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que, sin lugar a dudas, ha merecido la pena pues nuestro objetivo de divulgacién del cono-
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Para cumplir con las expectativas futuras se dispondra de un érgano de divulgacion
y referencia, una unica revista, con cardcter mulndisciplinar, con periodicidad trimestral a par-
tir del proximo ano 2008, donde se publicaran los conocimientos, las innovaciones e inves-
tigaciones de todos los especialistas interesados en estos aspectos y donde se dispondra de la
informacion direcra de Jas actividades de la Fundacion (ayudas, becas, cursos, premios). Desde
estas lineas invitamos a nuestros lectores a solicitarla ast como a participar en sus contenidos.
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Expresion de Oncogenes y Oncosupresores
en Meningiomas

Oncogenes and Tumor Suppressor Genes Expression
in Meningiomas

Martinez-Glez V., Franco-Hernandez C.,
Peia-Granero C., Rey J. A.

Unidad de Investigacion, Laboratorio de
Oncogenética Molecular
Hospital Universitario La Paz Madrid.

RESUMEN

Los meningiomas son tumores compuestos por células neo-
plasicas de la capa aracnoide y constituyen aproximada-
mente el 20% de todos los tumores intracraneales prima-
rios. Hemos estudiado en una serie de meningiomas los
niveles de expresion de 96 genes asociados con vias biologi-
cas especificas relacionadas con cancer. Para ello hemos
usado membranas de microarray de expresion validadas por
PCR cuantitativa. E| estudio se completd con la blsqueda
de la pérdida del gen NF2, principal candidato en la genesis
de meningiomas, por medio de una amplificacion multiple
dependiente de ligasa (MLPA). El 78% de las muestras pre-
sentd delecion de un alelo del gen NF2. No se encontré nin-
guna relacion significativa entre genes especificos y la pérdi-
da de NF2 encontradas por MLPA. El analisis de expresion
por microarray identificd 4 genes con expresion significativa-
mente menor (BAD, BAX, FOS y TNFRSF25) y uno con ex-
presion significativamente mayor (ITGAV) en las muestras de
meningioma comparado con las correspondientes expresio-
nes en los controles de meninge no tumoral. La expresion
incrementada del gen ITGAV ha sido ya descrita en menin-
giomas. Por otro lado, la expresion significativamente menor
de los genes BAD, BAX, FOS y TNFRSF25, es descrita en
este trabajo por primera vez para este tipo tumoral. Estudios
especificos para cada gen o sus interacciones aportaran
mayor conocimiento sobre los procesos de transformacion
neoplasica y progresion tumoral en meningiomas.

Palabras clave:
Meningioma, array de expresion, MLPA.
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ABSTRACT

Meningiomas are tumors arising from aracnoid layer cells
and make up 20% of all intracranial tumours. We have
studied in a series of meningiomas the expression levels
of 96 genes associated with specific biological cancer re-
lated pathways. We have used expression microarrays vali-
dated by quantitative PCR. The study was completed with
the search for losses in the NF2 gene, main candidate in
the genesis of meningiomas, using multiplex ligase-depen-
dent polymerase amplification (MLPA). 78% of the sam-
ples showed deletion for one copy of the NF2 gene. We
have not found significant relation between specific genes
and the loss of NF2 found by MLPA. The expression analy-
sis by microarray identified 4 genes with significant decre-
ased expression (BAD, BAX, FOS and TNFRSF25) and one
with significant increased expression (ITGAV) in the sam-
ples of meningioma compared with the corresponding ex-
pressions in the controls from non-tumoral cerebral me-
ninges. Increased expression of ITGAV gene has been
already described in meningiomas. On the other hand, the
significant decreased expression of BAD, BAX, FOS and
TNFRSF25 is described in this work for the first time in
meningiomas. Specific studies for each gene or its inte-
ractions will contribute to a better understanding on the
processes of neoplastic transformation and progression in
meningiomas.

Keywords:
Meningioma, expression array, MLPA.

2007; 18 (4): 227-233

INTRODUCCION

Los meningiomas son tumores compuestos por
células neoplasicas de la capa aracnoide. Tienen
una incitdencia anual de 2-6 casos por cada
100.000 habitantes y constituyen aproximada
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mente el 20% de todos los tumores intracranea-
les primarios con un pico de incidencia entre la
sexta y séptima década de vida. La clasificacion
histopatolégica de meningiomas ha sido revisada
por la Organizaciéon Mundial de la Salud en el
ano 2000 (OMS) (1). Para los meningiomas, nin-
guna de las alteraciones genéticas tipicas ha ad-
quirido una relevancia clinica. Sin embargo, el
analisis de éstas en relacion con el grado histolo-
gico ha llevado a un modelo en el cual alteracio-
nes tempranas que estan presumiblemente invo-
lucradas en la formacién de meningiomas pueden
ser distinguidas de alteraciones posteriores que
estdn asociadas con progresion tumoral (2).

Citogenéticamente, la pérdida parcial o total
del cromosoma 22 es la alteracién mas caracte-
ristica, apareciendo en un 70% de los casos (1).
Otros cambios citogenéticos asociados a progre-
si6n incluyen principalmente las deleciones de 1p
y 14q (3). Estudios moleculares han demostrado
que aproximadamente la mitad de estos tumores
tienen pérdidas alélicas que incluyen la banda
q12 del cromosoma 22. Ademas, los meningio-
mas atipicos y anapldsicos muestran frecuente-
mente pérdidas alélicas en 1p, 14q, 6q, 9q, 10,
17p, 18p y 18q (1,4,5).

El gen NF2, localizado en 22q12.2, se considera
como candidato en la génesis de meningiomas y
tiene funciones de gen supresor de tumor (GST)
(1). Mutaciones en este gen se han detectado hasta
en un 60% de meningiomas estudiados (1) y tam-
bién puede silenciarse por hipermetilacion aberran-
te de las islas CpG de su region promotora (2).

Los estudios de patrones de expresion génica
utilizando la tecnologia de microarray de acidos
nucleicos a nivel gendémico han mostrado ser un
método efectivo en la identificacion de cambios a
nivel transcripcional global que podrian estar re-
lacionados con la génesis y progresion tumoral
(6,7,8). Por ello, hemos estudiado en una serie de
meningiomas los niveles de expresion de 96 genes
asociados con vias biologicas especificas relacio-
nadas con cancer v conocidos por su implicacion
ONCogénica u ONCOSUPresora €n una gran varie
dad de tipos tumorales. Estos genes pueden ser
catalogados en 6 grupos diferentes: a) control del
ciclo celular y reparaciéon de dafio al ADN, b)
apoptosis y senescencia celular, ¢) moléculas de
II‘:lll'.tlllt cion de senales v tactores (!(' [ransc rp
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cion, d) adhesion celular, e) angiogénesis y f) in-
vasion y metastasis. El estudio se complet6 con la
bisqueda de la pérdida del gen NF2 por medio
de una amplificacion multiple dependiente de li-
gasa (MLPA).

MATERIALES Y METODOS

Muestras: Se obtuvieron 9 muestras congeladas
de meningioma. El diagnéstico patolégico se rea-
lizd de acuerdo con la clasificacion de la OMS
(1), e incluia 4 meningiomas de Grado I, 3 de
Grado Il y 2 meningiomas recurrentes de Grado
I. Se extrajo ADN usando el Wizard Genomic
DNA purification kit (Promega) tanto para las
muestras tumorales y su sangre periférica corres-
pondiente asi como ADN control de linfocitos de
voluntarios sanos. La extraccion de ARN se hizo
con el RNeasy Midi Kit (QIAGEN), comproban-
do su integridad en geles tefiidos con bromuro de
etidio, y posteriormente se extrajo el ARN men-
sajero con el Oligotex mRNA Mini Kit (QIA-
GEN). Como controles no tumorales se utiliza-
ron 2 muestras comerciales de ARN de meninge
no tumoral de adulto.

MLPA: Para el analisis del gen NF2 se utilizé la
SALSA P044 NF2 MLPA Kit de MRC-Holland
(Amsterdam, NL). El kit incluye sondas para los
17 exones codificantes y 2 para la region promo-
tora del gen NF2. Como control, incluye 12 son-
das para diferentes localizaciones cromosomicas.
El protocolo de MLPA se realizo usando 100ng
para cada ADN control y muestra tumoral. La
desnaturalizacién e hibridacion de las sondas es
seguida por una reaccion de ligacion y PCR. Un
microlitro del producto amplificado es analizado
utilizando el secuenciador ABI 3100 Avant (Ap-
plied Biosystems). El andlisis de los datos se hizo
con el programa MRC-Coffalyser version 2. Se
realiz6 intra-normalizacion para cada muestra,
basada en las sondas control, y posteriormente
cada muestra tumoral se normalizé por las son-
das control de § muestras control. La disminu-
cion progresiva de seiial de las sondas dentro de
cada muestra en el secuenciador automatico se
corrigio por regresion simple. Los limites relati-
vos normales se establecieron entre 0,75 y 1,3.
Para el andlisis estadistico de los MLPA se uso el
programa Coffalyser V2.
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Microarray de expresion: Para el anilisis de ex-
presion génica por rmicroarray se usaron membra-
nas GEArrayTM Q Series HS-006 (SuperArray,
Bethesda, MD) que contienen 96 fragmentos de
cDNA por cuadruplicado, ademas de genes cons-
titutivos y controles negativos. La lista completa
de genes puede encontrarse en la pagina Web
www.superarray.com. La técnica se desarrollo si-
guiendo los protocolos del fabricante. El cDNA se
obtuvo de 200ng de mRNA por transcripcion re-
versa y el marcaje se realizé utilizando [33P]
dCTP mediante una técnica de amplificacion line-
al (AmpoLabeling-LPR.SuperArray, Bethesda,
MD). Las sondas marcadas se hibridaron en las
membranas a 60°C durante 24h. Después de 4 la-
vados, se expusieron las membranas a una panta-
lla de almacenamiento (Cyclone Storage Phosphor
Screen) y las imdgenes fueron obtenidas con Cy-
clone 3000 y analizadas por el programa Phoretix
TM Array (Nonlinear Dynamics Ltd.). Los datos
obtenidos fueron normalizados por el gen consti-
tutivo GAPDH vy referidos a los datos obtenidos
de las muestras control de meninge.

PCR Cuantitativa: Para la validacion de los da-
tos obtenidos en las membranas de microarray se
realizo un ensayo cuantitativo utilizando el ABI
PRISM 7900HT Sequence Detection System, que
permite la cuantificaciéon relativa de acidos nu-
cleicos por medio del método comparativo CT a
través de la formula 2-88CT, donde 88CT es el
nivel de seial normalizada de una muestra referi-
do al nivel de sefial normalizada en la muestra de
calibracion correspondiente. Como control end6-
geno se utilizo el gen GAPDH vy se midieron los
niveles de expresion, en S de las 9 membranas del
estudio, de 4 sondas TagMan® correspondientes
a 4 de los 96 que componen la membrana de mi-
croarray: BCL2L1, FOS, MDM2 y TIMP1 (Ap-
plied Biosystems). Durante el proceso se adquiere
la emision resultante de la ruptura de las sondas
TagMan® en presencia de la secuencia diana.
Los datos de fluorescencia son analizados con el
software SDS para obtener los diferentes valores
de expresion relativa.

Analisis estadistico: Los datos se han analizado
mediante el programa estadistico SAS 9.1. La des-
cripeion de los datos cualitativos se realizd en for
ma de frecuencias absolutas y porcentajes y los da-
tos cuantitativos mediante media, mediana vy
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desviacion tipica segin la distribucion de los da-
tos. El analisis estadistico de la asociacién entre la
expresion génica y el resto de variables se realizo
mediante andlisis univariantes gen a gen. Para es-
tudiar si la expresion de cada gen era significativa-
mente distinta de cero se aplico un T-test para
muestra simple, las comparaciones entre grupos se
analizaron mediante la U de Mann-Whitney y el
coeficiente de correlacion de Spearman. Para co-
rregir la tasa de falsos descubrimientos (FDR), a
nivel 0.05, se utilizo el método de Benjamini y
Hochberg (9). El andlisis estadistico de las varia-
bles edad, sexo, grado tumoral y MLPA se realiz6
mediante un modelo de regresion de efectos mix-
tos. Se estimaron los efectos principales y de inte-
raccion entre efectos fijos y aleatorios mediante el
método de maxima verosimilitud restringido. Para
comprobar la consistencia y correlacion de los da-
tos obtenidos de la expresion por microarray com-
parados con los datos correspondientes obtenidos
por PCR cuantitativa se realiz un analisis de coe-
ficiente de correlacion intraclase.

RESULTADOS
El andlisis por MLPA mostrd pérdida completa
de un alelo del gen NF2 en 7 de las 9 muestras de
meningioma estudiadas, una de las cuales mostro
también pérdida de los exones 2 al 8 en el otro ale-
lo (Figura 1). Estos hallazgos sugieren la presencia
de pérdida de heterocigocidad (LOH) para el bra-
zo largo del cromosoma 22 para estas mismas
muestras. Ademas, una muestra presenta delecion
de uno de los alelos para la sonda que hibrida en
14q13, region frecuentemente delecionada en me-
ningiomas, y otra muestra mostré pérdida tanto
para la sonda en 14q13 como para la sonda espe-
cifica de la region cromosomica 6q26 (Tabla 1).

El andlisis de expresion por microarray de 96
genes relacionados con cancer identifico 4 genes
con expresion significativamente menor [BAD
(p<0.001), BAX (p<0.001), FOS (p<0.001) vy
TNFRSF25 (p<0.001)] y uno con expresion sig-
nificativamente mayor [ITGAV (p<0.001)] en las
muestras de meningtoma comparado con las co-
rrespondientes expresiones en los controles de
meninge no tumoral.

Los valores de expreston de todos los genes fue-
ron normalizados atribuyendo un valor relativo
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igual a 100 para el gen constitutivo GAPDH. El
valor relativo de expresion para el gen BAD en la
media de las muestras control (MMC) de menin-
ge no tumoral fue de 18.39 v los valores de ex-
presion de las muestras tumorales para este gen
mostraron una media tumoral (MT) de 2.94 (dis-
minuciéon en numero de veces (DNV) = 6.26). El
gen BAX, con una MMC de 150.53, mostré una
MT de 27.32 (DNV = 5.51). El gen FOS con

Expresién génica en meningiomas

MMC = 423.95 mostré una MT = 23.94 (DNV
= 17.71). Para el gen TNFRSF25, MMC =2.35 y
MT = 0.62 (DNV = 3.81). El tnico gen con au-
mento significativo de expresion fue ITGAV, con
una MMC = 1.07 y una MT = 14.07 (aumento
en numero de veces (ANV) = 13.18). En el gen
TNFRSF2S5 la disminucién en numero de veces
muestra un rango bastante amplio y tiene una
media de las muestras control baja, asi que se

-TABLA 1. Resumen de datos

. . M4
EDAD 60 49 33 61
SEXO A R i F
GRADO | | | fih
MLPA* -/ +/- +/ex6n2-8 +/-
*k
LOH*** & 17 i +
GEN****
BAD -5 3 13 2
BAX -8 3 -15 2
FOS -19 -49 98 3
ITGAY 9 8 28 2
TNFRSF25 19 5 26 3

M5
76 71 63 69 67
(R e M F M
1l Il I Recidiva  Recidiva
/- ST e + /- + /=

1413 14q13

6026

- + + + +
-8 -26 -14 -6 -152
-7 -159 07 2 -28
-15 -163 -66 -328 -37
39 4 18 -5 10
-10 -32 -1 -22 -79

*Pérdida de un alelo del gen NF2 ( + ). **Sondas no NF2. ***Pérdida de heterocigocidad. ****Expresion relativa, en nimero de

veces, a la media de los controles de meninge normal,

A A A A A A A
ISEETRERIE

A

F—

ax 5
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Fig. 1. Analisis por MLPA del
gen NF2 mostrando la pérdida
completa de un alelo y de los
exones 2 al 8 en el otro alelo en
una muestra de meningioma (A)
comparado con una muestra no
tumoral (B). Las flechas

| muestran las sondas con

I pérdida de uno o dos alelos.
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|
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consideré como ausencia de expresion para este
gen en tres muestras tumorales en las que los va-
lores de expresion estaban por debajo de 0.1
(1000 veces menor al valor para GAPDH) v que
ademds sus puntos de expresion no fueron facil-
mente distinguibles del ruido de fondo de la
membrana de hibridacion. Estas tres muestras no
se incluyeron en el cdlculo de MT y DNV para el
gen TNFRSF25.

El modelo de regresion de efectos mixtos mos-
tr6 tendencias significativas (p<0.05) de disminu-
cién de la expresion global de los 96 genes anali-
zados en relacion con aumento en el grado
tumoral de las muestras y la edad de los pacien-
tes, si bien no se encontrd una expresion diferen-
cial de genes especificos dependientes de estas
dos variables. No se encontré ninguna relacion
significativa entre genes especiticos y la pérdida
de NF2 encontradas por MLPA.

El analisis de los datos obtenidos de la expre-
siébn por microarray comparados con los datos
correspondientes obtenidos por PCR cuantitativa
mostraron coeficientes de correlacion intraclase
(BCL2L1 = 0.848, FOS = 0.795, MDM2 = 0.865
y TIMP1 = 0.817) que validan el uso de las mem-
branas de microarray frente al método de PCR
cuantitativa con sondas TagMan®.

DISCUSION

El estudio de la expresion de 96 genes relacio-
nados con cancer en 9 muestras de meningioma
identifico 5 genes con diferencias significativas de
expresion comparado con controles de meninge
no tumoral. Tres de ellos, los genes BAD, BAX v
TNFRSF25 pertenecen al grupo de genes relacio-
nados con apoptosis y senescencia celular, El gen
BAD (BCL2-antagonist of cell death), miembro
de la familia BCL-2 de reguladores de la muerte
celular programada, regula positivamente la
apoptosis celular formando heterodimeros con
BCL-xL. y BCL-2, revirtiendo asi su actividad re-
presora de muerte celular (10,11,12). El gen BAX
(BCIL2-associated X protein), también miembro
de la familia BCL-2, forma un heterodimero con
BCL2 y funciona como activador de la apoptosis.
Induce pérdida del potencial de membrana y libe
racion de citocromo c. Este gen esta regulado por
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P53 (10,11). El gen TNFRSF25 (tumor necrosis
factor receptor superfamily, member 25), perte-
nece a la superfamilia de receptores TNE. Inter-
viene en la regulacion de homeostasis linfocitaria
y regula la apoptosis a través de la estimulacion
de NF-kappa B (13,14). La disminucién en la ex-
presion de BAD, BAX y TNFRSF25 encontrada
en nuestras muestras de meningioma, podria es-
tar produciendo una disminucién de la regula-
cién apoptotica positiva de las células tumorales
analizadas y por lo tanto favorecer su crecimien-
to y progresion. Hasta el momento no hay traba-
jos que describan disminucion de expresion para
estos tres genes en meningiomas.

El cuarto gen con disminucion significativa de
su expresion en las muestras analizadas es FOS
(v-fos FB] murine osteosarcoma viral oncogene
homolog). Los genes de la familia FOS estdn im-
plicados como reguladores de la proliferacion, di-
ferenciacién y transformacion celular. La activa-
cién transcripcional del gen FOS estd ligada a la
expresion del gen supresor de tumor p33 (15). El
producto de este gen forma dimeros con las pro-
teinas de la familia JUN para formar el complejo
de transcripcion AP-1. Varios estudios han mos-
trado que la disminucion de la expresion de FOS,
y como consecuencia de AP-1, parece ser un
evento clave en la transformacion de varios tipos
tumorales. Sin embargo, un estudio en meningio-
mas usando ensayos de hibridacién dot-blot mos-
tr6 incremento cualitativo de expresion para el
gen FOS en el 78% de muestras de meningioma
analizadas (16), de la misma forma que habia si-
do va descrito para gliomas benignos, ganglio-
g]iohms y ependimomas {173 .[,Us ‘“"”'“,"Ifi,““'
estudio en meningiomas sugirieron la posibilidad
qumento de expresion se debiera a una

de que el : _
la célula progenitora

caracteristica «normal» de ’
de meningioma que persiste en las células u.:”n,
rales, ya que el gen FOS por st solo no produce
proliferacion en estos tumores. La alta expresion
e FOS encontrada en las muestras de meninge

d
estra serie, sumado a la actvi

no tumoral de nu

dad oncosupresora del faon FOS, evidenciada po

su activacion mediada por pS3y su capacudad de
activar genes reparadores de ADN por medio de
la proteina AP-1 (18), nos hace pensar que la ba
ja expresion de FOS es un componente miportan

te en el proveso tumoral de fos meningiomas
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El tinico gen que ha mostrado aumento signifi-
cativo de expresion en nuestras muestras de me-
ningioma es el gen I[ITGAV. Pertenece al grupo de
genes relacionados con adhesion celular y codifi-
ca para la cadena alpha V de las integrinas. Se
puede asociar a multiples cadenas beta. La mds
conocida es su asociaciéon con la beta 3, a lo que
se conoce como receptor Vitronectina (VNR)
(19). Este receptor ha sido vinculado con ante-
rioridad a la angiogénesis en meningiomas en un
estudio que demostrd su expresion en células de
meningioma y células endoteliales circundantes
al tumor por medio de analisis inmunohistoqui-
micos y de Western Blot, en el que ademas rela-
cionaron su expresion con la de otros factores
angiogénicos como VEGF (20). A diferencia de
lo descrito en ese estudio, nosotros hemos encon-
trado expresion de ITGAV en las muestras de
meninge control, si bien esta es muy leve, lo que
podria deberse a una mayor resolucion en la téc-
nica de microarray que hemos utilizado. Nues-
tros resultados revelan un aumento de expresion
de ITGAV que podria estar mostrando un au-
mento de la actividad angiogénica asi como una
interaccion de las células neopldsicas con la ma-
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triz extracelular que le confieran una mayor ca-
pacidad de invasién, de forma similar a lo que
ocurre en etapas normales del desarrollo embrio-
nario como la invasion trofobldstica de la pared
uterina (21). La relacion entre diferentes protei-
nas de la matriz extracelular e invasion celular
tumoral ha sido ya descrita en lineas celulares
humanas de meningioma (22).

En conclusion, nuestro estudio muestra una
expresion diferencial de S genes relacionados
con cancer en una serie de meningiomas de ba-
jo grado comparado con muestras de meninge
no tumoral. El gen ITGAV, como ya habia sido
descrito, aumenta su expresion en nuestra serie.
Por otro lado, la expresion significativamente
menor de los genes BAD, BAX, FOS y
TNFRSF235, es descrita en este trabajo por pri-
mera vez para este tipo tumoral. Estudios espe-
cificos para cada gen o sus interacciones apor-
taran mayor conocimiento sobre los procesos
de transformacion neoplasica y progresion tu-
moral en meningiomas.
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memoria de Maria Josefa Bello.
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Sarcoma de células claras gigante de muslo:
cuadro clinico, diagnéstico y tratamiento

Thigh giant clear cell sarcoma: clinical aspect,
diagnosis and treatment

Carvajal Balaguera J., Martin Garcia-
Almenta M.. Camunas Segovia J., Saiz
Pardo-Sanz M., Oliart Delgado de Térres S.,
Pefia Gamarra L., Prieto Sanchez A,
Fernandez Isabel P., Gomez Maestro P., Viso
Ciudad S., Cerquella Herndndez C. M*.

Servicio de Cirugia General y Digestiva
Hospital Central de la Cruz Roja San José y
Santa Adela. Madrid

| RESUMEN

5 El sarcoma de células claras de tendones y aponeurosis,
| es una tumoracion infrecuente que afecta principalmente
a las extremidades inferiores de adultos jovenes. Presen-
tamos un caso de una paciente de 72 afos de edad, que
debutd con una tumoracion no dolorosa en la raiz del
muslo izquierdo de dos anos de evolucion. La resonancia
magnética vy la citologia por aspiracién orientaron el diag-
néstico. Tras descartar diseminacién a distancia se realizo
extirpacion en bloque de toda la tumoracion. El estudio
anatomopatolégico de la pieza quirlrgica confirmé la pre-
serncia de un sarcoma de células claras. La paciente reci-
bi6 radioterapia y quimioterapia postoperatoria y se en-
cuentra libre de enfermedad seis meses despues.

|
|
|

Palabras clave:
Sarcoma de céluias claras, Melanoma maligno de tejidos
blandos. Diagnostico. Pronbdstico. Tratamiento.
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INTRODUCCION

Fl sarcoma de células claras (SCC), fue descri-
M. Enzinger (1)

Ye le conoce también con el nombre de

to por primera vez por Franz
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melanoma maligno de tejidos blandos y aunque
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ABSTRACT

Clear cell sarcoma of tendons and aponeuroses is a rare
agressive soft tissue tumour that usually appears in the lo-
wer extremities of young adults and frequently produces
melanin. We report the case of a previously healthy 72-ye-
ar-old- woman with clear cell sarcoma of the left thigh who
presented with a large painless mass of 2 year’s duration.
MR imaging showed the tumour to be of high signal inten-
sity on fast spin-echo and STIR images. The fine needle
aspiration showed abundant melanin pigments. There was
no evidence of metastatic disease. We performed resec-
tion with complete removal of the tumour. Histologic diag-
nosis was compatible with clear cell sarcoma. The patient
received adjuvant chemotherapy and radiotherapy. She is
free of disease at & months of follow-up.

Key words:

Clear cell sarcoma. Malignant melanoma of soft parts.
Diagnosis. Prognostic. Treatment.

produce melanina, difiere del melanoma malig-
no convencional en algunos aspectos: Esta inti-
mamente asociado a tendones y aponeurosis,
excepcionalmente compromete la epidermis y en
el andlisis citogenético muestra una traslocaciéon
en los cromosomas 12 y 22, alteracién que no
se encuentra en el melanoma maligno conven-
cional (2.3).

FI SCC afecta fundamentalmente a pacientes
jovenes y se caracteriza por multiples recurren-

I cias locales y metdstasis tardias.
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Con ocasion de haber tenido un caso en nuestro
servicio, de tamano gigante y en una paciente ma-
yor, hemos realizado este trabajo con el objetivo
de actualizar aspectos clinicos, de diagnéstico,
prondstico y tratamiento de esta rara enfermedad.

CASO CLINICO
Mujer de 72 afios de edad con antecedentes de
obesidad, insuficiencia venosa créonica de miem-
bros inferiores, hipertension arterial y diabetes ti-
po 2, remitida de la consulta de cirugia vascular
por presentar una tumoracion no dolorosa en
muslo izquierdo de dos afios de evolucién sin
otra alteraciéon aparente. En el examen fisico se
aprecia una paciente en buen estado general aun-
que con moderado sobrepeso. En miembro infe-
rior izquierdo se aprecian signos de insuficiencia
venosa crénica por varices en territorio de safena
interna y llama la atencién la presencia de una
tumoracion subcutdnea localizada en la raiz de la
cara anterior del muslo, de 10 cm de diametro,
de consistencia firme, lobulada, de bordes mal
definidos y adherida a planos profundos sin afec-
tacion superficial aparente (Figura 1). Se realiza
citologia por aspiracion (PAAF) que muestra
abundante celularidad con pigmentacion melani-
ca. La resonancia magnética muestra una tumo-
racion que afecta el componente musculo-apo-
neurotico del segmento antero-interno del tercio
proximal del muslo izquierdo (Figura 2). Los

Fig. 1. Aspecto externo de la tumoracion en el tercio
proximal del muslo izquierdo.
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Fig. 2. Resonancia magnética: Tumoracion multilobulada
que compromete plano musculo aponeurdtico localizada en
cara anterointerna de la raiz del muslo izquierdo.

andlisis de laboratorio, la radiografia del térax y
el scanner abdominal no muestran alteraciones.
Bajo anestesia general se realiza extirpacién en
bloque de toda la tumoracion que compromete la
aponeurosis y tendones de la masa muscular an-
terior del muslo y cuyas dimensiones son de 14 x
28 cm (Figura 3). Se cierra la brecha quirirgica
dejandose drenaje aspirativo en el lecho quirtrgi-
co. En el postoperatorio inmediato la paciente
presenta cuadro de linforrea que mejora tras tra-
tamiento médico. El estudio histologico de la pie-
za quirtirgica muestra una tumoracion multilobu-
lada, de crecimiento infiltrante con areas de
aspecto necrotico, hemorrdgico y pigmentado.
Microscopicamente, se aprecia una proliferacion
neopldsica constituida por células fusiformes y
poligonales con citoplasma amplio v claro. El ni-
cleo muestra marcado pleomorfismo v de aspecto
vesicular. En algunos focos de la neoplasia las cé-
lulas se encuentran cargadas de pigmento melani-
co. Con técnicas de inmunohistoquimica las célu-
las tumorales son positivas para proteina S-100 y
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Fig. 4. Sarcoma de células claras de muslo. A (HE x 40)
Nidos de células poligonales, de citoplasma amplio y claro,
delimitados por septos conectivos. B Muestra ocasionales
focus can presencia de melanina en el citoplasma de las
celulas tumorales, Estas células son negativas para la
iecnica inmunohistoquirnica de citoqueratina C y positivas
con S 100 Dy HMB 45 |

frente a HMB-45, resultando negativas para ci-
tioquina, consistente con un sarcoma de células
claras, grado 2 de Coindre (Figura 4). Se remite
la paciente a Oncologia y recibe radioterapia y

Sarcoma de células claras gigante de muslo:
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quimioterapia postoperatorias. Tras seis meses de
seguimiento la paciente se encuentra libre de en-
fermedad y realiza una actividad diaria normal.

DISCUSION

El sarcoma de células claras (SCC) es una tu-
moracién maligna infrecuente que afecta princi-
palmente a tendones y aponeurosis y representa
cerca del 1% de los tumores malignos preceden-
tes de tejidos blandos (4). Existen aproximada-
mente unos 300 casos publicados hasta la ac-
tualidad (5). Se presenta principalmente en
pacientes jovenes entre los 20 y 40 afios, con
una edad media de 27 afios y rara vez aparece
en pacientes con edades extremas, como es
nuestro caso (72 Anos) (6). Es ligeramente mds
frecuente en mujeres que en hombres. Menos
del 2% de los casos han sido referidos en nifios
menores de 10 anos.

El SCC, afecta con mds frecuencia a la extremi-
dad inferior (75,1% de los casos), fundamental-
mente el pié y la rodilla, en el 28% y 21% de los
casos, respectivamente. El talon y el tobillo se ven
comprometidos en el 15% y el 11% de los casos,
respectivamente. La afectacion de la raiz del mus-
lo como en nuestro caso, es muy infrecuente. Las
extremidades superiores se ven comprometidas
-en segundo lugar— en un 22% de los casos, el
tronco en un 2,1% y la cabeza y cuello en el
0,8%. Los 6rganos internos, pared toricica, re-
troperitoneo, tejido 6seo, genitales y sistema ner-
vioso, son localizaciones excepcionales (6).

La historia clinica, las pruebas de imagen (ra-
diologia, ecografia, tomografia computada y re-
sonancia magnética) y la citologia por aspiracion
con aguja fina (PAAF), constituyen las bases del
diagnéstico.

El diagnéstico clinico, habitualmente es dificil
porque no se sospecha, debido a que los sinto-
mas son generalmente inespecificos y de larga
duracion. En la mitad de los casos se presenta
como una masa de crecimiento lento de caracter
asintomatico. En otras ocasiones se manifiesta
por dolor y sensacion de tension en la zona. Es-
tos sintomas pueden manifestarse desde pocas
semanas de haberse iniciado el proceso hasta in-
cluso 20 afios después. Nuestra paciente consul-
to, 2 afios después de haberse notado por prime-
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ra vez la tumoracién. En la mitad de los casos
se descubre casualmente tras un traumatismo
(7). En otros casos constituye un hallazgo tras
estudio radiolégico por otra causa o también
puede manifestarse por signos y sintomas secun-
darios a metdstasis (4). A la palpacién habitual-
mente son de consistencia firme, de aspecto no-
dular y con tamafio menor a 5 cm, sin embargo
el tamano gigante como el caso que presenta-
mos, es realmente excepcional.

La resonancia magnética (RM) constituye la
técnica radioldgica de eleccion en el diagnéstico
de este tipo de tumores, por tener una mayor es-
pecificidad. Generalmente, se aprecia una ima-
gen de apariencia benigna con un ligero incre-
mento de la densidad en T-1 con respecto a la
densidad del musculo (8,9).

La escintografia con talio-201 puede ser de uti-
lidad en la busqueda de la enfermedad (10).

La PAAF puede ser diagndstica en manos ex-
pertas, debido a que es dificil diferenciar las es-
tructuras microacinares del sarcoma del adeno-
carcinoma (11).

Desde el punto de vista anatomopatologico, la
superficie de la tumoracion es lobulada y al corte
se aprecian masas de color gris claro. En ocasio-
nes se encuentran zonas pigmentadas, quisticas
con dreas de necrosis v hemorragia, como en
muestro caso (Figura 1). Microscopicamente se
describe como nidos, grupos y bandas de células
fusiformes y cuboidales de citoplasma claro, ni-
cleo vesicular, cromatina laxa y nucleolo promi-
nente con infiltracion a estructuras vecinas; tam-
bién forma septos fibrosos con nidos de células
tumorales.

La alteracion cromosomica caracteristica, es la
translocacion t (12;22) (q13;q12), ya que se ha
detectado en los SCC y no se ha encontrado en
otros tumores. Esta alteracion se puede idenrifi-
car por medio de la reaccion en cadena de la po-
limerasa (RCP) de la proteina quimérica
EWS/ATEL (2,3). La melanina puede detectarse
por tincion de hematoxilina y cosina. Por inmu-
nohistoquimica es positivo a proteia 5-100, la
cual se observa en células de la cresta neural y
HMB-45, una prueba de inmunohistoquimica
para identificar melanocitos, siendo estas dos uti-
les para diferenciarlo del sarcoma epitelial y smo-
vial; la positividad a S-100 es mas frecuente. Fl
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caso que presentamos fue positivo para ambas
pruebas (Figura 3). El SCC también puede ser
positivo a queratina, enolasa neurona especifica y
sinaptofisina (12).

El diagnéstico diferencial debe hacerse con el
sarcoma sinovial, fibrosarcoma, sarcoma fibro-
mixoide, rabdomiosarcoma alveolar, histiocitoma
fibroso angiomatoide, tumores malignos del sis-
tema nervioso periférico, melanoma maligno y
metastasis de carcinoma renal. En algunas oca-
siones el diagnostico diferencial es fuente de ver-
daderos problemas, por lo que estd indicado en
estos casos recurrir a pruebas genéticas para de-
tectar la alteracion, que nos ayude al diagndstico
y a determinar el prondstico (13,14). Debido a
que el nevus azul tiene la misma localizacion, se
presenta a la misma edad y tiene un parecido his-
tolégico, en ocasiones el diagndstico diferencial
con el SCC puede ser dificil.

La extirpacion quirtrgica, es el tratamiento de
eleccion del SCC. La reseccion quirirgica y la ra-
dioterapia pre o postoperatoria, tienen como ob-
jetivo tanto el control local de la enfermedad co-
mo el de preservar en lo posible, la funcién de la
extremidad afectada. Se debe extirpar toda la tu-
moracion con un aceptable margen de seguridad
pero preservando la mayor cantidad de tejido sa-
no que facilite la reconstruccion y permita recu-
perar la funcion (13).

La supervivencia global es del 54% a § anos,
sin embargo cuando la enfermedad esta localiza-
da la supervivencia asciende al 65%, lo que im-
plica la importancia del control local de la enfer-
medad (16).

En la experiencia de Jacobs y cols. (17), el
tiempo libre de enfermedad a los dos y cinco
anos fue del 68% v del 50% respectivamente v
la supervivencia a los dos y cinco anos fue del
86% v del 68% respectivamente. En el trabajo
de Kawai y cols.,(18) sobre 75 casos estudiados,
la supervivencia a § anos fue del 47% y a 10
anos del 36%.

La edad, localizacion, tamano, profundidad, es-
tadio, la presencia de necrosis e indice de prolife-
racion son factores prondsticos independientes
(18,19).

Las localizaciones mas frecuentes de la metasta-
sts son los ganglios linfaticos regionales, pulmén
vy hueso. Debido a que los ganglios loco-regiona-
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les estan afectados en mas de la mitad de los ca-
sos, se discute la necesidad de realizar una linfa-
denectomia regional profildctica o en su lugar, la
biopsia del ganglio centinela, como proponen
multiples autores (5,20,21), por su utilidad en el
estadiaje del tumor, como se realiza habitualmen-
te en el carcinoma de mama y en el melanoma
maligno, con resultados aceptables.

En cuanto al tratamiento complementario, la
radioterapia es imprescindible en todos los casos.
Hasta el momento los resultados de la quimiote-
rapia han sido controvertidos, aunque el interfe-
ron alfa-2b parece tener alguna utilidad {(5). En la
actualidad se propugna por un novedoso esque-
ma de neoadyuvancia que ha mostrado efectivi-
dad en este tipo de tumores. El tratamiento neo-
adyuvante, reduce el tamano de la lesion, lo que
permite una mejor cirugia de reseccion con un
mejor pronoéstico (22).
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Finalmente, estos tumores pueden recidivar o
metastatizar hasta 10 afios después del diagnésti-
co inicial, indica que precisan de un seguimiento
a largo plazo para considerar segura la curacion.

CONCLUSION

El sarcoma de células claras es una neoplasia
infrecuente, que afecta principalmente a adultos
jovenes y tiene predileccion por el arco del pié y
el tobillo. A diferencia del resto de sarcomas, las
metastasis linfaticas son muy frecuentes y tem-
pranas. La resonancia magnética es la prueba
diagnostica de eleccion. La biopsia del ganglio
centinela es de utilidad para estadiarr correcta-
mente el tumor. La exéresis quirurgica y la ra-
dioterapia constituyen las bases del tratamiento.
La quimioterapia presenta aun resultados con-
trovertidos.
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RESUMEN

La enfermedad de Parkinson (EP) es una enfermedad dege-
nerativa, lentamente progresiva caracterizada por temblor de
reposo, cara inexpresiva, rigidez, lentitud al iniciar y practicar
movimientos voluntarios. Neuropatoldgicamente se caracte-
riza por pérdida de células dopaminérgicas en la sustancia
nigra lo cual conlieva déficit en el suministro de dopamina a
nivel de ganglios basales.

Los factores de crecimiento nervioso, o factores neurotrofi-
cos, que respaldan la supervivencia, crecimiento y desarrollo
de las células cerebrales, son un tipo de terapia prometedo-
ra para la enfermedad de Parkinson. Se ha demostrado que
el GDNF, factor neurotréfico derivado de la linea celular glial,
protege las neuronas de dopamina y promueve su supervi-
vencia en los modelos animales de la enfermedad de Par-
kinson. Sin embargo, la administracion de proteinas en el
cerebro no estd exenta de dificultades, por ello, el sistema
elegido para administrar el GDNF en el cerebro sera uno de
los puntos clave para el éxito dei tratamiento. En este senti-
do, el uso de microparticulas formuladas a partir de polime-
ros biodegradables parece ser la estrategia mas apropia.

En nuestro grupo de investigacion hemos desarrollado un
protocolo de expresidn y purificacion de GDNF en células eu-
caridtas de mamifero. El objetivo de este estudio es la micro-
encapsulacion de la proteina en particulas hiodegradables.

Palabras clave:
GDNF, microparticulas, enfermedad de Parkinson, polime-
ros biodegradables, liberacion controlada.
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ABSTRACT

Parkinson disease (PD) is a slowly progressing, degenerati-
ve disease characterized by resting tremor, expressionless
face, rigidity and slowness in initiating and performing vo-
luntary movements. Neuropathologically, PD is characteri-
zed by loss of dopaminergic cell bodies in the sustancia
nigra, resulting in a reduced supply of dopamine in the ba-
sal ganglia. Recently, it has been demonstrated that
GDNF, a glial-derived neurotrophic factor is able to protect
the dopaminergic neurons of the substancia nigra and it
can also induce regeneration of injured neurons in the
central nervous system in vivo. However, there are many
difficulties in the delivery of proteins into the brain that's
why a method for achieving their administration in precise
areas of the brain will be a keypoint in the success of the
treatment. In this sense, biodegradable microparticles
could represent a very interesting strategy.

In our group, we have developped a procedure for the ex-
pression and purification of GDNF using a mammalian cell
system. The aim of the present work is the GNDF microen-
capsulation into biodregadable particles.

Key words:
GDNF, microparticles, Parkinson's disease, biodegradable
polymers, controlled release.
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INTRODUCCION

La enfermedad de Parkinson (EP) es un trastor-
no neurodegenerativo progresivo que afecta al 1%
de la poblacion por encima de los 55 anos de
edad. A nivel histopatolégico, se caracteriza por la
pérdida de neuronas dopaminérgicas en la sustan-
cia negra compacta (SNc) seguida de una marcada
caida de los niveles de dopamina en el cuerpo es-
triado (su principal nicleo diana en el cerebro) y
por la presencia de inclusiones intracitopldsmicas
denominadas cuerpos de Lewy. Las principales ca-
racteristicas clinicas de la enfermedad vienen re-
presentadas por la aparicion de temblor, bradici-
nesia, acinesia, rigidez e inestabilidad postural. La
evolucion a largo plazo incluye la aparicion de de-
mencia en un nimero muy significativo de pacien-
tes. En la actualidad, la terapia sustitutiva con do-
pamina es el tratamiento de eleccion, situando al
paciente en la llamada «luna de miel farmacoldgi-
ca», un periodo en el que el paciente es controlado
satisfactoriamente con la medicacion. A medida
que la enfermedad progresa aparecen sintomas de-
rivados de efectos adversos de la medicacion, asi
como sintomas no dependientes de la terapia far-
macologica. Debido a que la expectativa de vida
del paciente parkinsoniano es similar a la de la po-
blacion general, los enfermos de EP deben afron-
tar durante muchos afios una pléyade de sintomas
muchos de ellos muy adversos y que afectan seria-
mente su calidad de vida.

Por todo lo anteriormente expuesto, es necesa-
rio disefiar nuevas perspectivas terapéuticas ten-
dentes a detener o ralentizar la pérdida neuronal
progresiva en SNc. Este es ¢l objetivo de las te-
rapias neuroprotectoras. De entrada, la preten-
dida neuroproteccion requiere de un diagndstico
precoz que permita una intervencion temprana
en el curso de la enfermedad para salvaguardar
de la muerte celular el mayor niumero posible de
neuronas dopaminérgicas. Intervenciones ulte-
riores encaminadas a reconstruir ¢l sistema ni-
groestriado dopaminérgico (con o sin efecto
neuroprotector sobre las neuronas que aun so-
brevivan) deben ser consideradas como estrate-
g1as neurorestauradoras o neuroregenerativas,
siendo ambas un objetivo mas plausible que ¢l
puramente neuroprotector en el estado acrual de
los conocimientos sobre la EP.

Microencapsulacion de factores neurotréficos:
aplicacion al tratamiento de la enfermedad de parkinson

A la hora de disefar procedimientos neuropro-
tectores en EP en primer lugar es necesario una
reflexion para escoger adecuadamente el modelo
animal en el que se va a testar dicha terapia.
Afortunadamente, en EP contamos con modelos
en rata que reproducen muy adecuadamente los
trastornos principales de EP en el humano (para
revision sobre modelos animales de EP en neuro-
proteccion, ver Emborg, 2004 (1). Seguidamente,
es necesario escoger el agente que vamos a em-
plear en estos estudios. Desde hace unos anos, ha
sido identificado el factor neurotréfico derivado
de la glia (GDNF) como proteina muy promete-
dora para acometer estos estudios. Se concoce
que GDNF tiene un efecto especialmente trofico
en las neuronas del sistema dopaminérgico (2-4).
Las restantes cuestiones son absolutamente criti-
cas y tienen que ver por un lado con la diana ele-
gida para dicha liberacion y por otro con el mé-
todo de liberacién escogido. Respecto a la zona
cerebral diana del tratamiento, diversos estudios
han obtenido resultados muy prometedores in-
yectando GDNF en el estriado en ratones (35), ra-
tas (4,6,7-12), primates (13-18) y humanos (19).
Otros estudios con GDNF han tomado como
diana a SNc¢ empleando ratas y monos (3,5,15,
17,18,20-22). Finalmente, una tercera via de ad-
ministracion que produce resultados favorables
es la inyeccion directa de GDNF en el ventriculo
lateral cerebral, en estudios realizados en ratas,
primates y humanos (14,23-25).

Los estudios anteriores han llevado a cabo la li-
beracion de GDNF por medio de dos diterentes
estrategias, principalmente: Un amplio grupo de
estudios en diferentes sujetos experimentales (ra-
ton, rata, primate y humano) han empleado la in-
yeccion directa de la proteina GDNF «desnuda»
en la diana escogida (3-9,13,14,19-26), en tanto
que otros grupos han empleado en ratas y monos
un vector viral que codifica para GDNF (10, 11,
15-18). Otras dos posibilidades de administra-
cion empleadas menos frecuentemente compren-
den el uso de fibroblastos moditicados genetica-
mente para expresar GDNF (2), ast como GDNF
encapsulado en microesferas (27-28).

De todos los estudios mencionados cabe desta
car principalmente el llevado a cabo por grupo
de Steven S, Gall del Instituto de Neurociencias
del Hospital Frenchay, de la universidad inglesa
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de Bristol (19). En dicho estudio, utilizando un
catéter, la proteina fue administrada cada dia du-
rante 18 meses en el putamen cerebral de cinco
pacientes con EP en estado avanzado. Después de
un afio de tratamiento, los pacientes mostraron
una mejoria del 39 por ciento en cuanto a su ca-
pacidad motriz, y de un 61 por ciento en la acti-
tud para efectuar sus actividades cotidianas. Es-
tos prometedores resultados no se vieron
confirmados posteriormente en un estudio «do-
ble ciego» patrocinado por AMGEN cuyos auto-
res sefialan que muy probablemente sea debido a
problemas derivados de la dosificacion y a la
propia infusion directa. Los investigadores de es-
te estudio sefialaron la necesidad del desarrollo
de mejores sistemas de suministro. En este senti-
do, una alternativa ideal para evitar estos incon-
venientes seria el administrar el GDNF utilizando
vectores poliméricos biodegradables como por
ejemplo las microparticulas. En estos sistemas los
compuestos biologicamente activos se encuentran
atrapados en su interior. La administracion del
GDNF en un vector polimérico como las micro-
particulas permite reducir su dosis efectiva y su
esquema de dosificacion. Asi, consiguen evitarse
posibles efectos adversos y desde un punto de vis-
ta economico, rebajar considerablemente los cos-
tes de los tratamientos. Estos vectores constitu-
yen una alternativa muy interesante para el
rratamiento de enfermedades neurodegenerativas
como la EP, va que pueden administrarse facil-
mente en areas muy concretas del cerebro me-
diante una cirugia estereotaxica. Estos sistemas
actian como reservorio del GDNF vy, ademads de
proteger la proteina, la van liberando de forma
controlada en el lugar designado durante sema-
nas e incluso meses (29).

Debido a la baja pureza y al elevado coste del
GDNF comercial nuestro grupo de investigacion
se planted la necesidad de producirlo y purificar-
lo (30).

El siguiente paso y objetivo de este trabajo es el
diseno y desarrollo de vectores poliméricos {(mi-
croparticulas) conteniendo GDNE, formulados a
partir de polimeros biodegradables. Estos vecto
res seran en primer lugar caracterizados in vitro,
evaluandose posteriormente su eficacia en culti-
vos celulares. El objetivo final serd la administra
cron de los ve tores, contemendo el factor neuro

|
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tréfico, en el estriado de ratas tratadas unilateral-
mente con 6-OHDA (hidroxi-dopamina) para in-
ducirles un cuadro parkinsoniano.

MATERIAL Y METODOS

Preparacion de las microparticulas

Las microparticulas se prepararon con polimeros
biodegradables v biocompatibles de tipo PLA (aci-
do poli-lactico) y PLGA (copolimero de acido ldc-
tico y glicdlico). Estos polimeros forman parte de
medicamentos aprobados por la FDA (Food and
Drug Administration) para su uso en humanos.

Las formulaciones fueron preparadas utilizan-
do el TROMS por el método de la evaporacion
del disolvente tras la formacién de una emulsién
multiple de tipo A,/O/A,, siendo A, la fase acuo-
sa interna, O la fase orgdnica y A, la fase acuosa
externa.

Se describe a continuacion el procedimiento y
aparato para la producciéon de microparticulas
por TROMS. Se trata de un nuevo sistema de fa-
bricacion de microparticulas basado en la inyec-
cién turbulenta de dos fases y posterior evapora-
cion del disolvente orgdnico utilizado. Este
método de fabricacion tiene lugar en un aparato
denominado TROMS o «Total Recirculation
One-Machine System» (Sistema Monobloque de
Recirculacion Completa).

L.a Figura 1 recoge un esquema del TROMS.
Dicho sistema consta de un sistema de bombeo
que esta conectado a una vdlvula multivia de la

Fig. 1. Esquema del TROMS,
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que salen 2 agujas. La primera de ellas se encuen-
tra dentro de la primera vasija de mezclado y la
otra en la segunda vasija de mezclado. Mediante
una jeringa de vidrio con émbolo de teflon se in-
corpora al sistema la fase organica. Las vasijas de
mezclado estin conectadas a la bomba a través de
dos vilvulas. El mecanismo de agitacion puede in-
corporarse al sistema o bien ser ajeno al mismo.
Se preparan las fases segiin la formulacion de-
seada. Se ajusta el flujo de la bomba (ml/min) y
se procede a la seleccion de las agujas. En la pri-
mera vasija de mezclado se introduce la fase
acuosa Al, que contiene el farmaco o el material
a encapsular. Se acciona el sistema de bombeo
manteniendo cerradas las valvulas que conectan
las vasijas de mezcla con la bomba, de tal forma
que a través de la jeringa se introduce la fase O,
que contiene el polimero formador de las micro-
particulas. La valvula multivia que permite la in-
yeccion turbulenta a través de la aguja 3. La fase
O es, por tanto inyectada de forma turbulenta
sobre la fase A1. Inicialmente se forma, dentro de
la vasija 5, una emulsion O/A que rapidamente se
invierte en una emulsion A/O dado que el volu-
men de la fase O es sustancialmente mayor que el
de la fase Al. En este momento se abre la valvula
8 y se permite que la emulsion formada recircule
a través del sistema durante un periodo de tiem-
po suficiente para que la emulsion sea homogé-
nea (este periodo depende del volumen de emul-
sion formado). Una vez la emulsion A1/0 es
homogénea, se cambia la posicion de la aguja
multivia 2 para que la mezcla pase a través de la
aguja 4. Se inyecta asi la emulsion A1/0 en la va-
sija 6 que contiene la fase acuosa A2. La inyec-
cion turbulenta hace que se forme la emulsion
A1/O/A2 dentro de la vasija. Se cierra la vdlvula
8 y se abre la 9 para permitir la recirculacion to-
tal de la mezcla, durante un periodo de tiempo
suficiente para que la emulsion tenga un tamaio
de gota homogéneo. Tras ese tiempo, la emulsion
multiple se deja agitando a temperatura ambiente
hasta la completa evaporacion del disolvente de
la fase O, mediante un agitador de hélice 10. Esta
operacion puede realizarse en el mismo aparato,
incorporando en la vasija 6 el agitador de hélice,
o bien mediante un sistema de agitacion ajeno al
aparato. La evaporacion del disolvente organico
lleva consigo la formacion de las microparticulas,
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que contienen en su interior la fase Al, donde se
encuentra el GDNE

Para la formulacién de las microparticulas de
GDNF se han ensayado polimeros de distinto pe-
so molecular (Resomer RG 502, Resomer RG
503 y la mezcla de los 2 polimeros) y con varia-
bilidad en su grado de hidrofilia lo que condicio-
né las caracteristicas finales de las microparticu-
las ya que aquellos polimeros de mayor peso
molecular reducen la liberacién inicial del pro-
ducto encapsulado, mientras que los mas hidrofi-
licos experimentan una degradacion mas rapida y
por lo tanto una liberacién mas inmediata.

La composicion de las fases variaba en cada ca-
so, si bien pueden establecerse las siguientes gene-
ralidades. La fase Al estaba formada por tampon
fosfato pH 7.9, el factor neurotrofico a encapsu-
lar, albumina y PEG. La fase orgdnica O estaba
formada por una mezcla de diclorometano y ace-
tona en proporcion 3:1 en la que se disolvié el po-
limero formador de las microparticulas. La fase
A2 fue una soluciéon de un viscosizante en agua.

Una vez formada la emulsién el procedimiento
general de evaporacion, lavado y liofilizacion de
las microparticulas fue el siguiente: la emulsion
se mantuvo bajo agitaciéon durante 2 horas, a
temperatura ambiente. Las microparticulas obte-
nidas se lavaron 3 veces con 10 ml de agua me-
diante sucesivas centrifugaciones a 21.000 rpm
durante 10 minutos a 4°C. Finalmente se resus-
pendieron en agua, se congelaron a -80°C y se
liofilizaron.

Caracterizacion de las microparticulas

Una vez obtenidas las particulas se caracteriza-
ron en cuanto a tamano y morfologia. El tamano
de las microparticulas se determino por espectros-
copia de correlacion foronica usando un Mastersi-
zer® (Malvern Instruments). Para ello se diluyo
una cantidad suficiente de microparticulas en agua
(rango de obscuracion comprendido entre el 10 y
el 30%). Las medidas se realizaron por triplicado.
La mortologia de las microparticulas fue examina-
da por microscopia electronica de barrido (SEM).

Ademas se determiné el porcentaje de encapsu-
lacion del GDNF: La cantidad de GDNF encap-
sulada en las microparticulas fue cuantificada
mediante FLISA. Para ello las particulas se rom-
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pieron en un disolvente apropiado vy se extrajo la
proteina anadiendo una solucion acuosa.

También se estudio el perfil de liberacion de la
proteina in vitro. Para ello, una cantidad conoci-
da de particulas se incub6 a 37°C en un tampén
fosfato de pH 7,4 y a intervalos previamente de-
terminados se centrifugaron las muestras para
cuantificar en el sobrenadante el GDNF liberado
(mediante ELISA).

Estudios de la actividad del GDNF
microencapsulado en cultivos celulares

Con éste ensayo se pretende evaluar si el
GDNF encapsulado asi como ¢l liberado a partir
de las microparticulas se mantiene en su forma
activa. Para ello se ha escogido una linea celular,
PC-12, obtenida a partir de un feocromocitoma
de rata. Estas células se caracterizan por tener
una morfologia redondeada y poco diferenciada
que en presencia de factores neurotréficos (como
el GDNF) cambia hacia un fenotipo de tipo neu-
ronal que consiste en el crecimiento de neuritas
ramificadas. Mediante RT-PCR se ha comproba-
do que éstas células poseen los dos receptores ne-
cesarios para que ¢l GDNF pueda ejercer su ac-
cion: RET y GFR-1 (30). Ademds, nuestro grupo
ha comprobado que en presencia de la proteina
desnuda en el medio de cultivo, las células PC-12
experimentan un proceso de diferenciacion neu-
ronal con el consiguiente crecimiento de neuritas,
en un proceso que es dosis dependiente (30).

El ensayvo de diferenciacion se realizé en placas
de 12 pocillos, con 20 células/mm2 en 1 ml de
medio. Tras 24 horas se anadieron los distintos
tratamientos por duplicado y se estudié el creci-
miento axonal tras 7 dias de tratamiento. Como
control positivo se anadié a las células una solu-
cion estandar de GDNF a distintas concentracio-
nes (de 0.1 a SO ng/ml). Al mismo tiempo las cé-
lulas fueron adicionadas con alicuotas de los
medios de liberacion de las microparticulas a dis-
tintos tiempos (30 min, 24 h,y 7, 14, 21 y 28 di-
as) asi como el GDNF extraido de las microparti-
culas para confirmar la actividad del GDNF
encapsulado y hiberado. La respuesta celular al
GDNEF se determind como el porcentaje de célu-
las que posean neuritas de un rotal de 200 células
escogidas al azar y en varios campos.

Microencapsulacion de factores neurotréficos:
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RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion de las microparticulas

Tamaiio de las microparticulas y del
rendimiento del proceso

El didmetro de las microparticulas obtenidas
oscilé entre 20 y 25 um (independientemente del
polimero utilizado en la formulacion). Este tama-
no es compatible con una adminstracién en el ce-
rebro mediante estéreotaxia.

El rendimiento del proceso de fabricacién, ex-
presado en %, se determiné aplicando la siguien-
te formula:

(mg microparticulas obtenidos/
mg iniciales de polimero) X 100

Los resultados obtenidos mostraron un rendi-

miento del procesé que varié entre el 62 y el 88%.

Andlisis de la emulsion nuiltiple y morfologia
de las microparticulas

En los estudios de evaluaciéon del procedimien-
to de fabricacion de microparticulas se analizd el
aspecto de la emulsion maltiple obtenida median-
te microscopia de fluorescencia. Para ello, una
vez obtenidas las microparticulas, estas fueron
incubadas con un colorante fluorescente tal como
la rodamina. La Figura 2 muestra el aspecto de
las microparticulas. Todas las formulaciones ob-
tenidas mostraron un aspecto homogéneo en
cuanto a la formacion de la emulsion y al tamano
de las goticulas internas.

.a morfologia de las microparticulas se analizo
realizando fotografias de las mismas por micros-

Fig. 2. Anélisis del aspecto de la emulsion multiple por
microscopia de fluorescencia.
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Fig. 3. Analisis de la morfologia de las microparticulas por microscopia electronica de banmido.

copia electronica de barrido (SEM). Los resulta-
dos se muestran en la Figura 3.

Tanto las imagenes obtenidas por microscopia
de fluorescencia como las obtenidas por micros-
copia electrénica de barrido nos permitieron con-
firmar el tamafio que previamente habia sido de-
terminado por difractometria de laser y que
oscila en torno a las 25 micras.

Eficacia de encapsulacion

La eficacia de encapsulacion es el porcentaje de
principio activo encapsulado en relacion a la canti-
dad inicial. Se calculé mediante la siguiente formula:

EE (%) = (Qencapsulada / Qinicial) X 100
donde Qinicial es la cantidad inicial de principio
activo por mg de polimero formador de micropar-
ticulas y Qencapsulada es la cantidad de principio
activo encapsulada por mg de microparticulas.

La eficacia de encapsulcion vario segin la com-
posicion de las fases. Cuando la cantidad de
GDNF a encapsular era baja (1 pg) se obtuvieron
valores elevados de eficacias de encapsulacion
(proximos al 1009%). Al aumentar la cantidad de

GDNF a encapsular disminuyeron las eficacias de
encapsulacion sin embargo en ningan caso fue-
ron inferiores al 60%.

Estudio de la actividad del GDNF encapsulado
Para comprobar que el factor neurotréfico no
se degradaba durante el proceso de fabricacion
de las microparticulas, se estudio la acrividad del
GDNF encapsulado por comparacion con la acti-
vidad biologica de una cantidad conocida de di-
cha proteina. La respuesta de las células PC-12 al
GDNF fue estudiada tras 7 dias de tratamiento.
Como control positivo del estudio se utilizaron
5 mg de microparticulas vacias y una cantidad
conocida de GDNE Para el control negativo se
utilizaron unicamente microparticulas vacias.
Los resultados (Figura 4) muestran que el
GDNF no perdia su actividad durante el proceso
de fabricacion de las microparticulas. Tanto en el
control positivo como en las células tratadas con
GDNF encapsulado se observa el crecimiento de
neuritas. El GDNF encapsulado produce sobre
las células PC-12 el mismo efecto que el control

Fig. 4. Ensayo de diferenciacion de células PC-12. (A) Control negativo (B) Control positivo
y (C) Tratamiento con GDNF fiberado de las microparticulas
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Fig. 5. Ensayn de diferenciacion de células PC-12 A) Control negativo y B) Células PC-12
tratadas con GDNF liberado de las microparticulas.

positivo indicando que no pierde su actividad du-
rante la preparacion de las formulaciones.

Estudios de liberacidn in vitro

Las mejores formulaciones en cuanto a eficacia
de encapsulacion fueron seleccionadas y se estu-
di6 la liberacion in vitro del GDNF encapsulado.

El GDNF liberado se cuantifico por ELISA y se
comprobo la acrividad del factor neurotréfico li-
berado mediante un ensayo de diferenciacion de
células PC-12 como el anteriormente descrito.

Los resultados mostraron que las microparticulas
liberaban un 20% de la proteina a las pocas horas
de incubacion v al cabo de un mes el GDNF libera-
do fue de aproximadamente el 60%. Por otro lado
se comprobo que el GDNF liberado durante al me-
nos 1 mes es bioactvo (Figura 5),

CONCLUSIONES

» Las microparticulas presentaron un tamano
adecuado para su administracion en el cerebro.

» Las eficacias de encapsulacion conseguidas

son suficientes para la correcta dosificacién

de la proteina por tratarse de un factor neuro-
trofico activo a dosis muy pequenas.

El proceso de fabricacion de las microparticu-

las no afecta a la actividad biolégica del

GDNF tal y como se pudo comprobar al estu-

diar la diferenciacion morfologica de las célu-

las PC12 inducida por el factor neurotréfico
encapsulado.

» Se ha obtenido un sistema que permite la libe-
racion sostenida de GDNF bioactivo al menos
durante un mes (tiempo suficiente para estu-
diar sus efectos en el cerebro de ratas hemi-
parkinsonianas).
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Células persistentemente infectadas por el virus del

sarampién son mas sensibles a la induccion de

apoptosis por TRAIL: Base de una posible terapia

para PES y otras encefalitis sarampionosas

Measles virus persistently infected cells are more sensitive to
apoptosis induction by TRAIL: Basis for a potential therapy

in SSPE and other measles virus encephalitis

Duque B. M., Martin-Cortés A.,
Fernandez-Mufioz R. y Celma M. L.

Virologia. Hospital Ramén y Cajal. Madrid

RESUMEN

Introduccion y objetivos: El virus del sarampién (VS)
aparte de producir complicaciones graves respiratorias,
gastrointestinales, encefalitis, ceguera y sordera que
acompanan al sarampion y hacen que mate anualmente
cerca de un millén de ninos en el mundo, es el causante
de encefalitis lentas como la Panencefalitis esclerosante
subaguda (PES) o la Encefalitis sarampionosa de cuerpos
de inclusion (MIBE). Para estas encefalopatias subagudas
progresivas con desmielinizacion y atrofia cerebral, de cur-
so mortal tras meses a décadas de evolucién no se dispo-
ne actualmente de tratamiento efectivo. El objetivo de es-
te estudio es la blusqueda de posibles tratamientos para
eliminar selectivamente las células infectadas por el virus
y asi frenar el progreso de la infeccién y en Gitimo término
la eliminacién del virus del paciente.

Métodos: Estudio de sensibilidad a la induccion de apop-
tosis por la proteina TRAIL (TNF-related-apoptosis inducing
ligand) de células humanas en cultivo sin infectar y persis-
tentemente infectadas por VS. Estudio de los mecanismos
de induccion de la apoptosis en la linea celular MOLT3, en
la que nuestro laboratorio mostro por primera vez que VS
puede inducir apoptosis.

Resultados: La infeccion persistente por VS hace que célu-
las humanas se hagan marcadamente mas sensibles al sui-

Correspondencia:

. Fernandez-Munoz

Departamento de Virologia. Hospiral Ramon v Cajal. Madnd
ralackfernandez@hre.es

Beco de mvestgacion de FUNDACION MAPFRI

ABSTRACT

Introduction: Measles virus (MV) causes acute infections
with severe respiratory, neurological, deafness, blindness
and gastrointestinal complications that today still kill near
one million children annually worldwide. The late measles
complications Subacute Sclerosing Panencephalitis (SS-
PE) or Measles Inclusion Bodies Encephalitis (MIBE) show
a protracted progressive and fatal course and for them no
efficient treatment is currently available. This work aims to
find a way to selectively destroy the infected cells, and
doing so limit the progression of VS through the infected
brain and eventually to eliminate the virus from the patient
with SSPE or MIBE.

Materials and Methods: Sensitivity to apoptosis induced by
exogenous recombinant TRAIL was determined in steady-sta-
te MV persistently infected human cell line MOLT3 versus
uninfected cells, by chromatin condensation, TUNEL, and
caspases activation assays. Expression of TRAIL functional re-
ceptors (TRAIL-R1 y TRAIL-R2) and decoy receptors (TRAIL-R3
and TRAIL-R4) was determined by flow cytometry and wes-
tern-blots. mRNAs of pro- and antiapopoptotic factors were
quantitated by RT-PCR and RNAse protection assays. Activa-
tion of NFKB by EMSA and supershift electrophoretic assays.

Results: MV persistently infected MOLT3 cells became
highly sensitive to apoptosis induced by exogenous
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cidio celular inducido por TRAIL exdgeno. El mecanismo de
esta sensibilizacion podria explicarse por un aumento de la
expresion en la superficie celular de las células infectadas de
los receptores funcionales para TRAIL, junto con una reduc-
cion de la expresion de la proteina antiapoptética Bel2 y una
estimulacion de la quinasa Akt y del factor de transcripcion
NFkB, lo que provocaria el suicidio de las células infectadas.

| Conclusiones: Células persistentemente infectadas por
VS son mas sensibles a la induccién de suicidio por apop-
tosis mediado por TRAIL que la células no infectadas. El
tratamiento con TRAIL al eliminar las células infectadas
podria frenar la progresion del virus o incluso eliminarlo en
pacientes con encefalitis subagudas causadas por VS co-
mo SSPE o MIBE.

Palabras clave:

Encefalitis lentas, virus del sarampion, sensibilizacion a
TRAIL, apoptosis en células infectadas, panencefalitis es-
clerosante subaguda, encefalitis sarampionosa de cuerpos
de inclusién.

INTRODUCCION

El virus del sarampion (VS), a pesar de dispo-
nerse de una vacuna efectiva en paises desarrolla-
dos, todavia mata cerca de un millén de nifos
anualmente en todo el mundo (1).

Aparte de complicaciones respiratorias y gas-
trointestinales graves, sordera, ceguera y encefali-
tis que acompanan al sarampion, el VS causa en-
cefalitis subagudas como son la panencefalitis
esclerosante subaguda (SSPE) o la encefalitis de
cuerpos de inclusion (MIBE) (2,3). Estas encefa-
lopatias lentas en las que el virus pasando de cé-
lula a célula adyacente invade el cerebro, cursan
con desmiclinizacion y atrofia cerebral y son de
curso mortal tras meses o décadas de evolucion
(4.5). Para estas encefalopatias no se conoce hoy
ningun tratamiento eficaz {6) al ser menos efi-
ciente la respuesta inmune humoral y celular anti
VS en estos pacientes, posiblemente por no expo-
ner la ¢élulas infectadas en su superficie suficien-
tes antigenos del virus.

Por otro lado no se dispone actualmente de an-
tivirales anti-sarampion eficaces y el VS, como
hemos observado en nuestro laboratorio, es resis
tente a la accion anniviral del Interferon (7).

-

TRAIL.This sensitization could be explained by the obser-
ved MV infection up-regulation in the infected cells of the
expression of TRAIL functional receptors TRAIL-R1 and
TRAIL-R2 and down-regulation of the expression of antia-
poptotic factor Bcl2 and activation of the protein-kinase
Akt and NF-kB that would provoke the suicide of the infec-
ted cells.

Conclusions: The high sensitization to induced apoptosis
by exogenous TRAIL observed in MV persistently infected
cells suggest that treatment with recombinant TRAIL could
selectively eliminate MV infected cells in the CNS of pa-
tients and it could be possible to exploit this agent for the
treatment of SSPE or MIBE encephalopaties.

Key words:

Slow viral encephalitis. Measles virus. Sensitization to
TRAIL. Induced apoptosis.Subacute Sclerosing Panencep-
halitis. Measles Virus Inclusion Bodies Encephalitis.
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Resultados previos de nuestro laboratorio (8,9),
corroborados por Esolen et al. (10), mostraron
que VS es capaz de inducir muerte celular progra-
mada (apoptosis) en las células que infecta. Asi en
infeccion litica por VS de células linfoides huma-
nas MOLT3 a los 6 dias de infeccion mas del
50% de las células sufren apoptosis, constituyen-
do el primer caso observado de induccién de
apoptosis inducida por infeccion por un virus.

Hemos observado que la apoptosis inducida
por VS en infecciones liticas esta mediada no sélo
por el sistema de transmision de senales desde el
receptor Fas: FasL (11), sino también por el siste-
ma TRAIL:TRAIL-R (12).

Debido a que TRAIL induce apoptosis y mata
preferentemente células rumorales humanas, re-
cientemente se esta ensayando en cultivos y en
ensayos clinicos en pacientes la posibilidad de
emplear este factor biologico para el tratamiento
del ciancer (13).

El objetivo de este trabajo es el comparar la
sensibilidad a la induccion de apoptosis por
TRAIL exogeno de células humanas persistente-
mente infectadas por VS en comparacion con las
celulas sin infectar, Nuestro hallazgo de que las
celulas persistentemente infectadas por VS estan
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altamente sensibilizadas a sufrir apoptosis por
TRAIL sugiere que podria ensayarse eliminar se-
lectivamente las células infectadas por VS en en-
cefalitis lentas como SSPE o MIBE con el fin de
retrasar el avance de la enfermedad y en ultimo
término el eliminar el virus de los pacientes.

MATERIALES Y METODOS

Se emplearon la linea celular humana linfoblas-
toide MOLT3 y la linea MOMP3 obtenida y
mantenida en cultivo en nuestro laboratorio tras
establecer una persistencia estacionaria por infec-
cion de la linea celular MOLT3 por el virus VS
persistente MOMP obtenido previamente en
nuestro laboratorio (14). Las células MOLT3 y
MOMP3 se trataron con TRAIL recombinante a
una concentracion de 100-200 ng/ml. por 16 ho-
ras en presencia o ausencia de anticuerpo especi-
fico ambos obtenidos de Alexis Corporation.

La induccion de apoptosis se monitorizd por en-
sayos de fragmentacion del DNA celular (TU-
NEL) o condensacién cromatinica obervada por
tefiido con Naranja de Acridina y contaje de nu-
cleos apoptéticos por microscopia de fluorescen-
cia. La expresion de proteinas en la superficie ce-
lular se realizé por tincién con anticuerpos
especificos mediante citometria de flujo. La ex-
presion de proteinas intracelulares se realizé por
citometria de flujo en células fijadas y posterior-
mente permeabilizadas con saponina asi como
por Western Blot tras electroforesis en geles SDS-
PAGE y transferencia a membranas d PVDF (Im-
movilon P-Millipore y revelado con Ab-HRP y
deteccion por ECL (Pharmacia) (15). Se emplea-
ron anticuerpos Anti-human TRAIL (H257, San-
ta Cruz Ltd.), anti-human TRAIL R1 (B9, Santa
Cruz Ltd.), Antihuman TRAI L-R2 (AM62, On-
cogene Ltd.) Anti human TRAIL R3, Anti human
TRAIL R4, Akt, Bcel2, Bax, Bak, Bel X de Santa
Cruz Ltd. Fas-1. (NOKI de Pharmingen Ltd.). An-
t- Fas (CH11 de Kamiya Ltd.). Anti VS-Hema-
glutinina (MoAb HS5 obtenido en nuestro labo-
ratorio). La cuantificacion de RNA mensajeros se
realizo bien por RT-PCR a partir de ¢-DNAs ob-
tenidos de RNA rtoral tratado con DNAsas con
cebadores especificos incorporando alfa-P32
dCTP v autoradiografia, o por ensayos de protec:
cion trente a RNAsas y de sondas espectficas mar
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cadas radiactivamente y electroforesis en geles. El
andlisis de los complejos transcripcionales de NF-
kB se realizé con extractos nucleares incubados
con oligonucleotidos marcados radiactivamente
con P32 y ensayo de retraso en electroforesis en
geles (EMSA) confirmados por retraso adicional
(Supershift) tras unién a anticuerpos anti-NFkB
pS50. Los ensayos de activacion del enzima Akt se
realizaron mediante la medida de la fosforilacion
mediante anticuerpos especificos para pAkt (Cell
Signalling Technologies).

RESULTADOS

La interaccion de TRAIL con su receptor
TRAIL-R contribuye a la induccion de apopto-
sis causada en la infeccion litica por virus del
sarampion.

Un trabajo previo de nuestro laboratorio (8,9)
demostrd por primera vez que un virus , el virus
del sarampion (VS) puede matar las células que
infecta, induciendo suicidio celular, denominado
apoptosis por los descubridores de este fenémeno
en 1981. El hallazgo lo realizamos infectando las
células linfoblastoides humanas MOLT3 con va-
riante de VS MOMP1 (8) obtenido de una infec-
cion persistente con baja capacidad fusogénica, el
cual al no fundir estas células nos permiti6é obser-
var la apoptosis no enmascarada por la forma-
cién de sincitios , que es el efecto citopatico pro-
minente por VS. En nuestra comunicacion previa
mostramos también que la induccion de apoptosis
por VS iba acompanada de una estimulacion del
receptor de muerte celular Fas y de su ligando
Fasl.. En este trabajo hemos comenzado por estu-
diar la posible implicacion de la proteina inducto-
ra de muerte celular TRAIL (Apo2/) vy sus recep-
tores funcionales e inhibidores (receptores senuelo
que secuestran TRAIL sin transmitir senal de sui-
cidio celular) en la apoptosis causada por infec-
cion por VS. En infeccion litica de células
MOLT3 por VS observamos estimulacion de la
expresion de la proteina TRAIL anclada en la
membrana celular (peso molecular de 32 Kdal-
tons) (Figura 1a y Ib), asi como la de TRAIL so-
luble. Este aumento desde 48 horas post infeccion
se produce simultineamente con el del nimero de
células que sufren apoptosis (Figura 2). Para com
probar que la estimulacion en la expresion de
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Fig. 1. Expresion de la proteina TRAIL y de sus receptores en infeccion litica de células MOLT3 con Virus del sarampion (VS).
Panel 1A: Expresion de la proteina TRAIL intracelular a lo largo de la infeccion analizada por electroforesis en geles y
transferencia “Western blot”. Se incluye tubulina como control y expresion de proteina TRAIL extracelular de cuatro dias
postinfeccion. Se indican pesos moleculares en miles de daltons. Panel 1B: Cuantificacion de la proteina TRAIL por Citometria
de flujo a lo largo de la infeccidn, la infeccion se monitorizd cuantificando la expresion de |a proteina viral Hemaglutinina (H).
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Fig. 2. Cinética de produccion de apoptosis a lo largo de la
infeccion litica de células MOLT3 por VS, La apoptosis se
cuantifico a los diferentes tiermpos postinfeccion por tincion
de nuclecs celulares con Naranja de Acricina y contaje de
nicleons apopoptoticos por microscopia de fluoresecencia,

rmostrandose un expenmento tipico

TRAIL como la de Fas esta involucrada en la induc-
c16n de apoptosis por el virus realizamos ensayos de
infeccion en presencia de anticuerpos anti-TRAIL
neutralizantes. Un experimento representativo se
muestra en la Figura 3, observandose que anticuer-
pos neutralizantes anti-TRAIL inhiben significativa-
mente la induccion de apoptosis por infeccion con
VS, como también inhiben anticuerpos neutralizan-
tes anti-Fas y anti-FasL.. Asi estos resultados indican
que ademas del sistema Fas:FasL, el sistema
TRAILTRAIL-R esta implicado en la induccion de
apoptosis por VS en células sensibles a este agente
hiologico.

Las células humanas MOLT3 persistentemente
infectadas por el virus del sarampion, MOMP3,
son mas sensibles a apoptosis inducida por
TRAIL ex6geno, que las células no infectadas.

Se comparo el namero de células apoptoticas
tras la adicion de TRAIL recombinante a cultivos

Neutralizacion de apoptosis por anticuerpos a Fas, FasL o TRAIL

45

40

35

30 |

| Control
2 e
LI

B + Fas Ab

% Apoptosis

20 | + FasL Ab

B + TRAIL Ab

15

10

MOLT3 MOLT3 +MeV

Fig. 3. Ensayo de neutralizacion de induccion de apoptosis
en infeccion litica por VS empleando anticuerpos
neutralizantes frente a TRAIL, Fas y FasL. Se muestra un
experimento tipico.
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Fig. 4. Induccion de apoptosis en células no infectadas
(MOLT3) y células persistentemente infectadas por VS
(MOMP3) por TRAIL exdgeno. La apoptosis se cuantificd por
contaje de nlcleos celulares apoptoticos por Naranja de
Acridina y determinacion de degradacion del ADN mediante
ensayo TUNEL. Se muestra un experimento tipico.

de células sin infectar, MOLT3, y persistentemen:
te infectadas por VS MOMP3, linea establecida
en nuestro laboratorio a partir de un virus persis
tente (8) en células MOLT4. Como se observa en
la Figura 4 las ¢élulas persistentemente infectadas
son marcadamente mas sensibles que las no m
fectadas a la accion apoptotica de TRAIL, Tras ¢l
tratamiento con TRAIL a una concentracion de
100 nanogramos por mililitro durante 5 horas
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mas del 90% de las células infectadas por VS
mueren por apoptosis. En la Figura 5 se muestra
un experimento tipico de tincién de ntcleos
apoptoticos con naranja de acridina.

Mecanismos por los que VS causa la sensibi-
lizacién a TRAIL. Para entendernos hemos
cuantificado la expresion distintos receptores y
efectores de muerte celular en las células persis-
tentemente infectadas por VS y células no infec-
tadas.

Las células persistentemente infectadas por el
virus del sarampién se sensibilizan a la accién de
TRAIL exdgeno por sobre-expresion de los re-
ceptores funcionales para TRAIL y la inhibicion
de la expresion de Bel-2 y de la activacion de Akt
y de NFkB.

Hemos observado que la expresion de la protei-
na TRAIL end6gena que se expresa en la mem-
brana celular como la forma soluble asi como la
del RNA mensajero que la codifica se encuentran
disminuidos en las células persistentemente infec-
tadas MOMP3 con relacion a las células no in-
fectadas MOLT3 (Figura 6). Sin embargo, obser-
vamos que los receptores de TRAIL y sus
correspondientes RNA mensajeros , tanto los re-
ceptores funcionales TRAII-R1 y TRAIL-R2,que
transmiten la sefial de apoptosis, como los recep-
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Fig. 5. Induccion de apoptosis por TRAIL exdgeno en células
persitentemente infectadas por VS (MOMP3). Se muestran
microfotografias tipicas en contraste de fase (columna
izaquierda) y fluoresecencia tras tincion con Naranja de
Acridina (columna derecha). Se observa la pérdida de la
refringencia vy la condensacion y fragmentacion de la
cromatina en la casi totahdad de las células infectadas.
(Aumento 200x),
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Fig. 6. Expresion de TRAIL y de sus receptores en células
no infectadas y persistentemente infectadas por VS, Panel
A: Cuantificacién de RNA mensajeros de TRAIL v sus
receptores por RT-PCR incluyendo controf de mRNA celular
GPDH. Panel B: Expresion de proteina TRAIL intracelular
mediante ensayo de «Western Blot», Panet C: Expresion de
TRAIL y sus receptores en superficie celular y en células
permeabilizadas mediante Citometria de Fiujo.
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tores seiiuelos TRAIL -R3 y TRAIL-R4, que la
bloquean secuestrando las moléculas de TRAIL,
se expresan mas en las células persistentemente
infectadas por VS (Figura 6). Estos resultados su-
gieren que la represion del sistema TRAIL es im-
portante para el mantenimiento de la persistencia
del virus.

La resistencia a sufrir apoptosis por tratamien-
to con TRAIL observada en algunas células tu-
morales se ha correlacionado con la pérdida o
mutacion inactivante de la caspasa 8 , proteasa
efectora de la apoptosis, o con el aumento de la
expresion de FLIP , proteina inhibidora de la cas-
pasa 8. En las células MOLT3 y en las mismas
persistentemente infectadas MOMP3 hemos ob-
servado que predominantemente se expresa el
isoformo de 28 Kdaltones C-FLIPs, a niveles si-
milares. (Figura 7). Sin embargo se observé (da-
tos no mostrados ) que la forma de mayor peso
molecular de FLIP, FLIP2 se expresa a niveles

L[

Fig. 7. Expresion
del inhibidor de
apoptosis cFLIP en
celulas no
nfectadas y
persistentemente
infectadas por VS
por ensayo de
weasterm blot,
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Fig. 8. Determinacion de la protein- quinasa Akt y de su
activacion por fosforilacion en células no infectadas y
persistentemente infectadas por VS por ensayo de
western blot.

Expresion de proteinas pro y antiapoptoticas de
la familia Bcl-2 en células MOMP3
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Fig. 9. Expresion de proteinas reguladoras de apoptosis de
la familia Bcl2 en células no infectadas y persistentemente
infectadas por VS. Las proteinas se cuantificaron a partir de
electroforesis en geles y transferencia «Western Blot» y se
representa un experimento.
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mds altos en las células persistentemente infecta-
das por VS lo que podria contribuir al manteni-
miento de la persistencia del virus en ausencia de
TRAIL.

La disminuciéon del nivel de fosforilacion de la
protein-kinase B/Akt se ha correlacionado con la
sensibilizacién a la induccién de apoptosis por
tratamiento con TRAIL en varios estudios.

Nosotros observamos en las células persistente-
mente infectadas por VS MOMP3 una disminu-
cion en el nivel de fosforilaciéon de esta proteina
con respecto a las células no infectadas MOLT3
(Figura 8).

La induccién de apoptosis por TRAIL puede
inhibirse por un aumento en la expresién de la
proteina antiapoptética por la ruta mitocondrial
Bcl2 (16). Al ensayar los niveles de expresion de
Bcl2 y otras proteinas pro y antiapoptoéticas rela-
cionadas, Bak, Bax y BclXs observamos que en
las células persistentemente infectadas hay una
reduccion en la expresion de la proteina antia-
poptoética Bel2, lo que podria contribuir a la sen-
sibilizacion a esta molécula causada por la infec-

cion del virus (Figura 9). ;

Fig. 10. Desactivacion del factor NFKB en células
persistentemente infectadas por VS. Ensayo de formacion
de complejos de trancripcion especificos par NFKB sobre
sondas marcadas radiactivamente con Fosforo 32 (P32)
por retraso de la sonda en electroforesis en gel (EMSA). Se
incluye control de sonda mutada. Con una flecha se indica
el complejo mayoritario NFKB (panel izquierdo). En el panel
derecho se confirma la especificidad del complejo mediante
el retraso de su movilidad por union de anticuerpo
especifico ant-NFKB p50. (ensayo Supershift).
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Fig. 11. Desactivacion del factor NFKkB en las células
persistentemente infectadas por VS. Determinacion de la
fosforilacion del inhibidor de la ruta NFkB IKB por «Wester
Blot» en celulas no infectadas MOLT3 y persistentermente
infectadas por V MOMP3. Se incluye como control la
expresion de tubulina, La inhibicidon de la fosforilacion de kB
en las células infectadas por VS reduce su degradacion y asi

Tot la ruta NFKB o que podria sensibilizar estas
induceion de apoptosis por TRAIL.

La tamiba de reguladores de n',m',i_'rip: 161 NI
kB juega un papel importante en una ampha serie
de Procesos fji.l:;;tzliflil-“;."if__rr. como la re splesta
nmine ¢ 'lig'I.lIl'.!lfxl'i.l‘ desarrollo v diferencia
cion, transtformacion m ni:ggn:: v apoptosis (17)

Asi NFkB F“""—i'-‘ regular la f"’.{)l'r'-.l!‘ai! de varias

Células persistentemente infecradas por el virus
del sarampion son mds sensibles a la induccién de
apoptosis por TRAIL

proteinas con actividad antiapoptotica de la fa-
milia de Bcl2. Ensayos de retardo de movilidad
de sondas en geles (EMSA) incluyendo pruebas
de confirmacion de complejos con anticuerpos
especificos como se muestra en la Figura 10 y
ensayos de cuantificacion de la fosforilacion del
cofactor IkB (Figura 11), indicaron que en las cé-
lulas persistentemente infectadas por VS hay una
disminucion en la activacién del factor NFkB que
podria a su vez contribuir a la sensibilizacién de
las células infectadas por el virus a la apoptosis
mediada por TRAIL. Parte de estos resultados
han sido objeto de una comunicacion en el VIII
Congreso Nacional de Virologia , Barcelona 12 al
15 de Octubre del 2003: «El virus del sarampién
eleva en células persistentemente infectadas la sen-
sibilidad a apoptosis mediada por TRAIL»(Duque
BM, Martin-Cortés A., Villalon DG, Fernandez-
Muiioz R y Celma ML).

DISCUSION

Resultados previos han demostrado que VS es
capaz de producir suicidio celular por apoptosis
en cultivos celulares como en el Sistema Nervioso
Central de pacientes con SSPE (8,9,10 ). Aunque
todavia no se conocen bien los mecanismos por
los que se produce la citopatologia por VS, nues-
tros resultados indican que el virus causa apopto-
sis activando las caspasas 8 y 3 a traves de sena-
les desde los receptores en la membrana celular
para las proteinas FasL/ApolLy de TRAIL/
Apo2L. Observamos que las células humanas
MOLT3 persistentemente infectada{:‘ por VS son
marcadamente mds sensibles a la mduccm.n .de
apoptosis por TRAIL (TNF-related a?OPtOSIS:ln-
ducing ligand) que las células no mf_euadas. (,o-n
respecto a los posibles mecanismos de esta sensi-
bilizacion a apoptosis, por lo que se conoce,
probablemente sean multiples y ;ﬁc”ctv':n a los re-
ceptores, rutas proximas a la s_upchcu: celular, y
stias patae covn ba m,‘uu;nndrlal: Hemos obser-
vado que tanto los RNA mensajeros como lag
proteinas receptores de TRAIL que trasmiten se-
nal, TRAIL-R1 y ] RAIL-R2 como los que la blo-
quean TRAIL-R3 y TRAIL-R4 estin estimulados
en las células infectadas, aunque solo los recepto-
res funcionales se sobre-expresan en la superficie
celular de las células infectadas. El inhibidor de
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caspasas FLIP, al que se atribuye la resistencia a
apoptosis de algunas células tumorales, se expre-
sa mayoritariamente igual en las células infecta-
das y no infectadas, Sin embargo la expresion de
la proteina antiapoptética Bcl2 observamos que
esta disminuida en las células infectadas. Por otro
lado en las células infectadas observamos que la
fosforilacion de la protein-kinasa B/Akt esta dis-
minuida en las células infectadas. La disminucién
de esta fosforilacion se ha correlacionado por va-
rios autores con la sensibilizacién a induccion de
apoptosis por TRAIL observada para algunas cé-
lulas tumorales. En conjunto la sobre-expresion
de receptores funcionales para TRAIL en la su-
perficie de las células infectadas por VS, unido a
la reduccion en estas células de la expresion de la
proteina antiapoptdtica Bel2 y de la activacion de
Akt y NF-KB podrian explicar nuestra observa-
cion de la mayor sensibilidad a TRAIL exdgeno
en las células persistentemente infectadas por VS
que entran en suicidio por apoptosis. Resultados
preliminares recientes de nuestro laboratorio in-
dican que también las células epiteliales humanas
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Masa hiliar izquierda en paciente con estenosis
valvular pulmonar

Enlargement left hilar in a man with pulmonary valvular stenosis
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RESUMEN ABSTRACT

Se presenta el caso de un paciente varon de 38 anos de
edad con antecedente de estenosis pulmonar como ha-
llazgo, asintomatica y sin tratamiento, que se confirmd en
la exploracion fisica. Se muestran Rx Toérax, TAC toracica y
ecodoppler cardiologico.

Se analizan las caracteristicas radioldgicas de la estenosis
pulmonar y la habitual asociacion de ésta con crecimiento
de las ramas principales de la arteria pulmonar.

Se establece diagndstico diferencial entre las diversas en-
tidades responsables de agrandamiento hiliar izquierdo.

Palabras clave:

Masa hiliar izquierda, agrandamiento hiliar izquierdo, este-
nosis valvular pulmonar congénita, dilatacién arterial pul-
monar.

A case of 38 years old man with pulmonary stenosis fin-
ding,without traitment and no symtomatology we pre-
sent.Chest Radiographs, Thoracic TAC and echocardio-
graphy has shown.

The radiologic features to the pulmonary stenosis and the
asociation with enlargement of the main branches pulmo-
nary artery were analysed.

We reviewed the different entities responsible of enlarge-
ment left hilar.

Key words:
Left hilar mass, enlargement left hilar,pulmonary congeni-
tal valvular stenosis.

MAPFRE MEDICINA, 2007; 18 (4): 259-262

RESUMEN DE HISTORIA CLINICA Y
EXPLORACIONES

Paciente varén de 38 anos de edad, apenas fu-

mador y bebedor moderado, atendido en estudi

(¢]

preoperatorio para cobertura por necrosis cuta-
nea de falange distal del 3° dedo de mano iz-
quierda tras aplastamiento de la misma. Retiere

Correspondencia:

P. Garcia Méndez .
Servicio de Diagnostico por Imagen. Centro de Rehabilicacion FREMAP
Ctra. Majadahonda a Pozuelo de Alarcon 61

285220 Majadahonda. Madnd

antecedentes de estenosis valvular pulmonar co-
mo hallazgo 10 anos antes, en el curso de neu-

monia adquirida en la comunidad, asintomatica

)

sin tratamiento ni seguimiento; anamnesis por

aparatos sin intercs.

De la exploracion fisica tan solo fueron valora-
bles leve obesidad con 90 Kg de peso v 185 ¢m

de talla (IMC 26.3) v soplo sistalico HI/VI en fo
co pulmonar no irradiado.
Analitica y ECG sin anomalias.

En la Rx de torax (Figura 1, A v B) se aprecia

gran aumento de tamano del hilio pulmonar 1z
quierdo, probablemente vascular,
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) Bx tarax lateral: gran aumernito de

El ecodoppler cardiologico (Figura 3) objetiva
estenosis valvular pulmonar de grado ligero a mo-
derado con gradiente de pico de 31 mm. Hg y di-
latacién de la rama pulmonar izquierda, del mis-
mo calibre que el tronco de la arteria pulmonar.

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

La presencia de un hilio grande obedece, gene-
ralmente, a crecimiento de la arteria pulmonar, a
la presencia de masas de origen bronquial o a in-
cremento de los ganglios de la region hiliar, pu-
diéndose esquematizar como causas de creci-
miento hiliar unilateral las siguientes entidades:
A) inflamatorias: fundamentalmente primoinfec-
cién tuberculosa, tosferina, tularemia, micoplas-

DE 15.1ChH

Fig. 3. Ecodoppler cardiologico: estenosis valvular pulmonar
de grado ligero a moderado con gradiente de 31 mm. de Hg
junto a dilatacién de la arteria pulmonar izquierda.

ma, psitacosis, mucoviscidosis, sarcoidosis e hi-
perplasia linfitica (Enfermedad de Castleman),
B) micosis (histoplasmosis), C) neoplasias: carci-
noma broncégeno, linfoma Hodgkin, carcinoma
broncoalveolar, adenoma bronquial, metastasis,
D) vasculares: dilatacion del tronco de la arteria
pulmonar izquierda, fistula arterio-venosa pul-
monar, coartacion de arteria pulmonar y trombo-
embolismo pulmonar y E) esptreas como masas
mediastinicas o neumonia (1-3).

El hilio grande es la manifestacion caracteristi-
ca del complejo primario en la tuberculosis de
la infancia; frecuentemenete coexisten adenopati-
as mediastinicas y los hallazgos radiologicos in-
cluyen la lesién parenquimatosa, una serie de li-
neas finas que desde la lesion progresan hacia el
hilio y que son trayectos de linfangitis, crecimien-
to hiliar por los ganglios infartados; puede coe-
xistir derrame pleural. Ocasionalmente, la lesion
parenquimatosa no es visible y solo se aprecian
las adenopatias hiliares, constituyendo la forma
ganglionar tuberculosa (4).

La sarcoidosis presenta adenopatias unilatera-
les en menos del 5% de los casos y en general,

tanto, es frecuente que aparezca como crecimiento
hiliar unilateral como primera manifestacion ra-
diografica, no siendo raro que los bordes del hilio
aparezcan borrosos e irregulares, con tramos finos
que se irradian hacia el parénquima pulmonar ve-
cino. En ocasiones, un tumor periférico se acom-
pana de crecimiento hiliar por la afectacion de los
ganglios regionales que drenan la zona tumoral.
Las metastasis de un carcinoma extratordcico son
raramente unilaterales. En los linfomas puede ver-
se afectacion adenopértica uni o bilateral, siendo
la forma primaria de linfoma la que puede presen-
tar un cuadro radiolégico de crecimiento hiliar
unilateral, muy similar al del carcinoma.

Las lesiones vasculares que provocan crecimien-
to hiliar incluyen la estenosis valvular pulmonar
congenita que se acompana de dilatacién del tron-
co de la arteria pulmonar, y por lo tanto puede ha-
cer crecer el hilio izquierdo. También es frecuente
la dilatacién idiopatica de la arteria pulmonar,
siendo bastante comun ver un tronco prominente,
en hembras adolescentes. La coartacién de la arte-
ria pulmonar que se acompaiia de dilatacién pos-
testenotica, también puede causar crecimiento hi-
liar unilateral. El embolismo pulmonar puede
presentarse como una masa hiliar unilateral cuan-
do existe un gran émbolo en una arteria principal
y generalmente se acompana de disminuciéon de
calibre o desaparicion de las arterias periféricas,
siendo el defecto de repleccion en las ramas afecta-
das en TAC el diagnéstico definitivo.

Aneurismas aorticos, masas mediastinicas ante-
riores como timomas, quistes broncogénicos,
etc., pueden presentar imdgenes que impresionan
como crecimiento hiliar, igual que sucede con la
ausencia congénita de pericardio, en que la her-
niacion de la orejuela izquierda puede sugerir
crecimiento hiliar unilateral.

De las neumonias es frecuente la aparicion de
adenopatias bilaterales, en la tularemia v en la
tosferina, habiéndose demostrado también en la
neumonta por micoplasmas y en los abscesos
bacterianos pulmonares (3).

hay lesiones pulmonares acompanantes que su-

Fnla TAC roracica (Figura 2, A y B se observa gieren el diagn()stico. L.os estudios !':u[inh_)g:i(n\‘ deben il]\'t‘ﬁ[ig;\[' st el
dilatacion del tronco de la arteria pulmonar (4.8 | La hiperplasia linfatica inespecifica o enferme- crecimiento hiliar unilateral es de origen vascular
cm.}, de la arteria pulmonar izquierda (3 em.) y | - dad de Castleman produce adenopatia hiliar uni o adenopatico; en este sentido, la TAC es de gran
de la rama lobar intenior 1izquierda con opacifica ‘ Fig. 2. A) TAC awal con contraste IV: dilatacion del tronco lateral, habitualmente. utilidad (6).

; A bt ) | dela A. pulmonar (4,8 cm.) y de la arteria pulmonar

10N nomaogenea ael arbol vascu Tas 4 15 | § e A - L

) nogen (&1 rhao isciar, tras adminis ' izquierda (3 cm.). B) TAC axial con contraste IV: dilatacion
| i

tracion del contraste endovenoso de 1a arteria lobar inferior izquierda.

El diagnostico diferencial del crecimiento del
cono pulmonar, incluya las lesiones que por estar

—- . ” & .A % ’ 'Y » 4 ]-
El carcinoma broncogénico se origina cn el 40%
de los casos en los bronquios principales vy por
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situadas a nivel de hilio izquierdo pueden con-
fundirse, como masas o adenopatias hiliares, tu-
mores mediastinicos, especialmente teratomas y
timomas, defecto pericardico parcial con hernia-
cién de la orejuela, asi como la aorta ascendente
en transposicion corregida (3,6).

COMENTARIO

Solo cuando la estenosis valvular pulmonar es
muy significativa, se produce cardiomegalia por
aumento del tamano del ventriculo derecho, sien-
do habitual la dilatacién postestendética de la ar-
teria pulmonar (7-9).

El crecimiento de los vasos pulmonares suele res-
ponder a cambios de volumen (aumento del flujo o
flujo turbulento), o de presién en la circulacion
pulmonar (aumento de la presion intraluminal) o
asociacion de ambos mecanismos (9,10).

En la proyeccion PA, el crecimiento del tronco de
la arteria pulmonar produce una rectificacion o un
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aumento de la convexidad del borde izquierdo en-
tre la aorta y la auricula izquierda; el arco aértico
es menos prominente, por rotacion del corazén
(11). En ninos, el contorno es frecuentemente con-
vexo, pero esta convexidad va desapareciendo al
paso de los anos. En la proyeccion lateral, el tron-
co de la arteria pulmonar suele verse formando el
borde posterior del aire retrosternal; la rama dere-
cha se ve de frente como una sombra redondeada
u oval por delante de la bifurcacién traqueal,
mientras que la izquierda se identifica como una
especie de «coma» grande al pasar sobre el arco
del bronquio principal izquierdo, por delante y de-
bajo de la parte posterior del arco aértico (10).

En la estenosis pulmonar, el tronco de la arteria
pulmonar puede estar dilatado por turbulencias
postestenoticas, puede ser normal o incluso estar
disminuido de tamano, siendo necesario descar-
rar la existencia de enfermedad cardiaca con los
diferentes métodos de imagen en aquellos casos
que tengan aumento de hilio pulmonar (12).
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RESUMEN ABSTRACT

Objetivo: Identificar las variables sociales y de salud de los
pacientes mayores de 65 afos que se incluyen en un progra-
ma de atencién domiciliaria (PAD) de los equipos de atencion
primaria (EAP) catalanes y de los servicios sanitarios y socia-
les que reciben, asociadas al ingreso hospitalario, con el fin
de poder introducir acciones de mejora en el servicio.

Diseno: Estudio analitico transversal.

Emplazamiento: 71 equipos de atencién primaria cata-
lanes.

Participantes: Pacientes mayores de 65 afnos con patolo-
gias crénicas incluidos en PAD de los EAR

Mediciones prinicipales: De cada paciente se recoje su
estado de salud: test de Charlson(comorbilidad), Barthel
(nivel de dependencia en actividades de la vida diaria),
Pfeiffer (nivel deterioro cognitivo), Braden(riesgo desarrollo
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]. Gené Badia
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Objective: Evaluate the home care carried out by primary
health care teams in our context to people over 65 years
with chronic conditions, in order to identify which social
and health variables are related to patient hospital admis-
sions, to identify improvement opportunities. .

Design: Cross sectional study.
Setting : 71 Primary Health Care Teams in Catalonia.

Patients: Patients over 65 with chronic pathologies cared
by home care programmes in Catalonia.

Measurements: Health status variables: Charlson, Bart-
hel, Pfeiffer, Braden and Gijon, data from his carer (Zarit),
self perception of health (SF-12), health professional vi-
sits, as well as: emergency visits, temporary admissions,
and final results such as death or definitive admission in a
nursing home or a hospital.
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=

Ulceras por presion) y Gijon (riesgo social), datos sobre el
cuidador (Tests de Zarit), atenciones recibidas (social y sa-
nitaria), su salud subjetiva (SF-12), ingresos en hospital,
visitas a Urgencias e ingresos temporales en centros so-
ciosanitarios y/o residencias.

Resultados: Se incluyen 1068 pacientes de 83,6 anos
de edad (DE: 6,5). Ohservamos que tienen mas riesgo de
hospitalizacion los de sexo masculino {(RR =1.56, 1C95%:
1.22-1.99), los de elevada comorbilidad (RR =2.30,
1C95%: 1.76-2.99), los que presentan Ulceras por presion
(RR =2.22 , IC95%: 1.09-4.52), una mala autopercep-
cion de su salud fisica (RR =0.98, 1C95%: 0.97-1.00) y
los que han acudido a urgencias con anterioridad (RR
=1.66, IC95%: 1.28-2.16).

Conclusion: Los actuales PAD de los EAP atienden las ne-
cesidades asistenciales de los pacientes ancianos que no
pueden desplazarse, pero no previene las hospitalizacio-
nes. Posiblemente, para que su labor fuera preventiva de
los ingresos hospitalarios deberian incluir también a los
ancianos mas jovenes y con mayor nivel de autonomia.

Palabras clave:
Atencion domiciliaria, ulceras por presion, servicios socia-
les, hospitalizacion y comorbilidad.

i MAPFRE MEDICINA, 2007; 18 (4): 263-273

INTRODUCCION

El progresivo aumento de la esperanza de vida
se acompana de un incremento del consumo de
recursos sanitarios asociado a la alta prevalencia
de patologias cronicas. Esta situacion ha creado
la necesidad de oprimizar el uso de camas de
hospitales de agudos. Con este objetivo se estan
promoviendo innovaciones organizativas como
las enfermeras de enlace (1), enfermeras gestoras
de casos o los programas de atencion domicilia-
ria (PAD) que avmentan la continnuidad asisten-
cral vy que a demas de mejorar la calidad de la
atencion clinica pretenden reducir las estancias
hospiralarias. Todos los equipos de atencion pri
maria (EAP) de nuestro pais ofrecen PAD, a pe-
sar de que carecemos de cvaluaciones objetivas

sobre los resultados de estas intervenciones so

bre 1os pacientes v el sitema sanitario. La biblio

gratia cuestiona la efectividad de estos progra

mas para reducir los i

INEresas ixrr—.)‘nt.i!.uur: i

Lia Fevision sistematica atirma que anamente

|

>

Results: We included 1068 patients, mean age 83,6 (SD
6,5). We observed that variables related to a high risk of
being admitted to the hospital are: male (RR =1.56, CI
95%: 1.22-1.99), high comorbidity index (RR =2.30,
Cl95%: 1.76-2.99), presence of pressure ulcers (RR
=2.22, Cl 95%: 1.09-4.52), and self perception of a bad
health (RR =0.98 , CI95%: 0.97-1.00) and previous vi-
sits to emergency hospital units (RR =1.66 , Cl 95%:
1.28-2.16).

Conclusions: Studied primary health care teams provide
home care to elderly patients with mobility problems but
they don’t prevent hospital admissions. Probably, to have
a positive effect on reducing hospital admission they
should focus on the youngest elderly patients with a higher
level of autonomy.

Key words:
Home care. Pressure ulcers. Social services. Hospital ad-
mission. Comorbidity.

lo consigue cuando se dirige a las poblaciones
ancianas mas jovenes, se realiza una valoracién
multidimensional y se prestan mds de 9 visitas
preventivas anuales (3).

Hemos realizado este estudio para evaluar la
actividad de los PAD que realizan los EAP de
nuestro pais, con el fin de poder iniciar acciones
de mejora en su organizacion que maximicen el
impacto de sus intervenciones. Deseamos identi-
ficar las variables sociales y de salud de los pa-
cientes mayores de 65 anos que ingresan en un
PAD de EAP catalanes y de los servicios sanita-
rios y sociales que reciben, asociadas al ingreso
hospitalario.

METODO
Diseno
Estudio analinico transversal que forma parte

de un estudio mas amplio de seguimiento de una
cohorte cuyo mérodo ya ha sido publicado (4).
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Emplazamiento

71 Equipos de Atencién Primaria de Cataluna
del ambito urbano y rural.

Criterios de inclusion de los pacientes

Pacientes mayores de 65 afios, no intitucionali-
zados, con alguna patologia crénica, que ingresan
en un PAD de su EAP en el periodo de 1 junio a
31 de diciembre de 2005 o que en este periodo de
reclutamiento hiciera menos de 12 meses que estu-
vieran en programa.

Criterios de exclusion

Se excluyeron del estudio los pacientes que re-
chazaron participar, los que sélo estaban tempo-
ralmente, menos de 9 meses, a cargo del EAP; los
pacientes terminales con una esperanza de vida
prevista inferior a tres meses; los post-quirargicos
que precisaban atencién transitoria y los que pre-
sentaran un importante deterioro cognitivo ellos
mismos o su cuidador que impedia la regogida de
informacion.

Método de seleccion de los sujetos

Cada uno de los 378 profesionales sanitarios
que participaron en el trabajo de campo debian
aportar un minimo de 3 pacientes, incorporados
durante el periodo de reclutamiento o selecciona-
do aleatoriamente entre los que llevaban menos de
un afo en el PAD.

Recogida de informacion:

De cada paciente se registraron sus caracteristi-
cas clinicas, su nivel de comorbilidad (test de
Charlson), su estado funcional (test de Barthel),
estado cognitivo (test de Pfeiffer), la existencia de
dlceras por presion y el riesgo de que aparezcan
(Test de Braden), su estado de salud subjetiva (test
SF-12), su valoracién social (test de Gijon ), la uti-
lizacion de servicios sociales y sanitarios que reci-
bia tanto de tipo formal como informal, conside-
rando la sobrecarga del cuidador (Test de Zarit),
asi como la presencia o no de ingresos hospitala-
rios durante su permanencia en el programa.

Riesgo de hospitalizacién en pacientes
de atencién domiciliaria

Cada investigador registro estos datos en unas
fichas que se procesaron de forma centralizada. Se
llevé a cabo un control activo de la calidad de la
informacién recibida para minimizar los errores y
las pérdidas de informacion. Se vigilé que no se
entregaran valores en blanco o fuera de rango.

Control de calidad

Se realizé un control de la calidad de la informa-
cion recogida auditando una muestra aleatoria del
10 % de los pacientes del estudio. La concordancia
entre las fichas y los datos registrados en la historia
clinica se valoré6 con el indice Kappa para las varia-
bles cuantitativas y con el indice de Correlacién in-
terclase (ICC) para las variables cuantitativas.

Algunas variables cuantitativas que no cumplian
los criterios para utilizar el ICC se han agrupado
en categorias (5).

Analisis estadisticos

Las variables cuantitativas se han descrito cal-
culando la media y la desviacién tipica. Las va-
riables cualitativas se describen calculando la fre-
cuencia absoluta y relativa de sus categorias. La
estadistica bivariante se ha hecho usando las
pruebas de Chi-Cuadrado, pruebas t-Student y
Regresiones de Poisson.

Para realizar el analisis multivariante final hemos
utilizado una generalizacién del modelo de Poisson
que permite calcular riesgos relativos6. En este ca-
$0, como el tiempo de seguimiento de los distintos
ancianos estudiados no era constante y podia ir de
1 dia hasta 1 afio y medio, ha sido necesario in-
cluir esta variable en el modelo. El modelo final
permite estimar el efecto de las diferentes variables
que explican los Ingresos hospitalarios teniendo en
cuenta el tiempo de seguimiento. Los andlisis se
han hecho con los paquetes S-Plus vs 6.2 y SPSS vs
12.0. Los contrastes de hipotesis se han realizado
con un nivel de significacion del 5%.

RESULTADOS

Se han recogido 1068 pacientes mayores de 65
afos, incluidos en programas de Atencion Domici-
liaria en Cartalufia. Las caracteristicas clinicas de es-
tos pacientes se muestran en la Tabla 1. La Tabla 2
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recoge las caracteristicas de los cuidadores de estos
pacientes y en la Tabla 3 se presentan el consumo
de servicios sociales y sanitarios que han realizado.
La auditoria de 137 pacientes muestra un
grado de concordancia importante o casi per-
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fecto excepto en el caso del nimero de visitas
de la enfermera, del médico y de la trabajadora
social, en los cuales la concordancia fue mode-
rada, a pesar de que a veces la diferencia era
minima.

TABLA 1. Caracteristicas clinicas de los pacientes incluidos en el programa

Edad
Mujeres
Dias de permanencia en el PAD
Comorbilidad:
Comorbilidad = O
Comorbilidad = 1
Comoarbilidad de 2 o méas

Nivel de Dependencia (Test de Barthel)
Dependencia total

Dependencia severa

Dependencia Moderada

Dependencia Ligera

Autonémos

Estado cognitivo (Test de Pfeiffer)
Normal

Deterioro Cognitivo Leve

Deterioro Cognitivo Moderado
Deterioro Cognitivo Importante
Riesgo de Ulceras (Test de BRADEN)
Riesgo alto de UPP

Riesgo moderado

Riesgo bajo

Riesgo muy bajo

Riesgo Social (test de GIJON)

Sin riesgo social

Riesgo Social

Problematica Social

Percepcion subjetiva del componente Fisico(PCS-12)
Percepcion subjetiva del componente Mental(MCS-12)
Tienen llceras?

Habitos toxicos

Consumo de tabaco

Consumo de alcohol

Media Desw. tip. Frecuencia
83,6 6,5
710 66,5
160,8 147,4
173 16,2
268 251!
622 58,7
113 10,6
73 6,8
197 18,5
616 57,7
68 6,4
566 539
194 18,2
164 15,4
142 13;3
49 4,6
86 8,1
266 25,2
656 62,1
534 50,7
391 371
128 12,29
30,9 Tl
38,9 12.3
No 924 86,5
No 1034 96,8
No 977 91,5
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TABLA 2. Caracteristicas de las personas que cuidan a los pacientes incluidos en PAD

éTienen cuidador informal?

Sexo del Cuidador Informal

Edad del cuidador informal

Nivel de sobrecarga del cuidador (Test de ZARIT)
No sobrecarga del cuidador

Sobrecarga Leve

Sobrecarga Intensa

Test de Zarit (Cuidador Informal)

¢Tienen ayuda a domicilio?

Horas/Semana de ayuda a domicilio

Finalmente la Tabla 4 presenta los resultados
del andlisis multivariante que muestra las varia-
bles que de forma independiente se relacionan
con el ingreso hospitalario en estos pacientes.

DISCUSION

Identificamos que los factores que explican sig-
nificativamente el riesgo de hospitalizacion en
pacientes mayores de 65 anos incluidos en PAD
de EAP son: el sexo masculino, la presencia de
alceras por presion, el grado elevado de comor-
bilidad (una puntuacién superior a 2 en el test
de Charlson), haber visitado urgencias con ante-
rioridad y considerar que se tiene una mala sa-
lud fisica.

Es interesante observar que los ingresos quedan
basicamente explicados por parologia organica
de los pacientes tanto objetiva como subjetiva.
No parece que influyan aspectos relacionados
con condicionantes sociales (7) o con el propio
agotamiento del cuidador, factores que a menudo
consideran los profesionales. Seguramente el ca-
racter equitativo de nuestro sistema sanitario jus-
tifica la observacion. Tampoco se relaciona con
los servicios sociales y sanitarios prestados. La
tnica actividad sanitaria asociada al ingreso es
curiosamente la experiencia de haber realizado
una visita previa a urgencias. La avanzada edad
de los pacientes incluidos en el programa puede
explicar este hecho. Una revision sistematica
muestra que no existe evidencia de que los PAD

Media Desv. tip. Frecuencia %
879 823
Mujer 673 63,0
61,8 13,9
378 43,7
186 21,5
301 34,8
50,7 16,5
Si 401 37,5
47,9 58,7

prevengan Ingresos en estos pacientes tan ancia-
nos (2). En los altimos estudios que intentan defi-
nir caracteristicas de pacientes a riesgo de ingreso
o complejos también identifican un patron de uti-
lizacion de servicios (8). Nuestros resultados pre-
sentan una alta coincidencia con las variables de
salud que definen el perfil de paciente complejo o
a riesgo de ingreso que sefala el King’s Fund en
su informe: la comorbilidad, el patrén de uriliza-
cion de servicios previo (hospitalizaciones), las
visitas a urgencias, la presencia de ulceras por
presion y la disponibilidad de cuidador informal
«con capacidad de cuidar» (9).

Al tratarse de datos aportados voluntariamente
por investigadores que descaban participar en el
estudio, no podemos asegurar que la muestra
analizada sea representativa de los PAD prestada
por los EAP de Cataluna. Sin embargo, el gran
tamano de la muestra y la elevada dispersion ge
ografica v de proveedores, junto a la calidad de
los datos, nos ofrecen una buena aproxumacion a
lo que sucede actualmente en los PAD de nuestro
pais. Aunque la cahidad asistencial observada
pueda ser higeramente superior a la real por tra
tarse de profesionales especialmente sensibwliza
dos por el tema, el caracter rransversal del estu
dio no permite establecer una relacion causal
entre las vanables obervadas v los imngresos, U
camente el tuturo segmmiento de esta cohorie de

—
COICIg

pacientes pernmtiea Hegar a este tipo de
stones. Tambien debemos sedalar gue las varia

bles de fa acoividad climica solo recogen el niame
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TABLA 3. Unlizacion de servicios sociales y sanitarios de los pacientes incluidos

en PAD durante el periodo de estudio

Frecuencia

Utilizacion de servicios sanitarios por paciente desde
que entraron en el programa ATDOM :

Nimero de dias en residencias geridtricas

0 centros socio sanitarios

Numero de Ingresos hospitalarios

Numero de Visitas a urgencias

Intensidad de visitas a domicilio bor paciente

de los servicios sanitarios desde que entraron

en el programa ATDOM

Numero de visitas de:
Trabajadora social
Médico responsable

Otro médico del centro
Enfermera responsable
Otra enfermera del centro
Médicos(en conjunto)
Enfermeras(en conjunto)

Realizacion de Visitas de otros servicios sanitarios
desde que entraron en el PAD

NUmero de visitas del:

PADES

061

Servicios sanitarios privados

Servicios de hospitalizacion a domicilio
Atencion continuada

Hospital de Dia

Rehabilitacién a Domicilio

Servicios de atencion personal de caracter social
desde que entraron en el programa ATDOM:
Servicio de ayuda a domicilio

Tele asistencia

Comidas a domicilio

Voluntarios

Centro de dia

ro de visitas, y no las mtervenciones especificas
que se realizan en cada una de ellas. Desconoce-
mos si una descripcion mas derallada de esra ac-
tuacion profesional hubiera podido reconocer ac-
tividades relacionadas con los ingresos.

Media Desv. tip.

1,5 9,7
0,3 0,8
0,5 ALl
0,2 0,6
2,3 2,8
0,4 L
5,4 8,0
0,8 2,7
2,7 3,2
6,2 9,4

31 2,9
146 13,7
76 7.1
4 0,4
121 11,3
22 2
103 9,6
401 37,5
88 8,2
10 0,9
14 1,3
15 1,4

Todos los estudios senalan que las mujeres son
mas consumidoras de servicios de atencion pri-
maria, mientras que los hombres lo son de aten-
cion hospitalaria. Se interpreta como que las mu-

jeres son mas partidarias de las actividades
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TABLA 4. Tabla 4: Variables asociadas con el ingreso hospitalario de los pacientes incluidos

en PAD! de los EAP segun el analisis multivariante (Modelo Poisson). Valorado por ingresos/dia

Categorias

Sexo Hombre 1,5581
Mujer 1

Ulceras Grado 304 2,2233
Otros A
Comorbilidad 0-1 1

=2 2,2971

061 Si 1,6632
No il

Salud Fisica SF-12 0,983

preventivas, mientras que los hombres, menos
propensos al autocuidado, anicamente acuden a
los servicios sanitarios cuando se encuentran real-
mente mal. Lo hacen en urgencias y acaban in-
gresando (10). Curiosamente los datos muestran
que la misma regla es valida para los pacientes
incluidos en PAD, con independencia de su nivel
de patologia. Existen mds mujeres en programa,
pero son los hombres quienes mas ingresan en los
hospitales. Desconocemos si esta observacion es
debida a las inequidades del sistema sanitario an-
te el género (11) o a las diferencias en el tipo de
patologias que presentan.

Parece logico que la comorbilidad sea el factor
mads asociado al ingreso hospitalario en un centro
de agudos. Otros autores comentan que efectia-
mente este es el principal motivo de ingreso en
pacientes ancianos (7,8,12). Conocemos que un
seguimiento mas estrecho de pacientes cronicos
ambulatorios con patologias como EPOC o dia-
betes reduce las hospitalizaciones (13), sera inte-
resante analizar en un futuro si lo mismo e¢s cier-
to en pacientes atendidos en PAD.

Como otros autores (14) encontramos que las
tlceras por presion se relacionan en nuestro en-
tono con ingresos. Seria candido pensar que un
mayor cuidado en la prevencion y tratamiento
de las ulceras reduciria los ingresos hospitala:
rios, ya que raramente las ulceras por decubito
justifican un ingreso. kn este caso, considera-
mos que las tleeras no son mas ue una expre-

Intervalo '&é Confianza (95%) '

"RR. :
Inferior Superior, P-value
1,2193 1,991 0,0004
1,0947 4,5156 0,0491
<0,0001

1,7641 2,9911

1,2834 2,1554 0,0002
0,9664 0,9999 0,0462

sion de la severidad de la patologia y del dete-
rioro funcional del paciente.

Otra forma de explicar que la morbilidad se
relaciona con el ingreso es observar que este se
vincula a la percepcion de una deficiente salud
fisica. Otros autores corroboran esta asociacion
(15). Seguramente esta percepcion de pérdida de
salud motiva la demanda de este tipo de servi-
cios. Justamente la demanda explica también, o
puede explicar, que ingresen mas los que lo han
intentado con anterioridad. Otros autores (12)
también hallan que una hospitalizacion previa,
intimamente ligada a las visitas a urgencias, era
un factor explicativo de los ingresos. Esta obser-
vacion seguramente justifica que los programas
de gestion de casos (Community Matrons o ges-
toras de casos en el Reino Unido) (16) prioricen
la inclusion de pacientes con hospitalizaciones
previas o repetidas visitas a urgencias.

Otros autores hallan que el estado funcional
(15) del paciente o la dependencia para las activi-
dades de la vida diaria (17) estan relacionados
con la hospitalizacion. Seguramente el limitado
numero de camas de larga estancia que existe en
nuestro pats explica que factores ajenos a la pa-
tologia se asocien a los ingresos.

El estudio muestra que los pacientes incluidos
en los PAD de los EAP ingresan basicamente en
hospitales de agudos. Esta situacion se asocia a
las caracteristicas del paciente (sexo masculino.
comorbilidad, ulceras por decubiro, v salud fisica



elg s

Marere Mepicina, 2007 - Vor.18 - N° 4 - 263-273

Gené Badia J., Hidalgo Garcia A,
Contel Segura J. C., et al.

subjetiva) y al patrén de utilizacion de servicios
hospitalarios previos (especialmente a visitas an-
teriores a urgencias). Las variables estudiadas no
han permitido identificar factores ligados a las
caracteristicas sociales del paciente o de los servi-
cios sanitarios y sociales que recibe que estan
asociadas al ingreso. Los datos hacen suponer
que los actuales programas PAD de los EAP pres-
tan una atencion relacionada con la patologia de
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RESUMEN

La antitrombina es el principal anticoagulante hemostatico.
Desde gue el hematdlogo Egeber descubriera en 1965 la pri-
mera deficiencia de antitrombina asociada a un aumento del
riesgo trombético, numerosos trabajos han identificado fami-
lias con deficiencia de antitrombina asociada a una significa-
tiva incidencia de trombosis venosa. Este trabajo recoge el
estudio de 3 familias trombofilicas espanolas con deficiencia
congénita de antitrombina. En dos identificamos mutaciones
en el gen de la antitrombina no descritas hasta la fecha:
INsT7429-30 y Lys125Arg. En la tercera detectamos una va-
riante, la antitombina Cambridge Il (Ala384Ser) identificada
con elevada frecuencia en poblacién britanica. Valoramos su
frecuencia en poblacion espafola y su papel en el desarrollo
. de trombosis venosa mediante un estudio de asociacion ca-
. so-control en 1018 pacientes de trombosis venosa y 1018
controles. Comprobamos que la antitrombina Cambridge Il es
una alteracion no restringida a poblacién britanica, estando
| presente en el 0.2% de la poblacion espanola pero en un
1.7% de los pacientes con trombosis venosa. Asi, el alelo
mutado incrementd 9.75 veces el riesgo trombatico. Ade-
més, esta mutacion es la principal causa de deficiencia de
| antitrombina en pacientes con trombosis venosa. Finalmente
i destacamos que la antitrombina Cambridge Il Gnicamente
| puede ser detectada por métodos moleculares. Todos estos
resultados aconsejan el estudio de la antitrombina Cambrid-
ge Il en los estudios trombofilicos rutinarios.

! Palabras claves:

| Sistema hemostatico, antitrombina, deficiencia de anti-
i trombina, antitrorbina Cambridge |l, trombosis venosa.
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ABSTRACT

Antithrombin is the most important haemostatic anticoa-
gulant. Since, in 1965 Egeber described the first antith-
rombin deficiency associated with an increase of thrombo-
tic risk, many studies have identified families with
antithrombin deficiency that caused a significantly increa-
se in the risk of venous thrombosis. We studied three th-
rombofilic families with congenital antithrombin deficiency.
In two of them, we identified mutations in antithrombin
gene not described previously: InsT7429-30 and
Lys125Arg. In the third family, we detected a variant, an-
tithrombin Cambridge Il (Ala384Ser) that had a high fre-
quency in British population. We have evaluated the pre-
valence of this mutation in Spanish population, and its
role in venous thrombosis in a case-control study including
1018 patients with venous thrombosis and 1018 healthy
controls. We confirmed that antithrombin Cambridge Il is
not restricted to British population, as we observed this
mutation in 0.2% of Spanish population and in 1.7% of
patients with venous thrombosis. The mutated allele incre-
ased 9.75 fold the risk of venous thrombosis. Moreover,
this mutation was the main cause of antithrombin defi-
ciency among patients with venous thromhbosis. Finally, we
point that this variant can only be detected by molecular
methods. All our data support the study of antithrombin
Cambridge Il in routine thrombophilic tests.

Keywords:
Haemostatic system, antithrombin, antithrombin defi-
ciency, antithrombin Cambridge Il, venous thrombosis.
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INTRODUCCION

La antitrombina (AT) es una glucoproteina de
sintesis hepdtica con peso molecular de 58kDa,
que pertenece a la superfamilia de las serpinas y
se caracteriza, al igual que la mayoria de las ser-
pinas, por su actividad inhibitoria de enzimas
con actividad serin proteasa (de ahi su nombre:
SERin Proteasa INhibitors) (1). La AT es el prin-
cipal anticoagulante endégeno, pues inhibe a la
enzima procoagulante mds importante, la trom-
bina (FIla), y a otras enzimas de la coagulacion
como son los factores Xa, [Xa, Xla y Xlla. La
deficiencia incluso moderada de la molécula au-
menta el riesgo trombético hasta un 50%, y la
deficiencia completa de la proteina esta asociada
con la letalidad embrionaria (2). Por todo ello, la
AT es quizas el principal elemento regulador del
sistema hemostitico con mayor trascendencia
funcional.

En 1965 el hematélogo noruego Olav Egeberg
presenté el primer estudio que asociaba un defec-
to hereditario del control de la coagulacion, pre-
cisamente deficiencia de AT, con la enfermedad
tromboembélica (3). Comprobd que los sujetos
con niveles reducidos de AT (en un rango del 40-
50% respecto a sujetos sanos) desarrollaban epi-
sodios severos y tempranos de trombosis venosa
(3). Asi, la publicacion de Egeberg inicio la trom-
bofilia como un 4drea de investigacion relevante y
como una disciplina clinica importante. La pri-
mera mutacion descrita en el gen de la AT y res-
ponsable de una deficiencia fue en 1983 (4), y
desde entonces mas de 184 mutaciones distintas
han sido identificadas en pacientes con trombosis
venosa, la mayoria en estado heterocigoto (5-7).
Sin embargo, pese a ser un trastorno severo que
aconseja su estudio en situaciones de trombofilia,
su incidencia es muy baja. En la poblacion gene-
ral se estima que 1/1400 (0,07%) sujetos sanos
presenta una deficiencia de AT (8). Por otra par-
te, la incidencia en patologia tromboembolica ve-
nosa tampoco es muy elevada. Aprnxim.;ul;lmcn—
te un 2% de los pacientes con trombaosis venosa
(rango que oscila entre el 1y 8%) tienen déticit
de este anticoagulante (9). Ademas, como ocurre
con otras mutaciones puntuales severas, la mavor
parte de las mutaciones descritas han sido ident
ficadas en una sola familia, v son raros los casos
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en los que se identifica la misma alteracion en su-
jetos no relacionados.

La identificaciéon de nuevas mutaciones en el
gen de la AT puede ayudar a conocer nuevos as-
pectos funcionales y estructurales del principal
anticoagulante del sistema hemostdtico. Por ello,
el objetivo de nuestro trabajo fue estudiar la base
molecular de la deficiencia de AT en 3 familias
trombofilicas espafiolas.

MATERIAL Y METODOS
Pacientes y analisis de trombofilia

1.Familias con deficiencia de Antitrombina.
Tres familias trombofilicas espafnolas fueron
estudiadas por presentar factores de riesgo
trombotico.

Familia 1: Es una familia con una clara eviden-
cia de historia trombofilica familiar (4 anteceso-
res desarrollaron evento trombético antes de los
70 anos). El propositus fue un varén de 57 afos
de edad con hipercolesterolemia como tnico fac-
tor de riesgo, que tras sufrir un severo dolor ab-
dominal se le realizaron las pruebas radiologicas
correspondientes. El estudio mediante tomografia
computarizada reveld una trombosis de la vena
mesentérica superior. Ante esto se le instauré un
tratamiento anticoagulante (acenocumarol
3mg/dia) durante 9 meses. Sin embargo, la rerira-
da del tratamiento provoco un nuevo dolor ab-
dominal en ¢l paciente, y aunque no se pudo ob-
jetivar un nuevo episodio de trombosis se le
establecié un tratamiento anticoagulante oral in-
definido.

Familia 2: Se trata de una extensa famiha cau-
casiana con una elevada incidencia de episodios
trombaoricos (10 de los 33 miembros sufrieron al-
gun evento trombotico). El propositus fue una
mujer de 29 anos que desarrollé un episodio de
trombosis venosa profunda a los 20 anos de edad
asociado a cirugia v al consumo de anticoncepr
vos orales.

Famihia 3: Estudiamos una tanmulia trombotilica
en la que el propositus, un varon de 45 anos sin
ningun factor de riesgo trombotico venoso o at
tertal conocido, presento un episodio agudo de
aplasia v hemiplejta del brazo y pierna derecha.
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El estudio mediante resonancia magnética y to-
mografia computerizada de la cabeza, revel6 un
infarto en el territorio de la arteria cerebral ante-
rior derecha. Ademads, el paciente mostré elevada
fiebre (38-39°C) que cursé con una broncopul-
monia bilateral. El estudio mediante eco-doppler
de los vasos del cuello y angiografia por tomo-
grafia computerizada mostré la presencia de un
trombo en la arteria carétida interna izquierda
causando una obstruccién de la luz arterial de
mas del 70%.

Analisis de trombofilia: En las 3 familias se rea-
lizé un estudio trombofilico familiar que incluyé
la determinacién de anticuerpos anti-fosfolipidos,
proteina C, proteina S, deficiencia de AT, niveles
de fibrinégeno, FVIII y homocisteina en plasma y
resistencia a la proteina C activada. Evaluamos
los dos polimorfismos protrombdéticos cldsica-
mente reconocidos, FV Leiden (FVL) y protrom-
bina G20210A (PT), y uno recientemente identi-
ficado por nuestro grupo (ZPI, R67X) (10). La
funcionalidad de la AT se determiné por su capa-
cidad de inhibir al FXa, empleando FXa bovino
y substrato cromogénico especifico (S-2765) (Ins-
trumentation Laboratory). Los niveles antigéni-
cos fueron medidos por inmunodifusion (Lau-
rell). El analisis genético implicé la amplificacion
mediante PCR de los 7 exones de la AT, su purifi-
cacién en gel de agarosa al 1,5% y posterior se-
cuenciacién (ABI prism Big Dye con el kit de se-
cuenciaciéon 377), usando los dos primers
empleados en la amplificacion. El estudio confor-
macional de la AT fue evaluado por métodos
electroforéticos siguiendo las indicaciones previa-
mente publicadas por nuestro grupo (11). Final-
mente usamos la técnica de inmunoelectroforesis
cruzada para determinar la presencia de AT con
baja afinidad por heparina.

2. Estudio caso-control. La pevalencia de la AT
Cambridge [l fue evaluada en un estudio ca-
so-control que incluyé 1018 pacientes conse-
cutivos con al menos un episodio confirmado
de tromboembolismo venoso antes de los 75
anos y 1018 controles sin historial trombati-
co, de las mismas zonas y sexo, y similar
edad que los pacientes. Las muestras proce-
dieron de 4 hospitales espanoles: Hospital
General Universitario (Murcia), Hospital de
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la Santa Creu i Sant Pau (Barcelona), Hospi-
tal Clinico Universitario (Salamanca) y Clini-
ca Universitaria de Navarra (Pamplona). El
estudio genético de la AT Cambridge II impli-
c6 amplificacion del exon 6 de la AT median-
te PCR. La identificacién de la mutacion cau-
sante de la AT Cambridge (Ala384Ser) se
realizd mediante una PCR de alelo especifico
seguido de andlisis de restriccion (PCR-ASRA)
con la enzima Pvu II (New England Biolabs,
Hitchin,England). Los casos positivos los con-
firmamos mediante secuenciacion (ABI prism
Big Dye con el kit de secuenciacién 377).

Estudio funcional de la AT Cambridge II: Plas-
ma citratado de 20 portadores de la AT Cambrid-
ge II (16 en heterocigosis y 4 en homocigosis), y
de 17 controles sin la mutacién se emplearon pa-
ra realizar los estudios funcionales. Ademads de
determinar la actividad Anti-FXa de la AT, se
analizé la actividad Anti-Ila empleando trombina
bovina y sustrato cromogénico especifico (Ethyl-
malonyl-S-Pro-Arg-pNA. AcOH-CBS 61.50)
(STA Antithrombin, Diagnostica Stago). Para la
realizacion de estos ensayos funcionales emplea-
mos dos tipos de heparinas: heparina no fraccio-
nada y heparina de bajo peso molecular (bemipa-
rina), ambas cedidas por los Laboratorios Rovi
S.A. Los niveles antigénicos fueron medidos por
inmunodifusién (Laurell).

Los resultados fueron expresados como porcen-
taje con respecto a un pool de plasma de 100
controles sanos.

Andlisis estadistico: Las variables continuas las
expresamos como media + desviacion estandar.
La comparaciéon de medias absolutas entre los 2
grupos se realiz6 mediante las pruebas de t de
Student no apareada o el test de chi-cuadrado. El
test chi-cuadrado se empled para realizar un ana-
lisis estadistico univariable. El calculo de la odds
ratio (OR) para el estudio caso control se realizo
por el software Epilnfo (Centro de control de en-
fermedades, Atlanta, Georgia, USA). Diferencias
con valores de p >0.05 las hemos considerado es-
tadisticamente significativas.

Todos los sujetos incluidos en el estudio, miem-
bros de las familias portadoras de deficiencia de
AT y pacientes del estudio caso-control, dieron
su consentimiento informado para entrar en el
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estudio, de acuerdo a la declaracion de Helsinki
de 1975, modificada en 1983.

RESULTADOS
1. Identificaciéon de la base molecular de las defi-
ciencias de AT en las familias trombofilicas.

Familia 1. Identificamos 2 alteraciones pro-
tromboticas en esta familia: FVL y deficiencia
congénita de AT tipo 1. Tres miembros de una ra-
ma de la familia portaron FVL y 4 familiares de
otra rama presentaron deficiencia congénita de
AT, entre los que se encontrd el propositus como
muestra la figura 1A. El analisis genético revel6
una mutacioén en heterocigosis en el exén 4 de la
AT que consiste en la insercion de una timina en
posicion aminoacidica 7429-30 (Figura 1B). Esta
mutacion causé un cambio en la fase de lectura

Vor.18 - N° 4 - 274-283
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provocando la aparicién de un coddn stop pre-
maturo en posicion 240. Este resultado justifica
la deficiencia tipo I que detectamos en los porta-
dores (38,3% de nivel antigénico y 41,5% de ac-
tividad funcional) (Figura 1C).

Familia 2. Identificamos 3 alteraciones genéti-
cas protrombdticas: FVL, PT y deficiencia de AT.
Destacamos que 11 miembros de la familia por-
taban dos factores de riesgo genético (3 PT+/-&
FVL+/-, 7 PT+/- & deficiencia AT +/- y 1PT +/+)
y 2 pacientes (I-6, I-8) portaron los tres factores
(Figura 2A). Desde el punto de vista clinico la co-
existencia de factores de riesgo se asocié con ma-
yor incidencia de episodios trombdticos, menor
edad de aparicion de la primera trombosis y ma-
yor indice de recurrencia (Figura 2B).

El estudio genético de la AT mostré una muta-
cion puntual en heterocigosis localizada en el
exon 3a (g.5904 A>G, c.546 A>G) responsable

| 5 ) |
Ins T 7429-30 Exon4
| O W O 0 |
Edad (1''T) 75(45) 78(68) 80 (66) 81 (65) 83
| Trombosis No TVP 1AM No
Recurrencia  No Nn \o No Si(5) No
Anti-FXa (%) 124 102 132 119 ND 105
© oo O 0
! Edad (1°T) 39 65  58(57) 53 i [
Trombosis  No No TVM No No
Recurrencia  No No (x4 No No Alelo normal
Anti-FXa 117 ND 46 114 116 we tac asg get gl gga gag
AT Ag(%) 102 ND 47 121 110 Phe Tyr Lys Ala Asp Gly Glu
| _l 136 137 138 139 140 141 142
. ‘ ﬁ o Alslo mutado
) t_:! e tta caa gge . e lgR

Edad (1''T) 19 23 1N M
Trombosis No No No No
Recurrencia  No No No No
| Antl-FXa 31 100 %1 28
AT Ag (%) 28 102 % M

Edad (1*1) 2
Trombosis  Ne
Recurrencia No
Anti-FXa 61
G FV Leiden en heterocigosis ATAR() 47

I:l Deficiencia de AT en heteracigosis

TVP: Trombosis venosa profunda; TVM: Trombosis Venosa Mesentérica, ECV:
Enfermedad cerebrovascular; IAM: Infarto agudo de miocardio, Anth-FXa. Actividad

anti-FXa; AT -Ag: Niveles de antitrombina circulante; ND: No determinado

Phe Leu Gin Gly ...... . Stop
136 137 138 139 ........oiinneen 240

0) w

" AmF

Antitrombsina (% )
2 8

Fig. 1. A) Familia 1. Pedigri de la familia trombofilica espanola estudiada con propositus identiiicado con una flecha. Se indica

el tipo y localizacion del evento trombatico, recurrencia y niveles antigénicos y funcionates de AT Los simbolos representan los
factores de riesgo genético identificados. B) Analisis de secuencia del exon 4 de [a AT del urnpomz:-_\;, mostrando la insarcion
de una Timina en posicién 7429-30, que causa la apancion de un codon stop prematuro en posicion 240, C) Valores

funcionales y antigénicos de la AT en miembros de la familia agrupados por genotipo Inst 7429 30
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‘ == — I — — .
i A) [Z} ®/ A) Lys125Arg
i 53 ¥ 0 35650 Lysi2sivg
\
Generacidn I- 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 \
Edad (1 Tromb) 52(36) 55(54) 52(32) ND 49 45(25) 19(19) 41(23) 38 36 'i
Trombosis EP TVP TVP ND No TVPF EP TVP No No
Recurrencia Si No No ND No Si ND Si No No |
] I ! |
; |
|
Generacién II- 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 15 26 27 3 29 0 031 2 0B |
Toibed | Er VAR % Lr N6 N Ne b Ne % S W BN S e R - 2 | Al Dot Alele g |
2 No 2 No No No No No 2 No Ne No > No 2 No No ? 7 | gec-ana-cig gcc-aga-clg i
] Recurrencia No No No No No No No No No No No No No No No No No No No No No No No
m | m ‘ Ala-Lys-Leu Ala-Arg-Leu !
| i C) AT con alta afinidad por heparina
|
|

@ FVL en heterocigosis O PT 20210A en beterocigosis D PT 20210A en homocigosis [} AT Lys125Arg en heterocigosis ? Aborto ﬁ Fallecido

Cirg: Cirugia; EP: Embolismo pulmonar; TVP: Trombosis venosa profunda; ECV: Enfermedad cercbrovascular; Emb: Embarazo

Puerp: Puerperio; AO: Anticonceptivos orales; SCT: Sindrome de la clase turistica; ND: No determinado; AT-Ag: Niveles antigénicos de antitrombina, { | Lysﬂ-‘ys e :
| | 1
|
| \
B) |
120, | -
£ | 100 &, 12 ‘ E
f ‘ il e Lys/Arg |
E E | 2 £yl ‘
] 5| E .
£ v
s < 5 W ‘
& 133 § H . n | i AT con baja afinidad por heparina ;
§ ° = ] | [} [ [“'r"; L i — R |
= ol ) ol .
0 2 3 J 2 J b ! 2 1 Fig. 3. Familia 2. A) Mutacion identificada en el exén 3a del gen de la AT. B) Residuos involucrados en el dominio de unién a

1 de factores da riesgo

N* de factzres do riesgo

N* ds tactores de rlesgo |

Fig. 2. A) Familia 2. Pedigri de la segunda familia trombofilica estudiada con el propositus identificado con una flecha. Tipo y
localizacion de evento trombdético, recurrencia, otros factores de riesgo y niveles antigénicos y funcionales de la AT son
indicados. Los simbolos hacen referencia a los factores de riesgo identificados en esta familia. B) Consecuencias clinicas de la
coexistencia de factores genéticos de riesgo: Incidencia de trombosis, edad de aparicion de 12 trombosis y recurrencia.

heparina de la AT. Identificamos el residuo afectado por la mutacion Lys125Arg. C) Inmunoelectroforesis cruzada del plasma

del paciente |-6.

i
| Ala Ala/Ser Ser
| A QD lZ] B 383 384 85 |
i Edad 82 80 S o T !
; Trombosls  T&ACY No cT b G G T f
_ _ _ - ] . ) Anti-Xa (%) 100 ND i '
del cambio aminoacidico Lys125Arg (Figura 3A) heterocigosis localizada en el exén 6 (g.1246 | i LU s i i
que a pesar de afectar al sitio de unién a hepari- G>T) responsable del cambio aminoacidico B
na (caracteristico de deficiencias tipo 1I) (Figura Ala384Ser (Figura 4B). Esta mutacion correspon- d lfl \[i é (5 ‘ A
. . = : i . . ; o : . Edad A ‘ ) ) |
3B) produjo una deficiencia tipo 1 (58.6% de ni- de a la AT Cambridge II, que confirmamos por | Tl Np  Ma AV N Ty [\ / ; f
vel antigénico vy 59.5% de acrividad funcional). PCR-ASR (Figura 4C). Cuatro miembros de las 3 | ALpl oo TR B S B B PRUSRTS

De hecho, el estudio de AT plasmdtica mediante
inmunoclectroforesis cruzada no reveld aumento

generaciones estudiadas de esta familia mostra-
ron la misma mutacion, todos ellos en heteroci-

TR,

de la forma con baja afinidad por heparina (Fi- gosis. Edad 15 14 C) - -
YL 2 P oAl i PRI " Trombosis No No WL
U T ’_ b (8]} u]llmu destacar que los andlisis electrofore- Anti-Xa (%) 104.5 105.2 :
Familia 3. Identificamos una familia trombofili- ticos no revelaron conformaciones anormales de aADY e e W «—288bp

ca cuyos anahsis bioquimicos fueron normales, y
las pruebas de trombofilia negarivas, excepto una
hgera deficiencia funcional (80.4%) y antigénica
de la A (87.9%). La severa clinica y la historia
familiar de trombosis (Figura 4A) jusrifico la se

ta AT en ninguna de las 3 familias estudiadas.

2. Papel trombético de la AT Cambridge II. La
mutacion puntual afectd a un residuo alanina
conservado en la familia de las serpinas, locali-

T: Trombollebitis; ACV: Accidente cardiovascular; TVP: Trombosis
venosa profunda; Anti-FXa: Actividad anti-FXno; AT-Ag: Niveles de
antitrombina circulante; ND: No determinado.

"l}'!,y 4.—..]75 bp

<—112bp

cuencia de todas las regiones codificantes y regio

zado en una region estructuralmente relevante
nes fHlanqueantes del gen de la AT, cuyos resulta-

en el mecanismo de accion inhibitoria de las
serpinas: residuo P10 del centro reactivo, justo

Fig. 4. A) Familia 3. Arbol genealdgico de la familia estudiada con el propositus identificado con una flecha. Los portadores de
la mutacion Cambridge Il se muestran con el simbolo relleno. B) Identificacion de la mutacion A384S en la secuencia del gen
de la AT. C) Identificacion mediante PCR-ASRA con Pvu Il de la AT Cambridge Il

dos re Vi f.(‘su.'l una unica mutacion puli[l,l;ll cn
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P10
Ala384Ser

AT Cambridge 1I

i ']

Fig. 5. Localizacion de la AT Cambridge Il (A384S) en la
estructura tridimensional de la AT,

en la bisagra proximal (Figura 5). Esta mura-

cion fue detectada dnicamente en 2 controles

(0.2%): 2 mujeres de 31 v 42 afos no relacio-

nadas. En contraste, la mutacion se presentd

en 17 pacientes (1,7%) de trombosis venosa.

En todos los casos la mutacion fue identificada

en estado heterocigoto. Estos resultados indi-

can que la AT Cambridge aumenta el riesgo
trombotico hasta 8§ veces (p= 0.001; 95% CI:
1,9-54,2). Andahisis mulcivariante determind
que la AT Cambridge 11 es un factor genético

de riesgo trombotico independiente (p= 0.002;

OR=9.75;95% Cl: 2.2-42.5).

Efecto funcional de la AT Cambridge II. Eva-
luamos las consecuencias funcionales de esta mu-
tacton en 37 sujetos, 17 controles y 20 portadores
de la mutacion Ala384Ser (16 en heterocigosis y 4
en homacigosis). Los niveles antigénicos y funcio-
nales anti-Xa (en presencia de heparina no frac-
cionada y heparina de bajo peso molecular, bemi-
estuvieron dentro del rango de la
normahdad en portadores y controles, y s6lo en-

parina

contramos diferencias significativas cuando com-
paramos niveles de actividad anti-Xa, en presen
cia de heparina no fraccionada, de controles y de
portadores homoc igotas (100.2+4.3% vs.
91.7£10.5% 0.016), La acti-

fta en presencia de hr;v;mn.u neo frac

Fespectivamente p=
";(i(lfi aAriti
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cionada estuvo ligera pero significativamente re-
ducida en portadores, (79,3+7.8%; rango 66,9-
90,8%) frente a los controles (100,0+7,9%; ran-
go 87,5-118,0%); p< 0,001. Adicionalmente,
observamos un significativo efecto gen-dosis en
este parametro. Asi, la actividad anti Ila en por-
tadores heterocigotos en presencia de heparina
no fraccionada fue del 81,8+6,6 % (rango 70,6-
90.8%) mientras que en homocigotos fue del
69,5+2.4% (rango 66,9-72,6%); p= 0,002. La
actividad anti Ila, en presencia de heparina de
bajo peso molecular también estuvo reducida sig-
nificativamente en portadores frente a los contro-
les (90,1+9,5%, rango 73,4-107,6% vs.
100,6+7,5%, rango 84,9-113,2; p> 0,001) y en-
contramos diferencias significativas entre hetero-
cigotos y homocigotos (92.4+9.1%, rango 73.4-
107,6% vs. 81,0+3,6%, rango 76,5-85,1%; p=
0,027).

DISCUSION

La trombosis venosa es una enfermedad de
gran relevancia en nuestra sociedad debido a su
elevada incidencia, superior a 1 caso por cada
1000 habitantes y por aiio y debido a su elevada
morbimortalidad (12). Esta situacién justifica la
busqueda de nuevos factores genéticos que sean
capaces de incrementar el riesgo trombético. Este
estudio podria ayudar a definir nuevos marcado-
res tromboticos que afectaran a relevantes protei-
nas hemostdticas como la AT, permitiendo definir
diagnadsticos y tratamientos terapéuticos mas pre-
CISOS Y Seguros.

La localizacion mas frecuente de la trombosis
es el sistema venoso profundo, sin embargo exis-
ten otros lugares diana de trombosis de gran rele-
vancia debido a su severidad, como puede ser
trombosis de venas mesentéricas. Aunque la
trombosis de venas mesentérica es infrecuente,
son sitios caracteristicos de trombosis en sujetos
con deficiencia de AT. Asi entre un 8,3% y un
10,4% de pacientes sintomaticos con deficiencia
de AT sufren trombosis de la vena mesentérica
superior (13). Nosotros identificamos un nuevo
caso de trombosis de la vena mesentérica supe-
ror asociado con deficiencia congénita de AT. La
insercion de un anico nucleorido, timina en posi-
c1on nucleotidica 7429-30 no descrita previamen-

~
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te (5), en estado heterocigoto causé un cambio en
la fase de lectura y la aparicion de un codén stop
prematuro en posicién 240. Este caso muestra si-
militud con otro paciente con deficiencia congé-
nita de AT (insT7384 que causa aparicién de un
coddn stop prematuro en posicion 232) que de-
sarrollé un episodio de trombosis de la vena me-
sentérica superior (14). Ademas, los unicos tres
casos de trombosis de la vena mesentérica supe-
rior asociados a una deficiencia genética de AT
encontrados en la literatura se asocian con la
aparicién de un codén stop prematuro en posi-
ciones: 240,232 y 365 (14,15). Finalmente, en
todos los casos de trombosis de la vena mesenté-
rica superior asociados a una deficiencia congéni-
ta de AT, ésta fue tipo I (clinicamente mds seve-
ra). Esto apoya que un elevado riesgo trombético
o un estado hipercoagulable muy severo es nece-
sario para desarrollar trombosis mesentérica. Por
tanto, debido a la gravedad clinica de la trombo-
sis mesentérica y a que un 10% de pacientes con
deficiencia de AT tienen trombosis de la vena me-
sentérica superior, sugerimos que ante los prime-
ros sintomas clinicos de esta enfermedad en pa-
cientes con deficiencia de AT se le deberian
realizar inmediatamente las pruebas diagnosticas
de trombosis mesentérica.

Actualmente se sabe que, la trombosis venosa
es una enfermedad poligénica y multifactorial, re-
sultado de la interaccion de factores de riesgo ge-
néticos y ambientales. Por ello, la coexistencia de
factores de riesgo supone un aumento significati-
vo del riesgo trombético (16). El estudio de fami-
lias en las que coexistan factores de riesgo genéti-
co, aunque sean infrecuentes, ayuda a definir el
papel de cada alteracion genética, asi como la re-
levancia de su interaccion. Son raros los casos en
los que se combina algtn factor de riesgo a una
deficiencia de AT sin embargo, nosotros identifi-
camos una familia trombofilica en la que ademas
de identificar una nueva mutacion en el gen de la
AT (Lys125Arg), no incluida en ninguna base dc_
datos de mutaciones de AT (Imperial College of
London; OMIM; HGMD) (6,7) o de serpinas
(17), detectamos su coexistencia con otras 2 alte-
raciones protromboticas: FVL y PT. A pesar de
que la mutacion detectada en la AT atecta a un
residuo de unién a heparina, los portadores no
tuvieron un déficit tipo 1l de la molécula, smo
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un tipo I severo. Este efecto puede explicarse
por la relevancia estructural del residuo afecta-
do. Destacamos que la AT, al igual que el resto
de las serpinas, se caracteriza por una enorme
flexibilidad estructural, crucial para el correcto
desarrollo de su funcién anticoagulante. Sin em-
bargo, dicha propiedad la hace especialmente
sensible a diferentes factores (genéticos y am-
bientales) que puedan afectar a su estructura y a
su funcionalidad (18). De esta manera, la muta-
cion del residuo Lys125, aminodcido altamente
conservado, podria impedir interacciones con
otros residuos de la molécula ocasionando la
disrupcion de la hélice D, que comprometeria la
organizacion estructural de la molécula comple-
ta, resultando una molécula no secretada. Esta
es una situacion similar a lo descrito para la mu-
tacion, Leul26Pro, que afecta al residuo adya-
cente (19). Clinicamente, nuestros resultados
confirman que la acumulacién de factores genéti-
cos incrementa de forma sinérgica el riesgo trom-
botico, en incidencia, severidad y recurrencia. Es-
to apoya que pacientes con acumulaciéon de
factores de riesgo trombético deben recibir una
profilaxis antitrombdética mds intensa ya que la
terapia convencional puede resultar ineficaz.
Finalmente los resultados mds interesantes son
los obtenidos del estudio de la AT Cambridge II.
Demostramos que la AT Cambridge 11 no es ex-
clusiva de poblacién britanica. Nuestros resulta-
dos confirman que la mutacion estd presente en
el 0,2% de la poblacién espafiola sana, un por-
centaje idéntico al de la poblacién britdnica, v en
el 1,7% de pacientes con trombosis venosa. Estos
datos apoyarian que la mutacion responsable de
la AT Cambridge 11 se comportada de manera in-
termedia entre un polimorfismo (como el FVIL,
con alta prevalencia en la poblacion) v una muta-
cion (infrecuente, pero con elevo riesgo trombati-
co). La trascendencia clinica de esta alteracion
que per se es importante, tiene mas trascendencia
con los estudios funcionales, ya que indican que
esta mutacion pasaria desapercibida con el em-
pleo de los sistemas clasicos de diagnostico de de-
ficiencia de AT. Ast, los niveles antigénicos v fun
cionales anti-Xa de portadores fueron normales.
El unico dato funcional que hacia suponer que
esta alteracion causase una deficiencia de AT era
una reducida actividad anti-lla. El cambio
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A384S, que afecta al residuo P10, es responsable
mediante maltiples mecanismos alostéricos, de
que la forma variante se comporte como subs-
trato del FXa y especialmente de la trombina,
particularmente en presencia de heparina no
fraccionada. Asi, en presencia de heparina, los
portadores de esta alteracién tenian una capaci-
dad de inhibicién del FXa y trombina 3 y 7 ve-
ces menor, respectivamente, que la forma nativa
no mutada, confirmando los datos de un estudio
previo (20).

Estos resultados sugieren evaluar con precau-
cion los estudios de trombofilia obtenidos de sis-
temas cldsicos, usados rutinariamente en clinica
para diagnosticar la deficiencia de AT (medida de
niveles antigénicos y actividad anti-FXa), pues la
AT Cambridge Il pasaria desapercibida. Final-
mente destacamos que esta mutacion es de gran
relevancia en estudios de trombofilia ya que, el
porcentaje de pacientes con deficiencia de AT de-
bidas a esta alteracion es igual al conjunto del
resto de deficiencias de AT.
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disticamente significativas entre los pacientes con y sin
DFF, si bien, a mitad de tratamiento, fue ligeramente su-
perior en el grupo sin DFF (57% vs 43%, p>0.05).

El nivel basal de Hb reticulocitaria se correlaciond con el
grado de respuesta global a las 12 semanas de finalizar el
tratamiento. Asi, el 79% de los pacientes respondedores
tenian una Hb reticulocitaria inicial >36-5 pg, mientras
que este porcentaje bajo al 30% en los no respondedores
(p = 0.024).

En resumen, la Hb reticulocitaria es un método sensible y
preciso para detectar DFF en pacientes con HM bajo tra-
tamiento con AREs. Ademas, un nivel elevado de Hb reti-
culocitaria bhasal es un parametro que se asocia con res-
puesta favorable al tratamiento.

Palabras clave:
Anemia, hemopatias malignas, déficit funcional de hierro,
AREs.
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respectively. FID was detected in 17% of the patients. The
response rate was not statistical significant different betwe-
en patients with and without FID, although it was slightly su-
perior in the group without FID (57% vs. 43%, p>0.05).
Seventy nine percent of patients with a favorable response
at twelve weeks showed an initial RH >36-5 pg, while this
percentage was only 30% in patients who did not respond
(p=0.024).

In conclusion, RH is a sensitive and specific method to de-
tect FID in patients with HM who are treated with ERAs.
Furthermore, the high level of RH at the baseline is a pre-
dictor of favorable response of treatment, in these pa-
tients.

Key words:
Anemia, hematological malignancies, functional iron defi-
ciency, ERAs.

RESUMEN

Los agentes estimulantes del Receptor de la Eritropoyetina
(AREs) se usan en el tratamiento de la anemia de hemo-
patias malignas (HM). Sin embargo, la tasa de respuestas
es variable por diversos factores como el déficit funcional
de hierro (DFF). El nivel de hemoglobina (Hb) reticulocita-
ria es un parametro facil de obtener que ha mostrado su
utilidad en el diagndstico del DFF.

El objetivo de este estudio fue identificar qué pacientes con
HM tratados con AREs presentan DFF y si la Hb reticulocita-
ria predice la respuesta hemoglobinica en estos enfermos.
Se incluyeron 42 pacientes con diagnostico de Mieloma
Multiple (n=17), Linfoma no Hodgkin (n=14), Linfoma
de Hodgkin (n=3), Leucemia Linfatica Cronica (n=4), Sin-
drome Mielodisplasico (n=2), Leucemia Linfoblastica Agu-
da (n=1) y Leucemia Mieloblastica Aguda (n=1). Veinti-
cinco fueron tratados con Epoetina-beta, diez y seis con
Darbepoetina y uno con Epoetina alfa.

La respuesta fue favorable en el 28%, 53% y 58% de los
pacientes a las 3, 6 y 12 semanas de tratamiento, res-
pectivamente. Se detectd DFF en el 17% de los pacien-
tes. En cuanto a la respuesta, no hubo diferencias esta-

»

ABSTRACT

The Erythropoietin-Receptor stimulating Agents (ERAs) are
indicated in the supportive treatment of the anemia in he-
matological malignancies (HM). However, the response ra-
te is variable due to factors such as the functional iron de-
ficiency (FID). The level of the reticulocyte hemoglobin
(RHb) is an easy-to-obtain parameter very useful for the
diagnostic of the FID.

The purpose of this study was to evaluate which patients
with HM treated with ERAs present FID. In addition, we
tried to asses if the level of RH predicts the response in
these patients.

We included 42 patients with the following diagnostics:
Multiple Myeloma (n= 17), Non Hodgkin Lymphoma
(n=14), Hodgkin Lymphoma (n=3), Chronic lymphocytic
Leukemia (n=4), Myelodisplastic syndrome (n=2), Acute
lymphoblastic Leukemia (n=1), and Acute mieloblastic
Leukemia (n=1). Twenty five of them were treated with
Epoetin beta, sixteen with darbepoetin alfa and one with
Epoetin alfa at standard doses.

The response was favorable in 28%, 53% and 58% of pa-
tients at the third, sixth and twelfth week of the treatment,

b

INTRODUCCION

La anemia es una complicacion frecuente en
pacientes con neoplasias hematoldgicas que tiene
notables repercusiones en la calidad de vida, ya
que provoca astenia, fatiga y debilidad (1). Algo
mds del 50% de los pacientes con linfoma, leuce-
mia o mieloma tienen cierto grado de anemia
(hemoglobina -Hb <12 g/dL) en algin momento
de su evolucién (2;3) porcentaje que supera el
80% en el caso de los sindromes miclodisplasi-
cos.(4) La etiologia de la anemia en estas enfer-
medades es multifactorial, ya que la producciony
destruccion de hematies se ve afectada entre otras
anomalias por la proliferacion del proceso clonal
subyacente, los fendmenos apoptoticos que se ge-
neran en los progenitores eritroides normales y la
deficiente produccién de eritropoyetina (EPO)
endégena respecto al nivel de Hb que tiene el pa-
ciente (produccion inadecuada de EPO). Otros
factores que pueden estar involucrados son el tra-
tamiento con quimioterapia, la expansion del vo-
lumen plasmatico y la presencia de fenomenos
hemoliticos o deficitarios (5-7).

produccion de EPO endégena de forma inapro-
piada para el nivel de Hb es un fenémeno muy
frecuente en pacientes con cdncer y en especial en
sindromes linfoproliferativos, debido a tres facto-
res principales: produccion de IL-1, produccién
de TNF-alfa y lesion renal (Ej. en mieloma multi-
ple) (8-10). Todo ello hace que la utilizacion de
agentes estimulantes del receptor de la eritropo-
yetina (AREs) sea muy eficaz en el tratamiento de
soporte de la anemia asociada al cancer. En las
hemopatias malignas hay cuatro entidades en las
que los AREs tiene aprobada la indicacién: mie-
loma multiple (MM), linfoma no Hodgkin
(LNH), leucemia linfoide cronica (LLC) y sindro-
mes mielodisplasicos (SMD). Dicha indicacion se
basa en la eficacia de estos compuestos para co-
rregir la anemia de estas entidades, que se sitia
en torno al 25% en SMD vy al 60% de mielomas
v linfomas. (11:12) No obstante, ello supone que
cerca del 50% de estos pacientes pueden recibir
tratamiento sin obtener ningun beneficio. Esto
supone un elevado coste y la exposicion innecesa-
rna a etectos secundarios, asi como la generacion
de sentimientos de frustracion por el incumpli-
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miento de falsas expectativas (6;13). Ha habido
varios intentos para desarrollar sistemas que pue-
dan predecir la respuesta a los AREs en pacientes
con cancer (14:15) pero son imperfectos. Por un

De todos los factores antes mencionados, la
produccién inadecuada de EPO resulta ser el mas
controlable de todos, ya que se dispone de esta
hormona para su administracion exogena. lLa
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lado, no aseguran suficientemente una buena res-
puesta o la falta de la misma, ya que su poder de
prediccion nunca supera el 95% (16). Por otro,
con frecuencia son dificiles de llevar a cabo o son
necesarios estudios posteriores al inicio del trata-
miento. Esto ha estimulado el diseio de nuevas
estrategias que permitan predecir la respuesta en
estos casos.

Cuando se produce una respuesta favorable an-
te un tratamiento por anemia, lo primero que tie-
ne lugar es un aumento de los reticulocitos (crisis
reticulocitaria). Cuando la respuesta es adecuada,
los reticulocitos son ricos en Hb, por lo que un
aumento en la cifra de Hb total debe venir prece-
dido por un aumento de la Hb reticulocitaria. En
cambio, si la respuesta es desfavorable, no hay
crisis reticulocitaria o los reticulocitos carecen de
Hb, por lo que no hay aumento de Hb reticuloci-
taria. Ademads, el segundo supuesto suele deberse
a un déficit funcional de hierro (DFF), en el que
la produccién de progenitores eritroides supera
la capacidad de las reservas para liberar el hierro
acumulado, hecho que puede corregirse facilmen-
te con la administracion de suplementos de hie-
rro. La determinacion de la Hb reticulocitaria es
un parametro objetivo y facil de obtener, ya que
se encuentra incorporado a la mayoria de los
nuevos contadores disponibles en los laborato-
rios de hematimetria actuales.

En este estudio evaluaremos qué pacientes tra-
tados con AREs por anemia asociada a Hemopa-
tias Malignas presentan un DFF y determinare-
mos si el nivel de Hb reticulocitaria predice la
respuesta hemoglobinica en pacientes tratados
con AREs por anemia asociada a neoplasias he-
matologicas.

PACIENTES Y METODOS
Pacientes

El presente estudio fue llevado a cabo en el Ser-
vicio de Hematologia del Hospital Universitario
de Salamanca. Se incluyeron pacientes con diag-
nostico de Hemopatias Malignas que recibieron
tratamiento con (AREs). En todos los casos se ex-
cluyd la posibilidad de que la anemia fuera debida
a otras causas que no fueran la enfermedad de ba-
se o el tratamiento r.;zniminu-r:ipicn de la misma.
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Esquema terapéutico

Todos los pacientes fueron tratados de acuer-
do a las recomendaciones de las guias interna-
cionales de uso de eritropoyetina (17;18). Los
AREs utilizados y sus dosis fueron: Epoetin-be-
ta, 30.000 U.L. una vez por semana, Darbepoe-
tin-alfa, 150 mcg/semana, 300 mcg/2 semanas o
500 mcg/3 semanas y Epoetin-alfa, 10.000 U.L
tres veces por semana. En todos los casos se
procedié a un aumento de dosis a la tercera se-
mana en caso de falta de respuesta. Si a la sexta
semana seguia sin haber respuesta, el tratamien-
to era suspendido y el caso se consider6 un fra-
caso.

Estudios biolégicos y calendario de
determinaciones

A todos los pacientes se les solicité la firma de
un consentimiento informado mediante el cual se
garantizaba su conocimiento del estudio y su
aprobacion para participar en el mismo. La eva-
luacion de los distintos pardmetros se llevo a ca-
bo antes del inicio del tratamiento y a la 1°, 3%, 6
y 127 semanas de comenzado el mismo. En todos
los casos se determind el hemograma basal, un
estudio bioquimico bdsico con ionograma, prue-
bas de funcién hepdtica y renal, estudio del hie-
rro (sideremia, ferritina, capacidad de fijacién de
la transferrina, indice de saturacion, receptor so-
luble de transferrina), vitamina B12, 4cido félico,
nivel de eritropoyetina, reticulocitos y hemoglo-
bina reticulocitaria. El nivel Hb reticulocitaria se
midi6 en dos contadores automdticos: Sysmex
XE-2100 (Roche Diagnostics, Basilea, Suiza) y
ADVIA® 2120 Hematology System, (Bayer
Diagnostics, Dublin, Irlanda). Todas las determi-
naciones fueron llevadas a cabo de acuerdo con
las instrucciones del fabricante y los estindares
de calidad requeridos por la Asociacion Espafola
de Hematologia y Hemoterapia (AEHH) para
medir el numero de reticulocitos como la cifra de
Hb reticulocitaria.,

Respuesta al tratamiento

La respuesta al tratamiento se consideré como
favorable cuando el nivel de hemoglobina se in-
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crement6 al menos 1 g/dl con respecto al valor
basal sin utilizar transfusiones. La respuesta fue
avaluada de forma precoz (a la 3" semana), inter-
media (a la 6" semana) y global (a la 12" semana).

El DFF fue definido utilizando el algoritmo de
Thomas (20) que incluye los siguientes parame-
tros clinicos: Proteina C Reactiva, Ferritina, Re-
ceptor de la Transferrina y Hb Reticulocitaria.
De acuerdo con estos parametros, los resultados
quedan representados en dos ejes cartesianos y
segun sus valores la representacién de los mis-
mos quedard localizada en uno de 4 posibles
cuadrantes (C) (figuras 1A y B). El C.I es indica-
tivo de personas sanas con depdsitos de hierro y
eritropoyesis normal, el C.II pacientes con défi-
cit latente de hierro (ferropenia sin anemia), el
C.IIT Agotamiento de los depositos de hierro y
del hierro circulante (ferropenia clasica) y por
tltimo el C.IV  Anemia por déficit funcional de
hierro. Los pacientes que en el estudio basal se
encontraban en el C.III (ferropenia clasica) reci-
bieron hierro sin eritropoyetina y fueron exclui-
dos del estudio.

Analisis estadistico

Fl analisis estadistico fue realizado con el soft-
ware 11.0 de SPSS (Chicago, IL). La significacion
de las diferencias observadas entre medias fue
analizada mediante el test Mann Witney, mien-
tras que parta comparar variables dicotomicas se
empled Chi-cuadrado.

Sin reaccion de fase aguda (Proteina C reactiva 5 mgiL)
40 q -
I i
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RESULTADOS
Caracteristicas de los pacientes

Cuarenta y dos pacientes, 24 mujeres y 18 va-
rones, fueron incluidos en el estudio. La media de
edad fue de 6118 anos y en todos ellos se des-
carto la presencia de ferropenia, sangrado, hemo-
lisis v deficiencia de vitamina B12 6 acido félico
en el momento de la inclusién.

De acuerdo con el diagnostico hubo: 17 casos
con MM, 14 con LNH, 4 con LLLC, 3 con LH, 2
con SMD, 1 LMA y una LLA.

Veinticinco de ellos fueron tratados con Epoeti-
na-beta (en dosis 30.000 U.I. una vez por sema-
na), 16 pacientes con Darbepoetina- alfa (9 con
150 mcg/semana, 6 con 300 mcg/2 semanas y 1
con 500 mcg/3 semanas) v finalmente uno con
Epoetin-alfa, (10.000 U.L tres veces por semana).
Una vez ajustada la dosis a la respuesta al trata-
miento, la media semanal de dosis para cada uno
de los distintos AREs fue de 23.337 Us. para
Epoetin-beta, 30.000 Us para Epoetin-alfa v 203
mcg. para Darbepoetin-alfa.

Respuesta al tratamiento

La respuesta del nivel de Hb de los pacientes al
tratamiento con ARES fue favorable en el 28% de
los casos a las tres semanas de tratamiento, en el
53% ala 6" semana y en el 58% a la 12° semanas
del tratamiento (final del periodo de observacion).

Con reaccidn de fase aguda (Proteina C reactiva >5 mg/L)

I i

15 T T
0 1 32 10

. |

100
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Rec.Trf (Receptor soluble de la transferrina) en mg/l/Log Ferritina pgfL)

Fig. 1. Evaluacién del déficit funcional de Hierro (DFF) segin el algoritmo de Thomas, (20) Cada unoe de los cuadrantes
identifica diferentes estadios eritropoyéticos. Los pacientes del cuadrante Hl se corresponden con anemia ferropenea
convencional mientras que los del cuadrante IV se corresponden con anemia por deficit funcional de hwero
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TABLA 1. Caracteristicas de los pacientes con y sin Déficit Funcional de Fe (DFF)

Total Pacientes sin/DFF n°=35 Pacientes con!DFF n°=7
Sexo (F/M) T b K o ' 1/6
Eded : ; 61+18 R T 63+18
Diagnostico s i
MM e, W16 12 4
LNH s A ) 2
LH ' = 2 1
LLC 4 4
SMD | ; 2 2l
LcP il W
LLA 1 51
LMA 1 1)

TABLA 2. Caracteristicas hematimétricas y parametros férricos en pacientes con
y sin Déficit Funcional de Fe (DFF)

Parametros BasalN=42  ~ PacientessinDFF ~~ PacientesconDFF
335, n=26 67S,n=21 12°S,n=12 37S,n=7 62S, n=7  122S, n=6
Hb (g/dl) 9.4%+1 10+2 11+1.4 11514 10.3+0.8 11+2 11+6
Hb.Retic (pg) 37+4 35+4.4 36=4 35432 33+4.6 28.3+3 31.5+5
Fe (ug/dl) 118+74 86+42 10450 T8+£27 49+21 43+10 68+34
Rec.Tr (mg/dl) 4+25 62 62 B2 7.2+3 8+6 5.4+2
indice de Saturacién 49+30 39+31 41422 27£26 21+15 19+9 28+17
Ferritina (ng/dl) 1236 759 1011 312 356 196 214
(40-15917) (16-3530) (27-8686) (33-737) (32-1542) (16-468) (24-415)
Epo mLU/m! 106149 < 225x156  313+£587 148+156 87+70 184+164  132+120

Déficit Funcional de Fe

El 17% de los pacientes desarrollaron DFFE.
De ellos, en S casos la DFF se detectd a la 3" se-
mana del tratamiento, 1 a la 6" semana y final-
mente 1 en la 127 semana. En todos ellos, se ad-
ministro Fe por via oral en forma de sulfato
ferroso en dosis estindar. No hubo variaciones
de relevancia clinica entre pacientes con y sin
DFF que alcanzaran una diferencia estadistica-
mente significativa (Tablas 1y 2). No obstante,
dentro de los pacientes que no presentaron DFF
la respuesta intermedia al tratamiento fue favo.
rable en un 57% de ellos, frente a un 43% de
los pacientes en los que si se detectd la presen-

cia de DFF y sin alcanzar la significacion esta-
distica (p>0.05). El nivel de EPO basal se co-
rrelaciono con el grado de respuesta. Asi, los
pacientes con niveles de EPO basal (<100
mU/ml) presentaron un mayor porcentaje de
respuesta (73%) aunque sin alcanzar las signifi-
cacion estadistica.

Niveles de Hb reticulocitaria

L.a mediana de Hb reticulocitaria basal fue de
37 (24,3-44). Estos datos fueron de 36, 33, 35,y
34,2 cuando se analizo tras la 17, 3", 6"y 127 se-
manas de tratamiento. No hubo diferencias entre
los dos contadores utilizados para su determina-
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Fig. 2. Correlacién lineal de la Hb Reticulocitaria medida en
el contador Sysmex XE-2100 y ADVIA 2120.

cion: R2 = 0.741. (Figura 2) No obstante, la me-
dia fue de 36,64 para el Sysmex XE-2100 vs.
33,7+3,2 para el ADVIA 2120.

Considerando la respuesta a la 12* semana
(global), los pacientes con respuesta favorable
mostraron una Hb reticulocitaria basal superior
a la de los que no respondieron. De este modo, el
79% de los pacientes respondedores tuvieron
una Hb reticulocitaria inicial >36-5 pg, mientras
que este porcentaje fue de solo el 30% en los no
respondedores (p=0.024). (Tabla 3).
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DISCUSION

En este estudio hemos analizado el valor de la
hemoglobina reticulocitaria para evaluar el DFF
y predecir la respuesta al tratamiento con AREs
en pacientes con anemia asociada a hemopatias
malignas. Nuestros resultados muestran que este
parametro fue util en el diagnostico del DFF y
que un nivel basal elevado se asocio con una res-
puesta hemoglobinica favorable.

El uso de ARE:s en el tratamiento de soporte de
anemia asociada a neoplasias hematologicas ha
pasado en poco tiempo a tener una utilizacién
generalizada (1). Ello es debido a la eficacia de
estos compuestos para elevar el nivel de hemo-
globina y su potencial para reducir el nimero de
transfusiones y sus efectos secundarios (1;21). Sin
embargo, su uso no estd exento de problemas.
Por un lado son firmacos que pueden tener efec-
tos secundarios, (22;23) y ademas, el 40% de los
pacientes no responden, hecho que perjudica la
confianza del paciente en el tratamiento y en la
relacion médico-paciente, y supone un gasto ele-
vado e inutil (24). Dentro de este apartado, es ne-
cesario identificar con prontitud aquellos pacien-
tes que desarrollan un DFF, ya que esta es una
causa de fracaso que puede ser ficilmente solu-
cionada con suplementos de Fe (6).

Hay varios estudios que han intentado predecir
la respuesta a la rHu-EPO. En el estudio de Lud-
wig (16), se observo que el mejor preeditor de res-
puesta era el nivel basal de EPO endégena, ya que
aquellos pacientes con <100 mU/ml de EPO tenian
mayor probabilidad de respuesta favorable, con

TABLA 3. Caracteristicas de media de la Hb reticulocitaria de los pacientes respondedores

y no respondedores

Hb Reticulocitaria 3% Semana (N=32)

__6"Semana (N=30)

__12° Semana (N=24)

Basal ( pg) Respuesta  No Respuesta Respuesta No Respuesté Respuesta  No Respuesta
N=9 N=23 N=16 N=14 o N=10
< 36.5 pg 3/14 11/14 4/13 9/13 3/10 7/10
N=18 (21%) (79%) (319) (69%) (30%) (70%)
> 36.5 pg 6/18 12/18 12/47 517 11714 3/14
N=24 (33%) (67%) (71%) (29%) (79%) (21.%)
p 0.36 0.035 0.024
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una especificidad del 95%. No obstante, su sensi-
bilidad era baja, el valor debia ser determinado
después de iniciar el tratamiento y el nimero de
pacientes analizados fue escaso (n=37) (16) . En
146 pacientes, Cazzola (14) obtuvo datos pareci-
dos, aunque el punto de corte fue reducido a 50
mU/ml de EPQ, y la especificidad bajaba el 75%.
Osterborg (15) obtuvo datos muy similares poco
después, con una especificidad del 89%. Estos da-
tos dan pie a la exploracion de otras vias para pre-
decir la respuesta al empleo de AREs en estos pa-
cientes que puedan ser mds exactos o mas sencillos
de utilizar. En nuestra serie, los pacientes con nive-
les de EPO basal bajos (<100 mU/ml) presentaron
una mayor tasa de respuesta (73%) pero sin alcan-
zar la significaron estadistica, debido probable-
mente al bajo numero de pacientes analizados.

Los nuevos contadores permiten obtener de for-
ma sencilla la Hb reticulocitaria, que es un para-
metro que se relaciona con la respuesta al trata-
miento en cualquier anemia y permite predecir la
respuesta de forma precoz. Ademads, es un para-
metro muy util en el DFE, que como ya hemos co-
mentado es una de las principales causas de fraca-
so terapéutico, con la ventaja de que puede ser
corregido. En un estudio realizo por Katodrittou
(25) la Hb reticulocitaria, junto a hematies hipo-
cromicos, ferritina v receptor soluble de la trans-
ferrina permite desarrollar el algoritmo de Tho-
mas Plot para diagnosticar el DFF. Ademas, estos
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autores demuestran que el nimero de hematies
hipocrémicos, junto al valor de la Hb reticuloci-
taria pueden sustituir al algoritmo tradicional.

En este estudio, los pacientes con mds de 36-5
pg de Hb reticulocitaria basal tuvieron una ma-
yor probabilidad de respuesta con una sensibili-
dad del 79 % y una especificidad del 45%. Dada
la sencillez con que se obtiene este parametro, su
valor resulta de gran interés para el manejo de
los pacientes con este tipo de tratamientos.

En conclusién, la cifra de la Hb reticulocitaria
es capaz predecir respuesta en pacientes con neo-
plasias hematolégicas tratados con AREs, favore-
ciendo una mejor optimizaciéon de recursos. Ade-
mas, en conjuncion con otros parametros permite
llevar a cabo un manejo mas preciso de los proble-
mas de DFF que suelen surgir en estos pacientes.
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RESUMEN

Objetivo: Comprobar que polimorfismos implicados en genes del
metabolismo de carcindgenos pueden contribuir a la susceptibili-
dad individual a desarrollar cancer de pulmén. Hemos estudiado
Ia relacién entre dos polimorfismos en estos genes (CYP1AL Mspl
y GSTP1 lle105Val) y el riesgo de desarrollar cancer de pulmén.

Disefio: Estudio caso control de base hospitalaria que incluye
406 casos incidentes de céncer de pulmén y 436 controles apa-
reados por edad, género y area geografica. Los genotipos fueron
determinados por PCR-RFLP y los resultados fueron analizados
usando un método de regresion logfstica.

Resultados: Encontramos asociacién entre el polimorfismo
CYP1A1Mspl vy el riesgo de desarrollar cancer de pulmon mien-
tras gue no encontramos asociacion al estudiar el polimorfismo
GSTP1 lle105Val. El valor de la OR ajustada obtenida en el ca-
s0 del CYP1A1Msp! es de 1,47; 95% Cl = 0,35-6,14, lo cual
indica que aumenta el riesgo a desarrollar cancer de pulmon
aungue nuestros datos no son estadisticamente significativos.
Por otra parte, parece que el genotipo heterocigoto para el poli-
morfismo GSTPL llel05Val tiene un papel protector frente al
desarrollo del céncer de pulmon en mujeres (OR ajustada=
0,22; Cl = 0,09-0,56).

Conclusién: Nuestros resultados apoyan ia hipétesis de que poli-
morfismos en genes implicados en el metabolismo de carcinoge-
nos y sus combinaciones pueden influir en la etiologia del cancer
de pulmdn,

Palabras clave:

Céncer de pulmén, polimorfismo, citocromo P450 1A1, glutation
transferasa P1, genes de metabolizacion,

ABSTRACT

Purpose: Polymorphisms in genes involved in carcinogens me-
tabolism might contribute to the individual susceptibility to de-
velop different types of cancer. We have investigated the rela-
tionship between polymorphisms in two of these genes,
CYP1A1 (Mspl) and GSTP1 (lle105Val) and the risk of develo-
ping lung cancer.

Experimental Design: A hospital-based case-control study
was designed including 406 lung cancer patients and 436
control subjects matched on age, gender, and geographical
area. Genotypes were determined by PCR-RFLP and the results
were analyzed using unconditional logistic regression, adjusting
for relevant confounding variables.

Results: A slight association was found for CYP1A1 Mspl poly-
morphism, while no association was observed for GSTP1
lle105Val polymorphism. In this regard, the CYP1A1Mspl ge-
notype was associated with an increased risk of lung cancer
{adjusted OR=1,47; 95% Cl = 0,35-6,14) but there was no
statistical significance, It seems that heterozygous GSTP1 va-
riant protects to develop lung cancer in women (adjusted OR=
0,22; CI = 0,09-0,56). Furthermore, an interaction between
CYPIAL Mspl and GSTP1 lle105Val was observed, resulting in
a further increase in the risk of developing lung cancer.

Conclusions: These results support the hypothesis that poly-
morphisms and their combined effects in metabolic genes
might play a role in lung cancer etiology.

Key words:
Lung cancer, polymorphism, cytochrome P4501A1, glutation
transferase P1, metaholic gene.
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INTRODUCCION

Debido a su alto grado de incidencia y a su ele-
vada tasa de mortalidad, el ciancer de pulmon
constituye una de las patologias que mayor inte-
rés ha suscitado en las altimas décadas, siendo el
cancer mas comun en el mundo desde 1985. En
2002, hubo 1,35 millones de casos nuevos, lo
que representa el 12,4% de todos los nuevos ca-
sos de cdncer y constituy6é también la causa mas
comun de muerte por cancer, con 1,18 millones
de muertes, el 17,6% del total de muertes en el
mundo. Casi la mitad de los casos (49.9%) tie-
nen lugar en los paises industrializados, dénde
representa la causa mas frecuente de mortalidad
por cancer. Se estima que de las 6,7 millones de
muertes causadas por cancer en el mundo en el
afio 2002, el 20% serian atribuibles al cancer de
pulmén (Parkin y col., 2005). En Espania, el cin-
cer de pulmén constituye la segunda causa de fa-
llecimientos por cancer en hombres. Ademads, el
cancer de pulmén es una de las neoplasias con
peor prondstico, ya que menos del 15% de los
pacientes logran sobrevivir cinco afos tras el
diagnéstico (Berrino y col., 1998; Brabender y
col., 2002).

A pesar de que el tabaco es la principal causa
de cancer de pulmén, sélo entre un 10-15% de
los fumadores desarrollan cancer, lo cual indica
que pueden existir diferencias interindividuales
debidas a la edad, sexo, etnia, factores nutricio-
nales, hormonales e inmunolégicos. Del mismo
modo influye la susceptibilidad que en parte re-
sulta de diversos factores genéticos del individuo,
como son las diferencias en el merabolismo de
carcindgenos, la capacidad de reparar el ADN
danado, y la expresion de protooncogenes, gencs
supresores de tumores y otros genes implicados
en el ciclo celular (Bartsch y Hietanen., 1996; Pe-
rera y col., 1997).

El estudio de polimorfismos, que pueden alte-
rar la expresién, estructura o actividad de estos
genes puede ayudar al entendimiento de la (.l].‘i.l']"l-
bucion del riesgo de exposicion en la pnblnu‘un
general, estimar el riesgo en sub-poblaciones ¢ in-
cluso predecir el riesgo individual a la exposicion
(Miller y col., 2001). o

En la respuesta del organismo a carcinogenos,
se producen dos tipos de reacciones:
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Reacciones de fase I: biotransformaciones que
aumentan la hidrosolubilidad del compuesto me-
diante la introduccién de grupos polares, como
hidroxilaciones que capacitan al compuesto para
la fase siguiente. Catalizadas por oxidorreducta-
sas entre las que se encuentran las pertenecientes
la familia del citocromo P450.

Reacciones de fase II: reacciones de conjuga-
cion en las que los compuestos con los grupos
polares aludidos se unen a reactivos endégenos,
como el glutatién, para formar derivados més hi-
drosolubles facilmente eliminados. Catalizadas
por las glutation S- transferasas.

Si bien las enzimas de la familia del citocromo
P450 aumentan la polaridad de los compuestos
potencialmente téxicos con el fin de hacerlas mas
facilmente eliminables, estas mismas enzimas de
hidroxilacion activan algunos compuestos carci-
nogénicos del tabaco (nitrosaminas, benzopire-
nos), haciendolos mds reactivos y confiriéndoles
capacidad mutagénica. Los carcindgenos activa-
dos reaccionan con el ADN formando aductos
que si no se reparan convenientemente, pueden
llevar a que, durante la replicacién, se introduz-
can errores en la copia, dando lugar a mutacio-
nes, que en ultimo término pueden dar lugar al
desarrollo de un cancer.

La existencia de diferentes polimorfismos en
estas enzimas detoxificadoras de xenobioticos
explicarian en parte las diferentes susceptibili-
dades individuales a la accién de los carcinoge-
nos (Hengstler y col., 1998; Ladero y col.,
1998), por tanto es razonable pensar que la
acumulacion de dafo genético en la célula va a
depender del balance entre la exposicion a car-
cinogenos del humo del tabaco y el funciona-
miento de los sistemas de activacion/desactiva-
cion intracelulares.

OBJETIVOS

Objetivo general: determinar la importancia de
los polimorfismos genéticos de las enzimas que
participan en el metabolismo de carcinogenos
en el riesgo de padecer cancer de pulmon, con-
trolando todos los posibles factores de confu-
sion (medioambientales, ocupacionales v de es-
tilos de vida) y evaluando la interaccion entre
ellos.
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Objetivos especificos:

I. Determinar en 406 casos de cancer de pulmoén

v 436 controles emparejados:

» El genotipo para el polimorfismo Mspl en el
gen de activaciéon de carcinégenos CYP1A1
v su asociacion con el riesgo de padecer cin-
cer de pulmon.

» El genotipo para el polimorfismo Ile105Val
en el gen de detoxificacion de carcindgenos
GSTP1 y su asociacion con el riesgo de pa-
decer cancer de pulmén.

Evaluar el papel de los polimorfismos genéti-

cos de estas enzimas implicadas en el metabo-

lismo de carcindgenos del tabaco en la predis-
posicion individual a padecer cancer de
pulmon.

I~

MATERIAL Y METODOS

Sujetos de estudio: Un total de 406 casos inci-
dentes de cdncer de pulmon con edades com-
prendidas entres los 20 y los 84 anos, y residen-
tes (al menos 6 meses al ano) en las dreas de
influencia de dos hospitales de Asturias (Hospital
de Cabuenes de Gijon y Hospital de San Agustin
de Avilés) fueron recogidos desde Octubre del
2000 a Octubre del 2006 en la Unidad de Epide-
miologia Molecular del Instituto Universitario de
Oncologia de Asturias.

A cada caso se le asigna un control apareado
por hospital, género, edad (£5 anos) y residencia
durante al menos los 6 Gltimos meses, en el area
sanitaria de referencia del hospital donde se diag-
nosticd el caso. La seleccion de los controles se
lleva a cabo entre pacientes que ingresan en el
mismo hospital de cada caso para cirugia dentro
de un amplio especrro de condiciones agudas no
relacionadas con ningan factor de riesgo conoci-

do de cancer de pulmon (Internacional Classifi-

thicn of 1isedase

Una vez sohentado el consennimiento informa-
do, un entrevistador entrenado realiza mediante
entrevista personal con ¢l caso o control un cues-
' 0 estructurado ¢ informatizado, preferen
temente durante la primera estancia hospitalaria
del sujero, en el que se recogen datos sociodemo-

grahcos, antecedentes patologicos v familiares de
neet 1ATOS relari

05 a pasibles factores de ries:

203 O EnOs,

aro !f31!=5"l'=?¢lfw"~, de estilos de vi
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da (educacién, clase social, tabaquismo activo e
involuntario, ETS, dieta y ocupacién).

Informacién sobre habito tabaquico: dividimos
a los sujetos de estudio en no fumadores y fuma-
dores, los cuales a su vez se dividen en ex-fuma-
dores (aquellos que dejaron de fumar hace mas
de un afio) y fumadores actuales. En el grupo de
no fumadores se incluyen a todos aquellos indivi-
duos que no han fumado nunca o que lo han he-
cho en un periodo inferior a 6 meses.

Genotipado: Se extrajo ADN de muestras de
sangre o de enjuague bucal en su defecto utilizan-
do técnicas de Biologia Molecular previamente
descritas en la bibliografia (Miller y col.,1988).
Para el control de calidad un 5% de las muestras
fueron genotipadas de nuevo y los resultados fue-
ron analizados independientemente por dos de
los autores.

Para determinar ambos polimorfismos se utili-
z6 la técnica de la reaccion en cadena de la poli-
merasa (PCR) combinada con el analisis de la
longitud de los fragmentos de restriccion(RFLP).

La reaccion de PCR se realizé en un volumen de
10ul conteniendo: 20 ng de ADN gendémico,
10pmol de cada oligonucleétido (en CYP1A1, di-
recto 5- TAGGAGTCTTGTCTCATGCCT-3" y re-
verso 5- CAGTGAAGAGGTGTAGC-CGCT-3" y
en GSTPI, directo 5’-GTAGTTTGCCCAAGGT-
CAAG-3" y reverso 5-AGCCACCTGAGGGGTA-
AG-3"), 0,25 mM de dNTPs y 0,5 unidades de Taq
ADN polimerasa en tampén de PCR(1x).

Tras una primera desnaturalizacion a 94°C du-
rante 5 minutos, se realizan:

En el caso del CYP1A1 40 ciclos: desnaturali-
zando a 94 °C 30 segundos, anillando a la tem-
peratura de 60 °C 30 segundos, y extendiendo a
72 °C durante 30 segundos.

En el gen GSTP1 30 ciclos: desnaturalizando a
94 °C 30 segundos, anillando a 61 °C 30 segun-
dos, y extendiendo a 72 °C 30segundos.

Para finalizar se incuba a 72 °C durante 7 mi-
nutos.

Polimorfismo CYP1A1 Mspl

[La determinacion de este polimorfismo se basa
en la aparicion de un sitio de restriccion para el
enzima Mspl debido a un cambio de una adeni-
na por una guanina en la posicion 6235 del gen.
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Asi, la presencia de una séla banda de amplifica-
cion de 343 pb indica que el individuo tiene ge-
notipo A/A, es decir corresponde al homocigoto
silvestre, la presencia de tres bandas de 343, 207
y 136 pb indica que el individuo es heterocigoto
(genotipo A/G), y la presencia de dos bandas de
207 y 136 pb indica que el individuo es homoci-
goto polimérfico (genotipo G/G) (Figura 1).

Polimorfismo GSTP1 Ile105Val

La determinacion de este polimorfismo se basa
en la aparicion de un nuevo sitio de restriccion
para el enzima Alw26l, debido a una transicion
de una adenina por una guanina, generandose un
cambio del residuo isoleucina por el residuo vali-
na en la posicion 105 del exon 5 del gen.

La digestion del producto de PCR con este en-
zima permite diferenciar el alelo 1051le, es decir
el homocigoto silvestre de genotipo Ile/lle, que
genera dos bandas de amplificacion (328 v
105pb), del alelo 105Val (homocigoto polimorfi-
co de genotipo Val/Val) que presenta tres bandas
(222, 106, 105 pb). La aparicién de cuatro ban-
das en la misma amplificacion (328, 222, 106,
105) indica que el individuo es heterocigoto, con
genotipo ole/Val (Figura 2).

Analisis estadistico: Primero se comprueba que
la poblacion esta en equilibrio Hardy-Weinberg y
se describen los individuos en estudio mediante
un test 2, incluyendo el estadistico de Mantel-
Haenszel. Para la comparacion de variables con-

T C/C T/iC

—» 343 pb

400 pb «— gasd

300 pb «— il g
200 pb «—

—+ 136 ph

Fig. 1. Amplificaciones del polimorfismo CYP1A1 Mspl.
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lle/lle Val/Val

llefval

{400 pb

—+ 328 pb
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Fig. 2. Amplificaciones del polimorfismo GSTP1 lle105Val.

tinuas entre distintos grupos de individuos se
usan los test de Lilliefors, Levene vy el tes t para
comprobar normalidad, homocedasticidad e
igualdad de medias en caso de normalidad, sino
se usan los test no paramétricos de Mann-Whit-
ney y Kruskal-Wallis segtin corresponda. Para el
analisis multivariante usamos el método de regre-
sion logistica no condicionada. Con los test LR y
Wald se estudian que variables entran o salen del
modelo, valorando confusién y estudiando si
existen rérminos de interaccion entre los distintos
factores. También se calculan las estimaciones
puntuales ¢ intervalos de confianza de las ORs
para las distintas variables y se estudia como de
efectivo es el modelo encontrado en cuanto a la
descripcion de la variable de salida de estudio
con el test Hosmer-Lemeshow. También se usan
técnicas para estudios emparejados: razon de
odds de Mantel-Haenszel, test de Mc Nemar y la
regresion logistica condicionada. Se utiliza princi-
palmete el programa estadistico STATA 8.

RESULTADOS

El analisis incluve 406 casos v 436 controles co-
rrespondientes a poblacion caucasica de Asturias.
La distribucion por edad, género, habiro tabaqui-
co, antecedentes familiares de cancer, tipo histolo-
gico v estadio clinico se resumen en la Tabla 1.
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TABLA 1. Distribucion de los casos de cancer de pulmén y controles del estudio

Casos (n = 406)

Variable
Género
Hombre 359 (88,4)
Mujer 47 (11,6)
Edad, media (Desv. tip.) ‘ 64,05 (11,4)
Consumo de tabaco e
No fumador 24 (6,0)
Fumador 377 (94,0
Ex-fumadores 173 (43,1)
Furmador actual 204 (50,9)
Antecedentes familiares de cancer :
Ninguno 203 (54,0}
Céncer de pulmon 51 (13,6)
Otros cénceres 122 (32,4)
Tipo Histoldgico
Epidermoide 165 (40,6)
Adenocarcinoma 119 (29,3)
Microcitico 64 (15,8)
Células grandes 33 (8,1)
Indiferenciado 10 (2,5)
Otros T
Diagnostico clinico 2 (0,5)
Desconocido 6 (1,5)
Estadio clinico
Estadio | 106 (26,8}
Estadio li 21 (5,3)
Estadio i 97 (24,6)
Estadio IV 114 (28,9}
Desconocido 57 (14,4)

Test (.2 bitateral

v test de Marnn-Whitney segln corresponda.

S¢ observa que no existen diferencias estadisti-
camente significativas entre casos v controles en
cuanto a distribucion de edades v sexos.

_ Observamos que los casos presentan una preva
tencia mayor de fumadores (94,0%) comparada
con los controles (72,6%). Asi mismo, nuestro

o

) g
tudio indica que el tabaquismo en Asturias

muitiphica por 4 el riesgo de cancer de pulmon en
ex-fumadores (OR = 4.52. 95% [( = 2.72-7 519

Controles (n= 436) P2

OR cruda
[IC 95 %]

n' (%) n (%)

374 (85,8)
62 (14,2) 0,253
63,25 (11,7) 0,359

116 (27,4) Referencia
307 (72,6) <0,001 5,77 [3,56-9,35]
185 (43,7) 4,52 [2,72-7,51]
122 (28,9) <0,001 8,08 [4,69-13,92]
264 (63,3) Referencia

27 (6,5) 2,46 [1,48-4,08]

126 (30,2) 0,001 1,26 [0,92-1,72]

y por 8 en fumadores actuales (OR = 8,08; 95%
IC = 4,69-13,92). Los porcentajes de ex-fumado-
res son similares en casos y controles (43,1 vy
43,7% respectivamente), pero el 50,9% de los
casos fuman actualmente frente al 28,9% de los
controles. Las diferencias son estadisticamente
significativas (p<0,001).

Al estudiar los antecedentes familiares de can-
cer observamos que la existencia de antecedentes
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TABLA 2. Analisis del polimorfismo CYP1A1 Mspl y el riesgo de cancer de pulmon

Genotipo Casos (n=4086) Controles (n= 436) OR cruda OR ajustada *
CYP1A1 Mspl n (%) h (%) [IC 95 %] [IC 95 %]
T 309 (76,1) 342 (78,5) Referencia Referencia
T/C 92 (22,7) 90 (20,6) 113(081-1,57  1,13[0,81-1,61]
c/e 5 (1,2) 4 (0,9) 1,38 [0,37-5,20] 1,47 [0,35-6,14]
Frecuencia alelo C 7 0,129 R 0,112 S AN IR ;

Test C2 bilateral.

*ajustada por edad, género y habito tabaquico (no fumador, fumador actual y exfumador.

de cancer de pulmén en un familiar directo se
asocia con un mayor riesgo de padecer cdancer de
pulmén (OR = 2,46; 95% IC = 1,48-4,08).

En relacién al tipo histolégico los mds frecuen-
tes en la poblacién de estudio fueron el carcino-
ma epidermoide y el adenocarcinoma.

Genotipo CYP1A1 Mspl:

La distribucion del genotipo CYP1A1 Mspl pa-
ra casos y controles se muestra en la Tabla 2.

La distribucién de los genotipos en la pobla-
cién se encuentra en equilibrio de Hardy-Wein-
berg (12 = 0,283; p=0,469). La frecuencia del
alelo C es un 12,9% en los casos y 11,2% en los
controles.

Al analizar la asociacién entre los genotipos del
gen CYP1AT1 para el polimorfismo Mspl vemos
que los individuos homocigotos para el alelo C
presentan un mayor riesgo a desarrollar cancer
de pulmén, aunque la asociacién no es estadisti-
camente significativa (OR = 1,38; IC 95% =
0,37-5,20). Al ajustar por edad, género y habito
tabaquico la OR es 1,47 (IC 95% = 0,35-6,14),
lo cual indica que la presencia en un individuo de
este polimorfismo incrementa su riesgo a desa-
rrollar cancer de pulmon.

En el analisis estratificado de los datos que se
recoge en la Tabla 3, tenemos que tener en cuen-
ta que la proporcion de individuos homocigotos
polimérficos es muy pequefia lo que probable-
mente hace tambalear conclusion alguna sobre
todo en relacién con el genotipo CC, obteniéndo-
se intervalos de confianza muy elevados.

Al estratificar por edad, vemos que en el grupo
de 55-69 afos no hay asociacion entre genotipo

C/C y aumento de riesgo (OR ajustada = 0,83; IC
95% = 0,05-14.,8), mientras que en los otros dos
grupos se asocia con un aumento de riesgo aun-
que no estadisticamente significativo, y mucho
mds acusado en el caso de mayores de 70 afos
(OR ajustada <55afios = 1,26; IC 95% = 0,14-
11,2 ) y (OR ajustada mayores de 70 = 2,30; IC
95% = 0,19-28,5).

En la estratificacion por hébito tabiquico, obser-
vamos que en todos los grupos hay un aumento de
riesgo aunque no estadisticamente significativo. En
el caso de no fumadores, el aumento del riesgo a
desarrollar cancer de pulmoén teniendo el genotipo
C/C es muy elevado, aunque no estadisticamente
significativo (OR ajustada= 6,29; IC 95% = 0,23-
170,83). Ademas, tenemos que tener en cuenta que
solo tenemos un caso con genotipo polimérfico y
un control por lo tanto seria conveniente seguir
analizando individuos para tener un tamano mues-
tral mayor y poder establecer un valor de la OR
mas fiable. En el grupo de fumadores obtenemos
un valor de la OR ajustada de 1,21 (IC 95% =
0,27-5,46) y dentro de este grupo si solo conside-
ramos los fumadores actuales obtenemos un riesgo
mas elevado de desarrollar cancer de pulmon (OR
ajustada= 2,71; 1C 95% = 0,30-24,82).

Al estratificar por antecedentes familiares de
cancer, vemos que existe un ligero aumento de
riesgo no estadisticamente significativo para
aquellos individuos sin antecedentes familiares de
cdncer y con genotipo homocigoto C/C (OR ajus-
tada = 1,22: IC 95% = 0,16-9,28), mientras que
en aquellos individuos con antecedentes familia-
res de cancer hemos obtenido el valor de la OR
(1,60 1C 95% 0,20-12,92) que aunque tampoco
es estadisticamente signiﬁcutivu €8 mas e]cvad(),
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OR ajustada [IC 95 %] *

de tendencia

0.98[0,36-2,67)

(0,0%)
(1,1%)

0

(17,7%)
{21.1%)

11

(82,3%)
(77.8%)

bl

(2,1%)
{1,1%)

(17.0% 1

8

o)

0y

(80,9

38

Muer
Hombre

Edad {anos)

0,499

1,

4

79

291

4

(23,4%)

84

(75,5%)

27

1,16(0,79-1,69]

0,99 [0,22-4,46]

0,
0,203

10,866

1,26 [0,14-11,2)

1,00

{1,7%)
{0,6%)
{0,6%)

2
1
1

(20,9%)
(17,0%)
(24.1%)

24

{77,4%)
(82,4%)
(75,3%}

89

2,1%)
(0,6%)

2
(1.3%)

{19,0%)
{23,9%)
(23,7%)

18

38

{78,9%)
{75,5%)

{75,0%)

75

120

1,06 {0.49-2,12)
100 1,56(0,852,88]

1,00 0,88(050-1,52]

0.83[0,05-14,8]

27

39

131

122

1
2

114 36

> 70

Consumo de tabaco

0,324

6,29 [0,23-170,83]

1,34 [0,42-4,30]
1,09 [0,76-1,56)
1,03 [0,63-1,68]
1,22 [0,69-2,18]

1,00
1,00
1,00
1,00

(0,8%)
(0,9%)
(1,1%)
(0,8%)

1
3
2
1

{19,0%)
(21,3%)
(23,8%)
(17,2%)

22
68
44

21

(80,2%)
(77,8%)
(75,1%)
(82,0%)

93

(4,2%)
{1,0%)
(0,0%)
(2,0%)

1
4
0
4

(20,8}

5
87

(75,0%])
(76,2%)

(75,1%)

(77,

18
291

No fumador
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0,619

1,21 [0,27-5,46]

249
139
100

{22,8%)

(24,9%)
(20,1%)

Fumador

0,757

43

130

Ex-fumador

0,313

a1

159 %)
Antecedentes familiares de cancer

Fumador actual
No

2,71[0,30-24,82]

1,22 [0,16-9,28]
1,60[0,20-12,92

1,01 [0,63-1,63]

0,917
0,310

1,00

(0,7%)
(1,2%)

2
2

(20,1%)
(21,7%)

53

36

(79,2%)
(77,1%)

209

128

(1,0%)

(1,6%)

2
3

(24.2%)

{23,8%)

43
45

(77,8%)
(74,6%)

158

141

1,30 [0,75-2,27]

1,00

S

Tipos histologicos ¢

0,308

1,92 [0,38-9,78]
1,02 [0,11-9,81]
2,46 [0,25-24,49]

1,20 [0,76-1,90]
0,92 [0,54-1,57]
1,14 [0,59-2,19]

1,00
1,00
1,00

(1,8%)
(0,8%)
(1,5%)

(24,9%) 3

(18,5%)
(21,9%)

41

22

(73,3%)
(80.7%)
(76.6%)

121

Epidermoide

0,779

80 (20,6%) 4 (0,9%)

(78,5%)

342

1
1

96

49
." Ajustadas por edad, genero y habito tabaquico en un modelo de regresién logistica para cada estrato.

No hay suficiente muestra

Adenocarcinoma

0,525

14

Microcitico

Se consideran todos los controles.
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TABLA 4. Analisis del polimorfismo GSTP1 Ile105Val y el riesgo de cancer de pulmén

Genotipo GSTP1 Casos (n=406) Controles (h= 436) OR cruda OR ajustada ®
n (%) n (%) [IC 95 %] [IC 95 %]
lle/lle 172 (42,4) 168 (38,5) Referencia Referencia
lleVal 180 (44,3) 221 (50,7) 0,80 [0,60-1,06] 0,83 [0,60-1,13]
Val/Val 54 (13,3) 47 (10,8) 112[0,72-1,75] 1,07 [0,67-1,73]
Frecuencia alelo “Val” 0,355 ; (_),361_

* Test C2 bilateral.

* Ajustada por edad, genero y habito tabaquico ( no fumador, fumador actual y exfumador).

Finalmente, al estratificar por tipo histologico,
el genotipo C/C no se asocia con un aumento de
riesgo a desarrollar adenocarcinoma OR ajustada
= 1,02; IC 95% = 0,11-9,81), mientras que si se
asocia con un aumento de riesgo a desarrollar
carcinoma epidermoide y microcitico pero en
ninguno de los dos casos el aumento de riesgo es
estadisticamente significativo (OR ajustada =
1,92; IC 95% = 0,38-9,78) v (OR ajustada =
2,46; 1C 95% = 0,25-24,49) respectivamente.

Genotipo GSTP1 Ile105Val

La distribucion del genotipo GSTP1 para casos
y controles se muestra en la Tabla 4. La distribu-
cion de los genotipos en la poblacion que hemos
analizado no esta en equilibrio Hardy-Weinberg
("2 = 2,138; p= 0,040).

Se observa que la frecuencia del alelo Val es de
un 35,5% en los casos y 36,1% en los cunrrolc.s
por lo que no existe asociacion entre este poli-
morfismo y el riesgo de desarrollar cancer de pul-
mén (OR= 1,12; IC 95% = 0,72-1,75). Al ajustar
por edad, género y habito tabaquico la OR es
1,07 (IC 95%= 0,67-1,73). _

Cabe destacar que el genotipo [le/Val podria
tener un efecto protector frente al desarmll.(_). de
cancer de pulmon, casi estadisticamente significa-
tivo (OR= 0,80; IC 95% = 0,60-1,06) y ajustan-
do por edad, género y habito tabaquico OR=
0,83 1C 95%= 0,60-1,13). -

Los datos correspondientes a la estratificacion
aparecen en la tabla 5.

Al estratificar por género, cabe destacar que en
mujeres el genotipo heterocigoto Ile/Val se asocia
con una disminucion de riesgo a desarrollar can-

cer de pulmén (OR ajustada = 0,22; IC 95%=
0,09-0,58).

En la estratificacion por edades, el genotipo
Val/Val aumenta el riesgo de desarrollar cancer
de pulmén en los menores de 55 afios aunque de
forma no estadisticamente significativa (OR ajus-
tada= 1,40 IC 95%= 0,51-3,79), mientras que
parece que el genotipo heterocigoto protege en
aquellos de edades comprendidas entre 55 y 69
anos (OR ajustada = 0,74 1C 95% = 0,44-1,24).

La estratificacion por habito tabdaquico revela
menor valor de la OR para los no fumadores y
dentro de los fumadores para los exfumadores.
Se observa ademds que hay un aumento del ries-
go a desarrollar cincer de pulmén, aunque no es-
tadisticamente significativo en los fumadores ac-
tuales (OR ajustada = 1,69 IC 95% = 0,75-3,80).
Parece ademas que el genotipo heterocigoto
lle/Val protege frente al desarrollo de cancer de
pulmon en no fumadores (OR ajustada = 0,49 1C
95% = 0,18-1,34).

Al estratificar por antecedentes familiares de
cancer es importante destacar que los pacientes
con antecedentes familiares de cancer de pulmon
y con genotipo Ile/Val presentan un gran aumen-
to de riesgo, estadisticamente significativo, de
desarrollar cancer de pulmén (OR ajustada=
4,52 1C 95% = 1,13-18,09), mientras que aque-
llos con genotipo Val/Val también presentan un
aumento de riesgo, menor pero no estadistica-
mente significativo(OR ajustada = 1,70 1C 95%
=0,31-9,38).

Se observa un ligero aumento del riesgo en
aquellos individuos con antecedentes familiares
de otros canceres distintos al de pulmon con ge-
notipo Val/Val (OR ajustada = 1,34 1C 95%



300 301

Marrre Mepicina, 2007 - Vor.18 - N° 4 - 292-304 Marrre Mepicina, 2007 - Vor.18 - N° 4 - 292-304

Influencia de los polimorfismos en genes
de metabolizacion de carcindgenos y riesgo
de cdncer de pulmon

Dominguez-Garcia A., Ferndndez- Rubio A.,
Lopez-Cima M. F., et al

Influencia de los polimorfismos en genes
de metabolizacion de carcinégenos y riesgo
de cancer de pulmén

Dominguez-Garcia A., Ferndndez- Rubio A.,
Lépez-Cima M. F, er al

i
|
]

% g Lt WAl i e O,ii‘;gggro) m_ientrads, que observa.mo';' un efec(:itol c;\lz pu}l}mé;(OI;.l =‘1)’()5(;43)IC 95% = 0,97-1,46) (Le

e & & =S8 2883 &8¢ 285 protector casi estadisticamente significativo de archand y col., 2003). _

© - genotipo heterocigoto (OR ajustada = 0,59 IC Al estratificar por género no pudimos calcular

R ; 95% = 0,33-1,05). el valor de la OR en mujeres, sin embargo en
Por ultimo, al estratificar por tipo histolégico otros estudios realizados encuentran asociacién

1,04 [0,28-3,90]
1,08 [0,65-1,81]

1,40 (0,51:3,79)

1,09{0482,47)
0,88(0,42-1,83]
1,03 [0,22-4,93]
1,13 [0,69-1,83]
0,83 [0,43-1,60)
1,69 [0,75-3,80]

0991053, 1,85
1,70[0,31-9,38]

- 1,34[0,51-3,50]
1,26 [0,67-2,37]
0,52 [0,24-1,17]
1,31 [0,58-2,96]

0'22 Eorog'OySS]
0,97 [0,70-1,36)
0,93 [0,50-1,72]
1,00 0,74 (0,44-1,24)
0,83 [0,50-1,39]
0,49 [0,18-1,34]
0,90 [0,65-1,24]
0,83 [0,53-1,30]
0,93 [0,57-1,50]
0,82 [0,54-1,25]
0,59[0,33-1,05]
1,16 [0,76-1,76]
0,65 [0,42-1,01]
0,69 [0,38-1,24]

1,00 4,52(1,13-18,09]

&
0
(=]
=
1]
=
%
=3
o
o
o

1,00
1,
1,00

1,00
1,00
1,00
1,00
1,00

1,00
1,00
1,00
1,00
1,00

(8,0%)
(11,3%)
(8,7%)
{10,1%)
{13,0%)
(9,5%)
(11,3%)
(13,5%)
(8,2%)
(11,8%)
(18,5%)

1%

47 (10,8%)

5
42
10
16
21
11
36
25
10
5

31
9

encontramos que el genotipo homocigoto Val/Val
parece tener un efecto protector no estadistica-
mente significativo frente al desarrollo de adeno-
carcinoma (OR ajustada = 0,52 IC 95% = 0,24-
1,17). Ademads, parece aumentar ligeramente el
riesgo a desarrollar los tipos histélogicos epider-
moide (OR ajustada= 1,26 IC 95% = 0,67-2,37)
y microcitico (OR ajustada = 1,31 IC 95% =
0,58-2,96), sin embargo el aumento o disminu-
cion de riesgo no es estadisticamente significativo
en ningun caso.

DISCUSION

En este trabajo hemos analizado dos polimor-
fismos en genes de metabolizacién de carcinoge-

entre genotipo polimérfico y aumento de riesgo a
padecer cancer de pulmén en mujeres (OR = 1,7,
IC 95%= 0,9-1,33) (Daniel P. k. Ng y col.,
2005).

Obtenemos que hay una relacién no estadisti-
camente significativa entre el polimorfismo y el
riesgo a desarrollar cincer de pulmén en indivi-
duos mayores de 70 afos, en fumadores actuales
y favoreciendo sobre todo la forma de presenta-
cién microcitica y epidermoide.

Al estratificar por habito tabdquico obtenemos
un valor de la OR muy elevado en no fumadores
(OR= 6,29 1C 95%= 0,23-170,83) aunque no es-
tadisticamente significativo, ademas con un inter-
valo de confianza muy elevado, debido a la baja
frecuencia de individuos homocigotos polimérfi-
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: = = = = = I DA s 2 S : ~g¢ 1 < ;
£ & & 58 & & A Rl o po homocigoto T/T (OR =1,47 IC 95% = 0,35- el riesgo a desarrollar cancer de pulmén. Nuestro
£ 8 4 44898 d884d d 343 S 6,14), aunque este riesgo no es estadisticamente resultado es similar a los obtenidos anteriormente
< S g o " oo o E o @ i i 4 9 9 2 significativo. Es importante tener en cuenta que DOt Otros grupos (Taioli y col., 2003; Taioli y col.,
Z THI ok T o & nuestro tamafo de muestra no es suficiente para 1998: Vineis v col., 2000).
= s B —~ e Pl o ey N —_— =~ Sl T 8 1 1 IStIC: = D ¢ o) S 1 STP
= & 7 g g R FREER £ 28 2 8 8 8 encontrar riesgos bajos de forma estadisticamen El segundo gen estudiado, GSTP1, no se en-
< g ¢ ® g 3 J 349 55 4 g 99 % te significativos. Si se aumentara el nimero a mas cuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg en
“ " | ; TGS A = de 2000 podriamos detectar estos riesgos peque- nuestra poblacion, por lo tanto no podemos ase-
o) v o. 3865 S5 &8 § & B ® 8 & 3 fios, con suficiente poder estadistico (Wang vy gurar los cuatro puntos que se cumplen en caso
a2 o
- = IS e S O col.,20085) de equilibrio.
il P S Ty = — — — — ) = . .
i & 4 £5@ H 48 & EA €8 & oS N1 resul -oncuerda con otros estu- Segin nuestros resultados, el polimorfis
@ d d g RS g5 3 ~ g o 5t uestro resultado concuerda ¢ S e i stros resultados, el polimorfismo
S S S S— — — ] " 3 3 1 '.- QT a3 ." ‘.- 1o % P s ~ -
A ¥ = 2 0 jeNe @0 s dios llevados a cabo para este gen. Asi el genori GSTPI He/Val podria disminuir el riesgo a desa-
o : : < P slifion clamenn: o 8 T SO A
&3 a8 3 48 g & ENEREEE ¥ 28 538 po C/C se ha asociado con un aumento de riesgo rrollay cancer }.!t [?ulmon de torma casi estadisti-
; .g g3 a padecer cancer de pulmon (Demir y col., 2005) camente signiticativa en aquellos individuos con
% 3 E é °§ g g 8 (OR =1,24 IC 95% = 0,36-4,32); (Xu y col,, genotipo He/Val (OR cruda=0,80 1C 95% = 0,60-
ji s 8 8 3 = E 8 g 1996) (OR =2,08 IC 95% = 1,15-3,73). Tam- 1,06, OR ajustada =0,83 1C 95% = 0,60-1,13).
v & g © ©W 5 = .. i . e Trow: apern . I ‘ .
p g E - 2 25 e 8 g E 5 & % g bién en un trabajo en el que se incluyen 11 estu- No encontramos asociacion del genotipo homo-
4= Ar] . . g e ~3 - P y . 1 e i 4
5 g 8 gt g 2 L g E é g g =3 8 B %?g dios y un total de 1950 casos v 2617 controles cigoto Val/Val con el riesgo a desarrollar cancer de
=] 3 £ 3 & R F 4 2 1 BiF Y ) S . " H 2
z z g A Y g = 8 T encuentra asociacion entre el polimorfismo pulmon. Nuestros resultados coinciden con otros

CYP1A1 Mspl y el riesgo a desarrollar cancer estudios realizados anteriormente: (OR= 1,03; IC
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Lopez-Cima M. F., et al

TABLA 6. Analisis combinado CYP1A1 Mspl/ GSTP1Ile105Val TABLA 7. Analisis combinado CYP1A1 Mspl/GSTP11le105Val en carcinoma epidermoide y microcitico

CYP1A1Mspl/GSTP1  Casos(n=406) Controles(n=436)  OR cruda [IC 95%]  OR ajustada [IC/95%]® CYP1A1IMspI/GSTPL  Casos(n=229) Controles(n=436)  OR cruda [IC 95%] OR ajustada [IC 95%] °
n(%) A e ' i n(%) n(%) :

T/T+lle/lle 132(32,51%) 13(30,50%) Referencia Referencia T/T+lle/lle 70(30,57%) 133(30,50%) Referencia Referencia
T/T+lle/Val 133(32,76%) 171(39,22%) 0,78[0,56-1,09] 0,81[0,57-1,16] T/T+lle/Val 76(33,19%) 171(39,22%) 0,84[0,57-1,26] 0,89[0,59-1,37]
T/T+ValVal 44(10,84%) 38(8,72%) 1,17[0,71-1,92] 1,12[0,66-1,92] T/T+Val/Val 24(10,48%) 38(8,72%) 1,20[0,67-2,16] 1,25[0,67-2,35]
T/C+lle/lle 37(9,11%) 33(7,57%) 1,13[0,67-1,92] 1,10[0,62-1,94] T/C+lle/lle 17(7,42%) 33(7,57%) 0,98[0,51-1,88] 0.86[0,42-1,78]
T/C+lle/Val 45(11,08%) 49(11,24%) 0,93(0,58-1,48] 0,97(0,58-1,61] T/C+lle/Val 31(13,54%) 49(11,24%) 1,20(0,70-2,05] 1,28[0,72-2,29]
T/C+ValVal 10(2,46%) 8(1,83%) 1,26[0,48-3,30] 1,18[0,43-3,19] T/C+Val/Val 7(3,06%) 8(1,83%) 1,66[0,58-4,80] 1,60[0,53-4,80]
C/C+lle/lle 3(0,74%) 2(0,46%) 1,51[0,25-9,23] 2,38[0,30-18,97) C/C+lle/lle 3(1,31%) 2(0,46%) 2,85[0,46-17,64] 6,96[0,69-69,93]
C/C+lle/val 2(0,49%) 1(0,23%) 2,06(0,18-22,63] 1,44[0,13-16,46] C/C+lle/Val 1(0,44%) 1(0,23%) 1,90[0,12-31,10] 1,31[0,08-21,85]
C/C+ValNVal 0(0,00%) 1(0,23%) C/C+Val/Val 0(0,00%) 1(0,23%)

Test C2 bilateral.

* Ajustada por edad, género y habito tabaquico (no fumador, fumador actual y exfumador)

95% = 0,76-1,39) (Schneider y col., 2004) (Saari-
koski y col., 1998); (Cote y col., 2005).

En un meta-andlisis realizado recientemente en
el que se recogen los resultados de 130 estudios,
analizando un total de 23,452 casos y 30,397
controles en poblacion caucdsica encuentran un
valor de la OR = 1,04 IC 95% 0,99-1,09, resul-
tado muy similar al que nosotros encontramos en
poblacién asturiana, indicando que no hay rela-
cion entre el polimorfismo y el riesgo a desarro-
llar cancer de pulmon (Ye v col; 2005).

No obstante, hay estudios en los que se en-
cuentra un aumento de riesgo estadisticamente
significativo en la poblacion caucasica: (Stucker
y col., 2002) (OR= 2,00 1C 95% 1-4,1), aumen-
tando mucho mads este riesgo en cdncer de tipo
microcitico.

Al estratificar obtenemos que el genotipo hete-
rocigoto protege frente al desarrollo de cancer de
pulmon en mujeres de forma estadisticamente
significativa (OR= 0,22: 1C, 95% 0,09-0,56).

Nuestros resultados sugieren que aquellos indi-
vidu(_:s menores de 55 anos con genotipo poli-
mortico tienen mayor predisposicién a padecer
cancer de pulmén, coincidiendo con otros estu-
dios (David P. Millar y col, 2002).

Fambién encontramos asociacion estadistica-
mente flgniﬁcnriva entre el genotipo heterocigoto
de los individuos con antecedentes familiares de
cancer de pulmon v el aumento de riesgo a desa-

rrollar cincer de pulmon y encontramos asocia-
cién aunque menor y no estadisticamente signifi-
cativa cuando analizamos el genotipo polimorfico.
Encontramos que hay asociacion aunque no
estadisticamente significativa, entre el polimorfis-
mo y el aumento de riesgo a padecer cancer de
pulmon de tipo microcitico (OR= 1,31; IC 95%
0,58-2,96), coincidiendo con otros estudios don-
de encuentran incluso una asociaciéon mayor (OR
= 6,60 IC 95% = 1,3-9,8) (Stucker y col., 2002).

No obstante, es importante destacar que en
muchos estudios no se encuentra asociacion entre
el polimorfismo estudiado y el de riesgo de cin-
cer de pulmén. Sin embargo, al estudiarlo combi-
nado con otros polimorfismos en otras GSTs que
individualmente no alteran el riesgo, si se encuen-
tra asociacion significativa. En un estudio realiza-
do en Boston encuentran que individualmente el
polimorfismo del gen GSTP1 no aumenta el ries-
go a padecer cdancer de pulmén, mientras que
combinado con un polimorfismo en el gen
GSTM1 aumenta el riesgo de forma estadistica-
mente significativa (OR= 1,6 1C 95% 0,9-2,7)
mientras que en menores de 55 anos este riesgo
es todavia mis elevado (OR= 4,3 1C 95%= 1,4-
11)( Miller y col., 2002).

Como comentamos anteriormente, puede decir-
se que el citocromo P450 tiene un mecanismo de
accién antagénico ya que introduce grupos pola-
res en la molécula del toxico de tal manera que

Test C2 bilateral.

* Ajustada por edad, género y habito tabaquico (no fumador, fumador actual y exfumador)

en presencia de GSTs con funcion normal facilita
la detoxificacion del compuesto porque aumenta
su hidrosolubilidad pero si la GST esta alterada o
mutada y no detoxifica correctamente hace que
el compuesto sea mas carcinogenico.

Hemos explorado la hipotesis anterior (Tabla
6) analizando la interaccion CYP T/T (normal)
con GST alterada (Val/Val) y el resultado que ob-
tenemos es OR ajustada 1,12 (0,66-1,92) lo que
indica que nuestra hipotesis puede ser correcta, y
que la presencia de ambos genotipos en un mis-
mo individuo aumenta el riesgo a desarrollar
cancer de pulmén.
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Redes de apoyo informal en personas mayores que
acogen a estudiantes universitarios

Informal social support in elderly people who hosting
university students

Garcia Gonzdlez A. J., Troyano Rodriguez Y.,
Marin Sinchez M.
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RESUMEN

El presente estudio pretende analizar en qué medida los
ancianos que forman parte del Programa de Alojamiento de
la Universidad de Sevilla, ven incrementada su integracion
social a partir del uso de las redes de apoyo informal de
que disponen. Algunos autores como (1) afirman el valor de
las redes informales de apoyo y de la integracion social del
anciano en su comunidad como factor de bienestar y ajuste
personal y social. La muestra esta constituida por los ancia-
nos que forman parte del Programa de Alojamiento de es-
tudiantes de la Universidad de Sevilla. Con los resultados
obtenidos se ha llevado a cabo un analisis de frecuencias
absolutas y de contingencias para aquellas variables que
aportan datos significativos. Esta investigacion expone un
incremento de visitas y del grado de afectacion si dejara de
mantener el contacto con las personas que forman parte
de la red de apoyo informal (familiares y estudiantes).

Palabras Claves:
Apoyo informal, tercera edad, programa alojamiento, familia.

MAPFRE MEDICINA, 2007, 18 {4): 305-315

INTRODUCCION

Teniendo en cuenta los dos objetivos propuestos
para el presente estudio que, por un lado, conside-
ran la importancia que el apoyo emocional de las
redes informales tiene para las personas mayores; v
por otro, en que medida aumenta la red estructural
de la red de apoyo social de los fenectos se ve au-
mentada durante su participacion en el programa

Correspondencia:

AL ). Garcia Gonzalez.

Dpro. Psicologia Social. Universidad de Sevilla
Camilo José Cela sim. 41018 Sevilla
alfonsoj@us.es

ABSTRACT

The present study intends to analyze in what measure the
elders that form part of the Program of Lodging of the Uni-
versity of Seville, see increased its social integration from
the use of the networks of informal support that arrange.
Authors as (1) affirm the value of the informal networks of |
support and of the social integration of the elder in its |
community as factor of welfare and social and personal i
adjustment. The sample is constituted by the elders that |

form part of the students Lodging Program of the Univer-

sity of Seville. With the results obtained an analysis of ab-

solute frequencies and of contingencies for those variables |
has been has carried out that contribute significant data. |
This investigation exposes an increment of visits and of the |
degree of affectation if to stopped maintaining the contact 1
with the persons that form part of the network of informal |
support (family and students). |

Key words:
Informal suppott, third age, program lodging, family.

de alojanuento; es necesario pertilar en primer lu-
gar el concepro de apovo social.

Una aproximacion terminologica al concepto de
apovo social se basa en lo que (2) definen como
«provisiones instrumentales yv/o expresivas, reales
o percibidas, aportadas por la comunidad, redes
soctales v amigos mtimos».

En este sentido, las tamlias de las personas ma
yOres son fuente de APOVO ¢ wial qgue les acompa
nan, Hegando a padecer meluso parte del deterioro
generalizado que sufren en la dltima etapa vital (3).
Se trata que, desde ¢l seno tamiliar, el apoyo social
que se aporte al ancano sea de calidad; poniendo

en evidenaia tos Aspectos Pn\i!nw. de los diferentes
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procesos de ayuda en caso de enfermedad o desdni-

mo generalizado, ademas de ayudar a la familia a

superar y aceptar las nuevas situaciones que pro-

ducen la jubilacién, enfermedad, etcétera.

Por otra parte, (4) defiende que el apoyo social
€s un meta-constructo, con tres elementos con-
ceptuales que se relacionan en un proceso dina-
mico de transacciones entre el sujeto, las redes de
apoyo y su ambiente.

Por lo que respecta a los factores de contexto
social, entre otros aparecen los siguientes:

1. Estresores, los cuales pueden facilitar (movili-

zacion de los miembros de la red) o dificultar

(divorcio, enviudar, etc.) la creacion de la red.

Familia, como principal fuente de apoyo, es

importante en cuanto al nivel de cohesion y

los conflictos que tienen lugar en su seno.

3. Roles sociales, que determinan la disponibili-
dad para crear nuevas relaciones o mantener
las ya existentes.

4. Comunidad, que tiene un impacto en el propio
disenio fisico del espacio en las interacciones.

Junto con el impetu que adquiere la investiga-
cion en el ambito del apoyo social desde los aiios
70 se produce un continuo redescubrimiento del
valor de las redes informales de apoyo y de la in-
tegracion social de la persona en su comunidad,
desmitificando la creencia de que las grandes es-
tructuras organizativas formales en la sociedad
moderna han llevado al declive del rol que de-
sempenan los grupos primarios (familia, amigos,
vecinos, comunidad, etc.) en el bienestar y ajuste
personal y social (1).

Fue Dunham (1959; cit. en (5) quien destacod la
importancia de los recursos informales de apoyo
en la comunidad y los grupos de autoayuda en la
remtegracion social de los ancianos en su comuni-

[E]

dad, Duhl (1963; cit. en (6) quien hizo hincapié en
¢l rol de los cuidadores informales en la resolucion
de los problemas emaocionales y en la reduccion del
estres, ast como en la importancia de ayudar a las
personas a ayudar a otras, etc.. Todos ellos desper-
taron un gran interés por conocer el papel que las
fuentes informales de apoyo desempenan en el pro-
ceso de ajuste de los miembros de la comunidad.
Irabajos que han fomentado ¢l desarrollo de nue-
vas micativas de prevencion e intervencion con el
objetivo de optimizar la calidad de los recursos jn-
formales de apoyo a la comunidad (1).

305-315

Redes de apoyo informal en personas mayores
que acogen a estudiantes universitarios

Esta necesidad de un mejor conocimiento de las
redes informales de apoyo y el reconocimiento de
su potencial para la prevenciéon e intervencion
habia sido anticipado desde la Psicologia Comu-
nitaria por Julian Rappapport, quien afirmaba en
1977 que, en el futuro la Psicologia Comunitaria
necesitaria estudiar, experimentar y comprender
las comunidades y los sistemas de ayuda que con-
curren de forma natural y que se desarrollan en
la familia, en los vecindarios y en las redes socia-
les donde las personas encuentran significado en
sus vidas y un sentido psicologico de comunidad.
Para Rappapport, al comprender mejor estos sis-
temas, seremos capaces quizas de hacer mas para
proveer de alternativas a aquellos miembros de la
comunidad que «no se ajustan», en lugar de for-
zar a esas personas dentro de las limitadas opcio-
nes desarrolladas bajo control profesional (1).

Trabajos como los anteriores destacaban el he-
cho de que las personas acuden a las redes infor-
males de apoyo en busca de ayuda para resolver
sus problemas personales y que los servicios pro-
fesionales reciben s6lo una pequena proporcion
de esos problemas.

Relaciones entre las fuentes formales e
informales de apoyo social

De acuerdo con el analisis de Fronland y otros
(1981; cit. en (1), las redes informales de apoyo
configuran un contexto de ayuda que es altamen-
te pluralista y diferenciado con respecto a los ti-
pos de personas involucradas, lo que hacen y por
qué. Estas figuras de apoyo y ayuda incluyen
miembros de la familia, amistades en las que se
confia y personas que se acaban de conocer pero
que acaban que estan dispuestas a ayudar. Perso-
nas que ayudan a otras desconocidas como vo-
luntarios o miembros de grupos de autoayuda
pueden ser personas que tienen una preocupa-
cion especial acerca de un problema particular
porque lo han experimentado en sus propias vi-
das o ha sido experimentado por alguien cercano
a ellas; personas que desempenan roles analogos
al de los profesionales; o personas con tiempo vy
habilidades infrautilizadas. Miembros del vecin-
dario o de la comunidad alrededor de problemas
locales. Estos tipos diferentes de personas confi-
guran un sistema ecologico de ayuda cotidiana en
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el que las personas desempenan roles comple-
mentarios o interrelacionados, ayudandose mu-
tuamente, proporcionando apoyo o realizando
diversas actividades en el vecindario o comuni-
dad. La ayuda informal no es una actividad uni-
direccional sino que constituye un flujo mutuo
que implica tanto la recepciéon como la provision
de ayuda. La ayuda se proporciona como parte
de un intercambio mutuo y continuo que consti-
tuye un sistema mas amplio de derechos y obliga-
ciones dentro del grupo primario, vecindario, co-
munidad o cultura.

Entre los andlisis tedricos mas relevantes acerca
de la importancia de los grupos informales, la ne-
cesidad de los sistemas formales de contar con
ellos y el rol complementario que desempenan,
destaca el que nos ha proporcionado Litwak
(1985 y 1990; cit. en (6). En su discusion Litwak
se remonta a los planteamientos teéricos de We-
ber (1947; cit. en (6) para establecer los origenes
de la incompatibilidad y el “falso dilema™ que
supone tratar de escoger entre los valores y prin-
cipios de las organizaciones formales y de los
grupos primarios (Cooley, 1909; cit. en (5). Apa-
rentemente esta leccion es necesaria debido al ca-
racter opuesto de sus estructuras. Mientras que
las organizaciones formales requieren evaluacio-
nes objetivas, motivaciéon econoémica, fragmenta-
cion y despersonalizacion de vinculos sociales,
los grupos primarios necesitan de vinculos per-
manentes y de evaluaciones basadas en el afecto.

Por otra parte, instituciones y organizaciones
profesionales de ayuda comienzan a reconocer
que su labor en solitario no es suficiente para
proporcionar los recursos y el apoyo social tan
vital para el bienestar de las personas y de las co-
munidades donde viven (Warren, 1992; cit. en
(7). Cada vez es mayor el reconocimiento de que
las necesidades humanas, particularmente las de
las poblaciones mas vulnerables, no pueden ser
satisfechas en su totalidad por instituciones y ser-
vicios profesionales. De esta manera, si se preten-
de atender adecuadamente a la poblacion mas
necesitada, la utilizacion de redes informales de
ayuda y apoyo se encuentra, sin duda, entre las
mas poderosas de esas estrategias alternativas de
intervencion. De hecho, desde la Asociacion
Americana de Psicologia se identifican programas
de prevencion efectivos para grupos de riesgo a
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lo largo del ciclo vital que puedan servir de mo-

delos para los profesionales (Price y otros, 1989;

cit. en (8). Entre las caracteristicas o facetas co-

munes de los programas que habian demostrado
su efectividad se encontraban, entre otras, la pro-
vision del apoyo social v su intento de fortalecer
las redes naturales de apoyo (familia, comunidad

y escuela).

De acuerdo con (9), la contribucidn de las redes
sociales narurales en la salud y el bienestar difiere
de la de los sistemas formales de apoyo en cinco
aspectos fundamentales:

a) Su accesibilidad natural.

b) Su congruencia con las normas locales acerca
del momento y forma en que el apoyo debe
ser expresado.

¢) Sus raices en relaciones duraderas entre iguales.

d) Su variabilidad, comprendiendo desde la pro-
vision de bienes y servicios materiales a la
simple compania.

e) Su libertad e independencia de los costes eco-
nomicos y psicologicos que tienen lugar cuan-
do se utilizan los recursos profesionales.

Como senala este autor, puesto que las anterio-
res caracteristicas son centrales en los procesos
de apoyo social, desde la perspectiva de la provi-
sion formal de ayuda y de la colaboracion profe-
sional con las redes informales de apovo, los es-
fuerzos deben dirigirse a su prvsc;vnci(m v
fortalecimiento.

Es importante en este sentido, una nueva
orientacion en la formacion profesional. Una
nueva orentacion que sea capaz de I'L‘Ht'}.li'
otras formas de definir los problemas v sus solu-
ciones, que sea capaz de identificar e involucrar
a las redes de apovo en la comunidad, que sea
sensible a las normas que rigen las redes infor-
males de avuda, que favorezca un cambio desde
una perspectiva de déticits a una de potenciali
dades v de promocion de las habihdades v re
cursos comunitarios, que incorpore los princ
lxin\' dL‘ Jlll(h'(‘il‘i'ﬂﬂll.'l-.'lt\ll\ autoconthianza
ayuda mutua en el proceso de provision de avu
da, v que promueva relaciones basadas en la
igualdad y en la responsabihidad comparnda
(Froland y otros, 1981 cit. en (1)

Como concluven Froland v orros (1981 aie. en
(1), la combinacion de tuentes formales ¢ mntor

IlLlli"\ no resudta un [th ¢SO ?,‘Ll} vV opPuede gue no
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sea deseable o posible en numerosas circunstan-
cias. No obstante, la busqueda de formulas para
lograr una mejor colaboracién y articulacion en-
tre estas dos fuentes de ayuda es sin duda una va-
liosa linea de trabajo cuyo objetivo es lograr ser-
vicios mas comprehensivos. También constituye
una nueva oportunidad para lograr relaciones
mads igualitarias entre las fuentes informales y los
servicios profesionales de ayuda y establecer un
nuevo marco desde el que sea posible renegociar
el equilibrio entre la responsabilidad publica y
privada en la provisiéon de servicios de ayuda y
apoyo.

METODO

Descripcion vy justificacion

El presente estudio se basa en el anilisis de la
Red de Apoyo Social (RAS) del Programa de Alo-
jamiento que ofrece la Universidad de Sevilla a
los estudiantes universitarios, junto con las per-
sonas mayores que ofrecen su domicilio a cambio
de compania, servicios de ayuda, etc.

Los instrumentos de evaluacion de las RAS se
pueden clasificar en funcion de lo que miden, de
este modo, estan los que evaltian fundamental-
mente aspectos estructurales del apoyo, frente a
los instrumentos que se centran preferentemente
en las funciones (aspectos funcionales) que cum-
ple el mismo.

Desde el enfoque estructural se evalda la exis-
tencia de personas que son potencial o realmente
fuentes de apoyo, lo que implica el andlisis de re-
des sociales. Por tanto, estas mismas proporcio-
nan un indice objetivo e indirecto de la disponi-
bilidad de las funciones de apoyo (Cohen y
Ashby, 1983:; cit. en (7).

Desde esta perspectiva, son el estado civil, la re-
lacion con otros familiares, etc., los indices mas
utilizados como medida de apoyo soctal. Ade-
mas, para operativizar ¢l grado de integracion so-
cial (Krause, 1989; cit. en (7), se atiende a:

a) Indicadores sociodemogrificos (estado civil,
visitas que recibe, etc.), por los que se asume
la presencia de lazos sociales, tratandose de
medidas atiles para especificar las condiciones
bajo las cuales es posible el apoyo, pero no in-
forman de si realmente se dan.
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b) Nimero de relaciones en funcion de las visitas
recibidas, personas con las que mantiene un
contacto social asiduo.

c¢) Andlisis de la red, que describe la red de los
mayores en dimensiones como el tamarfio, visi-
tas que reciben, etc. El andlisis de redes socia-
les nos informa acerca de en qué relaciones
puede intercambiarse el apoyo.

Sujetos

El Universo objeto de estudio es toda la pobla-
cion anciana de la capital de Sevilla, mayor de 65
afios, que forma parte del Programa de Alojamien-
to para Estudiantes Universitarios de la Universi-
dad de Sevilla. Dicho Universo se constituye a par-
tir del listado de personas mayores que forman
parte del Programa, el cual ha sido facilitado por la
Trabajadora Social del Servicio de Asistencia a la
Comunidad Universitaria (S.A.C.U.) de la Universi-
dad de Sevilla, previo consentimiento de la muestra
seleccionada. Segun los datos a los que se ha tenido
acceso y que se han consultado, el Universo objeto
de este estudio consta de un total de 33 sujetos.

Al ser una poblacién reducida la que pertenece
a este Programa de Alojamiento, se ha considera-
do como muestra del estudio a todo el Universo
que forma parte del Programa, sin considerar a
los estudiantes universitarios que también lo inte-
gran, es decir, que solo se ha tenido en cuenta a
la poblacién anciana del Programa. En este senti-
do, no ha sido necesario llevar a cabo ningtin
proceso de muestreo al respecto.

Diseno de la investigacion

Para este estudio se plantea un diseno vilido y
aril para la investigacion social sobre la vejez. En
este sentido, se ha optado por el disefio de un so-
lo grupo (el de los ancianos que forman parte del
Programa de Alojamiento) con dos mediciones
(una referida a la situacién vivida por los ancia-
nos antes de recibir el apoyo y otra basada en el
momento en que el grupo de ancianos se benefi-
cia de la Red de Apoyo Social).

Para analizar exhaustivamente las diferentes
variables del estudio, se propone la utilizacion de
un disefio descriptivo, que consiste en evidenciar
la frecuencia con la que se dan las diferentes va-
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riables de estudio en la poblacion anciana. Ade-
mas se han realizado tablas de contingencia para
aquellas variables que aportan resultados muy
significativos de cara a la contrastacion de datos
referentes a la poblacién antes y durante el desa-
rrollo del Programa de Alojamiento; de hecho se
han tenido en cuenta aquellas contingencias que
aportan un indice de fiabilidad del 0.01.

Seleccion del instrumento

A la hora de elegir el instrumento de recogida
de datos se han seleccionado aquellos instrumen-
tos que han resultado eficaces en investigaciones
pasadas similares, aunque con leves modificacio-
nes (fundamentalmente de redaccion de algunos
items) para la poblacién objeto de estudio. De es-
te modo, se incluyeron las siguientes escalas y
cuestionarios:

A) Cuestionario de Apoyo Social (Fernindez del
Valle y Errasti, 1991; cit. en (11): en base al
cual se han realizado las cuestiones que versan
sobre la convivencia y la interaccion de la per-
sona mayor dentro de la red de apoyo a la que
pertenece. Permite evaluar los aspectos funcio-
nales de red, es decir, la intensidad de apoyo
que aportan segun la percepcion del sujeto.

B) Version castellana del PGWB o Indice de Bienes-
tar Psicologico General (Bobes y otros, 1996;
cit. en (11), que contempla cinco factores, los
cuales explican conjuntamente el 64,9% de la
varianza total del instrumento. De este modo, se
puede observar como el analisis factorial de la
adaptacion espanola del PGWB Index presenta
un estructura similar a la versién original, que-
dando confirmada la validez de constructo. La
varianza del instrumento queda distribuida fac-
torialmente de la siguiente manera: N
» Estado de danimo (ansiedad-depresion):

37.3%:.
» Vitalidad: 9.2%.
» Autocontrol: 6.9%.
» Salud: 6.3%.
» Estado psicofisico: 5.2%.

C) Adaptacién de la Escala de Depresion para An-
cianos (GDS) (Brink et al., 1982; cit. en (1),
adaptada por Izal y Montorio, 1993, d¢ la cual
se han tomado once items que han n-.snll._nln
validos para la poblacion ancitana, respondien
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do a posibles estados psicofisicos en los que se
encuentra la persona en esta etapa vital.

D) Valoracion de los diferentes factores psicoso-
ciales en la calidad de vida (11), que consta de
nueve items validados en una poblacién de su-
jetos con edades superiores a 65 anos, residen-
tes de derecho en la provincia de Granada.

Administracién del cuestionario

El encuestador, en casa de la persona que iba a
ser encuestada, se presentaba como miembro de
un equipo de investigacion que estd realizando
un estudio sobre Tercera Edad y Calidad de Vida.
Acto seguido, se pasaba a leer detenidamente ca-
da una de las instrucciones del cuestionario al su-
jeto, asegurandose de su plena comprension.

De hecho, para garantizar la fiabilidad del
cuestionario y no contaminar al sujeto con ideas,
juicios y estimaciones del entrevistador, éste leia,
exacta, repetidamente v con la misma entona-
cion, aquellos items que la persona entrevistada
no comprendiera o no escuchara con precision.

RESULTADOS

Para la obtencion de los resultados de este estu-
dio se ha aplicado un andlisis cuantitativo me-
diante la aplicacion del programa informatico
SPSS version 11.0, a través del cual se han podi-
do extraer tablas de frecuencias y analizar tablas
de contingencia referidas a variables significati-
vas del estudio.

En primer lugar, y comparando las respuestas de
los encuestados antes y durante la participacion en
el Programa de Alojamiento, se observa como hay
un awmento significativo en cuanto a la vida social
mantenida por parte de las personas mavores. Asi
se observa un mayor nimero de visitas que la per-
sona anciana recibe en su domicilio, lo cual es un
indicador del incremento de las relaciones sociales.
De este modo, se da un incremento del porcentaje
de visitas de 39.4% de visitas con antenoridad a la
8% de Visttas
una vez mclumdo en el mismo (Tablas 1y 2)

parncpacion en el programa, a un

Fambien se encuentra un dato positivo

Jque se refiere a las expeceanivas tururas de las

personas mavores, pasando a ser un 1009, los

t‘lik‘ \U'l!ll'tn]"l\‘!‘\ll! ol {5\ S0 L_:u PerMmaneces 1]
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TABLA 1. Visitas que recibia la persona mayor en su domicilio antes de formar parte

del Programa de Alojamiento

Recibe visitas de familiares y amigos a diario
Recibe visitas diQers‘os dias de la sefnana o
Recibe visitas sélo los festivos ' ;

S6lo acuden personas del voluntariado
No recibe visitas :

TABLA 2. Visitas que recibe la persona

mayor en su domicilio

Frecuencia Porcentaje valido

No recibe visitas 4 12,1
Recibe visitas 26 78,8
Sélo acuden voluntarios 3 9,1

Total 33 100,0

TABLA 3. Cuando tenia problemas se los contaba

Frecuencia Porcentaje valido

Siempre ' 16 48,5
A veces 9 DTS
Nunca 8 24,2

Total

TABLA 4. Cuando sabia que tenia un problema,
le ayudaba

Frecuencia Porcentaje valido

"~ Siempre oy 15 45,5
A veces 13 39,4
15,2

Nunca 5

vivienda en los proximos tiempos, frente al 84%,
que lo manifestaba antes de formar parte de este
programa, habiendo un mayor numero de perso-
nas ancianas que no descartaban ingresar en un
futuro en una residencia de ancianos.

En tal medida se considera importante la convi-

vencia del estudiante universitario por parte de

los mayores, que un 78.8% de ellos piensan que

Frecuencia Porcentaje valido
6 18,2
At 39,4
7 21.2
3 9,1
4 12,1
3

| Pa. Indiferente
| i o,1%
|
|

«No’ planteac'ib._l
T

Bastante :
78,8% [

Fig. 1. En qué medida le afectaria dejar de ver a esta
persona.

les afectaria mucho dejar de ver a esa persona
con la que actualmente convive. Este grado de
importancia se refleja en un dato significativo de
la confianza depositada en los estudiantes, a los
cuales, si las personas mayores se encuentran con
algun problema, se lo cuentan un 48.5%, y éstos
{los ancianos) ayudan a resolverlo siempre en un
45.5% (Tablas 3 y 4).

Por otro lado, las relaciones mantenidas con los
estudiantes alojados en los hogares, se manifies-
tan en un grado alto de relevancia. Esto se debe a
la consideracion y alta estima que tienen de estos
contactos las personas senectas, las cuales reco-
nocen que el contacto a diario que mantienen
con ellos es tan importante que desean seguir
manteniéndolo, y que si por algin motivo deja-
ran de tener relacion con ellos les afectaria bas-
tante en un 78.8% (Figura 1).

Una vez llevado a cabo el andlisis descriptivo de
frecuencias de las variables estudiadas, resulta in-
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TABLA 5. Cuando tenia problemas se los contaba * Cuando tiene problemas se los cuenta

Cuando tenia Siempre Recuento
problemas

se los contaba

Frecuencia esperada

Residuos corregidos
A veces  Recuento
Frecuencia esperada

Residuos corregidos

‘Nunca 'Reéuento !

' Frecuencia esperada

Residuos corregidos
Recuento

Frecuencia esperada

Total

TABLA 6. Pruebas de chi-cuadrado

Valor: gl

Sig. asintotica
(bilateral)

Chi-cuadrado

de Pearson 66,000 4 .000
Razon de j ;
verosimilitud 69,226 4 ,000

a) 8 casillas (88,9%) tienen una frecuencia esperada inferior
a 5. La frecuencia minima esperada es 1,94.

teresante la interpretacion de las tablas de contin-
gencia resultantes de las variables mas significati-
vas del estudio propuesto. Con el procedimiento
de las tablas de contingencia se pueden crear ta-
blas de clasificacién dobles y multiples y, ademas,
proporcionar una serie de pruebas y medidas de
asociacién para las tablas de doble clasificacion.
De este modo, en relacién con la variable deno-
minada «Cuando tenia/tiene problemas se los
cuenta», es destacable el hecho de que la mayoria
de los ancianos responden de igual forma a este
item, tanto antes de pertenecer al programa de -.1E_u~
jamiento como durante el disfrute del nusmo. De
este modo, se puede afirmar que, el formar parte
del programa, no implica un cambio sustancial en

el grado de confianza que los ancianos tenian para
contar sus problemas. En este caso s¢ compruehan

'+

Cuando tiene problemas se los cuenta Total

CG s 16

7.8 4,4 3,9 16,0
5,7 -3,4 -3,2

0 9 0 g
4,4 2,5 2,2 9,0
-3,4 5,7 2,0

0 bR 8 8
3,9 2,2 1,9 SIS
30 2,0 5,7

16 9 8 8
16,0 9,0 8.0 33,0

los resultados en una probabilidad para una %2 de
99 con 4 grados de libertad, siendo menor que
0.01, es decir, P(x2= 99,4) < 0.01 (Tablas S y 6).

En el analisis de las interacciones sociales que
se desarrollan a partir de los elementos que for-
man parte de la RAS de los ancianos, se puede
apreciar como los sujetos que antes de pertenecer
al programa tenian relaciones con el entorno fa-
miliar normales, o bien, tenian buenas relaciones
con personas externas al nicleo familiar, o si no
tentan relaciones familiares, tenian contactos so-
ciales muy restringidos; durante la implementa-
cion del programa las personas que forman parte
del estudio mantienen su opinion con respecto a
Del
mismo mode se da una tendencia negativa entre
aquelios sujeros que durante el programa de alo-
jamiento opinaban que tenian relaciones norma-
les, lo cual no supone que tuvieran buenas rela-
ciones con personas externas al nicleo familiar

las «Relaciones con el entorno familiar».

antes de formar parte del programa. Asimismo,
se comprucban los resultados en una probabili
dad para una x* de 99 con 9 grados de libertad.
siendo menor que 0.01, es decir, Piys
0.01. (Tablas 7 v 8)

Aligual que se ha comprobado en el andlisis de

. QU Q) .

frecuenaias, con respecto a las «Visitas que rea

hia/recibe la persona mavor en su domicilios, s
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TABLA 7. Relaciones con el entorno familiar antes de formar parte del Programa de Alojamiento * TABLA 9. Visitas que recibia la persona mayor en su domicilio antes de formar parte del Programa

Relaciones con el entorno familiar de Alojamiento * Visitas que recibe la persona mayor en su domicilio

'Relaciones con  Normales ~ Recuento
el entorno familiar e e ]
antes de formar
parte del Programa
‘de Alojamiento ] AL
Frecuencia esperada
Residuos corregidos
Sin relaciones  Recuento
familiares ; i
Frecuencia esperada
Residuos corregidos
Buenas Recuento
relaciones con
personas externas
al nucleo familiar
Frecuencia esperada
Residuos corregidos
Contactos Recuento
sociales muy
restringidos
Frecuencia esperada
Residuos corregidos
Total Recuento

Frecuencia esperada

TABLA 8. Pruebas de chi-cuadrado

Valor gl Sig. asintotica

(bilateral)

Chi-cuadrado
de Pearson

99,000 9 ,000

a) 15 casillas (93,8%) tienen una frecuencia esperada inferior
a 5. La frecuencia minima esperada es ,03.

da un cambio significativo en el sentido de que
antes del programa los sujetos recibian visitas de
voluntarios, mientras que durante el programa,
las personas mayores reciben visitas més frecuen-
temente. Ademds se mantiene el nimero de con-
tactos sociales de aquellas personas que no reci-

Relaciones con el entornoe familiar: Total

0 0 27 0 27
2,5 e 22,1 1,6 27,0
-39 22 5,7 31

0 ey i 0 2 2

2 i 6 1 2,0
.5 .3 31 Bi7

3 0 0 0 3

3 il 2,5 ) 3,0
5,7 3 -3,9 i

0 s el 0 1
A 0 8 A 1,0
¥3 5,7 2,2 3

3 1 o 2 33
3,0 1,0 27,0 2,0 33,0

ben visitas antes y durante el programa. En esta
variable, se comprueban los resultados en una
probabilidad para una y2 de 99 con 8 grados de
libertad, siendo menor que 0.01, es decir, P(y2=
99,8) < 0.01 (Tablas 9 y 10).

DISCUSION

En este apartado se destacan aquéllas investiga-
ciones y teorias sobre la ancianidad que vienen a
fundamentar los objetivos propuestos en el pre-
sente estudio y contrastar los resultados obteni-
dos a partir de los sujetos estudiados.

En relacion con el primer objetivo propuesto
referido a la importancia que tiene el apoyo
emocional que ofrecen las redes informales, he-

Visitas que recibia Recibe visitas

la persona mayor de familiares
en su domicilio y amigos
antes de formar a diario
parte del Programa
de Alojamiento
Recibe visitas

diversos dias
de la semana

Recibe visitas
solo los festivos

Sélo acuden
personas del
voluntariado

No recibe visitas

Total

~ Recuento

Frecuencia esperada
Residuos corregidos
Recuento

Frecuencia esperada
Residuos corregidos
Recuento

Frecuencia esperada
Residuos corregidos
Recuento

Frecuencia esperada
Residuos corregidos
Recuento
Frecuencia esperada
Residuos corregidos
Recuento
Frecuencia esperada

TABLA 10. Prueba de Chi-cuadrado

Valor gl

Chi-cuadrado

de Pearson 66,000 6

Sig. asintotica
(bilateral)

,000

a) 13 casillas (86,7%) tienen una frecuencia esperada inferior

a 5. La frecuencia minima esperada es ,27.

mos de decir que Dunham (1959; cit. en (5} ¥
Duhl (1963; cit. en (5), destacan la importancia
de los recursos informales de apovo en la comu

Visitas que recibe la persona Total
mayor en su domicilio

il 4,7 9 6.0
-1,0 1,4 -9

0 13 0 13
1,6 10,2 3 107 13,0
A7 2,4 1,5

0 7 0 3
8 5,5 6 7,0
-1,1 1.5 -9

0 0 3 3
4 2,4 3 3,0
I 35 5,7

4 0 0 4
5 3,2 4 4,0
5,7 41 ¥

4 26 3 33
4,0 26,0 3.0 33,0

nidad y los grupos de autoavuda en la reintegra-
cion social de los ancianos; asimismo destacan
el rol de los cindadores imformales en la resolu-
cion de los problemas emocionales v en 1a re
duccion del estrés, desempenando un papel fun
damental en el proceso de ajuste de los
miembros de la comumdad.

Para Abellan (10) la confianza en los curdado-
res informales (tamilia o anugos de los anaia
nos) puede ser tan grande que llega a ser exclu
yente de otros tipos de avuda, confiando solo en
sus cuidados. Ahora bien, para conseguir la me

ta de la mtegracion social del anciano se hace
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necesario que, tanto la sociedad como la fami-
lia, tomen conciencia de la situacion de este gru-
po de poblacion y se habiliten los medios opor-
tunos para su solucion.

Todo esto se evidencia con los resultados obte-
nidos en el presente estudio, en el que el 100%
de las personas mayores desean permanecer en
sus hogares en los proximos tiempos, tras su
convivencia con los estudiantes universitarios
participantes en el programa; asi como destacan
la importancia que supone el apoyo emocional
de los mismos, destacando en un 78.8% de los
casos que les afectaria mucho dejar de ver a esa
persona con la que conviven hoy dia.

A la vista de todo lo anterior se puede decir
que las Redes de Apoyo Social informales inci-
den positivamente en la integracion social del
anciano en su contexto; y en este sentido, los es-
tudiantes universitarios pueden ser considerados
como miembros de la familia del anciano con el
que conviven, constituyendo uno de los princi-
pales apoyos para éstos. De este modo, aunque
el servicio de ayuda a domicilio que presta la
Universidad de Sevilla a los mayores que for-
man parte del Programa de Alojamiento es for-
mal, no obstante, el tipo de relaciones que lle-
gan a establecer estudiantes-ancianos puede
considerarse de cardcter informal.

En segundo lugar, en la investigacion se pre-
tende analizar las interacciones sociales que se
desarrollan a partir de los diferentes elementos
que conforman la RAS (red estructural). Asi, de
acuerdo con el analisis de Froland y otros
(19815 cit. en (1) las redes estructurales de las
RAS de las que forman parte los ancianos pue-
den estar constituidas por figuras de apoyo y
ayuda que incluyen miembros familiares, amis-
tades en las que se confia, voluntarios que estan
dispuestos a ayudar, etc.. Miembros del vecinda-
rio o de la comunidad también pueden tener al-
guna habilidad especial para movilizar a otros
miembros de la comunidad, dando lugar a un
sistema ecoldgico de ayuda cotidiana en el que
Iag personas desempefian roles complementarios
o nterrelacionados, ayudandose mutuamente y
proporcionando apoyo.

Segun Rogers (1987; cit. en (1), las interven-
clones dirigidas a la alteracion de la estructura,
composicion y/o intercambios de apoyo de la
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red social de la persona, o incluso de sus nor-
mas acerca de la bisqueda de ayuda, poseen
una mayor validez ecoldgica. De este modo, las
intervenciones que se desarrollan a partir del
contexto social, y que tienen como objetivo este
mismo contexto poseen, desde la perspectiva de
la planificacién de las estrategias de interven-
cion social, un particular interés por generar
cambios positivos en la salud y un ajuste psico-
social con esas comunidades.

La interaccién social supone, segtin (1) la pre-
sencia de una persona de confianza en la red so-
cial que produce una buena salud mental y una
moral elevada en el anciano, actuando como un
mecanismo protector y reduciendo la ansiedad y
la tension que producen los sucesos vitales estre-
santes. Ademas, las relaciones de amistad tam-
bién actiian como un mecanismo que reafirma
los sentimientos de autoestima y valia personal
en la tercera edad.

Por lo que respecta a los resultados, en rela-
cion con el segundo objetivo, hay que destacar
un aumento significativo en cuanto a la vida so-
cial desarrollada por los mayores. Asi, se obser-
va un mayor numero de visitas que la persona
anciana recibe en su domicilio, lo cual es un in-
dicador del incremento de las relaciones socia-
les; de hecho, de un 39.4% de la poblacién que
recibian visitas con anterioridad a la participa-
cion en el programa, se pasa a un 78% de visi-
tas una vez incluido en el mismo; este dato se
corrobora igualmente en la Tabla 9. Las perso-
nas que forman parte del estudio mantienen su
opinion respecto a las relaciones con el entorno
familiar, de manera que los sujetos manifiestan
tener relaciones normales, o bien, tener buenas
relaciones con personas externas al nucleo fa-
miliar; y si no tienen relaciones familiares,
mantienen contactos sociales muy restringidos
(ver Tabla 7).

Una vez analizado el segundo objetivo del es-
tudio, se puede afirmar que la red estructural de
la RAS de los ancianos esta constituida por inte-
racciones sociales, que se ven incrementadas a
partir de la implementacion del Programa de
Alojamiento. De esta manera, los estudiantes
universitarios se presentan como personas nue-
vas en la vida de los senectos que, sin embargo,
estan dispuestos a facilitar el dia a dia de aque-
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llos. Tal es asi que se establece una relacion sim-
bidtica entre anciano-estudiante, en la que el
primero provee al segundo de alojamiento,
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Importancia de los polimorfismos genéticos de selectinas
y factor tisular en la etiopatogenia de la enfermedad
tromboembolica venosa en pacientes jovenes

Role of genetic polymorphism in selectins and tissue factor
in venous thromboembolism in young patients

Tassies Penella M.D., Monteagudo Terres
J., Reverter Calatayud J.C.
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RESUMEN

Objetivo: Estudiar la importancia de los polimorfismos de la
P-selectina (Thr715Pro), del ligando de la P-selectina PSGL-1
(VNTR y M62I) y del factor tisular (-1208I/D) en la etiopatoge-
nia de la enfermedad tromboembédlica venosa (ETV) en pacien-
tes jovenes.

Procedimientos: Se seleccionaron 82 pacientes con ETV y
edad igual o inferior a 50 anos. Cuarenta y un pacientes con
ETV idiopatica (Grupo 1), (edad 34,4+ 9,61 anos; 51% muje-
res) y 41 pacientes con ETV asociada a los factores genéticos
de trombofilia méas prevalentes (factor V Leiden y mutacion
| G20210A de la protrombina) (Grupo 2) (edad 34,2 +11.7
| anos; 63% mujeres) y 82 controles voluntarios sanos empare-
jados por edad y sexo. Los polimorfismos de P-selectina
(Thr715Pro), PSGL-1 (VNTR y M&21) y factor tisular (-1208I/D)
se determinaron por PCR.

| Resultados: No hubo diferencias en la distribucion de geno-
tipos de P-selectina Thr715Pro, PSGL-1 VNTR y factor tisular
| -1208I/D entre los controles y los grupos de pacientes. Para
i el polimarfismo de PSGL-1 M&2I, la prevalencia de portado-
| res heterocigotos (M/1) fue significativamente mayor en los
| pacientes del grupo 2 (25%) que en los del grupo 1 (15%) o
| en el grupo control (10%) (p<0,05).

Conclusion: El polimorfismo M621 de PSGL-1 puede contribuir
a la expresién trombotica en pacientes jovenes portadores de
factor V Leiden o mutacion G20210A de la protrombina.

Palabras clave:
Trombosis venosa, P-selectina, factor tisular, PSGL-1, micro-
particulas, polimorfismos genéticos.
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ABSTRACT

Objective: To analyze the role of functional polymorphisms on
P-selectin (Thr715Pro), P-selectin glycoprotein ligand PSGL-1
(VNTR and M62I) and tissue factor (-1208I/D) in venous th-
romboembolism (VTE) in young patients.

Methods: Eighty-two patients with VTE younger than 50 years
were included. Forty-one patients had idiopathic VTE (Group 1)
(mean age 34.4, SD 9.61 years; female gender 51%) and 41
had VTE associated with the common thrombophilia polymorp-
hisms factor V Leiden or prothrombin G20210A (Group 2)
(mean age 34.2, SD 11.7 years; female gender 63%). In addi-
tion, eighty-two age and sex matched healthy controls were al-
so0 included. P-selectin Thr715Pro, PSGL-1 VNTR and M62I
and TF -1208I/D polymorphisms were determined by PCR.

Results: There were no differences in genotype distribution
among controls and Group 1 or Group 2 patients for P-selectin
Thr715Pro, PSGL-1 VNTR and TF -1208l/D polymorphisms. For
PSGL-1 M62I polymorphism, the prevalence of heterozygous
(M/1) carriers was significantly higher in patients of Group 2
(25%) than in patients of Group 1 (15%) or in controls (10%)
(p=<0.05).

Conclusion: M62! polymorphism on PSGL-1 may contribute to
the thrombotic expression in young patients carriers of factor V
Leiden or prothrombin G20210A polymorphisms.

Keywords:
Venous trombosis, P-selectin, tissue factor, PSGL-1, microparti-
cles, genetic polymorphisms.
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INTRODUCCION

La trombosis venosa es una enfermedad compleja
y multifactorial en la que en alrededor del 50% de
los episodios no se halla una causa etiopatogénica
identificable. En los ultimos anos se ha puesto de
manifiesto el importante papel que las microparti-
culas circulantes tienen en la iniciacion y la amplifi-
cacion de la coagulacion (1-3). Estas microparticu-
las son fragmentos celulares liberados por las
células sanguineas (plaquetas, monocitos, células
endoteliales) y llevan en su superficie proteinas de
membrana de las células de las que proceden, ac-
tuando como los principales vectores funcionales de
dichas proteinas. Las principales proteinas relacio-
nadas con la generacion de microparticulas, su re-
clutamiento en el interior del trombo en formacion
y la progresién del mismo son la P-selectina, el li-
gando de la P-selectina (PSGL-1, P-selectin glyco-
protein ligand 1) y el factor tisular (4). Asi, se ha
demostrado que la presencia de factor tisular en las
microparticulas es critica para un correcto desarro-
llo del trombo (1). Por su parte, la P-selectina, ex-
presada por las plaquetas activadas, y su ligando
PSGL-1 expresado en las microparticulas, permiten
el anclado de las microparticulas a las plaquetas ad-
heridas al coagulo en formacién (1, 2), contribu-
yendo a la progresién del mismo. Ademas, la inte-
raccién P-selectina/ PSGL-1 induce tanto la
expresion de factor tisular como la formacion de
microparticulas, contribuyendo todo ello a la gene-
racion de un estado protrombético (3, 5-7).

La expresion de selectinas y factor tisular esta en
parte regulada genéticamente por polimm‘fismos en
los genes que las codifican, determinando en oca-
siones un mayor riesgo trombético. Entre los poli-
morfismos de P-selectina el Thr715Pro se ha aso-
ciado al riesgo de enfermedad cardiovascular (8-10)
y con los niveles de P-selectina soluble (11, 12). En
el PSGL-1 dos polimorfismos parecen tener rdt.’-
vancia: un polimorfismo de tamafio VNTR (varia-
ble number of tandem repeats) que determina la
longitud del dominio extracelular de la protema,
dando lugar a los alelos A, By C (13) y que s¢ ha
asociado al riesgo de enfermedad cerebrovascular
(14), y el polimorfismo M62I, que se ha relaciona-
do con el riesgo de enfermedad cardiovascular (I()).
Por su parte, el gen del factor tisular presenta seis
polimorfismos en su region promotora (15), de los

Selectinas, factor tisular y trombosis venosa

que cuatro son completamente concordantes v defi-
nen dos haplotipos de frecuencia similar. El haploti-
po D (-1208D/-603A/-1322C/-1812C) y el haplon-
po 1 (-12081/-603G/-1322T/-1812T). Estos
polimorfismos se han asociado tanto a trombosis
venosa como a infarto de miocardio (15, 16).

Asi pues, en algunas de las trombosis venosas que
se dan en pacientes jovenes, en las que no se halla
ningun factor etiopatogénico, los polimorfismos de
las citadas proteinas podrian estar implicados en la
etiopatogenia. A su vez, en pacientes con trombosis
venosa en los que se halla un factor de trombofilia
prevalente en nuestra poblacion (factor V Leiden o
mutacion G20210A de la protrombina), la diferen-
te expresividad clinica trombatica puede estar mo-
dificada o regulada por los polimorfismos en P-se-
lectina, PSGL-1 vy factor tisular y por tanto estos
polimorfismos podrian constituir un potencial fac-
tor patogénico en la trombosis venosa.

El objetivo del presente estudio fue estudiar la
relacion entre los polimorfismos de la P-selectina,
de PSGL-1 v factor tisular y las trombosis venosas
en pacientes jovenes.

MATERAL Y METODOS
Sujetos de estudio

Se incluyeron en el estudio 82 pacientes afectos
de trombosis venosa v edad igual o inferior a 50
anos. Cuarenta y un pacientes presentaron trom-
bosis no asociada a factores de trombofilia conoci-
dos (Grupo 1), (edad 34,4+ 9,61 afos; 51% muje-
res) y 41 pacientes con trombosis venosa asociada
a los factores genéticos de trombofilia mds preva-
lentes (factor V Leiden v mutacion G20210A de la
protrombina) (Grupo 2) (edad 34,2 +11,7 afos;
63% mujeres). Se excluyo en todos los pacientes
la existencia de déficits de proteina C, proteina S,
antitrombina y la presencia de anticuerpos antifos-
folipido. Se incluyeron 82 controles voluntarios
sanos emparejados con los Srupos anteriores por
edad V SeXO.

Mectodos

La dosificacion de proteina C, proteina S y anti-
rrombina se realizo con téenicas Cromogenicas v
de FLISA. La resistencia a la proteina C activada
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se determiné mediante una prueba coagulométri-
ca. En los pacientes con resistencia fenotipica se
investigd la mutacién Arg506Gln del factor V me-
diante PCR (polymerase chain reaction). La deter-
minacién de la mutacion G20210A del gen de la
protrombina se realizo en todos los pacientes por
PCR. La determinacién de anticuerpos anticardio-
lipina se realizé mediante ELISA y la del anticoa-
gulante lipico siguiendo las directrices del Sub-
committee for the Standardization of Lupus
Anticoagulants de la International Society of Th-
rombosis and Haemostasis (17).

El factor tisular circulante, se cuantificé por ELI-
SA (American Diagnostica). La P-selectina soluble
se midio por ELISA (R&D Systems).

Se analizaron los polimorfismos de la P-selecti-
na Thr715Pro, PSGL-1 (VNTR y M621) y del fac-
tor tisular (-12081/D -603A/G, -1322C/T, -
1812C/T), mediante PCR, en las condiciones que
se detallan en la Tabla 1. Como marcador del ha-
plotipo I/D del factor tisular se escogio el poli-
morfismo (-12081/D).

Selectinas, factor tisular y trombosis venosa

Métodos estadisticos:

Estrategia de analisis: El analisis principal se
efectud sobre el genotipo de los polimorfismos
de P-selectina (Thr715Pro), PSGL-1 (VNTR y
M&62]) y factor tisular (-12081/D) en los pacien-
tes con trombosis no asociada a factores de
trombofilia conocidos (Grupo 1), en los pacien-
tes con trombosis asociada a factor V Leiden o
mutacién G20210A de la protrombina (Grupo
2) y en los controles. El andlisis se llevé a cabo a
partir de la exportacion desde una base de datos
en Access, con un registro univoco por paciente.
El andlisis se realizo con el paquete SPSS. La ho-
mogeneidad entre grupos se comprobé mediante
ANOVA, comparandolos después con el grupo
control mediante la prueba de Dunnertt. En las
variables cualitativas se empled la prueba de
Chi-cuadrado. La odds ratio (OR) se calculé a
partir de tablas de contingencia y se estimé el in-
tervalo de confianza (IC) del 95% por el método
de Woolf.

TABLA 1. Condiciones de la PCR para los polimorfismos estudiados

P-selectina 11 Sense:
Thr715Pro GCC AAT AGC GAT GAA CTG CT
Antisense:
GGA TGG AAA GCA AGA CCACT
PSGL-1 13, 14 = Sense:
VNTR CCT GTC CAC GGA TTC AGC
Antisense:
GGG AAT GCC CTT GTG AGT AA
PSGL-1 18 Sense alelo A:
M62I GAA ACG GAG CCT CCA GAA ATA

Sense alelo G:

AAA CGG AGC CTC CAG AAATG
Antisense:

GTC GAA TCC GTG GAC AGG TT
Sense:

CTA TAT TGC CTG CAAGAC ACG
Antisense:

CAG TTC AGG CAA AGG AGG AA

Factor tisular 19
-1208\/D

60°C BstE Il Thr: 256
Pro: 129, 127
B7°C - A: 589
B:i 529
C: 499
62°C - M: 184
I: 185
60 °C - I: 205
DESIST
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RESULTADOS

Pacientes:

De los 41 pacientes del Grupo 1, 18 presenta-
ron trombosis venosa en extremidades inferiores,
17 tromboembolismo pulmonar y 6 trombosis en
extremidades superiores. De los pacientes del
Grupo 2, 29 presentaron trombosis en extremi-
dades inferiores, 10 tromboembolismo pulmonar
y 2 trombosis en extremidades superiores. Entre
los pacientes con trombofilia, 20 eran portadores
heterocigotos de la mutacién factor V Leiden, 17
de la mutacién del gen de la protrombina
G20210A, y 4 pacientes eran doble heterocigoto
para las citadas mutaciones.

Polimorfismos de P-selectina, PSGL-1 y factor
tisular:

La distribucién de genotipos para los polimor-
fismos estudiados de P-selectina, PSGL-1 VNTR
y factor tisular en pacientes y controles se refle-
jan en las Tablas 2, 3 y 4. No hubo diferencias
significativas en la distribucién de genotipos de
los polimorfismos Thr715Pro de P-selectina ,
VNTR de PSGL-1 y -12081/D del factor tisular
entre los pacientes del Grupo 1 y del Grupo 2.
Tampoco hubo diferencias en la distribucion de

TABLA 2. Prevalencia del polimorfismo
Thr715Pro de P-selectina

Controles  Grupo 1 Grupo 2
(%) (%) (%)
Thr/Thr 84 83 s 85 s
Thr/Pro 15 153% 2 lis)
Pro/Pro 1 2 -

TABLA 3. Prevalencia del polimorfismo VNTR
de PSGL-1

Controles  Grupo 1 Grupo 2
(%) (%) (%)

Selectinas, factor tisular v trombosis venosa

TABLA 4. Prevalencia del polimorfismo -12081/D
del factor tisular

Controles  Grupo 1 Grupo 2

(%) (%) (%)

Thr/Thr : Bdivts 83 85
o B s 20
/D 57 37 61
B B i el T

TABLA 5. Prevalencia del polimorfismo M62I1

de PSGL-1
Controles Grupo1  Grupo 2*
(%) (%) (%)
GG (MM) oo 85 75
M DR R 25
AA (1) - -

(*) p< 0,05 GG vs. AG Grupo 2 vs. Controles.
OR:2,98, 95% IC: 1,08-8,27.

dichos polimorfismos entre los grupos de pacien-
tes y el grupo control.

Para el polimorfismo de PSGL-1 Mé621, la pre-
valencia de portadores heterocigotos (M/I) fue
significativamente mayor en los pacientes del
Grupo 2 (25%) que en los del Grupo 1 (15%) o
en el grupo control (10%) (p<0,05) (OR:2,98
95%IC 1,08-8,27) (Tabla 35).

Niveles plasmaticos de P-selectina y factor
tisular:

El genotipo Tht/Thr se asocio a unos niveles
mas altos de P-selectina soluble ( 55,82 = 34,6
ng/mL) comparado con el genotipo Thr/Pro
(32,00 = 18,42 ng/mL), p=0,023 (Tabla 6).

TABLA 6. Niveles de P-selectina

soluble

Total de pacientes
(ng/mL)
5582 * 34.6

3200+ 1842 2783+ 19,13 36,17 + 18,42
Pro/Pro (f 7 4

Grupo 1 Grupo 2
(ng/mL) (ng/mL)
Thi/Thr 61,55 £ 37,53 50,43 + 31,10

 ThiPro
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Los niveles plasmadticos de factor tisular soluble
se encontraron dentro de la normalidad, sin ob-
servarse diferencias segtin el genotipo -12081/D
(35,38= 17,41 pg/mL, 35,37+ 21,40 pg/mL y
38,14= 36,52pg/mL para los genotipos UL, I/D, y
D/D, respectivamente, p=NS. No se observaron
diferencias en los niveles de factor tisular en entre
los grupos de pacientes ni con el grupo control
(Grupo 1: 36,62+ 23,04; Grupo 2: 35,39+ 25,91,
Controles: 33,21 = 20,02, p=NS).

DISCUSION

Los resultados del presente trabajo apoyan un
papel modulador de la expresién trombotica del
polimorfismo M62I del ligando de la P-selectina
PSGL-1 en aquellos pacientes con trombosis ve-
nosa portadores del factor V Leiden o la muta-
cion G20210A de la protrombina.

El PSGL-1 es el principal ligando de P-selectina,
y se ha demostrado su importante papel en la
mayoria de las funciones de P-selectina (20). Asi,
la interaccion de P-selectina con PSGL-1 es cru-
cial en el reclutamiento de microparticulas porta-
doras de factor tisular en las fases iniciales de
formacion del trombo. La importancia de las mi-
croparticulas en su papel potenciador de la pro-
pagacion del trombo ha cobrado relevancia en
los dltimos afios en la etiopatogenia de las trom-
bosis arteriales, pero también mas recientemente
en las trombosis venosas (3).

El polimorfismo M621 de PSGIL.-1 se localiza
cerca del sitio de union de PSGL-1 a la P-selecti-
na, y por ello se ha postulado que el alelo 621 po-
dria modificar la afinidad de PSGL-1 para P-se-
lectina. En algunos estudios se ha hallado relacion
de este polimorfismo con los niveles plasmaticos
de PSGIL.-1, correspondiendo al alelo 621 los nive-
les mayores (18). En la revision de la bibliografia,
no hemos encontrado ningun trabajo que evalte
el polimorfismo M62I de PSGL-1 en tromboem-
bolismo venoso. Con relacion a las trombosis ar-
teriales existen pocos estudios con resultados dis-
pares. Asi, en un estudio no se hallé relacion de
dicho polimorfismo con la gravedad de la enfer-
medad coronaria (18), mientras que Burget v cols.
(10) hallaron una menor prevalencia del alelo 621
en los pacientes con cardiopatia Isquénmica, arri-
buyendo a este alelo un posible efecto protector,
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Por el contrario, en el presente trabajo hemos ha-
llado que el alelo 621 podria favorecer el desarro-
llo de trombosis venosas en un subgrupo de pa-
cientes jOvenes que tienen ademds alguno de los
factores biolégicos de trombofilia mds prevalentes
en nuestro medio, la mutacién factor V Leiden o
la mutacion G20210GA de la protrombina. Esta
aparente discrepancia con el estudio de Burget y
cols. podria explicarse por varios motivos. En pri-
mer lugar por el disefio del estudio, orientado a
cardiopatia isquémica en un caso y a tromboem-
bolismo venoso en un grupo de pacientes jévenes
en el nuestro. En segundo lugar, en el estudio de
Burget y cols. podria existir un sesgo en la selec-
cion de los pacientes, ya que se incluyen pacientes
con enfermedad coronaria, de los cuales, s6lo un
13% habian presentado infarto de miocardio. En
el caso de que el alelo 621 favoreciese el desarro-
llo de trombosis arterial o estuviera en relacién
con la gravedad de la misma, en el estudio de
Burget y cols. podrian haber quedado excluidos
precisamente los pacientes con una cardiopatia is-
quémica mds grave, es decir, aquellos que fallecie-
ron por infarto de miocardio, y por lo tanto su-
bestimar la prevalencia del alelo 621. Los
resultados de nuestro estudio apuntan que el alelo
621 podria favorecer la expresién trombética en
un subgrupo de pacientes jévenes portadores de
la mutacion factor V Leiden o de la G20210A de
la protrombina, probablemente mediante una in-
teraccion diferencial del alelo 621 con P-selectina
que diera lugar a la generacion de microparticulas
a escala local y contribuir de esta manera al desa-
rrollo de la trombosis.

En referencia al polimorfismo VNTR de PSGL-
I, algunos estudios experimentales apuntan que
los alelos de menor tamafio tendrian una menor
capacidad de unién a plaquetas activadas (14).
En esta linea, y desde el punto de vista clinico,
los alelos mds cortos (B y C) del polimorfismo
VNTR se han asociado con un menor riesgo de
enfermedad cerebrovascular aunque no con en-
fermedad cardiovascular o trombosis venosa pro-
funda (14, 22). Estos resultados en trombosis ve-
nosa estarian en consonancia con la ausencia de
relacion de dicho polimorfismo con la trombosis
que hemos hallado en nuestra serie.

La P-selectina, tiene un gen muy polimérfico,
pero unicamente el polimorfismo Thr715Pro se
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ha asociado al riesgo de infarto de miocardio en
algunos estudios con resultados no coincidentes
(8-10). El alelo 715Pro se ha relacionado con el
riesgo de enfermedad cardiovascular en pacientes
con hipercolesterolemia en un estudio (10), mien-
tras que contrariamente en otros estudios el alelo
715Pro se ha relacionado con un menor riesgo de
enfermedad cardiovascular (8, 9). En modelos
animales se ha sefialado la importancia de la P-
selectina también en la trombogénesis venosa (35,
6). Sin embargo, en nuestro estudio no hallamos
relaciéon del polimorfismo Thr715Pro con las
trombosis venosas en pacientes jovenes. El poli-
morfismo Thr715Pro se ha relacionado también
con los niveles plasmaticos de P-selectina soluble
(11, 12), forma que se origina por proteolisis de
la P-selectina expresada en las plaquetas. Los ni-
veles de P-selectina soluble plasmatica se han re-
lacionado también con el riesgo trombotico (21).
Los resultados de nuestro estudio confirman la
relacion del polimorfismo Thr715Pro con los ni-
veles de P-selectina soluble, siendo el genotipo
Thr/Thr el que se asocia a los niveles mas altos.
El factor tisular asociado a microparticulas cir-
culantes es la principal fuente de este componente
en el desarrollo de la fase de amplificacion de un
coagulo normal (1). Se ha apuntado que los nive-
les plasmaticos de factor tisular podrian estimar
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de una forma indirecta la cantidad relativa de mi-
croparticulas ya que se ha hallado un incremento
de factor tisular circulante en determinados esta-
dos protrombéticos. Se ha sugerido que el poli-
morfismo I/D puede determinar la unién mis o
menos eficiente de factores de transcripcién a la
region —1208 determinando la expresion de factor
tisular en células endoteliales (19), en monocitos
(23) vy los niveles plasmaticos del mismo (15).

En nuestro estudio no hemos hallado relacion
de los niveles de factor tisular con las trombosis
venosas ni con el polimorfismo —12081/D. Sin em-
bargo, este resultado no excluye la formacién de
microparticulas y de factor tisular soluble a escala
local en el momento y en el lugar de formacién
del trombo, fendmeno que no seria detectable con
la metodologia utilizada. El polimorfismo
—1208I/D se ha asociado tanto a tromboembolis-
mo venoso (15) como a infarto de miocardio
(16), sin embargo, en nuestro trabajo no se ha
confirmado la existencia de relacion del polimor-
fismo -1208 I/D con la trombosis venosa.

En conclusion, el polimorfismo Mé621 de PSGL-
1 podria modular la expresion trombdtica en pa-
cientes portadores de otras alteraciones causantes
de trombotfilia. Estos resultados deberan ser con-
firmados en estudios independientes que incluyan
un mayor namero de pacientes.
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RESUMEN

Objetivos: Se realizé la evaluacion de los riesgos psicosocia-
les en la Universidad de Sevilla para establecer la prevalencia
del estrés laboral, identificar los factores de la organizacion
del trabajo que lo desencadenan y las variables demograficas
y laborales que influyen en la propension del personal a expe-
rimentarlo, valorar sus consecuencias y formular recomenda-
ciones de cara a su control.

Material y método: Una muestra de 315 casos representa-
tivos de todo el personal de la Universidad de Sevilla, de for-
ma voluntaria e individual, fueron evaluados mediante la Es-
cala Laboral de Estrés, el Inventario «Bumout» de Maslach vy
la Escala Magallanes de Estrés.

Resultados: La prevalencia del estrés laboral y del sindro-
me «Burnout» fue alta (14 y 13% respectivamente). La falta
de recursos, la sobrecarga de trabajo, el conflicto y la ambi-
giiedad de rol, y la superespecializacion fueron los determi-
nantes de dichas experiencias. La edad, el estado civil, el
nimero de hijos, el sector en el que se trabaja y la expe-
riencia influyeron sobre la propension a tener estas expe-
riencias, cuyas consecuencias sobre la salud fueron de ca-
racter negativo.

Conclusiones: Se formulan recomendaciones dirigidas al de-
sarrollo de programas de gestion y control dei estrés laboral
especificos para cada tipo de personal.

Palabras clave:

Evaluacion de riesgos, factor psicosocial, estrés, burnout,
personal universitario, prevalencia, organizacion del trabajo,
susceptibilidad, dafos a la salud, prevencion.
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ABSTRACT

Objectives: The evaluation of the psychosocial risks was ma-
de in the University of Seville to establish the prevalence of
occupational stress, to identify the factors of the work organi-
zation that trigger it and the demographic and labor variables
that influence in the susceptibility of the personnel to expe-
rience it, to value their consequences and to formulate re-
commendations facing their control.

Material and method: A sample of 315 representative ca- |
ses of all the personnel of the University of Seville, of volun-
tary and individual form, was evaluated by means of the La-
bor Scale of Stress, the Maslach «Bumout» Inventory and the
Magallanes Scale of stress.

Results: The prevalence of labor stress and the syndrome
«Bumout» was high {14 and 13% respectively). The lack of
resources, the overload of work, the conflict and the ambi-
guity of role, and the superspecialization was the determi-
nants of these experiences. The age, the civil state, the num- |
ber of children, the sector at which one is working and the |
experience influenced the susceptibility to have these expe- i
riences, whose consequences on the health were of negative
character.

Conclusions: Recommendations directed to the develop- |
ment of programs of management and specific control of la- |
bor stress for each type of personnel are formulated.

Key words:

Risks assessment, psychosocial factor, stress, bumout, um-
versity staff, prevalence, work organization, susceptibility, he-
alth problems, prevention.
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mecanismos (emocionales, cognoscitivos y de com-
portamiento) relacionados entre si, y denominados
de forma general y conjunta con el término estrés,
se realizo la evaluacion de los riesgos psicosociales
en la Universidad de Sevilla (US), con los siguientes
objetivos concretos:

1. Determinar la prevalencia del estrés laboral.

2. Identificar los factores de la organizacion del
trabajo que actian como determinantes del es-
trés laboral.

. Reconocer las variables demograficas y labora-
les del personal, tanto docente e investigador
(PDI) como de administracion y servicios (PAS),
que influyen en un aumento de su propension a
experimentar estrés laboral.

. Valorar las consecuencias del estrés laboral.

. Formular recomendaciones de cara a facilitar la
toma de decisiones respecto a la evaluacion, pre-
vencion y control del estrés laboral en dicha ins-
titucion de ensefianza.

Son muchas las razones que se pueden esgrimir

para justificar el analisis de esta tematica: En pri-

mer lugar, la valoracion de este riesgo de cardcter
psicosocial es un requisito para la planificaciéon de
la accion preventiva, tal y como establece la Ley

31/1995, de 8 de noviembre, de Prevenciéon de

Riesgos Laborales (v. Art. 16.1.) y el Real Decreto

39/1997 de enero, en el que se aprueba el Regla-

mento de los Servicios de Prevencion (v. Art. 3).

En segundo lugar, el estrés laboral es uno de los

riesgos emergentes o psicosociales mas importan-

tes, tanto por su extension como por la gravedad
de sus consecuencias para la salud de los trabaja-
dores (1-3). En tercer lugar, desde hace veinticinco
anos, el sistema universitario espafol vive inmerso
en una situacion de cambio que demanda de sus
empleados esfuerzos de adaptacion significativos,
con recursos limitados (4), lo que constituye el cal-
do de cultivo idéneo para la emergencia de facto-
res de riesgo psicosocial como el estrés. Entre tales
transformaciones cabe sefialar los cambios legisla-
tivos, la creciente demanda de estudios superiores,
el inicio del proceso de convergencia hacia el espa-
cio europeo de ensefianza superior, etc. Ademas,
este asunto supone también un reto de caracter
cientifico-técnico, en el plano teérico y aplicado.

En el plano teérico porque son numerosos los mo-

delos y conocimientos de la Psicologia Social

(nuestra area de especializacién) que se pueden

(]
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poner a prueba (5-6). En el plano aplicado porque
la escasez de estudios empiricos al respecto impli-
ca un desconocimiento de los determinantes del
estrés laboral en el contexto universitario, asi co-
mo la necesidad de desarrollar técnicas validas y
fiables para la valoracion de los riesgos psicosocia-
les y la exposicion a los mismos.

En nuestro pais, la investigacion sobre estrés la-
boral en el sector educativo se ha centrado sobre
todo en los niveles primario y secundario (7), sien-
do escasos los estudios sobre el estrés laboral en el
ambito universitario (8), lo que parece ser una t6-
nica internacional (9), con toda probabilidad debi-
do a la consideracion de la docencia universitaria
como una ocupacion con bajo nivel de estrés, pues
se parte del presupuesto de que el profesor univer-
sitario dispone de estabilidad, baja carga de traba-
jo, libertad para proponer sus propios intereses de
investigacion y flexibilidad horaria (10). Asimis-
mo, se cree que los estudiantes universitarios estan
mas interesados que los de otros niveles educati-
vos en lo que estudian, por lo que se supone que
las relaciones entre profesores y alumnos son me-
nos problematicas que en el resto de los niveles
educativos (11). Sin embargo, el escenario de
transformaciones descrito antes y los resultados de
la escasa investigacion realizada sobre el tema no
parecen refrendar estos puntos de vista, mas bien
sugieren que la prevalencia del estrés entre el per-
sonal universitario es alta (incluso mas elevada
que la registrada en otras profesiones), y que se
trata de una experiencia intensa y frecuente, cuya
progresion es muy significativa (12-15).

En fin, existen importantes razones que justifican
los objetivos propuestos y la evidencia empirica su-
ficiente para pensar, con fundamento, que su logro
es necesario.

MATERIAL Y METODOS

La poblacion estuvo constituida por todo el per-
sonal de la US, dividido en dos estratos o sectores:
PDI y PAS. Se distribuyeron 720 encuestas, segun
un procedimiento de muestreo por conglomerados
y etapas, con seleccion aleatoria de las unidades pri-
marias de muestreo (centros docentes y de gestion)
y por rutas aleatorias y afijacion proporcional de
las unidades dltimas o personas encuestadas, y se
recogieron 315 validas; 194 (61,59%) pertenecien-
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tes al PDI y 121 (38.41%) al PAS, que en términos
porcentuales no suponen variaciones significativas
respecto al tamano de estos sectores dentro de la
poblacion (el 63% y el 37% respectivamente).

La tasa de respuesta fue, por tanto, del 43,75%,
muy superior a la obtenida en otras investigaciones
similares realizadas en Espana (8) y parecida a la
informada en estudios internacionales (1 y 3).

La probabilidad de que el encuestado presentara
el atributo (estrés o sindrome de burnout) se esta-
blecié en el 28%, de acuerdo con los resultados ob-
tenidos en la Il Encuesta Europa sobre Condicio-
nes de Trabajo y Salud (16). Por tanto, el error
muestral fue del 4,93%, para un nivel de confianza
del 95,5%.

Todos las personas encuestadas participaron de
forma voluntaria en el estudio, las principales carac-
teristicas de la muestra se describen en la Figura 1.

Instrumentos
Cuestionario de datos sociodemograficos

Elaborado al efecto, consta de 12 preguntas.
Ocho de identificacion de las caracteristicas sociola-

55%

Personal Género

Estado
cilvil Hijos

Experiencia

Fig. 1. Descripcion de la muestra.
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borales, de las cuales tres son de respuesta abierta
(edad, antigiiedad en la empresa y centro en el que
trabaja) y cinco son de respuesta cerrada (sexo, es-
tado civil, nivel profesional, categoria de personal v
relacién contractual). Tres sobre hechos concretos
de naturaleza sociodemograifica que se responden
de forma abierta (tener hijos, cuidntos y con cuantos
convive) y, por ultimo, una en la que se solicita una
clave de 8 digitos con el fin de asegurar el anonima-
to del encuestado.

Escala Laboral de Estrés (ELE)

Escala elaborada por Fernandez Rios (17) para la
evaluacion de aspectos relacionados con la activi-
dad laboral que son estresantes en potencia, consta
de 49 preguntas categéricas con siete opciones de
respuesta que van desde «Totalmente falso» hasta
«Totalmente cierto», pasando por «Ni correcto, ni
incorrecto», La estructura subyacente de la escala
original refleja cinco factores:

» Sobrecarga. Entendida como tener «mucho que
hacer» (v.g., «Tengo exceso de trabajo») y co-
mo «falta de tiempo» para realizar el trabajo
encomendado (v.g., «Necesitaria disponer de
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mads tiempo para poder realizar todas las tareas

asignadas»).

» Conflicto de rol. Concebido como demandas con-
flictivas o contradictorias (v.g., «A menudo me
encuentro en situaciones en las que me exigen
comportamientos contradictorios» ) o como la re-
alizacion de tareas de modo contrario a los dese-
0s y criterios propios (v.g., «A veces se me exige
un comportamiento en el desempeno de mi traba-
Jo que va en contra de mis criterios personales»).

» Superespecializacion o creer que se posee una ca-
pacitacion superior a la exigida por las tareas a
realizar en el trabajo (v.g., «<Mis habilidades y co-
nocimientos son mucho mas elevados de los que
se requieren para el puesto que desempefio»).

» Incompetencia o sentimiento de no estar capacita-
do para desarrollar con éxito las actividades pro-
pias del puesto (v.g., «<En algunas circunstancias
creo no estar capacitado para el puesto que de-
sempeno»).

» Ambigiiedad de rol. Informacién inadecuada o
poco clara acerca de los objetivos asociados con
un rol (v.g., «No estdn claros los objetivos y las
metas asignadas a mi trabajo»), sobre las expec-
tativas de los otros respecto de ese rol (v.g.,
«Desconozco los criterios a través de los cuales
se me evaluard para un ascenso o incremento la-
boral»), v acerca de su alcance y responsabilida-
des (v.g., «Desconozco cuales son las posibilida-
des y las oportunidades para progresar o
ascender»).

A éstos, hay que anadir la dimension falta de re-
cursos para realizar con eficacia las tareas propias
del puesto de trabajo que se desempena (v.g., «No
dispongo de los materiales técnicos necesarios para
realizar mi trabajo»), obtenida en los analisis de
componentes principales realizados para la utiliza-
cion de esta escala en este estudio.

Inventario de Burnout de Maslach (MBI).

Se trata de la adaptacion espaiiola del conocido
inventario de Maslach y Jackson (18), realizada por
Seisdedos (19) para TEA Ediciones. Lo conforman
22 elementos de respuesta cerrada que estiman la
frecuencia, desde «Nunca» hasta «Todos los dias»,
con que se experimenta en el trabajo determinados
sentimientos y actitudes que sirven para evaluar las
tres dimensiones del sindrome de burnout o estrés
laboral asistencial: cansancio emocional, desperso-
nalizacion o frialdad hacia los receptores de los ser-
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vicios y realizacion personal o sentimientos de com-
petencia y éxito en el trabajo.

Escala Magallanes de Estrés (EMEST)

Elaborada bajo la direccion de Garcia y Magaz
(20) para el Grupo ALBOR-COHS, consta de 15
elementos, cada uno de los cuales hace referencia a
una alteracion funcional «menor» sobre la cual la
persona en evaluacion debe indicar su frecuencia
durante los dos altimos afios, desde «Nunca» hasta
«Muchas veces». Por separado, ninguna de ellas es
indicadora de estrés, pero su acumulacién y una al-
ta frecuencia pueden interpretarse como un signo
de que la persona se encuentra bajo estrés. Por tan-
to, esta prueba evalia, en concreto, alteraciones fi-
siolégicas comunmente aceptadas como «reaccio-
nes al estrés».

RESULTADOS Y DISCUSION

Prevalencia y determinantes del estrés laboral y del
sindrome de burnout

Los valores promedio de cada una de las subesca-
las de la ELE se categorizaron en tres niveles de es-
trés laboral segtin la graduacion de las respuestas a
sus item, esto es:

» Nivel 1. Estrés leve. Comprende los promedios
incluidos desde el valor minimo hasta el 3 y clasi-
fica aquellos casos de la muestra que suelen res-
ponder de forma negativa a los indicadores de es-
trés laboral.

» Nivel 2. Estrés moderado. Abarca los promedios
del rango de valores iguales o superiores a 3 e in-
feriores a S y clasifica los casos de la muestra que
responden con indecision y duda a los indicado-
res de estrés laboral.

» Nivel 3. Estrés agudo. Contiene los promedios
con un valor igual o superior a §, clasificando asi,
los casos de la muestra que responden de forma
afirmativa a los indicadores de estrés laboral.

En la Figura 2, se presentan las distribuciones
porcentuales de estos niveles para cada una de las
subescalas de la ELE.

Considerando como criterio el nivel de estrés agu-
do, la prevalencia del estrés laboral en la US oscila
entre el 28% de la subescala falta de recursos y el
1% de la de incompetencia, siendo el promedio de
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Fig. 2. Distribuciones porcentuales de los niveles de estrés
laboral.

las seis subescalas, de forma aproximada, el 14%.
Porcentaje mas bajo que los obtenidos en otras en-
cuestas realizadas en el ambito universitario (13-
15). No obstante, hay que llamar la atencion sobre
el hecho de que en estos estudios se toma como cri-
terio de referencia los niveles moderados de estrés,
en lugar de los agudos. Cuando se emplea un crite-
rio tan exigente como el utilizado en este caso, los
porcentajes de prevalencia del estrés laboral des-
cienden hasta el 10% (21). Porcentaje que es supe-
rado en cuatro de las seis dimensiones de estrés la-
boral examinadas; en concreto, junto con la falta
de recursos, ya mencionada, hay que senalar las di-
mensiones conflicto de rol, sobrecarga y superespe-
cializacion. Ademas, la prevalencia promedio obte-
nida dobla a la registrada en la poblaci{)n
trabajadora espafiola, segtin la IV Encuesta Nacio-
nal de Condiciones de Trabajo. La consecuencia lo-
gica de todo ello, es que la prevalencia del estrés la-
boral en la US es elevada.

En cuanto a la prevalencia del sindrome de bur-
nout, el porcentaje de encuestados que presentan,
de forma conjunta, las tres caracteristicas del mis-
mo vy, por consiguiente, pueden clasificqust‘ como
quemados segtin el sistema de categorizacion tripar
tita propuesto por Maslach y Jackson (IS“"“ del
13%, algo menor que el porcentaje olwremdlo en
otros estudios; sin embargo, el criterio de clasifica
cion empleado en éstos es menos exigente, la condh-

cion suficiente fue puntuar alto en al menos dos di
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mensiones del sindrome (8 y 22). Por tanto, los re-

sultados obtenidos permiten afirmar que la preva-

lencia del sindrome de burnout es también alta en-
tre los trabajadores de la US.

Por lo que respecta a los determinantes del estrés
laboral en la US, los datos obtenidos, representados
en la Figura 2, ponen en evidencia que éstos son,
por orden de ocurrencia:

» La falta de recursos para dar respuesta a las exi-
gencias del trabajo, hallazgo que coincide con los
obtenidos en otros estudios realizados en el ambi-
to universitario, en los que se concluye que esto es
una consecuencia logica de la aplicacion de politi-
cas economicas restrictivas (13-15),

» La sobrecarga o exceso de trabajo por distintos
motivos: demasiadas horas de trabajo. excesivo
numero de tareas, insuficiencia de tiempo para
dar respuesta a las demandas del trabajo v pre-
siones temporales {fechas limite) para realizar las
tareas encomendadas. Todo lo cual, supone un
sobreesfuerzo que origina la solicitud de mas re-
cursos humanos, siendo numerosos los estudios
que han obtenido resultados similares (v.g.. 3,
15y 23). '

» El contlicto de rol. Son numerosas las situaciones
en las que se le exige al personal universitario, so-
bre todo a los docentes, el desempeiio de roles
que implican comportamientos y actitudes distn-
tas o contradictorias entre si. Por ejemplo, sc le
requiere un doble lenguaje para hablar de aquello
en lo que es experto; uno para comunicarse con
los C(Th‘g.l‘\ ¥y Otro para \.hl'lgirw a los alumnos; es
decir, se le pide una forma doble de relacionarse
con su objeto de conocimiento, lo QUE en s1 mis
mo es una contradiccion y condicion suficiente
para producir tensiom (24),

-

La superespecializacion o poseer habilidades
conocimientos superiores a los requeridos para
el desempeno del puesto de trabajo. No se cono
cen estudios en los que este tactor aparezca <o
mo un determinante significativo del esteés labo
ral en la universidad. Es posible que ello sea
debido a que la Mavoria de los trabajos real

a
dos centran su atencion en el examen del estres
docente y pudiera ser que este factor no ruviese
un etecto signhicanvo sobre el mismo o gque
cho etecto tuese diterencial re specto a Ia clase de
[‘W\““-‘L |l||‘nlt'%l- Gue se somete a venheacton

mas adelanre,
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» La ambigiiedad de rol como resultado de la ca-
rencia de sistemas de evaluacién del rendimiento

y de promocion, transparentes y objetivos, lo que

suele generar imprecisiones y contradicciones,

ademds de las l6gicas reservas, respecto a las fun-
ciones que debe desempefar la persona que ocu-
pa un puesto de trabajo concreto, lo que, a su
vez, origina numerosas situaciones de tension la-

boral (25).

Estos resultados parecen apoyar el modelo de es-
trés laboral de demanda-control de Karasek (26),
dado que los factores que se han mostrado como
determinantes del estrés laboral estin relacionados
con el exceso de demandas (v.g., sobrecarga) y la
falta de control (v.g., falta de recursos); de manera
que, al igual que en otros estudios (12, 14-15), lo
hallado parece indicar que la combinacién de una
demanda alta con un control bajo da como resulta-
do un aumento de la tension y el estrés laboral.

Factores de vulnerabilidad al estrés

Se realizaron distintos andlisis secuenciales de la
varianza o Detencion Automatica de Interacciones
(AID)}, utilizando como criterio los promedios de
las subescalas de la ELE y de la clasificacion tri-
partita del MBI, y como variables predictoras los
parametros demogrificos y laborales registrados.
Asi, la muestra fue segmentada en grupos homo-
géneos segun sus promedios en las variables crite-
rio indicadas. En la Tabla 1, se presentan los perfi-
les de los segmentos o grupos de trabajadores de
la US que obtuvieron, de forma significativa, los
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promedios mds altos, y aunque s6lo son indicati-
vos de estrés los correspondientes a la falta de re-
cursos y sobrecarga, los porcentajes de prevalencia
de estrés agudo registrados en el resto son tan ele-
vados, excepto en el factor incompetencia, que
con esta salvedad bien podria decirse que estos
grupos son los de mayor vulnerabilidad al estrés
laboral y sindrome de burnout.

A continuacién, se realizaron distintos Analisis de
Clasificacion Muiltiple (ACM) tomando como fac-
tores explicativos las variables demograficas y labo-
rales que caracterizan los perfiles de los grupos o
segmentos obtenidos con el AID, estableciendo asi
cuales de estas variables y qué categorias de la mis-
mas predicen las puntuaciones de estrés laboral y
burnout y, por consiguiente, una mayor vulnerabili-
dad a estos fenémenos. En la Tabla 2, se muestran
aquellas variables y las categorias de las mismas
que, segin sus coeficientes de impacto (2), fueron
mads eficaces para predecir los valores de estrés la-
boral y burnout.

En términos generales, los datos resumidos en la
Tabla 2 estin en linea con lo informado en la litera-
tura pertinente. Respecto a la edad, son las perso-
nas mds jovenes las que muestran mads estrés labo-
ral y burnout, con mucha probabilidad porque al
carecer de experiencia laboral suelen experimentar
mas inseguridad y falta de confianza en si mismas
para el desemperio laboral (v.g., 27), al tiempo que
perciben mas desajustes entre demandas laborales y
recursos para hacerles frente, lo que explicaria sus
puntuaciones altas en sobrecarga y superespeciali-
zacion (o infracarga). Todo lo cual, se ve incremen-

TABLA 1. Perfiles de los segmentos de mayor vulnerabilidad al estrés y burnout

Perfiles

ELE Falta de recursos

Desv. %
Media  Tipica Preva.’

PDI; 3 sexenios. 18 4.44 1.70  60.00
Sobrecarga PDI; < 1y entre 2-3 sexenios; Soltero/a. 42 4.19 Q127 45:24
Conflicto de rol 1y 2 sexenios, < 45 anos de edad. 117 3.22 1.47  19.00
Superespecializacion  PAS; < 45 anos de edad. 98 3.85 1,36 227
Ambigliedad de rol 1y 2 sexenios; < 35 afos de edad. il 3.79 1.04 20.00

Incompetencia

< 1, 2 y 4 sexenios; Soltero/a, casado/a o pareja de hecho 260 2.28 0.82 0.66
MBI Clasificacion tripartita’  Contrato fijo; Viuda; Soltera y Separada b‘-Divb'reiada; Mujer 41 086028

26,86

we el caso, porcentaje de prevalencia del estrés agudo y prevalencia relativa del sindrome de burnout.
anclo emocional y despersonalizacion alta, realizacion personal baja.
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TABLA 2. Variables demograficas y profesionales predictoras de estrés y burnout

Variables ELE
Ambigliedad Conflicto
de rol de rol

Edad (afos) < 35 (0.12)
E. Civil s aRD T L
N° hijos Ninguno (0.16)

N hijos en el hogar R e R
PDI (0.21)
2(024)  3(042 4022

Personal PAS! (0.15)

Experiencia en sexenios 1 (0.'20') p

* Personal de Administracion y Servicios.
? Personal Docente e Investigador.

tado por la eventualidad de sus contratos; se hallo
una asociacioén significativa entre tipo de contrato y
rango de edad, con un valor de chi-cuadrado igual
a 41.81, para 4 grados de libertad y una probabili-
dad de error inferior a 0.01; de manera, que la pro-
porcién de personas con un contrato eventual era
mayor en el menor rango de edad (21-34 anos).

El que la edad sea eficaz para predecir tanto los
valores de sobrecarga como los de superespecializa-
cién (o infracarga) no es un hecho contradictorio,
esto es debido a que su efecto sobre tales puntua-
ciones de estrés laboral estd mediado por el para-
metro «tipo de personal», como se pone de relieve
en la Tabla I; es decir, mientras que el PDI puntua
mds alto en sobrecarga, el PAS lo hace en superes-
pecializacién, cumpliéndose asi las expectativas de
Daniels y Guppy (28), respecto a que nadie escapa
al estrés laboral en el ambito universitario.

Esto puede ser interpretado del siguiente modo:
las personas jovenes que pertenecen al PDI deben
hacer grandes esfuerzos porque sus demandas labo-
rales incluyen, no sélo las propias de sus contratos
eventuales como docentes, sino también el desarro-
llo de su curriculo investigador para optar a un
concurso-oposicion de una plaza mas estable y e
jor remunerada. Esfuerzos éstos que, en la mayoria
de los casos, hay que hacerlos sin los recursos mate-
riales suficientes, bajo una constante presion (sus
contratos se renuevan anualmente) y en las peores
condiciones laborales (malos horarios de clase, en
distintos centros, muy distantes entre st ere.). Por
altimo, en cuanto al estrés laboral por superespes
cializacion experimentado por el PAS, debe senalar

Faita de
recursos

MBI
Clasificacion
Tripartita

Incompe-
tencia

Sobrecarga  Superespe-
cializacion
< 35 (0.17) 35-44 (0.14)

Viudedad (0.59) Solteria (0.10)

e
St

se que la preparacion de los jovenes que acceden al
mismo es cada dia mas elevada vy, por supuesto, su-
perior a la requerida para el desempeno de las rare-
as asociadas a los puestos laborales que son cubier-
tos por este tipo de personal.

Aunque la edad correlaciona de forma significati-
va con la experiencia laboral (r= 0.6682, p<0.01), v
los datos obtenidos parecen indicar que las perso-
nas mas inexpertas son las que tienen una mayor
probabilidad de sentir estrés laboral. No obstante,
personas con una amplia experiencia laboral (3 v 4
sexenios) rambién experimentaron estrés por falta
de recursos ¢ incompetencia para el desempeiio del
puesto laboral. Este primer hallazgo no sorprende
porque tiene una facil explicacion: la mayoria de
ellas pertenecen al PDI, y esto relacionado con lo ya
expresado sobre la edad, quiere decir que personas
de distinta edad sometidas a las mismas condicio-
nes laborales perciben identico estrés laboral. El se-
gundo, aunque poco frecuente, es insignificante;
pues solo uno de los tres casos de la muestra que
obtuvieron puntuaciones de estrés laboral agudo
por imcompetencia estaba incluido en el rango de
cuatro sexenios. Ademas, la asociacion entre in-
competencia y reacciones fisiologicas de estrés, me-
didas de torma categorica, no fue significativa. Por
tanto, podria decirse que este resultado no respon-
de a ninguna tendencia significativa de este sector
de la poblacion estudiada.

El resto de las variables (estado civil e hijos), co-
mo va se ha dicho, se comportaron conforme a lo
establecido en la literatura pertinente; esto es: aque
Nas de sus categorias que suponen estabilidad emo-
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TABLA 3. Matriz de coeficientes de correlacion simple entre ELE', MBI* y EMEST?®

Variables ELE
CR FR
AR* 1.0 .55 ke U
CR L O S
ELEvERA e o st Ui i S o 1
IN Bl s O SO
'SB B0 ag e el e a0
dspelt Mg i ag R e iy
CE 40 52 29 45
MBI  DP 48 28 13 35
RP -.16 oG SRR 50
EMEST .27 IO o

!Escala Laboral de Estrés.
“ Inventario de Burnout de Maslach.
* Escala Magallanes de Estrés.

MBI
30 39 .40 18 -16 27
.49 36 52 28 -19 40
(3T, lE AN L) 13 (-.04) .23
Waoli ol Esnaas 35 400] 230 29

O AT oy 5T, 28 -15 39

ol s ios SIE 49
57 28 1.0 44 -.29 64
28 16 44 1.0 -31 21
B e B 09 i g 1.0 -.30
Sohi R Tl

“ (AR) Ambigiiedad de rol, (CR) Conflicto de rol, (FR) Falta de recursos, (IN) Incompetencia, (SB) Sobrecarga, (SP)
Superespecializacion, (CE) Cansancio emocioal, (DP) Despersonalizacion y (RP) Realizacion personal.

cional y mayor disponibilidad de apoyo social pre-
dicen niveles bajos de estrés laboral, y al contrario,
las que no presumen tales factores (29).

Consecuencias del estrés laboral y del sindrome
de burnout.

En la Tabla 3, se presenta la matriz de coeficientes
de correlacion simple entre las distintas medidas de
estrés laboral, burnout y alteraciones fisioldgicas.
Salvo los coeficientes expresados entre paréntesis,
todos los demas son significativos para una proba-
bilidad de error inferior a 0,035.

Como era de esperar: Primero, se obtuvieron rela-
ciones significativas de cardcter positivo entre las
puntuaciones de estrés laboral y las mediciones de
cansancio emocional y despersonalizacion, y de ca-
racter negativo con las de realizacion personal, aun-
que en el caso del estrés laboral por falta de recur-
sos y realizacion personal la relaciéon no es
significativa. Segundo, los valores de las alteracio-
nes funcionales correlacionaron de forma significa-
tiva y positiva con las puntuaciones de estrés labo-
ral, cansancio emocional y despersonalizacion, v de
manera negativa con las de realizacion pcrw-nal.
Por tanto, puede afirmarse que a mayor estrés labo-
ral mayor es la frecuencia de sentimientos de bur-
nout y de mayor magnitud las alteraciones funcio-
nales o reacciones fisiolégicas ante ef estrés.

Los resultados obtenidos, permiten concluir que:
(a) la prevalencia del estrés laboral y del sindrome
de burnout es alta entre el personal de la US, (b)
su experiencia de estrés estd asociada de forma
significativa, sobre todo, a la falta de recursos y
sobrecarga, lo que apoya el modelo de estrés labo-
ral de demanda-control de Karasek (26), (c) el es-
trés laboral y el sindrome de burnout no afectan
por igual a todos los trabajadores, (d) cada clase
de personal es afectada por distintas dimensiones
del estrés laboral, mientras el PDI punttia mas alto
en sobrecarga, el PAS lo hace en superespecializa-
cion, y (e) el estrés laboral y el sindrome de bur-
nout tienen consecuencias claras, de caracter nega-
tivo, sobre la salud de los trabajadores; aquellos
que presentan un mayor nivel de estrés laboral y
cansancio emocional son los que muestran trastor-
nos psicosomdticos o reacciones fisiologicas de
tension mas intensas.

Lo expuesto, sugiere que es necesario desarrollar
programas de gestion y control del estrés laboral es-
peciticos para cada tipo de personal.

En el caso del Personal Docente e Investigador re-
comendamos:

» Impulsar programas de sensibilizacion sobre el es-
trés, orientados al reconocimiento de sus causas,
sINtOMas y consecuencias mas caracteristicas.
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» El adiestramiento en técnicas de perfecciona-
miento de la organizacidén del espacio de tra-
bajo.

» Consejo en procedimientos de andlisis de las
pautas de trabajo estresantes.

» Formacioén y asesoramiento en técnicas de ges-
tion del tiempo.

» Implantacion de equipos de apoyo a la docencia
y la investigacion. Dichos equipos deberian estar
conformados por analistas, traductores, disefia-
dores graficos, etc.

» Fomento de los programas de incorporacion a la
funcion docente con el apoyo y tutelaje de profe-
sores experimentados.

» Incrementar el apoyo material y financiero a las
iniciativas innovadoras que representen formas
de adaptacion a los cambios experimentados por
la ensefianza superior en los tltimos afos.

» Revisar las practicas y procedimientos burocrati-
cos y administrativos con la voluntad de reducir-
los y simplificarlos, sobre todo, los relacionados
con la justificacion de sus curricula y convocato-
rias publicas para la formulacién y desarrollo de
proyectos de investigacion.

Para el caso del Personal de Administracion y
Servicios nuestras recomendaciones buscan, de
forma fundamental, el enriquecimiento del puesto
de trabajo. Entre ellas, destacamos:

» Aumentar la participacion en la toma de decisio-
nes sobre aquellos aspectos relativos a las pro-
pias tareas.

» Incrementar la influencia del trabajador en las
decisiones de su equipo o unidad.

# e
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Ampliar las oportunidades que el trabajo ofrece
para la formacion, el aprendizaje y la creatividad.

Establecer un sistema de retroalimentacion sobre
el propio desempefio, orientado mas al desarrollo
de habilidades que a la sancion o recompensa
economica.

Redefinir los puestos de trabajo, de tal modo que
su desempeflo suponga poner en juego una ma-
yor variedad de habilidades.

Atribuir a las tareas un significado respecto de su
fin altimo.

Fomentar la direccion o gestion por objetivos, ya
que esto permite clarificar las responsabilidades,
proporcionar retroalimentacion adecuada acerca
del desempeno, clarificar expectativas, reducir el
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Ademas, para ambos casos sugerimos:
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especificas a estos empleados y proporcionarles
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Aportaciones del analisis molecular al diagnéstico y
conocimiento de la Distrofia Muscular de Duchenne

Contributions of the Molecular Analysis to the diagnosis
and Knowledge of the Duchenne Muscular Dystrophy

Rodriguez Ferndndez A. L.7,
Castillo de la Torre A.?
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RESUMEN

Objetivo: Revisar las técnicas de andlisis molecular que se estan
empleando actualmente en el estudio de la DMD y los avances
conseguidos en el diagnéstico y conocimiento de esta patologia.

Material y métodos: Se ha realizado una bisqueda bibliografica
de los Ultimos cinco anos en las bases de datos PUBMED, OMIM
y GENETEST mediante las palabras clave Duchenne Muscular
Dystrophy and molecular analysis ademas de una blsqueda libre
seglin la bibliografia localizada en dichas bases de datos, articu-
los y libros consultados.

Resultados: se han localizado 73 referencias en las bases de da-
tos de las cuales se han empleado 39 en la revision, de la blsque-
da libre se han utilizado un total de 10 referencias. Los mayores
avances se han producido tanto en el reconocimiento de peque-
fias mutaciones que pasaban desapercibidas mediante os analisis
tradicionales y en la deteccion de portadoras de la enfermedad.

Conclusiones: El analisis molecular ha facilitado el reconoci-
miento de numerosas mutaciones implicadas en la DMD asi co-

Palabras clave:
Andlisis molecular, diagnostico, distrofia muscular de Duchenne,
distrofina.

INTRODUCCION

[.a Distrofia Muscular de Duchenne (DMD)
consiste en una patologia recesiva ligada al cro-
mosoma X en la que el paciente afectado no sin-
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ABSTRACT

Objective: To review the molecular analysis techniques those
are being used nowadays in the study of DMD disease and the
successful advances in the diagnosis and knowledge of this di-
sease.

Material and methods: it has been made a bibliography search
in last five vears on PUBMED, OMIM and GENETEST databases
using the key words «Duchenne Muscular Dystrophy» and «mole-
cular analysis» and a free search according to the references lo-
calized in that databases, articles and consulted books.

Results: There have been localized 73 references in the data-
bases, being employed 39 of them in the review. It has been
used a total of 10 references from the free search. The grea-
test advances have been produced in the recognition of little
mutations that gone unnoticed by means of traditional analysis
and by the detection of female carriers.

Conclusions: Molecular analysis has provided the recognition
of numerous mutations involved in DMD just as each one fre-

Key words:

Molecular analysis, diagnosis, duchenne Muscular Dystrophy,
dystrophin.

tetiza o sintetiza en cantidades minimas, una pro-
teina Hamada distrofina. Como consecuencia de
ello, las células musculares entran en un estado
de necrosis progresiva (1).

La distrofina es una proteina de 427 kilodalton
{2) v 3685 aminoacidos que forma parte del cito-
esquelero de los miocitos v de algunas neuronas
{3). Se ubica en la region interna de la membrana
celular y mantiene las propiedades fisicas de la
célula (4). En el caso de los afectados por la
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DMD, los valores de distrofina se encuentran en-
tre el 0 y § por ciento de los valores normales (5).

La acusada disminucion de la proteina se debe
a mutaciones ocurridas en el gen llamado DMD
que codifica dicha proteina v que fue descubierto
en el afio 1987 (6-8). Se trata del gen humano co-
nocido mas grande (9) con un tamano de 2,4 Mb
(2,6) vy 79 exones (10). Se ubica en el cromosoma
X, mas concretamente en el brazo corto en el lo-
cus 21.2 (Xp21.2) {1,11).

Los tipos mas habituales de mutaciones son las
deleciones (alrededor del 60%) seguidas de las
duplicaciones {10%) de uno a varios exones y de
pequefias mutaciones que afectan a cambios en
una base o que son del tipo splicing (30%) (11-
14). Para autores como Mendell o Dolinsky
(15,16), estas pequeiias mutaciones pueden alcan-
zar el 35% del total. Adachi et al. encontraron en
su muestra de 76 pacientes unos porcentajes de
60,5% de deleciones; 6,6% de duplicaciones y
22,4% de mutaciones puntuales sobre un total de
89,5% de mutaciones localizadas mediante reac-
cion en cadena de la polimerasa con transcriptasa
inversa (RT-PCR) y Southern blot (17).

En referencia a la DMD, hay que decir que se

rrata de la distrofia muscular mds frecuente con
una incidencia que oscila entre 13-33 por cada
100.000 habitantes segin Farreras y Rozman (4)
y 20-30 por cada 100000 varones nacidos vivos
segun Sacadia v Nogués (1. La pruvalencia es de
0,003 % (1. En la region norte de Inglaterra la
prevalencia es de uno por cada 5618 varones na-
cidos vivos. Para autores como Matsuo (18) o
Leturq (19), la incidencia mundial es de 1 por ca-
da 3500 varones nacidos vivos.
l.a DMD resulta ser una de las enfermedades
neuromusculares mds graves (20) produciendo
unas secuelas de aparicion temprana en el nifio
onsecuencias fatales alrededor de la 27
lecada de vida

El objetivo basico del presente estudio es realizar
una revision sobre los aportes de los diferentes mé-
todos de andlisis molecular al diagndstico y mejor
CONOCINeNto cf!- semejante ('l]fl(].l([ pdt'nlhgicn.

ME TODOLOGIA DE BUSQUEDA

La recopilacion de informacion para la revision
ha tundamentado en la base de datos PUB-
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MED de la Biblioteca Nacional de Medicina de
los Estados Unidos a través de las palabras clave
Duchenne muscular dystrophy and molecular
analysis. También se han consultado las bases de
datos OMIM vy Genetest mediante las palabras
clave Duchenne muscular dystrophy. Finalmente,
se ha realizado una buisqueda libre de referencias
segin la bibliografia encontrada en dichas bases
de datos y en los articulos y capitulos de libros
utilizados.

Los articulos incluidos debian hacer referencia
expresa bien a los métodos de diagndstico mole-
cular empleados, bien a los resultados consegui-
dos a través de dichos métodos para el progreso
en el conocimiento o diagndstico de la DMD.
También se han admitido trabajos que informa-
ran sobre aspectos generales de epidemiologia y
caracteristicas tanto del gen DMD como de la
molécula que expresa.

En la bisqueda realizada en la base de datos
PUBMED, se ha limitado la bisqueda a trabajos
publicados en los dltimos 5 afios y realizados en
seres humanos. Sin limitacion idiomatica. No ad-
mitiéndose trabajos que no cumplieran los crite-
rios expuestos anteriormente.

RESULTADOS DE LA BUSQUEDA

Los criterios de busqueda empleados en MED-
LINE dan lugar a la apariciéon de 73 referencias
bibliograficas de las que se han utilizado en la re-
vision final 39 por respeto del resto de criterios
tematicos. Respecto a la busqueda libre en fun-
cion de la bibliografia encontrada, se han utiliza-
do para diterentes aspectos un total de 10 refe-
rencias.

DISCUSION

51 bien el diagnostico de la DMD se realiza cli-
nicamente con el apoyo de estudios complemen-
tarios como analitica, electromiografia o biopsia
con estudio inmunohistoquimico, la importan-
cia del diagnéstico molecular reside en identifi-
car el tipo de mutacion responsable de la pato-
logia y sobre todo, conseguir la deteccion de
portadoras en la familia del afectado y la detec-
cion prenatal en familias de riesgo. Segun dicen
Dunnen et al, en el afo 2002 ya se podian loca-

2
3

-
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lizar el 95% de las mutaciones del gen implica-
do gracias a los diferentes métodos de analisis
molecular empleados (2).

El diagnoéstico prenatal, ante el caso de mujeres
portadoras o posibles portadoras, puede hacerse
sobre las 10-12 semanas de gestacion a través de
una muestra de las vellosidades corionicas o en-
tre las 15-18 semanas a través de amniocentesis.
Lo mdas importante puede ser la identificacion del
sexo del feto mediante el estudio del cariotipo o
estudios mas complejos del cromosoma X. En el
caso de tratarse de un cariotipo 46, XY, se extrae
DNA de células fetales y se analiza para conocer
el tipo de mutacion.

METODOLOGIA DE ANALISIS
MOLECULAR

La técnica mds comunmente empleada en la
localizacién de las mutaciones es la reaccion
multiple basada en la PCR (reaccion en cadena
de la polimerasa) o PCR multiplex (10,21). Esta
técnica comenzd ha utilizarse tras los trabajos
de Chamberlain et al. (22) en 1988. Se realizaba
una amplificacion simultanea de seis secuencias
y posterior andlisis con electroforesis en gel de
agarosa y secuenciacion. Asi, se detectaron
aproximadamente el 70% de las deleciones y se
present6é una alternativa al Sourthern blot que
tenia los inconvenientes de ser caro, tedioso y
prolongado en su ejecucién (22). De todos mo-
dos el Southern blot sigue utilizindose en algu-
nos centros (8).

Actualmente, se amplifican 18 de los 79 exo-
nes del gen en dos sets de PCR. Los sets trabajan
sobre los exones localizados entre el 43 y el S0y
entre el 2 y el 13. Corresponden con los llama-
dos puntos calientes de delecion. De esta forma
se detecta entre el 98 y 100% de las deleciones
del gen (8).

Uno de los problemas que se detectan a la ho-
ra del diagnéstico molecular de la DMD con
PCR es que suele ser muy poco especifica en la
deteccién de mutaciones puntuales (23-26]
que no se puede emplear en los casos raros de
mujeres afectadas debido a que el cromosoma X
sin mutacion enmascara la delecion del mutado
(27). Nixon et al. intentaron conocer la sensibi

lidad de la RT-PCR (PCR con trascriptasa inver-
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sa) en la localizacion de mutaciones puntuales vy

de portadoras obligadas encontrando una sensi-

bilidad del 50% en los pacientes afectados pero
sin localizar mutaciones en las portadoras. El
coste de este tipo de prueba ascendia a 6220 dé-

lares americanos (13).

De esta forma, han surgido en los tltimos
anos numerosos métodos que permiten tanto la
dereccion de las pequefias mutaciones puntuales
que corresponden a un tercio del total aproxi-
madamente (23,24), como la optimizacién de
las detecciones cldsicas. Entre ellos se pueden
destacar:

» Cromatografia liquida desnaturalizadora de al-
to rendimiento (DHPLC) junto a secuenciacion:
Desarrollado en 2001 por Bennett y colabora-
dores (24), consigue realizar la deteccién simul-
tanea de grandes deleciones y de mutaciones
puntuales (sustituciones, deleciones o insercio-
nes de uno o varios nucledtidos). La téenica se
utilizo en el diagnéstico molecular de 86 ampli-
ficaciones correspondientes a ocho pacientes
con tests negativos para deleciones. Se localiza-
ron mutaciones puntuales en seis de ellos y
comprobaron que los dos restantes tenian poli-
morfismos. Segiin los autores, se podria aumen-
tar la deteccion de mutaciones del 65% al 92%
con un incremento minimo en el coste.

» Analisis de marcadores microsatélite (microsa-

tellite analysis): Se pueden emplear marcado-

res cortos de repericion en tandem (STR) para
localizar mujeres portadoras en una familia
donde exista un caso de DMD (25,27). Gene-
ralmente utilizando la localizacion de repeti-
cion de dinucleotidos polimaérficos (CA)n.

También permite localizar mosaicismo germi-

nal en portadoras (28) vy cambios en la longi-

tud de los STR-{CA)n en la transmision de pa-

dre a hijas (11).

Secuenciacion SCAIP (Single condition amplifi-

cation/internal primer): Permite la amplifica-

cion de un gran numero de exones con un tni-
co conjunto de temperaturas de PCR. La
especificidad de la secuenciacion se consigue
mediante la ucilizacion de un segundo set de

primers wternos. No es necesaria la optimiza

cion de las condiciones de cada amplificacion
de torma mdividual. Para el caso del gen de la

distrofina, se consigue la secuenciacion de to
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das las regiones codificadoras conocidas en
tres dias de trabajo con una importante reduc-
cion de los costes (26). Mediante este método
combinado con la hibridacién muiltiple ampli-
ficada de la sonda (MAPH), se concluye que
pueden existir muchas mutaciones con resulta-
do de DMD en intrones y no solamente en

exones (29).

» MLPA (amplificacién miltiple de sondas ligan-
do-dependientes): Con este método se identifi-
caron las mutaciones detectadas por PCR y
Southern blot v ademads, se detectaron 28 nue-
vas mutaciones en 182 afectados por DMD y
14 portadoras. Cuatro de las nuevas mutacio-
nes resultaron ser puntuales (10).

» Utilizacién de microarrays: El estudio genético
mediante el uso de microarrays ha permitido es-
tablecer las variaciones en la expresion génica
de enfermos afectos por la DMD respecto a su-
jetos controles. Las variaciones mas comunes se
han dado en el namero de genes que se han po-
dido estudiar en cada experimento. Haslett et
al. encuentran en 2002 una sobreexpresion de
105 genes implicados en la expresion de protei-
nas relacionadas con la respuesta inmune y la
infiltracion de células inflamatorias (30). Por
otro lado, Noguchi et al. (31) realizaron un es-
tudio con microarrays que estudian la expresion
de 3500 genes concluyendo que la expresion au-
mentada se daba en genes relacionados con la
respuesta inmune, el desarrollo de la sarcomera
y de la matriz extracelular y proteinas relacio-
nadas con el crecimiento celular indicando la
naturaleza necrotica e inflamatoria del proceso
v el intento de regeneracion por parte del tejido
atecrado. Los genes con baja expresion tenian
que ver con el metabolismo energético y la tras-
cripcion mostrando asi, la pérdida de funcion
en el musculo v la afectacion de la homeostasis.
Estos resultados son similares a los de otros au-
tores como Nishino et al. (32) con microarrays
de 5000 genes o Bakay et al. (33).

Greenberg et al., consiguieron realizar una cla-
sificacion correcta de 10 de los 12 pacientes con
DMD que estudiaron a través de la utilizacion de
microarrays con 10000 genes diferenciandolos de
pacientes con otros tipos de miopatia (34).

» También se han producido novedades en cuan-
to a la utilizacion de distintas sustancias para

333-340

Aportacion del andlisis
molecular a la DMD

mejorar el rendimiento de la electroforesis que
suele seguir a las técnicas de amplificacion.
Sanders et al. han investigado mucho en este
campo consiguiendo ventajas con el liquido
precursor del polimero policimetilsiloxano y
electrodos de platino. Asi desarrollaron en
2002 un método simple para crear una interfa-
se en el electrodo adecuada (35). Un afio mads
tarde, el mismo equipo describe la utilizacion
de un nuevo buffer para electroforesis capilar
consistente en hidroxipropil celulosa al 5% que
elimina la necesidad de preacondicionar la su-
perficie (36).

NUEVAS APORTACIONES AL DIAGNOSTICO
Y CONOCIMIENTO DE LA DMD

Resulta interesante comprobar la cantidad de
_nuevas aportaciones que se han realizado en los

ultimos cinco afios al diagnostico y conocimiento
de la enfermedad de Duchenne. En este apartado
se van a comentar las encontradas en la revisiéon
realizada.

En el afio 2001, Chaturvedi et al. estudiaron a
50 pacientes diagnosticados de DMD o enferme-
dad de Becker (BMD). En uno de los pacientes en
los que la PCR multiplex no encontraba delecio-
nes, se localizé una nueva mutacion mediante se-
cuenciacién directa (sustitucion C2268T) que de-
rivo en un cambio de treonina por metionina en
la posicion 687 de la distrofina (23).

Alcantara et al. observaron problemas para lo-
calizar a una portadora en una familia con DMD
por ser esta homocigoto para el alelo menor de
cada uno de los marcadores que se utilizaron en
la prueba diagnéstica (linkage analysis). Median-
te PCR multiplex se confirmé la delecion que
afectaba a los exones 12-17 y se detectd, median-
te amplificacion de secuencias especificas del cro-
mosoma Y seguidas de PCR multiplex, a un feto
afectado por DMD (37).

Van Deutekom et al. (38) observaron que el
exon 45 es el que mas deleciones aisladas suele su-
frir en la DMD. Sin embargo, la delecion que afec-
ta a los exones 45 y 46 de forma conjunta causaba
una BMD menos maligna que la DMD. Los auto-
res desarrollaron en ratones un sistema para que
se sumara a la delecion del exon 45, la del 46 para
intentar utilizarlo como posible terapia génica en

437

Marrre MEbiciNa, 2007

Rodriguez Ferniandez A. L.,
Castillo de la Torre A.

humanos. Posteriormente El-Harouni et al. corro-
boran esta informacion en 2003 (39).

Den Dunnen et al. son los primeros autores que
relacionan el andlisis genético con la localizacion
del mosaicismo germinal en las portadoras para
explicar la recurrencia en la mutaciones de novo
(2). Posteriormente seran los estudios de Ferreiro
et al. (11, 28) los que detecten el mosaicismo ger-
minal en las portadoras de familias con afectados
por DMD mediante la localizacion de repeticion
de dinucledtidos polimérficos (CA)n.

Nobile et al. (14) consiguieron detectar me-
diante PCR los puntos de rotura de las deleciones
en el intrén 49, el nimero total de estos puntos
ascendia a 22 que se distribufan de forma homo-
génea por todo el intrén.

Ulgenalp et al. (40) establecen una correlacion
entre la alteracion en la electrorretinografia y la
localizacion de la mutacion en el gen causante de
la enfermedad tanto en pacientes afectos de
DMD como de BMD. En portadoras no se apre-
ciaba semejante correlacion. Este mismo equipo
localizé 4 casos de deleciones en la region del
promotor muscular que son bastante raras (41).

Saito-Ohara et al. (42) observan un cimulo de
mutaciones que dieron lugar a un cuadro de
DMD con retraso mental profundo que al co-
mienzo fue diagnosticado como paralisis cere-
bral. Utilizando hibridacién fluorescente in situ
(FISH), PCR, Southern blot y secuenciacion ob-
servaron tres eventos en el gen de extrema grave-
dad: delecién de parte del DMD en Xp21.2, du-
plicacion del gen de la proteina proteolipidica en
X(22.2 y aparicion de un gen nuevo que expresa
una nueva proteina llamada Ras-like GTPasa po-
sible responsable del retardo mental profundo.

Papp et al. (43) consiguieron el primer nact
miento en Hungria de una nifia no afecta tras
diagnostico preimplantacional con PCR tluores-
cente en blastomeros de preembriones de una
madre portadora de la DMD. Para ello utilizaron
primers especificos para los cromosomas X ¢ Y ¢
implantaron tres embriones hembra de los que
nacié una nifia no afecta.

Gussoni et al. (44) observan en el afio 2003 co
mo se retrasa la evolucion de la enfermedad de
Duchenne en un nino que habia sido transplanta
do con médula ésea a causa de una inmunodefi-
ciencia severa ligada al cromosoma X. Meduante
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PCR; secuenciacion, y FISH, observaron la pre-
sencia de nucleos de las células donantes en algu-
nas de las miofibras. El nifio fue diagnosticado
de la DMD a los 12 afios a causa del retraso en
la evolucion de la enfermedad. Con este hallazgo
quedaba abierta la puerta del transplante de este
tipo de células a los pacientes afectos de DMD.

Ito et al. (45) observaron por primera vez en
una portadora de la DMD, que el analisis del 4ci-
do ribonucleico mensajero (mRNA) de linfocitos
periféricos resultaba negativo pero ese andlisis en
el musculo esquelético podia resultar positivo.
Para ello realizaron la secuenciacion del resulta-
do de una RT-PCR y detectaron un codén de pa-
rada en el exon 12 solo en el preparado proce-
dente del miocito. Desde entonces, los autores no
recomiendan el estudio del DNA en linfocitos en
portadoras de la DMD.

Beroud et al. (46) encuentran en el ano 2004
cuatro casos de secuencias extra intercaladas en-
tre dos exones intactos mientras que realizaban
la busqueda mutaciones en pacientes afectos de
DMD y BMD. La secuenciacion informé que se
trataba de exones cripticos localizados en el cen-
tro de mtrones grandes (60, 9.1M y 62). Se ob-
servo también una mutacion puntual situada en
el intrén y que permitia la activacion del lugar
criptico de forma que el paciente mantenia un fe-
notipo BMD. Los autores daban mucha impor-
tancia a la facilidad con la que podia pasar desa-
percibido este tipo de mutaciones con los andlisis
exclusivos de los exones y las zonas adyacentes.

Caghiani et al. (47) localizaron una nueva mu-
tacton consistente en una delecion que afectaba a
los exones 48-52 con la inclusion de un exon
nuevo de 73 pares de bases derivado de una por-
cion invertida del exon 53. Para ello, los autores
realizaron PCR multiplex y secuenciacion. ¥l pa-
ciente tenia chinica de BMD,

Suminaga et al. (48) localizaron mediante PCR
y secuenciacion una nueva mutacion (C108731)
en el ano 2004 en un paciente asintomatico. Co
mo resultado, se producia una distrofina trunca
da en su extremo C,

Buzin et al. (21) en 2005 analizan 145 pacientes
atectos de DMD a los que no se les habia locahiza
do deleciones mediante PCR multiplex. Se realizo
un estudio de exones coditicantes, intrones adva

Centes v seduenaas \{.k' Promotores ng kii.H”i_' SRR IR
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cuenciador robotizado. Los casos negativos para
las mutaciones puntuales fueron estudiados me-
diante hibridacion multiple amplificada de la son-
da (MAPH) para la localizacién de duplicaciones.
Encontraron hasta 40 nuevas mutaciones.

Tran et al. (9) descubrieron en 2005 un nuevo
exon criptico en la region 37 del intrén 2. La RT-
PCR mostrd indicios de que ese ex6n criptico de
nuevo descubrimiento se activaba con un patrén
tejido-dependiente.

En 2006, se ha realizado la primera secuencia-
cién directa de la secuencia codificante del gen de
la distrofina tras la aplicacion de RT-PCR. Se lo-
calizaron mutaciones en 10 de los 15 pacientes
con DMD estudiados. Los cinco pacientes con es-
tudio negativo fueron sometidos a la llamada
quantitative multiplex fluorescente polymerase
chain reaction (QMF-PCR) mostrando normali-
dad en la prueba. Los autores hipotetizaron que
podria tratarse de alteraciones en la region poli A
3" o de la existencia de codones de parada no de-
tectados con las pruebas realizadas (49).
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Comportamiento de la neumonia aguda en nifios
en el hospital Julio M. Aristegui, de Cardenas
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Hospital, Julio
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Cdrdenas. Matanzas. Cuba

RESUMEN

Con nuestro trabajo queremos conocer el comportamien-
to de la neumonia aguda en el Hospital Julio M. Ariste-
gui, de Cardenas. Se realizd un estudio analitico de corte
transversal sobre el comportamiento de la neumonia agu-
da en nifios que egresaron con el diagnostico de neumo-
nia, del servicio de Pediatria del Hospital de Cardenas, en
un periodo de 3 afos. La muestra fue seleccionada por el
método aleatorio quedando constituida por 210 ninos.
Los datos fueron obtenidos a través de la revision de his-
torias clinicas. El grupo de edad mas afectado fue el de
2 meses a 5 anos. Predomind el sexo masculino. La fie-
bre y la tos fueron las manifestaciones clinicas mas fre-
cuentes. En el Rx de torax predominaron las opacidades
peribronquiales y estas estuvieron asociadas a una veloci-
dad de sedimentacion globular normal y leucocitosis con
predominio de linfocitos en el leucograma. Los hemoculti-
vos tuvieron una positividad baja. La complicaciéon mas
frecuente fue la sepsis y los antibiéticos mas utilizados en
el grupo de edad menor de 2 meses fueron la penicilina
asociada con gentamicina y en los mayores de 2 meses
la penicilina.

Palabras clave:
Neumonia, neumonia adquirida en la comunidad, taquipnea.

INTRODUCCION

Las infecciones respiratorias agudas (IRA)
constituyen la primera causa de consultas médi-
cas y de morbilidad, tanto en paises desarrolla-
dos como en los paises en vias de desarrollo.
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ABSTRACT

The purpose of our work is to know about the incidences

MAPFRE MEDICINA, 2007; 18 (4): 341-346

of acute Pneumonia in Cardenas Hospital «Julio Aristegui».
An analytic study was realized about the behaviour of acu-
te Pneumonia in children who left the Pediatric care ward
with a diagnosis of Pneumonia in a 3 year period. The
sample was selected randomly and consists of 210 chil-
dren. The data were obtained through the revision of pa-
tient's charts. Children aged between 2 month and 5 years
were the most affected, especially males. Fever and coug-
hing were the most frequent symptoms. Peribronchial opa-
cities predominated in the thorax films. These opacities
were associated to a normal sed rate and leukocytosis
with a predominance of lymphocytes in the leukogram.
Blood cultures had a how-positiveness. Sepsis was the
most frequent complication and the most used antibiotics
were penicillin in association with gentamycin for children
younger than 2 month old and penicillin for children older
than 2 month.

Key words:
Pneumonia, community acquired pneumonia, tachypnea.

La diferencia entre los nifos de paises desarro-
llados y los de en vias de desarrollo no radica en
el numero de episodios, sino en su gravedad, en
el mayor riesgo de adquirir neumonia y morir en
el curso de una IRA.

El estandar de vida de los paises en desarrollo
estd asociado con factores del huésped y ambien-
tales, que aumentan el riesgo de IRA grave en
los ninos. Los riesgos mas importantes son el ba-
jo peso al nacer v la malnutricion. La contami-
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nacion ambiental del aire interior, la ausencia de
lactancia materna, el humo del cigarro, el haci-
namiento entre otros factores revisten gran im-
portancia.

En nuestro pais las IRA estdan dentro de las §
primeras causas de muerte en todas las edades.
La neumonia bacteriana es la principal causa de
muerte por [RA (90%) en el menor de 15 anos,
en los diferentes grupos etéreos.

También las IRA son, en la edad pedidtrica, la
primera causa de consultas y de hospitalizaciones
con el 30-40% de éstas.

Con nuestro trabajo queremos conocer el com-
portamiento de la neumonia adquirida en la co-
munidad en nuestro centro.

OBJETIVOS

General

Conocer el comportamiento de la neumonia
aguda en pacientes que egresaron del servicio de
Pediatria del Hospital Julio M. Aristegui, de Car-
denas, en el periodo comprendido entre enero del

2003 a diciembre del 2005.
Especificos

1. Conocer la distribucion segin sexo y edad.

2. Evaluar las manifestaciones clinicas y los com-
plementarios que se utilizaron para el diag-
nostico de la enfermedad.

3. Caracterizar las complicaciones que mas se
presentaron.

4. Describir el manejo antibiotico en nuestro
medio.

Comportamiento de la neumonia aguda en nifios en
el hospital «Julio M. Aristegui» de Cardenas

MATERIAL Y METODO

Se realizé un estudio analitico de corte trans-
versal sobre el comportamiento de la neumonia
aguda en nifios con edades comprendidas desde
recién nacidos hasta 14 afios, que egresaron con
el diagnostico de neumonia, del servicio de pedia-
tria del Hospital Julio M. Aristegui, de Cardenas,
durante el periodo comprendido entre enero del
2003 y diciembre de 2005.

Se tuvieron en cuenta para la selecciéon de la
muestra los siguientes criterios de inclusién

Criterios de inclusion

Nifios previamente sanos hospitalizados en el
servicio de Pediatria del Hospital Julio M. Ariste-
gui, de Cdrdenas, durante el periodo comprendi-
do entre enero de 2003 y diciembre de 2005.

El universo estuvo formado por 521 nifos que
ingresaron con el diagnéstico de neumonia en el
Servicio de Pediatria del Hospital Julio Ariste-
gui, de Cardenas. La muestra fue seleccionada
por el método aleatorio quedando constituida
por 210 nifios. Los datos fueron obtenidos a
través de la revision de historias clinicas y las
variables que se estudiaron fueron: edad, sexo,
manifestaciones clinicas, radiografia de térax,
leucograma, velocidad de sedimentacion globu-
lar, hemocultivo, complicaciones y tratamiento
antibiotico.

El andlisis estadistico de las variables fue reali-
zado mediante distribucion de frecuencia y se
evalué la asociacién de las mismas utilizando la
prueba del Chi Cuadrado o en su defecto el test
exacto de Fisher.

TABLA 1. Distribucion de los nifios segun edad y sexo

Menor 2 meses

3 meses-5 anos
Mayor 5 anos

343

Marrre MEDpICINA, 2007 - Voi..18 - N 4 .

Chdvez La Rosa Y.,
Gonzalez Arencibia A.

341-346

Comportamiento de la neumonia aguda en nifios en
el hospital «Julio M. Aristegui» de Cardenas

TABLA 2. Manifestaciones clinicas en ninos con NAC

Sintemas y.
Signos clinicos

Tos 58 100
Fiebre : e ey
Obstruccioén nasal T 431 i)

| Taquipnea : S _' 678:9-_-‘
Tiraje 31 53.4
Quejido s 34
Aleteo nasal 0 '0 '
Sibilancia - 14 Hioa
Crepitantes 7 ; 0 ik 0}
Murmullo vesicular disminuido | _' 6

R N Ne Tl D 2T TNl % L N
110
12
14 7f
12

1

5 .

| 100 a2 100 210 100
93.6 49" I"es2 | o5 | oo8
10.9 5 12 42 20
gl e G e M B
10.9 4 9.5 Tzl oo

o R R e 2.9
0 0! 4.8 2 1
ARG SR U AR S
9 ST I 43 20.5

L 0 N [ S A L SR SR e

TABLA 3. Complementarios indicadas para el diagnostico

Rx torax
Narmal

Leucograma

Linfocitosis

Neutrofilia

No % | No %
10 93 | 54
48 814 |
) 90

Opacidades peribronquiales
Consolidacién lobar

Bronconeumonia 40

Para el analisis y procesamiento de los datos se
utilizo el paquete estadistico SPSS, version 10.0

RESULTADOS

En nuestro estudio pudimos observar que el
grupo de edad de 3 meses a § anos fue el mas
afectado con un 52,4% vy el de 5 a 14 afos el de
menor incidencia 20 %. Hubo predominio del se-
xo masculino 74,8%, sin una diferencia significa-
tiva entre los grupos etéreo (p> 0,05) (Tabla 1).

La Tabla 2 muestra que la tos fue el sintoma
mas frecuente en todos los grupos de edad (100%)
seguida por la fiebre (92,8%). En el grupo menor
de 2 meses la taquipnea y el tiraje se presentaron
enel 68,9 % y 53,4% respectivamente, €n el nino
mavyor de 5 afios la disminucion del murmullo ve

Normal Elevada

No % |No % | No %
50 | 79 731! 20
QR o N
1 23 39

915 | 59 281

58.1 210

sicular y los crepitantes se observaron en el 57,1%
y 78,5% respectivamente.

En la Tabla 3 vemos que en el Rx de torax se
observaron con mayor frecuencia las opacidades
peribronquiales (51,4%) siguiendo en orden de
frecuencia la neumonia lobar (28,1%).

Los pacientes que presentaron opacidades peri-
bronquiales tuvieron una eritrosedimentacion nor-
mal (73,1%) y leucocitosis con predominio de lin-
focitos en el leucograma (50%), y los pacientes
con neumonia lobar v bronconeumonia presenta-
ron VSG elevada en el 91,5 y 90,7 respectivamen-
te v leucocitosis con predominio de neutréfilos en
el leucograma (81,4% y 90% respectivamente).

Los hemocultivos tuvieron una positividad de
un 25,5% como muestra la Tabla 4. Los germe-
nes que se aislaron fueron bacilos no fermentado-
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res, estafilococo coagulasa negativo y estafiloco-
co aureus. Los hemocultivos positivos estuvieron
en relacion con aquellos pacientes con neumonia
lobar y bronconeumonia.

Dentro de las complicaciones la mas frecuente
fue la sepsis (73,6%) como se muestra en la Ta-

TABLA 4. Resultados de los hemocultivos

Hemocultivos No %
Negativos 76 74.5
Positivos 2 25.5

6
Total 102 100

TABLA 5. Complicaciones asociadas a

neumonia aguda

Complicaciones No %

Sepsis 28 73.6
Derrame pleural paraneumoénico 3 7.9
Atelectasia 7 18.4

Total _ 38 100

Comportamiento de la neumonia aguda en nifios en
el hospital «Julio M. Aristegui» de Cardenas

bla 5. El derrame pleural paraneuménico y la
atelectasia se observo en el 7,9% y 18,4% res-
pectivamente.

En la Tabla 6 se exponen los antibiéticos utili-
zados donde puede observarse que en el grupo de
edad menor de 2 meses fueron la asociacién de
penicilina + gentamicina (44,9%), en los otros
dos grupos de edad el uso de penicilina y cefazo-
lina tuvo un comportamiento similar, siendo es-
tos dos antibiéticos los de mayor utilizacién. La
cefotaxima y el ceftriaxone se utilizaron en aque-
llos pacientes que presentaron complicaciones co-
mo la sepsis y el derrame pleural.

DISCUSION

La mayor frecuencia de neumonia en los meno-
res de 5 afios se relaciona con el hecho que mien-
tras mas pequeiio es el nifo menor desarrollo in-
munolégico, menor didmetro vias aéreas
periféricas, mayor obstrucciéon por secreciones,
menor distensibilidad del pulmoén, mas fatigabili-
dad del diafragma y mecanismo de la tos defi-
ciente (no expectora).

En relacién al sexo se manifiesta igual que en la
literatura donde se refiere que en el sexo masculi-

TABLA 6. Antibioticos utilizados en el tratamiento de la neumonia aguda

Antibidticos
AR S0 L 0 ) TR g

Penicilina [P 0 88 80 36 85.7 124 59
Cefazolina g 0 78 70.9 27 642 | 105 50
Cefotaxima A P R T ey e T 9 214 | 47 22.4
Ceftriaxone GO A e 7.3 2 NG R s
Trifamox | 0 0 2 1.8 il 2.4 3 1.4
Fosfomicina Parenteral ! 0 (0] 1 0.9 1 2.4 2 0.9
Vancomicina e 0 1 0.9 1 2.4 2 0.9
Penicilina +Gentamicina : : 26 44.9 ' 0 0 (0} 0 26 12.4
Cefotaxima +Amikacina 0 0 12 10.9 9 244 21 10
Azitromicina 0 0 13 11.8 19 45.2 32 15.2
Eritromicina 0 0 2 1.8 4 9.5 6 2.9
Amoxacillina 0 0 10 9.1 9 21.4 19 9
Cefalexina 0 0 3 257 5 11.9 8 3.8
Fosfomicina oral 0 0 49 0.9 2 4.8 3 1.4
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no son mas frecuentes las infecciones respirato-
rias agudas de manera general.

La fiebre y la tos fueron los sintomas mas fre-
cuentemente encontrados en nuestro estudio. La
fiebre es una respuesta adaptativa utilizada por
casi todos los vertebrados, como parte de la reac-
cién de fase aguda de la respuesta inmune. La
mayoria de las veces la fiebre se debe a un proce-
so viral y de poca importancia, preferentemente
infecciones respiratorias altas, pero una propor-
cién de nifios tendra una infecciéon mads especifi-
ca, de gravedad variable, provocada por bacte-
rias que se pueden localizar en diferentes
6rganos. Hay que tener presente que la presencia
de fiebre no es un signo de neumonia y que en
los nifios pequenos puede no estar siempre pre-
sente como se pudo ver en nuestro trabajo.

En el nifio pequeno con neumonias pocos exten-
sas puede no encontrarse manifestaciones estetoa-
custicas, la neumonia se va a manifestar por sinto-
mas generales, con polipnea y en casos severos,
tiraje; en ocasiones las neumonias intersticiales se
puede manifestar como un sindrome de obstruc-
cién bronguial difuso con espiracion prolongada y
sibilancias. En el nifio mayor, es mas frecuente una
respiracion ruda o respiracion soplante y esterto-
res crepitantes o subcrepitantes finos.

Aunque los sintomas y signos clinicos son indi-
cadores ttiles de la presencia de la enfermedad
asi como de su etiologia, la interpretacion radio-
grifica se utiliza frecuentemente para confirmar
o excluir la neumonta.

El mayor numero de pacientes con opacidades
peribronquiales en el Rx, presentaron una VSG
dentro de limites normales y leucocitosis con pre-
dominio de linfocitos. Cuando revisamos la lite-
ratura vemos que las opacidades peribrunquiales
se describen en neumonias donde la etiologia es
principalmente viral, lo que habla a favor de los
resultados encontrados. _

En el caso de la opacidad lobar y las lesiones
bronconeuménicas se relacionan con una ch-'\"a’—
cién de la VSG y una leucocitosis con predomi-
nio de neutréfilos. Esto estd en relacion con la
etiologia de estos tipos de neumonias, en la neur
monia lobar son las bacterias los gérmenes mas
frecuentes y en las bronconeumonias en el caso
de los paises desarrollados son de causa viral pe-
ro en los que estdn en vias de desarrollo las bac-
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terias intervienen hasta en el 70% de este sindro-
me, por eso se debe considerar como bacteriana
hasta que no se demuestre lo contrario.

En la literatura se reporta que los hemocultivos
tienen una positividad no mayor del 20% en las
neumonias lobares y bronconeumonias, lo que se
aproxima a los resultados encontrados en nues-
tro trabajo.

Las manifestaciones de sepsis se observaron en
niflos que no habian recibido tratamiento antibio-
tico ya que las manifestaciones respiratorias eran
de reciente comienzo e incluso las radiografias de
torax al inicio presentaban lesiones escasas.

Las limitaciones técnicas para el diagndstico
etiologico de las neumonias dificultan a veces la
toma de decisiones sobre la administracién de
antibioticos.

En nuestro estudio vemos que en el grupo me-
nor de 2 meses se utiliza la asociacion de penicili-
na mds un aminoglucésido, lo que se correspon-
de con la literatura revisada. En nuestro centro
utilizamos la gentamicina y la mayoria de los pa-
cientes evoluciona satisfactoriamente, sin obser-
varse resistencia a la misma.

En los grupos de 3 meses a 5 anos y mayores de
5 anos se continua con la utilizacion de penicili-
na como primera linea de tratamiento de las neu-
monias adquiridas en la comunidad, sin embargo
observamos incremento en el uso de la cefazolina
y es debido al numero de nifios alérgicos a la pe-
nicilina que tenemos.

CONCLUSIONES

I. El grupo de edad mas afectado fue el de 2 me-
ses = 5 anos y el sexo masculino.

2. La fiebre v la tos tueron las manifestaciones
clinicas mas frecuentes.

€32

En el Rx de torax predominaron las opacida-
des peribronquiales y estas estuvieron asocia-
das a una VSG normal v leucocitosis con pre
dommio de lintocitos en el leucograma.

4. Los hemocultivos tuvieron una positividad baja.
5. La complicacion mas frecuente tue la sepsis,
w_uan;l del dervame Nvm'.‘] v la atelecrasia.

6. Los antibioticos mas utihzados en el grupo de
edad menor de 2 meses tueron la penicilina
asociada con gentamicina v en fos mayores de

2 meses la pemictlina.
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Atencion psicoldgica a personas involucradas
en accidentes de trafico

Psychological care to involved people at traffic crashes
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RESUMEN

Este articulo muestra cuéles son las manifestaciones psi-
quicas en un accidente de trafico y coma llevar a cabo la
atencion psicoldgica en los primeros momentos.

Es interesante prestar atencidn a las reacciones mostra-
das por nifos y personas mayores y a las pautas de ac-
tuacion para cada grupo.

Palabras clave:
Accidente de trafico, afectados, ninos, personas mayores,
atencion psicolégica.

INTRODUCCION

La Psicologia ha estudiado los Accidentes de Tra-
fico (AA.TT.) desde varios puntos de vista. Se ha
hablado de la prevencion de los mismos —aqui se
encuadran las investigaciones de la Direccion Gene-
ral de Trafico y del Instituto Intras de Valencia— (1,
2) teniendo en cuenta las variables que mfluyen en
el conductor y la forma de prevenir los AATT.

Se han estudiado también las secuelas psicologi-
cas posteriores a un Accidente de Trafico (AT) (por
ejemplo el llamado Trastorno de Estrés Postrauma-
tico o TEPT) y la intervencion psicologica conco-
mitante, a través del grupo de Echeburua o con or-
ganizaciones como la SEAS (Sociedad Espanola
para el Estudio de Ansiedad y Estrés), con los pro-
fesores Miguel-Tobal y Cano-Vindel.

Correspondencia:

M*. P, Acinas Acinas

IPSE-Intervencian Psicologica Especializada
Capitan Hava 1, planta 15
pacinas@ipse-psicologia.com

ABSTRACT

This article shows the psychological expressions at a traffic
crash and how to carny out the psychological care from
that first moment.

Of particular interest is to pay attention of children and
ageing people reactions’ and the guidelines for every
group. [
Keywords:
Traffic crash, damaged people, children, ageing people, {
psychological care. |
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Otros autores (3), (4), (5) se han ocupado de la
rehabilitacion psicologica que debe acompanar,
en multitud de ocasiones, a la rehabilitacion fisi-
ca y/o tras la pérdida de una parte del cuerpo o
de la funcionalidad de la misma después del AT,
Algunas de estas investigaciones han estado aus-
piciadas por el Insttuto MAPFRE de Seguridad
Vial en su interés por la seguridad v la preven-
cion de accidentes de trafico.

Sin embargo, las investigaciones v los trabajos
respecto a la atencion ;\\lunln_ul(.l in situ, en el pro-
pio lugar del AT, son muy escasas. No obstante, al-
gunos autores hablan de prevencion de lesiones
psicologicas apelando a ta intervencion psicologica
temprana, en un corto pertodo de nempo tras el
AT, con afectados o victimas directas (famihiares,
amigos, testigos...). Fsta intervencion precoz po
dria ayudar a atrontar mas exitosamente los difics
les momentos de verse imphcado en un AT,

Los AATT. tenen an coste de 160.000 mallo
nes de euros (6], lo que equivale al 2% del Pro
ducto Interior Bruto de la Union Furopea. Esr

- [ - .
Organismo se na propuesto reductr a la mitad pa
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ra el afio 2010 la cifra de 40.000 fallecidos y
1.700.000 personas que sufren lesiones corpora-
les por accidentes automovilisticos. En esta direc-
cién se prevé crear un Observatorio Europeo en

Seguridad Vial, para coordinar las actividades de

recogida y analisis de datos.

En los ultimos afios (7) se estan produciendo
avances significativos en la comprension de los
problemas ocasionados por los AA.TT. El coste de
los mismos en términos de salud para la comuni-
dad (8) es muy elevado. No hay evidencia clara de
que la severidad de las heridas fisicas pueda prede-
cir la probabilidad de desarrollar un TEPT (9).

La causa de los AATT suele ser multifactorial,
nunca es tnica (10). Conocerlas nos puede facilitar
el manejo de las reacciones de los afectados en la
intervencion psicologica (especialmente el manejo
de la culpa centrada en uno mismo o dirigida hacia
otros como causantes del AT).

Cuando una persona conduce realiza esta activi-
dad influida por tres factores (11):

» Estado fisico, en el que influyen vivencias inme-
diatamente anteriores a la conduccién (discusio-
nes, disgustos...) y el consumo de sustancias.

» Formacion mas o menos correcta en la tarea de
conducir.

» Actitudes que interaccionan de forma compleja,
que tienen en la educacion vial su mejor aliada.
Fn lo que se refiere a accidentes laborales, en

conductores profesionales, se establece una rela-
cion causal entre el desplazamiento y la presta-
cion del trabajo, procurando no alterar la salida
del domicilio o del trabajador (10). Ademas, los
dafios causados por AATT y accidentes laborales
son considerables desde el punto de vista econd-
mico y social.

También se ha visto que el 42% de los motoris-
tas dejan de conducir motos tras un AT (9). Para
los investigadores los accidentes automovilisticos
que implican a peatones son problematicos, pero
todavia no se han llevado a cabo intervenciones y
evaluaciones dirigidas al problema (12).

MANIFESTACIONES PSICOLOGICAS
EN AFECTADOS TRAS EL ACCIDENTE
DE TRAFICO

Cuando tiene lugar un AT se acrecientan las
percepciones olfativas, visuales y auditivas de

Atencion psicologica a personas involucradas
en accidentes de trifico

los afectados, lo cual puede resultar muy moles-
to para la persona que esta implicada. El estado
de sobreestimulacion sensorial puede desbordar
al sujeto y conducirle a un estado de estupor con
reduccion del campo de la conciencia y la aten-
cion (13).

En estas circunstancias, quienes estan implica-
dos pueden manifestar reacciones dificiles de ma-
nejar por varios motivos: porque la persona ha
sufrido el AT de manera brusca o inesperada, lo
ha provocado (intencionadamente, o no) o ha vis-
to como alguien sufria el AT y necesita recibir
ayuda de manera urgente... Hay algunas situacio-
nes que pueden ilustrar esto: el conductor de un
coche que resulta ileso por el accidente pero cuyo
acompanante presenta heridas muy graves con
riesgo de muerte; o el accidente sobrevenido a un
Guardia Civil atropellado por un camién mien-
tras realizaba su trabajo en un control de carrete-
ra el 7 de marzo del afio 2005.

Las personas también reaccionan (14), (15) se-
gun sus predisposiciones genéticas, historia perso-
nal (aprendizajes, entrenamientos, experien-
cias...), la situaciéon emocional en ese momento
(problemas familiares, laborales, duelos u otras
pérdidas recientes...), etc.

En un estudio (16) realizado en conductores de
coches que sufrieron un AT se vio que las mujeres
estaban mas concienciadas que los hombres en
cuestiones de seguridad respecto a la conduccion.
También ellas mostraban mds sintomas fisicos
desproporcionados que los hombres conductores,
en circunstancias relacionadas con un AT.

En personas que han sufrido un Traumatismo
Craneo-Encefdlico (TCE), aunque no exista frac-
tura craneal (10), se puede producir una lesion
encefilica difusa. Entonces la atencion sostenida
de la victima disminuye y puede dificultar la in-
tervencion psicologica. Ademads esta circunstancia
puede estar asociada a irritabilidad, que también
puede aparecer si el afectado estd bajo los efectos
del alcohol; en estas condiciones puede ser dificil
mantener una conversacion, especialmente si la
persona cree que ha causado, aunque solo sea en
parte, el accidente.

Generalmente se produce una amnesia postrau-
matica. Aunque estén conscientes tras el AT a ve-
ces tienen lagunas de memoria; por ejemplo, no
recordar como han salido del coche o si han vol-
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cado en la cuneta. Son reacciones normales, y co-

mo tales hay que transmitirselo a las personas o a

los acompanantes de las victimas.

Se ha visto que el 50% de los involucrados en un
A.T. (9) presentaban traumas previos al propio ac-
cidente; asimismo la existencia de TEPTs anterio-
res al AT sensibiliza para poder sufrir otro TEPT.

Un accidente supone siempre (4) una agresion a
la integridad de la persona, con las siguientes im-
plicaciones:

1. Significa una grave agresion a la integridad fisi-

ca, originando lesiones.

2. Representa una fuerte agresion a la integridad
mental de los afectados, con el impacto emocio-
nal asociado.

3. La persona se ve abocada a afrontar procesos
médicos y/o quirtrgicos prolongados, hospitali-
zaciones...

4. Significa una parada brusca en proyectos, ex-

pectativas, compromisos, (excepto en suicidios
encubiertos o accidentes «deseados»).
Implica reformular la vida y los roles familiares.
Los problemas fisicos pueden ser de tal magni-
tud que conlleven pérdida de capacidades, con-
ductas de adaptacion...

La forma de percibir lo ocurrido y la manera de
afrontarlo (18) dependera de su personalidad, de
vivencias anteriores, de las caracteristicas previas,
de las caracteristicas del accidente y de las lesiones,
asi como del contexto cultural, econémico y social
de la familia.

En los casos en que hay miultiples victimas puede
ser necesario hacer un triage psicologico, igual que
se hace en cuanto a lesiones fisicas en el ambito
médico. Algunos autores (19) han planteado un
modelo con diversos criterios de prioridad que fa-
voreceria estas tareas considerablemente.

B

PERSONAS OBJETO DE INTERVENCION

El AT afecta no solo a conductores y pasajeros,
sino también a testigos que presencian escenas te-
rrorificas para ellos (20), amigos, espectadores y el
propio personal de rescate (21).Las personas que
pueden requerir atencion psicologica son:

» Conductor / otros ocupantes. Para algunos de
ellos, que se dirigian al trabajo, se trata de un ac-
cidente in itinere.

» Ciclistas /motoristas.

Atencién psicoldgica a personas involucradas
en accidentes de trafico

» Peatones / atropellados (muy vulnerables, porque

no llevan proteccion...)

Observadores o testigos del AT.

Conductores profesionales (camioneros, taxistas,

representantes, repartidores, conductores de au-

tobuses o de vehiculos de emergencia...), para
los que el AT es ademads un accidente de trabajo,
interrumpiendo la continuidad del mismo.

Familiares de fallecidos, personas que hay que

rescatar (22). Es importante cuidar el primer

contacto con los familiares de atectados (15), pa-
ra que la intervencion sea exitosa.

» Intervinientes (personas que han actuado de al-
guna manera en el AT): profesionales (sanitarios,
bomberos, personal de rescate (22), policias
/guardia civil, trabajadores sociales, otros com-
panieros...), voluntarios (técnicos de emergencias,
bomberos voluntarios, socorristas...), testigos
que ayudan en el accidente (con el consentimien-
to v bajo supervision del coordinador de la inter-
vencion in situ),...

Los recursos disponibles deben adaptarse, (23) a
las exigencias de las victimas en esas circunstan-
cias. Cuando la victima se ve a si misma como in-
capaz de remontar el problema, es mas facil que
pida ayuda (24).

Vamos a centrarnos en este articulo en dos colec-
tivos que por sus caracteristicas, son mas vulnera-
bles (13) a los AATT: ninos y personas de edad
avanzada.

- v

INTERVENCION CON AFECTADOS POR A.T.

Nadie esta preparado para sufrir un accidente;
por ser un hecho violento ocasiona un fuerte estrés
(estrés postraumatico), por ser subito es inesperado
€ IMPrevisto, por ser externo, s¢ vivencia como un
ataque, una amenaza y por ser involuntario se
siente tmpotencia v en muchos casos, culpa (25),

La intervencion con los afectados va dirigida a
disminuir la angustia v ansiedad, espectalmente
en los primeros momentos. Se trata de recuperar
el equilibrio roto por la sitwacion vivenciada. El
hecho de enfermar supone una ruptura del equili-
brio personal al tener que hacer frente a multi-
ples amenazas (26).

Las secuelas psicologicas que se pueden originar
remiten con el tiempo en la mayoria de los casos,
pero el iempo que pueden durar estas manifestacio-
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nes se reduce mucho con la intervencion psicologi-
ca. (22). En un AT concurren una serie de circuns-
tancias, ademads del tipo de reacciones que manifies-
tan las personas, que hace que se requiera una
atencion psicoldgica urgente, que no puede demo-
rarse. Lo primero es cubrir las necesidades fisiologi-
cas (hambre, sed...), después se hace necesario cu-
brir las necesidades superiores de orden psicolégico,
para no mermar la calidad de vida del individuo
(15). Ademas indican que el objetivo de la primera
ayuda psicoldgica es restablecer el enfrentamiento
inmediato; lo cual incluye el manejo de sentimientos
o componentes subjetivos de la situacion e iniciar el
proceso de solucion de problemas.

Por lo tanto, las intervenciones deberian ir orien-
tadas a satisfacer la jerarquia de las necesidades
(27), (28). Un AT viola el sentido de la seguridad y
la invencibilidad (20). Se atribuye a causas exter-
nas lo ocurrido y se piensa que no se puede hacer
nada al respecto. Entonces hay que recolocar el
Locus de Control para que vuelva a ser interno
(21) y la persona ponga en marcha sus recursos
cognitivos para hacer frente a la situacion.

Tras esta situacion, que excede las capacidades
adaptativas de la persona y que es inesperada, la
persona debe adaptarse a la realidad, con mas o
menos esfuerzo (14). El interviniente debe buscar
la contencion de una situacion de peligro potencial
v la resignificacion de la crisis en la vida de la per-
sona (24). Se trata de ayudarlos a recuperarse de
forma rapida v efectiva, aceptando sus limitaciones
y ayudandolos a descubrir recursos que pueden
usar de inmediato (29)

La Intervencion ante los AA.TT podemos incluir-
la dentro de la psicotraumatologia (30): doctrina
mterdisciplinar sobre las heridas o lesiones psiqui-
cas y sus multiples consecuencias negativas para
quienes las sufren. El centro es la persona o indivi-
duo capaz de ser amenazado, herido o lesionado,
en sus necesidades mas elementales, en su dignidad
y libertad. Cada AT tiene sus aspectos traumaticos
unicos que interactian con las diferentes percep-
ciones de toda persona implicada en el mismo (31).

Aunque tras una situacion generadora de crisis,
la intervencion se centre en el suceso acontecido,
hay que situar lo ocurrido en la experiencia vital y
psicobiografica de la persona y precisar su signifi-
cado en ella (32). No es lo mismo el recuerdo que
la historia en si, porque el desafio es aceptar el

Atencién psicoldgica a personas involucradas
en accidentes de trafico

traumatismo, incluso enriquecerse con él; no hay
otra alternativa (33).

La esencia de la Psicoterapia Breve Intensiva y de
Urgencia (29), se orienta y selecciona los sintomas
principales mas perturbadores y sus causas, dentro
del mayor marco posible. En ocasiones estas inter-
venciones pueden prolongarse con varias sesiones.

Es fundamental mostrar confianza en el poten-
cial de recuperacion de la persona (34). General-
mente la afectada posee mas recursos que los que
piensa el profesional, para afrontar con éxito y sin
secuelas psicoldgicas la situacion. Es diferente sa-
ber lo que hay que hacer (reducir la ansiedad, per-
mitir la ventilacion emocional, favorecer el desa-
rrollo de recursos que permitan la adaptacion...)
que saber como hacerlo (preguntar sobre un tema
concreto, hablar despacio porque la persona esta
alterada, acercarse un poco...) (26).

Se trata de (35) percibir la realidad tal como es,
no tal como creemos que es. La adopcién de una
actitud realista y constructiva en una situacion de
emergencia, es tan importante como contar con
una alta capacidad fisico — técnica para resolverla.

NINOS PEQUENOS

En Espana, uno de cada 22 muertos en AT es un
nino menor de 14 anos; las cifras aumentan si ha-
blamos de heridos (36). Ademas hay una alta inci-
dencia de accidentes de bicicleta en la infancia (1).

Aunque en la practica es distinto, los AA.TT. en
los que estan implicados nifos pequenos pueden
ser de dos tipos (36):

a. El nifio es sujeto activo (causante o no) como

peaton o incluso como conductor.

b. El nino es sujeto pasivo, usuario de un vehicu-

lo conducido por otra persona.

Las caracteristicas diferenciales de los AA.TT
con ninos son las siguientes:

» Las situaciones en que se producen mas frecuen-
temente son: entradas y salidas de colegios, ve-
hiculos aparcados en doble fila, en semaforos y
pasos de peatones, mal uso de dispositivos de
retencion (36).

» Las secuelas suelen ser mas graves y/o tienen
mayor impacto que en adultos. Su centro de
gravedad estd mas alto, lo que origina mayor
propension a caerse cuando son peatones y a sa-
lir proyectados hacia delante cuando van dentro
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de un vehiculo (36). Por otro lado, si el atrope-
llado es un nino se producen reacciones emocio-
nales mds intensas en los testigos del AT.

» Sus reacciones en el AT (25) van a estar condi-
cionadas frecuentemente por las reacciones de
los padres.

» Su corta experiencia personal (37) influye en la
comprension de la situacion. En nifios pequenos
puede apreciarse desconocimiento de los codi-
gos de colores empleados en la circulacion.

» Posee menos recursos personales para asimilar
lo que supone un A.T.

» Su periodo de atencion es mds corto, si hay que
darle alguin tipo de informacion.

» Tiene mayor dificultad para expresarse y contar
lo que les ocurre.

» Presenta menor desarrollo vasomortor y audio-
motor (36), lo cual influye en la apreciacion de
distancias y velocidades, asociaciones incorrec-
tas de velocidad y ruido.

» Son mds impulsivos y también hay diferencias
en su valoracion del riesgo (36).

» Presentan mayor tendencia a fantasear si no tie-
nen informacion adecuada.

» Cuando son victimas de atropello puede ser por
desconocimiento de normas de trafico.

» Si ha fallecido un ser querido, tener en cuenta
que, cuando acontece es mds dura y dificil de
afrontar para el menor (38). El afrontamiento
es mas complejo cuando hay mds de un hijo y
tienen edades muy dispares.

» Tras el AT pueden aparecer conductas disrupti-
vas, problemas de suefio, necesidad de tener la
luz encendida para dormir... (37).

Actuacion con ninos pequenos

Las caracteristicas del AT no predicen el males-
tar psicologico (37), pero parece que las ninas tie-
nen mayor riesgo de presentar TEPT. Algunos ni-
flos pueden dejar de hablar transitoriamente por
el impacto de la experiencia visual (29). Las estra-
tegias mas acertadas serian las siguientes.

» Crear clima de confianza, gumntimrlus que es
tan seguros y a salvo (39). S1 presenta heridas
fisicas, arroparle fisica y psicologicamente { 18).

» Dar explicaciones claras y adaptadas a la edad v
a su nivel cognitivo (38), respecto a lo que ha
ocurrido y lo que les estan haciendo a ellos v a

Atencion psicolégica a personas involucradas
en accidentes de trafico

sus familiares. Las fantasias son en ocasiones
mds peligrosas (18) que los hechos en si mismos.

» Decir que se quiere ayudar (no danar). Mostrar
atencion e interés pero sin presionarle para que
hable (29).

» Impedir vision de estimulos impactantes. Evitara
reviviscencias v flashbacks; aunque a veces se ha
sobrestimado la presencia de TEPT en nifios (40).

» Considerar sus experiencias personales anteriores,
para ayudarles mejor.

» Ayudar a expresarse sobre lo ocurrido (pensa-
mientos, miedos...) o sobre la situacion que han
vivido: juego (pueden emplearse muiiecos), dibu-
jo, cuentos, lenguaje, musica... (38). Preguntarle
qué ha pasado, qué ha visto, como ha salido del
coche 0 como se ha levantado del suelo. Dejarles
hablar con sus padres de los miedos, preocupa-
ciones... (39).

» Hacerle sentir Gril (ej.: sujetar la venda de un fa-
miliar) si no presenta lesiones fisicas.

» Transmitir seguridad: que se esta a salvo en un lu-
gar seguro, que el peligro ya ha pasado, que no
les vamos a dejarles solos.

» Corregir distorsiones en la interpretacion de lo
que ven, lo cual requiere cierta habilidad (15).
Evitar que se culpe de lo sucedido, especialmente
si ha fallecido alguien.

» Valorar la conveniencia de que algin progenitor
o adulto esté con ellos, para darle seguridad v cal-
mar su nerviosismo (41). Si el nino ha influido en
el accidente (juegos, gritos, sacar brazos por la
ventanilla...) pueden incrementar su culpabilidad
innecesariamente. Tener en cuenta que el nifio co-
difica el AT a traves del adulro, lo cual Pl!L‘ka‘
convertir a

a familia en un elemento facilitador o
en un obstaculo (25). A veces puede estar con un
hermano mayor u otro compaiero. Los nifios
(37) se sienten mas proximos a sus amigos si ¢s-
tos estan involucrados en el AT.

» Acompanar a ver famihar hevido. Informar al
menor de lo que va a ver (38) v dejarle que de-
cida POr SLMISMO St Quicre ver ¢n ese momento
a su famihar,

» Informar cuando v donde se reunira con padres
(41). No hay nada mas desconcertante para un
nmo, que ver mste v oerviosa a su tanmba v no
saber que pasa (18). Por ejemplo, decirle que va a
ver a sus padres dentro de 20 mumutos en el hos

pital v que todos van a i alli en ambulancia
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Usar la sonrisa. Disminuye el miedo de los nifios,

porque percibe que no le van a hacer dano.

» Ponerse a su altura para hablar. La comunicacion
es mas fluida y puede ver nuestra cara y que pue-
de confiar en nosotros.

» Prestar atencion a reacciones de adultos. Tener en
cuenta que, antes de los siete afios, los nifios son
incapaces de comprender aquellas emociones que
no estin directamente relacionadas con lo que
muestra la cara (38).

» Informarle apropiadamente en caso de graves le-
siones o fallecimiento de un familiar (progenitor,
hermano...). Ser correctos y francos, facilitindoles
la comprension de lo sucedido (39).

» Ante ideas distorsionadas sobre lo que ha ocurri-
do, preguntarle: ;por qué piensa eso? Decirle la
verdad, dejar que los adultos de referencia le be-
sen y abracen (38).

» Indagar posibles miedos a volverse a montar en
coche, especialmente si el coche quedd boca abajo
y estuvieron conscientes mientras tanto. Aunque
a veces no sea posible intervenir sobre ellos.

» Si tienen que hacerle pruebas o tomar constantes
en el lugar del AT, decir que todo va bien (siem-
pre que sea cierto, porque va tranquilizar al nifo)
y reforzar positivamente por haber tolerado las
pruebas.

» En atropellos de nifios, procurar que no se arre-
moline mucha gente alrededor del accidente (es-
pecialmente otros nifios impactados emocional-
mente por las caracteristicas del AT). Ademas
esto garantiza la seguridad y evita que mas perso-
nas resulten atropelladas por invadir la calzada
para ver qué ocurre; asimismo facilita el acceso de
servicios de emergencia, policia local...

Tener en cuenta al nifio a la hora de tomar deci-

siones que le atanen. Aunque sea pequeno hay co-

sas sobre las que puede decidir.

Los ninos que pueden tener mayor afectacion psi-

cologica por el AT, no se suelen detectar facilmente

en el lugar del mismo (37). Por esta razon hay que
ser muy cautos y observar el comportamiento de un
nino durante un tiempo.

PERSONAS MAYORES

Aungque a nivel cotidiano se piensa que las perso-
nas mayores son mas proclives a los AA.TT., no
hay evidencia de que el riesgo de éstos se incremen-

5

2

347-357

Atencion psicolégica a personas involucradas
en accidentes de trifico

te con la edad (42). Las caracteristicas relacionadas

con la tercera edad que influyen en los AA.TT. son

las siguientes

» La tercera edad representan el 11% de poblacion

total (25% fallecidos en AT)

Pueden tener patologias fisicas y psicoldgicas. De-

mencia.

A veces aparecen dificultades en la percepcion (hi-

poacusia, presbiopia...)

» Pueden presentar falta de habilidad y agilidad.
Los tiempos de reaccion pueden verse incremen-
tados.

» Algunos accidentes se producen por exceso de
confianza al cruzar la calzada o fallos en percep-
cion de distancias y velocidades (como conductor
o peaton).

» Suelen conducir menos que los jovenes, lo cual
puede incrementar el riesgo de AT, pero esto no
indica que los accidentes se produzcan mas (42).

» Hay mayor riesgo de complicaciones fisicas y psi-
cologicas tras el AT.

» La ingesta de farmacos puede dar lugar a interac-
clones que actien como desencadenantes del AT
o como elemento concomitante.

» Pueden tener mayor nimero de ideas fijas y ri-
gidas.

» Algunos son reticentes a ser atendidos.

» En ciertas personas se da sensacion de urgencia /
muerte inminente.

Actuacion con personas mayores

Las personas de edad avanzada en AA.TT. pue-
den mostrar varias situaciones (29): separacion,
pérdida de miembros de la familia, aislamiento, de-
samparo, pérdida de apoyo. Las pautas de actua-
cion con estas personas pueden ser las siguientes:

» Tener siempre paciencia y respeto.

» Preguntar por la medicacion que estan tomando y
si ya han tomado la dosis prescrita para ese mo-
mento. Algunas reacciones pueden ser efectos se-
cundarios o falta de administracion del farmaco.

» Prestar atencion a deficiencias sensoriales y/o mo-
trices, pero no presuponerlas de antemano (41).

» Repetir la informacion de varias formas, si se
aprecia que le cuesta entender lo que queremos
transmitir.

» Preguntar si podemos ayudar en algo y en qué ne-
cesitan ayuda (41).

2l
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» Asegurarle la vigilancia de sus pertenencias.

» Preguntar a los acompanantes si hay discrepan-
cias sobre como es normalmente y como se estd
comportando en ese momento.

» Explicar las cosas de manera clara; hablar des-
pacio.

» Prestar atencion a sus necesidades religiosas. (si se
produce un fallecimiento y es posible facilitar
apovyo espiritual en los primeros momentos, s
mejor ofrecerlo con anterioridad al deceso) (29).
A muchos les puede ayudar mads hablar con un
sacerdote que con un psicdlogo.

Finalizacién de la intervencion psicologica

Existe una preocupacion por el momento en que
finaliza la intervencion psicologica (24). La forma
correcta de efectuar la terminacion de la relacion de
ayuda tiene una gran influencia en la eficacia de la
misma y puede tener repercusiones negativas cuan-
do no se cuida o no se realiza de forma adecuada.
También el modo de finalizar (34) contribuye a la
valoracién que hace la persona de la misma y al es-
fuerzo que estd dispuesto a hacer para mantener a
posteriori los resultados obtenidos.

No hay que olvidar que en emergencias cotidia-
nas, como las que nos ocupa, algunos autores (43)
han evidenciado un incremento de la sintomatolo-
gia asociada a TEPT, a trastornos depresivos y de
ansiedad. Se pueden producir otras secuclas psico-
logicas que perturban la vida cotidiana de los atec-
tados, que pueden requerir rehabilitacion neuropsi-
cologica (17).

La intervencion psicologica después del AT termi-
na cuando la persona se encuentra normotimica
(nivel basal psicologico - emocional), otro profesio-
nal cualificado se hace cargo de la atencion psicolo-
gica o la persona es acompafiada por un adulto de
confianza que se encuentra eutimico (en un estado
psicologico éptimo o no afectado por el AT, si tam-
bién lo ha sufrido).

También puede finalizar a peticion del sujeto o de
padres/tutores en el caso de menores o discapacita-
dos psiquicos. En este caso, si el profesional consi-
dera que es necesaria la asistencia psicologica, ¢l
afectado firmara un documento de renuncia volun-
taria a la atencion profesional.

Ademas se pueden informar sobre reacciones nor
males (inquietud, insomnio, anorexia, flash

wn
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backs,...) v/o dar pautas o recomendaciones para
las proximas horas o dias: acudir a su médico de
atencion primaria, o psicologo/psiquiatra habitual,
procurar comer, beber agua o dormir (aunque no
sienta necesidad de ello), qué hacer o donde acudir
si hay empeoramiento psicologico (llamar al 112,
acudir a urgencias de un hospital general con la ho-
ja de asistencia del lugar del AT...).

En algunos casos se puede derivar a los afectados
o a sus familiares a grupos de autoavuda posterio-
res, para avudarles a procesar la situacion vivida, el
alcance de sus lesiones o la pérdida de un ser queri-
do. Sirva como ejemplo la asociacion de Ripollet
«Un nou horitzo» cuyos padres sufrieron la pérdida
de sus hijos en el accidente de Golmayo (Soria).

CONCLUSIONES

[. La atencion psicologica en los AATT. es necesa-
ria para proporcionar una atencion integral a las
personas implicadas, para avudarles a manejar
Sus reacciones.

2. Si el estado emocional de la victima es Gptimo,

el pronostico y la recuperacion de secuelas fisi-

cas y psicologicas es mejor,

Realizar una intervencion precoz v especializa-

da, durante la gestacion de la crisis podria ayu-

(U]

dar a prevenir secuelas psicologicas posteriores
que pueden enraizarse en el sujeto.

4. Durante la intervencion psicologica urgente en
AA.TT. es importante wigtlar in situ la evolucion
de las reacciones y facilitar la derivacion a recur-
sos espectalizados, cuando proceda.

CASQO PRACTICO

Se ha producido un AT en la carretera de sahda
de una ciudad de tamano mediano. Son las 8:00 de
un sabado por la manana. Se trata de un choque
frontal entre dos coches: el que entraba a la ciudad
no nene tiempo de reducir la veloadad v el que sale
empezaba a acelerar.,

En un vehiculo viaja un adulto joven que regresa
a su domicilio tras una noche de diversion v con un
nivel de alcoholenia por encima de los himites per
mitidos; en el oro auro unos abuelos con sus nietos
pequenos de 3y 8 afios.

En el momento en que se produce el impacto

OLros ul\hu.‘\ presendian oy i!\iilli\.in VoS¢ .‘h'ii\‘m-n
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para ver lo sucedido y/o ayudar; una pareja de jubi-
lados paseaba junto a la carretera en el momento
de la colision y cast son atropellados.

Una familia con sus hijos que viven en una casa
unifamiliar escuchan el golpe y se asoman a la
ventana: la madre empieza a gritar pidiendo ayu-
da. El accidente ha sido grave. Algunas de las per-
sonas que se encontraban cerca y han visto u oido
el accidente también se aproximan a ayudar.

Pasados unos minutos, se escuchan a lo lejos rui-
dos de sirenas. Llegan 2 ambulancias (una unidad
medicalizada de emergencias — UME - del 112 y
una ambulancia de Soporte Vital Basico — SVB -
de Cruz Roja. La Guardia Civil se dispone a orde-
nar el trifico. El personal de las ambulancias saca
el material para atender a los heridos.

El abuelo presenta heridas graves (TCE, fractura
abierta de fémur con pérdida de masa muscular) y
estda atrapado; la abuela tiene algunos cortes y he-
ridas de menor importancia, empieza a ponerse
muy nerviosa y desencadena una crisis de ansie-
dad; los ninos han notado el fuerte choque pero
no se aprecian lesiones aparentes en ellos; el ocu-
pante del otro coche estd ileso, pero preocupado
por las heridas que han sufrido quienes viajan en
el otro coche.

Tras unos pocos minutos mas llegan los bombe-
ros para excarcelar a la persona mayor atrapada.
Mas personas que pasan por alli en esos momen-
tos se paran para ver lo que sucede.

El conductor del coche que viajaba sélo se mues-
tra hiperactivo e irritable, andando sin cesar por el
lugar del accidente. Los nifios que viajaban en el
coche con sus abuelos contemplan paralizados to-
do el trabajo de los servicios de emergencia; se
aprecia el miedo en su rostro y parece que van a
comenzar a llorar.

Aunque solo hay un herido grave, hay un grupo
importante de personas que estin afectadas psico-
logicamente.

Actuacion con los involucrados

Organizacion y aspectos previos a la interven-
cion:

» Crear un drea de trabajo para los intervinientes
y, al mismo tiempo, un area de seguridad para el
resto de las personas que se encuentran en el lu-
gar del accidente.

N
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» Coordinacién, informacién y supervisién de la
intervencion realizada, por parte del médico
regulador de sala del 112.

» Peticion a las personas que presencian la inter-
vencion de los servicios sanitarios y de Guar-
dia Civil en el AT que se mantengan en el drea
destinada a su seguridad y a favorecer la ac-
tuacion de los intervinientes.

» Coordinacion entre los distintos intervinientes
para transmitir las mismas pautas de atencion
psicologica y distribuir quién se encarga de la
actuacion psicologica con cada afectado y en
qué momento.

» Derivacion a la psicologa de las personas que
presenten reacciones emocionales dificiles de
manejar para el resto de los intervinientes.

» Observacion continua de las reacciones y sig-
nos de malestar psicologico en las personas
que se encuentran en el lugar del AT, por si al-
guna requiera atencion médica o psicoldgica
como consecuencia del accidente.

Personas involucradas /afectadas en el accidente
de trafico

» Victimas directas: viajan en uno de los coches.

» Victimas indirectas: testigos que han presencia-
do el accidente o han colaborado en la presta-
cion de ayuda a los ocupantes de los coches.
No fue necesario la atencion al resto de los in-
tervinientes (aunque el personal sanitario co-
mento repetidamente que nunca habia visto le-
siones tan graves en una pierna).

Agentes de intervencion psicologica

» Personal sanitario (Médico, enfermera, técnicos
de emergencias), Bomberos y Guardia Civil: Pri-
meros Auxilios Psicologicos a los afectados.

» Psicologa (acompana al equipo sanitario en es-
ta intervencion): Intervencion especializada an-
te la crisis de ansiedad de la abuela y exacerba-
cion de reacciones de las otras personas
afectadas por el AT.

Objetivos de intervencion

» Disminuir la angustia y la ansiedad asociada a los
primeros momentos del AT,

3
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» Normalizar reacciones psicologicas (emocionales,
cognitivas, conductuales...)

» Proporcionar informacion clara, organizada y
tranquilizadora a todas las victimas directas, en
funcion de sus necesidades.

» Estabilizar psicologicamente a los afectados de
manera directa o indirecta.

» Disminuir el nimero de secuelas psicolégicas y la
duracién de las mismas en el tiempo.

» Prevenir el desarrollo de un trastorno de estrés
postraumatico (TEPT).

Intervenciones psicologicas concretas
Nisios involucrados:

» Favorecimiento del relato de lo visto /sentido por
los menores en el AT (38)(39). Desensibilizacion
de asociaciones de estimulos sensoriales presentes
en la situacion.

» Impedir la visién de escenas y estimulos de alto
impacto psicoldgico, relacionados con el AT (40).
Esto incluye también a los nifios que estdn viendo
el accidente desde su casa; para ello se dan pauras
a los padres para que hablen con sus hijos de lo
sucedido.

» Explicaciéon de lo sucedido a sus abuelos (tenien-

do en cuenta su estado) con vocabulario sencillo

y tono tranquilizador (38) y aclarando sus con-

cepciones erroneas (15).

Explicacion de la actuacion de los servicios de

emergencia y por qué estan llevando a cabo ca-

da accion.

Respuesta a las preguntas planteadas por ellos,

poniéndose a su altura para hablar.

Facilitar que vean a su abuela, después de la recu-

peracién de la crisis de angustia, y a su abuelo es-

tabilizado, de manera previa a la evacuacion al
hospital (ambos nifios solicitaron ver como esta-
ba su abuelo). Antes de ver al abuelo se les expli-
c6 para qué le servia el material médico que le ha-
bian colocado (38).

Personas mayores involucradas:

» Escucha activa (44) del relato del AT,

» Explicacion de las lesiones fisicas que presentait y
cudl va a ser la actuacion de los equipos sanita
rios y de bomberos, respecto a ellos.

Atencion psicologica a personas involucradas
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» Repetir la informacion las veces necesarias, em-
pleando frases cortas que permitan la compren-
sion de la situacion. Hablar despacio. También a
la pareja de personas mayores que estuvieron
muy cerca de ser atropellados.

» Asegurar que los nietos han sido valorados y es-
tan bien, y que seran vigilados durante un tiempo
para asegurarse de que no existen lesiones.

» Trabajo especifico (por parte de la psicologa) so-
bre la crisis de ansiedad: explicacion de desenca-
denantes y reacciones de la ansiedad, técnica de
respiracion diafragmatica (45) en posicion senta-
da, ingestion de agua a pequefios sorbos para re-
gularizar respiracion e hidratacion tras la hiper-
ventilacion, observacion pendiente de evolucién
por si fuera necesario la administracién de un an-
siolitico benzodiacepinico.

» Establecimiento de redes {46). Pregunta sobre qué

personas deben ser avisadas de lo sucedido (pa-

dres de los nifios) y manera de contactar con ellas;
dando informacion precisa v positiva sobre lo su-
cedido y el estado de las victimas (asesoramiento
de la psicologa a Guardia Civil y médico de la

UME respecto a la mejor manera de hacerlo).

Con la abuela afectada (por parte de la psicolo-

ga), técnica de ortentacion anticipatoria (47) y

dialogo orientado consigo mismo (48) ante las

verbalizaciones catastrofistas sobre su recupera-
c1on por el AT,

Conductor ifeso:

» Vigilancia de conductas de deambulacion peli-
grosa por la carretera, para evitar el atropello (la
contencion fisica no fue requerida).

» No juzgar ni culpabilizar por lo ocurrido (espe-
clalmente en los primeros momentos).

» Mostrar disposicion de ayuda para favorecer su
sttuacion personal v minimizar las consecuencias
(legales, entre otras) por el accidente en las perso-
nas atectadas divectamente.

» Reestructuracion cognitiva (48) (49}, de diston
stones o atribuciones erroneas sobre to sucedido.

» Trabajo sobre la culpabibhdad (por parte de la
psicologal.

La mtervencum psteologica tinahizo cuando las

Personds afectadas se encomtraban en un estado
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tor del otro vehiculo), cuando ¢l abuelo se estaba
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sedado, previo al traslado al centro hospitalario y
en el momento en que las personas presentes en el
lugar del accidente se fueron dispersando y no se
apreciaba en ellos signos de malestar psicolégico
por la situacién presenciada.

A las victimas directas se le dio informacién de
posibles sintomas normales /esperables en los di-

-Vor.18 - N° 4 - 347-357

Atencién psicolégica a personas involucradas
en accidentes de trdfico

as posteriores (ansiedad, imagenes relacionadas
con el AT, insomnio, poco apetito...) y en qué
momentos seria necesario acudir a un profesio-
nal. Se informé a los padres y a la abuela de cua-
les podrian ser las reacciones de los nifios y qué
signos indicarian la necesidad de ser vistos por
un psicologo infantil.
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} Hemodindmica sanos, test Valsalva y postural

Estudio atraumatico de la actividad simpatica, sensibilidad de los
baroreceptores y del volumen sistolico, decubito y ortostatismo
en sujetos sanos, maniobra de Valsalva. Para su aplicacion en el

estudio del sincope. Posibilidades de indicacion terapéuticas

-

mmHg(p<0,001) y de VS/m2: -19,95* ,67ml
(p<0,05),aumento de pulso:9,36+ 2,70 Ipm(p<0,05),
indice baroreflejo cardiaco r= -0,87(p<0,01) Estos datos
facilitan posteriores estudios de pacientes con sincope,
siendo un método incruento. Se ha empleado analisis es-
tadistico pareado no paramétrico Wilcoxon y prueba de
Newman-Keuls entre grupos.

Non invasive assesment of sympathetic activity, baroreflex sensitivity and

stroke volume in orthostatic and supine positions as well as after Valsalva’'s Palabras claves:
Hemodinamica, indice de actividad simpética, sensibilidad
baroreceptores, test de Valsalva, test postural, sincope, fi-

napres, cardiografia con impedancia.

maneuver to be used in the study of syncope and it’s therapeutic application

Lépez-Vidriero Tejedor E.', Arraez Aybar L A%,
Lépez-Vidriero Abelld E.°

"Unidad de Hipertensién. Hospital General
Universitario, Gregorio Marafién
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s

mmHg/ml/m2(ns). After Valsalva’s maneuver: baseline vs
F.Il_E BP diminishes:- 25,86+ 5,19 / 8,72 =3,42
mmHg(p<0,001) as well as SV/m2: -19,95+ ,67ml
(p<0,05), HR increases: 9,36+ 2,70 bpm(p<0,05), ha-
roreflex cardiac index r= -0,87(p<0,01). Statistics were
calculate by paired non parametric Wilcoxon and New-
man-Keuls tests in between groups. These results will
help, as reference, to study those patients with syncope,
by means of non invasive methods.

Keywords:

Hemodynamics, sympathetic activity index, baroreflex sen-
sitivity, Valsalva’s maneuver, syncope, tilt test, finapres,
impedance cardiography.

* Departamento de Anatomia y Embriologia
Humana II. Facultad de Medicina. Universidad
Complutense. Madrid

" Facultad de Medicina. Universidad
Complutense. Madrid
Unidad de Hipertensién. Hospital General
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RESUMEN

La hipotensién ortostatica(HO) ha sido estudiada escasa-
mente de forma atraumética. Valoramos el indice de acti-
vidad simpatica(lAS), la sensibilidad de los barorecepto-
res(SBR) por analisis espectral. Registro continuo de la
presién arterial(PA)(finapres). Resistencias periféricas tota-
les(RPT) y del volumen sistélico(VS) con cardiografia con
impedancia. Hemos realizado dos estudios, Tipo I: en 24
sujetos sanos, con ortostatismo(0) vs supino: IAS aumen-
ta de 0,601 + 0,10 a 2,214 + 0,43 U(p<0,001) y la
SBR disminuye de 17,72 + 2,28 vs 7,83 + 0,75
mseg/mmHg(p<0,05). Estudio Il 14 sanos: Supino pre-
sentan PA:127,46+= 3,52/80,38 £ 1,54mmHg,pul-
50:68,52 +2,10 Ipm,VS/m2: 40,92+ 4,50 ml/m2,
RPT/m2: 0,71+ 0,16mmHg/ml/m2. En O el descenso
maximo de la PA -33,39% 6,20 / -15,95+ 3,66 mmHg
(p< 0,001). Las cifras medias a los 5°0 vs supino PAM
:95,95+ 4,05 mmHg(ns),pulso: 75,60 +£3,06 Ipm(ns),
VS/m2:30,05 +2,24 ml/m2(ns), RPT/m2: 0,92+ 0,10
mmHg/ml/m2(ns). Con el Test.Valsalva. basal vs Ell_E con
descenso de PA:- 25,86+ 5,19 / 8,72 #*3,42

ABSTRACT

There is little knowledge in the field of orthostatic hypo-
tension (OH) based on non invasive procedures. Sympat-
hetic activity index (SAl), baroreflex sensitivity (BRS) were
measured by spectral analysis. Blood preasure (BP) by
continuous recording with Finapres. Lastly, Total peripheral
resistances (TPR) and systolic stroke volume (SV) by im-
pedance cardiography. Two protocols were performed, I:
24 healthy volunteers in orthostatic position vs supine:
SAl increases 0,601 + 0,10 a 2,214 + 0,43
U(p<0,001). In addition, BRS decreases in supine 17,72
+ 2,28 vs 7,83 + 0,75 ms/mmHg(p<0,05). Protocol I,
14 healthy volunteers were included: variables in supine
were: BP::127,46+ 3,52/80,38 = 1,54mmHg, Heart ra-
te (HR):68,52 +2,10 bpm, SV/m2: 40,92+ 4,50 mi/m2,
TPR/m2: 0,71+ 0,16mmHg/ml/m2. Maximum drop in BP
orthostatic position -33,39+ 6,20 / -15,95+ 3,66
mmHg (p< 0,001). Mean variables after 5 minutes in ort-
hostatic position vs supine were: MAP: 95,95+ 4,05
mmHg(ns), HR: 75,60 +=3,06 bpm(ns),SV/m2:30,05
+2,24  ml/m2(ns), TPR/m2: 0,92+ 0,10

=

Correspondencia:

. Lopee-Vidriero Abello

timdad de Hipertension

Hosptal Gregorio Mararon. Madrid

Beca de nvestigacion de FUNDACION MAPFRE,

La hipotension ortostatica(HQO) esta caracteri-
zada por una hipotension transitoria y una bradi-
cardia relativa. Tiene una fisiopatologia diversa,
entre ellas figura, el fallo de la actividad simpati-
ca y o de los baroreceptores(1) para mantener la
presion arterial(PA) y o del mantenimiento del
volumen sistélico durante el ortostatismo, llegan-
do a producirse el sincope por cifras muy bajas
de PA. El mantenimiento de la PA depende de las
resistencias periféricas (RPT) y del volumen sisto-
lico (VS).

Pretendemos comprobar en sujetos sanos las
variaciones de sensibilidad de los barorecepto-
res(SBR), indice de actividad simpatica(IAS) en
supino y ortostatismo; VS y RPT mediante estu-
dio hemodiniamico no invasivo durante dos a.it‘_
las maniobras que suelen emplearse en el estudio
de sindrome de HO como son el test de Valsalva
y test postural ortostatico. N _

La mediciéon de la actividad simpatica tienc
gran relevancia fisiolégica sobre el corazon y la
circulacién periférica dado que controla la fre
cuencia cardiaca, la presion arterial tanto en re-
poso como ante estimulos fisiologicos, asi como
el ortostatismo (2) y los cambios 1"isic)P&1.f“1f‘i%‘\"”"
por enfermedades que afectan directa 0 lmhrvun_--
mente al sistema cardiovascular como son lf“ di-
sautonomias (3). La deplecion de volumen sistoli
co por el test postural y Valsalva es el origen de |
los cambios de la presion arterial.

El estudio continuo de la PA, VS, RPT (4-3), es
la tnica forma de poder establecer los limites de
normalidad en los test postural y de Valsalva y
para posterior empleo en el estudio de la HO.

MATERIAL Y METODO

La causa de la hipotension arterial ortostdtica
primaria, tiene como uno de los factores princi-
pales la falta de regulacion de la presion arterial

por fallo de los baroreceptores (6).

Se han realizado dos tipos de estudios: Estudio
I en 25 sujetos sanos en el que se analiza la in-

fluencia de ambos tipos de maniobras sobre la
actividad simpatica v un segundo estudio con
un subgrupo del primero de 14 sanos, en el que

se analiza el efecto de las mismas maniobras so

bre las variables vasculares como son el VS.

RPT y la PA.
Estudio |

S { e " 1
<3 sujeros sanos con edades comprendidas en-

tre 16 y 66 atos con una media de 39,14 22 .48,

mujeres 62%, peso 67,52 .59, wlla: 165,83

l,f\-*. I‘lhiiu i< b.il‘ masa \'nl'[‘n“_‘\*i, 4 .49 4 i’_-\'.',-.'u (e
cubito supino presion arterial: 100,82 + 7%
61,78 22,04 con pulse: 71 = 1,88, en ortostat

mo: 103,57« 1,99 / 6191 & 1.76 con u puls
\,‘\ t !‘L A 1\!\ wil !El'w s (\ S ‘f¥ y reahizado un es

“‘I‘h“ “‘. E"' "-'“"‘”l”'l-i-‘l.?‘. \%“ 3\‘- '“ OreCepiares RN

tvidad simpdatica a las 9h
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previa estabilizacién de 10 minutos tanto en su-
pino como en ortostatismo.

El estudio de los baroreceptores y actividad
simpadtica se realizé mediante el andlisis espectral
de la onda de presion obtenida a través de la sali-
da analégica del Finapres(7).

La Conversion de analdgico a digital se realiz6
mediante tarjeta tipo A/D (PC-LabCard modelo
PCL-812 PG) con 16 canales de entrada, de 12
bit, convertidor HADC5747), maximo de veloci-
dad 30 KHz en modo DMA, rango de salida +/-
5 Va+/-0,3 V. La velocidad de captacién de los
datos 100 datos/seg. Durante la captacién de da-
tos se controla la respiracién para que cada ciclo
dure 4 segundos con un metrénomo (8).

El tiempo de estudio es el necesario para obte-
ner una serie de mas de 256 datos tanto para el
intervalo de onda de pulso en milisegundos( simi-
lar a espacio R-R obtenido con E.C.G (12-13),
como para PAS y PAD mmHG.(7-9).

Se obtiene sus estadisticos(media, varianza).

Antes del estudio de la serie se filtran los datos
que presenten una fluctuacién con un periodo
mayor de 40 seg. (frecuencia =0,025Hz),median-
te filtro digital de alta de 3 orden Bettrworth(10)

Los datos son tratados mediante la transforma-
da rapida de Fourier(FFT) mediante el programa
MATLAB, obteniéndose el analisis espectral, cal-
culado la potencia de la frecuencia total, elimi-
nando la frecuencias menores de 0,003 Hz (con-
sideradas ruido)(11).

La escala de frecuencia de oscilacidén (abcisas)
es analizada sobre 0,5 Hz. El médulo del espec-
tro de intervalo de espacio RR o de pulso, pre-
sion arterial sist6lica y diastélica se da en lati-
do/mseg.2/Hz o mmHg. 2/Hz (12-20).

l.a Curva correspondiente a la frecuencia alta
de 0,15 a 0,35 Hz (bajo intluencia respiratoria,
y del sistema parasimpadtico) se detecta facil-
mente localizando un pico en el espectro que co-
rresponde a ,25 Hz si respira cada 4 segundos
(se puede hacer desaparecer al inyectar atropi-
na) de pulso y PA.

La Curva que corresponde a la frecuencia baja
de 0,075 a 0,15 Hz (combina el efecto parasim-
patico y simpatico sobre la regulacion del nodo
sinusal con su traduccion en el pulso, dado que el
estimulo simpdtico actiia sobre la baja frecuencia
espectral). Las denominadas ondas de Mayer

I Hemodindmica sanos, test valsalva y postural

aparecen de 6 a 9 veces por minuto, con una fre-
cuencia media espectral de 0,1 a 0,15 Hz (son
ondas de mds baja frecuencia que la respiratoria).

La Curva de muy baja densidad de 0,03 a
0,075 Hz la define Pagani como relacionada con
la termorregulacion, sistema renina-angiotensina
y otros mecanismos (12).

Ultimamente se ha comprobado en ratas una
disminucion del 70% de esta frecuencia en el
analisis de la PAS, con la simpatectomia quimica

(13).
Cdlculo de BRS

Se emplea el método descrito por Pagani (14).
Empleando el coeficiente alfa( la mitad de, raiz
cuadrada de, alta frecuencia de pulso dividido
por alta frecuencias de PAS, mas la raiz cuadrada
de baja frecuencia de pulso dividido por la baja
frecuencia de PAS.

indice alfa=[(FB PP/ FB PAS)0,5 + ( FA PP/ FA
PAS)0,5 ] /2

Indice Simpatico

Indice simpatico decubito y ortostatismo me-
diante el analisis espectral de la onda de presién
con el intervalo de pulso.

Indice simpatico=baja frecuencia/alta frecuen-
cia) (11).

Estudio II

En cuanto al segundo protocolo, fue realizado
en un subgrupo del estudio I, en 14 sujetos sanos
con caracteristicas generales (ver Tabla 1). En los
cuales se ha realizado a las 9 h. el estudio hemo-
dindmico atraumadtico para calcular PA,VS y RPT
durante el test Valsalva y el test postural.

Las variables de estudio fueron:

» Presion arterial continua con Finapres

» Calculo del volumen sistolico(VS).

Mediante estudio de la 1" derivada de la la cur-
va de la cardiografia con impedancia (NIHON
KOHDEN) (15) y empleando un ECG incorpora-
do al monitor Poligrafo.

MINOGRAF 87 SIEMENS-ELEMA: 4 canales
(Figura 1) y con la medida de la presién arterial
poder calcular la presion media: presion diastéli-
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TABLA 1. Caracteristicas generales de 14 sujetos

sanos estudiados hemodinamicamente

Caracteristicas generales (n=14) MEDIA +/- ESM

EDAD (ANOS) 49,15 2,83
SEXO =61% '
PESO(Kg.) 78,90 5,04
TALLA (cm) 163,34 2,90
.M.C % 29,16 1,01
SUPERFICIE CORPORAL (m?) 1,84 0,073
PAS (mmHg) 127,46 3,52
PAD (mmHg) 80,38 1,54
PULSO (Im) 68,52 2,10

ca+ 1/3 presion de pulso (MAP) y con ella calcu-
lar las resistencias periférica totales (RPT) RPT =
MAP/VS.

» Registro contintio de la presion de insuflacion

Se emplea el sistema BIOPAC-MP100 usando
el medidor de presion TSD 120 (Figura 1).

La maniobra de Valsalva, se realiza con el pa-
ciente en dectibito supino. Primero se realiza la
conexién de Finapres, cardiografia con impedan-
cia, electrocardiograma, después se deja al pa-
ciente 10 min de acostumbramiento al funciona-
miento del aparataje, y tras ello, se hacen dos
pruebas de la maniobra de Valsalva realizando
una presién positiva durante 15 segundos de 40
mmHg por la boca, manteniendo colapsada la
via aérea nasal. (16) con oclusion nasal y con la
boca conectada al presurémetro (Figura 1).

Las variaciones hemodindmicas que se produ-
cen hacen que se divida en 4 partes (Figura 1). '

FASE -I: un aumento de la presion intra toraci-
ca, hace que se produzca un pequeno aumento
del volumen sistélico y de la presion arterial

FASE -II: Se divide en dos partes:

FASE -II_E: cuando la presion positiva intra to-
racica colapsa sistema venosos de retorno cardia-
co, produciéndose una disminucion del vnlun.wn
sistélico(16), disminucion de la accion parasim-
pético cardiaca y como consecuencia una disn-
nucién progresiva de la presion arterial, aumento
del pulso (acortamiento intervalo de pulso). Estos
cambios de descenso de la presion arterial con
aumento del pulso han servido como im!icg baro-
reflejo cardio-vagal, debido a la disminucion de
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la actividad colinérgica del corazén, ya que la
atropina lo inhibe.

FASE -II_L: es la fase de «escape», a pesar de
mantener la presién positiva se produce un au-
mento de la presion arterial debido a estimulo
simpatico

FASE -III: fase intermedia

FASE-IV: al final de la maniobra de Valsalva, al
normalizar la presién intra tordcica, se produce
un incremento del volumen sistélico con aumen-
to de la presién arterial, por encima de las cifras
basales.

Tanto la fase —II_E como la fase IV son las que
se alteran en la patologia de la hipotension ortos-
tatica debido fallo simpatico neuro-circulatorio.

Una vez realizada la maniobra de Valsalva du-
rante 15 segundos, se mantiene el registro 5 mi-
nutos para que se reestablezcan los parametros
de presion arterial.

Acabada la prueba se almacenan los datos para el
ulterior andlisis y cuantificacion de la presion de in-
suflacién, presion arterial sistolica, diastolica y me-
dia; volumen sistdlico, resistencias periféricas en las
diversas fases de la maniobra de Valsalva (16).

Medida del indice baroreflejo cardio-vagal

Se calcula con la correlacion entre las varia-
ciones de la PAS y las del pulso, en la fase 1I_E.

Estudio Hamodindmico. Tes! Valsalva y postural
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Fig. 1. Estudio hemodinamico: Registro de presion de
insuflacion (presion), Onda de presion (Finapres)
Electrocardiograma (ECG), 1
impadancia(DERIVADA) Test de Valsalva: fase I(F.D, fase
It_E(FEN_E), fase MFIN), fase WV(RIV). Test postural; supino,
descenso maximo PA{OMEX), fase estabilizacion (Q.E)

denvada de la cardiografia con
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Desde que finaliza la fase I o de incremento ten-
sional hasta que se produce el fenémeno de es-
cape en la Fase II_L de la maniobra de Valsalva
(Figura 1).

EL ESTUDIO HEMODINAMICO DEL TEST
POSTURAL

Se hizo el registro con la monitorizacion de la
presion arterial (FINAPRES) cardiografia con im-
pedancia (NIHON KOHEN), ECG, después de
10 minutos de estabilizacion acabada la prueba
de Valsalva, manteniendo el ortostatismo mds de
S minutos (Figura 1).

Curiosamente, las variaciones individuales que
presentan los sujetos sanos y los que presentan
hipotension ortostatica han hecho que nuestros
resultados los dividamos de una forma similar a
la maniobra de Valsalva: basal(supino), pico
maximo de hipotension (Omx), fase de recupe-
racion tensional (OE), en la cual se alcanzan va-
lores similares a basal (Figura 1). La fase tardia
de estabilizacion a los § minutos (OS57). Los
tiempos de aparicion de la fase Omx y OE vari-
an relativamente poco en los sujetos sanos, pero
el caso de hipotension ortostdtica puede variar
hasta casi los 15 minutos, es por lo que se acon-
seja el mantenimiento de ortostatismo de mds
de 15 minutos para que aparezca la hipotension
ortostatica (17).

Estadistica

Los resultados se han almacenado en una ta-
bla Excel, para posteriormente obtener la media
y el error estandar de la media. El estudio de los
datos pareados se ha hecho con el test no para-
métrico pareado de Wilcoxon. El andlisis de
Anova prueba de Newman-Keuls entre grupos,
para los diferentes estados del test postural y
Valsalva. La significacion estadisticas se ha
aceptado a p<0,05.

RESULTADOS

El analisis de la SBR en decubito supino vs or-
tostatismo, se observa una disminucion significa-
tiva al pasar del decubito 17,72 + 2,28 vs ortosta-
tismo 7,83 + 0,75 mseg/mmHg p<0,05( Figura 2).

| Hemodindmica sanos, test valsalva y postural

SBR y I.LA.S.: Supino-Ortostatismo
p<0.05
IR 3.0
_|_ I p<0.001 l
15 +—
SBR:
mse/
mlﬂ& T
9 4—
T .
|
3 | 17.72 0.60
+ -~
0 2.28 0.10
Supino ORTO. Supino

Fig. 2. Variaciones de sensibilidad baroreceptores(SBR) y
del indice de actividad simpatica(IAS) supino vs
ortostatismo.

Estudiando la sensibilidad de los barorecepto-
res asimismo hemos observado que estos varian
segtn la edad, hecho ya referido por otros auto-
res(18). En decubito como en ortostatismo, te-
niendo una correlacién negativa en decubito r= -
0,52 p=0,007.

En ortostatismo desaparece esta correlacion r:-
0,19 p:0,32.

Existe una correlacion positiva significativa en-
tre la sensibilidad de los baroreceptores en sanos
entre dectbito y el ortostatismo r=0,40, p=0,04.

El indice de actividad simpatica aumenta signi-
ficativamente(p<0,001) al pasar de supino a or-
tostatismo de 0,601 + 0,102 a 2,214 + 0,43 U.
(Figura 2).

Hemos encontrado una correlacién estadistica-
mente significativa entre la actividad simpatica
en decubito y ortostatismo(r:0,53, p<0,01).

El estudio hemodinamico del test postural

Basalmente (supino) las cifras de MAP, Pulso,
VSm2 y RPTm2, estan especificadas en la tabla IT
y Figuras 1y 3).

En el pico mdaximo de hipotension (Omx) apa-
rece en un tiempo con rango de 3,46 a 10,64 con
una media de 6,22 0,61 segundos. Se aprecia un
descenso significativo del VSm2 14,66+ 2,18
ml/m2. (p<0,01),como consecuencia se produce
una disminucién significativa de la PAS de
33,39+ 6,20 mmHg,(p<0,001 y de PAD de
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TABIA 2. Variaciones de Tiempo en seg (Tiempo seg.), PAM, Pulso, VSm2, RPTm* durante el test
postural: decubito supino(supino), bajada maxima de presion arterial (Omx), fase de estabilizacion de la

presion arterial(QE), fase tardia al os 5 minutos de ortostatismo (Q5°)

Supino
Tiempo:seg. 0]
PAM:mmHg ‘ 87,77+3,19
Pulso:lpm 69,68+2,87
VSm?:ml/m? 34,09+2,99

RPTmZmmHg/ml/m? 0,73+0,14

Datos representados como media = esm

omx OE 05’
6,22 0,61 15,25 1,04 300
66,01+4,91 185,17+4,33  98,95x4,05
86,65+3,91 86,47+3,97 75,6+3,06
19,43+232 32,84+269 30,05+2,24
' 0,09+0,14 2,78+0,22 0,92+0,10

TABILA 3, Variaciones de Tiempo en seg(Tiempo seg.); PAM, Pulso, VSm?, RPTm® durante el test

Valsalval:basal, Fase I, Fase [L_E, Fase III, Fase IV. Datos representados como media * esm

Tiempo seg. 0 2,72+0,35 10,04+0,59 19,96 +0,55  23,68+1,50
PAM 188,28+ 3,45  109,50+5,01 73,85+ 521 9559 +4,58 105,84+6,75
Pulso : 68,52+2,10 67,41 +3,19 77,88+ 3,51 82,49 +3,75 69,76 +2,16
VSm? 40,92+ 450  36,39+4,37 2628+ 3,32 40,92 +4,50 47,86 +5,50
RPTm?  0,71+0,16 1,90 +0,21 0,86+ 0,14 0,86 +0,14 0,78 +0,11

15,95+ 3,66 mmHg,(p<0,001) y con un descenso
de la PAM de 21,76 = 4,35 mmHg(p<0,01). El
pulso sufre un incremento significativo de
16,97+3,68 Ipm.(p<0,01) Las resistencias perifé-
ricas no varian, con un ligero incremento de 0,26
+0,12 mmHg/ml/m? (Tabla 2 y Figuras1-3).

La tercera fase o de estabilizacion tensional
(OE) vs supino aparece en un rango cntre 25,78
a 10,11 segundos con una media de 15,25
+1,04 seg. La presion arterial tiene similares ci-
fras que en basal con una diferencia no signifi-
cativa de PAS 6,22+ 5,42, de PAD: 0,79+ 3,75 y
PAM: 2,60+, 4,04 a expensas del incremento
significativo(p<0,01) del pulso:16,79= 4,43 y
gran aumento de la RPT m2:2,05 = (L_l_‘l
mmHg/ml/m* (p<0,01), aparece la recuperacion
del VSm2 :1,25 = 3,50 ml/m2 similar a basal
(Tabla 2 y Figuras 1-3).

En la cuarta fase o de mantenimiento tardio a
los 5 minutos se precia un aumento respecto a la
basal de PAS no significarivu:1().65¢ 700
mmHg, aumento significativo(p<0,01) de
PAD:11,44 = 3,1mmHg, y no significativo PAM:

11,18x4,39, pulso no signiticativo:5,88+3,54
Ipm, RPTm? aumentan :0,19x 007 mmHg/ml/m’
no significativamente para mantener la presion
arterial estable, mientras que se mantiene
VSim2:4,04 + 2,27 ml/m2. no diferente a supino
(Tabla 2 y Figuras1-3).

Maniobra de Valsalva

Una vez acabada la prucba se almacenan los
datos para el ulterior andhisis v cuantificacion de
la presion de insuflacion, presion arterial sistoli
ca, diastolica v media; volumen sistolico, resis-
tencias penféricas en las diversas tases de la ma-
niobra de Valsalva (Tabla 3, Figuras 1-4}.

Cada caso presenta solamente variaciones mte
resantes de mencionar en cuanto ¢l tiempo de du
racion de la tase 1_F, Para expheacion represen
tamos un caso caractenstico (Fgarva 1)

En general se aprecia en la fase HED: basal vs
El el aumento de la presion intra toracica au
menta bruscamente v en 2,724 0,35 seg. la pre

s1on arterniat aumenta la PAS en 26,30+ 6.09
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Tiom Supine:34,0942,99  Omx:19,43+ 2,32

OF :32,84 +2,69 05°:30,05 42,24
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Fig.’S.Test Postural con las distintas variables coincidentes
segun las diferentes fases: supino, fase descenso maximo

PA(Omx).

minutos(05 7). Presion arterial media(PAM), Pulso, Volumen

Fase estabilizacion PA(OE), ortostatismo 5

sistolico/m?(VSm?), Resistencias periféricas

totales/m

(RPTm?). Significacion estadistica p<0,005.

150 MAP i 160 PAM
| - * p<0.01 +
: 2 v
130 | 140
| ._+_nﬂ.ﬂ.l+anﬂ.l_% pc05 %
p<0,01 p<0,01 |
110 v vy v [ 1= + o 05 BT —T | —r—
% vy =0 g / | 100 | A )
r 8o ./ \ /
70 60
50 40
20
mmHg
30 | mmijg
Fis  Supino.87, 773,19 Omx:66,01% 4,91 OE :85,1744,33 05°;98,9554,05 J Npesm BaalB8288345 FLIDSO507  FILEDE 2521  FII95592458  EIV:I06.6456.75
120 PULSO ' PULSO
| 120
: v i
N —— Y . L
v o ¥ v 0} ¥ =0 ¥ T 1
p<0 p<0 i T 3 p<0.05
K ) 4\
. ./ . .___./ N ]
lpm lpm
40 40
Tesm Supine.69,692,87 Omx:86,65+ 3,91 OE :86,4743,97 05":75,5613,06 e Basal:6.5242.10 F.I:6741219  FIL_E:TISS$351  FIILBL492ATS
70 - vsm®
VSim®
p<0.05
. . ' v
+ p<0.0 % p<00 ,u p<0.0 ‘, ! ®© + P03 ‘
i ¥ p<005 W o0 3
a0 [ S - I § sy
[ =]
" v |
| mUm?*
o

Xiesm Bamal:40.9244.50  F.:36.39 £ 4.37 F.IIL_E:2628332  F.II1:40.92 3450

11
{‘ i ; RPTM®
; | X p<0.001 ‘

3 (U

—*pdmm Vv <007 v
2
- e

\ | spuir ./ “o—0—9

0

X+4esm Hasal:0.7140.16  F.1:1.90£0.21  FIL_E:064+0.16  FI:0.86 £0.14

Fig. 4. Test de Valsalva con las diferentes variables
coincidentes segln las fases: basal, Fase I(Fl), fase
Il_E(FIl_E), fase IlI(EIll), fase IV(F.IV). Presion arterial
media(PAM), Pulso, Volumen sistolico/m2(VSm2),
Resistencias periféricas totales/m*(RPTm?). Significacion
estadistica p<0,005.
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(p<0,001), la PAD en 18,46+ 2,80(p<0,001) y la
PAM de 21,07+ 3,66 mmHg. (p<0,01) El Pulso
aumenta no estadisticamente 1,10+ 2,39 lpm.
Mientras que el VSm? no varia estadisticamente
(-4,52 4,16 ml/m?) y gran aumento de las
RPTm?en 2,74+0,39 mmHg/ml/m?*.(p<0,001)
(Tabla 3, Figuras1-4).

En general se aprecia en la fase II_E(F.II_E):
Aparece una disminucién progresiva del volumen
sistélico, paralelo a la disminucién de la presién
sistolica que alcanza su maximo descenso al final
de esta fase cuando aparece el fenémeno de esca-
pe a los 10,04+ 0,59 seg. basal vs FEII_E :con un
descenso VSm2 de -19,95 = 5,67 ml,(p<0,05)y
una disminucién de PA :- 25,86+ 5,19 / 8,72
+3,42 mmHg,(p<0,001) y de PAM 14,44=
3,45(p<0,01), aumento del pulso de 9,36 + 2,70
Ipm (<0,05) y un aumento de las resistencias pe-
riféricas totales no significativo de 0,09+ 0,20
(Tabla 3, Figuras1-4).

En general se aprecia en la fase II_L: se inicia a
los 10,04+ 0,59 con el cese del descenso del a
presion arterial, es decir el fenémeno de «esca-
pe». En el caso de hipotensién ortostatica(fallo
autonémico, Parkinson, atrofia sistémica multi-
ple) no se aprecia el fendmeno de escape y la pre-
sién arterial remonta solo al cese de la maniobra
de Valsalva inicio FIIL.(18) (Figura 1).

Fase III: no tiene una relevancia especial Tabla 3,
Figuras 1-7-8-9-10). Es una fase intermedia de
ajuste de presion arterial que se finaliza a los
19,96+ 0,55seg. En esta fase observamos una re-
montada de la presion arterial de la EII_E a valo-
res similares a los de la basal PAS 8,26 = 4,11 ma-
yor de PAD 6,62 = 2,55 y PAM 7,16=x 2,67
mmHg. Conseguido por el aumento del pulso
13,97 + 2,81 Ipm.(p<0,05) No incrementa signifi-
cativamente de las RPTm2 :0,09+0,14. El VSm® es
similar con una diferencia de 2,45= 2,43 mi/m’.

Fase IV: esta macado por el cese de la presion
positiva torécica y la liberacién del colapso veno-
50, llegando mas sangre al corazon. Aparece a lgs
23,68 =1,50 seg., como consecuencia, se aprecia
un brusco aumento del VS§ igualando a la basal
con VSm2 en 6,90 = 3,70 ml/m’ La presion arte-
rial sufre un incremento mayor que la basal, de
PAS 33,25+ 6,62(p<0,001), PAD 9,50«
7,17(p<0,001) y PAM 17,4225,59 (p<0,01). Fl
pulso es similar a basal con un incremento de
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Valsalva:indice cardio simpético(n=14) r:-0.87,p<0.01)

Fig. 5. Indice cardio simpatico: recta de regresion entre
presion arterial sistolica(PAS) y pulso(lpm).

1,24+ 2,64 Ipm y similares RPTm* que aumenta
0,01+ 0,09 (Tabla 3, Figuras1-4).

Indice cardio simpatico de la maniobras de
Valsalva

Se analiza durante la fase II_E: la recra de re-
gresion entre la caida de la presion arterial v el
aumento del pulso (Figura 5), segiin la técnica
descrita (19).

El estudio del indice cardio simpatico en los 14
casos estudiados nos dan una cifra media de r= -
0,87 + 0,04 Ipm/mmHg.(p<0,01) (Figura 5).

Estudio comparativo text postural VS Valsalva

En el maximo descenso de PA vs basal. Los tiem-
pos de son menores 6,22 = 0,61 vs 10,04 + 0,62
seg. (p<0,001). Los valores son similares en el cam-
bio de PAS: 33,39 + 6,45 vs 25,86+ 5,39 mmHag.
PAD: 15,95 + 3.83 vs 8,72 = 3.56 mml} lg, \"Hm‘:
16,46+ 2,82 vs 14,58 = 3.06 mi/m2, RPTm':

+ 0,16 vs 0,04 2 0,13 mmHg/mi/m’ no difieren es
tadisticamente.

Comparando fase OF con FHI el tempo de recu
peracion de la presion arterial a las cras basales es
de 15,25 = 1,04vs 19,96 & 0,57 (p<0,001). La re

cuperacion de la PA en el rest postural en la fase

.33

OF se hace a expensas de fa RP T,
B O.86 + 0,14 mm) te/mb/m? (pet), 001 Son sinu
lares el aumento de MAP:8S. 1
4,58 mmHy, pulso:86.47 = 3,97 vs 82,49 {pmn v
Vim':32.84 + 2,69 vy

22,78 2 Q.22 vs

4.33 vs 95,59 3

4% A ' i 3 "
192 2 450 mbm? (hpee 34
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DISCUSION:

Las maniobras de Valsalva y postural son am-
pliamente utilizadas para el estudio etiolégico del
sincope. Sin embargo no hay técnicas normaliza-
das que permitan comparar resultados. Y ademais
la gran mayoria son de caracter invasivo, con la
consecuente molestia para el paciente y la impo-
sibilidad que eso implica para su uso en clinica
habitual.

El conocimiento de las cifras basales de las dis-
tintas variables es fundamental para el ulterior
estudio de las diferentes patologias q producen
sincope y su influencia en la hemodindmica del
paciente.

Para el estudio del IAS y de la SBR en otras pu-
blicaciones se emplea por separado el analisis de
la onda de presion mediante Finapres y el espacio
RR mediante ECG(7), es decir, se deben utilizar y
correlacionar dos tipos de aparatos diferentes.

En nuestro estudio hemos utilizado solamente
el Finapres para calcular ambas variables dado la
gran correlacion(r=0,96) que obtenemos entre
RR, que se obtiene en ECG, con el intervalo de
presion arterial (PP) obtenido con el mismo Fina-
pres. Asi que hemos empleado el intervalo PP re-
calculado en forma de frecuencia cardiaca (con
dos decimales).

Hemos encontrado una correlacion estadistica-
mente significativa entre la actividad simpdtica
en decubito y ortostatismo (r:0,53, p<0,01)(Figu-
ra 2) como Kamiya (20).

Los datos obtenidos en nuestro estudio sobre
SBR son similares y consistentes con los encon-
trados en la literatura (21-27).

En cuanto a la medicion del VS, la mayoria de
los estudios de la literatura utilizan las técnicas
de termodilucion (17) o eco cardiografia ( 28)) lo
que impide el estudio continuo hemodinamico,
dado el rango en que pueden aparecer las altera-
ciones hemodindmicas en el estudio del sincope,
creemos como otros autores (4-5) la necesidad de
estudio continuo para valorar cambios de PA,
V5, RPY.

la técnica de medida con cardiografia por im-
pedancia tiene la posibilidad de hacer el cilculo a
cada latido cardiaco del VS, RPT(4). Otras técni-
ca para el calculo de VS v RPT indirectamente es
por analisis de la onda de presion(5). Se critica en

- Vor.18 - N° 4 - 358-368

l Hemodindmica sanos, test valsalva y postural

ocasiones una buena correlaciéon entre la cardio-
grafia con impedancia con otros sistemas de me-
dida (28), aunque ultimamente se esta empleando
esta técnica(15).

La maniobra de Valsalva es de corta duracién
y dificil de realizar en personas mayores con una
fuerza espiratoria limitada, es por lo que cree-
mos necesario el disponer de la alternativa como
puede ser el test postural. La combinacién de
ambos nos aportara mas datos y sobre todo que
el test postural de 20 minutos de duracién es im-
prescindible para descartar el sincope de origen
vaso-vagal.

En las pruebas de estimulo por nitroprusiato o
por adrenalina las variaciones de la presién arte-
rial suelen ser valorables a partir de 20 mmHg
con lo que sea aprecia la respuesta simpdtica ta-
quicardizante (6). La maniobra de Valsalva pro-
duce un descenso de la presién arterial mayor
que la que se produce para estimular los barore-
ceptores con nitroprusiato. El estudio del indice
baroreflejo cardiaco con el test de Valsalva es
una buena técnica, no invasiva, rapida que no re-
quiere instrumental especial.

Con el estudio de la EII_E el indice barorefle-
jo cardiaco en sanos obtenemos una r=-0,87,
mientras que en estudios de hipotension ortosta-
tica los valores que presenta son menores de -
0,74 (16).

Hemos querido establecer los limites normales
en sanos en las diferentes fases de la maniobra de
Valsalva y en el test postural, ya que normalmen-
te no se especifican (17-28).

Los tiempos de maximo descenso de la presion
arterial con test postural vs Valsalva son diferen-
tes, con oOrtostatismo sus tiempos Son menores
6,22+0,61 vs 10,04 = 0,62 seg. (p<0,001) y la re-
cuperacion de la presion arterial a las cifras basa-
les es de 15,25 vs 19,96 (p<0,001). No existen
diferencias significativas en la comparacion de
los dos test en la fase de mayor descenso de la PA
en cuanto al descenso de la PAS, PAD, VSm?,
RPTm2, lo que los equipara en cuanto a intensi-
dad de estimulo. Este tipo de comparacion no la
hemos encontrado en ningun tipo de trabajo

El estudio de la maniobra de Valsalva en la ElI
esta descrito un aumento de VS como responsa-
ble del incremento de la PA (17), en nuestro estu-
dio en general lo que existe es un aumento de las
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RPT atribuible al aumento de la presion intrato-
racica sobre el sistema vascular arterial. Los re-
sultados en la FII_E son similares a los encontra-
dos en otros trabajos (17-28).

Los tiempos de aparicion de la EIV son los que
mas se alteran en el estudio del sincope (17). Por
lo que creemos importante el haber podido esta-
blecer estos limites.

Los tiempos de aparicion de la fase Omx y OE
varian relativamente poco en los sujetos sanos,
pero el caso de hipotensién ortostdtica puede va-
riar mds de 20 minutos, es por lo que se aconseja
el mantenimiento de ortostatismo de mas de 15
minutos para que aparezca la hipotension ortos-
tatica (17).

No existen estudio comparativos hemodinami-
cos entre el test postural y el de Valsalva. Noso-
tros en el estudio comparativo test postural vs test
Valsalva en la fase de caida maxima de la PA (fase
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NOTA DE PRENSA

BASADO EN UNA MUESTRA REALIZADA A 1.400 NINOS NACIDOS HACE 2 ANOS
A PARTIR DE LAS MUESTRAS DE SANGRE DE CORDON UMBILICAL

Un estudio del Hospital Severo Ochoa
revela que un 26% de los recién nacidos tiene
predisposicion a ser celiaco

126% de los recién nacidos tiene predisposicién

a padecer enfermedad celiaca, segiin un estu-

dio efectuado por el Hospital Severo Ochoa

basado en una muestra realizada a 1.400 nifios

nacidos aproximadamente hace 2 afios. Para reali-

zar este trabajo, el equipo responsable del estudio

tomo muestras de cordén umbilical de los recién naci-

dos con el fin de detectar si tenian predisposicion de
padecer esta enfermedad.

Asi, se podra detectar precozmente la enfermedad

y minimizar en lo posible los sintomas. De un total

de 1400 nacimientos analizados se han encontrado,

‘ |1m - 'IE'HJI

\ Prinei,

aproximadamente, 400 nifios con esta predisposicion,
un 26 % de la muestra.

Sobre estos nifios el hospital estd trabajando ahora
para comprobar el desarrollo de la enfermedad y
tomar cuanto antes las medidas terapéuticas nece-
sarias. Actualmente la normalizacion de las personas
celiacas pasa por la supresion del gluten de la dieta.
Una intervencién temprana logrard un intestino
normal pese a que el paciente deberd seguir las
medidas dietéticas impuestas durante toda su vida.

Una vez detectada la predisposicion genética de los
nifios y recuperados los casos, se estd llevando a cabo

Equipo del
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Qchoa: Carmen
Hernando de
Larramendi,
lefe de Analisis
Clinicos; Sonia
Fernandez y M?
Luz Cillleruelo,
Facultativos del
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Pediatria v
Juana liménesz,
Analista Clinica
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la determinacién de anticuerpos de la enfermedad
celfaca (anticuerpos antitransglutaminasa) por medio
de un test rapido. A los nifios con un test positivo se
les realiza analitica completa y serologia de enfer-
medad celiaca en sangre venosa.

Con todo ello se pretende detectar precozmente la
enfermedad, para imponer un tratamiento, y conocer
la evolucién de los nifios con serologia positiva que tie-
nen, la mayoria de ellos, sintomas escasos o atipicos.

El equipo responsable del estudio esta formado por
las Dras. M* Luz Cilleruelo y Sonia Ferndandez, del
servicio de Pediatria, y Juana Jiménez, especialista en
Analisis Clinicos. El trabajo se ha realizado en el
Laboratorio dirigido por la Dra.Carmen Hernando

de Larramendi, y con la financiacién de dos Becas de
la FUNDACION MAPFRE.

Los primeros sintomas aparecen
alos 2 6 3 afios de edad

La novedad de esta deteccién precoz radica en el
hecho de que el estudio se inici6 hace dos afios
tomandose muestras de cordén umbilical tenien-
do como planteamiento la base genética de la enfer-
medad. Con los datos obtenidos y la observacion de
los nifios, la deteccion de la enfermedad se realiza
practicamente en el momento de su aparicion ya que
los primeros sintomas debutan a los 2-3 anos de edad.
«Pretendemos, asegura la Dra. Cilleruelo, tratar
cuanto antes a los ninos con sintomas y, por otra
parte, conocer la evolucion de aquellos casos con pre-
disposicion genética, pero asintomaticos».

El tratamiento de la enfermedad celiaca consiste
en medidas dietéticas que consiguen recuperar al

paciente, sobre todo si se trata de nifios de muy
corta edad. A veces en los adultos no se consigue
una recuperacion suprimiendo el gluten de la dieta,
en cambio los nifos se recuperan totalmente y se
consigue que tengan un intestino completamente
normal. Cuanto mas precoz es el tratamiento se tie-
nen menos complicaciones a largo plazo. Ademais,
la implantacién de una dieta es mucho mds sencilla
cuando se trata de nifios.

La celiaquia es una enfermedad que se caracteriza
por la inflamacién y atrofia de la mucosa del intes-
tino delgado, debido a una intolerancia al gluten, pro-
teina existente en los cereales. El cuadro clinico es
muy variable existiendo casos graves con diarrea 'y
malnutricién y otros con sintomas como falta de ape-
tito y anemia ferropénica.

Muchos especialistas creen que estamos ante
un iceberg del que sélo conocemos la punta ya que
pasan desapercibidos muchos enfermos. El Hos-
pital Severo Ochoa lleva trabajando en torno a la
deteccién de la enfermedad celiaca desde hace
varios afios. En el ano 2000 se inicié un estudio de
deteccion de enfermedad celiaca en poblacién
escolar con el fin de descubrir realmente la inci-
dencia de la misma en su area sanitaria. Este estu-
dio se realiz6 sobre una poblacién escolar de
nifios de 10 a 12 afios en las poblaciones de Fuen-
labrada y Leganés. Los resultados mostraron que
la prevalencia de la enfermedad era de uno cada
220 escolares.

Siguiendo con esta linea de trabajo, el equipo se
plante6 la conveniencia de adelantar la deteccién a
los 2-3 afios, edad en la que debutan los primeros sin-
tomas de la enfermedad.
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