse por
mediadores inflamatorios, como hemos visto anteriormente, pero
también a través de uniones fisicas entre distintos tipos celulares
mediadas por diversos receptores expuestos en su membrana. Entre
estas uniones, las producidas entre plaquetas y leucocitos o monocitos
han demostrado ser un buen marcador de activacion plaquetaria. Por

primera vez mostramos resultados de las determinaciones de los
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agregados L-P y M-P en nifios sanos, nifios con EH y nifios con EH
esplenectomizados. Ya se describio la importancia de la movilizacion
o reclutamiento de los leucocitos por las plaquetas activadas en un
estado basal inflamatorio, formando los agregados L-P con su posible
implicacion en la lesion vascular (103). Estos agregados circulantes se
pueden considerar un marcador de estado protrombdtico y factores de
riesgo cardiovascular y cerebrovascular (132,133), en su mayoria en

estudios realizados en adultos.

En el articulo de Christina ef al. 2013, se estudian por primera vez los
agregados M-P en nifios sanos (258). En nuestro estudio se realizaron
comparaciones entre los tres grupos, grupo sano o control, grupo EH y
grupo con EH con esplenectomia de los niveles de agregados L-P y

M-P.

En nuestro estudio los agregados L-P aumentaron el doble en los
nifios con EH sin esplenectomia comparado con los nifios sanos como
se muestra en la Figura 29, esto podria sugerir que la misma anemia
cronica hemolitica supone un estado inflamatorio activado con el
aumento de los agregados L-P. En los pacientes con EH
esplenectomizados, el incremento fue mayor, aumentando hasta tres
veces mas que en situacion basal o comparado con el grupo sano,
sugiriendo que el estado tromboinflamatorio es mayor en nifios con

EH y esplenectomia.

Al realizar el estudio tuvimos en cuenta el numero de plaquetas y lo

ajustamos por el mismo, puesto que hubo diferencias significativas en
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el nimero de plaquetas entre los grupos, con aumento en el grupo EH
esplenectomizado. En nuestro estudio, por cada 100.000 plaquetas
aumentd el porcentaje de agregados L-P un 2,76%. Sin embargo,
incluso después de ajustar por el numero de plaquetas se siguid
observando un aumento de los agregados estadisticamente
significativo en el grupo EH sin esplenectomia, siendo alin mayor en
el grupo EH esplenectomizado lo que sugiere que, al menos en parte,
este es un proceso independiente del observado incremento del

namero de plaquetas.

Los agregados M-P son uno de los marcadores mas sensibles de
activacion plaquetaria, y estan relacionados con un mayor riesgo
trombdtico en adultos (134,135). El porcentaje de agregados M-P en
nuestro estudio objetivd un aumento considerable en el grupo con EH
sin esplenectomia, con un leve incremento del porcentaje de
agregados M-P en el grupo con EH esplenectomizado ambos con
diferencias significativas en comparacion con el grupo de nifios sanos

o control (Figura 30).

Esto podria deberse a que la anemia hemolitica cronica fuera la
responsable en mayor medida del aumento de los agregados M-P. Los
agregados L-P y M-P elevaron sus valores en nuestro estudio en el
grupo con EH, siendo los agregados M-P los que aumentaron en un
porcentaje mayor. Este incremento de agregados L-P y M-P podria
estar en relacion el aumento de la funcidon plaquetar producida por los
globulos rojos o la liberacion de las citoquinas eritrocitarias (107—

109). En la EH estos eritrocitos, al tener una alteracion de la proteina
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de membrana y una vida media menor por la hemdlisis crénica,
podrian ser los responsables de la elevacion de estos agregados L-P y
M-P en el grupo de EH sin esplenectomia, aunque esto deberia ser

objeto de futuras investigaciones.

Los resultados de este estudio muestran que la interaccion
incrementada de las plaquetas con los leucocitos en los nifos EH
esplenectomizados se acompana de un aumento de marcadores
inflamatorios liberados por las plaquetas (CXCL5, HMGBI vy
RANTES) y la formaciéon de NETS. Todo ello sugiere la presencia de
un posible estado trombo-inflamatorio en los pacientes con EH

principalmente tras la esplenectomia.

5. Limitaciones del estudio

La principal limitacion del estudio es el tamafio muestral, siendo
acotado por la recogida de todos los pacientes que estaban en
seguimiento en las consultas externas de hematologia pediatrica. Los
estudios publicados en nifos hasta la fecha son escasos, retrospectivos
y con un tamafio muestral pequeno. Se deberian realizar mas estudios
prospectivos en nifios que permitan la realizaciéon de estudios

analiticos para poder seguir avanzando en el conocimiento de la EH.

Otra de las limitaciones de nuestro estudio es no disponer de un grupo
de nifios sanos con esplenectomia, dado que en la actualidad tanto en
adultos como en nifios se intenta realizar un tratamiento conservador,

evitdndola en lo posible. En el apartado de investigacion de factores
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protrombdticos, precisariamos un mayor tamafio muestral, porque el
obtenido era limitado al tener un numero fijo de nifios
esplenectomizados. Se podria proponer la realizacion de estudios
multicéntricos que permitieran ampliar la muestra para confirmar

estos resultados.
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CONCLUSIONES

1. El elevado porcentaje de EH graves en nuestra serie, implica una
edad de diagnodstico temprana, una peor evolucion clinica con
incremento de las complicaciones, las transfusiones y porcentaje de
esplenectomias, en relacion a las escasas series exclusivamente

pediatricas publicadas.

2. En relacion con la triada clinica clésica, la mayor gravedad
comentada se relaciona con un porcentaje significativamente mas
elevado de casos con esplenomegalia y palidez, pero no con la
ictericia que es independiente (incluida la etapa neonatal) de la
severidad de la EH. El porcentaje de deteccion ecografica de barro
biliar y la litiasis biliar se increment6 al aumentar la gravedad de

la EH en nuestro estudio.

3. La combinacion de la CHCM> 35 y el ADE >14 es orientativa al

diagnostico de EH incluso en las formas leves .

4. La asociacion EH y EG es frecuente en nuestra serie y debe
sospecharse en aquellos nifios con valores de bilirrubina elevados
no explicados por la hemolisis cronica. Los pacientes con EG y EH
tienen un porcentaje significativamente mayor de ictericia,
bilirrubina, calculos biliares y de crisis relacionadas con los

mismos frente a los nifos diagnosticados sélo de EH y son
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colecistectomizados a menor edad. En estos pacientes el

seguimiento ecografico debe ser mas estrecho.

. Los indices o caracteristicas de los reticulocitos son una
herramienta 1til para la orientacion del diagndstico de EH,
realizada mediante una técnica sencilla y sin requerir mayor
muestra sanguinea. Los puntos de corte que se cumplen en todos
nuestros pacientes, podrian ser los mas adecuados:

- Delta (VMC-VMCE) > 9.6 fL

- VMCE < 70.2 fL o Delta (VMC-VMCE) >10.4 fL y/o VMR< 96.7 fL
- VMCE <VCM

. El test EMA permite diagnosticar a todos nuestros pacientes con
EH, logrando una concordancia del 100% con la RGO. Es una
técnica sencilla, requiere poca muestra de sangre y se puede
realizar en pacientes trasfundidos. Por tanto es una buena técnica
diagnoéstica de EH en la infancia, aunque requiere mas estudios

prospectivos para valorar su sensibilidad y especificidad.

. El incremento observado de H3CyT, marcador especifico de NETs,
en los nifios con EH esplenectomizados apoya la posible existencia
de un proceso inmuno-trombdtico. El aumento de DNA es mas
llamativo en los nifios con EH sin esplenectomia pudiéndose

atribuir dicho incremento a la hemolisis intravascular.
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8. El incremento de los biomarcadores inflamatorios analizados
(CXCL5, HMGBI1 y RANTES) en los nifos con EH
esplenectomizados indica la presencia de un estado inflamatorio
que de mantenerse cronicamente podria facilitar el desarrollo de

procesos atero-tromboticos.

9. La formacion de agregados heterotipicos leucocito-plaqueta y
monocito-plaqueta en pacientes EH, pero principalmente en EH
esplenectomizados sugiere la presencia de wuna activacion

plaquetaria necesaria para que se formen estos agregados.

10. Este es el primer estudio que evalia la inmunotrombosis y
tromboinflamacion en nifos con EH. Algunos de los
biomarcadores tromboinflamatorios estudiados podrian ser factores

de riesgo trombotico en la EH tras la esplenectomia.
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ANEXO: Formulario de recogida de datos.

DATOS GENERALES

Fecha nagmiento

| Fecha consuita

|

SEXO (LHombre, 2. Mujer)

MOTIVO CONSULTA(1.Antecedentes familiares, 2 Alteracion analitica casual, 3. Alteracion dinica)

ALTERACION ANALITICA (1 palidez, 2 hiperbilirrubinemia, 3.esplenomegalia)

ANTECEDENTES

A PERINATALES (1.ictericia/hiperbili sin FT, 2. Con FT, 3. ET)

A PERSONALES (s/n)

| ¢éQUE A_PERSONAL? |

ENFERMEDAD DE GILBERT s/n

A FAMILARESEH (1.lergrado, 2. 22grado, 3. 1ery 22 grado, 4.0tro, 5. NO) [ne |
Madre s/n, tio s/n, tia s/n, abuelo s/n, abuela s/n
Padre s/n, tio s/n, tia s/n, abuelo s/n, abuela s/n
A. FAMIUARES EG (1 1er grado, 2. 2°grado, 3. 1er y 22 grado, 4.0tro, 5. NO) | ne |

EXPLORACION FISICA Fecha

Peso Talla

PALIDEZ (s/n) ICTERICIA (s/n)
SOPLO SISTOLICO (s/n) HEPATOMEGALIA(s/n)
ESPLENOMEGALIA (s/n) | étamano dinico? |
ANALITICA

Fecha | Basal Pos-esple Pos-esple
Hb Glucemia

Rec. hematies Urea/creatinina

Hto GPT/GOT
VCM 8il Total (81l D/ Bil 1)

CHM PCR/ LDH

CHCM Ferritina
ADE Indice Sat

Reticulocitos T Hierro

Reticulocitos % Catofife

Leucodtos Colesterol Total

Plaguetas Colesterol LDL

Esferocitos (s/n) Colesterol HDL

PRUEBAS DE IMAGEN

Pruebas de imagen | | Fecha realizacion | | Eco abdominal (s/n) |
Esplenomegalia (s/n) | éTamaiio eco? |

Calculos biliares (s/n) Bazo accesorio (s/n)

Barro biliar (s/n) Hepatomegalia (s/n)

DIAGNOSTICO | FECHA |

Fragilidad osmotica (1=+,2=-) valores

EMA (citometria de flujo)(1=+/2=-) valores

CARACTERISTICAS ERITROCITOS Y RETICULOCITOS

Fecha Analitica |

Hb Reticulocitos %

Hto Reticulocitos T

VeMm VMR

HCM FRI

CHCM VMCE

CHCM ADR (%)

ADE
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COMPLICACIONES (s/n) N2
Crisis aplasica [ hemolitica megloblastica litiasis
Fecha
Hb min
Bil T max | Directa/Indirecta)
LDH
Esplenomegalia (s/n)/ {Tamano? I I L1
¢Desencadenante? (1.virus,2.0x,3. déficit
folico,4. Otros)
¢évirus? (1.Parvovirus
B12 2.VEB,3CMV,4.VHS 5.0tro)
Tto ( 1 Ac folico, 2.TxCH, 3. Ambas, 4. Qx)
TRATAMIENTO
AC. FOUCD (s/n)
TRASFUSION CCHH (s/n) 1.0casional 2. periédico [ e

Fecha1® | Hb min | | Retis
ESPLENECTOMIA (s/n) Fecha

parcial/total | Abierta/laparosco [
COLECISTECTOMIA (s/n) Fecha |
INMUNIDAD POSTOX
Ingreso hospitalario por infecciones s/n N2
Infecciones graves o sepsis s/n N2
(1.Neumococo, 2. Meningococo, 3. Haemophilus,4 otro)
Vacunacion correcta ( 0C0 Y MEningococo)
Tratamiento antibiotico preventivo (s/n) | éadherencia?s/n | |
ANAL PreQx Fecha PostQx Retis Fecha
Hb Gluc Hb Gluc
R hemat Urea/cr R. hemat Urea/cr
Hto GPT/GOT Hto GPT/GOT
VeM B T(D/1) VeM Bl T(D/1)
CHM PCR/ LDH CHM PCR/ LDH
CHCM Ferritina CHCM Ferritina
ADE I.Sat ADE 1. Sat
Retis T Hierro Retis T Hierro
Retis % Catofife Retis % Catofife
Leucos Col T/TGC Leucos Col T/TGC
Plaquet HDL/LDL Plaquet HDL/LDL
PosQx Plagmax Fecha PostQx Plag normal | Fecha
Hb Gluc Hb Gluc
R. hemat Urea/cr R. hemat Urea/cr
Hto GPT/GOT Hto GPT/GOT
vem Bi T(D/1) veMm Bil T(D/1)
CHM PCR/ LDH CHM PCR/ LDH
CHCM Ferritina CHCM Ferritina
ADE I.5at ADE I.5at
Retis T Hierro Retis T Hierro
Retis % Catofife Retis % Catofife
Leucos Col T/TGC Leucos Col T/TGC
Plaquet HDL/LDL Plaquet HDL/LDL
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HOJA SELECCION PACIENTES INVESTIGACION

DATOS GENERALES
[ FN | | sexo |

GRUPO
(1. EH esplenectomizados, 2. EH no esplenectomizados y 3. Sano o control )

RANTES

CXCLS

HMGB1

DNA

H3GYT
Agregados L-P
Agregados M-P

ANALITICA Fecha realizacion |
Hb
Hto

Neutrofilos
Linfocitos
Monocitos
Eosinafilos
Basofilos
Plaquetas
VPM

PDW
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