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EDITORIAL

El borrador de la Lista de Enfermedades Profesionales, elaborado por el Grupo
Técnico de la Administracion General del Estado, en virtud de los acuerdos adop-
tados por el Grupo de Trabajo “Salud Laboral” de la Mesa de Dialogo Social que,
entre otros acuerdos, establecia la necesidad de actualizar el Cuadro de Enferme-
dades Profesionales espanol; es una puesta al dia de los conocimientos y eviden-
cias cientificas actuales. El GrupoTécnico reviso el borrador tras la publicacion de
la Recomendacion 2003/670/CEE de la Comision Europea de 19 de septiembre de
2003, sobre la lista europea de enfermedades profesionales, concluyendo que el
borrador espanol es acorde con el anexo | de la Recomendacién de la CEE y que
el anexo ll, cuya finalidad protectora, preventiva e indemnizatoria, quedaba cu-
bierta con la definicién de Accidente de Trabajo del articulo 115, apartado e de la
Ley General de la Seguridad Social.

La actualizacion de la lista de Enfermedades Profesionales, tan necesaria, no se-
ria completa si no aprovechamos el momento para hacer una reflexion y consi-
deraciones profundas sobre las carencias actuales y las necesidades futuras. Por
ello, estimamos que la creacion de una Unidad Clinica de Referencia para la In-
vestigacion y Estudio de las Enfermedades Profesionales de caracter estatal es
imprescindible para conocer la realidad de nuestro pais y poder establecer los es-
tudios epidemiologicos necesarios para seguir de cerca el anexo Il de la Reco-
mendacion Europea.

Entendemos que los objetivos de la Unidad han de contribuir a mejorar la Cali-
dad y Eficiencia en la Atencion a la Enfermedad Profesional y a su prevencion a
través de investigacion clinica y epidemioldgica de la misma; asesoramiento al
Sistema de Seguridad Social, INSS, Mutuas, Sistema Nacional de Salud, Servicios
de Prevencion y cualquier otro agente interesado en la prevencion de las enfer-
medades profesionales.

Las actuaciones de la Unidad han de estar estructuradas hacia la Clinica de las
Enfermedades Profesionales; Investigacion y Vigilancia; Epidemiologia; Promo-
cion y Prevencion y Acciones de mejora en el marco de la Enfermedad Profesio-
nal en el sentido de promover grupos de trabajo que permitan establecer relacio-
nes con otros paises para la revision y actualizacion de las Enfermedades
Profesionales, estableciendo criterios de calificacion y evaluacion de las mismas.
Igualmente servir de apoyo cientifico para la participacion de representantes na-
cionales en la UE y OIT en materia de Enfermedades Profesionales.

Pensamos que podria integrarse en el Instituto de Salud Carlos Ill dentro de los
programas de investigacion que le competen con participacion de los distintos es-
tamentos administrativos que se considerasen oportunos. Reiteramos nuestra es-
peranza en que la nueva Lista de Enfermedades Profesionales en Espana no sea
una mera enumeracion de sustancias y patologias y se adecuen los estamentos
necesarios para que, de una vez, no sigamos hablando de la infradeclaracion de
las Enfermedades Profesionales.
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IN MEMORIAM
! Profesor Doctor D. Juan Manuel Munoz Céspedes

Cuando a primeras horas del sdbado dia 16 de julio de 2005, Marifa José, su esposa, nos informé acer-
ca del ingreso urgente del Doctor D, Juan Manuel Mufioz Céspedes en el Hospital Universitario Cli-
nica Puerta de Hierro de Madrid. por acentuarse la gravedad de la dificil enfermedad que afrontaba
desde hacia dos afios, la esperanza que habiamos mantenido durante este tiempo, sostenida en gran
medida por la entereza. la fuerza y la serenidad con que €l mismo y su familia afrontaban la enfer-
medad. se derrumbd. El Doctor D. Juan Manuel Muiioz Céspedes fallecié en la noche del sdbado al
domingo 17 de julio. Habia nacido en Madrid en 1965. En principio cursé estudios de Diplomado
Universitario en Enfermerfa (en su expediente constan nueve Matriculas de Honor).

En esta actividad trabajé durante unos afos en el mismo Hospital en el que fallecié, compatibilizan-
do la actividad laboral con los estudios de Psicologia en la Universidad Complutense de Madrid (Li-
cenciatura en la que obtuvo quince Matriculas de Honor). Una vez que finalizé los estudios de Psico-
logfa decidié dedicarse con un entusiasmo y amor dificiles de describir a la Neuropsicologia. En 1997
defendi6 su Tesis Doctoral «Evaluacion de los déficit neurocognitivos asociados a los traumatismos
craneoencefilicos». obteniendo el Grado de Doctor con la calificacion de Sobresaliente Cum Laude
por unanimidad y Premio Extraordinario a su Tesis. Ya entonces se habia dado a conocer en muy di-
versos foros cientificos. presentdndose con una fuerza profesional que ct)}ljtlgall)zl con su dimensién
humana, irrepetibles. Asesor del Area de Neurociencias de la FUNDACION MAPFRE MEDICINA
en sus actividades cientificas sobre dano cerebral y calidad de vida, Director de la Unidad de Daiio
Cerebral del Hospital Beata Maria Ana de Madrid, Profesor Contratado Doctor de la Universidad
Complutense de Madrid, Universidad en la que explicaba Neuropsicologia e Intervencién Cognitiva,
profesor y ponente en muy diversos master, cursos, seminarios, congresos y actividades cientificas en
nuestro pais y en Europa. asesor de asociaciones de familias y unidades hospitalarias de afectados por
dafio cerebral, miembro de diferentes sociedades cientificas y autor de multiples articulos y diversos
libros, la personalidad del Doctor D. Juan Manuel Mufioz Céspedes alcanza unas cotas dignas de ad-
miracién. En su corta vida profesional como Neuropsicélogo (en torno a una década) sus contribu-
ciones a la consideracion cientifica y social de los graves problemas que origina el dafio cerebral en
nuestro pais y al conocimiento y desarrollo de las aportaciones de la Neuropsicologia, se sitdan en
grados de excelencia. Son muy diversas las instituciones y profesionales que hoy le reconocen un pa-
pel principal y dinamizador en la mejor atencién a los afectados por dafo cerebral en Espaia. Audn asi,
desde la perspectiva de una carrera profesional brillante, ejemplo de inteligencia y esfuerzo, lo mds
destacable del Doctor D. Juan Manuel Mufioz Céspedes, fue su extraordinaria dimensién y calidad
humana. Quienes hemos tenido la oportunidad de conocerle hemos gozado de uno de los mayores pri-
vilegios de la vida, compartir el tiempo e inquietudes con un hombre honesto, honrado, generoso, al-
truista y solidario, amigo fiel y de amistad profunda, sereno, comprensivo y moderado en sus juicios,
enemigo de la mentira y el conflicto, enamorado de su familia, entregado sin descanso a su querida
Ciencia (la Neuropsicologia). a sus alumnos y al cuidado y ayuda a sus pacientes y familiares. Hoy,
todos quienes participamos de su vida lloramos su muerte y mantenemos la esperanza de que el ejem-
plo de su vida permanezca entre nosotros y sea un horizonte a seguir.

Descanse en Paz.

Angel Ruano Herndndez
Centro de Rehabilitacién FREMAP
FUNDACION MAPFRE MEDICINA
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Afectacion estructural cardiovascular precoz
detectada mediante ecocardiografia bidimensional
y doppler en el adolescente hipertenso

Early structural cardiovascular damage detected
by bidimensional and doppler echocardiography
in the hypertensive adolescent
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ABSTRACT

Introduccidn: El abordaje de la hipertension arterial (HTA) ha sido
enfocado en los dltimos afios en las primeras edades de la vida. Se ha co-
menzado a ir a las raices del problema, donde diversas afectaciones car-
diacas tempranas de cardicter estructural pueden estar presentes.

Objetivos: Precisar la existencia de dafio estructural precoz de tipo
cardiovascular en el adolescente hipertenso.

Meétodos: Se realizé un estudio longitudinal y descriptivo a una muestra
de 89 pacientes en las edades comprendidas entre 12 y 15 afios, recién ding-
nosticados como hipertensos establecidos o clasificados como borderline y ex-
traidos del Proyecto de Investigacion PESESCAD-HTA. Se determind Ia exis-
tencia de afectacién cardiaca precoz (hipertrofia del ventriculo izquierdo y/o
disfuncién diastélica) mediante ecocardiografia bidimensional y doppler.

Resultados: Un 15,38 %(p>0.05) de los casos presenté hipertrofia del
ventriculo izquierdo y fue ligera. La disfuncién diastélica no fue predomi-
nante en el grupo de pacientes con HTA establecida, pero si se hizo evidente
sobre todo en relacién con la variable tiempo de relajacién isovolumétrica
(34.6% de los pacientes).

Conclusiones: La afectacion estructural cardiovascular precoz ya
estd presente desde los comienzos de la adolescencia aunque todavia de
manera no fuertemente significativa.

Palabras clave: Hipertension arterial, adolescencia, hipertrofia del ventri-
culo izquierdo, disfuncion diastilica.

Pérez Ferndndez G A

Afectacion estructural cardiovascular precoz detectada mediante
ecocardiografia bidimensional y doppler en el adolescente
hipertenso

Mapfre Medicina, 2005; 16: 159-166

Introduction: The strategies for high blood pressure (HBP) have be-
en focused in the last years on the early ages of life. It has started to go
to the roots of the problem, where some early cardiovascular damages
could be present.

Objectives: Precise the existence of early cardiovascular damages in
the hypertensive adolescent.

Methods: Tt has been done a longitudinal and descriptive study to 89
patients aged between 12-15 years old which have been just diagnosed as es-
tablished or borderline hypertensive, and extracted of the PESESCAD-
HTA project of investigation, It was determined the existence of early car-
diovascular damaged (left ventricular hypertrophy (LVH) and diastolic
dysfunction (DD)) by bidimensional and doppler echocardiography.

Results: 15,38 % (p>0.05) showed mild LVH. (DD) was not so evident
in the established hypertensive, but one of its parameter: the isovolumetric
relaxation time (34.6%) was the strongest.

Conclusions: Early cardiovascular damage is already present in
Adolescence, but without a strong significance.

Key words: High blood pressure, adoleseence. left ventricular hypertrophy,
diastolic dvsfimction.

Pérez Ferndndez G A

Early structural cardiovascular damage detected

by bidimensional and doppler echocardiography in the
hypertensive adolescent

Mapfre Medicina, 2005; 16: 159-160
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G. A. Pérez Fernandez, J. A. Jiménez Trujillo, Y. Marquez Espino, et al.

INTRODUCCION

Hace mas de 50 anos el famoso e importante
Estudio Framingham aporté conocimientos pre-
cisos sobre el apasionante, interesante y no me-
nos importante mundo de los factores de riesgo
cardiovasculares, entre ellos la hipertension ar-
terial (HTA) como el més relevante(1-3).

Han sido muchos los trabajos a lo largo de
los anos que han estudiado esta peligrosa enti-
dad, sobre todo en la adultez. Sin embargo no
ha ocurrido lo mismo desde tempranas edades
de la vida, donde su diagndstico en no pocas
ocasiones ha sido relegado al olvido; a pesar del
hecho establecido de que la aterogénesis tiene
sus origenes en la nifiez (4, 5, 6) y su resultado,
la ateroesclerosis, precursora confirmada de la
aparicion de cifras altas de tension arterial(TA),
es la causa mas frecuente de morbilidad y mor-
talidad en todo el mundo(1-3, 7).

La adolescencia constituye una etapa de
transicion de la vida del individuo, donde se pro-
ducen una serie de cambios fisicos, sexuales,
psicoldgicos y sociales hacen que este periodo
de la vida adquiera una especial relevancia des-
de diferentes puntos de vista, donde se destaca
el concerniente a la salud de los individuas que
transitan por ella. En este periodo una serie de
acontecimientos pueden conllevar al desarrollo
de cifras altas de TA para la edad (8).

Es por esta razon que el estudio de la entidad
que nos ocupa se ha enfocado en esta etapa de
la vida, es decir se estd comenzando a ir hacia
las raices del problema, en las que sin dudas
podria estar la clave para la realizacion de un efi-
caz abordaje del tema. Se debe tener en cuenta
gque a pesar de los mdltiples programas y con-
8ensos que se emiten cada ano sobre la HTA, la
mortalidad y morbilidad por esta enfermedad no
ha logrado descender del modo esperado.(9); y
ya el Cuarto Reporte Americano para la detec-
cién, evaluacién y tratamiento de la HTA en ni-
nos y adolescentes del 2004 (10) indica que el
dano estructural de tipo cardiovascular que con-
lleva el presentar cifras elevadas para la edad
desde la temprana adolescencia, digase hiper-
trofia del ventriculo izquierdo, vy la consecuente
disfuncion diastélica, tienen muy alta probabili-
dades’ de estar presentes de forma precoz en el
corazon adolescente.

Con el presente trabajo pretendemos preci-

sar la existencia precoz de dafo estructural aso-
ciado de tipo cardiovascular como consecuencia
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de la existencia de cifras elevadas para la edad
del individuo, que constituyen ademas dos de
los objetivos primordiales del Proyecto de Inves-
tigacion «Hacia un pesquisaje escolar de hiper-
tension arterial(HTA) en la adolescencia(PESES-
CAD-HTA). Novedoso camino a la excelencia en
los servicios de salud», que se desarrolla en
nuestro territorio desde hace mas de tres afos.

METODOS

Se realizo un estudio longitudinal y descripti-
vo a una muestra de 89 pacientes en las edades
comprendidas entre 12 y 15 anos de edad, recién
diagnosticados como hipertensos establecidos
o clasificados como borderline o con HTA de ti-
po frontera extraidos del Proyecto de Investiga-
cion PESESCAD-HTA, y pertenecientes a tres es-
cuelas Secundarias Basicas de la ciudad de
Santa Clara, en un periodo de tiempo que abar-
co desde el 6 de Junio del afno 2004 hasta el 15
de Diciembre del mimos ano.

A cada uno de los pacientes catalogados co-
mo hipertensos bordeline o que clasificaron co-
mo hipertensos establecidos se les realizd un
ecocardiograma completo(modo M, bidimen-
sional, doppler pulsado y continuo) utilizando un
equipo Hewlett-Packard Sonus 1000 de fabrica-
cion norteamericana, con un transductor de 2,5
Hz, y obteniendo los planos basicos recomenda-
dos por la Sociedad Americana de Cardiolo-
gia(11) para los objetivos de este estudio (eje
largo paraesternal, eje corto paraesternal, eje lar-
go apical de cuatro camaras y eje corto api-
cal de dos camaras). Fueron obtenidas las
siguientes variables (Modo M, y bidimensional):
diametros de: atrio izquierdo(Al), pared posterior
(PP), septum interventricular(SIV); masa ventricu-
lar izquierda(MVI), e indice de masa ventricular
izquierda. Se realizo un estudio de flujo transmi-
tral por doppler pulsado y en venas pulmonares,
donde se determinaron las siguientes variables:
Velocidad de onda E (onda de llenado ventricular
temprano), velocidad de onda Alonda de con-
traccion auricular), tiempo de relajacion isovolu-
métrica (TRIV), tiempo de desaceleracion (TD),
velocidad de onda sistdlica en flujo en venas pul-
monares (VSvp), velocidad de onda diastolica en
flujo en venas pulmonares (VDvp), y velocidad
de la onda de flujo reverso atrial en venas pul-
monares (V.FRAvp).

Se determind la existencia de hipertrofia del
ventriculo izquierdo (HVI) en todos los pacientes
qgue presentaron cifras de TA elevadas para su
edad (hipertensos establecidos o aquellos fronte-
ra o borderline.) Del mismo modo se identifica-
ron aquellos donde existi¢ disfuncion diastolica
en aras de determinar el grado de repercusion
estructural negativa de la HTA sobre el sistema
cardiovascular de los mismos.

Control semantico

Antecedente familiar de riesgo ateroesclerdti-
co(AFRA): Familiares de primer y segundo gra-
dos de consanguinidad que presenten algunas
de las siguientes patologias: HTA, diabetes melli-
tus(DM), cardiopatia isquémica(Cl), insuficiencia
cardiaca(IC) y enfermedad cerebrovascular(ECV).

Peso corporal elevado(PCE): Individuos que
presentaron un indice de masa corporal de mas
de 25 Kg/cm2.(2)

Tension arterial normal alta(TANA): Sujetos
cuyos valores de TA estuvieron por encima del
percentil 90 y hasta el 95 en tres 0 mas ocasio-
nes. Para la edad de: 10-12 afios: TAS> = 117-125
y TAD> = 75-81.Y de 13-15 anos: TAS> = 124-135
yTAD> = 75-85, segun los patrones establecidos
en el Cuarto reporte americano para la detec-
cion, evaluacion y tratamiento de la HTA en ni-
nos y adolescentes (10).

Hipertensos frontera o bordeline: Individuos
que presentaron cifras de TA de las que hacen
diagnostico de HTA y dos de ellas dentro del
rango de tensiones arteriales normales altas pa-
ra su edad.(10)

Hipertension arterial(HTA) establecida: Estu-
diantes cuyos valores de TA estuvieron por
encima del percentil 95 en tres 0 mas ocasio-
nes: Para la edad de: 10-12 anos: TAS = >126 y
TAD = > 82mmHg.Y de 13-15 anos: TAS = >136
y TAD = > 86mmHg, segun los patrones esta-
blecidos en el Cuarto reporte americano para la
deteccion, evaluacion y tratamiento de la HTA
en ninos y adolescentes (10).

Hipertrofia del ventriculo izquierdo (HVI).
Cuando se constatd un septum interventricular o
una pared posterior del ventriculo izquierdo (VI)
igual o mayor de 12 mm; o un indice de masa
ventricular izquierda en el sexo masculino de
mas de 150 g/m2, y en el femenino de mas de
120 g/m2.(11)

Disfuncion diastolica hipertensiva. Pacientes
en los que se determinaron por ecocardiografia

Afectacion estructural cardiovascular precoz

doppler algunos de los siguientes parametros:
Tiempo de Relajacion isovolumétrico prolonga-
do o pseudonormalizado, tiempo de desacelera-
cion prolongado o pseudonormalizado, relacion:
E/A{cm/seg) prolongada y/o pseudonormaliza-
da, relacion VSvp/VDvp prolongada y/o pseudo-
normalizada, relacion V.FRAvp/E prolongada y/o
pseudonormalizada.(11)

Definiciones operacionales.

Indice de masa corporal(IMC): IMC = Peso en
Kg/Talla en cm2 (2,3)

Masa ventricular izquierda (MVI). MVI = 1.05
(volumen epicardico-volumen endocardico);
(donde volumen = 5/6 (Area X Longitud).(12)

Tiempo de Relajacion isovolumétrica(TRIV):

Prolongado: > 90 mseg,

Pseudonormalizado: < 90 mseg con relacion
ondas E/A de 1-2.

Tiempo de desaceleracion(TD):

Prolongado: > 220 mseg.

Pseudonormalizado: Entre 150-200 mseg.

Relacion E/A:

Prolongada: > 1.

Pseudonormalizada: Entre 1-2.

Relacién VSvp/VDvp:

Prolongada: > =1

Pseudonormalizado: < 1.

Relacion V.FRAvp/E:

Prolongada: < 35.

Pseudonormalizado: > = 35 (11)

Los datos obtenidos fueron asentados en una
base de datos de Microsoft Access 2000 creada
al efecto, teniendo en cuenta las bondades de
este sistema de almacenamiento de informa-
cion. Para llevar a cabo este analisis nos apoya-
mos en el paquete estadistico de Microsoft Excel
perteneciente al Microsoft Windows 2000, en
una computadora habilitada con dichos softwe-
ars informaticos.

Se considero la diferencia estadistica a partir
del nivel de significacion de 0.05 de probabilidad
de cometer el error tipo | en pruebas de dos co-
las(p < 0.05). La significacion alta acontecio para
p < 0.01 y la muy elevada cuando p < 0.001.

RESULTADOS

La tabla | expone una caracterizacion de dos
de los principales factores de riesgo para el des-
arrollo de HTA, (el PCE, y el AFRA), y la manera
en la que estuvieron presentes en nuestra mues-
tra de 26 pacientes que presentaron cifras altas
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| TABLA |. Caracterizacion del riesgo cardiovascular asociado
de los sujetos hipertensos establecidos divididos por grupos de edades

| Ano 2004
Sexos* Razas** PCE** AFRA
Edad(n) Cantidad IMC>25
Y| F B N Kg/cm? HTA(&) No HTA
12 9 5 4 3 6 5 5 2
13 7 4 5 2 5 1 2 -
14 6 2 4 3 3 3 3 1
15 4 3 1 2 2 2 2 2
Totales 26 - - - - 1 12 5
*p>0.05
**p>0.05
{&) p<0.05
Fuente. Cuestionarios.
deTA para la edad en tres ocasiones, los cuales influencias de determinados riesgos muy pareci-
no presentaban diagnostico previo de HTA y es- das a los que estuvieron presentes en los hiper-
tuvieron asintomaticos todos durante el tiempo tensos establecidos, sobresaliendo igualmente,
gue durd el estudio. No existieron diferencias dos factores de los considerados como tradicio-
estadisticas significativas (p > 0.05) entre los se- nales en cuanto al riesgo cardiovascular se refie-
X0s y las razas de cada uno. La mayor cantidad re: los AFRA(100%), con el poderio para la HTA
de estos contaba con 12 anos (9 pacientes; (p <0.001), y el IMC > 25 fue ostensible en 14 pa-
34.61%). Once pacientes (42.30%), presentaron cientes (25.39%).
un IMC > 25(PCE) y el 100% presentd AFRA, pre- La tabla lll expone las mediciones realizadas
dominando significativamente (p < 0.05) la HTA en modo M y bidimencional de las variables mas
(12 pacientes) en este contexto, para un 46.15%. comunes usadas en la ecocardiografia que po-
La tabla Il aporta la cantidad de pacientes que drian indicar la presencia de afectacion cardiaca
al menos presentaron una cifra de TA alta y dos hipertensiva. Como es apreciable no existieron
valores de TA de los llamados normales-altos diferencias significativas (p > 0.05) en los grupos
(TANA) o borderline para estas edades. 63 pa- estudiados(hipertensos establecidos compara-
cientes representaron a la categoria anterior, con dos con los borderline).
TABLA ll. Caracterizacion del riesgo cardiovascular asociado,
de los sujetos catalogados como hipertensos frontera o bordeline
dividos por grupos de edades
Ano 2004
Sexos* Razas** PCE** AFRA
Edad(n) Cantidad IMC>25
M F B N Kg/em? HTA(&) No HTA
12 17 7 10 12 5 7 10 5
13 15 g8 7 M 4 5 12 2
14 12 7 3 7 5 2 9 2
15 19 1 8 10 9 2 10 5
Totales 63 - - - - 16 41 14
*p < 0.05
**p < 0.05
(&) =p<0.001
AFD versus RAD = p < 0.05
Fuente. Cuestionarios.

162 MAPFRE MEDICINA, 2005; vol. 16, n.° 3 1 "

Afectacion estructural cardiovascular precoz

TABLA lll. Caracterizacion ecocardiografica de la muestra

de pacientes hipertensos frontera y establecidos

En la tabla IV se presenta una comparacion en-
tre los pacientes con HTA establecida y borderli-
ne en cuanto a la presencia de HVI. Era esperado
que la identificacion de HVI en pacientes adoles-
centes de hasta 15 anos no fuera predominante,
solo un 15,38 % de los casos se presento y fue li-
gera, no existiendo significativa (p < 0.05). La ta-
bla 5 ofrece los resultados de las variables por es-
tudio doppler para la determinacion de DD que
fueron obtenidas posterior a la realizacion del
ecocardiograma bidimencional. Fue ostensible, y
ademas entendible que la DD precoz no fue pre-
dominante en el grupo de pacientes con HTA es-
tablecida, pero si se hizo evidente sobre todo en
relacién con uno de sus parametros, la variable
TRIV(34,6% de los pacientes), seguido de un pa-
tron de relajacion prolongado o tardia en un
23,07 de los casos. El resto de las variables por
ecocardiograma doppler pulsado y flujo en ve-
nas pulmonares se comportd segutn lo esperado,
no existiendo significacion en ningun caso.

Ao 2004
Variakia Hipertensos Establecidos Hipertensos Frontera
n=26 n=63

Valor{mm) D.E Valor(mm) D.E
Al 28 4.9 273 5.3
PP 10.2 1.5 9.1 2.3
SIvV 10.9 34 9.6 5.6
MVl(g) 180.1 2.0 170.8 34
IMVI(g/mz) 101.2 4.8 96.3 1.8

p > 0.05( para todas las confrontaciones realizadas).

Fuente. Cuestionarios.
DISCUSION

de hipertrofia del ventriculo izquierdo(HVI)

TABLA IV. Comparacion entre los pacientes con HTA establecida
y aquellos con HTA borderine en cuanto a la presencia

Fuente: Cuestionarios.
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Ano 2004
Grupos Hipertrofia del Ventriculo lzquierdo(HVI)
Si* % No %
HTA establecida 4 15.38 22 84.62
HTA borderline 2 3.17 61 96.83
Total 6 - 83 -
*P=0.05

La HVI con el consiguiente aumento de la MVI
y la afectacion de la funcién diastolica del cora-
zon son en muchas ocasiones las piedras angu-
lares para establecer la repercusion negativa de
la HTA en el paciente hipertenso adulto, con una
prevalencia que oscila entre el 25 y el 50 % (13)

Cientos de estudios, de alguna u otra forma
(14), se han encargado de establecer lo anterior,
y de este modo encontrar explicaciones al por-
que de estas situaciones que conllevan al des-
arrollo de las conocidas y potencialmente letales
complicaciones de la HTA. Entonces, su tempra-
na identificacion constituye un elemento clave
para una eficaz caracterizacion y manejo de la
HTA en las primeras edades de la adolescencia;
aunque desafortunadamente la presencia de
cambios patoldgicos estructurales precoces de
tipo cardiovascular no ha sido suficientemente
estudiada en el grupo de edades que incluye es-
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TABLAV. Caracterizacion de la funcion diastolica por ecocardiografia doppler (pulsado)
en pacientes con hipertension establecida.

Ano 2004
Grupo E/Alcm/seg)* TRIV** T.D#*#* VSvp/VDvp****  \[FRAvp/E*****
Normal Tardia Normal Tardia Normmal Tardia Nomal Tardia Normmal Tardia

HTA. n % n % n % n %

% n % n % n % n % n %

Estab. 20 7689 6 23.07 17 653 9 346 20 769 6 230 23 84 3 15 24 923 2 76

n=26

* Relacion E/A.
** Tiempo de Relajacién isovolumétrico.
*** Tiempo de desaceleracion.

**** Relacion velocidad de onda sistolica en flujo en venas pulmonares(VSvp) / Velocidad de onda diastolica en flujo en venas pulmona-

res(VDvp).

¥#e® Relacion velocidad de la onda de flujo reverso atrial en venas pulmonares / Velocidad de la onda E en flujo transmitral.

P > 0.05(para todas las confrontaciones realizadas.)
Fuente. Cuestionarios.

ta investigacion (12 a 15 anos) y a pesar de ser
pacientes con reconocidos factores de riesgo de
tipo cardiovascular (2, 3); es pertinente pensar
que si podrian estar presentes, si bien no serian
tan evidentes como ocurre con la poblacion adul-
ta hipertensa.

Es bien conocido que la aparicion de HVI es
debida a numerosos estimulos fisiologicos y pa-
tologicos que ejercen efectos sobre la adapta-
cion cardiaca al aumento de la carga de presion.
Algunos estudios se ha centrado en factores he-
modinamicos como: aumento sostenido de la
TA, estrés de la pared, precarga, rigidez arterial,
y estimulos no hemodinamicos: factores genéti-
cos, activacion excesiva del sistema nervioso
autdbnomo, y del sistema renina-angiotensina-al-
dosterona.(15, 16)

No fue nuestro objetivo el estudio de estos
factores, pretendimos identificar la presencia de
la misma a estas precoces edades y remarcar,
(aunque con evidencias no significativas), que
esta presente desde tempranas edades de la
vida.

En nuestra casuistica fue ostensible que la re-
percusion negativa de la HTA sobre el corazén
del adolescente no esta todavia bien instaurada.
Lo anterior esta en relacién con el reducido tiem-
po de exposicién del organismo a cifras eleva-
das de TA, pero es importante acotar que si es-
tuvo presente en algunos casos aunque no de
manera significativa, estos resultados coinciden
con otros autores (17, 18) que han encontrado
que la aparicion del dafio en la primera adoles-
cencia (edades de 11 a 15 afos), no es todavia la
regla, aunque pensamos que el hecho que no
sea «visible», no quiere decir que ya no esté ins-
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taurandose, simplemente porque el ser identifi-
cable o no, inobjetablemente puede ser solo
cuestion de tiempo.

La disfuncion diastélica (DD) de causa hi-
pertensiva ha sido plenamente estudiada en
poblacién adulta con hipertension arterial (19,
20). En pacientes adolescentes hipertensos no
ha sido del mismo modo. Sin embargo, y a
pesar, de que tedricamente es dificil encontrar
la presencia de esta afectacién en el corazén
de un paciente en plena pubescencia, decidi-
mos determinar si podria desde ya existir una
afectacion diastolica que en este caso seria
precoz.

Fue ostensible, y ademas entendible que la
de DD precoz no fue predominante en el grupo
de pacientes con HTA establecida, fue solo el
TRIV en el 34.6% de los pacientes el parametro
de funcion diastolica que mas se afectd. Esto
coincide con estudios previos, donde se da im-
portancia capital a este parametro como el pri-
mer indicio (cuando estd prolongado en un pa-
ciente con cifras elevadas de TA) de DD, siendo
la primera variable en afectarse, incluso en
aquellos pacientes sin HVI (11, 16). El resto de las
variables por ecocardiograma doppler pulsadoy
de flujo en venas pulmonares se comporto se-
gun lo que esperabamos. Es decir existi6 afecta-
cion en un porciento de los casos pero sin signi-
ficacion.

No encontramos referencias anteriores de
estudios de este tipo en nuestro medio llevados
a cabo en pacientes adolescentes hipertensos
de menos de 15 afios para la determinacion de
DD, por lo tanto estos resultados podrian ser los
primeros en emitirse e indudablemente serviri-

an como necesario impulso para la evaluacion
del dafo cardiovascular precoz de tipo hiper-
tensivo.

Aunque los resultados en lo referente a la DD
en la muestra de pacientes con HTA establecida
(no existio en pacientes con HTA borderline) no
fueron significativos, si es importante senalar
aqui que la misma puede estar presente desde
precoces edades de la vida, y esto nos debe ha-
cer pensar en la importancia de un diagnostico
temprano de este muchas veces olvidado tema,
la HTA en la adolescencia.(9).

A modo de conclusion: es incuestionable que
la afectacion cardiovascular precoz ya esta pre-
sente desde los comienzos de la adolescencia
aunque todavia de manera no significativa.

Seran necesarios estudios ulteriores y con
una mayor casuistica de pacientes para validar
estos resultados de forma significativa, pero lo
que si consideramos un hecho, y esto es lo mas
importante, es que la HTA desde tempranas eda-
des de la vida ya comienza a mostrar su peligro-
SO «rostro».

Pensamos que la ecocardiografia puede
constituir una certera herramienta para la deter-
minacion del dano estructural precoz asociado
a la HTA en las primeras edades de la vida. Aun-
que no esté contemplado como indicacion de
primer orden la realizacién de un ecocardiogra-
ma completo, incluido estudio doppler, a un pa-
ciente adolescente recién diagnosticado como
hipertenso, consideramos que seria (Util, sobre
todo a aquellos con factores de riesgo de tipo
cardiovascular importantes, y esta investigacion
asi lo ha demostrado.

COMENTARIO FINAL

El hecho no es hacer ecocardiogramas ma-
sivos, sino los necesarios. Willian Osler dijo en
una ocasion: «La verdadera experiencia no
consiste en ver mucho sino en ver inteligente-
mente», eso es lo que debemos hacer con la
practica de la ecocardiografia en el paciente
hipertenso, cuestion que a veces es criticada
por algunos que aluden que la indicacion del
ecocardiograma para el hipertenso debe ser
reservada para la existencia de las temidas
complicaciones de la HTA o grados de la en-
fermedad muy severos, y es que si se busca
inteligentemente encontramos danos muy
precoces que desde ya nos ponen en alerta.

Afectacion estructural cardiovascular precoz

iPor qué esperar tanto para descubrir lo que
podriamos haber previsto hace mucho?. Sin
dudas el daho cardiovascular precoz de tipo
hipertensivo desde la adolescencia es un
ejemplo meritorio de lo mucho que todavia
qgueda por hacer frente a este viejo flagelo de
la humanidad.
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Transdiferenciacion neuronal de células madre
mesenquimales de médula 6sea humana

Neuronal transdifferentiation of human bone marrow

mesenchymal stem cells

Unidad de Investigacion Neurociencias
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RESUMEN

En el presente estudio se muestra la posibilidad de lograr
una transdiferenciacién de células madre mesenquimales hu-
manas, obtenidas del estroma de médula dsea, hacia neuronas
adultas. Los resultados obtenidos confirman experiencias pre-
vias acerca de que las células madre del estroma de la médu-
la 6sea experimentan cambios fenotipicos y expresan marca-
dores de diferenciacién neuronal cuando se cultivan in vitro
con determinadas sustancias quimicas. Por otra parte, el pre-
sente estudio demuestra que la transdiferenciacién neuronal
de estas células puede ser obtenida también por medio de un
co-cultivo con células de Schwann. La transdiferenciacion en
co-cultivo comienza mas tardiamente, y aunque la expresién
de nestina, como primer marcador neural, se observa ya a las
4 horas del co-cultivo, esta expresién disminuye entre las 24 y
72 horas, momento en que comienzan a observarse células con
expresion de marcadores de diferenciaciéon neuronal, aumen-
tando progresivamente el mimero de células que expresan
Enolasa especifica neuronal, Proteina de neurofilamentos y
Beta-tubulina.

Palabras clave: Células madre adultas, células madre me-
senquimales, transdiferenciacion neuronal.
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ABSTRACT

This study describes the possibility to obtain neuronal
transdifferentiation of human mesenchymal stem cells, ob-
tained from the bone marrow stroma. Our present results
confirm previous experiences showing that these cells ex-
press markers of neuronal differentiation when they are
cultured with certain chemical factors. On the other hand,
the present study demonstrates that a neuronal transdiffe-
rentiation of these cells can also be obtained by means of a
co-culture with Schwann cells. In co-culture, transdifferen-
tiation begins later, although nestin expression is first ob-
served 4 hours after beginning the co-culture, it decreased
between 24 and 72 hours, and at this time, a clear increase
in the number of NSE, NF and beta-tubulin-positive cells,
can be seen.

Key words: Adult stem cells, mesenchymal stem cells, neu-
ronal transdifferentiation.
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INTRODUCCION

En los uitimos anos ha existido un creciente
interés por las células madre y su posible poten-
cial terapettico. Los resultados experimentales
gue se estan obteniendo en este campo nos ha-
cen pensar en una posible aplicaciéon no muy le-
jana de estas técnicas para paliar determinadas
enfermedades en el hombre.

Las células madre embrionarias son las mas
pluripotenciales, teniendo una gran capacidad
para proliferar in vitro y manteniendo esa pluri-
potencialidad asi como la posibilidad de diferen-
ciarse hacia una gran variedad de lineas celula-
res. Sin embargo, en los Ultimos afios, debido a
que se han planteado numerosos problemas éti-
cos y legales para su utilizacién se han empeza-
do a utilizar como alternativa para futuras apli-
caciones terapéuticas las células madre adultas,
Que parecen representar una opcion muy pro-
metedora. Las células madre adultas pueden ob-
te:nerse de distintos tejidos, por ejemplo, en el
sttema Nervioso Central (SNC) adulto existen
ce!u_las madre multipotenciales que ademas de
originar células gliales también tienen capacidad
dg originar neuronas. Estas células van a realizar
d|v13|'ones asimétricas, y las células hijas van a
seguir rutas diferentes de diferenciacion funcio-
nal, de modo que una de ellas se diferenciara en
una neurona o glia (astroglia y oligodendroglia)
y la otra quedara con las mismas caracteristicas
de las células progenitoras. Estas caracteristicas
de autorrenovacion y pluripotencialidad definen
a las células madre de un 6rgano determinado.

En la actualidad, una de las fuentes mas utili-
zadas para la obtencion de células madre adul-
tas es el estroma de la médula ésea (células me-
;enquimales, células del estroma de la médula
Osea o unidad formadora de colonias fibroblas-
ticas) las cuales se pueden expandir in vitro con
rglaliva facilidad y a la vez diferenciarse en mul-
tiples tipos de células, mesenguimales o no, co-
mo adipocitos, condrocitos, osteocitos, hepato-
u?os, células cardiacas o incluso neuronas. Las
celulas madre mesenguimales aisladas mues-
tran multipotencialidad para diferenciarse en
cultivo o tras su implante in vivo, en osteoblas-
tos, condrocitos, adipocitos y mioblastos. Asi,
esta demostrado que tras su infusion sistémica
en animales de experimentacion, estas células
pueden ser detectadas en diferentes tejidos co-
mo hueso, cartilago, higado, bazo o timo. Por
otra parte en los Gltimos afos, parece evidente,
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que las celulas madre mesenquimales pueden
sufrir también fendmenos de transdiferencia-
cion, es decir, dar lugar a partir de ellas a la for-
macion de células neuroepiteliales, asi los mo-
delos de transdiferenciacion muestran como las
células de la médula désea pueden originar célu-
las neurales tanto in vitro como in vivo.

En 1997, Eglitis y Mezey (1) demostraron que
las células hematopoyéticas derivadas de la mé-
dula dsea de raton y trasplantadas intravenosa-
mente en ratones hembras sobreviven, migran
rapidamente y se integran en el Sistema Nervio-
so, siendo mas abundantes en aquellas zonas del
parénquima donde existe mayor vascularizacion.
En 1998, los trabajos de Azizi y cols. (2) demues-
tran que tras la infusion directa de células madre
mesenquimales de ratas o humanas en ganglios
basales de rata se observa como éstas se inte-
gran y migran en el tejido huésped, de forma si-
milar a lo que ocurre cuando se inyectan astroci-
tos paraventriculares de rata, ya que éstos
parecen tener algunas propiedades de las células
madre neurales. A los 72 dias de la inyeccion di-
recta de células madre mesenquimales, los auto-
res observan que las células son viables y no exis-
ten signos de respuesta inflamatoria o rechazo.

Cuando las células madre mesenquimales de
médula ésea se inyectan en la regién paraven-
tricular de ratones jovenes, éstas se diferencian
en astrocitos y en neuronas (3). Esta capacidad
de las células madre mesenquimales para inter-
convertirse con las células del SNC ha sido tam-
bién senalada en los trabajos de Bjornson y cols.
(4) al demostrarse que las células madre neura-
les pueden reconstituir el sistema hematopoyé-
tico en ratones.

La capacidad de las células madre mesenqui-
males del estroma de la médula dsea para dife-
renciarse in vitro hacia la linea neuronal queda
bien demostrada en los trabajos de Sanchez-Ra-
mos y cols. (5), o de Woodbury y cols, (6) quie-
nes aseguran por primera vez que las células
madre del estroma de médula ésea, tanto de hu-
manos como de rata adulta, tras ser expandidas
en cultivo durante mas de 20 pases como célu-
las indiferenciadas, pueden ser inducidas a exhi-
bir un fenotip_o neural mediante un simple trata-
miento quimico, pasando a expresar ya a las 5
horas del tratamiento nestina y posteriormente
marcadores neuronales, tales como la Enolasa
especifica neuronal o Proteina de Neurofilamen-
tos, al menos en el 80% de las células.

Una de la utilidades de las células madre me-
senquimales, debido a su capacidad de diferen-
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ciarse hacia elementos neurales y su capacidad
de migracion, es la posibilidad de reconstruir las
lesiones del SNC y concretamente la médula es-
pinal. Esta utilidad se basa en la hipotesis de que
los precursores de las células madre neurales
pueden derivar de la médula ésea y por tanto
cuando éstas se colocan en cultivo, bajo deter-
minadas condiciones, se induce su diferencia-
cion a células neurales. Teniendo en cuenta estas
observaciones, el objetivo del presente estudio
fue estudiar los mecanismos de transdiferencia-
cion neuronal de células madre adultas mesen-
quimales obtenidas de médula 6sea adulta hu-
mana, comparando la transdiferenciacion que
puede ser obtenida in vitro por medio de sus-
tancias quimicas, o bien por medio de su co-cul-
tivo con células de Schwann.

MATERIALY METODOS

Las muestras humanas fueron obtenidas de
meédula Osea tras puncion esternal en el curso
de intervenciones quirdrgicas que precisaron es-
ternotomia, generalmente en la cirugia de re-
vascularizacion miocérdica. El volumen aspirado
de unos 5 cc se tomd con una aguja hepariniza-
da (Heparina sadica 1000Ul/ml, ROVI) especifica
para aspiracion de médula dsea de los laborato-
rios Wacrees (ref.DBMNI1501). La muestra de
médula osea fue diluida en una proporcion 1:1
en solucion de Hank’s o DMEM / 10% FBS.

Posteriormente, tras pasar variar veces la
muestra a través de una aguja de insulina para
eliminar los aglomerados celulares la muestra
se filtro a través de un filtro de nylon de 70 mi-
cras para eliminar posibles restos ¢seos. Des-
pués, la muestra fue sometida a un gradiente de
densidad. Para ello la muestra de medula dsea
diluida se coloco en una proporcion 1:2 6 1: 3 so-
bre una solucion de Ficoll (Pharmacia). Por cada
9 cc de muestra se usaron 6cc de solucién de Fi-
coll para eliminar células CD45 y glicoforina A
positivas. Tras la centrifugacion a 1500rpm du-
rante 30 minutos se recogio el sobrenadante y la
interfase, que se suspendidé en HBSS o DMEM.
Las células fueron centrifugadas de nuevo a
1000rpm durante 15 minutos y resuspendidas
en 20 cc de medio alfa-MEM sin deoxiribonucle-
6tidos ni ribonucleétidos, con un 20% de FBS,
100u/ml penicilina, 100 pg/ml estreptomicina y
2mM L-Glutamina (GIBCO) vy cultivadas en un
frasco de cultivo de 75cm?.

Transdiferenciacion de células madre mesenquimales

Para los estudios de diferenciacion quimica
las células fueron plagueadas a una densidad de
2500 células/cm?. El medio de cultivo (alfa-
MEM/20% FBS) de las células madre mesenqui-
males (CMM) fue reemplazado 24 horas antes de
la induccion neuronal por un medio de preinduc-
cion consistente en: DMEM con 20% de FBS y
1mM de 2-beta-mercaptoetanol. Probamos como
segunda opcidén la preinduccion con bFGF
(10ng/ml) para ver si éste aumentaba la propor-
cion de células con caracteristicas «neuronales» .
A las 24 horas, tras eliminar el medio de prein-
duccion, las células fueron lavadas dos veces con
PBS y para iniciar la diferenciacion hacia un feno-
tipo neuronal y probamas, a lo largo del desarro-
llo del presente estudio, varias opciones: a) Las
células fueron lavadas en PBS vy transferidas 48
horas a un medio de induccidon compuesto por
DMEM sin suero, con una concentracion entre 5-
10mM Beta-mercaptoetanol (BME). b) Las células
fueron lavadas en PBS y transferidas 48 horas a
un medio DMEM con un 2% de DMSO y 200 mm
de butylated hydroxyanisole (BHA). c) Co-cultivo
de las células madre mesenquimales con células
de Schwann humanas obtenidas a partir de ner-
vio periférico adulto. Este protocolo se establecio
ante la facilidad de obtener en los mismos pa-
cientes que se intervienen con técnicas de by-
pass para revascularizacion miocardica, no solo
células de médula dsea (puncidon esternal), sino
también fragmentos de nervio safeno, general-
mente obtenidos junto con la vena safena que se
extrae para el by-pass coronario. La convenien-
cia de estudiar la posible transformacion hacia un
fenotipo neuronal de las células madre mesen-
guimales en presencia de células de Schwann se
planted ante las evidencias previas, obtenidas en
nuestro laboratorio (78) a favor de que el cotras-
plante intramedular de cerebro fetal y fragmen-
tos de nervio periférico, en animales parapléjicos,
aumenta la actividad proliferativa de células ma-
dre neurales enddgenas, de origen ependimario.

Para los co-cultivos, se mantuvieron CMM y
células de Schwann 30 dias en cultivos separa-
dos. Después, las células se levantaron con
0.25% tripsina y TmM EDTA, durante 5 minutos
a 37°C, y las células se co-cultivaron en placas de
Petri con 3ml de medio de DMEM/10%FBS.
Los Co-cultivos se llevaron a cabo en una pro-
porcion 1:1 (600.000 CMM: 500.000 células de
Schwann) y se estudiaron por inmunohistoqui-
mica en momentos diferentes de evolucion (4h,
12h, 24h, 72h y 1 semana) para estudiar el posi-
ble fenotipo cambiante de las CMM.
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Para la caracterizacion inmunohistoquimica
de CMM indiferenciadas y su diferenciacion de
otras células mesenguimales del estroma de mé-
dula osea se realizaron estudios de marcaje con
CD14 (1:40, NeoMarkers, Co, Fremont CA,
EE.UU.); CD31 (1:100, NeoMarkers); CD34 (1:200,
Master Diagnostica, Granada, Espana); CD45
(1:200, NeoMarkers); CD73 (1:100, Santa Cruz
Inc., CA, EE.UU.); CD105 (5pg/ml, NeoMarkers);
Vimentina {1:200, Master Diagnostica) y Fibro-
nectina (1:300, NeoMarkers). Para el estudio de
células de Schwann: S-100 (1:20, NeoMarkers).
Para el estudio de diferenciacion neuronal: NSE
(1:800, NeoMarkers); NF-200 (1:500, Serotec, Ki-
dlington, UK); nestina (1:50, Chemicon Int. Inc.Te-
mecula CA, EE.UU.), y beta-tubulina (2ug/ml, Ne-
oMarkers). Para el estudio de diferenciacion
astroglial: PGFA (2ug/ml, NeoMarkers). Para el
estudio de posible diferenciacion oligodendro-
glial: Mab1580 (1:200, Chemicon). Por lo menos
para cada marcador celular, 10 campos micros-
copicos, a 100 x, se estudiaron en los diferentes
momentos de cultivo (4h, 12h, 24h, 72h y 1
semana). En cada momento del estudio, el por-
centaje de células inmunopositivas que fue cuan-
tificado fue el valor medio de expresion inmuno-
histoquimica de cada marcador y como valor
final se consideré el promedio de 10 experimen-
tos repetidos de diferenciacion quimica o biologi-
ca de las CMM humanas.

RESULTADOS

Las células madre mesenquimales obtenidas
presentaban al inicio de los experimentos una ti-
pica morfologia mesenquimal y positividad in-
munohistoquimica a CD31, CD45, CD73, CD105,
Vimentina y Fibronectina (Figura 1). La exposi-
cion de las CMM obtenidas de médula 6sea hu-
manas, a los medios quimicos de preinduccion
e induccion usados provoca cambios morfologi-
cos en las células. A las pocas horas de la expo-
sicion (4 horas) al beta-mercaptoetanol, los cuer-
pos celulares se retraen y emiten largas
prolongaciones que finalizan en conos de des-
arrollo. Los mismos resultados se lograron con
BHA, por lo cual se describiran conjuntamente
los datos de diferenciacion con BME y con BHA,
refiriéndonos, en su conjunto, a «diferenciacion
auimica» en contraposicién a «transdiferencia-
'r’;jl:rhl'::"l"rg,'r_‘a"’a la que nos referiremos al des-
: 6 resultados obtenidos con el co-cultivo
de las CMM con células de Schwann.
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Figura 1. Tipica morfologia mesenquimal de las células
madre del estroma de médula 6sea humana, mostrando
expresion inmunohistoquimica de CD 105.

Tratamientos de diferenciacion neuronal
con métodos quimicos

La transicion progresiva de las CMM indife-
renciadas hacia una morfologia neuronal coinci-
de con el aumento de expresion de marcadores
neuronales. Asi, a la hora de la induccién ya hay
células nestina positivas (30 + 8%) y a las 4 horas
aumentan a un 67 + 8%. A las 8 horas existen 13
+3.1% de células nestina y aparecen células NSE
positivas (35 + 8 %) que a las 24 horas son de un
64 + 4.7%. A las 24 horas también se detectan cé-
lulas positivas para NF-200 (61 + 31.2%) y beta-
tubulina (47 + 8%). A las 72 horas no existen cla-
ramente células nestina positivas y aparecen
mayoritariamente células NSE (80 + 14.1%), NF-
200 (81£723%) y beta-tubulina (78 + 6.7%).

A la semana del tratamiento encontramos un
81.9 + 8.20% de células NSE positivas, 86.3
5.7% de células NF-200 positivas y 88.2+4.6% ce-
lulas beta-tubulina positivas. La expresion de
CD105, CD73, vimentina y de fibronectina dejo
de observarse a las 24 horas de la induccion. Por
otra parte estos cultivos se mantuvieron en todo
momento CD45 y CD34 negativos. Todos nues-
tros cultivos fueron negativos para la PGFAY pa-
ra el marcador de oligodendrocitos MAB1580.

'I'ran§diferenciaci6n neuronal de CMM por
medio del co-cultivo con células de Schwann

El cocultivo de CMM humanas con células de
Schwann (proporcion 1:1) provoca cambios
morfolégicos y fenotipicos en las CMM compa-
tibles con un fenotipo neuronal. Las células de

Schwann no parecen sin embargo alterar su
morfologia ni su expresion a la S-100.

Las células neurales producidas en cocultivo
no mostraron rapidamente morfologia de neu-
ronas o glia adulta. Se comenzaron a ver
cambios morfologicos importantes en un alto
numero de CMM, sugerentes de diferenciacion
neuronal a la semana del cultivo, aunque mucho
antes se comenzaron a identificar marcadores
de la linea neuronal.

A la hora de iniciar el co-cultivo encontramos
un 50% de células positivas a la vimentina,
fibronectina, CD105 y CD73 positivas y un 45-
50% de células S-100 positivas (todas nestina
negativas). Los controles a la hora eran: cultivos
puros de Schwann S-100 positivos, y cultivos de
CMM Vimentina, CD105, CD73 y fibronectina
positivos asi como, S-100 negativas. Ambos
eran nestina negativos (CMM: 5% células positi-
vas a la nestina).

A las 4 horas del co-cultivo los resultados fue-
ron similares a los encontrados a la hora, con la
diferencia de que se observo un 10% de células
nestina positivas. A las 8 horas se identificé un
10 + 5% de células nestina positivas que presen-
taban morfologia tipica de CMM y no de células
de Schwann

Entre las 12 y 24 horas aumento el nimero
de células nestina positivas. Cabe destacar que
a las 72 horas del co-cultivo desaparecio total-
mente la positividad a la vimentina, disminuyo
la positividad a la nestina (5 + 0.9%) y comen-
zaron a identificarse células NF-200 positivas
(25 + 5%), NSE positivas (35 + 6.5%), beta-tu-
bulina positivas (34 + 8%), siendo negativa
siempre la expresion de PGFA y Mab1580. Un
45 + 7.4% de células mantuvieron positividad a
la S-100. A la semana del co-cultivo los cambios
morfoldgicos fueron muy evidentes y las célu-
las ya no expresaban nestina, pero si NSE
(60 + 5.2%), NF-200 (52 + 6.4%), beta-tubulina
(34 +1 0.5%). El 278 + 8.1 % de las células eran
S-100 positivas y tampoco encontramos celulas
PGFA ni Mab850 positivas. A las dos semanas,
los resultados fueron similares a los observados
tras una semana de co-cultivo. La Figura 2
muestra cambios progresivos del fenotipo de
las CMM humanas por medio del co-cultivo con
células de Schwann y la Figura 3 muestra el di-
ferente ritmo de transdiferenciacion neuronal
de las CMM humanas segun que se utilicen me-
todos quimicos o el co-cultivo con células de

Schwann.

Transdiferenciacion de células madre mesenquimales

Figura 2. Proceso de transdiferenciacion neuronal de
CMM humanas a partir un co-cultivo con células de
Schwann. A: Tipico aspecto de las CMM humanas en cul-
tivo. B: Célula de Schwann en cultivo, mostrando su tipi-
ca morfologia alargada. C:Tipico aspecto neuronal de las
CMM, tras una semana de co-cultivo con células de
Schwann.
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Figura 3. Graficas que muestran el porcentaje (valores
medios) de CMM que expresan los diferentes marcado-
res a lo largo del tiempo, segun que la transdiferenciacion
a neuronas se realice con métodos quimicos (linea de
puntos) o por medio del co-cultivo con células de
Schwann (linea continua). La transdiferenciacion en co-
cultivo comienza mas tardiamente, y aunque la expresion
de nestina, como marcador neuronal inicial, se observa
ya a las 4 horas del co-cultivo, esta expresion disminuye
entre las 24 y 72 horas, momento en que comienzan a ob-
servarse ceélulas con expresion de marcadores de dife-
renciacion neuronal, incrementandose progresivamente
la expresion de Enolasa especifica neuronal (EEN) Protei-
na de neurofilamentos (NF) y Beta-tubulina.
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DISCUSION

Los hallazgos que hemos resumido reflejan
el resultado promedio de 10 experimentos de di-
ferenciacién quimica o bioldgica de CMM hu-
manas. Las técnicas de diferenciacion neuronal
de CMM por medios quimicos son analogos a
los obtenidos previamente por otros autores es-
tudiando CMM murinas (6). Sin embargo, cree-
mos importante la obtencién de diferenciacion
neuronal de CMM por medios biologicos, ya que
nuestro estudio permite demostrar que el co-
cultivo de CMM en presencia de células de
Schwann consigue que las CMM se diferencien
a tipicas células neuronales. Es posible que este
resultado sea posible por la conocida liberacion
de factores troficos a partir de las células de
Schwann (78) pero la frecuente observacion de
contactos entre células de Schwann y CMM lle-
va a plantear la importancia de este tipo de con-
tactos en los co-cultivos. Para dilucidar esta
cuestion se desarrolla actualmente un estudio
en nuestro laboratorio utilizando filtros biologi-
cos que permiten en los co-cultivos el paso de
factores trdficos, pero no de células.

Nuestros presentes hallazgos permiten ofre-
cer datos en la problematica, expuesta reciente-
mente por diferentes autores, respecto a que la
transdiferenciacion neuronal de las CMM logra-
da por métodos quimicos podria ser un arte-
facto técnico, por alteracion quimica del citoes-
queleto. No obstante, las «neuronas-like» asi ori-
ginadas parecen mostrar signos fisioldgicos de
funcionalidad (9) y el hecho de que en nuestro es-
tudio hayamos logrado transdiferenciacion sin el
empleo de sustancias quimicas parece cuestio-
nar la hipdtesis de que la diferenciaciéon quimica
logra un aspecto seudoneuronal debido a un ar-
tefacto del citoesqueleto de las células mesen-
quimales. Por otra parte, el problema de que la
morfologia neuronal obtenida pudiera corres-
ponder a las células de Schwann y no a las CMM,
se ha obviado en nuestro estudio por el hecho de
que las células de Schwann mantienen en todo
momento su expresion de S-100 y por el marca-
je nuclear con bishenzimida que hemos realizado
en algunos de los experimentos, lo que permite
su constante identificacion.

La principal conclusién de nuestras presentes
observaciones radica en la demostracion de que
es posible una transdiferenciacién hacia neuro-
nas de ceélulas madre adultas mesenquimales
obtenidas de médula 6sea humana. Hemos con-

172 MAPFRE MEDICINA, 2005; vol. 16, n.” 3

firmado que esta diferenciacion puede ser logra-
da por métodos quimicos, como ya han descrito
previamente otros autores, pero, basandonos en
nuestro resultados, también puede ser lograda
por un método relativamente sencillo, de tipo
biolégico, y consiste en co-cultivar las células
madre mesenquimales adultas, obtenidas de
meédula dsea, junto con células de Schwann ob-
tenidas de la vaina de los nervios periféricos.
Estos resultados son completamente superponi-
bles a los obtenidos, en un estudio paralelo rea-
lizado en nuestro laboratorio, utilizando CMM de
origen murino.

En cualquier caso, estos hallazgos nos llevan
a suponer que en los estudios de regeneracion
nerviosa en los que nos planteemos la utiliza-
cion de CMM, no es necesario transdiferenciar in
vitro estas células antes de su aplicacion en el
SNC lesionado, ya que, teniendo en cuenta
nuestros presentes resultados, es logico esperar
que la transdiferenciacion pueda ser lograda in
vivo y localmente, por los factores tréficos pre-
sentes en el medio donde se implanten dichas
células, Esta hipotesis se esta viendo comproba-
da por estudios en curso, que permiten obtener
clara recuperacion funcional, motora y sensitiva,
en ratas parapléjicas cronicas sometidas al tras-
plante de CMM en las cavidades traumaticas
centromedulares (10).

En cualquier caso, nuestro presente estudio
apoya el concepto de transdiferenciacion neuro-
nal de células madre mesenquimales y demues-
tra que las CMM humanas pueden transdiferen-
ciarse a neuronas por medio del co-cultivo con
células de Schwann. Todo ello lleva a continuar
los estudios dedicados a conocer la utilidad del
trasplante de CMM en lesiones del Sistema Ner-
vioso.
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Efectos moduladores de los fitoestroagenos sobre
la diferenciacion de osteoblastos humanos

INTRODUCCION

Modulatory effects of phytoestrogens on human

osteoblast cell differentiation
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Fundacion Jiménez Diaz-UTE
Madrid

RESUMEN

Los estrogenos, principales responsables del manteni-
miento de la masa dsea en la mujer, inhiben la resorcién dsea
en parte a través de su interaccién con los osteoblastos. Los
isoflavonoides vegetales poseen propiedades estrogénicas y un
potencial terapéutico en la osteoporosis. En el estudio plante-
ado, se han evaluado los efectos de la genisteina, daidzeina y
resveratrol sobre la funcién osteobldstica. Estos fitoestroge-
nos, de modo similar al B-estradiol, no afectan a la actividad
del factor de transcripeion chfal/runx2 ni la expresion protei-
ca del receptor PTH1 (marcadores precoces de diferenciacién
osteobldstica) en células osteoblasticas de hueso trabecular
humano o en células MG-63 de osteosarcoma humano. Sin
embargo, en estas células, estos agentes estimularon la activi-
dad de fosfatasa alcalina, y la expresién de osteocalcina y de
osteoprotegerina, e inhibieron la interleuquina-6 a través del
factor NF-xB; mientras que ejercieron efectos variables sobre
la expresién proteica del ligando del receptor activador del
NF-kB. Nuestros resultados indican gue los fitoestrogenos
analizados poseen acciones osteoformadoras mediadas por re-
ceptores estrogénicos en los osteoblastos humanos.

Palabras clave: Fitoestrégenos, osteoblastos humanos, for-
macion osed.
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ABSTRACT

Estrogens, the main factors responsible for the mainte-
nance of bone mass in women, inhibit bone resorption at le-
ast in part by interacting with osteoblasts. Plant isoflavones
have estrogen-like features and thus a potential role in pre-
venting osteoporosis. In the present study, the effects of ge-
nistein, daidzein and resveratrol on several osteoblastic mar-
kers were evaluated. We found that these phytoestrogens,
similarly to 17(-oestradiol, failed to affect Cbfal/runx2
transcription factor activity and the PTH1 receptor protein
expression (early osteoblast differentiation markers) in ei-
ther osteoblastic cells from human trabecular bone or hu-
man osteoblastic osteosarcoma cells MG-63. In contrast, in
the latter cells, these agents increased alkaline phosphatase
activity, as well as osteocalcin and osteoprotegerin expres-
sion, but they decreased NF-xB-dependent interleukin-6
mRNA expression. Meanwhile, they differently affect the
protein expression of the receptor activator of NF-xB ligand.
Our findings indicate that these phytoestrogens display oste-
ogenic actions which appear to be mediated through estro-
genic receptors in human osteoblasts.

Key words: Phyroestrogens, human osteoblasts, bone for-
marion.
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Los estrogenos son los principales responsa-
bles del mantenimiento de la masa osea en la
mujer vy, junto a los androgenos, también en el
hombre adulto (1). De hecho, la osteoporosis
asociada a la deficiencia estrogénica tras la me-
nopausia constituye la causa principal de pérdi-
da de masa 6sea con la edad. En esta patologia,
el volumen de hueso resorbido por la actividad
osteoclastica durante el remodelado 6seo no es
reemplazado al 100%, debido a una pérdida de
funcion osteoblastica. Ademas, este proceso se
asocia a una pérdida de contenido mineral dseo,
al ser parcialmente sustituido el hueso «vigjo»
por un hueso «joven» menos mineralizado (2, 3).
Ambos aspectos incrementan el riesgo de frac-
turas en la osteoporosis.

Los mecanismos por los que los estrogenos
llevan a cabo sus efectos protectores sobre la
masa 6sea parecen ser complejos. Estas hormo-
nas inhiben la resorcion ¢sea actuando directa-
mente sobre los osteoclastos o suprimiendo la
produccién y/o la accion de citoquinas osteoliti-
cas, como las interleuquinas (IL)-1o. y -6 y el fac-
tor de necrosis tumoral o, en los osteoblastos (4).
Ademas, los estrogenos interaccionan con el li-
gando del receptor activador del NF-xB (RANKL)
-un activador osteoclastico- y su receptor senue-
lo, la osteoprotegerina (OPG) -un potente inhibi-
dor de la osteoclastogénesis-, ambos sintetiza-
dos por los osteoblastos; un sistema clave en la
modulacién de la actividad osteoclastica (5, 6).
Por otra parte, dosis relativamente elevadas de
estrogenos podrian estimular la formacion osea,
pero el papel anabolico 6seo de los estrogenos
es controvertido (7).

La terapia de reemplazo estrogénico constitu-
ve el método mas eficaz para reducir la pérdida
de masa désea asociada a la osteoporosis pos-
tmenopAusica; aunque no esta exenta de efectos
secundarios indeseables (p.e., aparicion de
tumores hormono-dependientes) (1, 8). Actual-
mente, se considera que los factores nutriciona-
les son importantes para modular el pico y la
subsiguiente pérdida de masa 6sea asociada a la
edad y a la deficiencia estrogénica (9). Los fitoes-
trégenos son compuesos de las plantas con pro-
piedades beneficiosas para el metabolismo celu-
lar, como su accion antioxidante y antiagregante
plaguetaria, que poseen similitud estructural y
funcional con los estrogenos (10, 11). Entre estos
compuestos, las isoflavonas abundantes en la
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soja, genisteina y daidzeina, son de gran interés
actual por su potencial terapéutico alternativo en
la osteoporosis.

Estudios in vivo en ratas ovariectomizadas
demuestran las propiedades de los isoflavonoi-
des como agentes antiresortivos conservadores
de la masa d6sea (12, 13). Efectos similares, so-
bretodo en el hueso trabecular, se han encontra-
do en mujeres peri- y post-menopausicas ali-
mentadas con dietas con contenidos en estos
compuestos (€90 mg/dia) y periodos de tiempo
variables (<3 anos) (14-16).

Los escasos estudios in vitro sobre los efec-
tos O0seos de los fitoestrogenos apoyan su papel
osteogénico, mediado al menos en parte por su
interaccion con los receptores estrogenicos en
los osteoblastos (17-21). Estos compuestos se
unen al receptor estrogénico clasico (tipo o) con
una afinidad 100-1000 veces inferior a la del 17B-
estradiol (K; = 0,1 nM), aunque su actividad
transcripcional es similar (22). Ademas de su
interaccion con los receptores estrogénicos, los
fitoestrogenos podrian actuar por mecanismos
alternativos en las células dseas (23, 24).

En el presente estudio, hemos evaluado los
efectos de la genisteina y daidzeina, isoflavonas
abundantes en la soja, y del resveratrol, un fito-
estrogeno presente en la piel de la uva y en el vi-
no tinto (25), sobre la diferenciacion y la produc-
cion de factores reguladores del remodelado
0seo en cultivos de células osteoblasticas hu-
manas.

MATERIALES Y METODOS

Reactivos

Tanto el B-estradiol como los fitoestrogenos
se obtuvieron de Sigma (St. Louis, MO, EEUU).
El ICI 182.780 se obtuvo de Tocris Cookson (Ball-
win, MO, EEUU) y el raloxifeno, de Lilly-Espafa
(Madrid). La PTHrP (1-36) humana fue generosa-
mente suministrada por el Dr. A.F Stewart (Divi-
sion of Endocrinology, University of Pittsburgh,
PA, EEUU). Los anticuerpos policlonales especi-
ficos para: la OPG, el RANKL, las subunidades
del NF-xB p50, p65 y p52, y la IgG anti-conejo de
cabra conjugada con peroxidasa, se obtuvieron
de Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA,
EEUV); y para el receptor de PTH/PTHIP tipo 1
(PTH1R), de Covance (Ab IV; Berkeley, CA,
EEUU).
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Cultivos celulares

Se utilizo la linea celular de osteosarcoma hu-
mano MG-63 (ATCC CRL 1427), previamente ca-
racterizada como un modelo de osteoblastos
humanos (26). Estas células se cultivaron en me-
dio esencial modificado de Dulbecco (DMEM)
sin rojo fenol (que tiene propiedades estrogéni-
cas), con suero fetal bovino (SFB) tratado con
carbén (para eliminar restos estrogénicos) al
10% y antibidticos (100 IU/ml de penicilina y 100
pg/ml de estreptomicina). Los cultivos primarios
de células osteoblasticas humanas (hOB) se ob-
tuvieron de explantes 6seos de hueso trabecular
de 3 sujetos (de 61-73 anos) sometidos a arto-
plastia de cadera o rodilla, obtenidos a partir de
muestras quirurgicas desechables, segun se ha
descrito previamente (2). Estas células se culti-
varon en DMEM sin rojo fenol con SFB tratado
con carbdn al 15% y los antibidticos citados. Tan-
to las células MG-63 como los hOB expresan re-
ceptores estrogénicos (20, 27).

Para analizar la expresion génica o proteica de
los distintos marcadores estudiados, las células
confluentes se incubaron durante 3 dias en el
medio citado sin suero y los distintos agonistas.
La genisteina y la daidzeina se diluyeron en
DMSO; el resveratrol y el 17B-estradiol, en etanol.
La concentracion final de DMSO y etanol en el
medio de incubacién de las células fue < 0,01 %.

Extraccion del ARN total y de la proteina

EI ARN y la proteina total de las células oste-
oblasticas se obtuvieron utilizando un metodo
estandar (Tri-Reagent®©, Molecular Research
Center, Cincinnati, OH, EEUU). Los extractos ci-
tosolicos y nucleares se obtuvieron utilizando un
procedimiento estandar (NE-PER"Y, Pierce; Rock-
ford, IL, EEUU), basado en el método original de
Dignam y cols. modificado (28). Las células se |i-
saron con un tampon isotonico durante 10 min
en hielo. Tras centrifugar 5 min a 16.000xg a 4°C,
el sobrenadante (extracto citosolico) se guardo a
—-20°C, mientras que el precipitado resultante se
resuspendio e incubd durante 40 min con un
tampon hipertonico. El sobrenadante resultante
de centrifugar 10 min a 16,000xg a 4°C (extracto
nuclear) se guardé a -20°C. Los extractos de
membrana se obtuvieron mediante una centri-
fugacion de los lisados celulares a 100.000 xg. El
precipitado (extracto de membrana) se resus-
pendio en Tris-HCI 50 mM, EDTA 1 mM, Triton
X-100 1%, PMSF 2mM, aprotinina 9 pg/mi, deo-
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xicolato sodico 1%, dodecilsulfato sodico 0,1%.
La proteina se determind por el método de Brad-
ford (Pierce; Rockford, IL, EEUU), con seroalbu-
mia bovina como estandar.

Analisis de la expresion génica

Los niveles de ARNm se analizaron por trans-
cripcion inversa seguida de la reaccion en cade-
na de la polimerasa (RT-PCR), a partir del ARN to-
tal celular, por un método estandar (Titanium
One-Step RT-PCR; Clontech, Palo Alto, CA,
EEUU). Los cebadores especificos para los distin-
tos genes estudiados se disefaron con
un programa de diseno de cebadores («Primer
Premier»), a partir de las secuencias del ADNc
obtenidas del Genebank: 5-CATGAGAGCCCT-
CACACTCC-3' (sentido) y 5-CAGCAGAGCGA-
CACCCTAGACC-3' (antisentido), correspon-
dientes a los nucleotidos 18-37 y 315-336,
respectivamente, en el gen de la osteocalcina
(OC) (numero de acceso X51699) (29); 5'-GGAA-
TAGATGTTACCCTGTG-3' (sentido) y 5'-TCAA-
TGTCTT- CTGCTCCC-3’ (antisentido), correspon-
dientes a los nucleotidos 680-699 y 1015-1032,
respectivamente, en el gen de la OPG (nimero
de acceso U94332).

Estos cebadores amplifican un producto de
PCR de 319-pb (OC) 6 353-pb (OPG). Como gen
constitutivo se amplificd la gliceraldehido-3-fos-
fato deshidrogenasa (GAPDH), con cebadores
especificos (29), o bien la 18S, con cebadores
modificados (QuantumRNA™ 18S Internal
Standards; Ambion, Austin, TX, EEUU). La mez-
cla de reaccion (10 pl) se incubd durante 45 min
a 48°C, seguido de 2 min a 95°C, y a continua-
cion 32 ciclos de: 1 mina 95°C, 1 mina 62°Cy
2 min a 68 °C, en el caso de la OC, o 35 ciclos de:
1Tmina 95°C, 1 min a58°Cy 2 min a 68 °C pa-
ra la OPG, con una extension final de 7 min a
68°C. Experimentos preliminares demostraron
que en estas condiciones tiene lugar una ampli-
ficacion lineal submaxima para cada gen, lo que
permite la valoracion semicuantitativa de los
cambios en el ARNm. A continuacién, los pro-
ductos de PCR se separaron en geles de agaro-
sa al 2%, y las bandas visualizadas con bromuro
de etidio fueron cuantificadas por densitometria
(1D Manager, TDI, Madrid; ImageQuant, Molecu-
lar Dynamics; Sunnyvale, CA, EEUU). Los valo-
res densitométricos para cada producto de PCR
se normalizaron frente a los correspondientes de
la GAPDH o la 18S.

24

25

Estudio de la interaccion ADN/proteina
mediante ensayo de movilidad
electroforética (EMSA)

Se utilizaron oligonucledtidos consenso co-
rrespondientes a secuencias de ADN que interac-
cionan con el factor de unidén nuclear ol
(Cbfa1/Runx2) o el NF«xB (28): 5-AGCTCCCA-
ACCACATATCCT-3' o b5'-AGTTGAGGGGAC-
TTTCCCAGGC-3', respectivamente, marcados
con [P2P]JATP (3000 Ci/mmcl; Amersham,
Buckinghamshire, RU) mediante la enzimaT4-po-
limerasa. Los extractos nucleares (3 pg de protei-
na) se incubaron con 200.000 dpm de los oligo-
nucledtidos marcados con 32P en la siguiente
mezcla de incubacién: Tris-HCI 10 mM (pH 79),
NaCl 50 mM, MgCl, 1 mM, EDTA 0,5 mM, ditio-
tritol 0,5 mM, glicerol al 4%, 1 pg de poli(dl-dC)
durante 15 min a 4°C. Los complejos proteina-
ADN se resolvieron en geles de poliacrilami-
da/0,25xTBE, que tras secado fueron expuestos a
pelicula radiosensible. Como controles de espe-
cificidad, algunos extractos nucleares se preincu-
baron 20 min a 4°C con un exceso (x100) de oli-
gonucleodtido no marcado antes de anadir el
oligonucledtido marcado correspondiente. En al-
gunos experimentos, los extractos nucleares se
preincubaron durante 15 min a temperatura am-
biente en agitacion con 1 pl de los anticuerpos
anti-p50-p65 o -pb2.

Transferencia westem

Los extractos de membrana (50 ug; para
RANKL) o de células totales (20ug; para OPG y
PTH1R) se transfirieron a membranas de nitro-
celulosa (Amersham). Tras bloquear con leche
descremada al 5% en tampon salino fosfatado
con Tween-20 al 0,1% (PBT), las membranas se
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incubaron toda la noche con los correspondien-
tes anticuerpos policlonales primarios, diluidos:
x2500 (OPG), x500 (RANKL), o x1000 (PTH1R).
Una vez lavadas con PBT, las membranas se in-
cubaron con IgG anti-conejo de cabra conjugada
con peroxidasa y se reveld por quimioluminis-
cencia (ECL, Amersham). Las bandas de los co-
rrespondientes fluorogramas se cuantificaron
por densitometria.

Analisis de la actividad de fosfatasa
alcalina (FA)

La actividad de FA se midié en extractos ce-
lulares obtenidos conTriton X-100 al 0,1%, con p-
nitrofenilfosfato como sustrato, seguin se ha des-
crito previamente (30).

RESULTADOS

En primer lugar, examinamos el efecto de los
fitoestrogenos sobre la actividad de la FA, un
marcador temprano de diferenciacion osteo-
blastica (Figura 1). Observamos que la presencia
continua durante tres dias de genisteina, daidze-
ina o resveratrol, de un modo similar al B-estra-
diol, a 100 nM, tienen un efecto estimulador de
esta enzima en las células MG-63 (Figura 2).

Ademas, analizamos en las células osteoblas-
ticas humanas la accion de estos compuestos so-
bre el factor de transcripcion cbfal/runx2, una
proteina clave para la formacion de células oste-
oprogenitoras (31) (Figura 1). Como se observa
en la Figura 3A, ni el B-estradiol ni la genisteina,
a 100 nM, afectaron a la actividad de este factor
en las células MG-63. Debido a que esta linea ce-
lular osteoblastica posee un fenotipo relativa-

PROLIFERACION

Runx2
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Coldgeno I Alcalina
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]
c-fos !
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Figura 1. Esquema de diferenciacion de las células osteoblasticas.
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mente diferenciado, analizamos el efecto de es-
tos agonistas sobre la actividad del cbfal/runx2
en cultivos primarios de hOB, que contienen os-
teoprogenitores (32). En estas celulas, las isofla-
vonas evaluadas (y el B-estradiol) tampoco afec-
taron a la actividad de este factor de transcripcion
(Figura 3B). Ademas, en las MG-63 estudiamos el
efecto de estos compuestos sobre el PTH1R, un
marcador relacionado con la maduracion de cé-
lulas osteoprogenitoras (33). Como se muestra
en la Figura 3C, ni los fitoestrégenos evaluados,
ni el B-estradiol alteraron la expresién proteica de
este marcador en las células MG-63.

250
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£ 100 4
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Figura 2. Efecto de diferentes fitoestrogenos y del -estra-
diol {100 nM) sobre la actividad de la FA en las célu-
las MG-63. Los valores corresponden a media + EEM
{(n=4). Co = control no estimulado; E = estradiol;
G = genisteina; D = daidzeina; R = resveratrol. *P<0,05, pa-
ra E,G,D y R, comparados con Co (100%).

Como se muestra en la Figura 4A, encontra-
mos que en las MG-63, los fitoestrogenos y el -
estradiol —entre 100 nM y 0,1 nM- estimulan la
expresion génica de la OC, un marcador mas tar-
dio de diferenciacion osteoblastica (Figura 1).
Ademas, en estas células observamos gue las
isoflavonas analizadas, de modo similar al B-es-
tradiol, inducen un aumento de la OPG (ARNm y
proteina), un factor cuya expresion aumenta du-
rante la diferenciacion de los osteoblastos (34)
(Figuras 4B y 5A). El raloxifeno, un agente que
interacciona con los receptores nucleares estro-
génicos (35), revirtio el efecto de estos fitoestro-
genos (y del B-estradiol) sobre la expresion ge-
nica de la OPG (Figura 4B). Por otro lado, la
expresion proteica de RANKL en la membrana
plasmatica celular se estimuld tanto por el B-es-
tradiol como por la genisteina, pero se inhibio
por el resveratrol y la daidzeina (a 100 nM), en
las células MG-63 (Figura 5B).

A continuacién, nos propusimos analizar el
efecto de los bioflavonoides citados sobre la ex-
presion de la IL-6, una citoquina osteolitica ex-
presada por los osteoblastos (28). Encontramos
que estos fitoestrogenos inhiben la expresion
génica de esta citoquina en las células MG-63 en
condiciones basales (Figura 6A). Tanto el raloxi-
feno como el IC1182.780 abolieron este efecto in-
ducido por estos agonistas y por el B-estradiol
(Fig. 6A,B). El estradiol y la genisteina, pero no el
resveratrol y la daidzeina, inhibieron la estimula-

Co E G

Co E G Co R D

e e A

Co EG R D

| «— PTHIR
(66KDa)

Figura 3. Ausencia de efecto de diferentes fitoestrogenos y del -estradiol (a 100 nM) so-
bre la actividad del factor chfal/runx2, analizado mediante EMSA (A,B), y sobre la expre-
sion proteica del PTHIR, determinada por trasferencia western (C), en las células MG-63
(A,Chy enlos hOB (B). Co = control no estimulado; E = estradiol; G = genisteina; D = daid-
zeina; R = resveratrol. Como control de carga de proteina en el gel se utilizo la tincion de

Ponceau S tno mostrada)
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Figura 4. Efecto de diferentes fitoestrégenos sobre la expresion del ARNm de la OC (A) y de la OPG (B) (ana-
lizadas por RT-PCR) en las células MG-63. (A) Autorradiogramas correspondientes a la tincion con bromuro
de etidio de los ARNm de la OC y de la 18S, en células estimuladas o no con distintas dosis (M) de los dis-
tintos agonistas.(B) Autorradiogramas correspondientes a los ARNm de la OPG y la GAPDH en respuesta a
los distintos agonistas (a 100nM) con o sin raloxifeno (Ral.) {a 10 nM). El raloxifeno se afadié 1 h antes de
los distintos fitoestrogenos o el B-estradiol. Las cifras medias densitométricas de al menos 3 experimentos
independientes se muestran en la parte superior de cada autorradiograma. Co = control no estimulado;
E = estradiol; G = genisteina; D = daidzeina; R = resveratrol.
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Figura 5. (A) Efecto de los fitoestrégenos (distintas dosis, M) y del -estradiol (100 nM) sobre la expresion
proteica de la OPG (A) y del RANKL (B) en las células MG-63 (por trasferencia western). Las cifras medias
densitométricas de al menos 3 experimentos independientes se muestran en la parte superior de cada au-
torradiograma. Como control de carga de proteina en el gel se utilizo la tincion de Ponceau S (no mostrada).

cion de la expresion génica de la IL-6 inducida
por la PTHrP (1-36) (Fig. 6C).

Ademas, estudiamos el efecto de los diferen-
tes fitoestrogenos sobre la actividad del factor
de transcripcion NF-xB, cuya estimulacion es

responsable de la sobreexpresién de la IL-6 en
estas células (28). Mediante la técnica de EMSA,
observamos la existencia de dos complejos es-
pecificos de este factor en las células MG-63 (Fi-
gura 7A). Sin embargo, el tratamiento con estos
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Figura 6. Efecto de los fitoestrogenos v del j-estradiol (a 100 nM) sobre la expresion génica de la IL-6 (ana-
lizada por RT-PCR), basal {A,B) o estimulada con PTHrP {1-36) (100 nM} (C), en las células MG-63. El raloxi-
feno (10 nM) y el ICt 182.780 (100 nM) se anadieron 1h antes de los fitoestrégenos o el B-estradiol. La
GAPDH se incluyd como gen constitutivo. Las cifras medias densitométricas (n = 3) se muestran en la par-
te superior de cada autorradiograma Co = control no estimulado; E = estradiol; G = genisteina; D = daidze-
ina; R = resveratrol.
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Flgura 7 Ffecto de los distintos fitoestrogenos {a 100 nM) sobre la actividad del NF-xB en las células MG-
02 tdetermunada por EMSA) (A} Se muestra el desplazamiento de los complejos de NF-kB (obtenidos en
ol ensayn de EMBA) fras tratamiento de las células MG-63 con R, con un exceso de NF-kB frio (+), para de-
e s especificidad de la unidn a su secuencia consenso en el ADN. Los valores densitométricos co-
frrespondaen a medias 2 EEM (n=4). P<0,06, para E, G, Dy R, comparados con Co (100%). (B) Efecto de la
promiatacon de los extractos nucleares (obtenidos de células MG-63 no estimuladas) con anticuerpos
rente & distatas subunidades del complejo NFkB,. Co = control no estimulado; E = estradiol; G = genis-
i Iaidzeing; B = rasveratrol
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agonistas solo tuvo efectos consistentes sobre
uno de los complejos de NF-«B, correspondien-
te a la banda superior en el gel de EMSA. Esta
banda fue analizada mediante preincubacion de
los extractos nucleares con anticuerpos especifi-
cos para diferentes subunidades del NF-xB. En la
Figura 7B, podemos observar una disminucion
de la banda tras la preincubacién con los anti-
cuerpos frente a la subunidad p65 (subunidad
con actividad catalitica) y p52.

DISCUSION

La osteoporosis asociada a la deficiencia es-
trogénica constituye un problema importante de
salud publica en nuestro medio. La terapia hor-
monal sustitutiva se ha considerado de uso co-
mun en la prevencion y el tratamiento de esta
patologia; aunque no esta exenta de efectos se-
cundarios indeseados (1, 8, 36). De ahi la impor-
tancia creciente de encontrar alternativas al tra-
tamiento con estrogenos en la osteoporosis. Los
fitoestrogenos son un grupo heterogéneo de
compuestos de las plantas que constituyen
nuestra dieta, capaces de interaccionar con los
receptores estrogénicos. Entre estas sustancias,
la genisteina y la daidzeina son isoflavonas
abundantes en especies del género Legumino-
sae, como la soja, que poseen propiedades de
interés en la prevencion de patologias como el
cancer y las enfermedades cardiovasculares (10,
11). Diversos estudios en ratas con deficiencia
estrogénica y en mujeres peri- y postmenopau-
sicas muestran un efecto conservador de la ma-
sa Osea inducido por estos compuestos (12-16).
Sin embargo, los mecanismos de interaccion de
los fitoestrogenos con el metabolismo éseo es-
tén aun por clarificar. Al menos algunas de sus
acciones podrian estar mediadas a través de la
interaccion con el receptor estrogénico tipo [3
-presente sobretodo en los osteoblastos del
hueso trabecular- y/o por su actividad inhibido-
ra de la tirosina quinasa (13, 22, 23).

En el presente trabajo, hemos encontrado
que la genisteina, la daidzeina o el resveratrol,
de modo anélogo al B-estradiol, estimularon la
actividad de FA cuando se anadieron (a la mis-
ma dosis de 100 nM) a las células MG-63 con-
fluentes. Ademas, tanto la genisteina o la daid-
zeina, en el rango 0,1-100 nM -concentraciones
presentes en la dieta de poblaciones asiaticas
(37)-, como el resveratrol, aumentaron la expre-

Fitoestrogenos y diferenciacion osteoblastica

sion génica de la OC en estas células. Algunos
estudios in vitro previos, utilizando distintas pre-
paraciones osteoblasticas de rata o ratdén, han
encontrado efectos estimuladores de la FA y/o
de la OC inducidos por estos fitoestrogenos a
concentraciones en el rango uM (17, 18, 21). Sin
embargo, las dosis observadas para los efectos
de la genisteina y la daidzeina, y para los del
B-estradiol, en otras estirpes de células osteo-
blasticas humanas son mas bajas, similares a las
observadas en el presente trabajo en las células
MG-83 (19, 20). El distinto grado de diferencia-
cién y/o en el contenido de receptores estrogé-
nicos en los distintos tipos de células osteoblas-
ticas utilizadas en los estudios citados y el
nuestro podrian explicar las diferencias de do-
sis-respuesta observadas (38). En los estudios
previos citados se utilizaron células osteoblasti-
cas humanas transfectadas con el receptor es-
trogénico tipo o, mientras que las células MG-63
poseen receptores estrogénicos o y  (27). Asi
pues, nuestros datos no permiten dislucidar el ti-
po de receptor estrogénico implicado en los
efectos de los fitoestrogenos observados en es-
tas células. De cualguier modo, las dosis efica-
ces de los fitoestrégenos analizados son cohe-
rentes con la actividad transactivadora de
ambos tipos de receptores estrogénicos por es-
tos compuestos (22).

La OPG, perteneciente a la superfamilia de re-
ceptores del factor de necrosis tumoral, aumen-
ta su expresion durante la diferenciacion de los
osteoblastos (34). Esta proteina bloquea los
efectos estimuladores del RANKL, un factor de-
rivado de los osteoblastos esencial para la for-
macion y activacion de los osteoclastos, inhi-
biendo asi la resorcion 6sea (6). En el presente
estudio, encontramos que los fitoestrégenos
analizados estimulan de modo dependiente de
la dosis (entre 100 nM y 0,1 nM) la OPG (ARNm
y proteina) en las células MG-63. Este efecto fue
similar al observado con el B-estradiol sobre la
OPG en las MG-63. Ademas, tanto el raloxifeno
como el ICI182.780, antagonistas de los recepto-
res nucleares estrogénicos (35), revirtieron el
efecto de estos fitoestrégenos sobre el ARNm de
la OPG. Estos resultados amplian hallazgos pre-
vios en otras preparaciones de células osteo-
blasticas humanas (19, 20).

Asi pues, los datos expuestos apoyan la hi-
potesis de que los fitoestrogenos inducen la di-
ferenciacion de los osteoblastos actuando de
forma predominante en etapas mas tardias de
su diferenciacion. Esta hipotesis se corrobora al
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considerar la ausencia de efecto de los fitoestro-
genos analizados o del B-estradiol sobre marca-
dores tempranos de diferenciacion de células
osteoblasticas, la actividad del cbfal/Runx2 v la
expresion del PTH1R, tanto en las MG-63 como
en los cultivos primarios de hOB (que contienen
osteoprogenitores) (32, 33).

En el presente trabajo, la genisteina, de mo-
do anélogo al B-estradiol, aumentaron la expre-
sion de la proteina RANKL en la membrana de
las células MG-63. A este respecto, un efecto si-
milar del B-estradiol sobre la expresion de
RANKL se ha observado recientemente en oste-
oblastos de hueso trabecular porcino (39). Por
otro lado, |la daidzeina vy el resveratrol inhibieron
la expresion de esta proteina en la membrana de
las MG-63. Sin embargo, estos datos no son
concluyentes debido a que, para determinar con
exactitud la modulaciéon de la relacion
OPG/RANKL en respuesta a estos compuestos
habria que analizar la fraccion de RANKL solu-
ble. De hecho, los cambios de esta proteina en la
membrana celular podrian ser compensados
por la concentracion de RANKL soluble liberada
al medio condicionado celular.

En apoyo del papel antiresortivo de los fito-
estrogenos a través de su interaccion con los os-
teoblastos, en el presente trabajo observamos
que la genisteina, la daidzeina y el resveratrol in-
hiben la expresion génica de la I1-6, un impor-
t&tnte regulador de la osteoclastogénesis, tanto a
nivel basal como estimulada por la PTHrP (1-36)
(4, 28). Tanto el raloxifeno como el ICI 182.780
abolieron este efecto inducido por estos agonis-
tas, indicando el papel mediador de los recepto-
res estrogénicos en esta accion de los fitoestro-
genos. Nuestros resultados, que amplian datos
Previos obtenidos con la genisteina y la daidzei-
na en otras lineas celulares osteoblasticas (19,
40), demuestran que este efecto de los fitoestro-
genos tiene lugar, al menos en parte, por
inhibicién del complejo NF-kB en las células
MG-63,

En conjunto, nuestros resultados demues-
Fran un efecto estimulador directo de la geniste-
ina, .I:’a daidzeina y el resveratrol sobre la diferen-
clacion de osteoblastos humanos en cultivo.
Ademas, estos fitoestrogenos podrian ejercer
efectos inhibidores de la resorcién 6sea a través
de su interaccion con la produccion osteoblasti-
ca de factores capaces de interaccionar con 10s
osteoclastos. Al menos parte de estos efectos de
los fitoestrogenos, a concentraciones facilmente
alcanzables en la dieta, parecen tener lugar por
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un mecanismo genémico a través de receptores
estrogénicos.
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RESUMEN

Objetives: Calcular la prevalencia de los trastornos mentales como causa de
incapacidad temporal (IT) en Ia Comunidad de Madrid y describir que trastornos
mentales asociados al trabajo son mis prevalentes por profesitn, edad y sexo,

Métodos: Estudio observacional descriptivo, cuyo dmbito es la poblacidn de
la Comunidad de Madrid. Se han estudiado los pacientes en situacion de I'T con pa-
go directo por el Instituto Nacional de la Seguridad Social (INSS): desempleados,
trabajadores del régimen de auténomos, empleadas de hogar v régimen agrario. El
periodo estudiado incluye desde enero de 2002 a septiembre de 2003, Se han regis-
trado las siguientes variables: edad, sexo, régimen de Ia Seguridad Social, diagnis-
tico (CIE-10), ocupacion, duracion de la baja, desempleo y si alegan relacién de su
situacion de incapacidad con el trabajo. Se ha calculado la prevalencia de trastor-
nns mentales entre los pacientes en IT v la prevalencia de aguellos que relaciona-
ban su patologia con el trabajo. Se han utilizado técnicas estadisticas descriptivas,
para sintetizar los resultados.

Resultados: Un total de 1.628 trabajadores en IT (11,2% ) presentaban como
diagndstico principal algin trastorno mental, de los cuales el 17.8% (289) relacio-
nan su patologia con el trabajo. La edad media fue de 43,5 aios (DE = 11,5). Las
mujeres presentan con mayor frecuencia T. mental como causa de I'T, sin embargo
¢l porcentaje de hombres que o asocian al trabajo es significativamente mayor. De
los 289 trahajadores que relacionan su patologia con el trabajo un 394% presen-
tan como diagnistico un T. Adaptacion, un 27,7% un T. mixto ansioso-depresivo y
un 20.8% un episodio depresivo, Los trahajadores cualificados: directivos (41%),
técnicos cientifico-intelectuales (305 ) y empleados administrativos (27%) son los
que presentan mayor prevalencia de sintomatologia depresiva asociada al trabajo.

Conclusiones: Los trastornos mentales son la segunda causa de IT de larga
duracidn. Upo de cada cineo pacientes relaciona su patologia con ef trabajo, siendo
los diagndsticns mds prevalentes los trastormos de adaptacion, trastormaos mixtos an-
sioso-depresivos v 1os episodios depresivos. En tres de cada cuatro easos Ia dura-
ciin media de ta IT supera los seis meses. Los trabajedores cualificudos: directivos,
técniens centifico-intelectuales v empleados administrativos son los Gue presentan
mayor prevalencia die simtomatologta depresiva asociads ol trabajo,
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ABSTRACT

Objectives: ‘To calculate the prevalence of mental disorders as cause of
short-term disability in Madrid Community and to describe work-related de-
pression symptoms by occupation, age and sex.

Method: We conducted a descriptive observational study in Madrid
Community. Patients in Short-term Disability (STD) paid by The National In-
stitute of Social Security (NISS) have been studied. It have been used the data-
base of the NISS in Madrid as a source of information. The recorder variables
was: age, sex, social security status, diagnosis (ICD-10), occupation, unem-
ployed, and work related depression symptoms. Assessment was made by cal-
culating the mental disorders prevalence in patients with short-term disabili-
ty and work related depressive symptoms. Descriptive statistic techniques has
heen used,

Results: In total 1628 workers in short-term disability (11,2%) were di-
agnosis for mental disorders, 17,8% (289) of them were work related pathol-
ogy, The mean age of patients was 43,5 (SD = 11,5). The prevalence of mental
disorders as cause of short-term disability is higher in females, but males pres-
ents more work-related depression symptoms. The 39,4% presents adaptation
disorder diagnosis, 27% mixed anxious-depressive disorders and 20,8% de-
pressive episode. Women between 30 and 40 years old, and men of more tan 50
vears were more frequently work related pathology. In 75% of the cases the
medium time of STD was six months, Qualified workers: directors (41%), sci-
entific intellectual technicians (30%) and administrative workers (27%) were
the anes who presents more prevalence of work-related depressive symptoms.

Conclusions: Mental disorders were the sccond cause of short term dis-
ability in Madrid. One of each five patients present work-related depressive
symptoms. The more prevalence diagnosis were adaptation disorders mixed
anxious-depressive disorders and depressive episodes. In three of each four
cases, the medium last of STD was six months. Qualified workers: directors
scientific intellectual technicians and administrative workers, were the ones
whe presenis more prevalence of work-related depressive symptoms

Key words: shorr-renm disability, depression, occupational health, stress
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INTRODUCCION

Actualmente los trastornos depresivos son la
cuarta causa de discapacidad en el mundo vy se-
gun los ultimos datos de la Organizaciéon Mun-
dial de la Salud (OMS) en el afno 2020 se espera
sea la segunda, solo superada por las enferme-
dades cardiovasculares (1).

El estrés de origen laboral es el segundo pro-
blema de salud mas frecuente relacionado con
el trabajo en la Unién Europea (2), después de
los dolores de espalda, y afecta a casi uno de ca-
da tres trabajadores (3, 4).

Los sintomas depresivos, ansiedad y el es-
trés relacionado con el trabajo, son las causas
mas frecuentes de trastornos mentales entre la
poblacion activa en los paises desarrollados. En
poblacion general (5), la prevalencia de trastor-
nos mentales, en distintas comunidades auténo-
mas espanolas, oscila entre un 8-21% en hom-
bres y un 21-34% en mujeres.

En el ambito de la atencion primaria, un es-
tudio realizado por la OMS sobre una poblacion
de 20.000 personas de 15 paises europeos (6),
un 24% de los pacientes presentaban trastornos
mentales , principalmente episodios depresivos,
trastornos de ansiedad y trastornos por consu-
mo de alcohol.

En el &mbito laboral, segin un estudio reali-
zado en cuatro empresas espafnolas en el ano
2001 (7), la prevalencia global de trastornos afec-
tivos fue el 15,8% ( 8,4%-24%). Por ocupacion,
las prevalencias mas altas las presentaron los
administrativos (18%-26,7%), los operarios de
maquinaria (21%) y los trabajadores no cualifi-
cados (21,9%).

Segun analisis recientes llevados a cabo por
la OMS, las enfermedades mentales presentan
una prevalencia puntual acumulada del 10% de
la poblacién adulta (8).

La actividad laboral para el trabajador en
nuestra sociedad es de crucial importancia; ade-
mas de satisfacer sus necesidades y proporcio-
narle a él y a los suyos seguridad de cara al fu-
turo, el trabajo puede permitir que el ser
humano se manifieste como un individuo origi-
nal y creador y le permite ocupar un «status»
dentro de su escala social. )

La psicopatologia que aparece en el medio
laboral no solo estéa relacionada etiologicamente
con la actividad laboral como causa de los tras-
tornos, sino que en muchos casos, los conflictos
laborales tiene su origen en rasgos de persona-
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lidad patologicos que favorecen conductas des-
adaptativas. Por otra parte, las condiciones de
trabajo pueden suponer a veces, por su natura-
leza en ocasiones, no sélo frustracion personal
sino sobrecarga y agotamiento intensos que lle-
guen incluso a causar accidentes laborales o en-
fermedades profesionales.

En las Gltimas décadas, el desarrollo del mo-
do de produccion ha generado profundas trans-
formaciones en el mundo laboral, la incorpora-
cion de las nuevas tecnologias junto a una
nueva organizacion del trabajo transforman el
mundo productivo. Aparece la flexibilidad como
criterio de organizacion de la produccion (9, 10)
y asi aparecen formas atipicas de contratacion y
el incremento del empleo informal, temporal, el
trabajo a tiempo parcial o el auténomo.

En nuestro pais en los Ultimos anos el indice
de temporalidad a aumentado notablemente
afectando fundamentalmente a los jovenes y a
las mujeres, segun viene reflejado en las En-
cuestas de Poblacion Activa del Instituto Nacio-
nal de Estadistica (11), asi que hay que reconocer
que, en el momento actual, la seguridad en el
empleo es el valor maximo al que aspira el tra-
bajador dada la precariedad laboral que existe
en nuestros dias. El ansia por la seguridad en el
puesto de trabajo esta tan extendida que la per-
cepcion de una situacion de inseguridad en el
empleo supone un factor de estrés de primer or-
den para el individuo y secundariamente, por
extension, para toda su familia. La literatura
cientifica ha mostrado ampliamente la asocia-
cion causal entre el desempleo y una mayor
morbi-mortalidad, peores habitos de salud y ca-
lidad de vida (12).

Estudiando las variables psicosociales que
podrian suponer riesgo para la salud mental, se
han descrito diversos factores de riesgo psico-
social en el medio laboral. Por ello se han po-
dido describir caracteristicas de algunas ocupa-
ciones que suponen por si solas mayor probabi-
lidad de sufrir psicopatologia, asi se ha visto,
por ejemplo, como los trabajadores sometidos a
una alta carga mental, baja autonomia y escaso
apoyo social, presentan significativamente peor
salud mental (13).

El hecho de que la situacion de desempleo se
asocie con una menor probabilidad de alta labo-
ral, refleja que los factores socioecondomicos
pueden ser mas importantes a la hora de deter-
minar la duracion de la IT que incluso la propia
patologia. Un estudio espafnol mostraba que la
unica diferencia entre los procesos de IT de des-

MAPFRE MEDICINA, 2005; vol. 16, n.° 3 185



B. Rodriguez Ortiz de Salazar, A. Gomez Galligo, A. Garcia Parra, et al.

empleados y empleados era la duraciéon media
que fue tres veces superior en los primeros (14).

En nuestro estudio, hemos preferido la de-
nominacion de «sintomatologia depresiva» por
gue muchos pacientes en el momento de iniciar
la baja no cumplen criterios diagnosticos de nin-
gun trastorno mental en concreto y lo Unico que
presentan es sintomatologia ansioso-depresiva.

La necesidad de cuantificar la magnitud del
problema, para poder disenar politicas de pre-
vencion y promocion de la salud mental en el
ambito laboral, nos conduce a proponer los si-
guientes objetivos:

1. Calcular la prevalencia de los trastornos
mentales como causa de incapacidad temporal
en la Comunidad de Madrid.

2. Describir que trastornos mentales asocia-
dos al trabajo son mas prevalentes por profe-
sion, edad y por sexo.

MATERIALY METODO

Se ha disenado un estudio observacional
descriptivo cuyo ambito poblacional se enmarca
en la Comunidad Auténoma de Madrid.

Se han incluido en el estudio todos aquellos
pacientes en situacion de incapacidad temporal
con pago directo por el Instituto Nacional de la
Seguridad Social (INSS): desempleados, trabaja-
dores del régimen de auténomos, empleadas de
hogar y trabajadores del régimen agrario. Como
criterios de inclusién se han considerado aque-
llos pacientes que llevaban al menos 45 dias en
situacion de incapacidad temporal cuando se les
citaba por primera vez en el INSS y habian acu-
dido al menos una vez a la revisién de su IT. El
periodo estudiado es el comprendido entre el
uno de enero de 2002 al 23 de septiembre de
2003. Como fuente de informacion se ha utiliza-
do la Base de datos de Gestion y Control de la In
capacidad Temporal de la Direccién Provincial
del INSS en Madrid (EVALUA) (15)

fras una consulta de la base de datos EVA.-
LUA correspondiente al periodo de estudio, se
disend un base de datos ad hoc con aquellos pa-
Clentes que presentaban cormo diagnostico prin-
cipal alg(n trastorno mental

" 2 rariicteord lea ala - 2
& Tan registrada las siguientes variables:

e Diagnostico principal (codificado segun la
CIE-10)

e Segundo diagnéstico (CIE —10)

e Ocupacion (Clasificacion Nacional de Ocu-
paciones de 1994 )

e Duracion de la baja

¢ Desempleo

¢ Relacion de su situacion de incapacidad
con el trabajo

En primer lugar se calculd la prevalencia de
trastornos mentales entre los pacientes en situa-
cion de incapacidad temporal revisados en el
INSS, durante el periodo de estudio y su inter-
valo de confianza al 95% (IC 95%). Para el calcu-
lo de la prevalencia se han incluido todos aque-
llos pacientes que presentaba como diagndstico
principal algun trastorno mental. No se han in-
cluido los trastornos mentales secundarios a pa-
tologia organica ni los trastornos mentales que
aparecen como diagndstico secundario de otra
patologia principal.

Se han considerado como casos de IT aso-
ciados al trabajo aquellos en los cuales constaba
en la historia clinica elaborada por el médico
evaluador, que el paciente referia esta relacién ,
ya sea en el informe del médico de atencion pri-
maria, en el informe del especialista en psiquia-
tria o durante la entrevista psiquiatrica realizada
por el propio medico evaluador del INSS.

Se han recodificado las profesiones segtn la
Clasificacion Nacional de Ocupaciones de 1994
(CNO-94) (16) y los diagnésticos segtin Clasifica-
cion Internacional de Enfermedades sobre tras-
tornos mentales, (17) 10° revision (CIE-10), pos-
teriormente se ha depurado la base de datos y
se ha analizado estadisticamente utilizando el
paquete estadistico SPSS v 11. (18)

En el analisis se han utilizado técnicas esta-
disticas descriptivas, para sintetizar y presentar
las variables cuantitativas y cualitativas. Se han
calculado medias, porcentajes y pruebas esta-
disticas bivariantes y multivariantes. Se ha utili-
zado la chi-cuadrado para variables cualitativas
y la t de Student y el analisis de la varianza para
relacionar las variables cualitativas con las varia-
bles continuas.

RESULTADOS

Los principales resultados encontrados du-
rante el periodo de estudio fueron los siguientes:
se registraron un total de 14.536 episodios de IT
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que cumplian los criterios de inclusion especifi-
cados en la metodologia, es decir, pacientes que
llevaban al menos 45 dias en situacion de inca-
pacidad temporal cuando se les citaba por pri-
mera vez en el INSS y habian acudido al menos
una vez a la revision de su IT.

Tal y como se puede observar en el Figura 1,
que muestra la distribucion porcentual de los
14.536 episodios de IT por grandes grupos diag-
nosticos, la primera causa de incapacidad tem-
poral registrada durante el periodo de estudio es
la patologia del aparato locomotor que supone
el 50,2% (IC95% 49,7%-51,7%) de los procesos
de IT e incluye, tanto patologia osteomioarticu-
lar (31,6%) como fracturas y lesiones (18,6%). La
segunda causa de incapacidad temporal son
los trastornos mentales que suponen el 11,2%
(IC95% 10,7%-11,7%) del total de causas. El tercer
lugar lo ocupan las neoplasias (79%), en cuarto
lugar la patologia cardiovascular (72%) y en quin-
to lugar la patologia digestiva (5,3%).

Por tanto, un total de 1.628 trabajadores en IT
presentaban como diagndstico principal de su
incapacidad uno o varios trastornos mentales.

Las principales caracteristicas de los pacien-
tes en situacion de IT por Trastorno mental se
puede observar en laTabla |.

La distribucion de los casos por grupos de
edad muestra como el 30% esta comprendido
en el grupo de 30 a 39 anos, y aproximada-
mente el 70% tiene menos de 50 anos (Tabla ).
Al analizar la distribucién por grupos de edad y
sexo, observamos como en todos los grupos
de edad el nimero de mujeres es ampliamente
superior al de los hombres, excepto en el gru-
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Figura 1. Distribucion porcentual de la IT por grandes gru-
pos diagnosticos
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po de 60 y mas anos en el que se igualan (Fi-
gura 2).

En un principio, el andlisis de la causa de la
incapacidad segun el diagndstico que aparecia
en los partes de IT, dio como resultado que el
40,8% (665) de los pacientes presentaba depre-
siony el 14,5 % (236) reaccion de adaptacion. Sin
embargo, tras una revision exhaustiva de la his-
toria clinica y la codificacion de los casos (Tabla
Il) seguin los criterios de la CIE —-10, se comprobo
que Unicamente un 27,9 % (n = 454) cumplian cri-
terios de episodios depresivos mientras que en
un 21,1% (n = 334) presentaban trastornos de
adaptacion (F43), un 20,4% (n = 332) trastorno
mixtos ansioso — depresivos (F41), v un 8,7%
(n =142) S. dependencia a drogas (F10-F19).

La distribucion de los casos seguin diagnosti-
co y sexo (Figura 3), muestra como en las pato-
logias relacionadas con el consumo de drogas,
la esquizofrenia, el trastorno bipolar, incluso los
trastornos de la personalidad el perfil es mayori-
tariamente masculino, mientras que en las pato-
logias mas prevalentes como la depresién, los
trastornos de ansiedad y los trastornos de adap-
tacion el perfil es claramente femenino.

La distribucion de la edad media segun diag-
nostico muestra como en las patologias relacio-
nadas con el consumo de drogas ilegales , la
anorexia nerviosa o el trastorno psicético agudo,
la edad es inferior a la media, mientras que la
distimia, la ludopatia o los trastornos somato-
mofos presentan edades superiores a la media
(Tabla lil).

En el 75,8% de los procesos de IT la duracion
media fue superior a seis meses y tinicamente el
2,1% tuvieron una duracion inferior a tres meses
(Tabla 1). La duracion de la Incapacidad Temporal
por trastorno mental segin grupo de edad,
muestra que a medida que aumenta la edad, au-
menta la duracion de la IT.

Segun los datos recogidos en la historia clini-
ca, las causas mas frecuentes tal y como las des-
criben los pacientes fueron las siguientes: «tras-

lado de puesto o categoria», «cambio de
ubicacion geografica del pueston, «perdida del
puesto, desempleo o cierre del negocio», «des-
pido improcedente», «acoso moral» «tension la-
boral» «estrés laboral» «pendiente de juicio»
«problemas con el jefe o companeros» «acoso
sexual» «camenazas» y «sensacion de manipula-
cion por parte de companeros o jefesy.

Entre los que presentaban sintomatologia
depresiva reactiva, pero no relacionaban su sin-
tomatolagia con el trabajo, las causas mas fre-
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TABLA |. Caracteristicas de los pacientes en IT porTrastomos mental

Variable Pacientes en IT por Pacientes que asocian
Trastomo mental su patologia con el
(N = 1628) trabajo (N = 289)

Edad media (DE} 43,06 (11,5) 43,53 (11,15)

Rango 19-79 22-71

Sexo

Hombres 44,4 % 47%

Mujeres 55,6 % 53%

Grupo de Edad

19-29 anos 12,7% 11,5%
30-39 anos 29,5% 29%

40-49 anos 28,1% 26,4%
50-59 anos 19,5% 23,6%

> = 60 anos 10,2% 9,6%
Régimen SS

Régimen General 65,3% 80,9%
Auténomos 26,5% 16.6%
Empleadas de hogar 7% 2,1%
Agrario 1,3% 0,4%
Duracion media IT
< 3 meses 34 (2,1%) 5(1,7%)
3-6 meses 360 (22,1%) 74 (25,6%)
6-12 meses 640 (39,3%) 109 (37,7%)
>12 meses 594 (36,5%) 101 (34,9%)

Cuentemente alegadas fueron las siguientes:
<t§eparaci0nes matrimoniales», «problemas eco-
nomicos», «duelos patolégicos», «consumo de al-
cohol», «patologia organica», «politraumatismos»,
«malos tratos», «problemas familiares», «agresio-
nes fisicas», o «abusos durante la infancia.

Un total de 289 pacientes, el 178% (IC95%
16,85% -18,75%) del total de pacientes que se
encontraban en situacién de incapacidad por al-
gun trastorno mental, relaciona su patologia y
su Sl_tuaci()n de incapacidad laboral con el traba-
1o (Figura 4). E1 16,9% de las mujeres y el 18,8%
de I.OS hombres que se encuentran en situacion
de Incapacidad temporal por Trastorno mental
relacionan su patologia con el trabajo. Analizan-
do los casos segun diagndstico, se observa que
el 13,2% de los episodios depresivos (F 32- CIE
10) el 24% de los trastornos mixtos ansioso de-
E;E’SS'(;’OS (F 41-C_i!5 10) y el 33,2% de los trastor-
Causaedadapt_acron (F 43- CIE 10) refiere que la
— € Su Incapacidad Yy sus sintomas estan

Clonadas con las condiciones de trabajo (Fi-
gura 4),

- ;‘;’S Principales caracteristicas de los pacientes
uacion de IT porTrastorno mental que rela-
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cionaban su patologia con el trabajo (N = 289),
se puede observar en laTabla I.

En el grupo de edad entre 30-39 anos predo-
minan el sexo femenino, mientras que en los
mayores de 40 anos predominan los hombres
(Figura 2).

De los 289 casos que relacionan su patologia
con el trabajo, el 90% (n = 254) presentan como
diagnéstico principal alguno de los siguientes
trastornos: 114 (39,4%) trastornos de adaptacion,
80 (277%) trastornos ansiosos-depresivos y 60
(20,8%) episodios depresivo (Tabla IV)

Se han observado diferencias estadistica-
mente significativas (p < 0,0001) entre aquellos
pacientes que relacionan su patologia con el tra-
bajo y la ocupacion. Aunque las grupos de ocu-
pacion mas frecuentes entre los pacientes en IT
con diagnéstico de trastorno mental, son los tra-
bajadores no cualificados (26%), hosteleria, ser-
vicios y comercios (21,3%) y empleados de ofici-
na (13,6%), son los trabajadores cualificados:
directivos (41%), técnicos cientifico-intelectuales
(30%) y empleados administrativos (27%), los
que presentan mayor prevalencia de sintomato-
logia depresiva asociada al trabajo (Tabla V).
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Total pacientes en IT por T. Mental (N= 1.628)
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Figura 2. Distribucion por edad y sexo.

La duracion media de la IT en pacientes que
relacionan su patologia con el trabajo (n = 289)
por grupo de edad, muestra como la duracion
aumenta con la edad, mientras que en el grupo
de mayores de 60 afnos la mayoria de los proce-
sos duran mas de un ano, en el grupo de 30-39
anos, la mayoria presenta una duracion media
entre 6 y 12 meses. También se han observado
diferencias estadisticamente significativas entre
aquellos pacientes que relacionan su patologia
con el trabajo y el desempleo , el 21,5% de los
pacientes en desempleo asocian su patologia
con el trabajo, frente al 11,2% de los que no se
encontraba en desempleo. (p < 0,05).

DISCUSION

El control de la incapacidad temporal en el
Instituto Nacional de la Seguridad Social (INSS)
se realiza a trabajadores a los que la entidad pa-
ga la prestacion de forma directa, lo que se co-
noce como pago directo. En la actualidad, en la
gestion y control de la incapacidad temporal por
el INSS quedan excluidos casi todos los trabaja-
dores en situacion de incapacidad temporal a los
que el INSS realiza el pago de la prestacion a tra-
vés de la empresa (pago delegado), que incluye
ala mayoria de los trabajadores del Régimen Ge-
neral y los trabajadores de Clases Pasivas. Es de-
cir, la poblacion muestral estudiada, tal como se
define en el material y método, esta constituida
exclusivamente por trabajadores de los Regime-
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nes de Empleados de hogar (fijos y disconti-
nuos), Régimen Agrario {(por cuenta propia y aje-
na), Régimen de Autdnomos, desempleados del
Regimen General, y un pequeno porcentaje de
trabajadores que se encuentran en situacion de
pago delegado. Por lo tanto, los resultados pre-
sentados deben ser interpretados en relacion a la
poblacion de la que provienen. Esta limitacion,
afecta por tanto a los resultados por profesiones
va que algunas aparecen suprarrepresentadas
(hosteleria, comercio) mientras que otras estari-
an infrarrepresentadas (profesores, sanitarios) o
no representados( funcionarios).

Se obtiene una prevalencia de trastornos
mentales como causa de incapacidad temporal
en la Comunidad de Madrid del 11.2 % (IC95%
10,7%-11,7%), constituyendo la segunda causa
de IT de larga duracion tras la patologia osteoar-
ticular y traumatoldgica. Si recordamos que en el
control de la incapacidad temporal que se realiza
en la actualidad desde las Unidades Médicas del
INSS, se cita a aquellos pacientes que llevan al
menos 45 dias en dicha situacion, se compren-
dera porque patologias tan prevalentes como la
patologia de vias respiratorias altas, de corta du-
racion, no aparecen entre los resultados. Hay que
tener en cuenta que esta prevalencia se refiere
upicar‘pente aquellos pacientes que tienen como
_d|agnostico principal patologia mental, no estan
incluidos los que presentan patologia mental
secundaria a patologia organica, ni los que pre-
sentan patologia mental como segundo diagnos-
tico, lo que aumentaria la prevalencia. En cohe-
rencia con los resultados de varios autores
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TABLA II. Distribucion por Grupos diagnosticos segun la CIE-10

CIE —10 Diagnéstico Frecuencia Porcentaje

F10 S DEPENDENCIA ALCOHOL 72 4,4
F11 S DEPENDENCIA OPIACEOS 9 0,6
F12 S DEPENDENCIA CANNABIS 2 0.1
F14 S DEPENDENCIA COCAINA 10 0,6
F19 POLITOXICOMANIA 49 3,0
F20 ESQUIZOFRENIA 54 33
F21 TESQUIZOTIPICO 3 0,2
F22 TIDEAS DELIRANTES 21 1,3
F23 T PSICOTICO AGUDO 38 2,3
F25 T ESQUIZOAFECTIVO 13 0,8
F31 TBIPOLAR 74 4,5
F32 EPISODIO DEPRESIVO 454 279
F33 T DEPRESIVO RECURRENTE 21 1,3
F34 T HUMOR (DISTIMIA) 43 2,6
F40 ANSIEDAD FOBICA 29 1,8
F41 TANSIEDAD 332 204
F42 T OBSESIVO COMPULSIVO 12 0,7
F43 TADAPTACION 344 211
F44 T DISOCIATIVO 4 0,2
F45 T SOMATOMORFO 6 0.4
F50 T CONDUCTA ALIMENTARIA 19 1,2
F60 T PERSONALIDAD 14 0.9
F63 T CONTROL IMPULSOS (LUDOPATIA) 3 0,2
F68 OTROSTRASTORNOS 2 0,1

TOTAL 1628 100,0

(19,20), las incapacidades temporales de larga
duracion en general son explicadas por trastor-
nos mentales o neoplasias.

La sobreestimacion previa de la depresion co-
mo causa de IT se debe principalmente a que la
informacion contenida en un primer momento en
el parte de IT se refiere a «sintomatologia depre-
sivan sin cumplir criterios de ninguna entidad no-
sologica. Por esa razon, una vez codificados los
pacientes en base a la informacion contenida en
la historia clinica elaborada a partir de la docu-
mentacion clinica aportada por el interesado y en
funcion de la entrevista psicopatolgica realizada
por médico evaluador, podemos afirmar que el
25% de esas «depresiones» no eran realmente
ep'isodios depresivos sino trastornos de adapta-
Clon o trastornos mixtos ansioso-depresivos.

Segun los resultados de nuestro trabajo y en
cpncordancia con estudios previos, la prevalen-
cia global de IT por trastornos mentales no pa-
rece diferir entre la poblacion masculina y feme-
nina, sin embargo los trastornos de adaptacion
y trastornos mixtos ansioso-depresivos son Mas
frecuentes entre las mujeres, mientras que los
trastornos relacionados con el abuso de sustan-
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cias psicoactivas son mas frecuentes entre los
hombres (8). A diferencia de los trastornos de
ansiedad y depresion las enfermedades psiquia-
tricas graves como la esquizofrenia y el trastor-
no afectivo bipolar, no muestran diferencias por
género (8). Sin embargo la comorbilidad psi-
quiatrica y la prescripcion de psicofarmacos es
mas frecuente en mujeres (8, 21).

Uno de cada tres pacientes se encuentran en
el grupo de edad entre 30 y 39 afnos y dos de ca-
da tres tiene menos de 50 anos, es decir, se en-
cuentran en el rango de mayor productividad la-
boral. El descenso de casos en grupos de edad
mas avanzada podria justificarse por una dismi-
nucion del porcentaje de desempleados.

Dos de cada tres casos de IT por trastorno
mental estudiados, se encontraban en situacion
de desempleo al inicio de la IT o pasaron a estar
en dicha situacion durante el periodo de incapa-
cidad temporal. No disponemos de datos sufi-
cientes para analizar si dicha situacion de desem-
pleo era previa o posterior al inicio de la patologia
mental. En diferentes estudios (8, 20, 21, 22, 23,
24, 25) se afirma que existe un incremento de an-
siedad y sintomas depresivos en personas en

38

38

Sintomatologia depresiva asociada al trabajo

S DEPENDENCIA ALCOHO
S DEPENDENCIA OPIACE
S DEPENDENCIA CANNAB
S DEPENDENCIA COCAIN
POLITOXICOMANIA
ESQUIZOFRENIA

T ESQUIZOAFETIVO

T IDEAS DELIRANTES
EPISODIO PSICOTICO

T ESQUIZOAFECTIVO

T BIPOLAR

EPISODIO DEPRESIVO
DEPRESION CRONICA
DISTIMIA

ANSIEDAD FOBICA

T ANSIEDAD

T OBSESIVO COMPULSIV
T ADAPTACION

T DISOCIATIVO

T SOMATOMORFQ
ANOREXIA NERVIOSA

T PERSONALIDAD
LUDOPATIA
OTROSTRASTORNOS

GRUPOS DIAGNOSTICOS CIE - 10

SEXO

- Mujeres

Numero de casos

!
- I - Hombres
0

200 300

Figura 3. Distribucién por grupos diagnosticos y sexo

situacion de desempleo, y que en personas con
patologia psiquiatrica previa, el tiempo de des-
empleo se alarga en comparacion con trabajado-
res sanos, al igual que en nuestro estudio.

Uno de cada cinco pacientes que se encon-
traban en situacion de incapacidad temporal por
algtn trastorno mental, relaciona su patologia y
su situacion de incapacidad laboral con el traba-
jo, de estos, el 90% presentan como diagnostico
principal un trastornos de adaptacion (39.4%),
un trastorno ansioso-depresivo (27.7%) o un epi-
sodio depresivo (20.8%). Aunque no esta claro
que unas condiciones laborales adversas pue-
dan causar directamente sintomatologia depre-
siva, lo que si parece cierto es que una presion vy
un estrés excesivo en el trabajo en pacientes con
problemas sociales y/o familiares como aconte-
cimientos vitales estresantes pueden contribuir
al desarrollo de una enfermedad depresiva.

La informacion disponible nos permite afir-
mar que cierto tipo de trabajos se asocia con un
aumento del riesgo de insatisfaccion laboral y de
estrés (3, 4, 23). Aquellos trabajos que compor-

tan un mayor esfuerzo psiquico podrian conlle-
var un mayor riesgo de padecer un trastorno
afectivo. Dicha afirmacion coincide con nuestros
resultados, ya que los trabajadores cualificados:
directivos, técnico cientifico-intelectuales y em-
pleados administrativos, son los que presentan
mayor prevalencia de sintomatologia depresiva
asociada al trabajo (14, 19, 22). En cambio este
porcentaje disminuye considerablemente en el
grupo de trabajadores que realizan tareas con
sobrecarga fisica (14).

Cabe destacar que, aunque las mujeres pre-
sentan con mavyor frecuencia un trastorno de
adaptacion como causa de incapacidad tempo-
ral, es significativamente mayor el porcentaje de
hombres que presentan esta patologia asociada
al trabajo.

Segun los datos de muestro estudio, un por-
centaje muy alto de casos estaria explicado por
el desempleo ya que esta situacion, esta sobre-
rrepresentada en la muestra, mientas que el res-
to se deberia tal y como lo relatan los pacientes
a las siguientes situaciones «traslado de puesto
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TABLA lll. Distribucion de la edad media por Grupos diagndsticos
segun la CIE-10

DIAGNOSTICO CIE 10 EDAD MEDIA N DE.
F10 S DEPENDENCIA ALCOHOL 44,71 72 8,483
F11 S DEPENDENCIA OPIACEQS 3744 9 6,307
F12 S DEPENDENCIA CANNABIS 2750 2 2,121
F14 S DEPENDENCIA COCAINA 35,40 10 6,096
F19 POLITOXICOMANIA 35,69 49 7133
F20 ESQUIZOFRENIA 34,44 54 8,107
F21 TESQUIZOTIPICO 40,00 3 5,292
F22 TIDEAS DELIRANTES 40,67 21 12,006
F23 T PSICOTICO AGUDO 36,97 38 9,542
F25 TESQUIZOAFECTIVO 41,15 13 11,298
F31 TBIPOLAR 41,81 74 10,875
F32 EPISODIO DEPRESIVO 44,97 454 11,788
F33 T DEPRESIVO RECURRENTE 4776 21 7981
F34 T HUMOR (DISTIMIA) 49,09 43 10,524
F40 ANSIEDAD FOBICA 3793 29 9,000
F41 TANSIEDAD 41,93 332 11,584
F42 T OBSESIVO COMPULSIVO 40,50 12 10,501
F43 TADAPTACION 45,50 344 11,652
F44 T DISOCIATIVO 39,50 4 8,699
F45 T SOMATOMORFO 48,00 6 8,246
F50 T CONDUCTA ALIMENTARIA

(ANOREXIA NERVIOSA) 31,53 19 6,842
F60 T PERSONALIDAD 38,57 14 11,393
F63 T CONTROL IMPULSOS (LUDOPATIA) 51,33 3 7371
F68 OTROSTRASTORNOS 49,50 2 14,849

TOTAL 43,06 1628 1,479

DE = Desviacion tipica

0 categorian, «cambio de ubicacién geografica
del pueston, «acoso moral» «tensidon laboral»
«estrés laboral» «pendiente de juicio» «proble-
mas con el jefe o companeros» «acoso sexual»
«amenazas» 0 «sensacion de manipulacion por
parte de companeros o jefes».

Como se ha podido comprobar los trastornos
depresivos relacionados con la actividad laboral
y /o con el puesto de trabajo, son cada vez mas
frecuentes en nuestro medio y son una causa
frecuente de incapacidad laboral. Los riesgos
emergentes en Salud laboral entre los que se en-
cuentran los riesgos psicosociales, suponen un
Dro_blema de salud publica, donde se hace nece-
saria la implicacion y colaboracién de entidades
politicas, organizaciones asistenciales, servicios
de prevencién y profesionales médicos para la
correcta actuacion frente a las consecuencias
pre\(enibles de dichos riesgos.

) En la Ley de Prevencion de Riesgos Labo-
fuente de ‘ripsgos {estr Der8pect|va§: coms
C > ‘estresores de caracter psi-
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cosocial), como elementos que influyen en la
vuinerabilidad de los trabajadores ante diver-
sos riesgos laborales (estados transitorios de
fatiga), como recursos o barreras disponibles
en la organizacion para prevenir riesgos (sis-
temas de informacion) y como consecuencias

100%
B80%
60%

46% l

20% 1°

I
|
i 1 i EA €5 Lok il P
TADAPTACION TANSIOSO E.DEPRESIVOS TOTAL
F 43 DEPRESIVOS F32
Fa1

Figura 4. Porcentaje casos relacionados con el trabajo en
E. Depresivos, T ansiedad yT adaptacion
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TABLA V. Distribucion de los casos asociados al trabajo por grupo diagnostico

DIAGNOSTICO FRECUENCIA PORCENTAJE
S DEPENDENCIA ALCOHOL 3 1,0
S DEPENDENCIA OPIACEQS 1 0,3
S DEPENDENCIA COCAINA 1 0,3
POLITOXICOMANIA 1 0,3
ESQUIZOFRENIA 2 0,7
T IDEAS DELIRANTES 1 0,3
EPISODIO PSICOTICO 6 2,1
T ESQUIZOAFECTIVO s 0,7
T BIPOLAR 2 0.7
EPISODIO DEPRESIVO 60 20,8
T. DEPRESIVO RECURRENTE 7 2.4
DISTIMIA 6 2,1
ANSIEDAD FOBICA 1 0,3
T MIXTO ANSIOSO-DEPRESIVO 80 277
T ADAPTACION 114 394
T DISOCIATIVO 1 0,3
T CONTROL IMPULSOS 1 0,3
Total 289 100,0

nocivas de estos riesgos (burn-out o depre-
sion) (27).

Los resultados obtenidos en este estudio
deberian tenerse en cuenta a la hora de des-
arrollar posibles vias de prevencion e inter-
vencion sobre los riesgos psicosociales en el
ambito laboral. Desde una perspectiva de pre-
vencion primaria la linea de actuacion priori-
taria seria la actuacidon sobre los factores or-
ganizacionales y el ajuste de expectativas en
los profesionales, la potenciacion de factores
motivadores (formacidon continuada, carrera

profesional) y prevencion de riesgos laborales
de los centros de trabajo. Desde una perspec-
tiva de prevencion secundaria, la linea de ac-
tuacion seria la deteccion temprana de los ca-
S0s con mavyor riesgo, la intervencion tanto a
nivel individual como grupal (equipos de tra-
bajo), dotando a los profesionales de herra-
mientas de afrontamiento y competencias de
manejo y control, y finalmente el estableci-
miento de lineas de intervencién con progra-
mas especificos de evaluacion e intervencion
temprana.

TABLAYV. Porcentaje de los casos asociados al trabajo por ocupacion

CLASIFICACION NACIONAL Casos asociados CasosenlIT  Prevalencia
DE OCUPACIONES (CNO- 94) al trabajo porTmental
1 PERSONAL DIRECTIVO 27 66 A%
2 TECNICOS PROFESIONALES
CIENTIFICOS E INTELECTUALES 37 122 30%
3 TECNICOS PROFESIONALES DE APOYO 35 141 25%
4 ADMINISTRATIVOS 60 223 27%
5 HOSTELERIA SERVICIOS PERSONALES,
COMERCIOS 55 353 16%
6 AGRICULTURAY PESC 1 18 0,5%
7 ARTESANOSY OFICIALES 17 148 1%
8 OPERARIOS MAQUINARIA
Y CONDUCTORES 15 131 M%
9 TRABAJADORES NO CUALIFICADOS a1 414 9%

P<0,001
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Acciones neurotroficas de la hormona
de crecimiento durante el desarrollo y

envejecimiento cerebral

Neurotrophic actions of growth hormone
during development and brain aging

Servicio de Endocrinologia,
Hospital Ramadn y Cajal,' Hospital Carlos Il

RESUMEN

En estudios previos hemos demostrado que la hormona de crecimien-
to (GH) induce la proliferacién y diferenciacion de células cerebrocortica-
les embrionarias. El papel de l1a GH en el desarrollo de los oligodendrocitos
(OD) y mielinizacién es poco conocido, Es este estudio se pretendié investi-
gar si la GH promueve el desarrollo de oligodendrocitos y los mecanismos
de senalizacién implicados en este proceso. También se estudid, la accidin de
GH en remielinizacion cerebral durante el envejecimiento, Células cere-
brocorticales embrionarias se cultivaron en DMEM, 15% de FCS, durante
6 horas, se mantuvieron 4 dias en medio definido con FGFb (25ng/ml) y se
expusieron a GH (50ng/ml) durante 8 dias. Los inhibidores de guinasas se
anadieron 45 minutos antes que Ia GH. Ratas adultas (3 meses) y viejas (27
meses) se trataron con GH subcutinea (150 pug/12hr) durante 7 dias, Para
verificar el efecto de GH en desarrollo de oligodendrocitos y mielinogene-
sis, pre-OD y oligodendrocitos maduros se detectaron por inmunaocitoqui-
mica con anticuerpos frente a 04 y proteina bisica de mielina (MBP) res-
pectivamente. MBP se analizd en cerebro por inmunohistoquimica. GH
incrementé el nimero de células positivas a 04 (Control: 100%; GH:
166+£5%) y MBP. Para establecer si las vias de seiializacion MAPK y P13K
participaban en la accién de GH sobre oligodendrogénesis, los inhibidores
de quinasas PD (098059 (10, 30 and 50 uM) v LY294002 (2.5, 5,10 y 20uM)
respectivamente. Tanto la expresion basal como la inducida por GH de O4
¥ MBP se abolié totalmente por PD 30uM y LY 2,5uM, y parcialmente por
PD 10uM. El tratamiento con GH también incrementé la expresin de
MBP en cerebro de ratas viejas. Estos resultados indican que la GH pro-
mueve la oligodendrogénesis incrementando el nimero de pre-OD y la mie-
linogénesis. También indican que la activacion de las vias MAPK y PI13-K
es necesaria para la induccién de OD por GH y asi como para el desarrollo
basal de los OD. Ademds, este estudio demuestra que la GH induce el pro-
ceso de remielinizacion en el cerebro de la rata vieja.

Palabras clave: GH, cerebro, miclina, envejecimiento, seializacion
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ABSTRACT

We have previously reported that Growth Hormone (GH) induces
proliferation and differentation of prenatal cerebrocortical cells. The ro-
le of GH in oligodendrocyte (OD) development and myelination is poorly
understood. The aim of the study was to investigate whether GH promo-
tes OD maturation and to establish the signaling pathways involved in its
action. Also, the action of GH on brain remyelination during aging was
studied. Prenatal rat cerebrocortical cells incubated in DMEM 15% FCS
for 6 h were cultured for 4 days in defined medium with 25ng/ml bFGF
and treated for 8 days with 50 ng/ml human recombinat GH. Kinase in-
hibitors, when used, were added 30 minutes before GH treatment. Adult
(3 months) and 27 month-old Wistar rats were treated subcutaneously
with rhGH (150 pug/12hr). To verify the effect of GH on OD development
and myelination, pre-OD and mature OD were detected by immunocy-
tochemistry using O4 and myelin basic protein (MBP) antibodies res-
pectively. MBP was detected in brain by immunohistochemistry. GH in-
creased the number of O4 (Control: 100%; GH: 166+5%) and MBP
positive cells. To elucidate whether the MAPK and PI3K signaling path-
ways were involved in GH-induced OD development, the kinase inhibi-
(ors PD 098059 (10, 30 and 50pM) and LY294002 (2.5, 5.10 and 20uM)
were used. GH-induced and basal appearance of O4 and MBP positive
cells was completely prevented by 30pM PD and 2.5uM LY and partly by
10pM PD. GH treatment increased the expression of MBP in the old rats.
These results indicate that GH promotes oligodendrogenesis by increa-
sing the number of pre-OD and myelination. They also show that the ac-
tivation of MAPK and PI3K pathways is crucial for GH induction of OD
as well as basal OD development. In addition, GH promotes remyelina-
tion in the CNS during aging.

Key words: GH, brain, myelin, aging, signaling
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INTRODUCCION

Hormona de crecimiento y cerebro

La hormona de crecimiento (GH) es una hor-
mona proteica, no glicosilada que se sintetiza
preferencialmente en la hipofisis anterior donde
es la hormona mas abundante. La GH ejerce sus
acciones mediante la activacion de receptores
especificos localizados en la superficie celular de
las células diana. Inicialmente se pensé que to-
dos los efectos de la GH estaban mediados por
el factor de crecimiento similar a la insulina (IGF-
I) y que en consecuencia los receptores para GH
estaban restringidos al tejido hepatico. Poste-
riormente se ha demostrado que los receptores
de GH estan ampliamente distribuidos por nu-
merosos tejidos incluido el sistema nervioso
central (SNC) (1).

La presencia del mRNA del receptor de GH
en cerebro fué evidenciada hace ya una década.
Estudios inmunocitoquimicos indican que un
pequeno numero de células reactivas para GH
existen en el dia E18 en la hip&fisis de la rata y
que su numero se incrementa marcadamente en
las siguientes 24 horas. Estudios recientes han
demostrado que la GH atraviesa la barrera he-
matoencefalica a través de un mecanismo liga-
do a receptor por lo que la GH de origen hipofi-
sario podria ser el ligando que activase el
receptor de GH durante el desarrollo. Sin em-
bargo existe una convincente evidencia de que
la GH se sintetiza en cerebro donde se encuentra
presente en la corteza basal, hipocampo exter-
no, estriado etc (2, 3). Modelos experimentales
con deficiencia congénita de GH como el ratdn
lity el snell, confirman el papel de GH en el des-
arrollo cerebral,

_ En los dltimos afnos un gran numero de estu-
c)hos han puesto en evidencia que el SNC es un
organo diana para la GH donde puede ejercer
funciones centrales sobre comportamiento . En
nuestro laboratorio hemos demostrado que la

GH es un potente factor neurotrofico en cerebro
de embriones de rata (4).

Hormona de crecimiento y cerebro adulto
. fantu en la rata como en humanos, se ha
(85"‘5‘-’ la presencia del receptor de GH Y
(—»u :fn NA en diversas areas del cerebro adulto
I 5). Aunque los niveles del receptor de GH de-
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caen después de la maduracion del sistema ner-
vioso, siguen presentes en el adulto, lo que pro-
porciona evidencias indirectas de una accion de
GH también en cerebro adulto.

Esta ampliamente documentado que los ni-
veles de GH empiezan a declinar poco después
del periodo peripuberal. Datos recientes de
nuestro laboratorio (6) indican que este declinar
puede deberse a una disminucion de la expre-
sion del factor liberador de la GH (GHRH) y no a
un aumento del tono somatostatinérgico como
se habia postulado. La deficiencia de GH en
adultos se acompana a menudo de sintomas de
naturaleza psiquiatrica con depresion, pérdida
de memoria y labilidad emocional (7). El trata-
miento sustitutivo con GH mejora dichos sinto-
mas. A nivel bioquimico se ha observado que el
tratamiento con GH aumenta los niveles de esta
hormona en el liquido cefalorraquideo. Ademas
modifica los niveles de neurotransmisores e in-
crementa la concentracion de beta-endorfinas
(8), lo que podria justificar el efecto euforizante
asociado al aumento de GH.

Dado que en el envejecimiento fisioldgico tie-
ne lugar un descenso en las concentraciones hi-
pofisarias y séricas de GH, se ha postulado la
participacion de esta hormona en el declinar de
algunas funciones cognitivas que ocurre con la
edad. La GH es capaz in vivo, tras su administra-
cion periférica, de incrementar la expresion de
SS en hemisferios cerebrales de ratas viejas, co-
mo hemos demostrado en nuestro grupo (9, 10).
Estos datos apoyan y sugieren un importante
papel neurotrofico del eje somatotropo en el
SNC de la rata vieja.

GH y mielinizacion del Sistema Nervioso
Central

La participacion de GH en el proceso de mie-
linizacion del sistema nervioso fue sugerida hace
ya varias décadas. La deficiencia de GH inducida
inmunoldgicamente en el periodo neonatal cau-
sa hipomielinizacion en el cerebro de rata (11, 12).
También se ha observado que la GH, administra-
da por via intraperitoneal a ratas neonatales into-
xicadas por hidrocortisona, restaura parcialmen-
te las alteraciones de la mielinogénesis inducidas
por aquella. En el raton snell y little, modelos de
ratones con deficiencia de GH, se ha observado
una disminucion del contenido total de mielina
acompanada de una reduccion de la actividad lo-
comotora (12). In vitro, en cultivos de explantes
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de corteza cerebral, la GH incrementa la acumu-
lacion de la MBP en células cerebrocorticales de
rata (13). El mecanismo por el que GH induce sus
efectos sobre mielinizacion no ha sido aclarado.
Dado que IGF es el mas importante mediador
de las acciones de GH (4) una posibilidad es que
la GH ejerza sus efectos sobre mielinizacion a tra-
vés de la induccion de IGF local o periférico. Sin
embargo la GH, bien hipofisaria o cerebral, tam-
bién podria ejercer sus acciones directamente. La
evidencia de que la GH se sintetiza en areas ce-
rebrales, de corteza basal, hipocampo y nucleo
estriado (1), hace probable una accion autocrina
o paracrina de GH.

Senalizacion de GH

El receptor de la GH (GHR) utiliza, como la
mayoria de los receptors de citoquinas, |a via de
senalizacion de JAK-STAT. La activacion del GHR
induce la fosforilacion de los residuos de tirosi-
na en el sustrato del receptor de insulina (IRS) y
la consiguiente activacion de la via PI3K quinasa.
La activacion de la via PKC por la GH da lugar a
la activacion de la via MAPK.

El factor de transcripcién CREB se caracteriza
por su capacidad de unién a la secuencia CRE
presente en los promotores de los genes que
respoden a AMPy/o calcio (14). Su eficiencia co-
mo activador transcripcional esta regulada por
fosforilacion de la proteina en el residuo Ser133.
Aunque inicialmente fué caracterizado como
sustrato de la PKA, CREB puede ser fosforilado
por quinasas dependientes de calcio o inducidas
por factores de crecimiento entre los que se en-
cuentra IGFI (15, 16). Se ha demostrado niveles
elevados de CREB durante el periodo postnatal
lo que sugiere su implicacion en el proceso de
mielinogénesis.

MATERIALY METODOS

Reactivos

Todos los reactivos fueron suministrados por
Sigma (St.Louis, MO) al menos que se especifi-
que de otra manera. La hormona de crecimiento
recombinante humana (rhGH) fue suministrada
por Kabi ( Suecia). LY294002 y PD098059 se ob-
tuvieron de Alexis Corp. San Diego, USA).

Hormona de crecimiento y cerebro

Buffers y medios

Suero fetal bovino (FBS), solucion salina de
Hank’s, PBS, DMEM fueron de BioWhittaker, Inc.
(Walkersville, MD, USA). El medio definido (MD)
consiste en DMEM con glucosa 4,5gr/L, Ham's
F12 (1:1), suplementado con CO3HNa (1,2gr/L),
glucosa (6gr/L), transferrina (0,1gr/L),putrescina
(10-°M), selenito sodico (2x10¥M), corticosterona
(107M), HEPES (15mM), T, (107°M), L-glutamina
(4mM) and penicilina-estreptomicina (100U/ml).

Preparacion de cultivos primarios de células
cerebrocorticales

Se extrajeron los hemisferios cerebrales de
fetos de ratas Sprague-Dawley de 17 dias de
edad embrionaria y se transfirieron al medio
de cultivo: DMEM, 4,5 gr/L de glucosa, 4mM glu-
tamina, 15% de FCS. Se dispersaron las células
mecanicamente y se sembraron en cristales de 12
mm de diametro tratados con poli-L:lisina a una
densidad de 80.000 células/cristal para los estu-
dios inmunocitoquimicos, o en placas de cultivo
de 35mm de didmetro a una densidad de 5x10°
células/placa para los estudios bioquimicos. Seis
horas después de la siembra, se extrajo el medio
y se anadio MD que contenia bFGF (Peprotech,
UK) (25ng/ml) y se mantuvieron las células du-
rante 4 dias en estas condiciones. A continuacion
se expusieron durante 7 (O4) u 8 (MBP) dias a GH
(50ng/ml) en medio definido sin bFGF .

Inmunocitoquimica de 04 y MBP

Se utilizaron anticuerpos frente a los antigenos
Od4(cedido por el Dr. Carlos Paino) y MBP (Sero-
tec) para tenir pre-oligodendrocitos y oligoden-
crocitos respectivamente. Las células se fijaron
durante 10 minutos en 4% de paraformaldehido,
se bloqueo la actividad de peroxidasa endogena,
y las celulas se incubaron a temperatura am-
biente con los anticuerpos frente a 04 (1:10) y
MBP (1:200), se lavaron y se incubaron con anti-
cuerpos secundarios marcados con biotina. Las
celulas se contratineron con hematoxilina, se
montaron y se analizaron con microscopia de luz.

Westem inmunoblot

Al final de los experimentos, las células se la-
varon con PBS, se levantaron de las placas de
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cultivo y se colectaron por centrifugacion duran-
te 30 segundos a 16,000g. Las células se sus-

pendieron en buffer de lisis (HEPES 50 mM, pi-
rofosfato sédico 10mM, fluoruro sddico 100mM,

EDTA 2 mM, ortovanadato sadico 2mM, Triton X-

100 1%, glicerol 10%, PMSF 2 mM, aprotinina

10pg/mt y leupeptina 10ug/ml), se sonicaron du-
rante 5-10 segundos y se incubaron en hielo du-

rante 30 minutos. Los lisados se centrifugaron y
se determind la concentracion de proteinas por
el método de Bradford.

Cantidades iguales de proteinas de cada tra-
tamiento (20-25ug) se resolvieron por electrofo-
resis en gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PA-
GE) usando 10% de poliacrilamida en el gel de
separacion. Terminada la electroforesis se trans-
firieron a una membrana de PDVF por electro-
transferencia. Las membranas se bloquearon
con 5% de leche descremada en PBS 0,01M con-
teniendo 0,2% de Tween-20 (PBS-T) durante 1
hora, se incubaron con anticuerpos especificos a
las siguientes diluciones: anti-MBP: 1/500, anti-
fosfo-ERK1/2: 1:3000, anti-fosfo-Akt: 1/700, anti-
fosfo-CREB: 1/1000. Después de lavar con PBS-T,
las membranas se incubaron con el anticuerpo
secundario conjugado con peroxidasa durante 1
hora. Las bandas inmunoreactivas se visualiza-
ron por quimioluminiscencia con el sistema de
deteccion Supersignal Substrate WB (Pierce,
Rockford,IL, USA). Las bandas autoradiogréficas
se cuantificaron por analisis densitométrico de
los films usando el NIH Image 1,62 y los resulta-
dos se expresaron como unidades densitométri-
cas arbitrarias (u.d.a.). Una vez revelados los
films, las membranas se tiferon con azul Coo-
masie para confirmar la homogeneidad de la
cantidad de proteina aplicada.

‘ Cuando se utilizaron anticuerpos fosfo-espe-
cificos para detectar proteinas activadas
(ERK1/2, Akt y CREB) las membranas se trataron
sistematicamente con el reactivo Stripping Buf-
fer de Pierce (Rockford, IL,USA) durante 5 minu-
los'a temperatura ambiente para remover los
anticuerpos especificos, y se reincubaron con
anticuerpos que reconocen proteinas no fosfori-
liﬂ{Jas frente a ERK1/2, Akt y CREB a diluciones
177000, 1/8000 v 1/500 respectivamente.

Disefio experimental

r)'”—'g loye peti D
ara los estudios de Inmunocitoquimica, des-

pués de fl dias in vitro, las células se incubaron
durante 7 dias (04) o 8 dias (MBP) en MD sin
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FGF con GH (50ng/ml) y/o PD098059 y LY294002,
inhibidores especificos de la vias de sefalizacion
MAPK y PI3K quinasa respectivamente. Los inhi-
bidores de quinasas se anadieron 45 minutos

antes que la GH.

Estudios in vivo

Para los estudios in vivo se utilizaron ratas
macho de la cepa Wistar de 3 y 27 meses de
edad suministradas por Charles River (Barcelo-
na, Espana) y envejecidas en el animalario del
Hospital Ramoén y Cajal mantenidas con agua y
comida ad libitum. Grupos de seis animales de 3
y 27 meses que corresponden a rata adulta jo-
ven y a rata vieja respectivamente, recibieron
tratamiento con GH a dosis de 150ug/12 horas
administrada por via subcutanea en la region de
la nuca durante 7 dias. Un niimero idéntico de
animales recibié un volumen igual de vehiculo.
Cuatro horas después de recibir la Gltima dosis
de GH los animales se perfundieron por via
transcardial y la expresion de MBP se determind
mediante inmunohistoquimica una vez fijados y
preparados los tejidos. El analisis cuantitativo se
centro en la comisura anterior y el giro dentado
por su rigueza en mielina. La cuantificacion se
realizd como se describe a continuacion.

Sacrificio de animales

Las ratas se anestesiaron con Fluothane y se
realizo perfusion transcardiaca con salino hepari-
nizado (50-100ml) seguido de paraformaldehido
al 4% en PB 0,1M pH 74 (500 ml). Antes de iniciar
la perfusion se extrajo una muestra de sangre
que se mantuvo en frio hasta su procesamiento.
Finalizada la perfusion, se extrajeron los hemis-
ferios cerebrales, hipofisis e higados y se fijaron
durante 24 horas en el mismo fijador en frio. Se
transfirieron los tejidos a una solucion de 30% de
sucrosa en PBS y se dejaron en frio 2-3 dias.

Inmunohistoquimica

Mediante el uso de un criostato se obtuvieron
secciones histologicas de 25 mm de espesor que
se conservaron a -80°C hasta su utilizacion. Los
tejidos se lavaron con PBS 0,1M , se bloqueo la
actividad peroxidasa endogena mediante incu-
bacion en solucion de H,0, se procedio al blo-
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queo en PBS 0,1M, SNCa 1% de para evitar unio-
nes inespecificas de los anticuerpos y se incuba-
ron con el anticuerpo frente a MBP diluido 1:200
durante 16-20 horas. Las secciones se lavaron
con PBS y se incubaron durante 1 hora con el an-
ticuerpo secundario frente a IgG de ratdn, conju-
gado con biotina y diluido 1:250. Se lavaron de
nuevo y se incubaron con el complejo ABC du-
rante 1 hora. Se realizé el revelado de la reaccion
antigeno-anticuerpo mediante inmersién en una
solucion de diaminobenzidina y nitrato de niquel.
Se montaron las secciones en portaobjetos Su-
perFrost Plus (Menzel-Glazer, Alemania) previa
deshidratacion. Se cubrieron con cubreobjetos
montados en DPX. Para la cuantificacion de la in-
munotincion se fotografiaron las zonas de interés
con una camara fotografica Nikon FDX-35 y las
imagenes obtenidas se procesaron mediante un
digitalizador de imagenes Nikon Coolscan IIl. La
intensidad de la senal se cuantifico mediante la
aplicacion informatica NIH Image 1,62.

Analisis estadistico

En los estudios in vitro el nimero de placas
de cultivo por cada grupo experimental fue de 4
a 6 y la mayoria de los experimentos fueron re-
petidos al menos 4 veces. En los estudios in vivo
se emplearon 6 animales por grupo experimen-
tal. Los resultados se expresan como media, méas
menos error estandar. El andlisis estadistico se
efectud con ayuda del soporte informatico Stat-

Hormona de crecimiento y cerebro

Graphics Plu 4,1. La comparacion entre tres o
mas grupos experimentales se efectué mediante
ANOVA de una via empleandose para las com-
paraciones post hoc el test de Fisher; las compa-
raciones entre dos grupos experimentales se
efectuaron mediante el test de la t de Student pa-
ra muestras independientes. Las diferencias en-
tre los grupos se consideraron estadisticamente
significativas cuando la probabilidad de que se
debieran a la variacion muestral fue menor de
0,05 (p<0,05).

RESULTADOS

Efecto de la GH sobre el nimero de células
positivas a 04 y MPB en cultivos de células
cerebrocorticales de embriones de 17 dias

Con objeto de confirmar en nuestro sistema
de cultivo el efecto de GH sobre el proceso de
oligodendrogénesis in vitro, se analizod la in-
fluencia del tratamiento con GH sobre el niime-
ro de OD maduros y la expresion de MBP me-
diante inmunocitoquimica y posterior recuento
del nimero de células. Después de 4 dias in vi-
tro, las células se trataron con GH (50ng/ml) du-
rante 7 dias para los estudios de O4 y 8 dias pa-
ra los estudios de MBP.

Como se muestra en la Figura 1, la incuba-
cion con GH indujo un aumento significativo de
células O4 y MBP positivas, si bien el incremen-

O4
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Figura 1. Efecto de GH sobre el nimero de células 04 y MBP positivas. Después de 4 dias in vitro
(DIV), las células se trataron con GH durante 7 dias para (04) y 8 dias para (MBP). Los resultados ex-
presan la media + SE de tres experimentos.**, p<0.005.
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to de éstas ultimas fue de mayor intensidad. Es-
tos resultados indican que la GH es capaz de
promover in vitro el incremento en el nimero de
precursores intermedios de OD, caracterizados
por la presencia del antigeno 04, y la de inducir
su diferenciacion a oligodendrocitos maduros.

Efecto de la GH en la activacion de las vias
de sefializacion MAPK y PI3K en cultivos de
células cerebrocorticales de embriones

de 17 dias

GH es capaz de activar dos vias de senaliza-
cion predominantes: la PI3K y la MAPK. La acti-
vacion de la via PI3K tiene como resultado , en-
tre otros, la fosforilacion de su principal sustrato,
la proteina quinasa Akt/PKB. Del mismo modo la
activacion de la via MAPK se traduce en la fos-
forilacion de las dos isoformas de este enzima
(ERK1 y ERK2).

Después de 4 dias en medio definido con
FGE las células se mantuvieron 24 horas en me-
dio definido sin FGF. A continuacion se cambio el
medio a medio definido sin FGF y las células ce-
rebrocorticales se incubaron con GH (50ng/ml)
durante 5,10,30 y 60 minutos. Transcurridos es-
tos tiempos se recolectaron las células y se ob-
tuvieron los extractos proteicos para su analisis
mediante Western blot.

Los resultados se muestran en la Figura 2. El
tratamiento con GH resulté en un incremento de

Akt fosforilada que fue evidente a los 5 minutos
y maximo a los 30, manteniéndose los niveles
elevados hasta los 60 minutos. Los niveles de
Akt totales no se modificaron durante este tiem-
po confirmando que las variaciones de Akt fos-
forilado son reflejo de un incremento en su fos-
forilacion y no de la cantidad total de proteina.

El tratamiento con GH indujo un aumento
marcado en la concentracion de las formas fos-
foriladas de ERK1/2 que fue detectable a los 5
minutos , se mantuvo a los 10, y posteriormen-
te, a diferencia de lo ocurrido con Akt, los valo-
res descendieron hasta los niveles basales. Los
niveles de ERK total no se modificaron confir-
mando que GH altera especificamente la activi-
dad de MAPK y no su nivel de expresion.

Estos resultados muestran la capacidad de
GH para activar en nuestro sistema tanto la via
PI3K como la via MAPK. La activacion de ambas
rutas se lleva a cabo con una cinética diferente,
siendo la activacion de MAPK mas rapida y me-
nos sostenida que la de PI3K.

Efecto de la inhibicion de las vias
de senalizacion MAPK y PI3K en la induccion
de células 04 positivas por GH

Demostrada la capacidad de GH para activar
en nuestro sistema tanto la via PI3K como la via
MAPK se procedio a establecer la participacion
de cada una de estas rutas de senalizacion en el

SRR WS VR D Y
B ‘ e . fd,ha.‘ﬂd'ddﬁ’.‘h':g.:&mp.-ﬁl AKT (57 kDa)

ERK 1-P (44 kDa)
ERK 2-P (42 kDa)

minutos

Figura 2, Efecto de GH sobre la activacion de ERK and AKT . Después de 4 DIV, las cé-
lulas se trataron con GH durante los tiempos indicados. A: Panel superior, inmunoblot
representativo de un experimento con fosfo-ERK1/2(pERK). Panel inferior: ERK1/2 total
(T ERK). B:Panel superior, inmunohlot representativo de un experimento con fosfo-
(PAKT).Panel inferior, imunoblot de AKT total (T-AKT).

200 MAFPFRE MEDICINA, 2005; vol. 16, n.° 3

49

efecto de GH sobre células O4 y MBP, dado que
la activacion de un sistema de senalizacion en
respuesta a un estimulo extracelular no implica
necesariamente su participacion en un determi-
nado efecto desencadenado por aquél.

Para ello se blogqueé mediante inhibidores es-
pecificos las correspondientes rutas de sefaliza-
cion. Después de cuatro dias in vitro, las células
se preincubaron durante 45 minutos con
LY294002 a dosis de 2,5 UM o PD098059 a dosis
de 15 uM y finalmente tratados con GH durante
7 dias. Como control se empled un grupo de pla-
cas tratadas unicamente con el inhibidor.

En la Figura 3 se observa que la presencia del
inhibidor LY294002 redujo marcadamente el in-
cremento en el nimero de células O4 positivas
inducido por GH, demostrando con ello que la
via PI3K bloquea parcialmente el incremento de
04 inducido por GH. Por otra parte, la disminu-

CONTROL

Figura 3. Efecto de los inhibidores de MAPK y PI3K sobre
las células 04 positivas inducidas por GH. Después de 4
DIV, las células se trataron durante 7 dias con GH, GH
mas PD098059 (15uM) y GH mas LY294002 (2.5uM).
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cion en los niveles basales de O4 inducida por el
inhibidor pone de manifiesto la existencia de ac-
tividad basal de la PI3K y su participacion en el
mantenimiento de los niveles basales de O4.

El efecto del bloqueo de la via MAPK con el
inhibidor PD098059 se observa en la Figura 3. La
presencia del inhibidor atenué de forma muy
marcada la induccion de O4 en respuesta a GH.
Por tanto de forma similar a lo que ocurre con la
via PI3K, el bloqueo de la via de senalizacién
MAPK abole parcialmente el incremento de 04
inducido por GH. Por otra parte, la disminucion
en los niveles basales de 04 inducida por el in-
hibidor pone de manifiesto la existencia de acti-
vidad basal de la MAPK vy su participacion en el
mantenimiento de los niveles basales de 04.

De estos resultados se deduce que ambas vi-
as de senalizacion participan en el proceso de
oligodendrogénesis estimulado por GH.

Dado que los experimentos previos habian
evidenciado la participacién de ambas vias de
senalizacion en la induccion de 04 por GH, pro-
cedimos al bloqueo simultdneo de ambas rutas
mediante la adicion conjunta a los cultivos de los
inhibidores LY294002 y PD098059. Se siguio el
mismo protocolo experimental descrito para los
estudios de la accién individual de cada inhibi-
dor. En la Figura 3 se observa que la presencia
de ambos inhibidores bloqueé por completo la
induccion de O4 en respuesta a GH. Estos resul-
tados indican que los efectos de GH sobre 04 se
hallan mediados exclusivamente por las vias de
senalizacion PI3K y MAPK.

Efecto de la inhibicion de las vias de sefializa-
cion MAPK y PI3K en la induccion de células
MBP positivas por GH

El proceso de diferenciacion de oligodendro-
citos inmaduros a oligodendrocitos maduros se
caracteriza, entre otros aspectos, por la aparicion
de la proteina MBP. Este proceso puede estar re-
gulado por factores diferentes a los que intervie-
nen en las fases anteriores que comprenden el
proceso de oligodendrogénesis. Por lo tanto
analizamos a continuacion si tanto la via PI3K co-
mo la via MAPK participaban en el efecto de GH
sobre MBP,

Para ello se siguié el mismo protocolo que
se ha descrito anteriormente para O4. En la Fi-
gura 4 se observa que la presencia del inhibidor
LY284002 redujo marcadamente el incremento
en el numero de células MBP positivas inducido
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CONTROL GH

Figura 4. Efecto de los inhibidores de MAPK y PI3K sobre
las células MBP positivas inducidas por GH. Después de
4 DIV, las células se trataron durante 8 dias con GH, GH
mas PD038059 (15uM) y GH mas LY294002 (2,5uM).

por GH, demostrando con ello que la via PI3K
bloguea parcialmente el incremento de MBP in-
ducido por GH. Por otra parte, la disminucion en
los niveles basales de MBP inducida por el inhi-
bidor pone de manifiesto la existencia de activi-
dad basal de la PI3K y su participacion en el
mantenimiento de los niveles basales de MBP.

. El efecto del blogueo de la via MAPK con el in-
hibidor PD098059 se observa en la Figura 4. La
presencia del inhibidor atenué de forma muy
Marcada la induccion de MBP en respuesta a GH.
Por tanto de forma similar a lo que ocurre con la
via PI3K, el bloqueo de la via de senalizacion
MAPK abole parcialmente el incremento de MBP
Inducido por GH. Por otra parte, la disminucién
en l_os niveles basales de MBP inducida por el in-
h_'b‘d()f Pone de manifiesto la existencia de acti-
vidad basal de la MAPK y sy participacién en el
martenimiento de los niveles basales de MBP
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De estos resultados se deduce que ambas
vias de senalizacion participan en la fase de
diferenciacion de oligodendrocitos estimulada
por GH.

Dado que los experimentos previos habian
evidenciado la participacion de ambas vias de
senalizacion en la induccion de MBP por GH,
procedimos al bloqueo simultaneo de ambas ru-
tas mediante la adicidn conjunta a los cultivos de
los inhibidores LY294002 y PD098059. Se siguio
el mismo protocolo experimental descrito para
los estudios de la accion individual de cada inhi-
bidor. En la Figura 4 se observa que la presencia
de ambos inhibidores bloqued por completo la
induccion de MBP en respuesta a GH. Estos re-
sultados indican que los efectos de GH sobre
MBP se hallan mediados exclusivamente por las
vias de senalizacion PI3K y MAPK.

Activacion de CREB en respuesta a GH

Se ha demostrado en trabajos previos la pre-
sencia de altos niveles del factor de transcrip-
cion CREB en OD, asi como su activacion es res-
puesta a diversos estimulos. Por otra parte,
también se ha demostrado la participacion de
CREB en el incremento del nimero de OD indu-
cido por AMPc. Estos antecedentes, junto a re-
sultados de nuestro laboratorio donde hemos
demostrado que CREB participa en la induccion
de MBP por IGF-I (15), nos indujeron a investigar
la posible participacion de CREB en el efecto de
GH sobre MBP.

En este sentido se estudid la capacidad de
GH de activar CREB en nuestro sistema de culti-
vo. Puesto que la fosforilacion de CREB en el re-
siduo Ser 133 se correlaciona con su actividad
transcripcional, la capacidad de GH para activar
este factor se evalué mediante la determinacion
de la forma fosforilada de CREB.

La accién de GH sobre la activacion de CREB
se analizo a los 5, 10, 30 y 60 minutos. La fosfo-
rilacion de CREB en respuesta a GH se determi-
nod mediante Western blot utilizando un anticuer-
po que reconoce la forma fosforilada de CREB.
La Figura 5 muestra como el tratamiento con GH
indujo un incremento en los niveles de CREB
fosforilado, que fue maximo a los 10 minutos y
se mantuvo elevado hasta los 60 minutos. La
concentracion de CREB total no cambio en este
tiempo indicando que IGF-I modifica especifica-
mente la activacion de la proteina y no su nivel
de expresion.

50

51

minutos

Figura 5. Efecto de la GH sobre los niveles de fosfo-CREB
(P-CREB). Después de 4 DIV |as células se trataron con GH
durante los tiempos indicados.

Efecto del envejecimiento sobre
la mielinizacion del SNC

En la rata vieja existe una disminucion en los
niveles séricos de GH como consecuencia de
una menor sintesis y secrecion de GH, y dado
que en el envejecimiento existe un deterioro de

determinadas capacidades cognitivas como
la memoria y el aprendizaje, quisimos estudiar si
el envejecimiento fisiologico lleva consigo alguin
cambio en la mielinizacion del SNC.

Para ello se emplearon dos grupos de ratas
de dos edades distintas: un grupo de 3 meses de
edad, que corresponde a una rata adulta joven,
y un grupo de 27 meses de edad, correspon-
diente a ratas viejas. Seis animales de cada gru-
po fueron prefundidos por via transcardial y su
contenido de mielina cerebral analizado me-
diante la deteccion inmunohistoquimica de MBP.

En la parte izquierda de la Figura 6 se mues-
tran fotografias representativas correspondien-
tes a las regiones del cuerpo calloso (paneles su-
periores) giro dentado (paneles inferiores) de
dos rata jovenes. En la parte derecha se mues-
tran fotografias de las mismas zonas de ratas
viejas. Como se puede apreciar, la intensidad de
la inmunotincion frente a MBP es considf_arable-
mente mayor en ratas jovenes que en viejas.

Efecto del tratamiento con GH sobre o
la hipomielinizacién cerebral de ratas viejas

A la vista de la hipomielinizacion cerebral pre-
sente en ratas viejas y el efecto de observado in
vitro de la GH sobre el proceso de oligoden.dr.o-
génesis y mielinizacion, se estudio si la adn’_ums~
tracion exogena de GH era capaz de revertir los
cambios en el contenido de mielina cerebral que
se asocian al envejecimiento. Un grupo de ratas

Hormona de crecimiento y cerebro

3 meses

CUERPO
CALLOSO

GIRO

Figura 6. Efecto del envejecimiento sobre el contenido de
mielina cerebral. Inmunohistoquimica frente a MBP en
secciones de tejido cerebral de ratas adultas jovenes (3
meses) y ratas viejas (26 meses) correspondientes a las
regiones del cuerpo calloso y giro dentado del hipocam-
po. cc: cuerpo calloso; cx: cortex; es: estriado; cg: capa
granular; cm: capa molecular.

de 26 meses de edad recibid tratamiento con
rhGH, dotada del 100% de actividad en la rata, a
una dosis de 150ug/12 horas, administrada por
via subcuténea y durante 7 dias. Tras la perfusion
de los animales y preparacion del tejido cerebral
el contenido de mielina cerebral se evalué me-
diante inmunohistoquimica. Los resultados se
compararon con los de un grupo control que re-
cibié tnicamente el vehiculo de la hormona du-
rante el mismo tiempo. Para la cuantificacion del
contenido de mielina en los diversos grupos se
selecciono la region de la comisura blanca ante-
rior por su riqueza en mielina y por su morfolo-
gia de limites claramente definidos.

Como se observa en la Figura 7, los animales
tratados con GH segun el protocolo descrito
presentan un contenido de mielina cerebral sig-
nificativament mayor que los animales control.
Asimismo, es apreciable de nuevo, un notable
descenso del contenido de mielina, en este caso
en la comisura blanca anterior, en los animales
viejos respecto a los jovenes.
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3 meses 26 meses

£ GONTERES

031
0.2
0 1

Figura 7. EEfecto del tratamiento con GH sobre el conte-
nido de mielina cerebral de ratas viejas. A. Inmunohisto-
quimica frente a MBP en secciones de tejido cerebral de
ratas adultas jovenes (3 meses), ratas viejas (26 meses)
control y ratas viejas tratadas con GH. Las fotografias co-
rresponden a la region de la comisura blanca anterior. B.
Cuantificacion densitométrica de la intensidad de la in-
munotincion correspondiente a tres animales por cada
grupo experimental. Los resultados se expresan como
media + EE. *, p<0,05; ***, p<0,001.

MBP (ud.a.)

Estos datos indican que GH es capaz de re-
vertir de forma parcial, pero significativa, la dis-
minucion en el contenido cerebral de mielina
observada en animales viejos.

DISCUSION

El proceso de mielinizacion es un fendmeno
esencial en el correcto funcionamiento del siste-
ma nervioso y su disrupcion constituye una re-
conocida causa de enfermedades neurologicas.
Los OD son las células encargadas de la sintesis
y mantenimiento de la vaina de mielina en el
SNC y por tanto desempefian un papel critico en
ta mielinizacion de los axones del SNC,

El desarrollo de ios OD esta cantrolado por
factores de crecimiento e influencias neuronales

(17}. Entre los primeros, IGF-1 ha demostrado ser
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un potente inductor del proceso de mieliniza-
cion. Su efecto parece ser consecuencia de la in-
fluencia ejercida sobre la proliferacion, diferen-
ciacion y supervivencia de la células de estirpe
oligodendroglial.

El efecto de GH sobre la mielinizacion del sis-
tema nervioso es menos conocido y mas con-
trovertido que el de IGF. Con la intencion de
aportar algo de luz en este campo, en el presen-
te trabajo hemos abordado el estudio del efecto
de GH sobre el proceso de oligodendrogénesis
in vitro e in vivo.

En este trabajo se aborda por primera vez el
estudio de los efectos de GH sobre oligogendro-
génesis asi como el estudio de los mecanismos
de sefalizacion intracelular que median los efec-
tos de GH sobre el desarrollo de las células oli-
godendrogliales.

Para la realizacion de este estudio se ha em-
pleado como modelo experimental el cultivo
primario mixto de células cerebrocorticales de
rata. El cultivo primario mixto esta considerado
como un modelo apropiado para el estudio sim-
plificado de tejidos complejos como el SNC.
Aunque los cultivos purificados o enriquecidos
en un determinado tipo celular permiten obtener
con mayor facilidad informacion sobre los facto-
res que afectan directamente a las células obje-
to del estudio, el cultivo primario mixto constitu-
ye un modelo de estudio in vitro que reproduce
con mas fidelidad los tipos celulares presentes
en el animal in vivo asi como las interacciones
entre ellos, y como consecuencia, los resultados
obtenidos mediante el empleo de este modelo

experimental son mas facilmente extrapolables
a los que ocurre in vivo.

Efecto de GH sobre el proceso
de oligodendrogénesis

En nuestro cultivo primario mixto la apari-
cion basal de OD inmaduros que expresan 04
ocurre tras 11 dias in vitro, mientras que la de OD
maduros gue expresan MBP se hace evidente a
los 12 dias in vitro. In vivo la aparicion de los
primeros OD MBP positivos en el cerebro de ra-
ta tiene lugar entre los dias 6-8 de vida postnatal,
coincidiendo con lo observado in vitro por varios
autores.

En este trabajo hemos demostrado por pri-
mera vez la capacidad de GH para inducir el des-
arrollo de los OD en cultivo primario mixto. El
efecto de GH sobre los precursores O4 es evi-
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dente a los 11 dias de cultivo que corresponde al
dia 7 de edad postnatal, mientras que el efecto
sobre la induccidon de oligodendrocitos diferen-
ciados, que expresan MBP, no se evidencia has-
ta pasados 12 dias in vitro lo que corresponde al
dia 8 de edad postnatal. El efecto de GH es mas
patente sobre los OD MBP positivos , lo que po-
dria indicar que la GH actua in vitro acelerando
el proceso de diferenciacion de los precursores
de OD mas que incrementando el nimero de oli-
godendrocitos. No existen en la literatura traba-
jos previos que permitan establecer cual es el
papel de la GH a lo largo de los diferentes etapas
en que tiene lugar el proceso de oligodendroge-
nesis. La progresion desde el estadio de O4 ha-
cia el estadio de OD maduro es una de las eta-
pas sometidas a regulacién, de modo que la
generacion de OD maduros a partir de precurso-
res 04 positivos es un fendmeno que no se pro-
duce por defecto sino que precisa la interven-
cion de determinados factores neurotroficos
(18). Los resultados del presente trabajo sugie-
ren que la transicion de OD O4+ a OD maduros
esta regulada por GH y que ademas la GH es ca-
paz de acelerar etapas precedentes del proceso
de diferenciacion.

El efecto de GH sobre el proceso de oligo-
dendrogénesis in vitro ha sido muy poco estu-
diado hasta la fecha. Almazan y cols. (13) evi-
denciaron un incremento en la expresion de
MBP y de la actividad CNPasa en cultivos de
agregados de células cerebrocorticales fetal:es
tras tratamiento con GH bovina en presencia,
pero no en ausencia deT3. Sin embargo utilizan-
do el mismo sistema de cultivo, otros autores
(19) no consiguieron demostrar ningun efecto de
GH sobre la remielinizacion que acontece tras un
estimulo desmielinizante.

Participacion de las vias PI3K y MAPK
en la induccién de MBP por GH

En nuestro sistema de cultivo primario mixto
hemos confirmado la capacidad de GH para ac-
tivar tanto la via PI3K como la via MAPK. No obs-
tante, la cinética de activacion es distinta para
cada una de ellas. Asi, en el caso de la via IVIAP[_(
la activacion alcanza su maximo de forma relati-
vamete precoz (5-10 minutos) y descier}de pos-
teriormente con rapidez. Por el contr_arro,‘ en el
caso de PI3K el pico de maxima activacion es
mas tardio (30 minutos) y el descenso mucho
mas gradual.

Hormona de crecimiento y cerebro

Con objeto de determinar qué vias de senali-
zacion activadas por GH participan en el proceso
de oligodendrogénesis inducido por ésta, se em-
pled la estrategia de bloqueo mediante inhibido-
res especificos de las rutas potencialmente im-
plicadas. Siguiendo esta estrategia de bloqueo
mediante inhibidores especificos demostramos
que tanto la via PI3K como la via MAPK partici-
pan en la oligodendrogénesis inducida por IGF-,
dado que el bloqueo de cada una de ellas con-
duce a una disminucién en el nimero de OD
(O4) positivos y OD MBP positivos que se des-
arrollan en respuesta a GH . En presencia del in-
hibidor LY294002 se observa una reduccion en la
expresion basal de MBP. Puesto que no se ha de-
mostrado toxicidad de este inhibidor, ni siquiera
tras exposicion prolongada al mismo, este feno-
meno no parece ser atribuible a un efecto toxico.
La necesidad de actividad basal de PI3K para la
supervivencia de los OD y sus precursores su-
giere que este hallazgo puede deberse, mas
bien, a la supresion de la actividad basal del en-
zima. Cuantitativamente la via MAPK parece ser
la predominante en la induccion de MBP por GH
dado que el bloqueo de esta via inhibe la expre-
sion de MBP inducida por GH mas marcada-
mente que la inhibicion de la PI3K .

La inhibicion simultanea de las vias PI3K y
MAPK bloquea por completo el efecto de GH so-
bre la expresion de MBP, indicando que o bien el
efecto de GH esta mediado exclusivamente por
estas vias o bien que, de existir otros mediado-
res, estos precisarian, para manifestar su efecto,
la activacion de estas dos rutas de senalizacion.

Activacion de CREB por GH

Los cambios en la expresion génica inducidos
por estimulos extracelulares estan mediados en
ultima instancia por la activacion de factores de
transcripcion nucleares, entre los cuales se en-
cuentra CREB. La presencia de CREB se ha de-
mostrado en OD, donde su expresion esta regu-
lada por el desarrollo, de modo que los maximos
niveles de expresion se detectan inmediatamen-
te antes del pico de mielinizacion (20). Su activa-
cion puede ser inducida en estas células por nu-
merosos estimulos entre los que se encuentran
factores de crecimiento.

En este trabajo hemos demostrado por pri-
mera vez que CREB es activado por GH en culti-
vo primario mixto de células cerebrocorticales.
Tanto las vias de senalizacion que conducen a
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esta activacion como , el papel de CREB en la in-
duccién de MBP por GH estan por dilucidar.

La ausencia de un elemento CRE clasico en el
promotor del gen de MBP sugiere que el efecto
de GH sobre MBP no se deba a un mecanismo
transcripcional directo. Es posible, que de forma
similar a lo que ocurre en células PC12 en res-
puesta a neurotropinas, CREB sea necesario en
nuestro sistema para la activacion de genes que
codifican factores de transcripcion implicados
en la regulacion del gen de MBP Sin embargo el
tiempo requerido para la induccion de MBP por
GH parece demasiado largo incluso tratandose
de un gen de expresion tardia. Ello sugiere la po-
sibilidad de que CREB afecte un proceso mas ge-
neral en el desarrollo de los OD, quiza la puesta
en marcha o aceleracion del proceso de diferen-
ciacion que conduciria a la aparicion de células
maduras y la consiguiente expresion de marca-
dores propios de estas células, entre ellos MBF.

Efecto de GH sobre la mielinizacion
es el Sistema Nervioso Central

El envejecimiento fisioldgico, ademas de aso-
ciarse a alteraciones somaticas, se acompana de
un declinar progresivo de las funciones cogniti-
vas que se traduce, entre otros, en una pérdida
de memoria y de la capacidad de aprendizaje.
Hoy se sabe que el nimero de neuronas cortica-
les no esta significativamente disminuido en el
envejecimiento (21) y que no existe correlacion
entre el deterioro cognitivo y la frecuencia de
aparicion de placas seniles cerebrales. Asimis-
mo, analisis mediante microscopia electronica
no han evidenciado signos claros de envejeci-
miento en las neuronas corticales (22) y aunque
algunos trabajos han puesto de manifiesto cier-
ta pérdida de dendritas y conexiones sinapticas,
otros no han podido confirmar estos hallazgos.

En los uitimos afos se han puesto de mani-
fiesto la presencia de alteraciones neuropsiquia-
tras cualitativamente semejantes a las del enve-
Jecimiento en pacientes con déficit de GH
adquirido en la edad adulta (7) y su reversibilidad
tras tratamiento sustitutivo (23). Puesto que la se-
crecion de GH disminuye de forma marcada con
Gt cop g s D e
dria F}.‘j.[’;!r‘ rrrla(-ij(dmjc'a{.jo a1_envejemrnlento po-
fser,rf:r,ir).n r{é- (;;F-Imf?lc 2l dgscenso ok
la existenc i;:‘chn u‘rk" g_fﬂsﬁ‘nte 'e'StUdIO demues_tra
il mu-:lm;; rr-r‘re--‘h-rg:r- ‘1srr_1’mucnon en.el goptenrdo

> ere asociada al envejecimiento, y
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pone de manifiesto por primera vez, su reversibi-
lidad parcial tras el tratamiento con GH.

La disminucién del contenido de mielina aso-
ciada al envejecimiento que hemos observado
en este trabajo esta en consonancia con los ha-
llazgos de otros autores en cerebro humano
(24). Estos autores han puesto de manifiesto una
disminucién relacionada con la edad de la tin-
cién especifica para mielina en la corteza y en la
sustancia blanca cerebral. En el mismo sentido,
Peters y Sethares (22) han evidenciado en diver-
sas regiones cerebrales de primates viejos nu-
merosas alteraciones estructurales de la mielina
que reflejan una degeneracion axonal, lo que
sugiere que no son secundarias a pérdida o de-
generacidon neuronal.

Dada la importancia de la vaina de mielina en
la transmision del impulso nervioso, es posible
que las alteraciones que aquélla sufre con el en-
vejecimiento ocasione cambios en la velocidad
de conduccidn de las fibras nerviosas afectadas,
que a su vez podrian ser responsables o contri-
buir al menoscabo cognitivo asociado al enveje-
cimiento. En este sentido, se ha demostrado en
primates viejos la existencia de una significativa
correlacion, independiente de la edad, entre la
extension de las anomalias estructurales de la
mielina y el grado de deterioro cognitivo (22).

La disminucion de GH e IGF-I que tiene lugar
en el envejecimiento junto con la participacion
de ambos en el proceso de oligodendrogénesis
sugieren su posible implicacion en las alteracio-
nes de la mielinizacion asociadas a la edad. En
nuestro trabajo el tratamiento con GH consiguié
revertir, parcialmente la disminucion del conte-
nido de mielina observada con el envejecimien-
to, lo que apoya esta posibilidad.

Estudios previos han mostrado que el ritmo
de remielinizacion tras una desmielinizacion ex-
perimental esta disminuido en la rata vieja (25) y
que este hecho se asocia con un retraso en la
acumulacion del RNAm de IGF-l en la lesion
desmielinizante. Podria aventurarse, pues, la hi-
potesis de que en la rata vieja existe, quiza como
consecuencia de los bajos niveles de GH e IGF,
una incapacidad para reponer a un ritmo ade-
cuado de posibles pérdidas fisiologicas de mieli-
na resultando finalmente en un contenido dis-
minuido de mielina.

Recientemente (26) se ha descrito una dismi-
nucion selectiva en la actividad tanto basal co-
mo inducida de la via de senalizacion MAPK en
el cerebro de animales viejos. De confirmarse
estos hallazgos, este mecanismo podria contri-
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buir a la hipomielinizacion del envejecimiento,
dada la importancia de esta via de senalizacion
en la mediacion del efecto de IGF| sobre el pro-
ceso de oligodendrogénesis.

El restablecimiento del contenido de mielina
tras tratamiento con GH observado en este tra-
bajo fue solo parcial . Diversas razones pueden
justificar este hecho. En primer lugar, es posible
que el tiempo de tratamiento y la dosis de GH no
hayan sido suficientes para conseguir una recu-
peracion mayor. En segundo lugar, el menciona-
do deterioro de la via MAPK en el envejecimien-
to puede haber contribuido a la ausencia de
recuperacion total, pues como hemos evidencia-
do en este estudio, el efecto de GH sobre las cé-
lulas oligodendrogliales esta mediado, de forma
importante, por esta via de senalizacidon, como
se ha demostrado para otras acciones de GH in
vitro (4). Del mismo modo, si el efecto de GH so-
bre mielinizacion fuera consecuencia de un in-
cremento en los niveles de IGF, el deterioro de
la via MAPK impediria una respuesta completa
al tratamiento con GH dado que esta via media
el efecto de IGF-| sobre mielinogénesis (4). Por
ultimo, la méas que probable responsabilidad de
otras senales distintas de GH en la disminucion
de mielina asociada a la edad justificaria por si
sola el efecto parcial observado tras tratamiento
con esta hormona exclusivamente.

El incremento del contenido de mielina cere-
bral en animales viejos tras tratamiento con GH
confirma la capacidad de esta hormona para in-
crementar el nimero de OD maduros in vitro.
Ello sugiere que el o los factores que GH precisa
para inducir el desarrollo de OD hasta su estadio
madurativo final estan presentes también en el
sistema de cultivos primarios mixtos.
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RESUMEN

La obesidad es la alteracion metabélica mds frecuente de
los seres humanos. Esta enfermedad aparece debido al exceso
de tejido adiposo que se produce por la acumulacién progre-
siva de grasa en sus reservorios debido a un desequilibrio de
la homeostasis calérica donde la ingestion excede el gasto
energético. Afecta aproximadamente al 33% de los adultos y
cada afio se invierten en alimentos especiales y programas pa-
ra reducir el peso corporal cerca de 30 millones de délares; sin
embargo, los tratamientos empleados han sido ineficaces y ca-
si el 90% de las personas que bajan de peso, aumentan nue-
vamente el peso perdido. En este articulo presentamos una re-
vision sobre la obesidad, haciendo especial énfasis en Ila
definicion y su epidemiologia, su patogenia, Ia relacion con
enfermedades cardiovasculares y el tratamiento actualizado.
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ABSTRACT

Obesity is the most frequent metabolic disturbance that
affects human beings. This disease appears due to the excess
of fatty tissue which is produced because of progressive ac-
cumulation of fat on its reservoirs, as a response to misha-
lance on caloric homeostasis where food intake exceeds
energetic needs. Obesity affects around 33% of adult popu-
lation, and near 30 million dollars is inverted each year on
special foods, and programs to reduce body weight; howe-
ver, treatments applied have been unsuccessful, and almost
90% of people who loose weight, gain the lost weight again.
This article shows a review about obesity where we mainly
emphasis in concept and epidemiology, pathophysiology, its
relation with cardiovascular diseases, and current treat-
ment,
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DEFINICION Y EPIDEMIOLOGIA

La obesidad es la alteracion metabdlica mas
frecuente de los seres humanos y una de las que
con mayor antigliedad se tiene referencia, ejem-
plo de ello es la Venus de Willendorf (30000 -
25000 a.n.e.) que es una figura tallada en piedra
caliza hace miles de afos y representa a una mu-
jer obesa de mediana edad (1).

La obesidad se puede definir como el exceso
de tejido adiposo que se produce por la acumu-
lacion progresiva de grasa en sus reservorios,
debido a un desequilibrio de la homeostasis ca-
Iorica donde la ingestién excede el gasto ener-
gético (1, 2).

Esta enfermedad afecta aproximadamente al
33% de los adultos (3). Alrededor del 60% de es-
tas personas, en los EEUU, esta sobrepeso u
obesa (4) y cada afo se invierten en alimentos
especiales y programas para reducir el peso cor-
poral cerca de 30 millones de ddlares; sin em-
bargo, los tratamientos empleados han sido in-
eficaces y casi el 90% de las personas que bajan
de peso, aumentan nuevamente el peso perdido
(3,5, B).

La prevalencia de obesidad ha aumentado
mas de un 75% desde 1980 en la poblacion ge-
neral, y en los nifos y adolescentes, mas del
50% desde 1976 (5).

La obesidad es la enfermedad nutricional mas
prevalente en el mundo occidental y esta despla-
zando rapidamente a la desnutricion para con-
vertirse en la forma mas comun de malnutricion
en el mundo (7). Aproximadamente 300,000
muertes cada afio estan asociadas con el sobre-
peso y la obesidad; segin Kushner (7), esta ulti-
ma afecta a 9 sistemas de 6rganos y es un factor
de riesgo para el reflujo gastroesofagico, la este-
atosis hepatica no alcohdlica, la colelitiasis y el
cancer de colon; ademas de diabetes mellitus (8,
9), hipertension arterial (HTA) (4, 9, 10), hiperlipi-
demia (9, 10), insuficiencia cardiaca (4, 10) y car-
diopatia isquémica (2, 11, 12).

Estadisticas recientes del Centro de Preven-
cion y Control de Enfermedades indican que cer-
ca de las dos terceras partes de los adultos ame-
ricanos estan sobrepeso (indice de masa
corporal (IMC) mayor de 25), mas del 30% estan
francamente obesos (IMC>30), cerca del 8% son
;J}ir’ihr'atir;r_m y 24% tiene sindrome metabdlico
L13)

ENIMC se determina dividiendo el peso en ki-
logramos entre el cuadrado de la talla en me-
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tros. Por ejemplo, una persona que mida 1.65
metros y pese 70 kilogramos tendra un indice de
masa corporal de 25.9 kg/m? (70kg/2.7m?). So-
bre esta base se considerara sobrepeso a aque-
llos pacientes con un IMC entre 25 y 29.9 y obe-
sos los que tienen un IMC igual o mayor a 30.
Los valores normales se consideran entre 18.5y
24.9 kg/m? (14).

Un IMC mavyor de 28 kg/m? se asocia a un au-
mento del riesgo de padecer enfermedades ce-
rebrovasculares, cardiopatia isquémica o diabe-
tes mellitus, tres o cuatro veces mayor que en la
poblacion general (15). Una distribucion central
de la grasa corporal (definida por el indice cintu-
ra/cadera (ICC) mayor de 0.90 para la mujer y 1.0
para el hombre) se asocia con un riesgo mayor
de morbilidad y mortalidad en relacion a la dis-
tribucion periférica (ICC menor de 0.75 y 0.85 pa-
ra la mujer y el hombre respectivamente) y se
considera mejor indicador de riesgo que la can-
tidad de grasa total (16). Esta distribucion de la
grasa corporal es la que se conoce como obesi-
dad abdominal o androide y gluteofemoral o gi-
noide. En los hombres predomina la primera y
en las mujeres la segunda.

Los profesionales de la salud deben sensibili-
zarse con este tema debido a la asociacién bien
establecida entre el exceso de peso corporal y la
aparicion de algunas enfermedades como dia-
betes mellitus no insulinodependiente (8), HTA
(2), cardiopatia isquémica (11) y osteoartritis (14),
ademas de conocer que la obesidad en la infan-
cia aumenta el riego de morbilidad indepen-
dientemente a que persista o no durante la adul-
tez (15, 17).

INGRESO, ALMACENAMIENTO
Y UTILIZACION DE LA ENERGIA

A nivel del hipotalamo existen nlcleos que
forman parte de un sistema que interviene en la
regulacién del ingreso y el gasto energéticos y
en la distribucion corporal de la grasa. Es por
ello que la composicidon de la dieta, aunque es
muy importante, no es el unico factor determi-
nante, pues los carbohidratos y las proteinas
pueden ser transformados en acidos grasos me-
diante procesos metabdlicos donde intervienen
mediadores quimicos del equilibrio energético
(15, 18-22) que se muestran en la tabla |.

La forma fundamental de almacenamiento
de energia en el organismo es la grasa, en forma
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TABLA |. Mediadores del equilibrio energético

Catecolaminas

Insulina

Colecistoquininas

Leptina y sus receptores
Glucocorticoides

Eje hipotdlamo pituitario
Sistema nervioso auténomo

Accion de las proteinas desacoplantes
a nivel mitocondrial

Hormonas tiroideas y de crecimiento
Glucagon

Andrégenos

Péptidos intestinales

NeuropéptidoY

de triglicéridos. La mayor densidad calorica y la
naturaleza hidrofobica de estos compuestos per-
miten una alta eficiencia de almacenamiento
energético sin consecuencias osmoticas adver-
sas. La cantidad de triglicéridos en el tejido adi-
poso es la suma acumulativa a través del tiem-
po de las diferencias entre el ingreso de energia
(dieta) y su utilizaciéon o gasto. Aungue los me-
canismos reguladores tratan de mantener esta
diferencia cercana a cero, los pequenos des-
equilibrios, durante largos periodos de tiempo,
producen un efecto acumulativo importante y a
veces imperceptible (15).

El consumo de alimentos a corto plazo (dia-
rio), no es el principal responsable del gasto y al-
macenamiento energéticos. Se necesitan varios
mecanismos para relacionar los determinantes
del consumo energético diario (glicemia, gluco-
geno hepatico y oxidacion de acidos grasos) con
los almacenes energéticos a largo plazo (volu-
men adiposo), cuya utilizacion depende de la ac-
tividad coordinada de un complejo sistema de
componentes que incluyen desde los qentros
corticales mas superiores hasta el adiposito (15,
18, 19, 23). La tasa metabdlica basal es uno de
los predictores para el desarrollo de la obeSIdad.
Una tasa metabdlica basal baja se asocia a una
mayor probabilidad de ganar peso en los anos
siguientes (22). _

La respuesta a alteraciones experimentales
del peso corporal en personas obesas y en del-
gadas, ha reforzado la hipotesis de que el conte-
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nido de grasa corporal es regulado; haciendo
improbable el pensamiento de que el habito die-
tético sea el Unico determinante de la obesidad.
El gasto energético en 24 horas, por unidad de
masa corporal, es proporcionalmente similar pa-
ra ambas constituciones. Una disminucion de
aproximadamente el 10% del peso corporal pro-
duce una disminucion del gasto energético que
persiste a pesar de que la ingestion sea suficien-
te para mantener el peso perdido; es por eso que
las personas obesas requieren aproximadamen-
te un 15% menos de calorias para mantener su
peso, en relacion con personas que nunca han
sido obesas (23). Esta disminucion en la utiliza-
cion de energia en 24 horas se debe, en parte, a
ajustes en la eficiencia del musculo esquelético
para convertir la energia quimica en energia me-
canica. No obstante, en las personas (ya sean
obesas o delgadas) que pierdan peso, hay una
recidiva casi inevitable, pues ganan rapidamen-
te el peso perdido. Esto probablemente se deba
a factores fisioldgicos que tratan de mantener el
peso acostumbrado, aun cuando este sea eleva-
do. Muchos nifnos y adultos que posteriormente
se convierten en obesos tienen indices mas ba-
jos de utilizacion de energia que las personas no
obesas y es por eso que estan mas propensos a
la acumulacion de grasa. Esta observacion su-
giere que el exceso de grasa corporal en las per-
sonas obesas pudiera deberse a una baja utiliza-
cion de energia (23, 24).

FACTORES GENETICOS Y AMBIENTALES

En la mayoria de los seres humanos, la obesi-
dad es el reflejo de la interaccion del ambiente
con el genotipo. Estudios en gemelos, nifos
adoptados y otros nucleos familiares indican que
alrededor del 70-80% de las variaciones en el in-
dice de masa corporal es atribuible a factores ge-
neticos (15). Se estima que la herencia influya
30-40% en aspectos tan importantes como: distri-
bucion del tejido adiposo, actividad fisica, indice
metabdlico en reposo, cambios en la utilizacion
de energia en respuesta a la sobreactividad, cier-
tos aspectos del comportamiento dietético, prefe-
rencias alimentarias, actividad de la lipoprotein li-
pasa e indices basales de lipolisis (15).

Dada la importancia del almacenamiento
energeético en la supervivencia y la capacidad re-
productiva, presumiblemente los humanos fui-
mos enriquecidos con genes que favorecen la
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incorporacion y el almacenamiento energético y
disminuyen su utilizacion (15). Sin embargo, el
facil acceso a comidas densamente caldricas,
combinado con el estilo de vida sedentario, ha
estimulado a una mala adaptacién de estos ge-
nes. El aumento de la prevalencia de obesidad y
su relacién con la clase social, evidencian la fuer-
te influencia del ambiente. Independientemente
a la existencia de alteraciones génicas (Prader
Willi, Bardet-Biedl|, Alstrom vy otros) que produ-
cen obesidad, en la mayoria de los casos es, pro-
bablemente, debida a las interacciones no
optimas de factores ambientales y genéticos
que favorecen la acumulacion de calorias en for-
ma de grasa (14, 15). Segun Aguilar (22), los
cambios en el peso dependen del balance entre
los ingresos y los egresos de energia; el ingreso
depende por completo de la ingestion de ali-
mentos, en cambio, los egresos, resultan de un
sin nimero de procesos.

La obesidad es un ejemplo de fenotipo gue
no es atribuible a un gen unico, al menos que
sea extrema (IMC > 60) o esté presente en un
grupo poblacional aislado (15).

Considerando que la obesidad se desarrolla
debido a que el ingreso excede el gasto energeé-
tico, la bisgueda de genes como candidatos res-
ponsables de esta enfermedad se ha dirigido a
aquellos que intervienen en el metabolismo
energético (25). La obesidad y la diabetes melli-
tus no insulino dependiente se han asociado con
el cromosoma 1p22-p31 que contiene el recep-
tor de leptina (26-28), sin embargo, ninguna de
las variaciones sobre este gen, ha sido asociada
aun con el volumen de grasa corporal (29). Solo
en casos humanos aislados se han reportado
mutaciones en la secuencia de codificacién de la
leptina que produce hipoleptinemia y obesidad
(15); no obstante, en la mayoria de los humanos
obesos, la leptina se encuentra elevada, lo que
sugiere mas bien una resistencia a dicho pépti-
do, que una deficiencia hormonal (20). Los nive-
les plasmaticos de leptina se corresponden con
la hiperinsulinemia independientemente del
IMC (9, 20). Otra mutacion encontrada en rato-
nes se caracteriza por defecto de carboxipepti-
dasa E, hiperproinsulinemia, infertilidad, hipoa-
drenalismo vy aparicion tardia de obesidad; pero
solo se ha reportado un caso con fenotipo simi-
lar en humanos (30). Lo cierto es que no se ha
encontrado un gen atribuible a la obesidad, la
identificacion de estas raras mutaciones avalan
la necesidad de incrementar las investigaciones
en humanos (31).
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Estas son las razones por las cuales vemos a
diario, en consulta, personas obesas que dicen
«que casi no comen» y muchas veces es verdad,
pues como hemos podido ver, hay organismos
donde el indice de utilizacion de energia es muy
bajo y por tanto con una ingestion calorica «pe-
quena» pueden exceder el gasto (y aumentar de
peso) o compensarlo (y no lograr reducir su pe-
so corporal). Sin embargo, nosotros opinamos
gue la dieta influye directamente en la obesidad
y al mismo tiempo puede hasta determinar (a
pesar de conocer la existencia de otros factores)
pues, jalguien recuerda haber visto algin obeso
en los campos de concentracion nazi?...

RELACION CON ENFERMEDADES
CARDIOVASCULARES

Entre los factores clinicos que mas relacionan
a la obesidad con las alteraciones cardiovascula-
res tenemos la edad del paciente, tiempo de
evolucion y momento de aparicion de la obesi-
dad, antecedentes patologicos familiares de es-
ta enfermedad asi como de diabetes mellitus, la
severidad de la obesidad y la distribucion regio-
nal de la grasa (1).

El estudio Framingham mostré que la obesi-
dad era un factor de riesgo independiente para
padecer enfermedades cardiovasculares (2). En
la actualidad la obesidad constituye uno de los
principales factores de riesgo modificables de
cardiopatia isquémica junto al tabaquismo, la
hipercolesterolemia, la HTA y el sedentarismo
(2, 11).

La distribucion regional de la grasa es un fac-
tor de riesgo independiente a la grasa corporal
total, los pacientes con obesidad abdominal (vis-
ceral o central) son mas propensos a padecer
trastornos metabolicos como diabetes mellitus
no insulino dependiente, insulinorresistencia,
HTA, hiperlipidemias y enfermedades cardiovas-
culares (2, 9).

Estos patrones de distribucion de la grasa
corporal (abdominal o androide y gliteo-femo-
ral o ginoide) se pueden determinar mediante el
indice cintura/cadera el cual se ha propuesto co-
mo un importante predictor de enfermedad car-
diovascular y muerte (2, 16). Los depdsitos cen-
trales de grasa han sido particularmente
asociados con alteraciones en varios sistemas v
esta asociacion es mayor a la que representa la
grasa periférica (32). Los individuos con este ti-
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po de obesidad, que tienen ademas caracteristi-
cas clinicas del sindrome metabdlico, presentan
virtualmente todas las alteraciones hormonales
que se presentan en la vejez, sugiriendo que es-
ta condicion determine una especie de envejeci-
miento prematuro (32) y exponiendo temprana-
mente a las mujeres a la pérdida de la proteccion
estrogénica sobre el aparato cardiovascular, lo
cual aumenta el riesgo de padecer enfermeda-
des cardiovasculares, especialmente en aquellas
mujeres obesas o sobrepeso (33).

El sindrome metabdlico estad constituido por
una combinacion «mortifera» de obesidad vis-
ceral, dislipidemia aterogénica (niveles dismi-
nuidos de lipoproteinas de alta densidad (HDL) y
elevacion de triglicéridos y lipoproteinas de baja
y muy baja densidad), HTA, intolerancia a la glu-
cosa, insulinorresistencia y aumento de los nive-
les de proteina C reactiva (13, 34, 35).

Que la obesidad constituya un factor de ries-
go para la diabetes mellitus no insulino depen-
diente y la HTA es un hecho bien reconocido, sin
embargo su efecto como factor de riesgo para
cardiopatia isquémica en pacientes normotensos
no diabéticos, no estaba bien esclarecido hasta el
trabajo de Abbasi et al (8), quienes estudiaroq a
314 pacientes voluntarios, normotensos y no dia-
béticos, con un IMC de 25.2+3.8 kg/m?, para defi-
nir en primer lugar la relacion entre el IMC y la re-
sistencia a la insulina y segundo, determinar la
relaciéon entre cada una de estas dos variables
con la cardiopatia isquémica, y encontraron que:
1) mientras mayor sea el IMC, mayor resistencia
a la insulina presentara el paciente, 2) personas
sobrepeso u obesas pueden ser sensibles a lain-
sulina y pueden existir individuos NOrMopeso
que sean resistentes y 3) la insulinorregstg_ncaa_t,
independientemente al IMC, aumenta 5|gn!f:cat!—
vamente el riesgo de diabetes mellitu.s no insuli-
no dependiente y cardiopatia isquémlca. _

La obesidad y la insulinorresistencia son,
ambas, fuertes predictoras del riesgo de- padec_er
cardiopatia isquémica (8, 9). La insulinorresis-
tencia y la hiperinsulinemia propia de esta situa-
cion, se muestran como predictores d'e_card|o~
patia isquémica en individuos no diabeéticos (8).
Las alteraciones metabolicas que muestrap una
estrecha relacion con la insulinorresistencna‘ son
la hiperinsulinemia, determinado g_rado‘de into-
lerancia a la glucosa, hipertrigliceridemia y dis-
minucién de las concentraciones de las HDL;
todo esto aumenta el riesgo de cardiopatia is-
quémica. Aungue no sea la insulm(')r.remstem:|a
per se, 0 sus consecuencias metabolicas la res-
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ponsable del aumento del riesgo de cardiopatia
isquémica, es importante senalar que los indivi-
duos obesos que son insulinosensibles no pre-
sentan estas alteraciones (8, 9).

La obesidad estd fuertemente asociada a
HTA, hipertrofia y dilatacion del ventriculo iz-
quierdo, cardiopatia isquémica y diabetes melli-
tas y estas enfermedades, a su vez, son conoci-
dos precursores de insuficiencia cardiaca (4, 10).

La prevalencia de HTA y diabetes mellitus au-
menta proporcionalmente al aumento del IMC y
en el trabajo de Kenchaiah et al (10) se encontro
gue la obesidad se asoci¢ tanto a insuficiencia
cardiaca sistolica como diastélica, ademas plan-
tean que existe una relacion causal entre el au-
mento del IMC y la aparicion de insuficiencia car-
diaca y los posibles mecanismos son: 1) el
aumento del IMC es un factor de riesgo para
HTA, diabetes mellitus y dislipidemia, todos los
cuales aumentan el riesgo de infarto miocardico
gue es una causa importante de insuficiencia
cardiaca, 2) la HTA y la diabetes mellitus son fac-
tores de riesgo independientes que aumentan el
riesgo de sufrir insuficiencia cardiaca, 3) un IMC
aumentado se asocia a remodelacion del ventri-
culo izquierdo debido a la sobrecarga hemodi-
namica, la activacion neurohormonal y el au-
mento del stress oxidativo que experimentan
estos pacientes, ademas el IMC es un importan-
te predictor independiente de insuficiencia cardi-
aca (factor senalado también por Massie (4), 4) el
efecto directo de la obesidad sobre el miocardio
produce esteatosis cardiaca y lipoapoptosis lo
cual favorece la aparicion de alteraciones de la
funcion normal del musculo cardiaco y poste-
riormente alteraciones anatémicas.

Estudios multivariados sugieren que la obe-
sidad por si misma o a través de mecanismos in-
termediarios produce insuficiencia cardiaca (4,
10). La obesidad severa produce una forma de
cardiomiopatia caracterizada por sobrecarga
cronica de volumen, hipertrofia ventricular iz-
quierda, y dilatacion ventricular (4). La hipoven-
tilacion y la apnea del sueno, relacionados con la
obesidad, pueden también contribuir.

Es muy probable que el aumento del riesgo
de insuficiencia cardiaca esté mediado por las
consecuencias fisiologicas y metabélicas de la
obesidad. En estos momentos se conoce que las
personas obesas sin diabetes, particularmente
aquellas con obesidad abdominal, tienen, a me-
nudo, determinados hallazgos clinicos Yy meta-
bolicos que se conocen como sindrome meta-
balico (13, 34, 35). Evidentemente este sindrome
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constituye un factor de riesgo mayor para la
aparicion de eventos cardiovasculares (4, 13,
34, 35).

Conociendo estos aspectos podemos inferir
que controlando la obesidad podemos dismi-
nuir la aparicion de eventos cardiovasculares.
Seguin Foster (12), existen datos que demues-
tran el efecto favorable de la disminucion del pe-
so sobre la HTA, los lipidos séricos y el control
glucémico, que son conocidos factores de riesgo
cardiovascular; ademas, Aguilar (22) plantea que
la sobreexpresion de las proteinas desacoplan-
tes en el tejido muscular mejora la sensibilidad a
la insulina e induce cambios beneficiosos en al-
gunos de los componentes de este sindrome
metabdlico, lo cual pudiera ser objeto de investi-
gaciones futuras.

TRATAMIENTO

El tratamiento no farmacoldgico ha sido, du-
rante muchos anos, y es, la primera estrategia
terapéutica recomendada, posteriormente se
han utilizado medicamentos y en la actualidad
se continda investigando otras posibles dianas
hacia donde dirigir el tratamiento de esta enfer-
medad, por ejemplo: los mecanismos que regu-
lan la termogénesis (22).

El uso de medicamentos esta aprobado para
el tratamiento de la obesidad en personas adul-
tas que tengan un IMC = 27 unido a una condi-
cion meédica relacionada, o un IMC = 30 aunque
no tengan dicha condicion.

En 1999 se utilizaron 321 millones de dolares
por concepto de medicamentos para este fin
(36). Aproximadamente el 10% de las mujeres y
el 3% de los hombres con un IMC = 30 usan me-
dicamentos para bajar de peso (37).

A pesar de que la obesidad se asocia a un
aumento del riesgo de padecer una gran varie-
dad de alteraciones organicas solo a pocos pa-
cientes {segun Fernstrom y Fernstrom (38) a me-
nos de la mitad) se les recomienda disminuir el
peso corporal.

Los cambios en el estilo de vida constituyen
la piedra angular del tratamiento (38). Scheen,
en dos de sus publicaciones (39, 40), plantea que
la obesidad se considera actualmente como una
enfermedad cronica que debe ser abordada des-
de el punto de vista terapéutico: 1) modificando
el estilo de vida al combinar una dieta hipocalo-
rica bien balanceada con el ejercicio fisico, 2)
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asociar farmacos, preferentemente orlistat y si-
butramina, si no resuelven y 3) en pacientes con
obesidad extrema o refractaria emplear trata-
miento quirlrgico. La actividad fisica no es el
método mas eficiente para la reduccion inicial
del peso, pero es de vital importancia para evi-
tar el aumento del peso que se ha logradc redu-
cir (40).

Estrategias no farmacologicas para reducir
el peso corporal

El objetivo de la reduccion del peso debe ser
disminuir la morbilidad y la mortalidad, mas que
alcanzar la estética corporal deseada. Las perso-
nas obesas tienen que interiorizar que los cam-
bios en el estilo de vida (realizar ejercicios fisi-
cos, disminuir la ingestion caldrica) destinados a
reducir el peso, necesitan mantenerse indefini-
damente si realmente se quiere mantener el me-
nor peso, pues aproximadamente las dos terce-
ras partes de las personas que logran reducir el
peso corporal, lo aumentan nuevamente en el
lapso de un ano y casi todos lo aumentan en un
lapso de 5 afnos (15).

Aunque el 29% de los hombres y el 44% de
las mujeres en EEUU dice estar tratando de re-
ducir su peso, solo el 20% reporta restriccion die-
tética y aumento de la actividad fisica (41).

Dieta

La composicion ideal de la dieta aun no se co-
noce, sin embargo, si conocemos que las dietas
que reducen drasticamente las proporciones de
nutrientes pueden ser peligrosas y no son mas
efectivas que aquellas que contienen, al menos,
las cantidades minimas necesarias de proteinas,
acidos grasos esenciales, vitaminas y minerales
(15). Esta demostrado también que una dieta
adecuada, combinada con ejercicios fisicos, aun-
que no reduzca el peso, disminuye significativa-
mente un factor de riesgo cardiovascular impor-
tantisimo: la hiperlipidemia. Ademas, una dieta
con bajo contenido graso hace reducir el peso a
corto plazo y si se mantiene, impide que se in-
cremente nuevamente el peso perdido (15).

Yancy et al (42), en su serie, compararon una
dieta pobre en carbohidratos y rica en proteinas
(PC-RP) ~régimen popular- con una dieta pobre
en grasa y rica en carbohidratos (PG-RC) y en-
contraron que los pacientes con la dieta PC-RP
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perdieron significativamente mas peso en rela-
cion con el grupo que recibio la otra dieta (PG-RC)
y presentaron ligero aumento del colesterol total
y las lipoproteinas de baja densidad, mientras
que el grupo de la dieta PG-RC mostro disminu-
ciones significativas de estas Gltimas variables.
Las HDL aumentaron vy los triglicéridos disminu-
yeron de forma significativa en el grupo PC-RP y
no variaron en el otro grupo. Los investigadores
concluyeron que la dieta PC-RP producia un efec-
to favorable en el peso y las concentraciones de
HDL vy triglicéridos, comparado con el grupo que
utilizo la dieta PG-RC, aunque estos ultimos tu-
vieron efectos mas favorables sobre el colesterol
total y las lipoproteinas de baja densidad.

Investigaciones mas recientes (43, 44) han es-
tudiado las dietas pobres en carbohidratos y han
demostrado que estas producen una reduccion
del peso significativamente mayor que aquellas
basadas en la restriccion de grasas.

Muchos estudios han demostrado que los
obesos pueden reducir su peso en aproximada-
mente 0.5 kg por semana con solo disminuir de
500 a 1000 kilocalorias de la ingestion energéti-
ca diaria. Restricciones mas severas en la dieta
aumentan la rapidez con que se pierde el peso,
pero no garantizan el éxito a largo plazo (14).

Ejercicio

El aumento de la actividad fisica no solo au-
menta el gasto energético sino que estimula la
adaptacion dietética (15). El ejercicio increment:a
el deseo de ingerir alimentos ricos en carbohi-
dratos y disminuye el de alimentos con alto con-
tenido graso. Por eso los programas de trata-
miento de la obesidad, que incluyen actividad
fisica, tienen mayor éxito. Inclusive, €l t'ip_O de
ejercicio es determinante, pues €l ejergm@ lde
gran intensidad, aunque se alterne con e;_ejrmcnos
de poca intensidad, produce una reduccion ma-
yor del peso y especificamente de la grasa cor-
poral, que aquel de baja a moderada intensidad
aunque sea continuo (45). Segun Foster_{12),_|8
actividad fisica regular es el mejor predictor in-
dependiente del mantenimiento del peso a largo
plazo. o

La adicion de ejercicios fisicos a !a _restrlccmn
caldrica, aunque solo aporta una mll’uma reduc-
cion del peso en la primera fase (Qtas 0 sema-
nas), es el componente del tratamiento que fa-
vorece el mantenimiento a largo plazo de la
reduccion del peso corporal (46, 47).
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Modificacion de la conducta

Durante muchos afos la obesidad fue consi-
derada como algo que se producia por falta de
voluntad de la persona, o como evidencia de
una personalidad psicopatica (48), es ahi donde
esta la génesis de la terapia conductual. Aunque
las alteraciones psicologicas no constituyen fre-
cuentemente la causa primaria de la obesidad,
las modificaciones de la conducta basadas en el
analisis de las circunstancias en que la persona
tiende a comer y particularmente el significado
de la comida para esa persona, pueden ayudar a
reducir el peso. Los expertos reportan que las
personas que reciben este tipo de terapia de ma-
nera estable, en grupos, por largos periodos y
con estrecha relacion con el terapeuta, logran
evitar el incremento del peso que ya han perdi-
do (15, 49).

Las intervenciones sobre la conducta ayudan
a los obesos a desarrollar un pensamiento adap-
tativo en relacion con la necesidad de disminuir
la ingestion calorica y aumentar el gjercicio fisi-
co. Las personas que combinan estos elementos
con el tratamiento conductual pueden reducir su
peso entre un 5-10% en un periodo de 4-6 meses
y aunque muchos consideran que esa «peque-
na» reduccion del peso es insuficiente, es sufi-
ciente, al menos, para mejorar muchas condicio-
nes patologicas relacionadas con la obesidad
(50). Desafortunadamente esta mejoria no se
mantiene si se gana nuevamente el peso perdi-
do. Reducir el peso corporal es muy dificil para
muchas personas obesas, pero mas dificil aun
es mantener el peso perdido a largo plazo (14).

Tratamiento farmacologico

La restriccion dietética y el ejercicio fisico se
han utilizado durante afos, pero muchas veces,
sobre todo en la obesidad severa, son ineficaces
estas estrategias terapéuticas, por eso se propu-
so el tratamiento medicamentoso como método
adjunto.

En 1992, con los estudios de Weintraub et al
(61), se cambié la mentalidad acerca del trata-
miento farmacoldgico de la obesidad. Ellos en-
contraron que la reduccion del peso se podia
mantener por tres anos y medio con el trata-
miento ininterrumpido con medicamentos. De
aqui surgio el pensamiento de que la obesidad
debe y tiene que ser abordada como una enfer-
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medad cronica que requiere cuidado meédico
continuo.

Para ios obesos con enfermedades asocia-
das, asi como para aquellos en quienes los tra-
tamientos no farmacoldgicos son ineficaces, el
uso de medicamentos para reducir el peso cor-
poral puede ser una opcion terapéutica adjunta
muy atil (14).

Los medicamentos actualmente aprobados
en los EEUU, para este fin, se pueden agrupar en
dos categorias a) los que disminuyen la inges-
tion de alimentos mediante la reduccién del ape-
tito o aumento de la saciedad (conocidos como
supresores del apetito) y b) los que disminuyen
la absorcion de nutrientes. Existe una tercera ca-
tegoria gque aun esta en fase de investigacion, es-
tos farmacos aumentan la utilizacién de energia
(contienen efedrina) (52).

Supresores del apetito
Agentes noradrenérgicos

Su mecanismo de accion esta basado en el in-
cremento de la disponibilidad de neurotransmi-
sores anorexigenos a nivel del sistema nervioso
central como norepinefrina y dopamina (14).

Fentermina, diethilpropion, fendimetrazina y
benzfetamina estan aprobados por la Adminis-
tracion de Drogas y Alimentos (FDA, por sus si-
glas en inglés) para usarlos solo durante pocas
semanas, generalmente 12 o menos, no obstan-
te algunos estudios han avalado su uso hasta
por 6 meses (14).

. La fenilpropanolamina fue recientemente re-
ﬂ{e_}dg del mercado porque se considero la posi-
bilidad gue estimuiara o favoreciera la aparicion

de enfermedad cerebrovascular hemorragica en
mujeres (14),

Agentes serotoninérgicos

Su mecanismo de accion se basa en el au-
mento de la liberacion de serotonina, la inhibi-
cion de su captacién presinaptica o ambas, ha-
ciendo posible que se prolongue su accion en
los receptores postsinapticos. Estos medica-
mentos tienen actualmente varias indicaciones
que no son solamente la obesidad, se pueden
utilizar tarmbién en pacientes con depresion Y

trastornos obsesivos compulsivos (14). La fluo-
xetina (Prozac), que es un inhibidor selectivo de
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la captacion presinaptica, ha inducido pérdida
de peso en estudios a corto plazo, pero desafor-
tunadamente no mantienen este efecto después
de los seis meses de tratamiento. La Sertralina
(Zoloft) ha mostrado resultados similares. La
fenfluramina y la dexfenfluramina, componen-
tes tambien de este grupo de medicamentos,
fueron retiradas del mercado en 1997 debido a
su asociacion a enfermedad valvular cardiaca e
HTA (53-56).

Agentes mixtos
(noradrenérgicos-serotoninérgicos)

La Sibutramina (Meridia) inhibe la captacion
presinaptica (o recaptacion) de norepinefrina y
serotonina y también tiene un efecto inhibidor,
aunque menor, sobre la captacion de dopami-
na; ademas ayuda a reducir la ingestion de ali-
mentos mediante la estimulacidn del senti-
miento de saciedad. Fue aprobada por la FDA
para la reduccion y mantencién del peso en
1997. Este medicamento si ha mostrado eficacia
a largo plazo para el tratamiento de la obesidad
cuando se administra conjuntamente con una
dieta hipocalorica. A diferencia de la fenflurami-
nay la dexfenfluramina este farmaco no produ-
ce liberacion de serotonina por lo que no ha si-
do implicado en el desarrollo de enfermedad
valvular cardiaca. Las personas que reciben Si-
butramina por un periodo de 6 meses pueden
reducir 5-8% de su peso corporal, lo cual se
mantiene por un periodo de hasta un afo. Ac-
tualmente se realizan estudios que evaluan pe-
riodos mayores de tratamiento (57).

Farmmacos que reducen la absorcion
de nutrientes

Orlistat (Xenical), es el tnico medicamento
de este grupo que esta aprobado por la FDA pa-
ra la reduccion y mantencion del peso (58) y su
mecanismao de accién se basa en la unién a las
lipasas gastrointestinales de la luz del tracto di-
gestivo, provocando la inhibicién de su efecto y
previniendo asi la hidrélisis de los triacilglicéri-
dos de la dieta en acidos grasos libres y aumen-
tando la liberacion de estos por las heces (59).
Los pacientes que utilizan 120 mg de Orlistat con
las comidas, o hasta una hora antes, excretan, a
través de las heces fecales, aproximadamente la
tercera parte de la grasa ingerida, reduciendo asi

la absorcion de estas y el ingreso mayor de ca-
lorias. Los pacientes tratados con este medica-
mento durante un ano, reducen aproximada-
mente el 9-10% de su peso corporal, ademas
experimentan una disminucién moderada de la
tension arterial, de los niveles de insulina duran-
te el ayuno y del colesterol total vy las lipoprotei-
nas de baja densidad. También se ha demostra-
do que favorece la pérdida de peso en diabéticos
no insulinodependientes, mejora los niveles de
hemoglobina glicosilada y disminuye los reque-
rimientos de sulfonilureas (60).

Dosis y forma de utilizacion

Debido a que la obesidad es una condicion
cronica, el tratamiento debe ser prolongado y
mantenido, pues cuando se abandona el mis-
mo, se aumenta nuevamente de peso. Es por
eso que al iniciar el tratamiento medicamentoso
se debe hacer una valoracion riesgo/beneficio
pues con el tratamiento prolongado pueden ser
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peores los efectos colaterales que la propia dis-
minucion del peso.

La eleccion de un farmaco especifico debe
basarse en la consideracion de las condiciones
meédicas subyacentes, otros medicamentos que
consuma el enfermo, el costo del mismo vy la
preferencia del paciente.

La estrategia terapéutica debe iniciarse con
tratamiento no farmacolédgico durante seis me-
ses y solo si no es satisfactorio, se aconseja el
uso de los farmacos (61).

La fentermina (54, 62) y el Diethilpropion (54,
63) son medicamentos noradrenérgicos y deben
administrarse 3 veces al dia (Tabla Il). Si el Die-
thilpropion es de liberacion prolongada se admi-
nistran 75 mg una vez al dia. Los efectos colate-
rales (14) y las contraindicaciones (54, 63) de
estos medicamentos se muestran en el Tabla |l

El bupropion (54, 64) es un medicamento an-
tidepresivo y para dejar el habito de fumar que
tiene algun efecto en la reduccion del peso. Tie-
ne una estructura casi idéntica al diethilpropion
(54). Jain et al (65) realizaron un estudio multi-

TABLA Il. Mecanismo de accion, dosis y presentacion

Farmaco Mecanismo Dosis Presentacion
Genérico Comercial de Accion
Adipex-P A
& las de 15,1875y 30 m
Fentermina Fastin Noradrenérgico 18.75-375 myg/dia y ¥ 4

Oby-Cap

Diethilpropion  Tenuate Noradrenérgico

Antidepresivo
Bupropion Zyban, Wellbutrin vy para dejar el

habito de fumar
Benzfetamina  Didrex Noradrenérgico

Bontril, Plegine,
Fendimetrazina Prelu-2, Adipost, Noradrenérgico

25 mg 3 v/dia o
75 mg/dia si LP

3 v/dia sin pasar de 450 mg o
2 v/dia sin pasar de 400 mg/dia si LP Tabletas LP 100, 150 y 200 mg

25-50 mg/dia de inicio, después
aumentar hasta 50 mg 3 v/dia.

Tabletas de 8 y 375 mg

Tabletas 25 mg
Tabletas LP 75 mg

Tabletas 75 y 100 mg

Tabletas LP 100, 150 y 200 mg

175-70 myg 2-3 veces al dia o 105 Tabletas 35 mg
mg/dia si es en preparados de LP Céapsulas LP 105 mg

X-Trozine
Tabletas 10y 20 mg
; : ; 20-40 mg/dia 0 90 mg a la semana  Solucion 20 mg por cada 5 ml
Fl tina P Antidepresivo =
Hoxetn i F en preparados de LP Capsulas 10, 20 y 40 mg
Capsulas LP 90 mg
; ia inici ; 100
Sertralina Zoloft Antidepresivo 50 mg/dia inicial aumentando ' Tablet_als 25,50y mg N
semanalmente hasta 200 mg/dia Solucion oral 20 mg por mililitro
Accion mixta,
Sibutramina Meridia noradrenérgica y 5-156 mg/dia Capsulas 5, 10 y 15 mg

serotoninérgica
Orlistat Xenical Inhibidor de la lipasa

gastrointestinal

120 mg 3 veces al dia

Capsulas 120 mg

LP: Liberacion prolongada
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TABLA lll. Efectos colaterales y contraindicaciones

Farmaco

Efectos colaterales

Contraindicaciones

Fentermina

Diethilpropion euforia, palpitaciones e HTA

Insomnio, sequedad bucal, constipacion,

HTA, enfermedades cardiovasculares
avanzadas, hipertiroidismo, glaucoma
y estados de ansiedad o excitacion

Sequedad bucal e insomnio
Bupropion

abdominal ocasional

dosis-dependiente, asi como ansiedad,
constipacion, mareos y dolor

HTA severa, enfermedad hepatica grave,
epilepsia, bulimia y anorexia nerviosa,
deshabituacion alcohdlica o

de benzodiazepinas

Benzfetamina

Fendimetrazina S S
euforia, palpitaciones e HTA

Insomnio, sequedad bucal, constipacion,

Embarazo, la arterioesclerosis obliterante,
enfermedades cardiovasculares,

HTA, glaucama, estados de agitacion,
alcoholismo e hipertiroidismo

Fluoxetina Somnolencia, debilidad o cansancio,
excitacion o ansiedad, insomnio, pesadillas, Esta contraindicada en la insuficiencia renal,
Sariialing diarrea, sequedad bucal, aumento sangramiento digestivo alto
de la sensibilidad dérmica a la luz solar y enfermedad hepatica
y disminucion del apetito
HTA no controlada, alteracion renal severa,
Sequedad bucal, constipacion e insomnio, disfuncion hepatica severa, glaucoma
Sibutramina asi como pequenos aumentos en la tension de angulo estrecho, cardiopatia isquémica,
arterial y la frecuencia cardiaca insuficiencia cardiaca congestiva, arritmias y
vasculares encefélicos
Aumentos ligeros de la tension arterial
y la frecuencia cardiaca, sequedad bucal,
cefalea, insomnio, astenia, nauseas Sindromes de mal absorcion cronicos
Orlistat y constipacion flatulencia, incontinencia fecal, y en las colestasis

esteatorrea, aumento del namero diario
de deposiciones y disminuye la absorcion

de vitaminas liposolubles

centrico con 422 pacientes obesos con depre-
sion de ligera a moderada y encontraron que el
bupropion redujo el peso de forma significativa-
mente mayor que el placebo, aproximadamente
4.6% del peso a los seis meses, comparado con
1.8% para el grupo placebo. Produce sequedad
bucal e insomnio dosis-dependiente, asi como
ansiedad, constipacion, mareos y dolor abdomi-
nal ocasional {66). No debe utilizarse en pacien-
tes bajo tratamiento con inhibidares de la mo-
noamino oxidasa. _

La benzfetamina es un medicamento nor-
adrenérgico, la dosis de inicio recomendada en
los adultos es de 25-50 mg una vez al dia, prefe-
rentemente alejada de las comidas. La dosis de-
be aumentarse gradualmente en dependencia
de la tolerancia y la respuesta del individuo has-
ta 50 mg tres veces al dia.

La .fer_udimeirazina (14, 67) es también nor-
adrpr.ergn;a y, atraves de la accién de sus meta-
bolitos, produce liberacién importante de nor-
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epinefrina y dopamina. Se administra de 17.5-70
mg 2-3 veces al dia o 105 mg/dia si es en prepa-
rados de liberacion prolongada.

Los datos resumidos de todos los medica-
mentos se muestran en los tablas Il y llI.

La fluoxetina (68-71) y la sertralina (69, 72-74)
son antidepresivos, esta uUltima se utiliza tam-
bién en los trastornos obsesivos-compulsivos y
en los ataques de panico. Tienen idénticos efec-
tos colaterales y similares contraindicaciones.

La sibutramina (55, 75-77) tiene accion mixta,
noradrenérgica y serotoninérgica. Este farmaco
produce marcada pérdida de peso debido a que
actua sobre el consumo de alimentos y el gasto
energético, es capaz de estimular el proceso fi-
siologico de la saciedad y estimular la termogé-
nesis; ademas disminuye los factores bioquimi-
cos de riesgo en la obesidad (triglicéridos,
colesterol total, lipoproteinas de baja densidad,
glucosa serica e insulina) y aumenta las lipopro-
teinas de alta densidad (76, 77).

66

67

El orlistat (12, 78-80) es un inhibidor de la li-
pasa gastrointestinal y se administra conjunta-
mente con una multivitamina, a razén de 120 mg
tres veces al dia, con las comidas o antes de pa-
sada una hora de haber ingerido el alimento.
Una consecuencia importante de su mecanismo
de accion es que reduce los niveles séricos de
colesterol en aproximadamente el 5%, mucho
mas de lo que se logra con la reduccion del pe-
so solamente (59). Este medicamento ayuda a
disminuir el peso corporal, las circunsferencias
de cintura y cadera, el por ciento de grasa cor-
poral total, la tensién arterial, los niveles plas-
maticos de glucosa vy lipidos y la albuminuria
(78-80); ademas disminuye la tensién arterial sis-
télica y los niveles de glicemia y hemoglobina
glicosilada en diabéticos (78). Esta contraindica-
da en los sindromes de mal absorcién cronicos
y en las colestasis. Los efectos adversos de este
medicamento se resumen en el Tabla lll. El au-
mento del namero diario de deposiciones gene-
ralmente disminuye a medida que avanza el tra-
tamiento; no obstante ha sido causa de
abandono del mismo. Es importante senalar que
como disminuye la absorcién de vitaminas lipo-
solubles se aconseja administrar dosis suple-
mentarias de las mismas dos horas o mas, antes
o después de |la administracion del Orlistat (58,
59, 81).

La farmacoterapia es muy importante para
mantener el peso perdido en pacientes que ha-
yan reducido su peso por cualquier meétodo. To-
dos los métodos no quirtrgicos de tratamiento
de la obesidad reducen el peso en los primeros
seis meses, pero casi siempre se acompanan de
reganancia en los meses subsiguientes y estos
farmacos han demostrado eficacia al evitar el in-
cremento nuevamente del peso corporal perdi-
do (57, 60).

Hasta ahora, la sibutramina y el orlistat,
son los dos Unicos farmacos aprobados para
el tratamiento prolongado de la obesidad (7, 38,
59, 82).

Tratamiento quirargico

La cirugia se reserva para personas con una
obesidad severa (IMC>40) o menos Severa (IMC
entre 35 y 40) con condiciones médicas 0 fact(!)r
res de riesgo asociadas. El procedimiento mas
comun es la gastroplastia (reduccion de Ig ca-
mara gastrica) con o sin bypass intestinal (ej. de-
rivacion yeyunoileal) (14, 39).

Obesidad, enfermedad cardiaca y tratamiento

Opciones de tratamiento

Yanovsky y Yanovsky (14) proponen las si-
guientes opciones:

1. Para los pacientes con IMC entre 25-29.9 y
2 o mas factores de riesgo, o para los que tienen
un IMC=30.

a) Cambios en el estilo de vida

— Dieta: Reducir de 500-1000 kcal/dia y que
solo el 30% o menos de las calorias provengan
de las grasas.

— Actividad fisica: Inicialmente 30-45 minu-
tos de actividad moderada, de 3-5 veces por se-
mana y despues tratar de llegar a realizar esta
actividad todos los dias.

b) Terapia conductual {0 modificacion de la
conducta).

2. Para los pacientes con IMC=27 y 2 factores
de riesgo asociados o para aquellos con IMC=30
(se considera también para los pacientes que
con la opcion 1 perdieron menos de 0.5 kg/se-
mana).

a) A las estrategias propuestas en la opcion 1
se le anade el tratamiento farmacologico.

3. Para los pacientes con IMC=35 y 2 factores
de riesgo asociados, para aquellos con IMC=40 y
para aquellos donde las demas opciones de tra-
tamiento han sido ineficaces.

a) Cirugia

b) Monitoreo médico durante toda la vida

CONCLUSIONES

Es importante puntualizar que la obesidad es
un trastorno cronico que requiere atencion pro-
longada, produce alteraciones sobre varios or-
ganos y sistemas y tiene que despertar especial
atencion para el cardidlogo, pues estimula la
aparicion de HTA, insuficiencia cardiaca y car-
diopatia isquémica (35-43). Los medicamentos
pueden reducir el peso y evitar el aumento pos-
terior, sin embargo, «solo deben utilizarse como
terapia adjunta y en casos seleccionados» en
quienes el tratamiento no farmacologico ha sido
ineficaz. Ademas la inocuidad y eficacia de estas
drogas después de dos anos de tratamiento vy su
relacion con la morbilidad y mortalidad a largo
plazo aun no han sido bien establecidas.

Prevenir el aumento del peso es el primer pa-
so para modificar la «epidemia» creciente de so-
brepeso y obesidad. Los médicos debemos con-
tinuar brindando atencién primaria de salud

MAPFRE MEDICINA, 2005; vol. 16, n.° 3 219



E L. Moreno Martinez, O. J. Lopez Bernal, R. J. Llanes Pelegrin, et al.

para recomendar un estilo de vida saludable que
incluya una dieta balanceada vy la practica regu-
lar de ejercicios fisicos (82).

Segun Godinez (83), la aceptacion de que la
obesidad ha superado las proyecciones epide-
mioldgicas de la comunidad médica mundial
nos hace, necesariamente, reflexionar en cuanto
a lo que, hasta hoy, hemos logrado. No cabe du-
da que la obesidad, como otras enfermedades
cronico-degenerativas, es el resultado de una
serie de desajustes entre factores fisioldgicos,
genéticos y ambientales, que cada vez son me-
jor identificados, pero que hasta ahora no han
podido ser modificados sustancialmente (83).

Enfrentar ese reto es nuestra responsabi-
lidad.
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COMUNICACION BREVE

Miocarditis por fiebre Q: presentacion de un caso

Myocarditis for Q fever: presentation of one case

Hospital General de Gran Canaria Dr. Negrin
Las Palmas de Gran Canaria

RESUMEN

La miocarditis por Coxiella burnetii es una forma rara de
presentacién clinica de la fichre Q aguda, y, al igual que la pe-
ricarditis, sola o asociadas, se detecta en alrededor del uno por
ciento de los casos de fiebre Q aguda. Se presenta un caso de
miocarditis por fiebre Q aguda, en un varén de 55 afios, que in-
gres6 con clinica de insuficiencia cardiaca congestiva, tras sin-
drome febril autolimitado. La ecocardiografia reveld un ventri-
culo izquierdo muy dilatado con hipoquinesia difusa y fraccién
de eyeccion del 45 por ciento. El cateterismo cardiaco confirmé
dichos hallazgos, siendo las coronarias normales. El estudio se-
rolégico fue compatible con fiebre Q aguda. La evolucién con
tratamiento con furosemida, espirolactona, captopril, acenocu-
marol y doxiciclina fue favorable, y la ecocardiografia al cabo
de 11 meses puso de manifiesto importante mejoria de las alte-
raciones cardiacas, persistiendo en dicho momento criterios se-
roldgicos de fiebre Q aguda.

Palabras clave: Fiebre Q aguda, Coxiella burnetii, miocanditis.
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The myocarditis by Coxiella burnetii is a rare form of clini-
cal presentation of acute Q fever, and, with the pericarditis, only
or in association, is detected in one per cent of cases of acute Q
fever. A case of myocarditis by acute Q fever is showed, in a man
55-year-old who was admitted with congestive heart failure cli-
nical, after self-limited febrile syndrome. The echocardio-
graphy revealed a very dilated left ventricle with a global de-
crease of the mobility and ejection fraction of 45 percent. The
cardiac catheterization confirmed these findings. The coronary
arteries were normal. The serologic study was compatible with
acute Q fever. The evolution with treatment with furosemide,
spirolactone, captopril, acenocumarol and doxyeycline was fa-
vourable, and the echocardiography after 11 months showed
important improvement of the cardiac alterations, persisting in
this moment serology of acute Q fever.

Key words: Acute Q fever; Coxiella bumetii, myocarditis.
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INTRODUCCION

La miocarditis es una enfermedad inflamato-
ria del musculo cardiaco, que puede coexistir
con pericarditis. Las causas mas frecuentes son
autoinmunes, toxicas e infecciosas, aunque lo
habitual es que no se identifique la etiologia (1).
La miocarditis infecciosa con frecuencia puede
pasar desapercibida al aparecer en el contexto
de un cuadro febril sistémico, por lo que su ver-
dadera incidencia es desconocida (2). Coxiella
burnetii (C. Burnetii) es una rickettsia, cuyo prin-
cipal reservorio es el ganado vacuno y bovino,
aunque también se han descrito otros animales
como fuente de infeccion. La forma habitual de
contagio en el ser humano es por inhalacion de
quistes, si bien recientemente se ha postulado
gue ciertas garrapatas podrian ser transmisoras
de la misma (3). Se trata de una zoonosis de dis-
tribucion mundial con una prevalencia elevada
en Canarias (en nuestro hospital ingresan de 15
a 20 casos de Fiebre Q con semiologia atipica al
ano). La infeccién intravascular por C. burnetii
generalmente se manifiesta como fiebre Q cro-
nica. Por el contrario, la miocarditis por C. bur-
netii constituye una forma rara de fiebre Q agu-
da, encontrandose en una revision bibliografica
(Medline 1960-2003) solamente casos ocasiona-
les (4-7). Describimos el caso de un varon, pre-
viamente sano, que presentd fallo cardiaco agu-
do, asociado a disconfort toracico, y alteraciones
inespecificas de la repolarizacion en el electro-
cardiograma, con coronarias normales en el ca-
teterismo, en el contexto de una infeccion por C.
burnetii, que es compatible con miocarditis por
fiebre Q aguda, sin poderse descartar la coexis-
tencia con pericarditis.

CASO CLiNICO

Varon de 55 afos, que encontrandose relati-
vamente bien 2 meses antes del ingreso en
nuestro hospital presentd cuadro febril de 15 di-
as de duracion, acompanada de sudores, cefa-
lalgia y pérdida de unos 6 kg de peso, que remi-
tio espontaneamente. Estando relativamente
bien 4 semanas después de desaparecer la fie-
bre c;omienza con edemas de instauracion pro-
gresiva, seguido de inquietud, disnea intensa y
disconfort centrotoracico. Por ello es evaluado
de urgencias, objetivandose fallo cardiaco y se
decide ingreso. No habitos tdxicos ni alergias
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conocidas. No semiologia previa articular, cuta-
nea o neurologica. Hipertension arterial ligera,
sin tratamiento farmacoldgico. Procede de un
area rural de Gran Canaria. De profesion admi-
nistrativo. A la exploracion clinica: moderado
trabajo respiratorio, ortopneico, con ingurgita-
cion yugular. Tonos cardiacos apagados, arritmi-
cos a 100 I/m, sin soplos, ni roce. Hepatomegalia
de 2 cm, y edemas grado 2/4. De la analitica des-
taca: Protocolo general (SMA de 22 determina-
ciones), troponinas, Transaminasas, GGT, CPK,
TSH vy anticuerpos antinucleares normales. Se-
rologia a neumonias atipicas, enterovirus, her-
pes, hepatitis, IGes y VIH negativas, salvo a C.
burnetti con titulos IgG por IFl de 1/640 (fase 2),
y de 1/80 (fase ). Electrocardiograma: Arritmia
completa por fibrilacién auricular a 100 latidos
por minuto, con cambios inespecificos de la re-
polarizacion. En plano frontal QRS méaximo de 7
mm. Alternancia de los complejos QRS. Radio-
grafia de Torax: Cardiomegalia y criterios de fa-
llo ventricular izquierdo (Figura 1). Gammagrafia
coronaria con pequeno defecto de perfusion in-
ferior, parcialmente reversible y dilataciéon ven-
tricular izquierda (Figura 2); el ecocardiograma
inicial revela disfuncion ventricular izquierda
(fraccién de eyeccion del 45%), con marcada di-
latacion VI (DDVI: 68 mm) (Figura 3), lo que se
confirma con el cateterismo, siendo las corona-
rias normales.

Tras mejoria progresiva con diuréticos, cap-
topril, anticoagulacion y doxiciclina se orienta
el diagnéstico a miocarditis, que por las caracte-
risticas, su habitat y la serologia sugiere ser se-
cundario a fiebre Q. Once meses después el pa-

Figura 1. RxTorax: Se aprecia cardiomegalia homogénea,
con criterios de fallo ventricular izquierdo.
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Figura 2. Gammagrafia cardiaca: Se aprecia dilatacion
ventricular izquierda.

DE GRAN CANARIA DE MEGRIN ~ CARDIOLOGIA

Figura 3. Ecocardiograma en proyeccion de 4 camaras
(inicial): Se aprecia dilatacion de todas las cavidades car-
diacas.

ciente permanece asintomatico con tratamiento,
permaneciendo positiva la serologia a fiebre Q
aguda, y observandose en el ecocardiograma
mejoria de los parametros de funcion ventricular
(fraccion de eyeccion del 54%) y diametro del
ventriculo izquierdo (DDVI de 64 mm).

DISCUSION

La miocarditis de etiologia infecciosa es in-
frecuente, pero su incidencia exacta no se cono-
ce, ya que es probable que los cuadros leves que

Miocarditis por fiebre Q

cursan de forma asintomatica y con alteraciones
electrocardiograficas inespecificas pasen des-
apercibidos (8, 9). El diagndstico debe plantear-
se ante cualquier paciente con sindrome febril
que presente elevacion de las troponinas y CPK-
MB, clinica de fallo cardiaco o alteraciones del
ritmo. El paciente que presentamos era un adul-
to sano sin antecedentes de cardiopatia y que se
manifestd por insuficiencia cardiaca secundaria
a disfuncion sistolica, junto a alteraciones ines-
pecificas de la repolarizacion en el electrocardio-
grama. No se objetivd aumento de las enzimas
cardiacas o troponinas en las determinaciones
seriadas que se realizaron, hecho relativamente
frecuente en las miocarditis, si se realiza cuando
se ha superado la fase de insulto muscular (1).
Inicialmente pensamos que podia tratarse de un
paciente con una miocardiopatia dilatada que
debuta con insuficiencia cardiaca, pero la evolu-
cion demostro que se trataba de un fallo cardia-
co agudo con posterior mejoria progresiva y no
completa de la funcién ventricular al cabo de 11
meses. El diagndstico de miocarditis contintia
basandose actualmente en los hallazgos clini-
cos, electrocardiograficos y analiticos, ya que la
biopsia endomiocardica es una técnica invasiva
con complicaciones potencialmente graves, una
sensibilidad y especificidad bajas y con resul-
tados que no suelen modificar la actitud tera-
peéutica (2).

La mayoria de los casos de miocarditis son
idiopaticos, si bien se atribuyen a una infeccion
viral que generalmente no puede ser demostra-
da (8, 10). El diagnostico de fiebre Q aguda se
suele realizar mediante serologia, bien a través
de la demostracion de seroconversion, o bien,
COmo en nuestro caso, por la demostracion de
anticuerpos frente antigenos de fase Il de C. bur-
netii a titulos IgG mayor o igual a 1:200 y/o IgM
superior o igual a 1:50 en una muestra tnica, y
que sean superiores a los anticuerpos frente a
los antigenos de fase I. La serologia de fiebre Q
es especifica y no presenta reacciones cruzadas
con otras rickettsias ni otros microorganismos
(3, 11). El diagnostico de certeza puede hacerse
mediante cultivos celulares, con técnicas com-
plejas y riesgo de infeccion para el personal de
microbiologia (12), por lo que solo se hacen en
centros de referencia. Los valores alargados del
APTT (tiempo parcial de tromboplastina activa-
da) vy la presencia de anticuerpos anticardiolipi-
na han sido encontrados en una proporcion ele-
vada de casos de fiebre Q (13), y podrian servir
de ayuda cuando la primera serologia es negati-

MAPFRE MEDICINA, 2005; vol. 16, n.° 3 225



S. Suarez, I. Coello, J. M. Rodriguez, et al.

va por retraso en la seroconversion, o si existe
suero anticomplementémico (frecuente en la in-
feccion aguda por Fiebre Q) que podria condi-
cionar interpretar la serologia de modo erroneo.

El factor epidemiologico asimismo puede
ayudar a orientar el diagndstico. La mayoria de
casos de Fiebre Q encontrados en nuestro hos-
pital estan relacionados con &reas rurales, que
en lenguaje coloquial en Gran Canaria reciben el
nombre de «medianias», por estar comprendido
en un area intensamente azotada por los alisios
a lo largo de todo el afo, con altitudes entre los
200 y 1.300 metros.

Cuando el paciente ingresé en nuestro hospi-
tal iniciamos tratamiento con doxiciclina, que
mantuvimos 2 semanas, habiéndose iniciado el
dia de su ingreso y antes de conocer estudios se-
rologicos de fiebre Q aguda, que los recibimos al
octavo dia de estancia hospitalaria, momento en
que fue dado de alta. Se desconoce la influencia
que puede tener el tratamiento antibidtico en la
fase aguda de la infeccion sobre la evolucion de
la miocarditis. Tampoco se sabe cual es el mo-
mento idéneo para tratarla guiandonos por la se-
rologia, ya que ésta conserva el perfil de serolo-
gia de infeccion aguda durante mas de un ano.

La informacion disponible sobre miocarditis
por C. burnetii es muy escasa. Solo existen 2 se-
ries de casos, y en una de ellas (14) los autores
no describen las caracteristicas clinicas en la for-
ma de presentacion. Fournier y colaboradores
(15) refieren 8 casos de miocarditis de una serie
de 1.276 pacientes con fiebre Q aguda. Siete pre-
sentaron miocardiopatia dilatada, de los cuales 6
evolucionaron favorablemente con recupera-
cion de la funcion cardiaca en los meses si-
guientes. En Espana hay descritos 3 casos que
se manifestaron por dolor toracico (16), fibrila-
cion ventricular (17) e insuficiencia cardiaca (18),
y todos evolucionaron favorablemente.

La patogenia de las miocarditis en humanos
es desconocida, aunque hay modelos en anima-
les en los que se han implicado mecanismos in-
munologicos (8,19,20). En el caso concreto de la
fiebre Q existe poca documentacion bibliogréafi-
ca, aunque si se ha demostrado la presencia de
C. burnetii en el miocardio (21).

En conclusion, la C. burnetii es un microorga-
nismo que debe investigarse en los pacientes
con sindrome febril y semiologia de enfermedad
cardiaca concomitante. Los pacientes que des-
arrollan insuficiencia cardiaca tienen mal pro-
nostico, pudiendo evolucionar hasta una situa-
cion irreversible, si bien algunos casos pueden
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recuperarse de modo parcial (como el presenta-
do) e incluso hay casos descritos con recupera-
cion ad integrum.
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FISIOTERAPIA GERIATRICA.
Practica asistencial en el anciano.

José Rubens Rebelatto,
José Geraldo da Silva Morelli.
Ed. McGRAW-HILL. Interamericana.

Si de alguna manera genérica tuviera que re-
sumir el testo “Fisioterapia Geriatrica’; esa seria
la de claro y tremendamente didactico. De he-
cho, los autores (con constantes referencias a es-
tudios, una amplia y cuidada bibliografia que
permite al lector ampliar y completar los conoci-
mientos....) han contado con un amplio elenco
de profesionales del ambito clinico, para elabo-
rar un pormenorizado estudio sobre los aspec-
tos demograficos del envejecimiento, las teorias
actuales que explican el proceso de envejeci-
miento, la influencia del mismo en los distintos
organos y sistemas del cuerpo, y los cuidados
necesarios y abordaje fisioterapico de las distin-
tas enfermedades que afectan al anciano. Para
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todo ello, la editorial McGRAW-HILL ha cuidado
la impresion y el tipo de letra, consiguiendo una
buena calidad de graficos, tablas y figuras.

Especialmente destinado a fisioterapeutas y
alumnos de fisioterapia, cuyo objetivo profesio-
nal es el conocimiento y dedicacion a los ancia-
nos, los autores brasilenos, profesor y alumno
respectivamente, han dividido el texto en 11 ca-
pitulos a lo largo de sus casi 270 paginas. En
ellas clarifican conceptos como la calidad de vi-
da, haciendo hincapié en la falsa creencia de que
anciano es igual a enfermo; teorias del envejeci-
miento y su influencia en los diferentes aparatos
y sistemas del organismo; y los efectos benefi-
ciosos del ejercicio fisico en el anciano. Desde el
capitulo quinto al décimo, los autores centran
mas el texto en el campo de la fisioterapia, ne-
cesaria e imprescindible para la prevencién, cui-
dado y tratamiento del anciano. Expone los dis-
tintos recursos termoelectroterapicos de los que
dispone el fisioterapeuta para el tratamiento de
las dolencias que aqueja esta poblacién tan nu-
merosa e indicaciones y contraindicaciones de
estas aplicaciones.

Es en este capitulo donde tal vez se encuen-
tra la Unica carencia del texto, y es que al tratar-
se de un libro didactico, se echa de menos la pre-
sencia de mas protocolos de aplicacion.

El libro avanza y se inicia un desarrollo ex-
tenso de las patologias y enfermedades que
afectan mas frecuentemente al anciano y su
abordaje desde el campo de la fisioterapia. Alte-
raciones funcionales de origen neuroldgico, os-
teoporosis, osteoartritis, lesiones articulares,
protetizacion, infarto agudo de miocardio y afec-
ciones respiratorias son algunas de ellas.

El capitulo niumero 11 y Ultimo hace referen-
cia a la asistencia de urgencias ante determina-
das circunstancias tales como: dolor toracico,
pérdida de consciencia, hipertension arterial o
transporte de accidentados, que viene a comple-
tar el interés que despiertan sus capitulos.

Para finalizar la presentacion de este libro,
me gustaria destacar una frase en la que los au-
tores han estado muy acertados: “no debemos
ver el envejecimiento como un problema si no
mas bien como un objetivo deseado?”

Alberto Melian Ortiz
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1. Programas de intervencién de la psicologia clinica en la en-
fermedad crénica.

2. Diseno de programas y contenidos de formacion orientados
a mejorar las capacidades de ayuda humana y terapeutica
de los profesionales sanitarios.
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catastrofes, unidades de cuidados intensivos, paliativos y
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Rehabilitacion n.° becas: 4
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3. Investigacion y avances de |a protetizacién en amputaciones
parciales de mano.
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1. Ingenieria Tisular.

2. Biomecanica del aparato locomotor.
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5. Osteoporosis.
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cién relacionada con estas bases, indicando en el sobre “Becas
de Investigacion”, tal como se expone a continuacion:

Fundacion
MAPFRE | MEDICINA

Becas de Investigacion
Area oo
Ctra. de Pozuelo a Majadahonda, s/n « 28220 Majadahonda (Madrid)
Teléfono: 91 626 57 04 « Fax: 91 626 58 25
www.mapfremedicina.es + infofmm@mapfremedicina.es

BECAS DE INVESTIGACION

Area Social, con el objetivo de fomentar

estudios e investigaciones tendentes a la
mejora de las condiciones de vida y la integracion
social de personas de la Tercera Edad y/o con
Discapacidad.

Se convocan 4 Becas de Investigacion del

_I Requisitos

Los aspirantes a esta beca habran de reunir los siguientes re-
quisitos:

1. Estar en posesion del titulo de licenciado o diplomado de una
Universidad Espanola o Extranjera siempre que, en este Ulti-
mo caso, se encuentre legalmente convalidado en Espana.

2. Carta o certificacion con la que se acredite suficientemente la
vinculacién con un centro de investigacion, universidad o en-
tidad para la adecuada realizacion del proyecto.

3. Ser ciudadano espafol o de la Unién Europea, residente en
Espana.

__' Condiciones generales

1. Elimporte de las ayudas sera de 4.500 euros, distribuido a
lo largo de un aiio, tiempo previsto para la realizacion de la
investigacién.

2. Para optar a la concesion de becas, se habra de remitir la do-
cumentacion indicada por correo certificado antes del 15 de
octubre de 2005 a:

FUNDACION MAPFRE MEDICINA
Ctra. de Pozuelo a Majadahonda, s/n,
28220 Majadahonda (Madrid).

3. Elfallo de la Convocatoria se hara publica a partir de ene-
ro de 2006.

4. La FUNDACION MAPFRE MEDICINA podra declarar desiertas
las becas objeto de la convocatoria, cuando a juicio de la Comi-
sion de Valoracién correspondiente, los solicitantes no alcanza-
ran el nivel requerido.

5. Los resultados de la investigacion seran publicados en la re-
vista MAPFRE MEDICINA en primicia, comprometiéndose los
becarios a no realizar publicaciones previas salvo en ese me-
dio.

_I Formalizacion de solicitudes

Las solicitudes, segun el cuestionario estandarizado que puede
obtenerse en www.mapfremedicina.es, deberan enviarse al do-
micilio social de la Fundacién, acompafiadas de los siguientes
documentos:

a) Curriculum vitae de cada investigador, con fotocopia de la
Certificacion de estar en posesion del titulo de Licenciado o
Diplomado por una universidad espanola o extranjera, siem-
pre que se encuentre convalidado en Espania.

b) Fotocopia del Documento Nacional de Identidad, para |o§ ciu-
dadanos espanoles y del pasaporte y fotocopia del permiso o
certificado de residencia para los ciudadanos de la Union Eu-
ropea.

¢) Memoria explicativa del proyecto de investigacion para el que
solicita la beca, en la que indicara los objetivos yse especifi-
cara la prevision de gastos (adquisicion de equipos y otros)

d) Carta o certificacion con la que se acredite suit_cient_emente la
vinculacion con un ceniro de investigacion, universidad o en-
tidad para la adecuada realizacion del proyecto.

_I Temas de investigacion

Los trabajos de investigacion a desarrollar deberan versar sobre
los temas que se proponen a continuacién:

1. Adaptacion a la vejez.

. Dependencia — abandono - soledad.

. Financiacién de las dependencias en |a Tercera Edad.

. Provision de servicios sanitarios geriatricos.

. Proyectos de apoyo a colectivos desfavorecidos.
Institucionalizacion de mayores y personas con discapacidades.
. Ocio, actividades culturales y turismo accesible.

. Aplicacion de la Clasificacion Internacional del Funciona-
miento, de la Discapacidad y de la Salud - CIF.
9. Aplicacion de la Ley de Prevencion de Riesgos Laborales en

Centros Especiales de Empleo y en puestos de trabajo con
personas con discapacidad.

10. El empresario ante la contratacion de pesonas con discapa-
cidad.

11. El sistema escolar y la discapacidad.

12. Inmigrantes con Discapacidad, integracion sociolaboral en
nuestra sociedad.

13. Integracion laboral de personas afectadas por dafo cerebral.
14. Integracion laboral de personas con discapacidad.

15. Integracion sociolaboral de personas mayores con discapa-
cidad sobrevenida por accidente.

16. Iltinerarios formativos para personas con discapacidad y difi-
cultades para el acceso.

17. La psicologia aplicada al apoyo e integracion de personas
de la tercera edad y/o con discapacidad.

18. Nivel socio-cultural de las personas que sufren un acciden-
te laboral.

19. Normalizacién de la discapacidad desde la educacion.

20. Nuevos yacimientos de empleo para personas mayores y
con discapacidad.

21. Pertil sociolaboral de los trabajadores en puestos de trabajo
con alto riesgo de accidente laboral.

22. Problematica de las personas con discapacidad al terminar
su vida laboral.

23. Programas de evaluacion y orientacion profesional: Bolsas
de Empleo.

24. Programas de informacion y asesoramiento a familias de per-
sonas con discapacidad para favorecer su integracion laboral.

25. Servicios de intermediacion laboral, programas y proyectos
innovadores.

26. El empleo con apoyo para personas con discapacidad

@~ O ; A WD

Los solicitantes deberan remitir por correo toda la documentacion
relacionada con estas bases, indicando en el sobre “Becas de In-
vestigacion del Area Social”, tal como se expone a continuacion:

'rSJ) Fundacion

¥ MAPFRE | MEDICINA

Becas de Investigacion del Area Social
Teman® ...
Ctra. de Pozuelo a Majadahonda, s/n + 28220 Majadahonda (Madrid)
Teléfono: 91 626 57 04 « Fax: 91 626 58 25
www.mapfremedicina.es - infofmm@mapiremedicina.es



REVISTA MAPFRE MEDICINA

Normas para la publicacion de articulos

La revista MAPFRE MEDICINA es una publicacion
de periodicidad trimestral, que es drgano de expre-
si6n de la FUNDACION MAPFRE MEDICINA y esta
abierta 2 Ia publicacion de trabajos de autores ajenos
2 la entidad.

La revista publica articulos sobre las siguientes 4reas:

* Traumatologia y Cirugia Ortopédica.

= Rehabilitacién.

* Medicina Cardiovescular.

* Medicina Preventiva.

* Medicina Clinica y del Trabajo.

* Gerencia Hospitalaria.

* Geriatria.

* Neurociencias.

* Otras disciplinas sanitarias.

Los articulos que sean publicados en la revista
MAPFRE MEDICINA podran ser también publicados en
la versién electrénica de Iz revista, en Internet, asi como
en otros formatos electrénicos (CD-ROM...) que en el
futuro surjan, aceptando los autores de los articulos és-
tas y otras formas de publicacion virtual o digital.

La revista MAPFRE MEDICINA asume el uestilo
Vancouver', preconizado por el Comité Internacional de
Directores de Revistas Médicas (*), con las especifica-
ciones que se detallan & continuacion,

SECCIONES

Los autores que deseen colaborar en algunas de las
secciones de la revista pueden enviar sus aportaciones
(por triplicado) a la redaccion de la misma, entendiéndo-
se que ello no implica la aceptacion del trabajo, que se-
ra notificada por escrito al autor.

El Comité Editorial podra rechazar, sugerir cambios o
llegado el caso, realizar modificaciones en los textos re-
cibidos; en este Ultimo caso, no se alterars el contenido
cientifico, limiténdose nicamente al estilo literario.

1. Editorial
Trabajos escritos por encargo del Comité Editorial, o
bien, redactados por alguno de sus miembros.
Extensidn: No debe ser superior a 8 folios mecano-

grafiados a doble espacio; la bibliografia no debe conte-
ner una cifra superior a 10 citas.

2. Originales

Tendrén tal consideracion aouellos trabajos, no edi-
tados anteriormente, ni remitidos simultaneamente a
otra publicacion, que versen sobre investigacion, epide-
miologa, fisiopatologia, clinica, diagndstico o terapéuti-
ca, dentro de las 4reas definidas con anterioridad.

Texto: Se recomienda no superar las 20 paginas me-
canografiadas (30 lineas a doble espacio, con 60 carac-
teres por linea)

Tablas: Se aconseja una cifra maxima de 6 tablas.

Figuras: Se considera adecuada una cifra inferior a 8,

Bibliografia: Es aconsejable no superar las 50 citas,

Los criterios que se aplicaran para valorar la acepta-
cion de los articulos seran el rigor cientifico metodoldgi.
co, novedad, trascendencia del trabajo, concision expo-
sitiva, asi como la calidad literaria del texto

3. Revision

Seran trabajos que versen sobre algunas de las are-
as declaradas anteriormente, encargados por el Comité
Editorial, o bien, remitidos espontaneamente por el au-
tor, cuyo interés o actualidad aconsejen su publicacion
en la revista

(*) Uniform requirements for manuscnpts submitted 10 bio-
medical journals. N Engi J Med 1997, 336 {4). 309315,

Ewste una traduccién al castellano: requisitos comunas para
los aniculos originales enviados a revistas biomédicas MAPFRE
MEDICINA 1997, 8 (31° 209218 En Intemet hitptsww.map-
fremedicina es/ 1357htm

En cuanto a los limites de extension, se aconsejan
los mismos definidos para los articulos originales.

4. Comunicacion breve

Esta seccién permitird publicar articulos breves, con
mayor rapidez. Ello facilita que los autores presenten
observaciones, resultados iniciales de investigaciones
€n curso, e incluso realizar comentarios a trabajos ya
editados en la revista, argumentando de forma mas ex-
tensa que en la seccidn de cartas al Director.

Texto: Hasta un méaximo de 8 folios, con las mismas
caracteristicas definidas.

Tablas v figuras: Hasta un méaximo total de 4.

Bibliografia: Hasta 15 citas.

5. Imagen diagndstica

En esta seccion de Ia revista se presentaran casos
clinicos singulares en los que la imagen sea resolutoria.
Para ello, se aportaran una, o como maximo dos imé-
genes, de un paciente o una zona del mismo (ECG, Rx,
TAC, RM, ecografia, espectro electroforético, etc.), con
expresividad clinica por si misma diagnéstica, de cuak
quier rama de la Medicina y acompanada de un breve
comentario fisiopatologico y/o clinico en relacion con la
imagen y entidad nosolégica del caso. La extension se-
ra menor de 15 lineas mecanografiadas a doble espacio,

Esta pagina se remitird junto a otra, de presentacion,
con la siguiente informacién:

* Titulo: diagnéstico en espaicl que sugiere la imagen.

* Nombre completo de los autores con la maxima
calificacidn académica o profesional de los mismos.

* Centro de trabajo de los autores.

* Direccion para correspondencia y teléfono.

6. Correspondencia

Esta seccion publicara la correspondencia recibida,
que no necesariamente debe hacer mencién a articulos
ya editados en la revista, siempre que guarde relacion
con las éreas definidas en la linea editorial,

En caso de que se realicen comentarios a articulos
publicados anteriormente, se remitira dicha correspon-
dencia al primer firmante del articulo, para posibilitar una
cantraargumentacion, teniendo en cuenta que si en el
plazo de un mes no se recibe una respuesta, se enten-
dera que elflos autores del articulo objeto de correspon-
dencia, declinan esta posibilidad.

En cualquier caso, el Comité Editorial de la revista
podra incluir sus propios comentarios,

Las opiniones que puedan manifestar los autores
ajenos al staff editonal en esta seccion, en ningun caso
seran atribuibles a la linea editorial de |a revista.

Extension. Texto: Como méximo 3 folios, hibliografia
incluida, hasta un total de 5 citas. No se adjuntaran ta-
blas ni figuras.

PREPARACION DEL ORIGINAL

1. Normas generales

1.1. Numere todas las paginas del texto, bibliografia
incluida.

1.2, Numere las tablas en latinos, presentando en
cada pagina una sola tabla, junto cen el titulo de la tabla
y explicacion de las abreviaturas empleadas.

1.3. Numere las figuras en ardbigos, segun las sk
guientes instrucciones:

¢ Dibujos y esquemas: la calidad debe ser excep-
cional. Indique la numeracion, asi como la situacion me-
diante una flecha orientada hacia el margen superior

o Fotografias en papel haga constar en una etique-
ta adhesiva que situara en el dorso de la figura, el nu-
mero de la misma, asi como la indicacion de cual es el
lado superior de a figura, mediante una flecha

o Diapositivas: indique sobre el marco de las mis-
mas, mediante un rotulador adecuado (indeleble) o bien
con una etiqueta adhesiva, el nimero y lado superior de
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la misma. A continuacion, introddzcalas en las hojas de
almacenamiento disponibles en el comercio, de forma
que se evite en lo posible el extravio de las mismas.

14. Pies de figuras: presente en hoja aparte, todos
los textos explicativos de las figuras, numerados iguak-
mente.

1.5. Inicie cada seccion del articulo en hoja aparte.
Para los articulos originales, éstas son: resumen, intro-
duccién, material y métodos, resultados y discusion, Se
recomienda que el autor se responsabilice de la traduc-
cién del Resumen/Abstract, asi como de la seleccion de
las Palabras clave/Keywords, que se presentaran junto
al resumen. Los articulos largos pueden exigir el em-
pleo de subapartados en algunas secciones (sobre todo
en las de Resultados y Discusion) para exponer su con-
tenido con mayor claridad.

1.6. Envie tres copias completas (texto e ilustracio-
nes) del articulo.

2. Originales en disquete

Se recomienda el envio del fichero de texto y, en los
€asos en que sea posible, de cada figura en un fichero
independiente.

Cuando envien disquetes, los autores deberan:

- Incluir 3 copias impresas del articulo.

- Enviar Gnicamente la version mas reciente del fi-
chero del articulo.

- Indicar claramente el nombre del fichero.

- Adherir una etiqueta en la que figuren el formato
y el nombre del fichero.

~ Ofrecer informacion sobre el equipo y los progra-
mas informéticos utilizados.

3. Pégina de presentacion

La primera pagina del articulo aportard la siguiente in-
formacion:

* Titulo en castellano y en inglés.

* Nombre completo de los autores, con la maxima
calificacion académica o profesional de los mismos.

¢ Centro de trabajo de los autores.

* Autor que se responsabiliza de la corresponden-
cia, con la direccion de envio.

* Titulo abreviado del articulo, en no mas de 40 le-
tras, para la paginacion.

* Las fuentes de ayuda en forma de subvenciones,
€quipos y medicamentos.

* Numero total de paginas del articulo.

* Numero total de tablas.

* Numero total de figuras.

Al enviarnos el articulo, compruebe que estos tres
ultimos ftems coinciden con el material QUE nos envia.

4. Autoria

Todas las personas consignadas como autores ten-
drén que haber participado en el trabajo en grado sufi-
ciente para asumir la responsabilidad publica de su con-
tenido.

La apredltacion Como autor se basara Unicamente en
aportaciones esenciales a: al la concepcion y el disefo,
o el andlisis v la interpretacioén de los datos; b) la redac-
cion del articulo o la revision critica de una parte impor-
tante de su contenido intelectual, y ¢ la aprobacion de-
finitiva de la version que sera publicada. Tendrdn que
cumplirse simultaneamente las condiciones a), b y ¢).
La participacién exclusivamente en la obtencién de fon-
dos o en la recogida de datos no Justificard la designa-
cion como autor. La supervision general del grupo de in-
vestigacion tampoco sera suficiente.

5. Resumen y palabras clave (Abstract, Keywords)
_En la sequnda pagina figuraré un resumen (de no
mas de 150 palabras en el caso de los resumenes no
estructurados, ni de més de 200 en el de los estructu-
rados).
Presente en pagina aparte la versién en castellano y
en inglés. Se recornienda encarecidamente cuidar la or-
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tografia y sintaxis de la version anglosajona, para evitar
ulteriores correcciones.

El contenido del Resumen debe incluir la siguiente
informacién:

* Objetivos del estudio.

* Procedimientos basicos empleados (seleccion de
poblacién, método de observacion, procedimiento ana-
litico).

* Hallazgos principales del estudio (datos concretes
y significacién estadistical.

* Conclusiones del estudio, destacando los aspectos
més novedosos.

A continuacion, los autores deberén presentar, e
identificar como tales, entre 3 y 10 palabras clave o ex-
presiones breves que faciliten a los encargados de la in-
dexacion la clasificacion cruzada del articulo y que se pu-
blicardn junto con el resumen. Para ello deberan utifizar
los términos incluidos en la lista de encabezamientos
de materias médicas [Medical Subject Headings
(MeSH)) del Index Medicus o, en el caso de términos de
aparicion reciente que aun no figuren en los MeSH, los
términos actuales.

6. Partes del texto
6.1. Introduccion

Presentara los objetivos del estudio, resumiendo los
razonamientos empleados, citando unicamente las re-
ferencias necesarias y sin realizar una revision exhaust-
va del tema. No deben incluirse las conclusiones del tra-
bajo.

6.2. Material y Métodos

Se describira con claridad la seleccién de los sujetos
observados o que participaron en los experimentos (pa-
cientes o animales de laboratorio, incluidos los contro-
les). Se indicaran la edad, el sexo y otras caracteristicas
importantes de los sujetos. La definicion y relevancia de
la raza y la etnia son ambiguas. Los autores deben ser
especialmente prudentes al utilizar estas categorias

Se identificarén los métodos, los equipos (nombre y
direccion del fabricante entre paréntesis) y los procedi-
mientos con suficiente detalle para que otros investiga-
dores puedan reproducir los resultados. Se ofrecerdn
referencias de los métodos acreditados, entre ellos los
estadisticos (véase més adelante); se daran referencias
y descripciones breves de los métodos que ya se hayan
publicado pero que no sean ampliamente conocidos, se
describiran los métodos nuevos o sometidos a modifi-
caciones significativas, indicando las razones para util-
zarlos y evaluando sus limitaciones. Se identificaran con
precision todos los medicamentos y las sustancias qui-
micas empleadas, incluidos los nombres genéncos, las
dosis y las vias de administracién.

En los informes sobre los ensayos clinicos aleato-
rios, se facilitara informacién sobre los principates ele-
mentos del estudio, entre ellos el protocolo (poblacion
de estudio, intervenciones o exposiciones, resultados v
justificacion del andlisis estadistico), la asignacion de in-
tervenciones (métodos para distribuir aleatonamente,
caracter ciego de la asignacion a los grupos de trata-
miento) y el método de enmascaramiento.

Los autores que remitan articulos de rawision inclui-
ran una seccion en la que se describan los métodos ut-
lizados para localizar, seleccionar, recoger y sintetizar l0s
datos. Estos métodos se describiridan también breve
mente en el resumen

6.3. Flica

Al presentar informes sobre experimentos con seies
hurmanos, se indicard silos procedimientos seguidos
cumplen las normas éticas del comité (institucional o re-
gional) responsable de este tipo de ensayos y la Decla
racion de Helsinki de 1975, modificada en 1983 No se
utilizaran los nombres, iniciales o numeros de registro
hospitalario de los pacientes, sobre todo en las llustia-
ciones

6.4, Estadistica

Se describiran los métodos estadisticos utilizados
con suficiente detalle para que un lector informado
con acceso a los datos originales puada comprobar los
resuitados publicados. En la medida de lo posible, s
cuantificarén los resultados v se presentardn con ios
comespondientes indicadores de eror © de incert
dumbre de la medicion (como los intervalos de con-
fianza). Se evitara la dependencia exclusiva en las
pruebas de constatacion de hipdtesis estadisticas, co-
mo la utilizacion de valores P que no transmiten infor-
macion cuantitativa importante. Se analizardn los crite-
rios de inclusién de los sujetos experimentsles. Se
facilitardn detalles sobre el método para distribuir ale-
atoriamente. Se describirdn los métodos y el éxito del
enmascaramiento de las observaciones. Se haran
constar las complicacrones del tratamiento. Se espe-
cificara el nimero de observaciongs. Se mencionasa ia
pérdida de sujetos respecto a la observacién (por
sjemplo, las personas que abandonan un ensayo clini-
col. Se indicaran los programas informaticos de uso
general que se han empleado

En la seccion de Métodos figurard una descrpcion
general de los métodos emplea-dos. Cuando s2 resu-
man los datos en la seccion de Resultados, se especifi-
caran los métodos estadisticos utilizados para su andh-
sis. Se limitara el nimero de tablas y figuras al minimo
necesano para exponer el tema de! trabajo y evaluar los
datos en los que se basa. Se utlizardn graficos como ak-
terativa a as tablas con muchas entradas. Se definirdn
los términos, las abreviaturas y la mayoria de los simbe-
los.

6.5. Resultados

Los resultados se presentardn en el texto, en las ta-
blas y en las ilustraciones siguiendo una secuancia kg
ca. No se repetirdn en el texto todos los datos que apa-
rezcan en as tablas y las lustraciones; se destacardn o
resumiran Gnicamente las observaciones importantes

6.6. Discusion

Se insistird en los aspectos novedosos & importan-
tes det estudio yen las conclusiones que pueden ex
traerse del mismo. No se repetirén con detalle los datos
y otros matenales incluidos en las secciones de Intro-
duccién o de Resultados. En esta seccion se abordaran
las repercusiones de los resultados y sus limitaciones
ademas de las consecuencias para la mvestigacion en ei
futuro, Se compararan las observacionas con otros es-
tudios pertinentes

Se relacionaran las conclusiones con 1os cbjetvos
del estudio, evitando afirmaciones poco fundamenta
das y conciusionas avaladas insuficientemente por los
datos. En concreto, los autores evitaran hacer afirma
cionas sobre costes y beneficios econémicos, saho en
el caso de que su articulo incluya datos y andlsis de esa
indole. Se propondrdn nuevas hipdtesis cuando estd
justificado, pero se indicard claramente su carécter Fo
dran inclurrse recomendaciones cuando Sea opoartuno

6.7 Agradeciventos

En el lugar apropeado del anticuko (un apéndice af tex
to) se incluiran una 0 mas daclaraciones sobre al s
agradecimentos por eportacionas que no an la
acreditacion coma autor (pot elemplo, 8l 8poVo ganarns
prestado por la citedra de un departamentol, b los
agradecimientos por la gyuda técnica recitwda, o los
agradecimientos por @ Upo de apoyo matenal v finan
ciero recibido; v d? las rolacrones que pusden plantear
un conflicto de intereses

Las personas que han colaborado en fa |
de! original paro cuya apornacidn no |
tacion comao autoles pox
funcion y aportacion (por ejemy
arevision ciitca de la propuesta e
de datosy O «participaci

parsonas deberar haber concedido su aule

CaNao Su
centifico
s, «r@COQiIda

clinico s Estas
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Instrucciones para los autores

ser mencionadass. Los autores se encargaran de obte-
ner 1a autorizacion por escrito de ias personas citadas
por su nombre, ya que los lectores pueden deducir que
€stas avalan los datos y las conclusiones de! estudio

La ayuda técnica debe agradecerse en un pémafo
aparte de los utilzados para agradecer otras aportacio-
nes.

6.8. Referencias bibliograficas

Las referencias bibliograficas se numerardn conse-

tivamente en el orden en que aparecen en el texio
Para su identificacion en éste, en las tablas y en las le-
yendas, se utlizaran nimeros arabqos entre parénte-
si8. Las referencias citadas unicamente en as tablas o
en las leyendas de las figuras se numeraran de acuerdo
con la secuencia establecida por 12 primera mencion
gue se haga en el texte de la tabla o la figura en cues-
tidn.

Se utikzara el estdo de los eemplos ofrecidos a
continuacion, que se basan en ios formatos utilizados
por la National Library of Medicine INLM) de Estados
Unidos en el Index Medicus. Los nombres de las re-
vistas deben abrewviarse de acuerdo con el estilo uti-
2ado en el Index Meaicus. Debe consultarss la List of
Journals Indexed in index Medicus (Relacion de Revis-
1as Indexadas en el Index Medicus) que la NLM pu-
tlica anualmente por separado y en &l numero de ene-
10 del Index Medicus. La relacién también puede
chtenerss consultando ia direccitn Web de i NLM
hitp/www: nim.nin. gov

Se evitard Iz uthizacion de resimenas como referen-
cies. Les referencias a onginales aceptados perc todavia
No pubkcados se designardn con expresiones coma sen
prensan 0 «pIONIMa publicacione, los autores deberan
obtaner #UtoT230I0N por esCto para citar dichos anticy-
‘o8 y comprobar que han side admitides para su pub
L) La mformacion procedente de articulos envia-
dos a una revista pero rechazados, se menconars en e!
texto coma «obsarvaciones no publicadass, previa au-
torizacdn por escrito de la fuente

Se ewitardn las referencias del tipo «comunicacidn
personalw, sahvo cuando ofrezcan TMAcon esencial
no dispondle en fuentes pubicas, en cuyo caso figura-
n entre paréntesis en el 1exto el nombyre de 1a perso-
na y la fecha de la comunicacion En lo que respecta a
los articulos cientif autores geberan obtener de
| ite de a co N DErsondi i aytonzacion
00N de Su exactitud

Articutos publicados en revistas

(1) Articedo normad

Se mencionan 108 sais primeras autores Yy s@ agrega
& expresion ngt ol »

Vega L Fina | K
with an inclease
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Normas de publicacion

(7) Volumen con varias partes:

OzbenT, Nacitarhan 5, Tuncer N. Piasma and urine sialic acid
in non-insulin dependent dizbetes meliitus. Ann Chn Biochem
1935; 32(Pt 3):3036.

(8) Numero con varias partes:

Poole GH, Mills SM. One hundred consecutive cases of flap
lacerations of the leg in ageing patients. N Z Med J 1934; 107(S86
Pt 1}:377-8.

(8) Numero sin volumen:

Turen |, Wredmark T, FellanderTsai L. Arthroscopic ankle arth-
rodesis in rheumnatoid arthritis. Clin Orthop 1395; (320):1104.

{10} Sin numero ni volumen:

Browell DA, Lennard TW. Immunclogic status of the cancer
patient and the effects of bloed transfusion on antiturnor respon-
ses. Curt Opin Gen Surg 1983; 32533

(11) Paginacion en numeros romanos:

Fisher GA, Sikic Bl. Drug resistance in clinica! oncology and
hematology. Introduction. Hematol Oncol Clin North Am 1996
Apr, 9(2)xrxi.

(12) Indicacion del tipo de oniginal segun convenga:

Enzensberger W, Fischer PA, Metronome in Parkinson's dise-
ase lletterl. Lancet 19986, 347: 1337

(13} Articulo que contiene una retractacion:

Garey CE, Schwarzman AL, Rise ML, Seyfrizd TN. Cemulo-
plasmin gene defect associated with epilepsy in EL mice [retrac-
tion of Garey CE, Schwarzman AL, Rise ML, Seyfried TN. In: Nat
Genet 1994,6:426-31]. Nat Genet 1985; 11:104.

(14) Articulo que ha sido objeto de una retractacion:

Liou GI, Wang M, Matragoon S. Precocious IRBP gene ex-
pression during mouse development [retracted in Invest Oph-
thalmol Vis Sej 1994; 35:3127). Invest Ophthalmol Vis Sci 1994;
35:10838.

(15) Articulo con fe de erratas publicada:

Hamlin JA, Kahn AM. Hemiography in symptomatic patients
following inguinal hernia repair [published erratum appears in
West J Med 1995; 162:278). West J Med 1395; 162:28-31.

Libros y otras monografias

(16) Indicacion de autores personales:

Ringsven MK, Bond D. Gerontology and leadership skills for
nurses, 2nd. ed. Albany (NY): Delmar Publishers; 1396.

(17) Indicacicén de directores de edicidn o compilado-
fes como autores:

Norman |J, Redfern SJ, editors. Mental health care for elderly
people. New York: Churchill Livingatone; 1996.

(18) Indicacion de una organizacion como autor y edi-
tor;

Institute of Medicine (US). Looking at the future of the Medi-
caid pregram. Washington (DC): The Institute; 1992

(19) Capitulo de un libro:

Phillips SJ, Whisnant JP Hypertension and stroke In® Laragh
JH, Brenner BM, editors, Hypertension: pathophysiology, diag-
nosis, and management. 2nd ed. New York: Raven Press; 1995
p. 465-78.

(20) Actas de congresos:

Kimura J, Shibasaki H, editors. Recent advances in clinical
neurophysiolagy. Proceedings of the 10th International Congress.
of EMG and Clinical Neurophysiclagy, 1995 Oct 15-19; Kyoto, Ja-
pan. Amsterdam: Elsevier; 1996.

(21) Original presentado en un congreso:

Bengtsson 5, Sclheim BG. Enforcement of data protection,
privecy and security in medical informatics. In: Lun KC, Degoulet
P Piemme TF. Rienhoft O, editors. MEDINFO 92. Proceedings of
the 7th World Congress on Medical Informatics; 1992 Sep 6-10;
Geneva, Switzerland. Amsterdar: North-Holland; 1992 p. 15615

(22) Informe cientifico o técnico:

Publicado por el organismo financiador o patrocina-
dor:

Smith P Golladay K. Payment for durable medical equipment
hilled during skilled nursing facility stays. Final report Dallas (TX):
Dept. of Health and Human Services (US), Office of Evaluation
and Inspections, 1984 Oct. Report No.. HHSIGOEIE9200860.

Publicado por el organismo realizador

Field MJ, Trangusds RE, Feasley JC, editors. Health services
research: work force and educational 1ssues. Washington: Natio-
nal Academy Press. 1995. Contiact No. AHCPR282942008
Sponsored by the Agency for Health Care Policy and Research

(23) Tesis doctoral:

Kaplan SJ. Post-hospital home health care: the elderly’s ac-
cess and utilizados [dissertation). St Louis (MOQ): Washington
Univ,, 1995

(24) Patente:

Larsen CE, Trip R, Johnson CR, inventors, Novoste Corpora-
tion, assianee. Methods for procedures relaled to the elec-
trophysiclogy of the heant US patent 5,529,067 1995 Jun 25
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Otros trabajos publicados

(25) Articulo de periddico:

Lee G. Hospitalization tied to ozone pallution: study estimates
50,000 admissions annuzlly. The Washington Post 1996 Jun
21;Sect. A:3 (col. 5).

(26) Material audiovisual:

HIV+/AIDS; the facts and the future [videocassette]. St. Louis
(MO): Mosby-Year Book; 1935.

(27) Material juridico:

Disposiciones en vigor:

Preventive Health Amendments of 1993, Pub. L. No. 103
183,107 Stat. 2226 (Dec. 14, 1993).

Proyecto de ley no aprobado:

Medical Records Confidentiality Act of 1995, 5. 1360, 104th
Cong., 1st Sess. {1995).

Cadigo de Reglamentos Federales:

Informed Consent. 42 C.FR. Sect. 441.257 (1985),

Audiencia:

Increased Drug Abuse: the Impact on the Nation's Emer-
gency Rooms: Hearings before the Subcomm. on Human Re-
sources and Intergovernmental Relations of the House Comm.
on Government Operations, 103rd Cong., 1st Sess. (May 26,
1933).

(28} Mapa:

North Carolina. Tuberculosis rates per 100,000 population,
1990 [demographic mapl. Raleigh: North Carolina Dept. of Envi-
ronment, Health, and Natural Resources, Div. of Epidemiology;
1991

(29) Libro de /a Biblia:

The Holy Bible. King James version. Grand Rapids (MI): Zon-
dervan Publishing House; 1995. Ruth 3: 1-18.

{30) Diccionario y obra de consulta semejantes:

Stedman’s medical dictionary. 26th ed. Baltimore: Williams &
Wilkins; 1995. Apraxia; p.119-20.

(31) Obra clasica:

The Winter's Tale: act 5, scene 1, lines 13-16. The complete
works of Willam Shakespeare. London: Rex; 1973.

Trabajos inéditos
(32) En prensa:

Leshner Al. Molecular mechanisms of cocaine addiction. N
Engl J Med. In press 1937

Material electronico

(33) Articulo de revista en formato electrénico;

Morse SS. Factors in the emergence of infectious diseases.
Emerg Infect Dis Jsenal online] 1995 Jan-Mar [cited 1996 Jun
5]:1)1):124 screens]. Available from: URL: http/iwaww.cde
gov/ncidod/EID/eid.htm.

(34) Monografia en formato electronico:

CDI, clinical dermatology illustrated [manograph on CDROM]
Reeves JRT, Maibach H. CMEA Multimedia Group, producers.
2nd ed. Version 2.0. San Diego: CMEA; 1995,

(35) Fichero informético:

Hemadynamics Il the ups and downs of hemodynamice
[computer program). Version 2.2. Orlando (FL): Computenzed
Educational Systems, 1993

6.9. Tablas

Las tablas se mecanografiarén o imprimirén a doble
espacio en hoja aparte. Se numeraran consecutivamen-
te en el orden en que aparezcan citadas en el texto y se
asignara un titulo breve a cada una de ellas. En cada co-
lumna figurara una cahecera corta o abreviada. Las ex-
plicaciones necesarias se incluirdn en notas a pie de pa-
gina y no en las cabeceras. En estas notas se
especificaran las abreviaturas especiales utilizadas en
cada tabla.

Se identificarén las medidas estadisticas de varia-
cién, como la desviacion tipica y el error tipico de la me-
dia.

Se evitara [a utilizacion de lineas verticales y horizon-
tales en el interior de las tablas.

Se comprobara que todas las tablas se mencionan
en el texto.

Si se utilizan datos de otras fuentes, publicadas o no,
tendra que obtenerse la autorizacion de las mismas y
mencionar este hecho en la tabla.

La utilizacion de un numero excesivo de tablas con
relacion a la extension del texto puede dificultar la com
posicion de las paginas
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6.10. liustraciones (figuras)

En el reverso de cada figura se adherird una eti-
queta en la que se indiquen su numero, el nombre del
autor y cuél es la parte superior. No debe escribirse di-
rectamente en el reverso de las figuras ni sujetar és-
tas con clips. No deben doblarse ni montarse sobre
cartulina.

En las fotomicrografias figurarén indicadores de
escala internos. Los simbolos, flechas y letras utiliza-
dos en éstas tendrdn que distinguirse claramente del
fondo.

Si se utilizan fotografias de personas, éstas no po-
drén ser identificadas; de lo contrario, tendra que adjun-
tarse una autorizacion por escrito para su publicacion.

Las figuras se numerardn consecutivamente de
acuerdo con el orden en que aparezcan en el texto. Si
alguna figura ya ha sido publicada, se citara la fuente ori-
ginal y se remitira la autorizacion por escrito del titular de
los derechos de autor para reproducir el material,

En cuanto a las ilustraciones en coler se enviaran
diapositivas o positivos en color.

6.11. Leyendas de las ilustraciones

Las leyendas de las ilustraciones se mecanografia-
rén o imprimirén & doble espacio, empezando en hoja
aparte e identificandolas con los numeros arébigos
correspondientes. Los simbolos, flechas, nimeros o
letras utilizados para identificar ciertas partes de las
ilustraciones deben especificarse y explicarse inequi-
vocamente en la leyenda. Se explicara la escala inter-
na y se indicara el método de tincién en las fotomi-
crografias.

6.12. Unidades de medida

Las medidas de longitud, altura, peso y volumen se
expresaran en unidades del sistema métrico. Las tem-
peraturas se consignaran en grados Celsius. La presion
arterial se indicara en milimetros de mercurio. Todos los
valores hematoldgicos y de quimica clinica se expresa-
ran en unidades del sistema métrico decimal, de acuer-
do con el Sistema Internacional de Unidades (SI).

6.13. Abreviaturas y simbolos

Sélo se utilizaran las abreviaturas normalizadas. Se
evitara su inclusion en el titulo y el resumen. Cuando se
emplee por primera vez una abreviatura, ésta ira prece-
dida del término completo al que corresponde, salvo si
se trata de una unidad de medida comun.

ENVIO DEL ORIGINAL

Se enviara tres copias del original en un sobre de pa-
pel resistente vy, en caso necesario, se colocaran éstas
y las figuras en una carpeta de carton para evitar que las
fotografias se doblen. Estas y [as transparencias se in-
troducirdn en un sobre aparte también de papel resis-
tente.

Se enviard junto con el original una carta de presen-
tacion firmada por todos los co-autores que incluya: a)
informacion sobre publicacion previa o duplicada o envio
a otras revistas de cualquier parte del trabajo; b) una de-
claracién de las relaciones econémicas o de otro tipo
que podrian dar lugar a un conflicto de intereses; ¢/ una
declaracion de que el original ha sido leido y aprobado
por todos los autores, de que se cumplen los requisitos
antes descritos para la acreditacion de los autores antes
descritos y de que todos los autores consideran que el
original constituye un trabajo honrado; y o el nombre, la
direccion y el numero de teléfono del autor encargado
de ponerse en contacto con el resto de los autores en
10 que respecta a las revisiones y la aprobacion definiti-
va de las pruebas de imprenta.

Junto con el original, se entregara copia de las auto-
rizaciones necesarias para reproducir materiales ya pu-
blicados, utilizar ilustraciones, facilitar informacion sobre
personas que pueden ser identificadas o citar a colabo-
radores por las aportaciones que hayan efectuado.
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COMPOSICION CUALITATIVA Y CUANTITATIVA Cada 100 g contienen: oleorresina de capsico (expresada en
Capsaicina),0,025 g. (1/g de crema contiene: 0,00025 g de capsaicina). Excipientes (miristato de isopropilo, cido
esledrico, propilenglicol, monomiristato de glicerina, dietanolamina cetil fosfato, alcohol cetilico, alcohol bencilico,
diazolidinilurea, p-hidroxibenzoato de metilo'sédico, p-hidroxibenzoato de propilo, agua purificada) c.s. EORMA
FARMACEUTICA CAPSIDOL se presentaen forma de crema. DATOS CLINICOS Indicaciones terapéuticas.
Alivio sintomatico de dolores musculares o articulares localizados: Posologia y forma de administracion: Aplicar
una fina capa de producto sobre la zona afectada, extendiéndola suavemente: Repetirla aplicacion 816 4 veces
cada dia. Conviene lavarse las manos con agua frfa y jabéniinmediatamente después de cada aplicacion, asf
como evitar el contacto del producto’coniojos'y mucosas: Contraindicaciones. Esta especialidad'es de uso
exclusivamente topico, y debe evitarse su aplicacion sobre la piellifritada, quemada o herida, asf'como Sobre ojos
y mucosas. Antecedentes de alergia a sus componentes. No utilizar en ninos menores de 2 anos. Advertencias y
precauciones especiales de empleo. Este preparado es de exclusivo uso extemo. Si los dolores persisten mas
de 7 dias 0 empeoran, o se produce irritacion o enrojecimiento, consultar al médico. No aplicar calor ni vendajes
apretados. No utilizar de forma prolongada ni en dreas extensas. Interacciones con otros medicamentos y
otras formas de interaccidn. Las posibles interacciones de esta especialidad con otros medicamentos tdpicos,
no son conocidas. Embarazo y lactancia. No se han descrito alleraciones en estos supuestos. La cantidad tedrica
de capsaicina que puede recibir el lactante por la leche materna no es significativa' y no implica riesgo,
considerando su atoxicidad.

Efectos sobre |a capacidad para conducir vehiculos y utllizar maquinaria. El empleo de CAPSIDOL no altera
la capacidad para conducir vehiculos y utilizar maquinaria. Efectos indeseables. El principal efecto indeseable
descrito es la reaccion de ardor inicial que se produce tras la aplicacion del producto. Esta reaccién suele disminuir
con el tiempo a medida que prosigue el tratamiento a |a dosis recomendada. En algunas personas, reacciones
alérgicas (quemazon o picor). En este caso suspender el tratamiento. Sobredosificacion. La intoxicacion aguda
es practicamente imposible con el uso adecuado de la especialidad. En caso de ingestion accidental o contacto
con los ojos, se recomienda acudir a un centro médico indicando la cantidad ingerida. PROPIEDADES
FARMACOLOGICAS Propiedades farmacodinamicas. Aunque el mecanismo de accion preciso de la capsaicina
no esta aun perfectamente elucidado, la evidencia actual sugiere que su efecto farmacolégico esté basado en una
depleccion de la sustancia P, y en la prevencion de su reacumulacion en las neuronas sensitivas periféricas, lo
que induce una reduccion de la sensibilidad al dolor en la piel 'y las articulaciones. DATOS FARMACEUTICOS
Instrucciones de uso y manipulacion. No requiere instrucciones especiales de uso y manipulacién.
Presentacion y PVP Tubo con 30 g de crema. PVP IVA 11.20 €. Tubo con 60 g de crema. PVP IVA 14.50 €. Sin

receta médica. Especialidad publicitaria.No reembolsable por el Sistema Naclonal de Salud. Fecha de Revisién de
la Ficha Técnica: Enero 1995.
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