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1 ORIGINAL

La ética en la practica. Cuando algo se hace mal: del error médico a la mala praxis

Ethics in Practice. When something is done wrong: from the medical error to the malapraxis

Leo6n Sanz P

Departamento de Humanidades Biomédicas. Facultad de Medicina. Universidad de Navarra

Resumen

Objetivo: Analizar dos de los aspectos éticos mds importantes relacionados con el error médico: la comunica-
cion a los pacientes y sus familias; y la obligacion moral de prevenir e intentar disminuir esta realidad.
Diseno: Los principios ético-médicos recomendados coinciden con los propios de la medicina en general, y son
subrayados por las directrices especificas que han publicado las organizaciones profesionales, como la Acade-
mia Americana de Cirujanos Ortopédicos (AAOS). Se analizan las consecuencias que tiene para el profesional y
para el paciente no distinguir entre error médico y mala praxis. Se estudia la repercusion emocional en el profe-
sional y en los pacientes. Asi como los aspectos institucionales y la implantacion de programas de prevencion
de errores médicos en los Centros asistenciales, que han de incluir el anélisis del error técnico con la coopera-
cién de todos los profesionales y la determinacion sobre qué se dice a la familia, quién ha de hacerlo y cémo.
Conclusiones: Admitir los errores, pedir disculpas por lo que ha salido mal, mejora la relacién médico-pacien-
te, mejora la confianza en el profesional y ayuda a prevenir errores.

Palabras clave:
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Abstract

Objective: To analyse two of the most significant ethical issues related to medical errors: informing patients
and relatives; and the moral duty to prevent and try to minimise this situation.

Design: The recommended ethical and medical principles are consistent with those of medicine in general and
are underpinned by the specific guidelines published by professional organisations, such as the American Aca-
demy of Orthopaedic Surgeons (AAOS). The consequences for the professional and the patient of not distin-
guishing between medical error and malpractice are analysed. The emotional impact on professionals and pa-
tients is studied as are the institutional issues and implementation of programmes for the prevention of
medical errors at healthcare centres, that must include the analysis of the technical error with the collabora-
tion of all professionals and determination about what the family should be told, by whom, and how.
Conclusions: Admitting errors, apologising for wrongful actions, improving the physician-patient relations-
hip, improving trust in the professionals and help prevent errors.

Key words: medical error, medical malpractice, medical ethics, patient rights.

I Introduccion

Desde los afios 80 del siglo XX se ha incrementado el na-
mero de demandas por mala praxis médica en los tribuna-
les de justicia. La mayoria proceden de pacientes atendidos
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por especialistas de dreas quirurgicas, lo cual, en parte es
debido al caricter invasivo de sus practicas y a que éstas se
relacionan con cierta exigencia de resultados. En el caso de
la cirugia ortopédica, se dice que es un dmbito inmejorable
para revisar el error médico, por dos razones: las complica-
ciones derivadas de la prictica médica en el sistema muscu-
lo-esquelético raramente matan, pero dejan secuelas y dis-
capacidades; en segundo lugar porque a través de las
radiografias y de las técnicas de imagen, se puede documen-
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tar lo sucedido, incluso pasado bastante tiempo después de
la intervencion.

En este articulo nos proponemos subrayar algunos aspec-
tos ético-deontoldgicos que conlleva el error médico, cues-
tion necesaria dado el elevado nimero de errores médicos y
de complicaciones en las intervenciones que se siguen conta-
bilizando, a pesar de los avances del conocimiento y de la
técnica. El tratamiento de los errores médicos es un asunto
de mucha densidad ética, no sélo judicial. Concretamente
nos referiremos a la comunicacion a los pacientes y sus fami-
lias; y a la seria obligacion moral de prevenir e intentar dis-
minuir el nimero de errores.

Comenzaremos por analizar las consecuencias que tiene
para el profesional y para el paciente no distinguir entre
error médico y mala praxis. Como veremos, en estos casos
los principios ético-médicos recomendados coinciden con
los propios de la medicina en general, y son subrayados por
las directrices especificas que han publicado las organiza-
ciones profesionales, como la Academia Americana de Ci-
rujanos Ortopédicos (AAOS) [1,2].

1. Mala praxis o error médico

Lo que caracteriza la mala praxis es que haya habido un
dafio causado por la intervencion del médico, que se afiade
al propio de la enfermedad o del tratamiento aplicado. Este
perjuicio, en el caso de una demanda, se ha de poder pro-
bar y se ha de establecer una relacion causal entre la presta-
cién profesional y el dafio ocasionado.

Sin embargo, no se puede equiparar el error médico con
la mala praxis porque la realidad muestra que la mayoria
de los errores no se han de atribuir a mala praxis o a negli-
gencias individuales. En el caso de la cirugia ortopédica,
Bhattacharyya y Yeon [3] consideran que sélo alrededor del
28% de los errores y complicaciones serfan debidos a negli-
gencias.

Se ha de tener en cuenta que el niimero de errores es de-
masiado alto. El conocido informe, To Err is Human: Buil-
ding a Safer Health System, publicado por el Institute of
Medicine de EEUU, en 1999, atribuia 98.000 muertes/afio
a errores médicos, definidos en un sentido amplio, es decir,
no s6lo los ocasionados por los médicos [4].

Para el profesional, la identificacion del error médico con
la mala praxis o negligencia ademas de dificultar su recono-
cimiento, tiene un coste que puede ser muy grande: ser de-
mandado por el paciente o por su familia para obtener una
compensacion econdémica o bien para dejar constancia pu-
blica de los malos resultados obtenidos por un profesional.

Al desgaste moral que supone la experiencia de un proce-
so judicial, se suman el tiempo y dinero empleados en la

preparacion de la defensa y en la satisfaccion del fallo. A lo
que se afiade la necesidad de suscribir p6lizas de seguros de
responsabilidad civil, que para los cirujanos son siempre
elevadas.

Para el paciente equiparar error médico con mala praxis
o negligencia también tiene efectos perniciosos, ya que la
precaucion excesiva por evitar la reclamacién puede llevar
a la practica de una medicina defensiva, mas cara y contra-
ria a la ética médica [35,6].

Las investigaciones llevadas a cabo con pacientes y fa-
milias afectados por los fallos médicos han mostrado que
resultan doblemente afligidos. Pues, ademds de padecer
los efectos del error médico, un alto porcentaje de enfer-
mos y sus familias tienen miedo de aumentar el dafio si
manifiestan sus sentimientos o revelan los errores del
profesional. Es frecuente que el paciente sufra el abando-
no del profesional, justamente, cuando mds atencion ne-
cesita [7-9]. Por lo que no sélo los médicos se sienten re-
probados por una actuacién que ha sido errénea,
también el paciente y su familia experimentan la sensa-
cién de culpabilidad.

2. El profesional ante la comunicacion de los hechos
adversos

A pesar de la preocupacion por una posible demanda, la
doctrina ético-deontoldgica es clara: cuando las complica-
ciones que sufre un paciente son debidas a errores del médi-
co se ha de informar al paciente de lo sucedido.

Informar no es sélo un deber para el profesional

Conocer el error interesa al paciente. Un paciente tiene
derecho a recibir la informacion médica que le afecta pues-
to que es el primer responsable de su propia salud y a él le
corresponde la toma de decisiones. Y saber que ha habido
un error afecta a las disposiciones que vaya a tomar respec-
to a sus tratamientos y a las compensaciones derivadas del
error. El profesional habrd de ponderar el modo de decirlo
para evitar el posible dafio que la comunicaciéon pueda oca-
sionar al enfermo.

Sin embargo, la realidad muestra que las presiones socia-
les y profesionales hacen dificil que los médicos u otros
profesionales implicados revelen sus errores. Al parecer, s6-
lo en un tercio de los casos, los pacientes habian sido infor-
mados y habian recibido informacién por parte de los pro-
fesionales causantes de los dafios [10].

Los mismos estudios sefialan que la mayoria de los pa-
cientes querrian que sus médicos les comunicaran la ver-
dad. Y hasta el 98% de los pacientes desearian que el médi-
co les comunicara hasta el minimo error [11].
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La confianza del paciente

La AAOS reconoce que el error médico es algo inevitable
en la prictica médica y que comunicar los errores con rapi-
dez y honestidad ayuda a mantener una relacion de con-
fianza con los pacientes y sus familias. Y es evidente que la
pérdida de confianza en el médico y en el hospital es mucho
mayor en el caso contrario [1].

En contra de la revelacion del error

Las encuestas sefialan que tanto para los profesionales
como para las instituciones, la primera razén que se inter-
pone en la revelacion de un error es el miedo a una deman-
da. Con frecuencia el hospital y la compaiia aseguradora
aconsejan que no se admita la posibilidad de que haya ha-
bido un error y es frecuente que los expertos legales reco-
mienden evitar el uso de palabras como «error», «falta»,
«negligencia» o «equivocacion» [12,13]. Por lo que el pro-
fesional, al revelar lo ocurrido, afiade a una posible deman-
da el miedo a que el seguro no cubra la reclamacion.

Sin embargo, no hay evidencia empirica que indique que
decir la verdad perjudique al médico, ya que obrar asi pre-
viene la posibilidad de un proceso por mala praxis [14]. Por
el contrario, los estudios de campo indican que hay mds pa-
cientes que reclaman si no se reconoce el error que si se ad-
mite, porque el resentimiento aumenta el riesgo de promo-
ver una accion legal agresiva.

La carga emocional

Estar relacionado con un error médico supone un desgas-
te emocional. Tras un error se experimenta la sensacion de
culpabilidad, una experiencia de vergiienza, una falta de se-
guridad. También esta descrita la sensacion de pérdida de
prestigio. Equivocarse o cometer un error supone una hu-
millacién que es mayor si el descubrimiento ha sido hecho
por un colega. Los estudios indican que cuando el profesio-
nal ignora esta reaccion de desaliento tiene mas problemas
y puede incurrir en mas errores [15].

Sin embargo, hasta ahora, en las Facultades de Medicina
o en los Programas de la especialidad, como el de Cirugia
Ortopédica y Traumatologia, no se ensefia la necesidad de
admitir y discutir los errores [16]. Ademds, existen circuns-
tancias o factores que llevan a auto-disculparse o a justifi-
car el error: puede ser achacado a las malas condiciones de
trabajo, a la sobrecarga de tareas, a una supervision inade-
cuada, a la falta de comunicacion entre colegas e incluso a
las peculiares condiciones o modos de ser del paciente.

De ahi que la Declaracion de la AAOS titulada La comu-
nicacion de los resultados adversos insista en que el ciruja-
no ortopédico ha de anteponer el interés del paciente y

«comunicarle directamente, con honestidad y de forma
compasiva, tan pronto como sea posible, lo ocurrido»
[1,14]. También este es el mandato explicito del Codigo
ético de la especialidad Cirugia Ortopédica [1]: la respon-
sabilidad ética de ser veraz se antepone a la preocupacion
por la accién legal.

Pero corresponde a la prudencia de cada profesional la
aplicacion de las normas de la ética médica teniendo en
cuenta las circunstancias (del profesional, del equipo, de la
institucion o del paciente) que concurren en cada momento.
No parece necesario revelar los errores triviales, no comu-
nicar un error sustantivo exigirfa tener razones y pruebas
que justifiquen esa actitud.

Cuando el paciente plantea en la consulta un error de un
colega

Situacion especialmente delicada es la consulta de un pa-
ciente acerca de la actuacion profesional de otro colega. En
estos casos se ha de ser especialmente prudente en la eva-
luacion del caso y cuestionarse si se conocen todos los he-
chos relevantes. Puede haber datos o circunstancias acaeci-
das durante una intervencién quiridrgica que los pacientes
desconozcan y que puede justificar las decisiones tomadas
por el cirujano. Ademds, es habitual y l6gico que los médi-
cos disientan sobre la conducta a seguir ante determinadas
situaciones clinicas. Son situaciones en que hay que mante-
ner la lealtad con el paciente y con el colega porque no se
puede dafar la reputacion de un colega injustificadamente.
Esa conducta seria ain mds grave si las criticas o descalifi-
caciones se hicieran ante otros pacientes 0 ante personas
ajenas a la profesion y si conllevaran repercusiones profe-
sionales o economicas (CEDM, Art. 31).

3. La prevencion de los errores

Evitar los errores es una cuestion de justicia. Seria injus-
to tolerar que pueda repetirse un incidente que perjudique
al paciente, al profesional o al hospital. La ética médica
demanda la disminucién y la prevencién del error para lo
cual apuesta por una gestion transparente de estos sucesos
que permita mejorar la calidad asistencial. Ningan error
deberia ser archivado sin mas: necesita un protocolo espe-
cifico sobre como se ha producido y como se puede evitar
en el futuro.

Desde hace afios, la Joint Commission on Accreditation
of Healthcare Organizations insiste en que promover la cul-
tura del reconocimiento de los errores es la manera més se-
gura de disminuirlos. Y ha advertido sobre el caracter insti-
tucional de muchos errores. Este cambio afecta a los
profesionales: los Estdndares de la AAOS para las relacio-
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nes interprofesionales (2005) recomiendan que los especia-
listas en COT trabajen junto a otros profesionales con el fin
de reducir los errores médicos, aumentar la seguridad de
los pacientes y optimizar los resultados [1]. Ademas, tradi-
cionalmente, han sido los especialistas de areas quirtirgicas
los que han liderado el establecimiento de medidas de segu-
ridad en los quir6fanos y otras instalaciones de los centros
asistenciales.

La institucion y los errores

Esta nueva actitud frente a los errores implica a las insti-
tuciones, que habrdn de adoptar politicas que faciliten la
comunicacion (no la denuncia) de los fallos sucedidos o in-
minentes. La prevencion de los errores facilita la buena pra-
xis médica, cuestion que afecta al presupuesto de gestion
econdmica y a la gestion ética.

Los centros habran de asumir las consecuencias de los
errores, sustituyendo la ética de culpabilizacién y castigo
por una ética de andlisis de error y prevencion de riesgos.
Se trata de la inica manera de facilitar la deteccion y poste-
rior anélisis de estos hechos. Ademds, como se ha compro-
bado, toda persona que se ha visto envuelto en un error ne-
cesita una estructura y un soporte también afectivo. Es un
caso paradigmadtico para expresar que el hospital es un or-
ganismo ético [7].

Se pueden observar diversos planteamientos en la implan-
tacion de un programa de prevencién de errores médicos.
Una postura podria ser la del centro que establece y aprue-
ba un documento marco sobre esta cuestion. Ese texto defi-
nirfa la politica del hospital y haria mas conscientes a quie-
nes trabajen en esa institucion de lo que implica ese punto y
de como va a ser considerado el error médico por parte del
equipo de direccion o gestion. Seria una estrategia de carac-
ter programatico.

Otro planteamiento, que supone un paso mds, podria ser
establecer el procedimiento de comunicar los errores, el
procedimiento de estudiarlos con indicacion de las instan-
cias y personas que deberan en cada caso hacerlo, el proce-
dimiento para acordar los remedios que hayan de aplicarse
y el modo de poner esas medidas en prictica y, finalmente,
el procedimiento para seguir la eficacia de las soluciones
propuestas.

Es evidente que la primera postura es mas facil de llevar a
cabo y de que sea aceptada, pero corre el riesgo de conver-
tirse en un papel mds que se archiva y apenas se recuerda.

Para establecer la segunda estrategia tendrian que inter-
venir necesariamente las diversas instancias del hospital, los
encargados del manejo de riesgos, la direccion del centro, el
servicio de atencion a los pacientes, la comision de mortali-

dad y morbilidad, la asesoria juridica, la comisién de cali-
dad y la comision de ética asistencial.

Implantar un programa de prevencion de errores médicos
puede suponer largos y fructiferos debates. También refleja-
rd las dificultades de aceptacion, por parte de todos, de los
medios y de la normativa a implantar.

El'modo de gestionar los errores
Un programa de prevencion de errores médicos que bus-

que alcanzar cierta eficacia ha de incluir, al menos:

1. El analisis del error técnico, es decir, el estudio de las
causas que lo han producido que en algunos casos impli-
card la reconstruccion del episodio y la adopcion de me-
didas para evitar que se pueda repetir, como por ejem-
plo, la monitorizacién o control de los sistemas, la
revision de los sistemas de informacién o la relacion en-
tre los servicios clinicos y los servicios bésicos, etc.

. Las cuestiones de interrelacion profesional, puesto que
parece necesaria la cooperacién de todos, incluidos los
«protagonistas» del accidente para poder analizar y evi-
tar nuevos errores.

3. La determinacion sobre qué se dice a la familia, quién ha
de hacerlo y como. Es necesario crear puentes que facili-
ten la intermediacion con los pacientes y buscar solucio-
nes para cada caso. Lo cual pasa por interesarse por los
pacientes que han sido objeto de un error.

En definitiva, un programa de prevencion de errores mé-
dicos supone aprender de ellos, para lo cual hay que identi-

ficarlos, admitirlos, analizarlos y corregir las situaciones o

(3]

circunstancias en las que se pueden repetir.

Pedir perdén como politica profesional e institucional

En cerca de 30 estados de los EEUU, en respuesta a la di-
ficultad para el reconocimiento de los errores derivada del
incremento de las demandas por mala praxis médica, se
han establecido las llamadas I'm sorry laws. Estas leyes
promueven la declaracién de los errores médicos sin que es-
ta revelacion sea prueba de culpabilidad. Disminuye asi el
riesgo y por lo tanto el miedo a una demanda legal para las
instituciones y los profesionales que se acojan a ellas [11].
Estas regulaciones, que varian de un Estado a otro, supo-
nen la reaccion de la sociedad ante situaciones que han aca-
bado siendo perniciosas para todos: para los profesionales,
para las instituciones y, por supuesto, para los pacientes.
Esta reforma ha subrayado los principios que la ética ha de-
fendido siempre respecto al error médico, ya que la honesti-
dad y la buena comunicacién son los mejores antidotos.

Todavia es pronto para conocer los resultados de la im-
plantacion de estas leyes, pero los datos recogidos en el Es-
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tado de Colorado, entre enero de 2000 y octubre de 2006,
son optimistas: en un total de 3.200 casos, solo el 25% de
los pacientes recibieron una compensacion econdémica
(5.400 $ por caso). En siete de ellos, a pesar de la indemni-
zacion, los pacientes interpusieron una demanda que con-
dend a los profesionales en dos ocasiones. Y de los 2.400
errores que no fueron indemnizados, 16 acudieron a los tri-
bunales y seis de ellos obtuvieron asi una recompensa mo-
netaria [14].

1 Conclusion: el valor de una disculpa

En resumen, todo médico es humano y comete errores.
Admitir los errores, pedir disculpas por lo que ha salido
mal, mejora la relacion médico-paciente, mejora la confian-
za en el profesional y ayuda a prevenir errores. Parece que
también disminuye el coste legal y las reclamaciones.

El anilisis ético de los errores médicos insiste en la comu-
nicacion de los errores como algo esencial para mejorar la
calidad de la atencion médica. De ahi se han derivado nue-
vos modos de resolver los conflictos entre los pacientes y
los médicos o los centros asistenciales, asi como la implan-
tacion de formulas para compensar econémicamente el da-
fio causado, sin que sea necesaria la sentencia de la culpa
legal, ya sea civil o penal [15].

Al profesional y al hospital les va mucho en ello. Es algo
mds que un indice de calidad. Ambos se juegan la alternati-
va de ser un hospital vivo o una instituciéon «quemada»
[7,16]. No en vano, el famoso cirujano parisino de la Ilus-
tracion, Jacques Tenon (1724-1816), decia que «el estado
del hospital mide la naturaleza de una civilizacion» [17]. 1
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Aspectos proteomicos y genéticos de la resistencia a la aspirina
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Resumen

Objetivo: Analizar si existe alguna asociacion entre la resistencia a aspirina (RA) y la presencia de polimorfismos ge-
néticos de un tnico nucledtido (SNPs) en el gen de la COX-1, asi como su relacion con modificaciones en la expre-
sion de proteinas plasmaticas en pacientes con enfermedad isquémica estable y tratamiento continuado de aspirina.
Materiales y métodos: Analizamos el proteoma plasmético de 19 pacientes sensibles, 19 resistentes. RA se de-
fini6 mediante el sistema PFA-100. Se realizo electroforesis bidimensional (IPG 17c¢m, pH(4-7), geles SDS-PA-
GE 10%) y tincion con plata. Se analizaron cambios en tres SNPs (A-842G, C22T y C50T) en 50 pacientes
sensibles, 33 resistentes y 83 controles mediante PCR a tiempo real.

Resultados: La expresion de cuatro isoformas de o1-antitripsina estaba aumentada en los pacientes resistentes.
No encontramos diferencias en la expresion de ceruloplasmina, precursor de haptoglobina, apolipoproteina Al
y precursor de albimina entre ambos tipos de pacientes. Ningtin paciente presentd cambios en el SNP A-842G.
La frecuencia de cambio en C22T y C50T fue relativamente baja con respecto a la poblacion total.
Conclusiones: No encontramos asociacion entre la presencia de polimorfismos en el gen de la COX-1 y la peor
respuesta a la aspirina. Los cambios en observados a1-antitripsina podrian estar relacionados con un diferente
estado inflamatorio entre ambos tipos de pacientes.

Palabras clave:

Resistencia a Aspirina, protedmica, polimorfismos genéticos.

Abstract

Aim: To evaluate the existence of a possible association between Aspirin resistance (AR), COX-1 single-nucleoti-
de polymorphisms (SNPs) and the modifications in the plasma proteome of clinically stable coronary patients.
Materials and methods: AR was defined according to the PFA-100 assay. AR-sensitive and AR-resistant patients
had been taken aspirin for the last 9 months. The proteomic study (19 AR-sensitive, 19 AR-resistant) was per-
formed using IPG strips (17cm, pH 4-7), SDS-PAGE gels (10%) and silver staining. We study three SNPs (A-
842G, C22T y C50T) in 50 AR-sensitive patients, 33 AR-resistant and 83 controls using a real-time PCR.
Results: The expression of four -1-antitripsin isoforms was increased in the aspirin-resistant patients. No dif-
ferences were found in the expression of ceruloplasmin, haptoglobin-precursor, apolipoprotein-Al and albu-
min-precursor between both groups of patients. The A-842G SNP was undetectable in all subjects. The remai-
ning two SNPs (C22T y C50T) showed a low frequency with respect the global population.

Conclusions: The low SNPs frequencies were unlikely to explain the difference in aspirin responsiveness bet-
ween both groups of patients. The changes in -1-antitripsin could be linked with a different inflammatory sta-
te in these patients.

Key words:

Aspirin resistance, proteomics, genetic polymorphisms.
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I Introduccion

A lo largo de los afos, la aspirina ha demostrado ser un
tratamiento muy eficaz en la prevencion de los eventos car-
diovasculares. De hecho, la aspirina es capaz de reducir
hasta un 25% el riesgo de muerte, infarto o accidente cere-
brovascular [1-3]. Desafortunadamente, este beneficio no
es igual en todos los pacientes, existiendo una elevada pro-
porcién de pacientes que a pesar de tomar aspirina siguen
sufriendo eventos aterotrombdticos. Aunque hoy en dia
aun no existe un criterio diagnéstico formal, a esta incapa-
cidad de la aspirina de ejercer correctamente su efecto anti-
plaquetario se la conoce como «Sindrome de resistencia a
la Aspirina».

Se ha estimado que entre un 8% y un 45% de los pacien-
tes son resistentes a este fairmaco [4]. Ademds, diversos es-
tudios han demostrado que la resistencia a la aspirina influ-
ye de forma directa en el prondstico de los pacientes
cardiovasculares, mostrando este tipo de pacientes mayor
riesgo cardiovascular a largo plazo [5,6].

A nivel molecular, la aspirina ejerce su principal efecto
antitrombético inhibiendo la actividad de la ciclooxigena-
sa-1 plaquetaria (COX-1) mediante la acetilacién de una
serina localizada en la posicion 529 del sitio catalitico de la
COX-1, bloqueando asi la sintesis de tromboxano-A2
(TxA2) en las plaquetas [7]. Son muy diversos los mecanis-
mos potenciales que se han propuesto para tratar de expli-
car la resistencia a la aspirina, aunque realmente, el meca-
nismo por el que ocurre este fendémeno sigue siendo
desconocido. Se han descrito factores tanto clinicos como
farmacodinamicos y bioldgicos relacionados con la resis-
tencia a la aspirina [8]. Sin embargo, diversos autores ha-
blan de la posible existencia de variaciones o diferencias a
nivel genético como la principal causa de la diferente res-
puesta de las plaquetas de estos pacientes a la aspirina
[9,10].

Entre los posibles factores genéticos implicados en la me-
jor o peor respuesta a la aspirina existen descritas varias
mutaciones y/o polimorfismos en los genes que codifican
para la COX-1, COX-2 y la glicoproteina plaquetaria (GP)
IIb/IIa. [11]. En este sentido, nuestro grupo ha demostrado
recientemente la importancia del polimorfismo de la glico-
proteina plaquetaria GP IIb/Illa en el grado de activacion
de las plaquetas e incluso en la variabilidad del efecto anti-
trombético a firmacos como el clopidogrel [12].

Identificar a los pacientes no respondedores a aspirina y
alcanzar niveles adecuados de inhibicion de sus plaquetas
con terapias alternativas tiene interés clinico ya que en la
actualidad no disponemos de biomarcadores que nos per-
mitan identificar facilmente a este tipo de pacientes. Re-
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cientemente, nuestro grupo ha descrito mediante protedmi-
ca una clara asociacion e implicacion de algunas proteinas
plasmaticas con el fallo de este firmaco en producir la res-
puesta bioldgica esperada en este tipo de pacientes. Como
continuacion a este trabajo, en el presente estudio nos pro-
pusimos analizar si existe alguna asociacion entre resisten-
cia a la aspirina y la presencia de polimorfismos genéticos
de un unico nucleétido (SNPs) en el gen de la COX-1, asi
como su relacion con modificaciones en la expresion de
proteinas plasmaticas.

I Material y métodos

El estudio protedmico se llevo a cabo en un total de 38
pacientes (19 sensibles y 19 resistentes). Para el estudio ge-
nético se analizaron 88 pacientes (50 resistentes y 33 sensi-
bles). En ambos casos, se trataba de pacientes con enferme-
dad isquémica estable sometidos a un tratamiento
continuado de 100 mg/dia de aspirina. Los pacientes fueron
divididos en resistentes y sensibles a aspirina clasificados
segun el sistema PFA-100 [13]. Los pacientes estuvieron to-
mando aspirina durante al menos los tltimos nueve meses y
habian sufrido el evento coronario agudo al menos nueve
meses antes de la inclusién en el estudio. Un criterio de ex-
clusion fue el tratamiento con otros firmacos antitromboti-
cos o antiinflamatorios no esteroideos 30 dias antes de la
inclusion en el estudio.

Las muestras de sangre fueron obtenidas durante la ma-
fiana 2 a 4 horas tras la toma de aspirina mediante puncion
antecubital. Los primeros 3-4 ml fueron descartados para
evitar activacion plaquetaria espontdnea. Las muestras san-
guineas se recogieron en tubos con citrato tanto para el
analisis mediante el sistema PFA-100 y el andlisis de poli-
morfismos genéticos. La muestra de sangre para la obten-
ci6n de plasma se recogié en un tubo con EDTA.

Todos los pacientes recibieron una dosis adicional de As-
pirina (100 mg) y una hora después se obtuvo otra muestra
de sangre para desarrollar de nuevo el ensayo PFA-100 y
reforzar los resultados obtenidos. El estudio fue aprobado
por el Comité de Etica del Hospital Clinico San Carlos y to-
dos los pacientes firmaron el correspondiente consenti-
miento informado.

Clasificacion de los pacientes sensibles y resistentes a la
aspirina

Los pacientes resistentes a aspirina fueron clasificados
mediante el empleo del sistema PFA-100 (Dade Behring W.
Sacramento, USA) [14]. El sistema PFA-100 se basa en el
empleo de cartuchos con una membrana de colageno trata-
dos con epinefrina (10 pg). La sangre obtenida en citrato es
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aspirada por una aguja que somete a la muestra a unas ele-
vadas condiciones de flujo (5000 a 6000 s-1) a través de
una pequena apertura (150 ug) que existe en la membrana
de cada uno de los cartuchos. El tiempo necesario para la
oclusion de la apertura, definido como «tiempo de tapona-
do» (CT), es un indicador de la funcién plaquetaria de la
muestra sanguinea. De acuerdo con el fabricante del equi-
po, rangos en el tiempo de taponado comprendidos entre
94 y 193 segundos con cartuchos de epinefrina identifican
pacientes resistentes a aspirina [15]. En pacientes sensibles
a aspirina los tiempos de taponado de cartuchos con epine-
frina son superiores y tras un periodo de 300 segundos el
proceso automdticamente se detiene, siendo por lo tanto el
limite superior de medida del equipo 300 segundos.

Determinacion de Proteina C Reactiva

Se determind la concentracion plasmaética de la proteina
C reactiva (PCR) en cada uno de los pacientes segun las téc-
nicas rutinarias empleadas en nuestro centro.

Electroforesis bidimensional (2-DE)

Se analiz6 mediante electroforesis bidimensional un to-
tal de 500 ug de proteina total presente en el plasma [13].
La primera dimension se realizé mediante el empleo de ti-
ras IPG con un gradiente de pH inmovilizado de pH 4-7.
Mediante la utilizaciéon de un equipo para electroforesis
bidimensional Protean IEF Cell System (Bio-Rad Labs) se
lleva a cabo la primera dimension [16,17]. En la segunda
dimension, las proteinas presentes en cada gel IPG se re-
suelven mediante otro paso de electroforesis en geles SDS-
PAGE al 10% mediante el empleo del sistema PROTEAN
II XL (Bio-Rad Laboratorios). Los geles se sometieron a
un proceso de tincion con plata (Silver-Stain Plus Kit, Bio-

Rad Labs).

Adquisicion de imagen y analisis

Los geles bidimensionales una vez teniidos se escanearon
para su posterior andlisis. El esciner empleado para la ob-
tencion de la imagen fue un UMAX POWERLOOK III que
opera con el programa Magic Scan V 4.5 especifico para el
escaneo de geles e imdgenes bidimensionales. El analisis de
las imdgenes obtenidas se realiz6 mediante el empleo de un
software especifico denominado Quantity-One 4.2.3 de
Bio-Rad Laboratories. La intensidad de cada uno de los
puntos analizados se procesé mediante el correspondiente
método de sustraccion o eliminacién de fondo, y la intensi-
dad total de cada punto se normalizé con el correspondien-
te valor de intensidad de la albiimina presente en el mismo
gel, es decir, en el mismo paciente [13].
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Espectrometria de masas

Los puntos de interés fueron recortados y extraidos ma-
nualmente de los geles [16]. Para realizar la identificacion
de cada uno de los puntos de interés mediante espectrome-
tria de masas, cada punto se sometié a un proceso de re-
duccion en el gel, alquilacién, y por dltimo digestiéon con
tripsina [13]. Los andlisis llevados a cabo mediante MAL-
DI-TOF MS se desarrollaron en un aparato MALDI-tan-
dem 4700 Proteomics Analyzer (Applied Biosystems, Fra-
mingham, Massachussets). Todas las masas de los
espectros obtenidos fueron calibradas externamente me-
diante una mezcla de péptidos estindar (Sigma-Aldrich,
Madrid, Espaiia).

La identificacion de proteinas se realizé mediante compa-
racion con la base de datos MASCOT DATABASE (Mascot

database.http:// www.matrixscience.com.).

Estudio de polimorfismos genéticos de la COX-1

Para el estudio de polimorfismos genéticos estudiamos 50
pacientes sensibles y 33 resistentes. Se extrajo ADN genomi-
co procedente de sangre periférica. El genotipado de los pa-
cientes se realizo mediante estudio de disefio TagMan en un
equipo de PCR a tiempo real 7900 HT (Fast Real-Time
PCR System, Applied Biosystem Foster City, CA, USA). Se
analizaron tres polimorfismos genéticos de un tnico nucled-
tido (SNPs) en el gen de la ciclooxigenasa 1 (COX-1), uno
en la region promotora del gen (A-842G): primer forward
5>-TTCCTCCTTCTAGGTGCTTCCT-3’, VIC- CTGGC-
GAAAAGGAGA, primer reverse 5-CGCCGAATTTATA-
GAATCCCAGCAT-3’, FAM-TGGCGAGAAGGAGA, y
dos en la region codificante (C22T): primer forward 5°-
GCTCAGCCCCTCATCTCTCT-3’, VIC-CAAGAACCG-
GAGCAAG, primer reverse 5’>-GGAGCAGGAGCAGGAA-
CAG-3’, FAM-CAAGAACCAGAGCAAG y (C50T):
primer forward 5’>-CTCCGGTTCTTGCTGTTCCT-3’,
VIC-CTGCTCCCGCCGCT, primer reverse 5-GGTCCGC-
GAGCAGGA-3’, FAM-CTGCTCCTGCCGCT.

Las condiciones de la PCR fueron las siguientes: 95° C
durante 5 minutos, seguido de la fase ciclica de 35 ciclos a
95° C durante 1 minuto, 60° C durante 30 segundos y 72°
C durante 30 segundos; y una ultima fase de 72° C durante
7 minutos.

Asi mismo, también realizamos el genotipado de una po-
blacién control (n=83), para comparar con nuestra pobla-
ci6n de estudio.

Analisis estadistico
Los resultados se muestran como media =+ error estandar
de la media (eem). Para la determinacion de significacion
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estadistica realizamos test de Mann-Whitney para el anali-
sis protedmico. En el caso del analisis genético se realizo el
test de Chi-cuadrado con el programa Epi Info v. 6.02
(CDC Atlanta USA) para estudiar las diferencias entre los
dos grupos de estudio. Se consideraron diferencias signifi-
cativas a los valores de p <0.05.

I Resultados

Estudio del proteoma plasmatico

Los 38 pacientes incluidos en el estudio proteémico fue-
ron seleccionados basdndonos en el hecho de que los tiem-
pos de oclusion estuviesen en los rangos extremos para ca-
da una de las dos condiciones de respuesta a Aspirina
(Tabla 1). Los valores del tiempo de oclusion de cartuchos
de epinefrina en el momento de inclusion y una hora tras la
toma de una dosis de 100 mg de Aspirina se muestran en la
tabla 1. Los pacientes incluidos en el estudio presentaban
edad y factores de riesgo similares (Tabla 1), y todos ellos
estaban recibiendo un tratamiento farmacoldgico similar en
el momento de inclusién en el estudio.

Una vez obtenido el proteoma plasmaético de cada uno de
los pacientes, analizamos densitométricamente diferentes
proteinas. Algunas proteinas fueron identificadas mediante
comparacién con los proteomas plasmaticos disponibles en
la base de datos SWISS-2D (http://www.expasy.ch/ch2d). El
andlisis densitométrico de cada uno de los puntos se realizd
usando el valor de la albimina como valor normalizador
[16]. En trabajos previos, tanto de nuestro grupo como de
otros, algunas de las proteinas aqui analizadas han sido
identificadas mediante espectrometria de masas y compara-
cion con la base de datos (http://www.matrixscience.com
[16,18,19].

Mediante anélisis por espectrometria de masas confirma-
mos la identidad de alguna de las proteinas plasmaticas
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Fig. 1. Expresion de diferentes isoformas de al-antitripsina en
una poblacién de pacientes sensibles y resistentes a la aspirina.
(AAT: al-antitripsina; U.A.: Unidades arbitrarias de densitome-
tria. *p<0.05 con respecto a los pacientes sensibles).

analizadas en el estudio: 2 isoformas del precursor de albu-
mina y dos isoformas de la proteina precursora de hapto-
globina (Tabla 3).

En el proteoma plasmatico de cada uno de los pacientes
analizamos la expresion de varias proteinas relacionadas
fundamentalmente con el grado inflamatorio, proteccion
vascular y el estado oxidativo de este tipo de pacientes.

En primer lugar, analizamos la expresion de siete isofor-
mas distintas de a1-antitripsina (AAT). La expresion de las
isoformas 2, 3 ;4 y 6 de la AAT estaba aumentada de forma
significativa en el plasma de los pacientes resistentes a Aspi-
rina en comparacion con los pacientes sensibles a Aspirina
(Figura 1).

También analizamos la expresion de dos isoformas distin-
tas del precursor de haptoglobina. No encontramos cam-
bios significativos en la expresion de ninguna de las dos iso-

Tabla 1. Caracteristicas de los pacientes estudiados mediante protedmica

Sensibles (n=19) Resistentes (n=19) p
EDAD (afios) 65=+9 66 =8 NS
FACTORES DE RIESGO (%)
Fumadores 32 % 47 % NS
Hipertension 37 % 58 % NS
Hiperlipemia 79 % 68 % NS
Diabetes Mellitus 10 % 26 % NS
Tiempo de oclusién en el momento de inclusion >300 112.9 + 21.0 -
Tiempo de oclusion una hora tras el tratamiento con Aspirina >300 124.9 + 27.1 -

(Media = DS. NS: no significacion estadistica, P>0.05).
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Fig. 2. Expresion de diferentes isoformas del precursor de hapto-
globina en una poblacién de pacientes sensibles y resistentes a la
aspirina. (PRE-HAPTO: precursor de haptoglobina; U.A.: Unida-
des arbitrarias de densitometria. *p<0.05 con respecto a los pa-
cientes sensibles).

Fig. 3. Expresion de diferentes isoformas de ceruloplasmina en
una poblacién de pacientes sensibles y resistentes a la aspirina.
(CP: ceruloplasmina; U.A.: Unidades arbitrarias de densitometria.
*p<0.05 con respecto a los pacientes sensibles).
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Fig. 4. Expresion de diferentes isoformas de la apolipoproteina-Al
en una poblacién de pacientes sensibles y resistentes a la aspirina.
(APO AL apolipoproteina-Al; U.A.: Unidades arbitrarias de den-
sitometria. *p<0.05 con respecto a los pacientes sensibles).

formas (Figura 2). Tampoco encontramos diferencias signi-
ficativas en el nivel de expresion de tres isoformas distintas
de una proteina, identificada mediante comparacion con la
base de datos SWISS-2D como ceruloplasmina (Figura 3).

Posteriormente, analizamos la expresion de cinco isofor-
mas de la apolipoproteina-Al, cuya expresion fue muy simi-
lar entre ambos grupos de pacientes (Figura 4). Por dltimo,
la expresion de dos proteinas identificadas como precursor
de albumina fue similar entre ambos grupos de pacientes
(Figura 35).

Fig. 5. Expresion de diferentes isoformas del precursor de albimi-
na en una poblacién de pacientes sensibles y resistentes a la aspiri-
na. (PRE-ALBU: precursor de albimina; UA: Unidades arbitrarias
de densitometria. *p<0.05 con respecto a los pacientes sensibles).

Analisis genético

En la segunda parte de este estudio nos centramos funda-
mentalmente en el andlisis de la presencia de polimorfismos
de un unico nucledtido (SNP) en el gen de la COX-1 cuya
presencia pudiese estar relacionada con cambios en la expre-
si6n y actividad de dicho enzima. Es importante destacar,
que al igual que en el estudio protedmico, los pacientes fue-
ron seleccionados basdndonos en el hecho de que los tiempos
de oclusion estuviesen en los rangos extremos para cada una
de las dos condiciones de respuesta a Aspirina (Tabla 1).
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Tabla 2. Analisis de polimorfismos de un tnico nucle6tido (SNPs) (% pacientes)

SNPs HAPLOTIPOS SENSIBLES RESISTENTES CONTROLES
TOTAL PACIENTES - 50 33 83
NO POLIMORFICOS ACCyACC 44 (88%) 29 (87.8%) 69 (82.1 %)
C22T ACCy ATC 3 (6.8%) 1(3.4%) 7 (8.3 %)
CS50T ACCy ACT 3 (6.8%) 3(10.3%) 7 (8.3 %)
C22T/ CS50T ACCyATT 0 0 0
A-842G ACCy GCC 0 0 0
A-842G/ C22T ACCy GTC 0 0 0
A-842G/ CS0T ACCy GCT 0 0 0
A-842G/ C22T/ CS50T ACCy GTT 0 0 0

(NO POLIMORFICOS: individuos que no presentaron cambios en ninguno de los tres SNPs analizados (A-842G; C22T: C50T).

Tabla 3. Identificacion del precursor de albimina y el precursor de haptoglobina por espectrometria de masas

Proteina

N° acceso

base de datos

Método de
identificacién

Secuencia

Precursor de Albimina (PRE-HAPTO)

cubierta (%)

PRE-HAPTO Isoforma 1 P02768 MS 16% 97.90

PRE-HAPTO Isoforma 2 P02768 MS 22 100
Precursor de Haptoglobina (PRE-HAPTO)

PRE-HAPTO Isoforma 1 P00738 MS/MS 3% 74.40

PRE-HAPTO isoforma 2 P00738 MS/MS 7% 98.64

(MS: andlisis mediante espectrometria de masas; MS/MS: Espectrometria de masas en tandem).

Analizamos la presencia cambios en tres SNPs en el gen
de la COX-1 (A-842G, C22T Y C50T) (Figura 6) en una
poblacién compuesta por 50 pacientes sensibles a aspirina,
33 pacientes resistentes y una poblacion control formada
por 83 individuos del drea de la Comunidad de Madrid, co-
mo representacion de lo que puede ocurrir en la poblacion
espafiola.

La tabla 2 muestra los distintos haplotipos analizados a
partir de la combinacidon de los tres polimorfismos estudia-
dos. Como se puede observar, nuestra poblacion se caracte-
riz6 fundamentalmente por la baja frecuencia de polimor-
fismos en los tres grupos de pacientes analizados.

No observamos ningtn individuo en nuestra poblacion
que presentara cambio de adenina (A) por guanina (G) en el
caso del SNP-1 (A-842G) (Tabla 2). En el caso del SNP-2
(C22T) observamos como la presencia de este polimorfismo
era mayor en los pacientes sensibles a la aspirina con respec-
to a los resistentes (6,8 % vs 3,4 %), aunque este porcentaje
fue insignificante respecto a la poblacion total (Tabla 2).

Respecto al tercer polimorfismo estudiado, SNP-3
(C50T), observamos una mayor presencia de este polimor-

fismo en los pacientes resistentes con respecto a los sensi-
bles, aunque tnicamente se traté de un 10,3 % en los pa-
cientes resistentes con respecto a la poblacion resistente to-
tal, que no presentaron cambio en ese polimorfismo.

Por lo tanto, no encontramos ninguna asociacion entre
resistencia/sensibilidad a la aspirina y la presencia de los
tres polimorfimos de un unico nucledtido analizados en el
gen de la COX-1. La baja presencia de estos SNPs en nues-
tra poblacion no explicaria la elevada incidencia de este
sindrome (Figura 7).

I Discusion

En la primera parte de este estudio, analizamos mediante
proteémica, cambios en la expresion de proteinas plasmati-
cas relacionadas principalmente con la inflamacion y el es-
trés oxidativo en pacientes con enfermedad coronaria esta-
ble sensibles y resistentes a Aspirina, que pudieran estar
asociados con la diferente funcionalidad de sus plaquetas.
Recientemente, nuestro grupo ha descrito en este mismo
grupo de pacientes, la existencia de diferencias en el nivel
de expresion de algunas proteinas plasmaticas, que parecen
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Fig. 6. Localizacion de los tres SNPs analizados en el estudio. El
SNP-1 (A-842G) se encuentra localizado en la region promotora
del gen; SNP-2 (C22T) y SNP-3 (C50T) se localizan la region co-
dificante (ex6n 1) del gen de la COX.
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Fig. 7. Frecuencia polimoérfica del gen de la COX-1 en la pobla-
cion representativa de la Comunidad de Madrid. Ningun caso
presentd el SNP-1 (A-842G).

estar relacionadas de forma muy directa con la resistencia a
la aspirina [13].

Hemos identificado y estudiado la expresion de diferentes
isoformas de tres importantes proteinas de fase aguda co-
mo son la a1-antitripsina, el precursor de haptoglobina y la
ceruloplasmina, para analizar su posible utilidad como in-
dicadores 0 marcadores bioquimicos que ayuden a la iden-
tificacion de pacientes resistentes a la accion antiplaqueta-
ria de la Aspirina. En primer lugar, observamos como la
expresion de cuatro de las siete isoformas de la a1-antitrip-

fﬁ-a Llﬂrlﬁgé"f.

sina estaba aumentada de forma significativa en los pacien-
tes resistentes con respecto a los sensibles. En esta misma li-
nea, los niveles de esta proteina estaban también aumenta-
dos en el plasma de pacientes durante la fase aguda de un
sindrome coronario agudo [16]. Sin embargo, no encontra-
mos cambios significativos en la expresion de ceruloplasmi-
na y del precursor de haptoglobina entre los pacientes sen-
sibles y resistentes a aspirina. Ambas proteinas estdn
relacionadas de forma muy directa con la inflamacion y el
estado oxidativo [20,21]. Sin embargo, el papel y la posible
implicacion de estas proteinas en los eventos cardiovascula-
res aun no estdn completamente definida, aunque si que se
ha observado una estrecha correlacion entre los niveles de
expresion de estas proteinas de fase aguda y las concentra-
ciones plasmaticas de PCR [22]. En este sentido, tampoco
encontramos diferencias significativas en la concentracion
plasmatica de PCR entre ambos grupos de pacientes (0.24
+0.03 mg/dl vs 0.22 = 0.04 mg/dl).

No obstante, es importante destacar que en resultados
anteriores de nuestro grupo observamos como la expresion
de tres isoformas haptoglobina estaban aumentadas de for-
ma significativa en el grupo pacientes resistentes [16]. Posi-
blemente, no hemos encontrado diferencias en la expresion
del precursor de haptoglobina por tratarse de una molécula
en un estadio funcional anterior al de la proteina final. Es-
tos resultados y junto con los obtenidos en estudios ante-
riores muestran como, tal vez, el diferente nivel o grado de
expresion de algunas de las proteinas definidas habitual-
mente como de fase aguda podria estar asociada con la pe-
or respuesta plaquetaria a la aspirina que muestran este ti-
po de pacientes.

En este estudio, también identificamos 5 isoformas de la
Apo-Al. Muiltiples estudios atribuyen los efectos beneficio-
sos de las lipoproteinas de alta densidad a esta proteina. De
hecho, la expresion de esta proteina se ha asociado con una
mayor proteccion vascular [23,24]. Sin embargo, no encon-
tramos cambios significativos en la expresion de ninguna
de las isoformas de la Apo-Al entre los pacientes sensibles y
resistentes a aspirina. Del mismo modo, tampoco se encon-
traron cambios significativos en la expresion de otra apoli-
poproteina asociada a la protecciéon vascular, la apolipo-
proteina-AlIV, en este mismo tipo de pacientes [16].
Teniendo en cuenta estos resultados, podriamos decir que
no parecen existir diferencias, en cuanto a dafio vascular,
asociadas con la mejor o peor respuesta plaquetaria a la as-
pirina de ambos grupos de pacientes.

Por dltimo, tampoco encontramos diferencias significati-
vas en los niveles de expresion de dos isoformas del precur-
sor de albimina, un marcador nutricional [25], sugiriendo
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un estado nutricional similar entre ambos grupos de pa-
cientes. En la misma linea, tampoco se observaron diferen-
cias significativas en la expresion de otra isoforma del pre-
cursor de albimina, descrito en el primer estudio
proteémico realizado con estos mismos pacientes.

Por otro lado, analizamos el gen de la COX-1 en busque-
da de posibles polimorfismos de un tnico nucle6tido
(SNPs) que pudieran estar asociados con la heterogeneidad
en la respuesta plaquetaria a la aspirina en una poblacion
de pacientes con enfermedad isquémica establecida. En este
sentido, la presencia de un SNP que conlleve cambio de
aminodcido en el gen de la COX-1 podria alterar la activi-
dad catalitica o la afinidad de este enzima por la aspirina.
Asi mismo, la presencia de SNPs en las regiones limitrofes
exon-intrén puede influir de forma muy directa en el spli-
cing del m-RNA del enzima. En este estudio analizamos la
frecuencia de SNPs en el gen de la COX-1 tanto en la re-
gion promotora (A-842G), como en la region codificante
(C22T y C50T) que pudieran estar asociados con la dife-
rente respuesta plaquetaria que muestran este tipo de pa-
cientes a la aspirina.

Nuestros resultados muestran que la frecuencia de estos
SNPs es relativamente baja en nuestra poblacion, compara-
do con los resultados obtenidos en otras poblaciones como
la caucasiana o afroamericana [26], y solo explicarian la
peor respuesta a la aspirina en un pequefio porcentaje de la
poblacién. Por lo tanto, no encontramos ninguna asocia-
ci6n entre la mejor o peor respuesta plaquetaria a la aspiri-
na vy la presencia de los tres SNPs analizados.

Es importante destacar, que existe una gran controversia
con respecto a la relevancia de la presencia de mutaciones
en el gen de la COX-1 sobre la mejor o peor respuesta pla-
quetaria a la aspirina. En este sentido, Maree et al [27] de-
mostraron que la existencia de polimorfismos en la region
promotora del gen de la COX-1 (842G) estaba asociado a
la resistencia a la aspirina [28]. Por otro lado, Halushka et
al [11] mostraron como pacientes heterocigotos para el
SNP C50T, mostraban una mayor inhibicién de la forma-
ci6én de tromboxano por la aspirina. Sin embargo, Hillarp
et al [28] tampoco encontraron SNPs en el gen de la COX-
1 en pacientes no respondedores que habian sufrido un
evento isquémico cerebral. En la misma linea de resultados,
Takahashi et al [29] tampoco observaron ninguna asocia-
cién entre la presencia de polimorfismos en el gen de la
COX-1y COX-2 y la peor respuesta a la aspirina que sir-
viera para explicar la alta incidencia de este sindrome en la
poblacion general.

Por lo tanto, serdn necesarios mas estudios tanto genéti-
cos como protedmicos que proporcionen mds informacion
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sobre los posiblemente mecanismos y vias de acciéon impli-
cadas en la diferente respuesta plaquetaria al tratamiento
con aspirina. |
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I ORIGINAL

Efecto de la LDL modificada en la expresion de adipofilina en macrofagos y
células musculares lisas de la pared vascular. Implicaciones para el desarrollo de
arteriosclerosis

Effect of modified LDL in the expression of adipocyte differentiation-related protein in
macrophages and vascular smooth muscle cells. Implications for atherosclerosis progression

Llorente-Cortés V ', Royo T *, Juan-Babot O ', Badimon L '*

' Cardiovascular Research Center, CSIC-ICCC. Hospital de la Santa Creu I Sant Pau. > CIBEROBN. Instituto de Salud Carlos III.
*Departamento de Biologia Celular. Universidad de Barcelona.

Esta investigacion ha sido financiada por FUNDACION MAPFRE.

Resumen

Objetivo: Analizar si la union e interiorizacion de la LDL modificada por agregacion (LDLag) puede inducir la
expresion de la proteina adipofilina (ADRP), un marcador de acumulacion lipidica, en las células musculares
lisas de la pared vascular (CMLV) y macr6fagos humanos.

Resultados: La LDLag induce la sobreexpresion de ADRP tanto a nivel de ARNm (PCR tiempo real) como a
nivel de proteina («western blot») en CMLV (ARNm: 3.06-veces; proteina: 8.58-veces) y también en macrofa-
gos (ARNm: 3.5-veces; proteina: 3.71-veces). Los estudios immunohistoquimicos evidenciaron una alta colo-
calizacion entre ADRP y CMLV y también entre ADRP y macrdfagos en placas ateroscleroticas avanzadas ri-
cas en lipido.

Conclusiones: La captacion de LDLag mediante el receptor lipoproteico LRP1 juega un papel primordial en la
formacion de células espumosas a partir de macréfagos y de CMLV vy, por tanto, en la progresion de la lesion
aterosclerdtica.

Palabras clave:

Adipofilina, LDL agregada, LRP1, células musculares lisas de pared vascular, macréfagos.

Abstract

Aims: The objectives of this work were to analyze whether aggregated LDL (agL.DL) uptake modulates ADRP
expression levels in human vascular smooth muscle cells (VSMC) and macrophages (HMDM).

Methods and Results: AgLDL strongly upregulated ADRP mRNA (Real-time PCR) and protein expression
(western blot) in human VSMC (mRNA: by 3.06-fold; protein: 8.58-fold) and HMDM (mRNA: by 3.5-fold;
protein: by 3.71-fold).. Immunohystochemical studies evidence a high colocolocalization between ADRP/ma-
crophages and ADRP/VSMC in advanced lipid-enriched atherosclerotic plaques.

Conclusions:These results demonstrate that agLDL-LRP1 engagement induces ADRP overexpression in both
HMDM and human VSMC. ADRP is highly expressed in advanced lipid-enriched human atherosclerotic pla-
ques. Therefore, LRP1-mediated agLDL uptake might play a pivotal role on vascular foam cell formation and
atherosclerotic plaque progression.

Key words:

Aggregated LDL, LRP1, adipophilin, human VSMC, macrophages.
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I Introduccion

Uno de los eventos principales en el proceso aterogénico es
la acumulacion de lipidos, principalmente colesterol esterifi-
cado en el espacio subendotelial de la pared vascular [1-3].
In vivo, la LDL retenida en la pared vascular sufre modifica-
ciones tales como la oxidacion, pero sobre todo agregacion y
fusion [4,5]. De hecho, la mayor parte de la LDL retenida en
la pared vascular se ha encontrado en forma agregada (LD-
Lag). La LDLag es un inductor muy potente de acumulacion
intracelular de colesterol esterificado tanto en los macréfa-
gos [6-8] como en las células musculares lisas de la pared
vascular (CMLV) [9-11]. En CMLY, el receptor lipoproteico
«Low density lipoprotein receptor-related protein» (LRP1),
es clave para la acumulacion lipidica intracelular en células
vasculares ya que facilita la captacion de LDLag de forma no
regulada por el colesterol [11,12]. El mecanismo de internali-
zacion de LDLag por el LRP1 esta favorecido en la intima
arterial, donde los proteoglicanos facilitan los procesos de
modificacién por agregacion e internalizacion de la LDL
[13]. La expresion del LRP1, a diferencia de la del receptor
de LDL, se regula a la alza por la LDLag in vitro y por la hi-
percolesterolemia en el modelo porcino [14,15]. Por consi-
guiente, el LRP1 por tener un papel crucial en la formacion
de células espumosas en la pared vascular, podria contribuir
de forma decisiva a la formacion de placas aterosclerdticas
«blandas», es decir con un alto contenido en lipido, cuya
ruptura se asocia a la mayor parte de los sindromes corona-
rios agudos (angina inestable, infarto de miocardio y muerte
subita). Por ello resulta de un gran interés conocer los proce-
sos que permiten la acumulacién intracelular de lipido a par-
tir de la captacion de LDLag mediada por LRP1.

Se ha descrito que las alteraciones en la expresion de adi-
pofilina estan asociadas al sindrome metabolico [16,17]. La
adipofilina se considera un marcador de acumulacién lipi-
dica en diferentes tipos celulares y en diferentes procesos
patdgenicos relacionados con la acumulacion lipidica intra-
celular [18]. Ademas esta proteina se encuentra localizada
en la superficie de los dropletes lipidicos y juega un papel
fundamental en la formacion de los mismos [19]. Se consi-
dera que la distribucién celular tan amplia de la adipofilina
se debe a que juega un papel esencial en el metabolismo li-
pidico, desde el empaquetamiento de los lipidos hasta la re-
gulacion de su hidrolisis. En concreto, se ha descrito que la
adipofilina incrementa la acumulacién lipidica en macréfa-
gos THP-1 y que este aumento previene el eflujo de lipido
en estas células [20].

Aunque sabemos que la captacion de LDLag mediante
LRP1 conduce a una acumulacién intracelular de colesterol
esterificado muy elevada tanto en macrdfago [6-8] como en
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la célula muscular lisa [9-11], se desconoce la forma en que
se acumula intracelularmente. Los objetivos de este trabajo
han sido investigar el efecto de LDLag en la expresion de
ARN mensajero y proteina de adipofilina en CMLV y ma-
crofagos, y la posible relacion entre los niveles de expresion
del LRP1 y los de adipofilina. Nuestros resultados demues-
tran 1) que existe un alto grado de colocalizacién entre
ADRP y macréfagos y entre ADRP y CMLYV en lesiones ate-
rosclerdticas avanzadas ricas en lipido; 2) que la LDLag in-
duce la expresion de ADRP tanto a nivel de ARNm como de
proteina en CMLV y en macréfagos. Dado que la adipofili-
na esta altamente expresada en dos de los tipos celulares
claves en el desarrollo de lesion aterosclerdtica, la captacion
de LDLag mediada por LRP1 probablemente juega un papel
primordial en la formacion de célula espumosa asociada a la
progresion de las lesiones aterosclerdticas.

I Material y Métodos

Aislamiento y caracterizacion de células musculares lisas de
pared vascular humana

Los cultivos primarios de células musculares lisas de pa-
red vascular (CMLV) humana se obtuvieron a partir de las
coronarias procedentes de los corazones extraidos a los in-
dividuos transplantados en la Unidad de Trasplantes de Co-
razén (Hospital de la Santa Creu i Sant Pau). Las CMLV se
obtuvieron por una modificacién de la técnica de explantes
previamente descrita en nuestro grupo [1-3]. Las CMLV de
los explantes se dejaron crecer en monocapa en medio 199
con suero bovino fetal al 20%, suero humano al 2%, L-glu-
tamina (2 mM), penicilina (100 U/mL) y estreptomicina
(100 ug/mL). Las CMLV se utilizaron para realizar los ex-
perimentos cuando estaban entre pasaje 2 y 6. La viabili-
dad celular se determind mediante el método de exclusion
por azul de tripano.

Aislamiento de monocitos humanos y diferenciacion de
macrofagos

Los monocitos se obtuvieron a partir de «buffy-coats»
(35-40 mL) de sujetos sanos. Las células se depositaron en
15 mL de Ficoll-Hypaque y se centrifugaron a 400 g duran-
te 40 minutos a 22 °C. Las células mononucleadas se obtu-
vieron a partir de la banda central blanca del gradiente. Las
células se lavaron exhaustivamente en DPBS y se resuspen-
dieron en medio RPMI suplementado con un 20% de suero
humano A/B. Los monocitos se diferenciaron a macréfagos
por adicién al medio completo de suero humano A/B al
20% y «macrophage colony stimulating factor» (M-CSF) a
100 ng/mL durante 3 dias.
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Obtencidn, caracterizacion y modificacion de las lipoproteinas
Las LDL humanas se obtuvieron a partir de una mezcla
de sueros procedentes de voluntarios normolipémicos y se
aislaron por ultracentrifugacion secuencial. La LDL se dia-
lizaron y se determiné su concentracion en proteina y coles-
terol. La pureza de la LDL se analizé por electroforesis en
gel de agarosa. Las LDL se agregaron in vitro mediante agi-
tacion intensa en vortex durante 4 minutos de una solucion
de LDL de 1 mg/mL [1-3]. El nivel de agregacion se com-
probé por turbidimetria (absorbancia a 680 m). Para deter-
minar el grado de oxidacion se analizé la concentracion de
sustancias reactivas con el dcido tiobarbiturico (TBARS).

Determinacion de la concentracion intracelular de colesterol
libre (CL) y colesterol esterificado (CE) derivado de LDL

Se indujo la quiescencia de las CMLV y posteriormente se
incubaron durante 18 horas con LDL nativa o LDLag. Se
realizé la extraccion lipidica de las muestras y se separé CL
y CE por cromatografia en capa fina. Las bandas corres-
pondientes a CL y CE se cuantificaron densitometricamente
utilizando una curva estindar de CL y palmitato de coleste-
rol, respectivamente [1-3]. Los resultados se normalizaron
por proteina.

Analisis de la expresion de ARNm de adipofilina y LRP1
por PCR tiempo real

Se sintetiz6 el cDNA a partir de 1 ug de RNA en una reac-
cioén que contenia 0,02 ug/ul de oligodT, 20 U RNAsin, 1
mM dNTPs, 20 mM DTT, 200 U M-MLV-RT, 50 mM Tris-
HCI PH 8,3, 75 mM KCl y 3 mM MgCl.. La reaccion se rea-
liz6 en una hora a 37 °C y se detuvo calentando a 75 °C du-
rante 10 min. El cDNA se diluy? v las distintas alicuotas se
utlizaron mediante la utilizaciéon de los oligonucledtidos
adecuados, para amplificar el RNA de interés. La cuantifi-
cacion a tiempo real se basa en la utilizacion de sondas
Tagman marcadas con fluorescencia y cebadores especifi-
cos disefiados por el «software Primer Express» (PE Biosys-
tems). La reaccion de amplificacion contenia 2 ul de cDNA
en 25 ml de «Tagman PCR master mix» con 300 nM de ce-
badores y 250 nM de sonda. El ciclo umbral (Ct) se norma-
liz6 por gapdh y se utilizo para el célculo de la concentra-
ci6on del gen [4].

Analisis de la expresion proteica de adipofilina y LRP1 me-
diante «Western blot»

Se cargaron 20-30 ug de proteina por pocillo y se separa-
ron por electroforesis en geles de SDS-poliacrilamida trans-
firiendose a filtros de nitrocelulosa. Las membranas se in-
cubaron con anticuerpos anti-LRP1 o anti-adipofilina. La
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deteccion de la proteina se realizd mediante un anticuerpo
secundario marcado con peroxidasa y el sistema de detec-
ci6n de supersignal [4].

Immunohistoquimica

Arterias coronarias humanas se obtuvieron a partir de los
corazones explantados inmediatamente después de la ciru-
gia. Todos los procedimientos utilizados fueron aprovados
por el Comité de Etica y Revision Institucional. Las mues-
tras embebidas en parafina se cortaron en secciones seria-
das de 5 micras de grosor y se colocaron en trozos envuel-
tos con polilisina, después se desparafinaron y se tifieron
con la tincion de tricrémico de mason o se procesaron para
immunohistoquimica. Las lesiones se caracterizaron utili-
zando las secciones tefiidas con tricromico de Mason vy se
clasificaron de acuerdo con el criterio de la «American He-
art Association» [21].

Brevemente, las secciones consecutivas se desparafinaron,
se hidrataron y se bloquearon. Se aplic6 el método de doble
immunofluorescencia. Los anticuerpos primarios fueron:
anticuerpo monoclonal anti-a-actina (a-SMC, clon 1A4,
Dako); anticuerpo monoclonal anti-macréfago, (CD68,
EBM11, Dako) y anticuerpo policlonal anti-ADRP (Rese-
arch Diagnostics RDI-PROGP40) durante 2 horas (dilucion
1:100) a temperatura ambiente. Después de varios lavados,
las secciones se incubaron con inmunoglobulinas TRITC
anti-raton (T1659; Sigma) e inmunoglobulinas FITC anti-
cerdo (106-095-006; Jackson ImmunoResearch) durante 1
hora (dilucion 1:50). Las secciones se analizaron en un mi-
croscopio Nikon Eclipse 80i. Las imdgenes se capturaron
mediante el programa Visilog 5.4 Noesis. Se corrieron con-
troles para cada grupo de experimentos.

I Resultados

Analisis de la expresion de adipofilina en células muscula-
res lisas y macrofagos de lesiones aterosclerdticas avanza-
das ricas en lipido

La figura 1 muestra una lesion aterosclerdtica avanzada
tipo V clasificada de acuerdo con la American Heart Asso-
ciation. La tincién immunohistoquimica para CD68 (mar-
cador de macréfagos) y adipofilina demostré un alto grado
de colocalizacion entre la adipofilina (en verde) y el CD68
(en rojo). También se observé un alto grado de colocaliza-
ci6n entre la adipofilina (en verde) y la a-actina (marcador
de células musculares lisas). Por lo tanto, la adipofilina co-
localiza con ambos tipos celulares de la vasculatura, los
macréfagos y las células musculares lisas en lesiones ateros-
cleréticas avanzadas ricas en lipido (n=3).
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Masson’s trichromic staining

CD68 ADRP CD68/ADRP

a-actin/ADRP

Fig. 1. Analisis de la colocalizacion entre la proteina ADRP y ma-
crofagos y entre ADRP y CMLV de la pared vascular. Colocaliza-
ciéon de ADRP (en verde) y CD68 (en rojo) (A) y colocalizacion de
ADRP (en verde) y a-actina (en rojo) (B) en una lesiéon ateroscle-
rotica tipo V (tincion de tricromico de Mason). Bar: 100 pM. Las
flechas muestran un alto grado de colocalizacién entre ADRP y
células positivas para CD68 (macrdfagos) y también entre ADRP
y células positivas para a-actina (CMLV).

Efecto de la LDL no modificada y de la LDL modificada
por agregacion en la acumulacion de colesterol esterificado
y en la expresion de los receptores lipoproteicos LRP1,
LDLR, CD36 y ABCA1 en macréfagos y células muscula-
res lisas de la pared vascular

Por cromatografia en capa fina, se determino el efecto de
la LDL no modificada y de la LDL modificada por agrega-
ci6n en la acumulacion intracelular de colesterol esterifica-
do. Existe una diferencia muy importante en la acumula-
cién lipidica inducida por un tipo u otro de lipoproteina en
ambos tipos celulares (Tabla 1). La LDL modificada por
agregacion (100 ug/mL; 24 horas) indujo una elevada con-
centracion de colesterol esterificado desde niveles indetecta-
bles hasta 77,09+1,2 ug/mg proteina en macréfagos y hasta

75+3 ug/mg proteina en CMLV. En cambio la LDL no mo-
dificada indujo una alteracion significativa pero leve de la
concentracion intracelular de colesterol esterificado, hasta
10,25+0,54 ug/mg proteina en macrofagos y hasta
25,42+2.24 ug/mg proteina en células musculares lisas du-
rante el mismo tiempo de exposicion.

Por PCR tiempo real, se analizé la expresion ARNm de
los genes LRP1, LDLR, CD36 y ABCA1 en células muscu-
lares lisas y macrofagos (Tabla 1). El receptor LDL se redu-
jo de forma muy importante por ambas LDL no modifica-
das y modificadas por agregacion en los dos tipos celulares.
En contraste, la expresion en ARNm de LRP1 no se reguld
por LDLs en macréfagos y se reguld significativamente a la
alza en células musculares lisas vasculares (nLDL:
1,69+0,31-veces versus agLDL: 2,70+0,25-veces en 48 ho-
ras de incubacién), como se ha descrito previamente [14].
El receptor scavenger CD36 no se modificé significativa-
mente por ninguno de los tipos de LDL ni en macréfagos ni
en células musculares lisas de pared vascular. Sorprendente-
mente, la expresion de ARNm del gen ABCA1 se reguld a
la alza por agLDL tanto en macréfagos (1,34+0,10 veces a
las 24 horas, 1,67+0,04 veces a las 48 horas) como en
CMLYV (1,38+0,18 veces a las 24 horas, 1,40+0,11 veces a
las 48 horas).

Efecto de la LDL modificada por agregacion en la expre-
sion en ARNm y proteina del gen de adipofilina en macro-
fagos y células musculares lisas de la pared vascular

La LDL modificada por agregacion demostro una alta ca-
pacidad para inducir la overexpresion de adipofilina en ma-
crofagos (2,67 veces a las seis horas; 3,06 veces a las 12 ho-
ras) (Figura 2). En células musculares lisas de la pared
vascular, la LDL modificada por agregacion también indujo
de forma muy importante la expresion de ARNm de adipo-
filina pero a tiempos de exposicion mas largos (1,36 veces a
las doce horas; 3,50 veces a las 24 horas) (Figura 2). La re-
gulacion a la alza de la adipofilina en los dos tipos celulares
se mantuvo a lo largo del tiempo. En contraste, la expre-
sion de ARNm de la adipofilina aumenté solo ligeramente
por LDL no modificada tanto en macréfagos (1,6 veces a
las 24 horas) como en células musculares lisas de la pared
vascular (1,68 veces a las 24 horas).

La expresion de proteina de adipofilina también se reguld
de forma muy importante por LDL modificada por agrega-
cién (100 pg/mL, 24 horas) en macrofagos (8,58 veces) y
células musculares lisas vasculares (3,71 veces) (Figura 3).
Sin embargo, la LDL no modificada apenas alterd los nive-
les de proteina de adipofilina en estas células (macréfagos:
1,84 veces; musculares lisas: 2,11 veces). En concordancia
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Tabla 1. Acumulacion intracelular de colesterol esterificado (CE) y niveles de expresion de ARNm de LRP1,LDLR, CD36 y

ABCA1 en macrofagos y CMLV

Macroéfagos
tiempo (horas) 24 48
Control LDLn LDLag Control LDLn LDLag
Acumulacién CE No detectable 10.25 = 0,54 * 77.09 £ 1.2 *+ No detectable 11.54 +1,98 * 100.4 2.3 *t
ARNm LRP1 10 1.11 0 1.04 = 0.045 10 1.0 £ 0.13 1.02 = 0.10
ARNm LDLR 10 0.12 +0.01* 0.042 = 0.07*t 1+0 0.068 = 0.03* 0.050 = 0,009*t
ARNm CD36 10 1.06 = 0.06 1.16 = 0.1 1+0 0.89 +0.1 0.98 = 0,04
ARNm ABCA1 1+0 0.98 + 0.15 1.34 + 0.10%t 1+0 1.29 + 0.17 1.67 = 0,04*+
CMLV
tiempo (horas) 24 48
Control LDLn LDLag Control LDLn LDLag
Acumulacién CE nodetectable  25.42 +2.24 * 75+ 3%t nodetectable  26.35 +1.20 * 95 +2.5 *t
ARNm LRP1 10 1.50 £ 0.35* 2.20+0.30 *t 10 1.69 £ 0.31*  2.70 = 0.25%t
ARNm LDLR 1+0 0.15+0.02 * 0.16 = 0.05* 1+0 0.16+ 0.04* 0.25 = 0.02*
ARNm CD36 1+0 0.92 + 0.03 0.89 =+ 0.018 1+0 0.87+ 0.03 0.97 = 0.02
ARNm ABCA1 1+0 0.97 = 0.07 1.38 + 0.18%t 1+0 1.11+ 0.08 1.40 = 0.117%t

Los macréfagos y las CMLV se incubaron en ausencia o presencia de LDLn o LDLag (100 wg/mL) durante 24 o 48 horas. Al final de es-
te periodo, la concentracion intracelular de colesterol esterificado (CE) se analizé por cromatografia en capa fina después de realizar la ex-
traccion lipidica. Los niveles de expresion de LRP1, LDLR, CD36 y ABCA1 se analizaron por PCR a tiempo real como se describe en
Meétodos. Los resultados de acumulacion de CE se expresaron en microgramos de CE por mg de proteina. Los niveles de ARNm de los di-
ferentes genes se expresaron en unidades arbitrarias y se normalizaron utilizando como control endégeno la gapdh para CMLV y 18srR-
NA para macréfagos. Los resultados se muestran como la media + SEM de tres experimentos realizados en duplicado. * P<0.05 vs células
control, 1 P<0.05 vs células expuestas a LDLn.

A -4+ no LDL B
——LDLn
—4A—LDLag
Macroéfagos
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x * 4 il x
oG * =
gd0 4 82
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Ew o Es 2
Z 9 ZQ
X = =
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Fig. 2. Dependencia del tiempo en la expresion de ARNm de ADRP en respuesta a la exposicion de las células a LDL no modificada y LD-
Lag. Los macréfagos (A) y las CMLV (B) se incubaron en ausencia (rombos), o presencia de LDL no modificada (LDLn, cuadrados) o LD-
Lag (tridngulos) (100 ug/mL) durante periodos crecientes de tiempo. Las grificas muestran la cuantificacién por PCR a tiempo real de la
expresion en ARNm de ADRP. Los datos se procesaron con un «software» especial basado en los Ct de cada muestra y se normalizaron
por la expresion de ARNm del gen enddgeno 18srRNA en los macréfagos y por la del endogeno gapdh en CMLV (n=3). *p<0.05 versus
células control; # versus células expuestas a LDL no modificada.
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Fig. 3. Efecto de la LDL no modificada y de
la LDLag en la expresion de ADRP y de
LRP1. «Western blot» representativo que
muestra la expresion proteica de ADRP y de
LRP1 (Bchain) , asi como de la proteina utili-
zada para normalizar, actina en macréfagos
y CMLV incubados con LDL no modificada
o LDLag (100 pg/mL, 24 horas). Grifico de
barras que muestra la cuantificacion de las
bandas de ADRP en macréfagos (A) y
CMLYV (B), y la cuantificacion de las bandas
de LRP1 en macréfagos (C) y CMLV (D) in-
cubados en ausencia o presencia de LDL no
modificada o LDLag. Los resultados se ex-
presan como el porcentaje de expresion refe-
rido a las células control (incubadas en au-
sencia de LDL) y se muestran como la media
+SEM (n=3). *p<0.05 versus células control;
LDLag # p<0.05 versus células expuestas a LDL no
modificada.

LDLag

con resultados obtenidos en nuestro grupo [14], y con la
capacidad de la LDL modificada por agregacion para indu-
cir la expresion de LRP1 (Tabla 1), la LDL modificada por
agregacion indujo la expresion proteica de LRP1 en 2,50
veces en células musculares lisas (Figura 3). Sin embargo, la
sobreexpresion de adipofilina inducida por LDL modifica-
da por agregacion en macréfagos se produjo sin un incre-
mento paralelo de LRP1 (Figura 3).

I Discusion

La agregacion de las LDLs es una de las modificaciones
mas importantes de la LDL en la intima arterial ya que la
mayor parte de la LDL se encuentra asociada a los proteo-
glicanos de la matriz extracelular en la intima arterial [4,5].
La LDL modificada por agregacion induce una alta concen-
tracion intracelular de colesterol esterificado en dos de los
tipos celulares que estan estrechamente relacionados con la
aterosclerosis, las CMLV y los macréfagos [6-14]. EI LRP1
estd involucrado en la captacion de LDLag en los macréfa-
gos [6-8] y en las CMLV [11-14]. En los macro6fagos, donde
la expresion basal de LRP1 es superior a la de las CMLYV, el
efecto de la LDLag en la expresion de ADRP requiere me-
nos tiempo. El nivel de expresiéon basal de LRP1 en macré-

fagos es superior porque se ha descrito que hay una induc-
cion de la expresion de LRP1 durante la diferenciacion de
monocito a macréfago [22] y, ademds, el M-CSF utilizado
en los experimentos in vitro para la diferenciacion de mo-
nocito a macréfago tambien se ha descrito que favorece la
sobreexpresion de LRP1 [23].

En macrofagos e interesantemente tambien en CMLV hu-
manas, la overexpresion de ADRP inducida por LDLag fue
muy superior a la inducida por la LDL nativa, sugiriendo
una importante relacion entre la overexpresion de ADRP y
la acumulacion intracelular de colesterol esterificado en es-
tos dos tipos celulares. La elevada capacidad de la LDLag
para inducir la expresiéon de ADRP tambien la tienen otros
tipos de LDL modificada tales como la LDL oxidada [24] o
la LDL modificada enzimaticamente [25] que tambien in-
ducen una alta concentracion intracelular de colesterol es-
terificado en los macréfagos. Por lo tanto, LDLag, LDL
oxidada y LDL modificada enzimaticamente, las cuales se
interiorizan por diferentes mecanismos, ejercen un efecto
comun sobre la expresion de ADRP. En consecuencia, la ex-
presion de ADRP en los macrofagos parece estar mas rela-
cionada con la capacidad de las lipoproteinas modificadas
de interiorizar lipido a las células que con el mecanismo in-
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volucrado en la captacién de la LDL modificada. En con-
traste con la alta capacidad de diferentes lipoproteinas mo-
dificadas para inducir acumulacién lipidica en macréfagos,
la agregacion de la LDL es la unica modificacion de la LDL
capaz de inducir la acumulacién de colesterol en las CMLV
[26]. La captacion de LDLag por las CMLV es por tanto el
principal mecanismo para la formacion de célula espumosa
a partir de CMLV. La LDLag induce en paralelo la sobreex-
presion de ADRP y la de LRP1 en CMLV [14]. Sin embar-
go, la LDLag no alteré significativamente la expresion del
receptor scavenger CD36 ni en macr6fagos ni en CMLV. De
hecho, el CD36 parece estar positivamente regulado por
LDL oxidadas mediante vias de sefializacion mediadas por
proteina kinasa [27]. La induccién de LRP1 y ADRP por
las LDLag puede conducir a la acumulacién progresiva de
colesterol esterificado en CMLV. Las LDLag también indu-
jeron significativamente la expresion de ABCA1, una pro-
teina que media la generacién de HDL, en CMLV y macré-
fagos. Nuestros resultados estdn de acuerdo con previos
resultados que demuestran la modulacion positiva de la
transcripcion de ABCA1 por el colesterol intracelular [28].
La regulacion a la alza de ABCAT1 por colesterol se produce
mediante una regulacion a la baja de los niveles de SREBP-
2 [29]. En nuestro grupo hemos demostrado previamente
que la LDLag reduce la forma activa de SREBP-2 tanto en
macrdfagos [30] como en CMLV [14]. Por consiguiente, la
LDLag podria regular a la alza la expresion de ABCA1 me-
diante la regulacion a la baja de SREBP-2.

Aunque se sabe que existe una gran abundancia de
ARNm de ADRP en las areas ricas en macr6fagos de las le-
siones ateroscleroticas [27], se desconoce el papel de la so-
breexpresion de ADRP en la formacion de células espumo-
sas a partir de CMLV. Los estudios immunohistoquimicos
de este trabajo demuestran una importante colocalizacion
entre ADRP y macréfagos también entre ADRP y CMLV en
las placas aterosclerdticas avanzadas ricas en lipido.

En resumen, la LDLag induce la sobreexpresion del
ARNm y la proteina de ADRP en CMLV y macréfagos.
Dado que la proteina ADRP estd altamente expresada en
macréfagos y CMLV de las placas ateroscleréticas avanza-
das ricas en lipido, la captacion de LDLag mediada por
LRP1 juega probablemente un papel primordial en la for-
macién de células espumosas que tiene lugar durante la
progresion de las lesiones ateroscleréticas.
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Marcadores analiticos de enfermedad vascular del injerto en el trasplante cardiaco

Laboratory test markers of graft vascular disease in heart transplant patients

Go6mez Moreno S, Lage Gallé E, Jiménez Diaz J, Caro Pérez A, Sanchez Gonzalez A, Martinez Martinez A

Servicio de cardiologia. Hospitales Universitarios Virgen del Rocio. Sevilla

Resumen

La enfermedad vascular del injerto (EVI) afecta a mas del 40% de los pacientes trasplantados cardiacos a los 5
afios de seguimiento y es la primera causa de muerte después del primer afio postraplante cardiaco. El objetivo
es demostrar la relacion entre las concentraciones de adiponectina y otras citocinas con el desarrollo de EVI 'y
sus distintos grados de severidad.

Material y metodologia: incluimos 21 pacientes a los que se realiza coronariografia-IVUS (ecografia intracoronaria)
para el diagndstico de EVI y determinamos las cifras de adiponectina. Tenian EVI por coronariografia 10 pacientes
y por IVUS 14 pacientes.

Resultados: No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en los niveles de adiponectina en funcion
de la existencia de EVI diagnosticada por coronariografia ni en funcion del grado de severidad de la EVI por IVUS.
Se encontraron asociaciones estadisticamente significativas entre la existencia de EVI diagnosticada por IVUS y las
concentraciones de IL-6 (p=0,025) con mayores concentraciones de IL6 en los que no tenian EVI o era de grado le-
ve y entre la existencia de EVI por coronariografia y los niveles de BNP (p=0,014) con niveles mas elevados de BNP
en los que tenfan EVL Se encontr una relacion entre el sexo y los niveles de adiponectina (p=0,025) con niveles su-
periores en las mujeres. Habia una relacion estadisticamente significativa entre la aparicion de eventos cardiacos
mayores (MACE) y la existencia de EVI diagnosticada por coronariografia (p=0,012).

Palabras clave:

Enfermedad vascular del injerto, adiponectina.

Abstract

Graft vascular disease (GVD) affects over 40% of all heart transplant patients after 5 years of follow-up, and is the
first cause of death after the first post-transplantation year. A study is made of the relationship between the concen-
trations of adiponectin and other cytokines and the development of GVD and its different degrees of severity.
Material and methods: The study included 21 patients subjected to coronariography-intravascular ultrasound
(IVUS) for the diagnosis of GVD, with the determination of adiponectin levels. GVD was identified by coro-
nariography in 10 patients and by IVUS in 14 patients.

Results: There were no statistically significant differences in adiponectin levels according to the existence of
GVD diagnosed by coronariography, or according to the severity of GVD as determined by IVUS. Statistically
significant correlations were recorded between the presence of GVD diagnosed by IVUS and the concentra-
tions of IL-6 (p=0.025), with higher TL-6 levels in those without GVD or with only mild GVD; and between
the presence of GVD determined by coronariography and the levels of BNP (p=0.014) - higher levels of this
protein being found in the patients with GVD. A relationship was observed between patient gender and adi-
ponectin levels (p=0.025), with higher concentrations in women. A statistically significant relationship was se-
en between the appearance of major adverse cardiac events (MACEs) and the existence of GVD as diagnosed
by coronariography (p=0.012).

Key words:

Graft vascular disease, adiponectin.
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I Introduccion

La enfermedad vascular del injerto (EVI), conocida como
rechazo croénico, es la principal causa de fallo del injerto y
muerte en pacientes que sobreviven mas de un afio al tras-
plante cardiaco (TC).

Desde el punto de vista morfoldgico, la EVI tipica es una
forma de aterosclerosis acelerada del injerto que se caracteri-
za por engrosamiento difuso y concéntrico de la intima de las
arterias epicardicas e intramurales. En la fase tardia, genera
estenosis de arterias epicardicas y oclusion de ramas intra-
murales.

A los 5 afios del trasplante, el 42% de los pacientes presen-
tan algtn dato de EVI angiografica [1].

La expresion clinica puede incluir angina o infarto agudo
de miocardio, sin embargo, la denervacion del injerto hace
que la enfermedad curse habitualmente silente hasta su fase
terminal y frecuentemente el debut de la enfermedad es co-
mo arritmias ventriculares, insuficiencia cardiaca o muerte
subita. La insuficiencia cardiaca puede producirse por dis-
funcion sistolica del injerto pero también por mecanismo
diastolico. Algunos pacientes fallecen de forma stbita y se
atribuye a arritmias ventriculares o trastornos graves de la
conduccion.

Su presencia tiene gran importancia prondstica y se han
descrito incidencias de muerte o retrasplante a 1y 3 afios del
36 y 80%, respectivamente [2]. Sin embargo, diversas medi-
das de prevencion y tratamiento parecen haber mejorado el
prondstico y se estima que en la tltima década la superviven-
cia media tras el diagndstico ha pasado de 2 a 4,2 afios [3].

Aunque el mecanismo exacto de su patogénesis no se co-
noce, es creciente la evidencia que la EVI es una manifesta-
ci6én de una respuesta inmune crénica al corazon trasplanta-
do sobre la que inciden factores no inmunoldgicos. En el
presente trabajo nos hemos planteado determinar las dife-
rencias en los niveles de adiponectina basales entre los pa-

cientes trasplantados cardiacos con EVI demostrada median-
te coronariografia e IVUS y los que no han desarrollado EVI,
asi como la relacién entre los niveles de adiponectina y la
gravedad de la EVI. Ademads de evaluar la relacion entre las
concentraciones de adiponectina, el EVI y las citocinas infla-
matorias (TNE, IL6, IL1) y PCR y, por tltimo, la relacion de
las concentraciones de adiponectina seriadas y del desarrollo
de EVI con la aparicion de eventos coronarios.

I Pacientes y metodologia

Se estudiaron pacientes trasplantados cardiacos consecuti-
vos que fueron sometidos a la realizacion de coronariografia-
IVUS segun el protocolo de estudio de la Unidad de Tras-
plante Cardiaco del Hospital Universitario Virgen del Rocio
de Sevilla. Todos los pacientes fueron informados sobre las
caracteristicas y finalidad del estudio y firmaron el consenti-
miento informado. Este estudio cumple las normas éticas re-
comendadas por la VII declaracién de Helsinki de la asocia-
ciéon Médica Mundial (2002) y por el convenio de Oviedo
(1997-2000).

En la visita inicial, se realizo la historia clinica protocoliza-
da. Se registraron las variables demograficas, de factores de
riesgo coronario, historia de rechazos agudos y de infeccion
por citomegalovirus (CMV). Se efectud una extraccion san-
guinea para determinar los marcadores inflamatorios. El pa-
ciente fue sometido a la coronariografia-IVUS que estaba
programada segtin protocolo. Posteriomente se realizaron vi-
sitas semestrales de seguimiento con una valoracion clinica y
de la incidencia de eventos coronarios.

La clasificacion de la existencia de EVI y de su grado de se-
veridad por coronariografia sigui6 la clasificacion de Cos-
tanzo et al (Tabla 1) y por IVUS seguimos la clasificacion de
Stanford (Tabla 2).

Analizamos las variables sexo, edad, indice de masa corpo-
ral, tabaquismo, hipertension, diabetes mellitus (tipo 1y 2),

Tabla 1. Categorizacién de la enfermedad vascular del injerto segiin angiografia

Tronco coronario

izquierdo

Varios
primarios

Leve <50% Lesion maxima < 70% Estenosis aislada de una rama > 70% o
cualquier estenosis de rama < 70%
(incluyendo estrechamiento difuso)
Moderada 50-70% Un vaso Estenosis aisalada de ramas > 70%
en ramas de 2 sistemas
Severa >70% 2 6 mas vasos > 70% Estenosis aisladas de ramas > 70%

en los 3 sistemas
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Tabla 2. Clasificacion de Stanford de la severidad de
la Enfermedad Vascular del Injerto segun ecografia
intravascular coronaria. Valantine et al [4].

Clase Grado Engrosamiento Circunferencia
intimal (mm) del vaso
0 Ninguno Ninguno
I Minima <0,3 < 180°
I Leve <0,3 > 180°
111 Moderada 0,3-0,5 > 180°
v Severa > 0,5 > 180°

cifras de triglicéridos, LDL colesterol, HDL colesterol, gluce-
mia, aclaramiento de creatinina, tiempo desde el trasplante
cardiaco, rechazo agudo y su gravedad, enfermedad vascular
periférica, etiologia de la cardiopatia por la que se indico el
TC, edad del donante, HTA en el donante, sexo del donante,
infeccion por CMV, presencia de EVI y su gravedad.

El seguimiento se efectud a los 6, 12, 18 y 24 meses y eva-
luamos una serie de marcadores analiticos. Pro-BNP, cuyo
rango de medida se encuentra entre 5-35.000 pg/ml. La adi-
ponectina, marcador bioquimico de disfuncion endotelial.
La extraccion se realizd en ayunas, por la mafiana. Después
del centrifugado, la muestra se almacend a una temperatura
entre -70°C y -130°C. La determinacién de adiponectina
(ug/ml) se realiz6 en suero por EIA mediante ténica comer-
cial (R&D Int). También analizamos PCR, TNE, IL-6 e IL-1
como marcadores de inflamacién. La determinacién de PCR
ultrasensible (ug/L) se midié en suero mediante técnica co-
mercial (DADE Behering Inc) por inmunonefelometria. La
IL-6, IL-1 y TNF-a (ug/ml), se midieron por EIA mediante
técnica comercial (Biosource Int) en suero. Ademas se obtu-
vieron la actividad antioxidante total, los dcidos grasos libres
y la vitamina E.

Los datos fueron codificados, introducidos y analizados en
el programa SPSS 15.0 para Windows. Para la descripcion de
las variables se utilizo la estadistica descriptiva. El ajuste a la
normalidad de la muestra para las siguientes variables cuan-
titativas se realizo mediante la prueba de Kolmogorov-Smir-
nov. Para la comparacion entre variables numéricas se utiliz6
la prueba de Mann-Witney. Se calcul6 el coeficiente de corre-
lacion lineal «r de Pearson» para evaluar el grado de asocia-
cion de las diferentes variables cuantitativas.

I Resultados

Entre los 21 pacientes sometidos a coronariografia para
diagnéstico de EVI de los cuales a 16 se les habia realizado
también IVUS, el 81% de los pacientes eran varones y en el

57,1% de los casos la indicacion para el trasplante fue car-
diopatia isquémica.

La media de peso de los pacientes fue de 82,02 (DS =
13,79) kg, con unas cifras medias de colesterol LDL de
104,13 (DS = 45,3) mg/dl, cifras medias de HDL colesterol
de 44,88 (DS = 8,9) mg/dl, TG basales de 142,10 (DS =
72,2) mg/dl, la cifra mediana de adiponectina fue de 6,4
mg/l (2,5-9,7), la cifra media de BNP de 337 pg/l (129-
551) y el tiempo medio desde el trasplante era de 97,25
meses.

El 90,5% de los pacientes estaban en tratamiento con mi-
cofenolato, el 47,6% con tacrdlimus y el 42,9% con siroli-
mus COmMo agentes iINMUNOSUPresores.

El tiempo medio desde el TC hasta el diagnéstico del gru-
po 3 fue de 96 meses (48-144) y del grupo 4 de 104 (65-
142), del grupo 1, de 91 (57-25) meses y del grupo 2, de
104 meses (71-137).

Se agruparon los pacientes con EVI por IVUS en 2 gru-
pos; grupo 1, cuando no padecieron EVI o fue de grado le-
ve (8 pacientes), y un segundo grupo, cuando la EVI era de
grado moderado-severo (8 pacientes). No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas (p=0,5) en los ni-
veles de adiponectina entre ambos grupos. Asimismo, se
clasificaron los pacientes diagnosticados de EVI en funcion
de la coronariografia en otros dos grupos; grupo 3, los que
no tenfan EVI (11 pacientes) frente al grupo 4, que tenian
EVI de cualquier grado (10 pacientes). Tampoco se encon-
traron diferencias estadisticamente significativas en rela-
ci6n con las concentraciones de adiponectina.

Los valores de adiponectina fueron significativamente in-
feriores en varones (p=0,025). El valor minimo en los varo-
nes fue 0,08 mg/l mientras que en las mujeres el menor va-
lor fue 8,18 mg/l.

Se encontraron asociaciones estadisticamente significati-
vas entre la existencia de EVI diagnosticada por IVUS y las
concentraciones de IL-6 (p=0,025), con mayores concentra-
ciones en los que no tenian EVI o era de grado leve (7,25
ug/ml frente a 3,20 ug/ml) y también entre la existencia de
EVI por coronariografia y los niveles de BNP (p=0,014)
siendo mds elevadas las concentraciones en pacientes que
padecian EVI (7,5 frente a 3).

También encontramos una relacion estadisticamente sig-
nificativa entre la aparicion de eventos cardiacos mayores
(MACE) vy la existencia de EVI diagnosticada por corona-
riografia (p=0,012). Todos los pacientes que sufrieron MA-
CE (5 pacientes) tenfan EVI diagnosticada por coronario-
grafia mientras que de los 16 pacientes que no tuvieron
MACE, sélo al 31,3% de los pacientes se les diagnostico
EVI por coronariografia (Tabla 3).
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Tabla 3. Relacion entre la aparicion de eventos cardiacos mayores (MACE) y la existencia de EVI diagnosticada por

coronariografia
Grado EVI Coronariografia

No Si Total

Eventos Cardiacos adversos mayores basal No Recuento 11 5 16
% del total 52,4% 23,8% 76,2%

Si Recuento 0 N S
% del total ,0% 23,8% 23,8%

Total Recuento 11 10 21
% del total 52,4% 47,6% 100,0%

p=0,012 (test exacto de Fisher)

I Discusion

Una de las limitaciones del estudio es que las concentra-
ciones de adiponectina se han mostrado mds bajas en los
pacientes con sindrome coronario agudo (IAM o angina
inestable frente a la angina estable), lo que podria haber li-
mitado el hallazgo de diferencias estadisticamente significa-
tivas en nuestro estudio que se ha desarrollado sobre pa-
cientes en los que no se exigia como criterio de inclusion el
haber sufrido un evento coronario agudo. Sin embargo, en
el estudio de Pischon [7] se siguié durante 6 afios a 18.225
varones libres de enfermedad cardiovascular y se encontra-
ron que las concentraciones mds elevadas de adiponectina
se asociaban con un menor riesgo de IAM a largo plazo en
varones. En ellos por tanto la determinacion de adiponecti-
na se realizé en situacion basal, fuera del contexto de un
sindrome coronario agudo.

El tiempo medio desde el TC hasta el diagndstico del gru-
po 3 fue de 96,38 meses (48,87-143,88) y del grupo 4 de
103,88 (65,42-142,33), del grupo 1 de 91,45 (57,39-
125,52) y del grupo 2 de 104,33 meses (71,65-137,02). Por
tanto estos resultados estan en consonancia con la conocida
relacion entre el aumento de la incidencia y severidad de
EVI con el mayor tiempo transcurrido desde el TC.

Los niveles de adiponectina circulantes segin estudios
previos oscilan entre 2 y 3 mg/l, que son concentraciones
inferiores a las obtenidas en nuestra serie de pacientes
trasplantados cardiacos, mediana de 6,4 mg/l (2,5-9,7). El
paciente con la cifra inferior de adiponectina tenia 80
ug/ml (0,08 mg/l) que tenia EVI severa. Los 2 pacientes
con las concentraciones superiores de adiponectina (19,5 y
17,2 mg/l) tenian EVI leve y ausencia de EVI por corona-
riografia [4].

En nuestro estudio los niveles de adiponectina son infe-
riores en hombres que en mujeres con diferencias estadisti-
camente significativas (p=0,025) lo que concuerda con lo

publicado en la literatura y con el hecho conocido del ma-
yor riesgo cardiovascular de los varones comparados con
las mujeres al mismo rango de edad [5-8].

No se encontraron diferencias estadisticamente significa-
tivas entre la existencia de EVI diagnosticada por IVUS o
coronariografia y los niveles de adiponectina que podria
también estar motivado por el pequefio tamafio muestral y
por la ausencia de grupo control que pudiera hacer mds evi-
dentes las diferencias.

Se encontraron asociaciones estadisticamente significati-
vas entre la existencia de EVI diagnosticada por IVU y las
concentraciones de IL-6 (p=0,025) y entre la existencia de
EVI por coronariografia y los niveles de BNP (p=0,014). El
BNP es un marcador muy sensible de la disfuncion ventri-
cular izquierda, incluso en pacientes asintomaticos. Tiene
implicaciones diagndsticas y pronésticas en la insuficiencia
cardiaca y podria también servir de marcador analitco de la
existencia de EVI. Habia una relacion estadisticamente sig-
nificativa entre la aparicion de MACE y la existencia de
EVI diagnosticada por coronariografia (p=0,012) con el
test exacto de Fisher. Todos los pacientes que sufrieron
MACE (5 pacientes) tenian EVI diagnosticada por corona-
riografia mientras que de los 16 pacientes que no tuvieron
MACE, s6lo el 31,3% de los pacientes tenian EVI diagnos-
ticada por coronariografia. Esto explica que la EVI sea la
primera causa de muerte después del primer afio postra-
plante cardiaco.

Pese a no haber encontrado en este estudio asociacion es-
tadisticamente significativa entre los valores de adiponecti-
na y la existencia o gravedad de la EVI, ello puede deberse
al escaso ntimero de pacientes incluidos en el estudio. Nin-
gun trabajo ha aplicado esa relacion demostrada entre con-
centraciones de adiponectina y aterosclerosis a la EVI en
pacientes trasplantados cardiacos y dada la alta prevalencia
de esta entidad en estos pacientes, el mal prondstico que
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implica y la existencia de medidas terapetticas, el identifi-
car a estos pacientes sin necesidad de pruebas invasivas y de
alto coste econdmico serfa de gran utilidad para dirigir la
necesidad de realizar estas pruebas cruentas a pacientes se-
leccionados y no de forma indiscriminada dada la falta de
indicadores de esta enfermedad en la actualidad. El dispo-
ner de una marcador analitico como la adiponectina u
otros de esta entidad seria de gran importancia porque
cambiaria radicalmente el manejo y el prondstico, por lo
que el poder obtener esta informacién con una simple de-
terminacion de laboratorio ahorraria costes, demoras en el
diagnostico etioldgico y eliminaria los riesgos que pueden
derivarse del empleo de otro tipo de técnicas que se emple-
an con este fin, como coronariografia-IVUS. 1
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Reincorporacion laboral del trabajador coronario: criterios objetivos para un
cambio de puesto de trabajo

Coronary workers returning to work: objective criteria for a change in occupational post

Jiménez Sanchez M *, Mata Escriche C ?, Bascuas Hernandez ] ', Abad Domingo E ?, Garcia Felipe A I ?, Rubio Calvo E *

! Dpto. de Prevencion de General Motors Espafia SL; > FREMAP; * Catedra de Bioestadistica. Facultad de Medicina. Universidad de Zaragoza.

Resumen

Objetivo: protocolizar la atencion a los cardipatas para conocer la idoneidad al puesto de trabajo.

Material y metodologia: analizamos 136 trabajadores varones con episodio coronario agudo (Grupo A) y 27
que habian padecido més de un episodio (Grupo B). Aplicamos el «Protocolo de actuacion de reincorporacion
laboral del trabajador infartado» (PTI) para estudiar la idoneidad al puesto de trabajo.

Resultados: Grupo A, se reincorporaron a su trabajo anterior el 59,5% de los casos tras una media de 189 di-
as de Incapacidad Temporal (IT). Permanecieron en IT 9,5% y pasaron a Incapacidad Permanente (IP) el
17,6%. No volvieron por defuncién o por otras causas el 3,7%, En el Grupo B recayeron 18 trabajadores. El
29,6% se incorporo a su puesto anterior, el 7,4% lo hizo a un puesto de trabajo distinto. Fallecieron el 7,4%
y pasaron a IP el 40.7%. Permanecieron en IT el 14,8 % de los casos.

Conclusion: La mayoria de decisiones sobre incapacidad laboral que se toman en cardiologia dependen de la
calificacion funcional del individuo en el momento de reincorporarse al trabajo.

Palabras clave:

Reubicacién laboral, enfermedad coronaria.

Abstract

Objective: to standardise the healthcare of patients with heart disease to know the adaptation to the job.
Material and method: we analysed 136 male workers suffering from an acute coronary event (Group A) and a
further 27 suffering from more than one event (Group B). We applied the «Protocol of action for a myocardial
infarct worker returning to work» (IWW) to study

the aptitude to work.

Results: Group A - 59,5% of cases returned to the usual job, with a mean of 189 days of temporal disability
(TD). In TD continued 9,5% and 17,6% had permanent disability (PD). They did not return due to death or

Q 70/

other causes 3,7%. In Group B, 18 workers experienced relapses. Returned to their regular occupational acti-
vity 29.6%. 7.4% was relocated Of those not returning, 7,4% died, 40,7% entered a permanent disability sta-
tus, and 14,8% of cases had a persistent temporal disability.

Conclusion: most decisions about work disability adopted in cardiology depend on the subject’s functional de-
gree at this time.
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Work relocation, coronary disease.
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I Introduccion

El niimero de cardidpatas y concretamente los que superan
un infarto de miocardio (IM) es muy elevado, a la par que la
edad de los pacientes que lo sufren aumenta vy, segin las ac-
tuales previsiones, lo seguird haciendo en las proximas déca-
das [1]. Ademas, nos encontramos inmersos en un sistema so-
cial que persigue, a toda costa, la mejora de la calidad de vida,
por lo cual la readaptacion del cardidpata sélo se considera
completa cuando éste se reincorpora a sus quehaceres habi-
tuales, aunque la calidad de vida puede ser independiente de
su vuelta al trabajo [2]. La gravedad del IM constituye un fac-
tor esencial en las posibilidades de reincorporacion laboral
[3,4], si bien, en el caso de los pacientes cardiacos, ademds de
estar condicionada por su patologia de base y sus complica-
ciones, lo estd, por condicionamientos psicoldgicos y sociales
(Tabla 1) y depende de las caracteristicas fisicas y psicoldgicas
del paciente [5,6]. También influye la situaciéon econdémica y
social de cada pais, de forma que los porcentajes de pacientes
en las mismas condiciones patoldgicas que vuelven al trabajo
tras un episodio de IM varian geograficamente. Mientras en
Australia y en EEUU se alcanzan tasas anuales del 87%, en
Inglaterra la reincorporacion laboral a los 6 meses es del 41%
[7] y en Espafa no se alcanza este porcentaje [8].

El objetivo de nuestro estudio es protocolizar la atencion
de los cardidpatas para conocer la carga fisica y psiquica
asociada al puesto de trabajo en el que el trabajador va a
tener que desempenarse, analizando de manera simultdnea
al trabajador y al puesto de trabajo, para valorar la idonei-
dad entre ambos.

I Material y método

Se analizaron 136 trabajadores varones que sufrieron un
episodio coronario agudo (Grupo A) y otros 27 que habian
padecido mds de un episodio de estas caracteristicas (Gru-
po B), entre 1988 y 2006. Todos ellos eran trabajadores
pertenecientes a la plantilla de General Motors Espania.

Con objeto de determinar la idoneidad entre una deter-
minada actividad laboral y las caracteristicas especificas
del trabajador que ha sufrido un episodio coronario agu-
do, aplicamos el «Protocolo de Actuacion ante la Reincor-
poracion Laboral del Trabajador Infartado» (PTI) que se
basa en el analisis individualizado de los dos aspectos que
interaccionan en una actividad fisica realizada por una
persona: la carga fisica asociada a la actividad laboral y la
repercusion fisioldgica de la misma en el trabajador que la
lleva a cabo.

1. Analisis de la carga fisica

Antes de que el trabajador ocupe su puesto de trabajo,
analizamos el costo energético asociado a las tareas que de-
be realizar segtin tablas normalizadas (Normas ISO) [9], en
las que viene determinado el consumo energético de tareas
estandar. Estimamos el gasto energético real en el propio
puesto de trabajo, mediante sistemas disefiados a tal efecto,
como son GM Energy Expenditure o la ecuacion de Garg,
cuando se manipulen cargas, y comprobamos que el conte-
nido caldrico del trabajo, en cuanto a gasto se refiere, se en-
cuentra por debajo de los limites prefijados.

Conociendo el valor de los METS alcanzados en la ergo-
metria y transformados en Kc/jornada, podemos averiguar
si el consumo caldrico asociado al puesto de trabajo estd
dentro del rango de seguridad marcado. Una vez conocido
que el puesto de trabajo se encuentra por debajo de este
umbral, podemos realizar un estudio de la frecuencia car-
diaca (FC) mediante la monitorizacion de la misma a través
de un pulsimetro.

2. Analisis de la FC durante la actividad laboral [10]

Una vez en su puesto de trabajo monitorizamos la FC del
trabajador durante la jornada laboral (incluidas las pausas)
para fijar la intensidad maxima de trabajo permitido en las
diferentes actividades. Posteriormente, correlacionamos la

Tabla 1. Factores que influyen en el retorno a la actividad laboral

Factores cardiacos

Severidad del infarto
Angina post-infarto
Insuficiencia cardiaca
Otras enfermedades

Preocupacion por la salud
Sobreproteccion familiar

Factores psicologicos

Sintomas cardiacos subjetivos

Sensacién de incapacidad Edad

Inestabilidad emocional
Pesimismo

Factores sociales

Periodo de baja laboral

Clase social baja
Situacion econémica familiar
Desempleo
Aislamiento social
Trabajos de esfuerzo
Consejo erréneo del médico
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Tabla 2. Dias de incapacidad temporal por grupos de edad segtin actividad laboral

Edad (afios) Casos Manufacturas Técnicos Dias IT Media (DS)
<45 35 2 211 (146)
46 - 55 81 10 244 (169)
56 -65 20 3 231 (199)

FC con los informes ergométricos o clinicos, efectuando un
andlisis de la grafica, para conocer cualitativamente la res-
puesta fisiologica del paciente y observar las distintas fases
del trabajo y un histograma acumulado para determinar
cuando se superd la FC.

Los costos cardiacos, informan sobre el nimero de pulsa-
ciones por minuto en que la basal es superada por la media:

s Costo cardiaco absoluto (CCA) = FC media (FCm) -

FC reposo (FCo)

= Costo cardiaco relativo (CCR) = CCA/FC mix - FCo

El metabolismo equivalente, es aquel que en una prueba
de esfuerzo habria dado lugar a la misma FC media:

FCm = a+bMeq

Donde:

a = FCo - bMoj; b = FCmix - FCo/Mmix - Mo

siendo la FCmax = 205,5 - 0,62*edad

Mmax = (75-0,40%edad)*peso (hombres)

Mmax = (56-0,35*edad)*peso (mujeres)

(Unidades: edad en afios, metabolismo en vatios, peso en Kg).

También calculamos el porcentaje del Mmax utilizado y
la dosis. El porcentaje del Mmax utilizado determina la pe-
nalidad global del trabajo (una jornada de 8 horas debe es-
tar limitada al 33% del MMax; el 100% del Mmax sélo
puede ser mantenido durante 5 minutos).

La relacion entre el tiempo de trabajo real y su tiempo li-
mite, considerando el porcentaje del Mmax utilizado, es la
denominada dosis. La dosis limite seria 100.

Dosis = (tiempo de trabajo/d1)*100, donde:

d1=35700/10 0,031%*p

Ademds comprobaremos si la FC rebasa la recomendada
como FCE (Frecuencia Cardiaca de Entrenamiento).

FCE= FC basal + 60% (FC maxima alcanzada en la ergo-
metria - FC basal)

FCE = FC basal + 60% (FC intolerancia - FC basal).

Para mantener la actividad laboral durante 8 horas al dia,
ésta debe consumir un 40% de la capacidad funcional cal-
culada en la ergometria.

En el caso de que no se indicaran los METS alcanzados
en la ergometria, podriamos calcularlos con la férmula:

METS trabajo = (0.60 + METS méx. alcanzados en ergo-
metria/100) x METS max.

Si el resultado de la monitorizacion rebasaba alguno de
los criterios prefijados procedimos a limitar la actividad o a
reubicar el trabajador en otro puesto.

Disefiamos tablas de contingencia, utilizindose el estadis-
tico Chi-cuadrado a fin de establecer la asociaciéon o inde-
pendencia entre dos variables de este tipo. Mediante el Test
de Kolmogorov-Smirnov comprobamos la distribucion
normal de las variables y con el estadistico de Levene verifi-
camos la homocedasticidad de las varianzas. Cuando el ta-
mafio de alguna de las muestras era muy pequefio se utilizo
la U de Mann-Whitney o el Kuskal-Wallis. La correlacion
entre dos variables fue medida con el coeficiente de Peason
o la p de Sperman. En todos los casos se consideré el nivel
de significacion de 0,05.

I Resultados

En base a las caracteristicas de su trabajo habitual, 15 ca-
sos del Grupo A (11%) realizaban tareas técnicas (edad
media = 52 afios; DS = 5 afios) y el resto 121 (89%) tareas
de manufacturacion (edad media = 49 afios; DS = 6 afios).
La edad media del Grupo A fue de 49 anos (DS = 6 afios).
La edad no fue un factor determinante a la hora de sufrir
un episodio coronario agudo.

Los dias de incapacidad temporal (IT) asociados a los
procesos fueron superiores en el grupo de trabajadores rela-
cionados con tareas relacionadas con las manufacturas (Ta-
bla 2), sin encontrar diferencias estadisticamente significati-
vas. Tampoco encontramos correlacion entre la edad y los
dias de IT (r = 0,042) (p < 0,05) (Tabla 3).

Se reincorporaron al trabajo que desempefiaban con an-
terioridad a sufrir el episodio cardiaco el 59,5% de los ca-
sos, con una media de 189 dias de IT. Permanecieron en IT
13 casos (9,5%) y pasaron a incapacidad permanente (IP)
el 17,6%. Sin volver a la actividad laboral, por defuncién o
por otras causas, 5 pacientes (3,7%).

De los trabajadores que se incorporaron a la vida laboral,
81 lo hicieron a su puesto habitual (14 técnicos y 67 de ma-
nufacturas) y en 13 casos se decidié previamente recomen-
dar un cambio de puesto de trabajo, indefinido en 11 casos
(8,1%) y temporal en 2 (1,5%). Al analizar la relacién en-
tre dias de IT y puesto de trabajo ocupado tras el episodio
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Tabla 3. Evolucion de los casos segun tipo de actividad tras la reincorporacion laboral

REI ST % casos
Incorporados 59,5 81
CPT indefinido 8,1 11
CT temporal 1,5 2
Siguen en IT 9,5 13
P 17,6 24
Fallecidos 2,2 3
Otras causas 1,5 2

Manufacturas Técnicos Dias IT

67 14 189,7
11 - 213,7
2 - 178,5
13 - -

23 1 423,7
3 - 95

2 - 422

(CPT: cambio de puesto de trabajo; CT: centro transicional. IT: incapacidad temporal; IP: incapacidad permanente).

Tabla 4. Duracion total de la IT por grupos de edad en
trabajadores que han sufrido mas de 1 episodio coronario

Edad casos Duracion IT recaidas
(afos) Dias (DS)
36-45 7 221 (91)

46 - 55 21 243 (179)
56 -65 S 289 (133)

coronario, no vimos diferencias en los que se incorporaron
a su puesto de trabajo habitual como en los que se decidid
recomendar un cambio de puesto de trabajo (p>0,05).

Por el contrario, no se encontrd significativa la asociacion
entre edad y el paso a incapacidad permanente (p<0,05)
siendo la de los casos que se vieron abocados a una situa-
cién de IP de 52 afios (DS = 5 afos); mientras que en los
que no la obtuvieron era 49 anos (DS = 6 afos).

En el grupo B se encuadraron los 27 trabajadores que su-
frieron mds de un episodio coronario agudo. De éstos, 4 de-
sempefiaban su trabajo en dreas técnicas y 23 en areas de
manufacturas. No encontramos una asociacion entre el ti-
po de actividad laboral y la aparicién de una o mds de una
recaida de un episodio coronario agudo. De este grupo de

pacientes presentaron recaida 18 trabajadores de los cuales,
7 pacientes sufrieron 2 episodios, dos presentaron 3 y otros
dos trabajadores 4 episodios coronarios.

Al comparar la variable edad segtin actividad laboral no
se encontrd asociacion significativa (p>0,05). Tampoco las
vimos al analizar la duracién de la IT por grupos de edad
(p>0,03) (Tabla 4).

En cuanto a la evolucion de estos casos, el 29,6% se in-
corporaron a su actividad laboral habitual. El 7,4% lo hi-
cieron en un puesto de trabajo distinto al que venian ocu-
pando con anterioridad al episodio coronario. De los que
no se incorporaron fallecieron el 7,4%, pasaron a situacién
de incapacidad permanente el 40,7% y permanecieron en
incapacidad temporal el 14,8% de los casos (Tabla 3).

I Discusion

La readaptacion del cardidpata s6lo se considera comple-
ta cuando se reincorpora a sus quehaceres habituales inclui-
dos los laborales. Igualmente, la gravedad del IM unida a la
persistencia de angina, la capacidad funcional restante y, en
definitiva, con la estratificacion del riesgo cardiovascular,
constituyen factores esenciales en las posibilidades de rein-
corporacion laboral tras el mismo [3,4]. Tampoco podemos
olvidar otros factores que pueden condicionar la prolonga-

Tabla 5. Actividad tras la reincorporacion laboral de trabajadores con mas de 1 episodio coronario

Resolucion % N° casos Manufacturas Técnicos
Incorpora trabajo habitual 29,6% 6 2
CPT indefinido 3,7% 1
CT 3,7% 1
Siguen en IT 14,8% 3 1
P 40,7% 9 2
Fallecidos 7,4% 2

(CPT: cambio de puesto de trabajo; CT: centro transicional. IT: incapacidad temporal; IP: incapacidad permanente).
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cién del periodo de incapacidad como son una edad eleva-
da, pertenecer a una clase social baja, una situacion desa-
hogada familiar y la carga fisica que, para el paciente infar-
tado, se asocia a su puesto de trabajo, siendo frecuente que
el paciente atribuya el IM al trabajo [11-13].

En el caso de los pacientes que han sufrido un infarto de
miocardio nos apoyamos en la informacion del especialista
pero cuando tenemos que trasladar dicha informacion a la
situacion real de trabajo la decision es mds dificil. Antes de
volver al trabajo tendremos que tener claras las exigencias
fisicas del mismo, asi como el ambiente en el que se desa-
rrolla. En este tipo de pacientes no se aconseja realizar es-
fuerzos fisicos violentos con tensién emocional ni la exposi-
cién brusca al frio.

Para determinar de manera objetiva la idoneidad entre el
puesto de trabajo y la situacion clinica en pacientes infarta-
dos, se ha propuesto comparar el costo energético del pues-
to de trabajo, con el resultado obtenido por el paciente en
la prueba de esfuerzo, ya que esa informacion es suficiente
para orientar al paciente sobre sus posibilidades de reinser-
cion laboral, recreativa o en programas de actividad fisica,
limitando el riesgo a un accidente inesperado [14-17].

Segun Januzzi et al. [18], el periodo de baja estd directa-
mente relacionado con la incapacidad permanente, aunque
para otros [4-6][12,19] una de las causas que mayor ntime-
ro de incapacidades laborales produce es el consejo erréneo
del médico que conduce al aislamiento social, inseguridad y
ansiedad ante la reinsercion laboral, generando un senti-
miento de sobreproteccion por parte de la familia imposibi-
litando la vuelta a su puesto laboral.

En base, a la prueba de esfuerzo podriamos aconsejar la
vuelta al trabajo segtin los gastos energéticos tedricos de ca-
da profesion, teniendo en cuenta que para las actividades
que supongan esfuerzos fisicos importantes de forma conti-
nuada, es preciso establecer un margen de seguridad, desa-
consejandose actividades cuyos requerimientos energéticos
superen el 40% del gasto energético alcanzado en la ergo-
metria [20,21].

La estimacion del consumo energético del puesto de tra-
bajo puede realizarse con tablas que relacionan el consumo
metabdlico y el tipo de actividad, o con pruebas instrumen-
tales como la monitorizacién de la frecuencia cardiaca. De
esta manera, se evalua el grado de carga fisica asociado al
puesto de trabajo y que de ser inapropiada podria consti-
tuir una barrera infranqueable para el trabajador.

No hay que olvidar que la anamnesis permite tener una
idea de la capacidad funcional restante del trabajador vy, por
tanto, de la calidad de vida del mismo. Para ello podemos te-
ner como referencia diferentes escalas comparativas de es-
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fuerzo. Sin embargo, dado que el objetivo fundamental es la
mejora de la calidad de vida, es preciso analizar, ademas de
las variables relacionadas a la carga fisica asociada al puesto
de trabajo, otras que contemplan aspectos relativos al bienes-
tar psicolégico y social. Para nosotros esto no es condicion
suficiente para considerar a la persona apta para un determi-
nado trabajo de tal manera que exigimos otros requisitos co-
mo no encontrarse aislado y evitar la conduccion de vehiculos
dentro de la factoria, la manipulacién de cargas y los esfuer-
z0s con los brazos elevados [22] que con frecuencia, después
de IM de cara inferior, producen arritmias. También hay que
evitar trabajos con movimientos repetidos [23].

El protocolo presentado cumple con los aspectos reco-
mendados en la literatura [13-15][24,25], facilitando la to-
ma de decisiones, por parte del médico del trabajo, sobre la
idoneidad entre una determinada actividad laboral y el tra-
bajador que la ocupa tras haber sufrido un episodio coro-
nario agudo. Sin embargo, conviene considerar que la ma-
yoria de decisiones sobre incapacidad laboral que se toman
en cardiologia dependen, en gran medida, del grado funcio-
nal que el individuo tiene en ese momento. La capacidad
funcional es un indicador de salud que hay que evaluar ade-
cuadamente en el paciente cardiopata. |
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I ORIGINAL

Incontinencia urinaria de esfuerzo y ejercicios del suelo pélvico. Estudio comparativo
entre la eficacia de un entrenamiento individualizado vs instrucciones basicas

Stress urinary incontinence and pelvic floor muscle exercises: effectiveness two different
training intensive versus home instruccitions

Tejero M ', Marco E ', Boza R ', Selva F !, Piqueras M ', Guillén A ', Castillo M T ?, Muniesa ] M* '

' Hospital de la Esperanza. IMAS.IMIM Barcelona. > Hospital del Mar. IMAS. IMIM: Barcelona

Resumen

Objetivos: Comparar dos programas de entrenamiento de la musculatura del suelo pélvico (ESP) en mujeres
diagnosticadas de Incontinencia Urinaria de Esfuerzo (IUE).

Material y Metodos: estudio clinico prospectivo aleatorizado. Variables clinicas y obstétricas relacionadas con
la IUE, Escala analdgica visual (EVA) de disconfort, I1Q, perineometria y test de hisopo. Las 56 pacientes fue-
ron agrupadas en, Grupo A: realizaron 12 sesiones de entrenamiento ESP con biofeet-back y Grupo B: realiza-
ron una sesion individualizada donde se explica como deben realizarse los ESP. A ambos se les indicd que de-
ben realizar los ejercicios en casa varias veces al dia. Revision a los 4 meses tras el tratamiento.

Resultados: ambos grupos eran similares, excepto en el grado de severidad de IUE. Encontramos relacion en-
tre EVA y IIQEmocional (p=0.02). Todas las pacientes presentaron mejoria del EVA, a los 4 meses (p=0.036);
el grupo A mejor6 més que el B (p=0.028). Todas las pacientes presentan mejoria en IIQ total al final del tra-
tamiento (p=0,01), y en los resultados de la perineometria (p=0,007).

Conclusiones: Tras el tratamiento de rehabilitacion en ambos grupos encontramos una mejoria en EVA peri-
neometria y el IIQ pero sin diferencias entre ambos grupos.
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Abstract

Objectives: 1) To compare the results of two differents pelvic floor training (PFT) protocols. 2) To study the
relationship between the Incontinence Impact Questionaire (IIQ) and the discomfort perception of patients.
Methods: Prospective study of 56 SUI women. Main variables registered: age, stage of SUI, Visual Analogue Score
(VAS) of discomfort before and after training, IIQ score before and after training (phisical activity and emotional si-
tuation subscales); Perineometry; Isopo Test. Women were randomly assigned to Group A (who underwent 12 in-
dividual sessions consisting to PFT and biofeetback system) or Group B (consisting of 1 individual session of PFT).
Patients were instructed to do exercices at home and were assessed at 4 months after treatment.

Results: Mean age 54.7 (DE 11.3) A statistically significant difference was found between VAS and emotional
11Q (p=0.02). The AS of discomfort was significantly reduced in all women (p=0,025). All women showed im-
provement in I1IQ score (p=0.01) and perinemotry- max. voluntary contraction (p=0,007) and no differences
were observed between groups.

Conclusions: The patients of both protocols presented improvement in the VAS, perineomatry and the I1Q. A
statistical significant relation was observed between VAS and emocional IIQ score.
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I Introduccion

La incontinencia urinaria de esfuerzo (IUE) es una pato-
logia muy frecuente en la mujer adulta aunque dificil de
establecer con exactitud. A pesar de que en estudios epi-
demioldgicos se haya encontrado una prevalencia de in-
continencia urinaria en la mujer del 40%, el porcentaje
que corresponde a IUE especifica es dificil de calcular, ya
que en estos tipos de andlisis se valoran los sintomas y no
se realizan pruebas urodindmicas diagnosticas [1]. Ade-
mas, la distribucién de los distintos tipos clinicos de in-
continencia urinaria varia segtn las series y es dependien-
te de la edad.

Las series mas amplias consideran que el porcentaje de
incontinencia con la tos oscila alrededor del 40% del total
de incontinencia urinaria, la incontinencia asociada a ur-
gencia miccional se sittia alrededor del 7% y a la inconti-
nencia con sintomas de ambos tipos (6 mixta) le correspon-
de el 53% restante [2]. Con esta informacion y teniendo en
cuenta los datos de algunos estudios de validacion clinico-
urodindmica, podriamos establecer que, aproximadamente,
un 12% de las mujeres padecen IUE aislada [3].

Actualmente algunos autores consideran que el trata-
miento quirdrgico es el mds efectivo en la resolucion de la
IUE [4], sin embargo la aparicion de efectos secundarios
postoperatorios ha favorecido la utilizaciéon de tratamien-
tos menos agresivos, como la rehabilitacion perineal o del
suelo pélvico [5,6] siendo el conjunto de técnicas utilizadas
en dicha rehabilitacion ttiles en el manejo de la TUE; asi
Virseda y colaboradores [1] refieren en un metaanalisis rea-
lizado sobre la eficacia de la rehabilitacion en el tratamien-
to de la IUE que la rehabilitacion perineal presenta una
Odds Ratio favorable respecto al placebo o a la abstencion
terapéutica de 7,03 (intervalo confianza 4,99 - 9,89) (1] ;
en la revision efectuada por Hay-Smith y colaboradores pa-
ra la Cochrane Library se concluye que la rehabilitacion de
la musculatura del suelo pélvico parece ser un tratamiento
efectivo en la IUE y en la incontinencia mixta [7] respecto
al placebo o a la abstencion terapéutica.

Una vez establecida cientificamente la eficacia del entre-
namiento de la musculatura del suelo pélvico para el trata-
miento de la IUE, quedan algunos aspectos por aclarar
siendo uno de ellos el de si la intensidad de tratamiento se
relaciona con los resultados obtenidos a corto, medio y lar-
go plazo [7]; ya que existen autores que, en sus trabajos, re-
latan beneficios en la incontinencia femenina tan s6lo con
instrucciones de ejercicios impartidas en el dmbito de aten-
cioén primaria [8,9,10]; pero estos beneficios ¢son similares
a los obtenidos tras la realizaciéon de un programa indivi-
dualizado de entrenamiento?; ¢el cumplimento es similar
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entre un grupo que solo recibe instrucciones respecto al que
hace un entrenamiento dirigido?; ¢es comparable el grado
de satisfaccion respecto los resultados obtenidos de ambos
grupos?, etc.

Partiendo de la hipdtesis de que una mayor intensidad te-
rapéutica inicial produce un mayor cumplimiento del trata-
miento y por lo tanto una mejor respuesta clinica, plantea-
mos el objetivo principal del presente trabajo: constatar
que un programa de instrucciones para la realizacién de
ejercicios de suelo pélvico es significativamente de menor
eficacia que un entrenamiento realizado de forma indivi-
dualizada en un Servicio de Rehabilitacion.

I Material y método

Se realizé un estudio clinico prospectivo aleatorizado,
con la inclusion de 62 pacientes femeninas remitidas al ser-
vicio de rehabilitacion, con edad superior o igual a 18 afos,
diagnosticadas de Incontinencia Urinaria de Esfuerzo ge-
nuina [7] que dieran su consentimiento por escrito.

Los criterios de exclusion fueron: Pacientes que no cum-
plian los criterios de inclusion; presencia de alteraciones
neuroldgicas y/o alteraciones cognitivas que pudieran alte-
rar la capacidad de colaborar en el tratamiento; presencia
de enuresis nocturna; embarazadas o bien mujeres postpar-
to reciente (6 meses); y mujeres con prolapso uro-genital
que sobrepasase el introito vaginal.

Las pacientes reclutadas eran distribuidas de forma alea-
toria en dos grupos de tratamiento:

Grupo A o Intensivo: las pacientes realizaban un entrena-
miento individual de la musculatura del suelo pélvico me-
diante sistema de bio-feed back durante 12 sesiones conse-
cutivas, cada sesion tenia una duracién de 40 minutos [11].

Grupo B o Corto: las pacientes realizaban una sesion in-
dividualizada de 40 minutos, donde recibian una explica-
cién por parte de la fisioterapeuta de las instrucciones para
la realizacion de los ejercicios perineales y el tipo de entre-
namiento a realizar en domicilio.

Las variables registradas fueron:

s Variables Clinicas: edad; indice de masa corporal
(IMC); antecedentes patoldgicos; antecedentes obsté-
tricos relacionados como numero de partos y meno-
pausia; grado de IUE genuina (grado I leve; grado II
moderada; grado III severa); tiempo evolucion en me-
ses IUE; tratamientos previos ( farmacoldgico o quirur-
gico)

s Escala Visual Analégica (EVA) respecto al grado de
molestia ocasionada por la incontinencia, rangos de 0
a 100; 0 = ninguna molestia y 100 = maxima molestia
tolerada.
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Tabla 1. Descripcion de la muestra
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Edad (afios) 55
IMC (Kg/m2) 28,2
EVA previo (mm) 53,3
N partos vaginales 1,7
Evolucién < 1 afio 0(0%)
Evolucién 1 - 5 afios 12 (44%)
Evolucién 5 -10 afios 6 (22%)
Evolucion >10 afios 9(33%)
Grado I (leve) 8 (32%)
Grado II (moderado) 13 (52%)
Grado III (grave) 4 (16%)

11 ss 11 NS
5.2 27,3 3,3 NS
20,9 53,4 15,7 NS
1,1 2,1 1,2 NS
2 (6,9%) NS
16 (55,2%)
6 (20%)
5 (17%)
19 (65%) p<0,01
9 (31%)
1(3,5%)

X = media; NS: no significativo p: nivel de significacion estadistica =0<0,05. DE: desviacion estandar.

= Cuestionario de calidad de vida especifico, Incontinen-
ce Impact Questionaire (IIQ) [12] se utilizd la version
reducida en la cual se evalaa la influencia de la IUE so-
bre 5 situaciones fisicas y 2 aspectos emocionales (ane-
xo 1) El rango del IIQ global es 0 cuando la TUE no
afecta en ninguna situaciéon y 42 cuando la IUE siem-
pre afecta a todas las actividades [13].

s Perineometria: sistema de registro que permite obtener
la presion vaginal en estado basal, o bien cuando se re-
aliza una maniobra de esfuerzo o Valsalva. En nuestras
pacientes se registraba la presion vaginal en reposo y al
realizar la maxima contraccion voluntaria de la mus-
culatura del periné, la presion se media en mmHg. Am-
bos registros se realizaban al inicio del programa y a
los 4 meses.

s Test de hisopo: permite valorar la hipermovilidad ure-
tral en valores angulares. Se coloca un hisopo estéril y
lubricado en la luz uretral de la paciente, la cual per-
manece en decubito supino con las piernas semiflexio-
nadas, se pide a la paciente que realice una maniobra
de Valsalva observando el desplazamiento del hisopo
en grados; si este es mayor de 30 grados, nos confirma
la hipermovilidad uretral siendo un indicador de hiper-
laxitud del suelo pélvico.

s Grado de mejoria subjetiva tras el tratamiento: mejor,
igual o peor.

s Grado de cumplimiento del programa de ejercicios del
suelo pélvico tras los 4 meses: realizacion de los ejerci-
cios y con qué frecuencia.

Las variables cualitativas se presentan con su frecuencia

absoluta y porcentaje correspondiente. Las variables cuan-
titativas se presentan con su media y desviacion estandar.

Los contrastes para las variables cualitativas se realizaron
utilizando la prueba de Ji al cuadrado, o la prueba exacta
de Fisher, en funcién de los criterios de aplicabilidad. Cuan-
do la variable era cuantitativa, tras analizar el supuesto de
normalidad de dicha variable, se compararon los grupos
utilizando la prueba «t» de Student para datos indepen-
dientes y analisis de la varianza para datos apareados. Para
estudiar la asociacion entre variables cuantitativas se utiliz6
el coeficiente de correlacion de Spearman.

El nivel de significacion utilizado en todos los contrastes
fué a=0.05.

Los datos se analizaron con el paquete estadistico SPSS
para Windows version 12.

I Resultados

Desde Enero de 2004 a diciembre de 2006 se incluyeron
62 mujeres afectas de TUE. Las pacientes fueron divididas
en dos grupos de tratamiento, 31pacientes en el grupo Gru-
po A o tratamiento intensivo, y 31 pacientes en el grupo B
o corto; de las pacientes inicialmente incluidas 4 nos infor-
maron que abandonaban el estudio, una se retiro por em-
barazo y otra por intervencion quirdrgica.

En la Tabla 1 se hace una descripcion de la muestra. Am-
bos grupos eran similares excepto en la severidad de la in-
continencia, observindose que en el grupo A mas del 50%
de las mujeres presentaban IUE grado Il mientras que en el
grupo B mas del 50% de mujeres presentaban IUE grado 1,
siendo esta diferencia significativa (p=0.001).
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Anexo L. Incontinence impact questionnaire

Algunas mujeres presentan perdidas de orina que ocasionan trastornos no sélo en las actividades fisicas cotidianas, siné también

en las relaciones personales y en los sentimientos. Las preguntas estan encaminadas a determinar cémo la incontinencia ha

influido o cambiado las actividades. Para cada pregunta elija la respuesta que mejor describa en qué grado las diferentes

actividades se ven afectadas por la IU.

La Incontinencia Urinaria Afecta: Nunca A veces Frecuente Siempre
1. Habilidad para las actividades domesticas (cocinar, limpiar...).
2. Actividades fisicas como caminar, nadar, etc. 1 2
3. Actividades lidicas tales como ir al cine, conciertos, etc. 1 2
4. Habilidad para trasladarse en autobus o en coche por periodos
superiores a los 20 min. 1
5. Participacidn en actividades sociales fuera de casa. 1
6. Salud emocional. 1 2

7. Dicho problema hace que en ocasiones experimente sensacion de:

Nerviosismo
Miedo
Fustracion
Coélera
Depresion
Desconcierto

[ Wy iy iy Iy

Sélo 3 pacientes de ambos grupos realizaban tratamiento
farmacoldgico especifico para el tratamiento de IUE.

Respecto a los resultados del cuestionario IIQ se analiza-
ron los valores globales y se diferenci entre los valores ob-
tenidos del los item referidos a la actividad fisica y/o ladica
(IIQ funcional: rango de 0-30); los valores obtenidos en
item relacionados con el estado emocional (IIQ emocional:
rango 0-12). En todas las variables no se detectaron dife-
rencias entre ambos grupos.

En la Tabla 2 se hace una descripcion de las variables de
Perineometria y test del Hisopo. Observamos que el grupo
A presenta valores de presion basal significativamente mas
altos que el grupo B.

Realizamos un estudio de correlacion entre la EVA y el
test IIQ global, IIQ funcional y IIQ emocional. Detectamos

Tabla 2. Descripcion de las variables de perineometria e hisopo

Grupo A
X
Perinometria basal (mmHg) 23,75
Perinometria maxima (mmHg) 45,8
Hisopos (°) 21,6

una correlacion positiva entre la EVA con IIQ total (
p=0.03) y [IQ emocional (p=0.03).

Control a los 4 meses:

Del total de las pacientes incluidas en el estudio 16 (59%)
pacientes del grupo A acudieron al control del tratamiento,
y 20 (68%) pacientes del Grupo B acudieron al control.

Los resultados sobre la cumplimentacion del tratamiento
y satisfaccion se describen en la Tabla 3.

Para poder analizar los resultados de la EVA, perineo-
metria y Tests del Hisopo tras el tratamiento fue necesario
ajustar los resultados en relacion con el grado de severi-
dad de IUE de ambos grupos, ya que en el grupo A las pa-
cientes basalmente estaban significativamente peor que en
el grupo B.

Una vez ajustado el EVA en funcién del grado de IUE, en

Grupo B
X DE
12,2 15,8 10,8 p=0,037
14,2 35 22,2 NS
20,2 NS

X = media; DE= desviacion estandar; NS = no significativo.
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Tabla 3. Control de cuplimentacion y mejoria subjetiva tras el tratamiento

Grupo A Grupo B
Realiza los ejercicios:
St 16 (100%) 16 (88%) NS
No 0 (0%) 2 (11,1%) NS
Frecuencia:
diaria 9 (64,3%) 10 (55,6%) NS
>4/semana 3(21,4%) 2 (11,1%) NS
<3/semana 2 (14,3%) 4(22,2%) NS
nunca 0(0%) 2 (11,1%) NS
Ha mejorado 10 (71,4%) 12 (66,7%) NS
Estd igual 4 (28,6%) 6(33,3%) NS

NS: no significativo.

el grupo A las pacientes presentaban una mejoria significa-
tiva (p=0.036), en el grupo B no se observaban cambios, y
al comparar el EVA en funcion de los tratamientos, el inten-
sivo fue estadisticamente mejor que el corto con p=0,028.
(Figura 1).

Respecto la perineometria unicamente se observé una
mejoria significativa en la presién maxima (p=0.007) en
ambos grupos, al comparar ambas terapias no hubo dife-
rencias. (Figura 2).

En el test del Hisopo no se observaron cambios significa-
tivos. De igual manera hallamos una mejoria en los resulta-
dos del TIQ global (p=0.01) e IIQ emocional (p=0.005) de
las pacientes, sin que hubiera diferencias entre ambos trata-
mientos.

Presion maxima (mmHg)

60
p<0,03

40

20

Grupo A

Grupo B -
. tratamiento

después
tratamiento

EVA

70

p<0,02

Grupo A Grupo B

antes

. tratamiento
después
tratamiento

Fig. 1. Resultados del EVA tras el tratamiento en ambos grupos.

Fig. 2. Resultados de la presion mdxima valorada por perinome-
tria tras el tratamiento.

I Discusion

Este estudio analiza los cambios en los valores objetivos
y subjetivos en pacientes que realizan un tratamiento reha-
bilitador para la IUE, e intenta demostrar si existen diferen-
cias entre las dos terapias.

Los hallazgos confirman que el tratamiento rehabilitador
es efectivo pero rechaza la hipdtesis de que un tratamiento
de mayor intensidad permita obtener mejores resultados
objetivos, a pesar de que si existen diferencias en cuanto a
la valoracion subjetiva del tratamiento entre ambos grupos
de terapia.

El entrenamiento de la musculatura del suelo pélvico esta
recomendado por la WHO/ICI. Un meta-analisis demuestra
que un entrenamiento continuado ofrece una mejoria 23
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veces mayor que el grupo de control [14], pero las miltiples
publicaciones atin no han determinado que terapia es la
mas indicada.

Una revisién publicada en la revista Chocrane concluye
que un tratamiento intensivo presenta mejores resultados
que un tratamiento estandar, sobretodo a largo plazo [7],
en nuestro caso se han valorado los resultados a los 4 meses
de la intervencion, por lo que no sabemos que sucede con
nuestras pacientes a largo plazo. Aun asi, a los 4 meses, ca-
si el 100% de pacientes que acuden al control realizan los
ejercicios, la mayoria los realiza cada dia y aproximada-
mente un 70% encuentran una mejoria clinica subjetiva, in-
dependientemente al tratamiento realizado.

Al igual que el ensayo clinico publicado por Parkkinen et
al [15], nuestros resultados evidencian que no existen dife-
rencias significativas entre un tratamiento intensivo y uno
corto, y que todas las pacientes presentan mejoria clinica
subjetiva y objetiva. Por otro lado un tratamiento intensivo
puede mejorar la adherencia del tratamiento a largo plazo
[16,17].

Antes de continuar hay que recordar que si habia una di-
ferencia entre grupos, en el grupo A las pacientes estaban
clinicamente peor que en el grupo B, y era el grupo A el
que realizaba la terapia mds intensiva. Una vez obtenido
los resultados finales, estos fueron analizados teniendo en
cuenta esta diferencia entre grupos. Esto nos deberia hacer
pensar que la intensidad de la terapia ha de estar en rela-
cién con la severidad de la incontinencia, pacientes con
grados leves de TUE serian tributarias a un tratamiento de
menor intensidad y pacientes con grados mds severos debe-
rian realizar terapias mas intensas. La heterogeneidad esta-
distica reflejada en las multiples publicaciones sobre el en-
trenamiento de la musculatura del suelo pélvico nos hace
pensar que los resultados estan relacionados con la edad
de la paciente, el tipo de incontinencia, con el programa de
tratamiento, etc, [18].

Respecto la perineometria nuestra muestra presenta un
aumento significativo de la presion maxima tras el trata-
miento. Gunnarsson et al [19] demostraron una correlacion
entre una mejoria en las medidas de presion intravaginales
y una mejoria clinica subjetiva. Aksac et al [20] también
observaron un aumento de la presion intravaginal medida
por perineometria tras un programa de ejercicios en un gru-
po de pacientes y una mejoria clinica significativa. Por lo
que podriamos concluir que la perineometria es una prueba
util en la valoracion clinica y en la evolucién en un progra-
ma de rehabilitacion.

La calidad de vida es un parametro a tener en cuenta; en
un estudio se observa que los resultados clinicos van acom-
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panados con una mejoria en los resultados de 1IQ [21] tras
un programa de rehabilitacion. En nuestro estudio hay una
mejoria significativa en el IIQ tras el tratamiento, indepen-
dientemente al tratamiento realizado. Dinizi et al [22] ob-
servaron que un grupo de mujeres que realizan un trata-
miento supervisado presentan una mejoria significativa en
IIQ respecto al grupo control, por lo que podriamos con-
cluir que un tratamiento activo, a pesar de ser corto en el
tiempo, mejora la calidad de vida de nuestras pacientes con
incontinencia urinaria.

Un programa de ejercicios supervisado, cualquiera que
sea su intensidad, ofrece una mejoria clinica objetiva y me-
jora la calidad de vida de nuestras pacientes afectas de in-
continencia urinaria de esfuerzo, evaluadas a los 4 meses de
su aplicacion. 1
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Cambios en la actividad cerebral en el envejecimiento normal en una tarea

con interferencia valorados mediante magnetoencefalografia

Magnetoencephalographic assessment of changes in brain activity in normal aging when

performing a task under interference conditions
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Resumen

Objetivo: determinar si la realizacion de una tarea de reconocimiento con interferencia activa, producia cambios en
los patrones de activacion cerebral con respecto a la presentacion de otra con interferencia pasiva.

Poblacion y metodologia: en veinte ancianos sanos se midid con magnetoencefalografia. Se realizo a cada uno de
ellos la escala de Memoria de Wechsler-III (WMS-III), la escala de Inteligencia de Wechsler, el Boston Naming Test,
el test de fluidez verbal, el test de clasificacion de tarjetas de Wisconsin, el trail Making Test y el test de colores y pa-
labras (STROOP). Los registros se llevaron a cabo mediante un magnetoencefaldgrafo de 148 canales capaz de me-
dir la actividad magnética generada en toda la convexidad craneal.

Resultados: encontramos una mayor activacion en la condicion de interferencia activa en las regiones mediales tem-
porales, corteza visual, y region ventral anterior durante los primeros 400 milisegundos en el hemisferio izquierdo y
unicamente en el derecho para la corteza visual, mientras que en la condicion de interferencia pasiva, se obtuvo una
mayor activacion en la region ventral anterior durante los 700-800 milisegundos en el hemisferio izquierdo.
Conclusion: la presentacion de estos dos tipos de interferencia, activa y pasiva, modula los patrones de activacion
fronto-temporales en el envejecimiento normal.

Palabras clave:

Memoria operativa, disfuncion ejecutiva, magnetoencefalografia, interferencia activa, interferencia pasiva.

Abstract

Objective: To determine whether performing a recognition task under interference conditions produces chan-
ges in brain activity pattern compared with the activity seen under conditions of passive interference.
Population and methods: Twenty healthy elderly subjects were subjected to magnetoencephalography. In each
patient we applied the Wechsler Memory Scale-IIT (WMS-III), the Wechsler Intelligence Scale, the Boston Na-
ming Test, the verbal fluency test, the Wisconsin card classification test, the Trail Making Test and the colors
and words test (STROOP). The recordings were made using a 148-channel magnetoencephalograph capable
of measuring the magnetic activity generated within the entire cranial convexity.

Results: Greater activation was recorded under active interference conditions in the medial temporal regions,
visual cortex and anterior ventral area in the first 400 ms in the left hemisphere and only in the right hemisp-
here for the visual cortex, while under passive interference conditions, increased activation was obtained in
the anterior ventral region during the 700-800 ms in the left hemisphere.

Conclusion: The presentation of both types of interference, active and passive, modulates the fronto-temporal
activation patterns in normal aging.

Key words:

Working memory, executive dysfunction, magnetoencephalography, active interference, passive interference.
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I Introduccion

Los sistemas de memoria

La memoria es uno de los procesos cognitivos que mayo-
res alteraciones sufre con la edad. Para la mayoria de los
autores, se trata de un sistema complejo formado por dife-
rentes modulos interdependientes y portadores, tanto de
sustratos neurales, como de correlatos cognitivos [1]. Des-
de un punto de vista funcional, se lleva a cabo una interac-
cién entre mecanismos de adquisicién, mantenimiento y
recuperacion regidos mediante ciertas reglas de funciona-
miento [2].

Podemos clasificar distintos tipos: En primer lugar, los re-
gistros sensoriales, dentro de los cuales se encuentran la
memoria iconica y la ecoica [3].

La informacién procedente de los registros sensoriales,
pasa al almacén a corto plazo, sistema encargado, tanto de
la retenciéon inmediata de la informacion, como del proce-
samiento activo de la misma. Centrandonos en este segun-
do aspecto, cobra especial relevancia la memoria operativa,
entendida como un sistema que retiene y manipula tempo-
ralmente la informacion [4].

Por altimo tenemos la memoria a largo plazo, que se ca-
racteriza por tener una disponibilidad ilimitada, aunque la
informacion no esté siempre accesible.

Existen tres regiones cerebrales estrechamente relaciona-
das con los procesos mnésicos. La primera, es el sistema
mesial del I6bulo temporal compuesto por la formacion hi-
pocampal, la corteza del giro parahipocampico y la corteza
perirrinal. El segundo, las estructuras corticales, funda-
mentalmente, las dreas prefrontales y las regiones anterio-
res del l6bulo temporal. El tercero, las estructuras dience-
falicas de la linea media que comprenden los ntcleos
mamilares y los nicleos talimicos anteriores y mediodor-
sales [5].

La memoria operativa es un gestor de recursos mnésicos
limitados, por lo que la entrada de informacién nueva pue-
de interferir sobre aquella con la que se estaba trabajando
previamente, fendmeno denominado interferencia retroac-
tiva, que puede resultar normal en poblacién joven y ancia-
na, pero que se acentia en personas con disfunciones cog-
nitivas [6].

Es uno de los factores que mas contribuyen a un bajo ren-
dimiento mnésico en el envejecimiento. La resistencia a la
interferencia es un mecanismo de control que requiere la
actuacion de las funciones ejecutivas, término con el que
nos referimos a todas aquellas actividades complejas nece-
sarias para planificar, iniciar, inhibir y flexibilizar nuestra
conducta y que involucran a la corteza prefrontal. Se sabe
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que dicha corteza es una de las estructuras cerebrales que
muestra mayor afecciéon como consecuencia del envejeci-
miento [7], por lo que resulta 16gico que los ancianos mues-
tren mds dificultades a la hora de poner en marcha tales
mecanismos de control. Pese a haber discrepancias concep-
tuales entre estos dos términos, funciones ejecutivas y me-
moria de trabajo, la existencia de una relacion entre ellas es
universalmente reconocida [8].

Mientras que la codificacion y manipulacion de la infor-
macion depende preferentemente de la corteza prefrontal
dorsolateral, el mantenimiento se relaciona con la region
dorsolateral y ventromedial [9].

Nuestro estudio se centra en el envejecimiento normal
que no cursa con ninguna patologia neuroldgica ni psiquia-
trica especifica, pero en el que se produce un declive de
ciertas funciones cognitivas. El objetivo es esclarecer si la
causa fundamental de olvido en el envejecimiento se debe a
una dificultad mnésica o a una disfuncién ejecutiva por fal-
ta de control sobre la interferencia.

I Material y método

Inicialmente se selecciond una muestra de 31 sujetos sin
antecedentes médico-psiquiatricos, aspecto que se valord
mediante la aplicacion de una Entrevista inicial semi-estruc-
turada, la Escala de Depresion Geridtrica de Yesavage Re-
ducida y el Mini Examen Cognoscitivo.

Criterios de exclusion:

1. Diagnéstico psiquiatrico descrito por el DSM-IV-TR.

2. Presencia de enfermedades médicas, de tipo epilepsia,
narcolepsia, diabetes o cardiopatias.

3. Obtencién una puntuacion superior a 5 en la GDS re-
ducida.

4. Obtencién una puntuacion inferior a 28 en el MEC.

5. Presencia de fuentes de ruido exterior durante el regis-
tro de la actividad magnética con la MEG.

6. Presencia de fuentes de ruido intraindividuales durante
el registro con la MEG, por ejemplo, protesis dentales
fijas.

Once de los 31 sujetos iniciales tuvieron que ser descarta-
dos por cumplir alguno de los criterios de exclusion. La
muestra definitiva estuvo compuesta por 20 sujetos, 3 hom-
bres y 17 mujeres, todos ellos pertenecientes a la Universi-
dad para mayores de la UCM. La media de edad fue de
64.30 anos (desviacion tipica de 4,97 afios).

Evaluacion Neuropsicologica
Se 1levé en una sesion de una hora y media de duracion.
Pruebas aplicadas:
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— Escala de Memoria de Wechsler-IIT (WMS-III):
= Memoria Logica L. = Letras y nameros.
= Memoria Logica II. s Cubos de Corsi.
— Escala de Inteligencia de Wechsler para Adultos, 3°
Edicién (WATS-II):
= Digitos.
= Clave de nimeros.

— Boston Naming Test (BNT).

— Test de fluidez verbal (FAS).

— Test de clasificacion de tarjetas de Wisconsin (WCST).

— Trail Making Test (TMT).

— Test de colores y palabras (STROOP).

La magnetoencefalografia es una técnica de neuroimagen
funcional que mide la actividad magnética dendritica post-
sindptica de las neuronas piramidales que constituyen la
corteza cerebral, con una resolucion temporal de milisegun-
dos y espacial de milimetros.

Los registros se llevaron a cabo mediante un magnetoen-
cefalografo de 148 canales (Magnes 2500, 4-D Neuroima-
ging, Inc.,San Diego, CA) capaz de medir la actividad mag-
nética generada en toda la convexidad craneal. Se aplic6 un
filtro de paso de banda entre 0,1 y 50 Hz para eliminar po-
sibles fuentes de ruido y la sefial fue digitalizada en venta-
nas de 1000 ms (tasa de muestreo de 254 Hz.), incluyendo
150 ms preestimulo. Los estimulos fueron valorados de ma-
nera individual para rechazar aquellos que se encontraban
artefactados. Las fuentes de actividad magnética fueron
analizadas en funcién del Modelo «Single equivalent cu-
rrent dipole» y se ajustaron cada 4ms utilizando un algorit-
mo no linear de Levenberg-Marquardt [10].

Estos datos fueron fusionados con la correspondiente re-
sonancia magnética potenciada en T1 y adquirida en 3D.

Las variables contempladas con la MEG fueron areas corti-
cales y el niimero de dipolos por area por ventana temporal.

Condiciones y disefio experimental

Se establecieron dos grupos experimentales. Los sujetos
realizaban una tarea de memoria a la vez que realizabamos
el registro con MEG:

» Condicion de interferencia activa (N=10). Se presentaban
series de 4 letras (alta carga) a memorizar. Tras un inter-
valo de tiempo (2-3 segundos), se le proponia al sujeto
que verificase una operacion aritmética simple (suma de
tipo: 3+3=7), pulsando un botén si dicha operacion era
correcta u otro si era incorrecta. Pasados 2 segundos, de-
bia realizar una tarea de reconocimiento: se presentaban
dos letras de manera secuencial y debia decidir si cada
una de ellas habia sido memorizada en la fase previa o
no, para ello, pulsaba de nuevo un botén u otro.
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» Condicién de interferencia pasiva (N=10). Exactamen-
te igual que la anterior, con la salvedad de que el parti-
cipante no debia resolver ninguna operacién aritméti-
ca. Para poder controlar la variable de presentacion de
numeros, se mostraba: 0+0=0, que, por supuesto, no
debia valorar.

Nuestro analisis se centrd, en ambas condiciones, en la
actividad cerebral registrada durante la tarea de reconoci-
miento.

Para la realizacion del andlisis de datos se utilizd el Pa-
quete Estadistico SPSS. Nuestro disefio experimental es un
modelo lineal AxBxC con medidas repetidas en B y en C.
La variable Inter-sujetos (A) = Interferencia. Consta de dos
niveles activa y pasiva. Las variables intra-sujetos fueron
hemisferio (B) con dos niveles izquierdo (1) y derecho (2).
La latencia (C) fue de10 niveles: 0-100 ms (1), 100-200 ms
[2) hasta 900-1000 ms (10).

La estadistica se realizd teniendo en cuenta todas las la-
tencias en un mismo andlisis de varianza. Se llevd a cabo
una reagrupacion de las distintas dreas anatémica y funcio-
nalmente relacionadas y se utilizo un nivel de significacién
p<,05. Se analizaron los efectos de cada uno de los factores
por separado, las interacciones dobles y las triples con el fin
de encontrar alguna diferencia significativa. En caso de que
asi fuera, realizamos ademds una prueba T .

I Resultados

Se aprecio una triple interaccion en la condicion de inter-
ferencia activa en las siguientes dreas:

Regiones mediales del 16bulo temporal (Foez = 2,104; p =
,032), concretamente en el hemisferio izquierdo, en la latencia
temporal de 100 a 200 ms (tis = 2,872; p = ,010); (Figura 1).

Fig. 1.
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Corteza visual (Foie2 = 1,889; p = ,057). Se observa un in-
cremento del nimero de dipolos en el hemisferio izquierdo
en la ventana temporal de 100-200ms (tis = 2,358; p =
,003) y en el hemisferio derecho durante los 100 primeros
milisegundos ((tis = 2,236; p = ,038).

Region prefrontal ventral anterior (Foie2 = 2,913; p =
,003). Obtenemos un incremento de la actividad cerebral
en el hemisferio izquierdo en la condicién de interferencia
activa en la latencia de 300-400ms (tis = 2,195; p = ,045)
(Figura 2).

Observamos una triple interaccion en la condicion de in-
terferencia pasiva en las siguientes dreas:

Region prefrontal ventral anterior (Foue = 2,913; p =
,003), en el hemisferio izquierdo en la latencia de los 700 a
800 ms (tis = -2,399, p = ,027) (Figura 3).

Fig. 2.

Fig. 3.

&

I Discusion

Este estudio ha revelado importantes hallazgos de gran
utilidad, tanto para comprender mejor las causas del dete-
rioro mnésico en el anciano, como para la realizacion de
posible plan de intervencion.

Podemos afirmar que la presentacion de interferencia du-
rante la fase de mantenimiento en una tarea de reconoci-
miento, da lugar a cambios en el patrén de activacion cere-
bral. Obtenemos una mayor actividad, en la condicién de
interferencia activa, en las regiones mediales del 16bulo
temporal, corteza visual y region prefrontal ventral ante-
rior. Unicamente encontramos un mayor nimero de de di-
polos en la condicion de interferencia pasiva en esta ultima
region en una latencia concreta.

Los efectos se producen en ventanas temporales especifi-
cas, lo que demuestra que se trata de sucesos cognitivos
concretos, no de una actividad mantenida.

Las primeras regiones a resaltar son las mediales del 16-
bulo temporal. Se observa un incremento del nimero de di-
polos en la condicion de interferencia activa en latencias
tempranas (100-200 ms) del hemisferio izquierdo. Estudios
previos [8] han demostrado que, durante la fase de interfe-
rencia, se produce un incremento del flujo sanguineo cere-
bral en dichas regiones, lo que evidencia que tales estructu-
ras juegan un papel fundamental en la reorganizacion de
esquemas y control de la estimulacion entrante en el siste-
ma cognitivo [11]. El hecho de que las diferencias se pro-
duzcan en latencias tempranas, indica que el Hipocampo
cobra un papel determinante en las etapas iniciales del pro-
cesamiento de la informacién como sistema de recupera-
ci6n de un esquema previamente memorizado [12] y dentro
de una red de control de interferencia.

En la corteza visual, aparece un aumento de la actividad
magnética en el hemisferio izquierdo, durante la ventana
temporal de los 100 a 200 ms y en el hemisferio derecho,
durante los 100 primeros milisegundos.

La region prefrontal ventral anterior muestra una mayor
activacion en la condicion de interferencia activa en el he-
misferio izquierdo durante los 300-400 ms., mientras que
aparece mayor actividad magnética en la condicién de in-
terferencia pasiva en latencias tardias (700-800 ms). Dicha
region se ha relacionado con la seleccién de informacion se-
mantica a largo plazo: para categorizar el valor funcional
de un nuevo estimulo, del que se realiza un proceso de
mantenimiento al dar una respuesta demorada, es necesario
acceder a la informacién a largo plazo disponible sobre di-
cho estimulo.

Cabria esperar una activacion dorsolateral que no hemos
encontrado. Esto puede deberse a que tal activacion estd
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implicada en procesos de codificaciéon, manipulacion y
mantenimiento de la informacion [9] y, en el presente estu-
dio, hemos analizado el reconocimiento. Esperamos encon-
trar tales patrones de activacion en posteriores estudios
centrados en el andlisis de los procesos de codificacion (me-
morizar de entrada las cuatro letras iniciales), manipula-
cién (realizacién de la operaciéon aritmética sencilla) y
mantenimiento (continuar memorizando las letras) de la
informacion.

De todo esto podriamos concluir la presencia de una red
limbico-frontal, formada por regiones mediales del 16bulo
temporal y region prefrontal ventral, que modula el con-
trol de la interferencia en el envejecimiento normal. Esto
se encuentra en concordancia con la pérdida progresiva de
funcionalidad en regiones prefrontales y mediales del 16-
bulo temporal [7], responsable de una disminucion en la
resistencia a la interferencia y por tanto, de dificultades en
el mantenimiento de la informacion y en la recuperaciéon
posterior.

En resumen, la baja resistencia a la interferencia podria
constituir una de las fuentes de olvido mds importantes en
el envejecimiento normal, lo cual lleva asociadas disfuncio-
nes ejecutivas y dificultades mnésicas. Por tanto, los pro-
gramas de rehabilitacion y estimulacion de memoria, debe-
rian centrarse en el entrenamiento de estrategias en el
control de la interferencia para conseguir un mejor funcio-
namiento y adaptacion de los ancianos a su ambiente. |
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Resumen

Objetivos: Obtencion de células troncales mesenquimales de tejido adiposo para trasplante y recuperacion
funcional de retinas degeneradas.

Material y metodologia: Extraccion de la grasa inguinal de ratones transgénicos para proteina verde fluores-
cente y aislamiento de las células troncales mesenquimales. Estas células fueron implantadas utilizando inocu-
laciones intravitreas y subretinianas en un modelo murino (rd10) que asemeja la retinosis pigmentaria autoso-
mal recesiva humana. Expresion de genes involucrados en el desarrollo de la retina mediante RT-PCR.
Resultados: Nuestros resultados demuestran que en ambos abordajes quirtirgicos las células trasplantadas so-
breviven,migran y se integran en diferentes capas de la retina de los ratones rd10. Ademas hemos identificado
la expresion de genes en embriones y cuerpos embrionarios (Otx2, NF200,Pax6 periferina, IRBP) que pueden
ser utilizados como activadores o potenciadores de la transdiferenciacion.

Conclusiones: las células mesenquimales del tejido adiposo rednen las condiciones necesarias para su poten-
cial uso en la terapia de enfermedades degenerativas de la retina. Los cuerpos embrionarios representan un
modelo util para estudiar los mecanismos reguladores de la diferenciacion de las células retinianas.

Palabras clave:

Terapia celular, células troncales, cuerpos embrionarios, retinosis pigmentaria.

Abstract

Objectives: To obtain adult mesenchymal stem cells from adipose tissue to be used in cellular therapies aimed
to retinal regeneration.

Material and Methods: isolation of adult mesenchymal stem cells from adipose tissue of green fluorescent pro-
tein transgenic mice. Recipient mouse eyes were transplanted with these cells by using intravitreal and subreti-
nal procedures. We have used a mice model of human autosomal recessive retinitis pigmentosa (rd10). Gene
expression by means of RT-PCR of mRNA isolated from embryo eyes (E9,5 to E18,5); post-natal eyes (P1

to P10) and adults eyes .That technique was also used in mouse embryoid bodies spontaneously differentiated
from embryonic stem cells ES-D3.

Results: In both surgical procedures we observed survival, migration and integration of mesenchymal stem
cells into several retinal layers. We have also identified the expression of some retinal genes (Otx2,
NF200,Pax6, peripherin,JRBP) wich may help to drive the mesenchymal stem cells transdifferentiation.
Conclusions: Mesenchimal cells are very promising to be used in degenerative retinal diseases. We emphasize
the usefulness of mouse embryoid bodies as a model to study the regulatory mechanisms of retinal neurons
differentiation and its potential for obtaining retinal progenitors.

Key words:

Cellular therapy, stem cells, embryoid bodies, retinitis pigmentosa.
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I Introduccion

Los problemas visuales representan una de las cuatro
causas principales de pérdida de independencia entre las
personas mayores. Ademds, el envejecimiento de la po-
blacion en los paises desarrollados, fruto del descenso de
la natalidad y el incremento de la esperanza de vida, hace
que estas cifras vayan aumentando progresivamente,
dando lugar a alteraciones de la visién que implican una
pérdida importante de la agudeza y del campo visual. En
este contexto, las degeneraciones retinianas, especialmen-
te la Degeneracion Macular Asociada a la Edad (DMAE),
son responsables de casi el 50% de todos los casos de ba-
ja vision.

La degeneracion y muerte de los fotorreceptores, que son
las células que se encargan de convertir la luz en estimulos
nerviosos, es la via final comun e irreversible de muchas de
estas formas de ceguera. Sin embargo, aunque durante los
tltimos 20 afios se han podido clonar mds de 100 genes di-
ferentes, que son responsables de algunas de las degenera-
ciones retinianas hereditarias mas importantes, y se han
descrito tratamientos innovadores basados en terapias géni-
cas, factores neurotroficos y factores nutricionales, la ma-
yor parte de estos tratamientos todavia estdn en una fase
clinico-experimental muy preliminar y adn no existe nin-
gun tratamiento eficaz para estas patologias.

Una alternativa que podria ofrecer la posibilidad de re-
cuperar la vision y/o la capacidad funcional de los recepto-
res dafiados en las retinas degeneradas son los trasplantes
de células de epitelio pigmentario y de fotorreceptores [1].
En este contexto se han utilizado, con distintos grados de
éxito, diversos tipos celulares pluripotenciales o células
progenitoras [2] mayoritariamente procedentes de: neuro-
nas retinianas embrionarias (fetales) o neonatales [3,4],
progenitores en retina adulta presentes en el cuerpo ciliar
y en la membrana basal del limbo esclero-corneal [5,6],
progenitores neuronales del cerebro [7,8], células pluripo-
tenciales procedentes de la médula 6sea [9,10] y células
pluripotenciales embrionarias [11,12]. Las principales
propiedades de estas células son su capacidad para dividir-
se indefinidamente (autorenovacion) y la posibilidad de di-
ferenciarse en varias lineas celulares. Sin embargo, uno de
los problemas mds serios de esta aproximacion es la ob-
tencion de un numero de células aptas para el trasplante,
que ademds puedan sobrevivir el tiempo necesario para
restaurar dicha funcién.

Afortunadamente también aparecen células troncales o
progenitoras en tejidos adultos. Estas células permanecen
habitualmente quiescentes, pero pueden comenzar a divi-
dirse y diferenciarse en células especializadas si se dan las

[rauma

fﬁ-a Llﬂrlﬁgé"f.

condiciones adecuadas. En el caso de las células del tejido
adiposo existen ademds razones que las hacen muy atracti-
vas para su uso en trasplantes debido a su bajo poder anti-
génico (ya que carecen de marcadores especificos de super-
ficie) y a la posibilidad de obtener grandes volumenes de
tejido y de células sin necesidad de que sean cultivadas.

El uso de células mesenquimales del tejido adiposo estd
siendo muy utilizado para su diferenciacion in vitro en cé-
lulas condrogénicas, adiposas e incluso neurales. Uno de
nuestros objetivos consiste en comprobar si estas células
son capaces de diferenciarse espontineamente in vivo en
células de la retina (mediante un proceso de transdiferen-
ciacion) y valorar si son ttiles para regenerar los fotorre-
ceptores dafiados en un modelo animal que asemeja la re-
tinosis pigmentaria. La hipotesis subyacente es que al
introducir las células indiferenciadas en un tejido los di-
versos factores requeridos para el crecimiento celular exis-
tentes en ese ambiente tisular (en este caso una retina da-
fada o enferma) estimularian la diferenciacién a una
determinada linea celular [13,14].

I Material y métodos

Los animales fueron tratados de acuerdo con la normati-
va de uso de animales para investigacion en oftalmologia y
vision de la Association for Research in Vision and Opht-
halmology (ARVO) y la normativa estatal y europea vigen-
te al respecto. Todos los procedimientos que se realizaron
con los animales fueron aprobados y supervisados por el
Servicio de Experimentacién Animal de la Universidad Mi-
guel Herndndez de Elche.

Extraccion células mesenquimales

Seis ratones machos adultos B6 Tg (ACTB-EGFP,Acr-
EGFP)/20sb (Research Institute for Microbial Diseases,
Osaka University) transgénicos para proteina verde fluo-
rescente fueron sacrificados por dislocacion cervical. A con-
tinuacion se procedid a la extraccion instantanea de la grasa
inguinal y su lavado con suero salino fosfatado (PBS) estéril
en placa Petri sobre hielo para eliminar restos de sangre, pe-
los y otro material contaminante.

El protocolo de extraccion de las células mesenquimales
[15] se inici6 con un lavado en PBS tras el que se introduce
la grasa en el medio de cultivo que contiene DMEM 1000
mg/L glucosa,10% suero fetal bovino (FBS); 1% penicilina
y estreptomicina, 2,5 mg/ml anfotericina B y se incuba a
37°C durante una hora. Después se disgregd mecanicamen-
te la grasa y se lavd 2 veces con PBS, tratindola a continua-
ciéon con 0,75% colagenasa (tipo V, Sigma-Aldrich), en
PBS, durante 45 min a 37°C con ligera agitacion. La cola-
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genasa se inactivd con el mismo volumen del medio descri-
to, centrifugando durante 5 min a 1500 rpm. El precipitado
celular se resuspendi6 en medio y se filtr6 en una gasa esté-
ril de 100 wm para eliminar los restos celulares. Con el ma-
terial obtenido se procedi6 a la siembra en placas de cultivo
convencionales (TPP, Trasadingen, Suiza) con el medio des-
crito. El cultivo se realizé bajo condiciones estandar (oxige-
no atmosférico con 5% de CO:, a 37°C). Cuando las célu-
las alcanzaron un 70-90% de confluencia, se realizaron
pases con tripsina cada 3-4 dias y se resembraron a una
densidad de 5000 células por cm? (Figura 1).

Para realizar los trasplantes de células se usaron ratones
machos adultos rd10 (ratones con mutacién espontanea en
el exén 13 del gen Pde6b que se utilizan como modelo de

Fig. 1. Ejemplo de células mesenquimales adiposas. a) Suspension
celular, b) Células cultivadas (tras su manipulacién con la jeringa
de Hamilton) que conservan su aspecto indiferenciado y se adhie-
ren a la placa (Calibracion = 20 um).
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Fig. 2. Trasplante de células mesenquimales. a) Esquema de la téc-
nica de trasplante en los espacios subretiniano y vitreo con ayuda
de una jeringa de Hamilton. b) Imagen de microscopia de fluores-
cencia de células trasplantadas en el espacio subretiniano de un
animal rd10. ¢) Células trasplantadas en el espacio vitreo. CCG,
capa de células ganglionares. CNE, capa nuclear externa (Calibra-
cion = 100 um).

retinosis pigmentaria de desarrollo lento). Estos ratones en
su edad adulta sélo poseen una fila discontinua de bastones
y conos aberrantes [16,17] y la degeneracion de la retina
empieza después de que ésta haya alcanzado su completa
diferenciacion.

Antes de realizar el trasplante los animales fueron aneste-
siados via intraperitoneal con una mezcla de Ketamina (70
mg/kg, Ketolar®, Pfizer, NY,USA) y Xilacina (10 mg/kg ,
Rompun®, Bayer, Alemania). A continuacion se les indujo
en ambos ojos una midriasis pupilar instilandoles una gota
de tropicamida al 1% (Colicursi tropicamida 1%®, Alcon-
Cusi, Barcelona, Espafia) y fueron anestesiados topicamen-
te con una gota de Colicursi Anestésico Doble® (Alcon-Cu-
si, Barcelona).

Para estudiar la mejor via de administracion celular se
utilizaron inyecciones subretinianas e inyecciones intravi-
treas (Figura 2). En ambos casos los animales fueron inyec-
tados en el ojo izquierdo con 2 pl de una suspension celular
de células mesenquimales a una concentracion de 25000
cel/ul en medio de cultivo. Para ello se utiliz6 una jeringa
Hamilton (Hamilton Company, Reno NV, USA) con una
aguja con didmetro interno de 130 um (calibre 26G). El ojo
derecho se us6 como control y s6lo recibi6 el medio de cul-
tivo en el que estaban suspendidas las células. Una vez rea-
lizadas las inyecciones se comprobé la correcta vasculariza-
cion de la retina mediante fundoscopia directa. También se
comprobd la viabilidad de las células inyectadas tras su ma-
nipulacién. Para ello se sembraron 2 ul de la suspension ce-
lular usada para el trasplante tras su paso por la aguja de la
jeringa de Hamilton.
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No se usaron inmunosupresores tras la inoculacion debi-
do a que la capacidad antigénica de las células mesenqui-
males adiposas es minima, siendo éstas el tipo de células
pluripotenciales con menor antigenicidad [18].

A los 27 dias postimplantacion, los ratones fueron sacrifi-
cados bajo anestesia mediante dislocacion cervical. Se ex-
trajeron ambos ojos y se fijaron en paraformaldehido al
4%, en PBS, durante toda la noche. Al dia siguiente, se di-
secaron la cornea y el cristalino, y se volvieron a fijar du-
rante 1 hora con paraformaldehido al 4% en PBS. Tras va-
rios lavados en agua destilada fueron crioprotegidos en
gradiantes de sacarosa y finalmente se incluyeron en OCT
(Optimal Cutting Temperature). Posteriormente se realiza-
ron cortes sagitales seriados de 7 um con ayuda de un crios-
tato (HMS0SE MICRON). Todos los cortes se montaron
con un medio de montaje especifico para fluorescencia
(VectaShield, Vector Laboratories) y fueron observados y
fotografiados con ayuda de un microscopio de fluorescen-
cia (Olympus AX70).

Expresion de marcadores de fotorreceptores en muestras
animales y cuerpos embrionarios

Para los andlisis in vivo se seleccioné la cepa salvaje de
raton OF-1. Las muestras a analizar fueron ojos de em-
brion desde el estadio E9,5 hasta E18,5, ojos de ratones
post-natales desde P1 hasta P10 y ojos de adulto. Una vez
sacrificadas las hembras gestantes, se extrajeron los em-
briones y se aislaron los globos oculares con ayuda de
unas tijeras extrafinas, tipo Castroviejo. Los ojos se lava-
ron en una solucion estéril de PBS y se introdujeron en tu-
bos eppendorf para una congelacién rdpida con nitrogeno
liquido. Las muestras se almacenaron en criocongelador a
-80°C.

Para los anilisis en cultivo se utiliz6 la linea comercial
ES-D3 de células embrionarias pluripotenciales de raton.
Para mantener esta linea celular en un estado no diferencia-
do, se cultivaron las células con un medio de cultivo com-
puesto por: DMEM (Dulbeccos® MEM con Glutamax-1)
(Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), a una concentra-
cion final de 1x, complementado con 100 uM de Mercap-
toetanol (Gibco), 15% de suero fetal bovino (Biochrom,
Berlin, Alemania), 1000 U ml de LIF (factor inhibidor de la
leucemia) (Chemicon, Temecula, CA, USA), 100 U/ml de
Penicilina-Estreptomicina (Gibco) y 0,1 mM de aminodci-
dos no esenciales (Gibco).

El cultivo se realizé sobre placas de cultivo adherentes
de 100 mm (TPP, Trasadingen, Suiza) tratadas con una so-
lucién de gelatina (Sigma, St Louis, MO, USA) al 0,1% en
PBS estéril 1x, en una densidad de 1x10° células /10 ml. Se
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cambi6 el medio cada dia y se tripsinizaron las células
(Tripsina- EDTA, Gibco) cada 3 dias, cuando hubieron al-
canzado una confluencia del 80%. La forma de tripsinizar
las células fue siempre la misma, para las placas de 100
mm, se retird el medio de cultivo y se hizo un lavado con
PBS estéril; se elimind el PBS de lavado y se afiadieron 2
ml de tripsina, dejando actuar 1 minuto, a 37°C; transcu-
rrido el minuto, se bloqueé la reaccion con 4 ml de medio
de cultivo, homogeneizando la solucién con la pipeta para
disgregar los posibles agregados celulares. Esta solucion se
pasé a un tubo conico estéril y se anadié de nuevo medio
a la placa para realizar un lavado y recoger los posibles
restos celulares, pasindolos también al tubo cénico. El re-
cuento de las células se realiz6 mediante una cimara Neu-
bauer, utilizando una dilucién 1:1 de suspension celular y
una solucion de azul tripdn al 0,4% en PBS. De este modo
se puede sembrar posteriormente el nimero adecuado de
células.

Para obtener el cultivo de células en diferenciacion es-
ponténea se retird el LIF del medio y el suero fetal bovino
pas6 a una concentracion final del 10%. A continuacion
se tripsinizaron las células y se volvieron a cultivar en pla-
cas de cultivo no adherentes de 100mm (TPP) en una den-
sidad de 2,5x10° células /10 ml con este medio carente de
LIF. Esta técnica permite la diferenciacion de las células en
forma de cuerpos embrionarios. Estos cultivos de cuerpos
embrionarios se mantuvieron 30 dias, realizindose cam-
bios de medio cada dos dias y cambios de placa en los dias
tercero, quinto y séptimo y cuando fueron necesarios, pa-
ra evitar la adherencia de los cuerpos embrionarios a la
placa.

Los marcadores seleccionados para este estudio fueron
los siguientes:

s Pax 6, Otx 2 y neurofilamento 200. Estos marcadores
estan presentes en el desarrollo embrionario de neuro-
ectodermo y ademds Pax 6 y Otx 2 son genes esencia-
les para el desarrollo ocular.

= Notch 1, Chx 10, y Neuro D, que estan implicados en
neurogénesis retinal.

s Trp2, Crx, Nrl, que participan en procesos reguladores
de la diferenciacion a fotorreceptores.

= Rodopsina kinasa (Rhok), IRBP, Pdeb, arrestina (Sag),
transducina (Gnat1,Gnat2), rodopsina (Rho), S-opsi-
na, que marcan diferentes proteinas de transduccion de
conos y bastones.

s Periferina (Prphl), que es una proteina estructural de
conos y bastones.

El disefio de cebadores se realizo a partir de secuencias

encontradas en la literatura y comprobadas mediante el
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Tabla 1. Marcadores utilizados para el estudio de expresion génica en cuerpos embrionarios de raton

Marcador Cebador 5’ Cebador 3’ Tamano Tm Ciclos
banda
Crx CCCAATGTGGACCTGATGCACC GGGCTGTAAGAATCTGAGAT 370bp 63°C 32
Chx10 CCGGGAGATGCTGGCCAT TCCTCCTGCTCCATCTTGT 329bp 60°C 32
Gnatl GAGGAGAAGCACTCCAGAGA CTGAATCTCCATACTGAATG 261bp 57°C 32
Gnat2 CATCAGTGCTGAGGACAAAG CAGCTTGGCTCTGCATAGTC 287bp 58°C 32
IRBP CCCTCCCCAGAAGTCTTT CAGCCTCTTCATGATGTA 425bp 55°C 32
NeuroD CTTGGCCAAGAACTACATCTGG GGAGTAGGGATGCACCGGGA 230bp 66°C 32
NF-200 GAGTGGTTCCGAGTGAGGTTGG GACGTTGAGCAGGTCCTGGT 343bp 67°C 32
Notchl TCTGGACAAGATTGATGGCTAC CGTTGACACAAGGGTTGGAC 328bp 64°C 32
Nrl GTGCCTCCTTCACCCACC CAGACATCGAGACCAGCG 285bp 59°C 32
Otx2 CCATGACCTATACTCAGGCTTC GAAGCTCCATATCCCTGGGTG 211bp 67°C 32
Pax6 AGTGAATCAGCTTGGTGGTG TCTGTCTCGGATTTCCCAAG 294-336bp 60°C 30
Pdeb CTTGCTACGCGGCTCTTC CTTCACTCGTGAAGCATG 297bp 55°C 32
Prph1 CTGTCCCGCCTAGAACTGGAGC GCCTCCCCACCCTTGGTCCC 291bp 67°C 32
Rho TTCACCACCACCCTCTACAC CATTGCATGCCCTCAGGGATG 283bp 60°C 32
Rhok ATATCCGAATTTCTGACC CGCTTCTCCGGGTCCTTC 324bp 55°C 32
Sag AAAAAGTGCAGCCAAACAGC CATCTTTCTTCCCTTCTGTG 389bp 56°C 32
s-opsin ~ GCCACACTGCGCTACAAAAAGT TGAAGCAGAAGATGAAGAGG 456bp 62°C 32
Trp2 CAGTCCGGCTCTCAGTGGTC CAGCCTTCACAGGTGATGCA 327bp 63°C 32

programa BLAST del NCBI o bien disefiadas a partir de las
secuencias del ARN mensajero que se encuentran en las ba-
ses de datos del NCBI. Una vez obtenidas las secuencias, és-
tas se enviaron a Invitrogen para que sintetizaran los ceba-
dores. Las secuencias de los cebadores utilizados y sus
principales caracteristicas se muestran en la Tabla 1.

La extraccion de ARN de las muestras de ojos de ratén y
de los cuerpos embrionarios se realizo mediante el reactivo
Trizol Reagent® (Invitrogen), segin el protocolo estableci-
do por la casa comercial. Para realizar la retrotranscripcion
inversa de Tug de cada uno de los ARN extraidos se utilizo:
el kit de la enzima Expand Reverse Transcriptase® (Roche,
Basel, Suiza), una solucién de OligoDT (Roche), una solu-
cion de dNTP’s (Innogenetics, Gent, Bélgica) y un inhibidor
de ARNasa (RNAse Out®, Invitrogen), siguiendo las indi-
caciones del fabricante. Asi se generaron los ADN comple-
mentarios necesarios para poder realizar la reaccion de
PCR. Para todas las reacciones de retrotranscripciéon y PCR
se utilizé el termociclador 96-Well GeneAmp PCR System
9700 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

El anélisis de los productos de amplificacion de las PCR
se realiz6 mediante electroforesis en gel de agarosa, al 2%,
con Bromuro de Etidio para su visualizacion; y se utilizé un
marcador de 100 pb (Invitrogen) para comprobar los tama-
flos de las bandas.

I Resultados

Los cultivos obtenidos de células mesenquimales del te-
jido adiposo de ratén adulto, no perdieron su estado indi-
ferenciado y se obtuvieron en gran ntimero a partir de po-
cos gramos de grasa conservando su estado indiferenciado
(Figura 1).

Las células trasplantadas en el espacio subretiniano de re-
tinas distroficas son capaces de migrar por las distintas ca-
pas de la retina (Figura 2). Por el contrario, las retinas de
los ojos control no muestran ninguna diferencia significati-
va con respecto a las retinas de ratones rd10 sin implantar.

En las retinas de los animales en los que el trasplante fue
intravitreal también hemos observado alguna integracion
de las células en la capa nuclear externa (Figura 2). Las reti-
nas de los ojos control tampoco mostraron diferencias sig-
nificativas con respecto a retinas de ratones rd10 sin im-
plantar.

En cuanto a la expresion en cuerpos embrionarios de
marcadores tempranos y tardios de retinogénesis y foto-
rreceptores, destacamos la expresion de Otx2, NF200, y
Pax6 (fig. 3) y la expresion de periferina e IRBP (Figura
4). Estos marcadores concuerdan con los que expresan las
células progenitoras de retina y ponen de manifiesto que
estos genes también aparecen en cuerpos embrionarios en
diferenciacion espontdnea. Todo ello indica que el estudio
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Neurofilamento 200

Pax6

Fig. 3. Ejemplo de la evolucién de la expresion de algunos marca-
dores tempranos y tardios de retinogénesis y fotorreceptores
(Otx2, NF200, y Pax6) en cuerpos embrionarios en diferenciacion
espontanea. c) control negativo. En extremo izquierdo del gel,
marcador de talla desde 100 bp (banda inferior) aumentando 100
bp cada banda.

de marcadores en cuerpos embrionarios puede ayudar a
comprender mejor los mecanismos reguladores de la dife-
renciacion celular. Estos resultados también sugieren que los
marcadores estudiados, o una combinacion de ellos, pueden
ser potencialmente ttiles para la seleccion o induccion de li-
neas celulares capaces de ser utilizadas para el trasplante y la
recuperacion funcional de retinas degeneradas.

Fig. 4. Evolucion de la expresion de periferina. a) Ratones pre- y
post-natales. b) Cuerpos embrionarios en diferenciacion espontdnea.
¢) control negativo. En extremo izquierdo del gel, marcador de talla
desde 100 bp (banda inferior) aumentando 100 bp cada banda.

I Discusion

Aunque existen algunos datos experimentales que sugieren
que los trasplantes de fotorreceptores pueden ser utiles para
restaurar parcialmente la respuesta a la luz en ratones ciegos
[19], no es posible extrapolar muchas de estas técnicas a clini-
ca ya que la edad 6ptima para obtener las células a implantar
corresponde aproximadamente al 2° trimestre de vida. Por
otro lado y, pese a que los mejores resultados de los trasplan-
tes celulares se han obtenido con células progenitoras de reti-
na, la limitacién en cuanto al numero de células obtenidas y
lo complicado de su obtencion (retinas neonatales, células del
cuerpo ciliar...), ademds de su alto poder antigénico desacon-
sejan esta técnica para un futuro tratamiento de estas enfer-
medades en el hombre. En cualquier caso todos estos estudios
han puesto de manifiesto que la edad del donante y el estadio
en el que se encuentra la enfermedad son muy importantes de
cara al resultado final, ya que parecen ser mas efectivos cuan-
to mds temprano es el trasplante [20].

En este trabajo hemos demostrado que si los cuerpos em-
brionarios son sometidos a protocolos adecuados de culti-
vo y diferenciacion, aparecen células que expresan marca-
dores de retina. Estos protocolos también pueden aplicarse
a células mesenquimales que podrian ser transfectadas con
factores neurotréficos para inducir procesos de transdife-
renciacion antes del trasplante con el fin de mejorar la efi-
ciencia de estas técnicas [19,21,22]. Por otro lado, el simple
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contacto de estas células con el microambiente adecuado
(retinas en proceso de degeneracion) parece facilitar su su-
pervivencia, migracion e integracion en la retina. A la vez,
las células trasplantadas ayudan a proteger a los fotorre-
ceptores y facilitan la regeneracion de la retina mediante la
liberacion de factores troficos especificos [23].

Los resultados de un estudio reciente en el que se realiz6 un
trasplante autélogo de células mesenquimales del tejido adipo-
so en tejido cardiaco dafiado de un paciente [24] demuestran
que la extraccion de este tipo de células es rapida y que es po-
sible conseguir un numero de células suficiente para el tras-
plante. Este procedimiento podria extrapolarse al tratamiento
de enfermedades degenerativas de la retina. Asi, el aislamiento
de la retina que le confiere una inmunoreactividad limitada
privilegiada [25], unido a la baja inmunoreactividad de las cé-
lulas mesenquimales adultas del tejido adiposo, sugieren que
el trasplante alogénico de células mesenquimales son intere-
santes en las estrategias terapéuticas del futuro, mds teniendo
en cuenta que hoy por hoy no existe ningun tratamiento cura-
tivo para estas enfermedades. Su extraccion es sencilla dado
que es un tejido facilmente accesible y por tanto puede conver-
tirse en un proveedor ilimitado de células para el tratamiento
de defectos o injurias de tejidos aut6logos o heterdlogos. Ade-
mds, pueden conseguirse facilmente millones de células y no
existen implicaciones éticas para su uso. Otra ventaja adicio-
nal de estas células es que presentan una tasa de multiplicacion
lenta y no tienen un gran poder proliferativo, por lo que su
posible capacidad teratogénica estd muy disminuida.

Finalmente, no hay que olvidar que ain estamos en unas
fases muy preliminares de estas investigaciones y todavia
hay que superar muchas dificultades antes de que estas téc-
nicas puedan representar una opcion terapéutica real para
mejorar la calidad de vida de las personas que padecen es-
tas patologias. Es preciso conocer mejor los procesos de
crecimiento y diferenciacion celular, y los mecanismos que
controlan el desarrollo de los progenitores celulares. Ade-
mas hay que conseguir que las células transplantadas no s6-
lo sobrevivan, sino que se integren en la retina, realicen las
conexiones apropiadas y no degeneren.

Hemos elaborado un protocolo que permite la obtencion,
aislamiento y seleccion de un niimero suficiente de células me-
senquimales de tejido adiposo para ser utilizadas para el tras-
plante y recuperacion funcional de retinas que han sufrido
procesos degenerativos. Nuestros resultados han puesto de
manifiesto que una vez trasplantadas, estas células sobreviven,
migran y se integran en la retina de ratones rd10. Estas células
parecen reunir las condiciones necesarias (facil obtencion, nu-
mero suficiente y bajo poder antigénico) para su potencial uso
en este tipo de terapia celular, sin embargo todavia son necesa-

[rauma ™"

nd.,

rios mas estudios para comprender mejor los procesos de cre-
cimiento y diferenciacion celular. En especial es preciso cono-
cer las sefiales y factores troficos que participan en estos pro-
cesos vy utilizar este conocimiento para desarrollar estrategias
de diferenciacién dirigida. La posibilidad de usar estos facto-
res para activar o dirigir la transdiferenciacion de estds células
hacia fotorreceptores, o incluso el analisis de los trasplantes de
estos tipos celulares en retinas dafiadas, nos ofreceran nuevos
datos para seguir avanzando en el prometedor campo de la te-
rapia celular de las enfermedades neurodegenerativas.
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I ORIGINAL

Cribado de enfermedad celiaca en poblacion infantil genéticamente seleccionada

Screening for celiac disease in children genetically selected

Cilleruelo M L ', Jiménez J %, Fernandez S ', Arranz E °, Garrote J A °, Sanchez M ', Martin del Valle F ', Rayo A ', Blanco C

! Centeno M ', Hdo de Larramendi C *

! Servicio de Pediatria. Hospital Severo Ochoa. ? Servicio de Bioquimica. Hospital Severo Ochoa. * Laboratorio de Inmunogenética.

Facultad de Medicina de Valladolid

Resumen

La enfermedad celiaca (EC) se desarrolla exclusivamente en individuos genéticamente predispuestos. El objeti-
vo de este estudio prospectivo ha sido determinar la prevalencia de EC en una cohorte de nifios HLA-DQ2
positivos. Para ello se realizé en primer lugar el HLA-DQ2 en sangre de cordon umbilical del recién nacido y
posteriormente la EC fue confirmada mediante estudio seroldgico (anticuerpos antiendomisio y antitransglu-
taminasa). De un total de 1716 recién nacidos participaron en el estudio 1291 (75,23%) de los cuales 361
(27,97%) fueron HLA-DQ?2 positivos. La prevalencia de EC en este grupo de riesgo genético fue de 9,54%.
Palabras clave:

Enfermedad Celiaca, HLA-DQ2, cribado.

Abstract

Celiac disease (CD) is developed in only genetically susceptible individuals. The aim of this prospective study
is to investigate the prevalence of CD in a cohort of HLA-DQ2 positive children. Firstly, we determined the
HLA-DQ2 in umbilical cord blood and subsecuently CD was confirmed by the positivity of serum antiendo-
misial antibodies and human tissue transglutaminase antibodies. From 1716 newborns 1291 (75,23%) were

selected; 361 (27,97%) were HLA-DQ2 positives. In at-risk group the prevalence of CD was 9,54%.

Key words:
Celiac Disease, HLA-DQ?2, screening.

I Introduccion

La enfermedad celiaca (EC) es una intolerancia perma-
nente al gluten del trigo, cebada y centeno que se desarrolla
en individuos genéticamente predispuestos dando lugar a
una atrofia de la mucosa del intestino delgado mediada in-
munoldgicamente [1]. Dicha lesion da lugar a una mala uti-
lizacion de los nutrientes que se manifiesta clinicamente de
manera tan variable que la enfermedad puede pasar desa-
percibida si no se mantiene una elevada sospecha diagnosti-
ca [2]. La exposicion permanente al gluten en individuos
con EC condiciona un mayor riesgo de desarrollar enferme-
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dades malignas, sobre todo localizadas en el tubo digestivo,
ademas de otras enfermedades no mortales, pero de elevada
morbilidad, como son la osteoporosis, esterilidad, altera-
ciones neuropsiquidtricas y enfermedades autoinmunes co-
mo la diabetes mellitus tipo 1 [2,3]. El tratamiento consiste
en la exclusion estricta del gluten de la dieta lo que da lugar
a la remisién completa de la sintomatologia asi como la re-
cuperacion del dafio de la mucosa intestinal [4].

La EC tiene una base genética. Los principales factores
de riesgo se relacionan con los genes de la region HLA de
clase II localizados en el brazo corto del cromosoma 6 [5]
en concreto el HLA-DQ2, codificado por los genes
DQA1#0501 y DQB1*0201, y el HLA-DQS codificado
por los genes DQA1*0301 y DQB1*0302 [6,7]. Estudios
epidemioldgicos recientes han demostrado que aproxima-
damente el 90% de celiacos de diferentes areas geografi-
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cas presentan el heterodimero DQ2; los celiacos DQ2 ne-
gativos se dividen al 50% entre que portan el heterodime-
ro DQ8 y los que presentan la mitad del heterodimero
DQ?2, siendo extraordinariamente infrecuente (menos del
0,5%) que no presenten ninguno de los heterodimeros co-
nocidos [8,9].

La aplicacion de los tests seroldgicos en el diagnéstico de
la enfermedad han posibilitado la realizaciéon de estudios
epidemiol6gicos que han permitido conocer la auténtica
prevalencia de la enfermedad, que se sitda en 1/100-1/300
de la poblacion general [10-15].

En la actualidad, se considera que la mejor aproximacion
epidemioldgica en el diagndstico de la EC es un proceso sis-
temdtico de busqueda de casos entre aquellos pacientes que
presenten los sintomas y asociaciones caracteristicas de esta
enfermedad y en los familiares de primer grado [16]. Sin
embargo, se comienza a discutir actualmente la necesidad
de un cribado activo en la poblacién general [17] dado que
esta enfermedad cumple todos los criterios requeridos por
la OMS para ser una enfermedad susceptible de cribado
masivo [18].

Se ha sugerido que el tipaje de HLA como primer paso
del cribado de EC en pacientes de riesgo es conveniente des-
de el punto de vista coste-beneficio, ya que la negatividad
del HLA-DQ2 y DQS8 excluye la EC de por vida mejor que
la serologia. En este modelo, el estudio seroldgico se aplica-
ria s6lo a los individuos HLA-DQ2 o DQ8 positivos [19].

Los estudios realizados en sangre de cordén umbilical ha
posibilitado la determinaciéon de los HLA de riesgo de en-
fermedades autoinmunes como la diabetes mellitus [20] y,
en un estudio publicado recientemente, la EC [21].

El objetivo de nuestro estudio ha sido determinar la pre-
valencia de EC en una cohorte de nifios HLA-DQ2 positi-
vos. Para ello se realizd en primer lugar estudio genético en
sangre de cordén umbilical a todos los recién nacidos y
posteriormente fue confirmada la existencia de EC median-
te estudio seroldgico.

I Material y métodos

Se trata de un estudio prospectivo en el que se incluye-
ron, por muestreo consecutivo no probabilistico, todos los
recién nacidos en la maternidad del Hospital Severo
Ochoa en el periodo comprendido entre Julio-2004 a Ju-
lio-2005. Participaron todos los recién nacidos vivos cu-
yos padres consintieron participar en el estudio. Se exclu-
yeron aquellos recién nacidos con malformaciones
congénitas graves incompatibles con la vida y aquellos cu-
ya muestra de sangre fue insuficiente y no permitia la ex-
traccién adecuada de DNA.
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Se utilizé la sangre que habitualmente se extrae del cor-
don umbilical de todos los recién nacidos para la determi-
nacion del hematocrito. Como muestra de seguridad, ante
la posibilidad de fallo en la extraccion del DNA, se utilizo
la sangre de cordon que se emplea para la determinacion
del Rh y grupo sanguineo. Las muestras de sangre se con-
servaron un maximo de 72 horas; durante este tiempo, los
pediatras solicitaron el consentimiento a los padres indi-
cando posteriormente al Servicio de Bioquimica que mues-
tras debfan ser estudiadas.

Se determiné la presencia de los alelos DQA1%0501 y
DQB1* 0201 mediante la técnica PCR/SSP segtin protocolo
descrito por Olerup [22]. La extraccion de DNA se realizd
mediante tecnologia de particulas magnéticas, BioRobot
EZ1 (Izasa).

Una vez establecida la cohorte de nifios HLA-DQ2 positi-
vos se contacté telefénicamente con las familias a partir de
los 2 afios de edad del nifio con el fin de valorar los posibles
sintomas sugestivos de la EC y recabar su permiso para la
realizacion del estudio seroldgico.

Para realizar el cribado se utiliz6 un test inmunocromato-
grifico determinando autoanticuerpos antitransglutamisa
tisular humana IgA/IgG/IgM (Operon-Tec-Laim S.A.). A
los pacientes positivos se les efectud una extraccion de san-
gre venosa en la que se determind: Inmunoglobulina A me-
diante nefelometria (BN II, Siemens), anticuerpos antiendo-
misio tipo IgA (BioSystems, Atom) y anticuerpos
antritransglutaminasa tipo IgA (Celikey IgA. Immuno-
Cap250 Phadia). En aquellos nifos con déficit de inmuno-
glulina A (valor inferior a 10 mg/dl) se efectuaron los mis-
mos anticuerpos de clase IgG.

Se calcul6 el namero total y porcentajes de positividad,
tanto para el HLA-DQ2 como para la serologia de EC, y su
distribucion por sexos.

I Resultados

Desde Julio de 2004 a Julio de 2005 nacieron en nuestra
maternidad 1716 nifios de los cuales cumplieron los crite-
rios de inclusién 1291 (620 nifias y 671 nifios) que supone
un 75,23% de la poblacion de recién nacidos.

El HLA-DQ2 fue positivo en 361 lo que supone un
27,96% de la poblacion; 161 eran nifias y 200 nifios. El
HLA-DQ2 fue negativo en 930 nifios; 459 nifias y 471 ni-
nos.

De los 361 niflos HLA-DQ2 positivos 262 (72,57 %)
completaron el estudio. A estos nifios se les realizo el cri-
bado inicial de EC mediante test inmunocromatografico
siendo 26 positivos. Se confirmé la positividad mediante
serologia en 25 pacientes, 18 nifas (75%) y 7 nifios
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(25%). Esto supone un 9,54% de posibles celiacos en la
poblacion de riesgo.

De los 25 nifios con serologia positiva, sélo 5 presentaba
una sintomatologia caracteristica de EC siendo el resto
asintomaticos.

I Discusion

Se trata del primer estudio espafiol de deteccion de enfer-
medad celiaca en poblacion genéticamente susceptible con
el fin de detectar precozmente la enfermedad.

Es de destacar el enorme interés de los padres hacia el es-
tudio que se refleja en el alto porcentaje de participacion
que llegd a un 75,23% de las familias. Se trata de una im-
portante colaboracién, dado que se contaba con que un
porcentaje de la poblacion se perderia al existir fines de se-
mana y periodos de vacacién en los que fue imposible in-
formar a las familias y pedir su inclusion en el estudio.

Es prictica habitual extraer sangre de cordon umbilical a
todos los recién nacidos para valorar la situacion hematolo-
gica del nifio. Esta muestra es de gran interés para estudios
de cribado debido a que no supone una agresion afiadida al
neonato. Por esta razon aprovechamos esta muestra para re-
alizar estudio genético de la enfermedad celiaca mediante
determinacién de HLA-DQ2 que incluye mas del 95% de la
poblacion de enfermos celiacos. En nuestra experiencia el
otro HLA de riesgo asociado a EC, el HLA-DQ8, sdlo se
encuentra en el 1% de los nifios celfacos por tanto, debido a
su bajo rendimiento, se decidié no realizar su determinacion
basiandonos en el estudio previo [23]. En nuestra poblacion
de recién nacidos el 27,96% presentan el HLA-DQ2 positi-
vo. Este porcentaje era el esperado y es similar al encontra-
do en la bibliografia que llega a un maximo del 30% [ 6 ].

Una vez seleccionada esta cohorte de nifios con riesgo ge-
nético se contacté nuevamente con la familia, tal y como se
habia indicado cuando se solicitd el consentimiento infor-
mado, a partir de los dos afos de edad del nifo. En este
momento se considera que el rendimiento del estudio sero-
légico es mayor, sobre todo en pacientes con escasa sinto-
matologia. Se efectud contacto telefonico consiguiendo lo-
calizar a 262 familias que suponen el 72,57% de la
poblacion seleccionada. Este porcentaje es elevado dada la
dificultad que supone el contacto al transcurrir dos afios
desde el comienzo del estudio y perder una parte de la po-
blacién por haber cambiado de area sanitaria.

Debido a la edad de los nifios, y con el propésito de obte-
ner la mayor participacién posible, se eligié un test inmu-
nocromatografico rdpido y poco invasivo que consistio en
la determinacién de anticuerpos antitransglutaminasa en
una gota de sangre obtenida mediante puncién del dedo
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pulgar. Mediante esta determinacién 26 nifios tuvieron un
resultado positivo. Segun el disefio de nuestro estudio, en
ese mismo momento, se ofertaba a la familia la posibilidad
de realizar estudio serologico mediante extraccion de san-
gre venosa.

De los 26 nifios seleccionados mediante test rdpido se
confirmd en 25 la presencia de anticuerpos antiendomisio y
antitransglutaminasa. No existié ningin paciente con défi-
cit de IgA. La concordancia entre el test inmunocromato-
grafico y las pruebas serolégicas fue del 96,15%.

En nuestra poblacidn seleccionada por riesgo genético he-
mos encontrado una prevalencia de EC de 9,54%. En el es-
tudio de Hoffenberg y cols [21] que estima la frecuencia de
EC en nifios en la poblacion general de Denver, se realiza
seguimiento de 987 pacientes seleccionados por HLA de
riesgo a lo largo de cinco afios y encuentran una frecuencia
del 2% de nifos con serologia positiva para la EC. Esta ci-
fra es claramente inferior a la nuestra aunque hay que con-
siderar que nuestros pacientes estan ain en seguimiento y el
porcentaje podria disminuir. No obstante nos parece alta-
mente improbable llegar a este porcentaje ya que supondria
la negativizacion de 20 pacientes.

De los 25 nifios con serologia positiva, cinco presentaban
sintomas de EC cldsica y el resto era silente desde el punto
de vista clinico aunque analiticamente 8 presentaban ferro-
penia sin anemia.

En el momento actual se especula con la posibilidad de
realizar cribado poblacional de EC, no obstante hay que
considerar que la mayoria de nuestros pacientes estdn asin-
tomadticos o tienen leves alteraciones analiticas. Por este
motivo estos nifios estdn en fase de seguimiento realizando
una dieta normal para poder valorar cual es la evolucién de
estos pacientes lo que contribuira al conocimiento de la his-
toria natural de la enfermedad. I
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1 CASO CLINICO

Colgajo braquiorraquial en la cobertura de la insercion distal del tendon

del biceps

Brachioradial flap for coverage of the distal insertion of the biceps tendon

Valbuena C, Ballesteros A, Cendagortagalarza |

Centro intermutual de Euskadi, Bilbao

Resumen

El miisculo braquiorradial es un musculo flexor accesorio del codo que también se puede utilizar para dar la
cobertura sin provocar un déficit funcional. Esta indicado en la cobertura de los defectos complejos de la cara
anterior y lateral del codo, especialmente cuando existe exposicion articular, y también del tercio proximal del
antebrazo.

Se presenta el caso de un vardn de 49 afios de edad con un problema de cobertura en la region anterior de co-
do tras una reinsercion de biceps distal 4 semanas antes, mediante anclaje en tuberosidad bicipital.

El colgajo de musculo braquiorradial es seguro, estd bien vascularizado y es facil de realizar, con una minima
morbilidad.

Palabras clave:

Codo, colgajo braquio-radial, defecto cutdneo.

Abstract

The brachioradial muscle is an accesory flexor muscle of the elbow that may also be used for coverage wit-
hout causing functional deficit. It is indicated for covering complex defects in the anterior and lateral aspects
of the elbow, particularly when joint exposure exists, and also in the proximal third of the forearm.

The case of a 49-year-old male with a coverage problem in the anterior elbow region 4 weeks after distal bi-
ceps reinsertion by anchoring in the bicipital tuberosity is reported.

The brachioradial muscle flap is safe, well vascularized, and easy to perform with minimum morbidity.

Key words:
Elbow, brachioradial flap, skin defect.

I Introduccion

El codo tiene unas necesidades de cobertura diferente a
otros territorios por la demanda funcional que tiene esta
articulacion. Cuando la pérdida de sustancia es considera-
ble se utiliza un colgajo antebraquial radial de flujo directo,
el fasciocutaneo a flujo directo basado en la arteria inter6-
sea posterior, el colgajo fasciocutdneo ante-cubital y colga-
jos musculocutdneos de anconeo y braquiorradialis [1-3].

Correspondencia

C. Valbuena Esteban

Servicio de COT de Centro Intermutual de Euskadi,
Fontecha y Salazar 6. 48007 Bilbao
cristina_valbuena@yahoo.es

El musculo braquiorradial es un musculo flexor accesorio
del codo que también se puede utilizar para dar la cobertu-
ra sin provocar un déficit funcional. El arco de rotacion
permite una cobertura desde la cara lateral del codo hasta
el olécranon. Asi mismo, se puede utilizar como colgajo
musculo-cutdneo. El colgajo del musculo braquiorradial se
corresponde con un tipo Il en la clasificacion de Mathes y
Nahai, llegando el aporte sanguineo por diferentes pedicu-
los. El pediculo proximal, el mas importante, viene de la ar-
teria recurrente anterior de la arteria radial, por el surco bi-
cipital, en la profundidad del musculo. Este pediculo es
suficiente para suplir aporte a todo el musculo, por lo que
es el que se conserva en la diseccién del colgajo. Existen
otros pediculos mds pequefios, en nimero de 2 a 4, proce-
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dentes de la arteria radial que se pueden considerar acceso-
rios ya que no constituyen una vascularizacion relevante
cuando el pediculo proximal estd dafiado. Por su parte, el
aporte nervioso deriva del nervio radial a través de 2 6 3
pequeiias ramas procedentes del surco bicipital.

Este tipo de colgajo esta indicado en la cobertura de los
defectos complejos de la cara anterior y lateral del codo, es-
pecialmente cuando existe exposicion articular, y también
del tercio proximal del antebrazo.

I Caso clinico

Varon de 49 anos que se presenta con un problema de co-
bertura en la region anterior de codo tras una reinsercion
de biceps distal 4 semanas antes, mediante anclaje en tube-
rosidad bicipital.

A la exploracién presentaba un hematoma en lacara an-
terior de codo, a pesar del drenaje postquirirgico, desarro-
llando posteriormente una necrosis cutdnea y un defecto
cutdneo en cara anterior del codo con exposicion de tendén
distal del musculo biceps braquial (Figura 1).

Se decidi6 cubrir el defecto con una cobertura mediante
colgajo del musculo braquiorradial.

Bajo anestesia troncular y manguito de isquemia, se efec-
tud un desbridamiento de los restos cutdneos necroticos,
con lavado intensivo de la herida y levantamiento, median-
te incision longitudinal, de la cara anteroexterna del tercio
proximal del antebrazo, para obtener el colgajo muscular
del musculo braquiorradial (Figura 2). Sobre el plano mus-
cular se colocd un injerto cutdneo, obtenido con dermato-
mo de la cara anterior del antebrazo.

En la fijacion del colgajo se efectud un ligero solapamien-
to del musculo bajo los bordes de piel sana circundante pa-
ra conseguir un sellado del defecto durante la cicatrizacion
(Figura 3). Se colocé una férula braquio-antebraquial y se

Fig. 1. Defecto
cutaneo en cara
anterior de codo
tras reinsercion
distal de tend6n
del biceps.

Fig. 2. a) Diseccion de colgajo de musculo braquiorradialis y b)
posterior cobertura de cara anterior de codo.

mantuvo durante 2 semanas, permitiendo la cicatrizacion
del colgajo con el tejido circundante.

La evolucién postquirdrgica discurri sin complicaciones.
Inicialmente presentd una leve rigidez de la articulacion del
codo que cedi6 con sesiones de fisioterapia.

A los tres meses de la cirugia encontramos un buen aspec-
to de la herida y una funcioén normal, tanto del biceps rein-

Fig. 3. Solapamiento del musculo por debajo de bordes de piel sa-
na circundante.
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Fig. 4. Movilidad de codo en ultimo control.

sertado como de la articulacion del codo, presentando una
movilidad de codo 0°-135° (Figura 4).

I Discusion

La zona a cubrir presentaba el tend6n expuesto por lo
que no estaba indicada la cobertura con injerto cutdneo.
Podrian utilizarse colgajo libres vascularizados u otros col-
gajos musculares cuya utilizacion provocaria un mayor dé-
ficit funcional. La utilizacion de colgajos libres vasculariza-
dos exige una técnica mas compleja, ademds el uso de
colgajos musculares ofrecen un mayor aporte vascular.

El colgajo de musculo braquiorradial es seguro, estd bien
vascularizado y es ficil de realizar, presentando una mini-
ma morbilidad siempre que se tomen las debidas precaucio-

Irauma

nes sobre la arteria y el nervio radial superficial adyacentes.
No conviene realizarlo como colgajo miocutaneo por el de-
fecto estético que provoca y por la desproteccion tanto de
la arteria y como del nervio radial. Por dltimo, se trata de
un colgajo de rotacion con posibilidad de cobertura de cara
anterior, posterior, externa de codo y de la zona proximal
de antebrazo y distal del brazo. I
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