Funcion de circuitos cerebrales de la cognicion temporal en la
esquizofrenia y su relacion con la atencion y funciones ejecutivas:
estudio de metaanalisis de neuroimagen funcional mediante
estimacion de la probabilidad de activacion

F. Ortuino

Departamento Psiquiatria y Psicologia Médica. Clinica Universidad de Navarra

FUNDAMENTO

Dentro de la linea de investigaciéon sobre
neuroimagen y cognicién en la normalidad y la
esquizofrenia nos planteamos realizar un estu-
dio de meta-analisis de estudios de activacién
de la atencién y estimacion temporal. Los obje-
tivos globales de nuestro proyecto se dirigian a
contrastar las hipétesis de: (a) la existencia de
circuitos neurales responsables de la estimacién
temporal en los que participan regiones prefron-
tales, parietales, estriadas, palidas, talamicas
y cerebelosas; (b) la disfuncién estos circuitos
en la esquizofrenia; (c) la importancia de estos
circuitos sobre las funciones de atencién y eje-
cutivas en la normalidad; (d) la estrecha rela-
cion entre la disfuncién de estos circuitos en la
esquizofrenia sobre disfunciones atencionales y
ejecutivas.

El método que propusimos tiene dos pasos:
en primer lugar, en una revisién bibliografica con
palabras claves, de las bases de datos ISl y Medli-
ne. En concreto se utilizaron las palabras clave:
time estimation*, timing* OR time perception*.
Una segunda bisqueda y MA se llev6 a cabo con
las palabras: positron emission tomography* y
functional magnetic resonance imaging* cruza-
das con schizophrenia*.

MATERIAL Y METODOS

De los varios miles de trabajos registrados
en la bibliografia llevamos a cabo una seleccién
aplicando los criterios especificos descritos por
Pettachi et al. (2005). Finalmente recogimos los
datos cuantitativos de las tablas de coordenadas
espaciales (segun el atlas de Taillarach) de regio-
nes cerebrales activadas incluidas en cada una
de las publicaciones y se incluyen en archivo
SPSS. Finalmente, cada uno de estos archivos es
procesado mediante el programa informatico de
método de meta-analisis.
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Los andlisis se realizaron siguiendo las re-
comendaciones del consorcio BrainMap. Utili-
zamos el programa de software MRIcron para
visualizar los mapas de ALE superpuestos sobre
una plantilla de alta resolucién generado por el
International Consortium for Brain Mapping (Ko-
chunov et al, 2002).

Cada uno de los objetivos se corresponde
con los siguientes cuatro estudios de estimacion
de la probabilidad de activaciéon (ALE) de las
regiones cerebrales implicadas en: (a) la estima-
cion temporal normal; (b) la estimacion tempo-
ral en la esquizofrenia respecto a la normalidad;
(c) de las regiones cerebrales implicadas en ta-
reas de atencion y test de funciones ejecutivas
en la normalidad; (d) en tareas de atencién y
test de funciones ejecutivas en la esquizofrenia
respecto a la normalidad. Finalmente se efec-
tGan sustracciones de las regiones resultantes
respectivamente a-b, c-d, con el fin de examinar
si los circuitos funcionales de estimacion tempo-
ral, de atencién y funciones ejecutivas coinciden
en los estudios de normalidad y si coinciden las
regiones disfuncionales en la esquizofrenia.

RESULTADOS

Hasta la fecha hemos llevado a cabo dos ana-
lisis ALE de estudios de neuroimagen: uno, que
incluye estudios en la normalidad (objetivo 1,
ALE-a) y otro que incluye estudios comparativos
entre personas sanas y pacientes con esquizo-
frenia (objetivo 2, ALE-b).

El primer MA ha replicado el resultado que
los estudios de estimacién temporal comparten
activaciones significativamente en las regiones
frontales (areas de Broadman (BA: 6,8,9,10), pa-
rietal (BA: 40), temporales (BA: 22, 37, 41), asi
como caudado, putamen y talamo, bilateralmen-
te (Fig. 1).
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Figura 1. Mapas de meta-analisis ALE de estudios de estimaci6n temporal en probandos sanos (se visua-
lizan las regiones cerebrales con activacion significativa).

El segundo MA detecta activaciones signifi-
cativamente reducidas (p< 0,05) en la de regio-
nes frontales derechas: circunvolucién precen-
tral (BA 6), superior (BA 9), media (BA 8 y10),

cingulo (BA 32), corteza parietal derecha (BA
39) asi como globus pélido, putamen y tdlamo
derechos (Fig. 2).

Superior frontal gyrus

Cingular gyrus

Thalamus Insula Pallidus - Putamen

Figura 2. Mapas de meta-analisis ALE de estudios de estimacién temporal en la esquizofrenia (regiones
con menor activacién en la esquizofrenia respecto a probandos sanos).

CONCLUSIONES

Nuestros estudios confirman la existencia de
un circuito talamo-cortico-estriatal-cerebeloso
involucrado en la estimacion temporal.

En la esquizofrenia, se observa una implica-
cion deficiente en la mayor parte de las regiones
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derechas de dicho circuito. Estos hallazgos su-
gieren un patrén de desconexién de la estima-
cién temporal, con implicaciéon de nuevas regio-
nes, y enfatizan la comunicacion disfuncional del
hemisferio derecho/izquierdo en la percepciéon
temporal en la esquizofrenia.
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Evaluacion de las deficiencias de perfusion cerebral en la enfermedad
de Parkinson y su correlacion con los trastornos del sueno

M.A. Fernandez Seara

Fundacién para la Investigacion Médica Aplicada (FIMA)

FUNDAMENTO

La perfusién cerebral es anormal en varias
patologias, en forma de hipoperfusion, hiperper-
fusién y/o tiempo de transito arterial prolonga-
do. La técnica de “Arterial Spin Labeling” (ASL)
puede proporcionar mediciones cuantitativas
del flujo sanguineo cerebral sin el uso de un
agente de contraste exdégeno. En este proyecto,
se propuso disenar una secuencia de ASL que
aumentara la relacién sefal a ruido del método
y redujera los artefactos de movimiento del pa-
ciente, con el objetivo de evaluar la perfusion
cerebral en pacientes con enfermedad de Parkin-
son y estudiar la relacién de las alteraciones de
perfusion con los trastornos de suefilo comunes
en estos pacientes.

MATERIAL Y METODOS

Alo largo de este proyecto hemos mejorado
la eficiencia de la técnica, de dos formas distin-
tas: optimizando el pulso de inversion y sustitu-
yendo el modulo de lectura por una secuencia
3D de eco de espin rapida con una trayectoria
en el plano espiral. Estos dos cambios nos han
permitido obtener mapas de perfusién con una
sefial a ruido mas alta y de mejor calidad (con
menos artefactos) tanto en voluntarios sanos
como en pacientes de Parkinson. Usando esta
secuencia hemos podido obtener mapas de
perfusion cerebral en un grupo de pacientes de
Parkinson y en un grupo de controles sanos de
edades similares.

RESULTADOS

La comparaciéon de los mapas de perfusion
nos ha permitido detectar las regiones cerebra-
les donde la perfusién en los pacientes esta al-
terada. Hemos encontrado varias regiones de la
corteza cerebral donde la perfusion esta reduci-
da, sin embargo no hemos encontrado ninguna
region en donde la perfusiéon esté aumentada
(Fig. 1). Las regiones que estan hipoperfundidas
en los pacientes se encuentran localizadas en los
l16bulos frontal, parietal y occipital. La hipoperfu-
sion afecta a regiones del cortex motor, premo-
tor, y sensorial en el 16bulo frontal. Las regiones
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del 16bulo parietal y occipital se relacionan con
funciones visuo-espaciales. Estas deficiencias
de perfusién podrian estar relacionadas con los
sintomas motores y las deficiencias en tareas
de caracter visuo-espacial que presentan los
pacientes con enfermedad de Parkinson. Las
deficiencias en procesamiento visuo-espacial
y visuo-sensorial (exploracion visual) son mas
acusadas en pacientes de Parkinson que pre-
sentan trastornos del suefio que en pacientes de
Parkinson que no padecen este tipo de trastor-
nos. Por lo tanto, esto indica que podria haber
una relacion entre los trastornos de suefio y las
deficiencias en la perfusion. Los trastornos de
suefo conllevan la presencia de apneas, durante
las cuales se produce una suspension transitoria
de la respiracion. La presencia de apneas ha sido
relacionada con déficits en la perfusion cerebral,
y podria por tanto ser una de las causas de las
alteraciones de perfusién medidas en los pacien-
tes con enfermedad de Parkinson.

Figura 1. Zonas de la corteza cerebral en las que
la perfusion esta reducida en los pacientes con
enfermedad de Parkinson (en rojo).
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CONCLUSION

Los desarrollos metodologicos realizados
durante la duracion de este proyecto han permi-
tido mejorar de forma significativa la calidad de
los datos de perfusién obtenidos con la técnica
de “Arterial Spin Labeling”. Medidas de perfu-
sion en pacientes de Parkinson han revelado im-

portantes deficiencias de flujo sanguineo cere-
bral en zonas sensori-motoras del 16bulo frontal
y zonas relacionadas con procesamiento visuo-
espacial en 16bulos parietal y occipital. Estas de-
ficiencias de perfusiéon podrian estar relaciona-
das con los trastornos de sueiio, especialmente
apneas, que son frecuentes en estos pacientes.

Acortamiento de los telomeros en el sindrome metabdlico:
papel del sistema enzimatico de la NADPH oxidasa fagocitica

L. Montero, G. San José, P. Garcia-Berbel, M.U. Moreno, O. Beloqui, J. Diez,

A. Fortuno, G. Zalba

Fundacién para la Investigacién Médica Aplicada. Area de Ciencias Cardiovasculares.

Universidad de Navarra. Pamplona.

FUNDAMENTO

El sindrome metabdlico (SM) es una enfer-
medad multifactorial que engloba caracteristi-
cas de las patologias hipertensiva, diabética y
aterosclerética, y la obesidad. Se trata de una pa-
tologia emergente en las sociedades industriali-
zadas, que no obstante presenta ya una crecien-
te prevalencia que eleva significativamente el
riesgo de padecer accidentes cardiovasculares.

Uno de los mecanismos que subyacen al SM
es el estrés oxidativo. La principal fuente pro-
ductora de anion superéxido en la vasculatura
es el sistema NADPH oxidasa, presente en todos
los tipos celulares de la pared vascular, incluidos
los monocitos/macréfagos. Esta oxidasa esta
constituida por dos subunidades de membranas
(gp91rhex ~también denominada Nox2- y p22prhox)
y varios componentes citos6licos. Numerosos
trabajos han mostrado una mayor actividad de
la NADPH oxidasa vascular en diversos modelos
de hipertension, de aterosclerosis, de diabetes
y de SM. De hecho, la NADPH oxidasa participa
en el estrés oxidativo presente en modelos ani-
males de diabetes y obesidad. Asi mismo, se ha
descrito que una mayor produccién de anion su-
peroxido en las células fagociticas puede desem-
pefiar un papel importante en las alteraciones
caracteristicas de las patologias cardiovascula-
res y del SM.

Los telomeros son regiones esenciales de
la cromatina que mantienen la integridad del
cromosoma. En los dltimos afos se ha descrito
un acortamiento de telémeros en los pacientes
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hipertensos y diabéticos. La homeostasis de los
telomeros depende de miltiples mecanismos si
bien numerosas aproximaciones realizadas re-
cientemente sugieren que el estrés oxidativo y la
inflamacion pueden alterar esta homeostasis y
favorecer el acortamiento de los telomeros.

Con estos antecedentes proponemos que en
los pacientes con SM, la activacién de la NADPH
oxidasa de las células fagociticas se asocia con
un mayor acortamiento en la longitud de sus
telébmeros. Nuestra experiencia de trabajo con
pacientes con SM nos ha permitido identificar
que en este grupo de pacientes son los indivi-
duos que exhiben resistencia a las acciones de
la insulina en los que la activacién de la NADPH
oxidasa es maxima. Dado que el acortamiento de
los teldmeros se ha asociado también con la re-
sistencia a la insulina, teorizamos que en el con-
texto de la afectacion metabdlica, el desarrollo
de resistencia a las acciones de la insulina acele-
ra el acortamiento de los telémeros al acentuar
la activacién de la NADPH oxidasa.

MATERIAL Y METODOS

El estudio se llevo a cabo en una poblacién
compuesta por 505 individuos que se sometian
a un examen rutinario en nuestra Institucion.
De entre ellos, 227 pacientes presentaban SM.
El diagnostico de SM se estableci6 cuando tres
o mas de las siguientes alteraciones estaban
presentes: obesidad central, definida por una
circunferencia de cintura >102 cm en hombres
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y >88 cm en mujeres; hipertrigliceridemia, defi-
nida por unos niveles de triglicéridos 3150 mg/
dL; bajo HDL-colesterol, definido como un HDL-
colesterol <50 mg/dL en hombres y <40 mg/dL en
mujeres; presion arterial elevada, definida por
una presién arterial sistélica 130 mm Hg, una
presion arterial diastélica *85 mm Hg o por el uso
de medicacion antihipertensiva; hiperglucemia,
definida como unos niveles de glucosa *100 mg/
dL. Un grupo de 223 pacientes no exhibian SM
aunque presentaban uno o dos de los factores
de riesgo definitorios del SM (grupo FRC). Final-
mente, 55 sujetos sanos con ausencia de FRC
constituyeron el grupo control.

Las células fagociticas mononucleadas se ais-
laron a partir de muestras sanguineas mediante
un gradiente de Ficoll. La actividad NADPH oxi-
dasa se determin6 quimioluminiscentemente
empleando lucigenina 5 pM, en células mononu-
cleadas estimuladas con el éster de forbol PMA (2
mg/L). Se determiné en plasma la concentracion

de las sustancias reactivas del acido tiobarbitiri-
co (TBARS), un marcador sistémico de estrés oxi-
dativo. La longitud de los telomeros se determind
en el DNA genémico extraido de los leucocitos
circulantes, mediante PCR. El espesor intima-me-
dia carotideo se determin6 por ultrasonografia.

RESULTADOS

Las caracteristicas demograficas y clinicas
de los sujetos estudiados se resumen en la Ta-
bla 1. Como era de esperar, los pacientes con SM
presentaban unos valores mas altos de circunfe-
rencia de cintura, de indice de masa corporal, de
presion arterial, de glucosa, de triglicéridos y de
insulina, y més bajos de HDL-colesterol, en com-
paracién con los pacientes de los grupos FRC y
control. Ademas, los pacientes con SM exhibian
un espesor intima media carotideo aumentado
con respecto al de los pacientes de los grupos
FRC y control.

Tabla 1. Caracteristicas demogréficas y clinicas de los grupos estudiados

Parametros Grupo Control Grupo 1-2MetS Grupo 3=MetS P
Edad, anos 48+2 55+1 571 <0,01
Sexo, Hombre/Mujer 31/24 186/37 189/38 <0,01
IMC, kg/m2 25,1:0,4 217,6+0,2 30,7+0,3 <0,01
Perimetro abdominal, cm 84+1 92:1 101+1 <0,01
PAS, mmHg 111:1 128+1 1351 <0,01
PAD, mmHg 74:1 81x1 84+1 <0,01
Glucosa, mg/dL 871 961 1111 <0,01
Insulina, pmol/L 44+3 66+2 9442 <0,01
Indice HOMA 1,6+0,1 2,7:0,1 4,5+0,2 <0,01
HDL-~colesterol, mg/dL 622 53:1 451 <0,01
LDL-colesterol, mg/dL 1415 147:3 141:3 NS
Total colesterol, mg/dL 22016 2213 216+3 NS
Triglicéridos, mg/dL 84:4 99:3 150+5 <0,01
EIM carotideo, mm 0,56+0,02 0,67+0,01 0,75+0,01 <0,01

IMC, indice de masa corporal; PAS, presion arterial sistolica; PAD, presion arterial diastélica; EIM, espesor intima-media.

La longitud de los telémeros de los leucoci-
tos circulantes era menor en el grupo de pacien-
tes con SM que en el grupo control y en el grupo
de pacientes FRC (Figura 1). La actividad NADPH
oxidasa era mas alta (P<0,05) en el grupo de pa-
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cientes con SM que en el grupo control y de pa-
cientes FRC (Figura 1). Los niveles plasmaticos
de TBARS eran mas altos (P<0,05) en el grupo de
pacientes con SM (0,70+0,03 pM) que en los gru-
pos FRC (0,58+0,03 pM) y control (0,49:0,04 pM).
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Figura 1. (A) Longitud de telomeros. (B) Actividad de la NADPH oxidasa fagocitica.
*P<0,05 comparado con el grupo control. 7P<0,05 comparado con el grupo FRC.

Dado que se ha postulado que el estable-
cimiento de la resistencia a las acciones de la
insulina se asocia con el riesgo cardiovascular,
procedimos a estudiar los pacientes con SM,
clasificados como resistentes a la insulina (RI)
o sensibles a la insulina (SI), definidos en base
al indice HOMA. El analisis mostraba que los
pacientes con SM y con RI exhibian una mayor
actividad NADPH oxidasa, niveles méas altos de
TBARS, y una menor longitud de telébmeros en
que los pacientes con SM y SI. Es interesante re-
saltar que precisamente el espesor intima-media
carotideo era maximo en los pacientes con SM
y RL

Tal y como se esperaba, la longitud de los
telébmeros correlacionaba negativamente con
la edad. Tras corregir por edad y sexo, encon-
tramos que la longitud de los teldmeros corre-
lacionaba negativamente con los niveles de glu-
cosa (r=-0,103; P=0,021) y de insulina (r=-0,119;
P=0,019), con la actividad NADPH oxidasa (r=-

0,121; P=0,035) y con los niveles plasmaticos
de TBARS (r=-0,223; P=0,013), y con el espesor
intima-media carotideo (r=-0,153; P=0,022).

CONCLUSION

Los resultados obtenidos en nuestro estu-
dio demuestran que la activacién de la NADPH
oxidasa se asocia con un acortamiento de tel6-
meros en las células blancas de los pacientes
con SM. Esta situacién coincide ademas con un
fenotipo clinico de mayor riesgo de desarrollar
complicaciones ateroscleroéticas.

Nuestros resultados sugieren también que el
desarrollo de resistencia a las acciones de la in-
sulina se asocia con un fenotipo mas senescente
de las células fagociticas circulantes. Cabe des-
tacar que es precisamente en los pacientes con
SM y con RI en los que encontramos el mayor
riesgo cardiovascular (espesor intima-media ca-
rotideo).

Deteccion rapida de Legionella pneumophila mediante PCR en tiempo
real en muestras clinicas y ambientales y estudio de la susceptibilidad
de las bacterias en biofilms e intracelulares a agentes fisicos y quimicos

J. Leiva, G. Reina, A.L Vitas, M. Fernandez, M.E. Portillo, A.I. Ramos, B. Sesma
Departamento de Microbiologia. Clinica Universidad de Navarra.

FUNDAMENTO
Estudiar la susceptibilidad de Legionella spp

frente a desinfectantes tanto en fase plancténica
como en biocapas.
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Evaluar la eficacia de la PCR en tiempo real
para el diagnéstico precoz de legionelosis.

Comprobar la utilidad de técnicas de se-
cuenciacién como método de tipificacién mole-
cular de Legionella pneumophila.
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MATERIAL Y METODOS

Se evalud la efectividad de seis desinfectante
inscritos en el Registro de Plaguicidas del Minis-
terio de Sanidad y Consumo (Hipoclorito sddico,
HS; Clorometilisotiazolinona, CMT; 2,2-dibromo-
3-nitrilopropionamida, DBNP; Cloruro de tribu-
tiltetradecilfosfonio, CF; Cloramina T, CT; y Clo-
ruro de benzalconio, CB) frente a seis cepas de
Legionella (L. pneumophila ATCC 33152, L. pneu-
mophila ATCC 33823, L. bozemanii ATCC 33217,
L. micdadei ATCC 33218 y 2 cepas clinicas de L.
pneumophila). Se llevaron a cabo dos ensayos en
medios diferentes (buffered yeast extract broth —
BYE-y agua dura) para el calculo de la concentra-
cién minima bactericida y el efecto bacterida de
los desinfectantes sobre la fase plancténica y las
biocapas de Legionella. La concentracién minima
bactericida de las bacterias en fase plancténica
(CMB) se determiné por el método convencional
de microdilucién en caldo BYE. La concentracion
minima bactericida de las biocapas (CBB) se de-
termin6é mediante una modificaciéon del modelo
de Calgary. Se realizaron diluciones dobles se-
riadas de los desinfectantes y se establecié un
tiempo de contacto in6culo-biocida de 3 y 48h.
La concentraciéon minima bactericida se definio
como la menor concentracion de desinfectante,
expresada en partes por millén (ppm), donde los
recuentos bacterianos disminuyeron un 99,9%
con respecto al recuento del indculo inicial. Para
el calculo del efecto bactericida se establecieron
tiempos de contacto in6culo-biocida de 1h (efec-
to bactericida rapido) y 24h (efecto bactericida
minimo). El efecto bacterida rapido y minimo
de Legionella en fase planctonica (EBR y EBM,
respectivamente) se determindé por el método
propuesto por el European Comitee for Standari-
zation. El efecto bactericida rapido y minimo de
las biocapas (EBRB y EBMB, respectivamente) se
calcul6 mediante una modificacién del modelo de
Calgary aplicando las condiciones recomendadas
por el European Comitee for Standarization. Se de-
fini6 efecto bactericida como la menor concentra-
cién de desinfectante, expresada en ppm, capaz
de conseguir una reduccién de al menos 4 log del
in6culo bacteriano inicial.

Parala evaluacion de la efectividad de la PCR
en tiempo real en el diagnostico de legionelosis
se recogieron muestras respiratorias, plasma y
orina de 70 pacientes con diagndstico clinico
y radiolégico de neumonia durante el periodo
1/1/2008-31/12/2010. Diez pacientes presentaron
signos clinicos y radiolégicos compatibles con
neumonia ademas de antigeno de Legionella en
orina positivo por lo que se consideraron casos
probados de legionelosis. Con las muestras re-
cogidas se realizaron los siguientes ensayos:
(1) Orina: deteccién de antigeno (BinaxNOW®);
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(2) Muestra respiratoria: cultivo BCYE selectivo
(Becton-Dickinson), inmunofluorescencia direc-
ta (IFD) (MONOFLUOTM, BIO-RAD) y tres técni-
cas de PCR en tiempo real sobre distintos genes
diana, ARNr16S (PCR16S) (Reischl, 2002), mip
(LightMix®, Roche) y region intergénica ARNr5S-
ARNr23S (Argene); (3) Plasma: deteccion de anti-
cuerpos (FOCUS Diagnostics. VITRO) y PCR16S.
La extraccién del ADN se realizé con el sistema
NucliSENS EasyMAG (BioMérieux) y la amplifica-
cion con el equipo LightCycler 2.0 (Roche). Se
calcularon los valores de sensibilidad, especifici-
dad y valor predictivo positivo y negativo.

Para llevar a cabo los ensayos de tipifica-
cién molecular mediante SBT (Sequence-Based
Typing) se emplearon tanto muestras clinicas
como ambientales procedentes de distintos hos-
pitales espanoles. Tras la extraccién del ADN,
los 7 genes escogidos para la tipificacion (asd,
flaA, mip, mompS, neuA, pilE, proA) se amplifi-
caron mediante PCR simple y Nested PCR en el
termociclador 2720 Thermal Cycler. La purifica-
cién de los amplicones se realiz6 usando el kit
GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit. Se
secuencio el producto y se realiz6 un anélisis del
mismo mediante el software online del European
Working Group for Legionella Infections (EWGLI)
(http://www.hpa-bioinformatics.org.uk/legione-
lla/legionella_sbt/php/sbt_homepage.php)

RESULTADOS

La actividad bactericida fue diferente en fun-
cion del ensayo realizado pero en ambos casos
el desinfectante CF mostro valores de concentra-
cion minima bactericida y efecto bactericida in-
feriores al resto tanto en fase plancténica como
en biocapas de Legionella. HS y DBNP también
mostraron valores bajos de efecto bactericida.
En general, los tratamientos continuos (24h,
48h) mostraron valores mas bajos de concentra-
cién minima bactericida y efecto bactericida que
los tratamientos de choque (1h, 3h). Comparado
con las bacterias en fase planctoénica, las bioca-
pas de Legionella demostaron una mayor resis-
tencia a los desinfectantes tras los tratamientos
de choque. Esta diferencia entre las bacterias en
suspension y las que aparecen formando bioca-
pas fue mas pronunciada en el ensayo realizado
para la determinacién del efecto bactericida que
en el desarrollado para el calculo de la concen-
tracién minima bactericida. Obtuvimos diferen-
cias de hasta 4 diluciones dobles entre los valo-
res de CMB y CBB y de hasta 7 entre los valores
de EBR y EBRB tras tratamientos de 3h y 1h, res-
pectivamente. Atendiendo a la susceptibilidad
de cada cepa a los desinfectantes, L. micdadei
present6 valores de concentracién minima bac-
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tericida y efecto bactericida superiores a los de
L. pneumophila y L. bozemanii para todos los
desinfectantes.

Los tres ensayos de PCR en tiempo real pre-
sentaron iguales valores de sensibilidad (70%) y
especificidad (100%) sobre muestras respirato-
rias. La PCR16S sobre plasma mostré una sensi-
bilidad del 20%. La sensibilidad del cultivo e IFD
fue igual (40%) y la especificidad de IFD resulto

algo inferior (98% frente a 100%). Las pruebas
serologicas obtuvieron valores de sensibilidad
del 40%.

La Nested PCR es capaz de detectar hasta
1 UFC/ml, mientras que la PCR simple es capaz
de detectar entre 106 y 104 UFC/ml. A partir de
la amplificacion y la secuenciacién de los genes
elegidos para este estudio, se obtuvieron 11 per-
files o Sequence Types diferentes (Tabla 1).

Tabla 1. Perfiles alélicos de las cepas/muestras secuenciadas (n=71)*

N®cepas | ID cepas | Tipos cepas/muestras | flaA pilE asd mip |mompS| proA | neuA ST
52 1-3, Ambiental 1 3 1 1 1 1 1
812,
15-19,
21-46,
48-50,
52-53,
55-59,
65-68
4 2,4,7,13 | Clinica/ambiental 8 10 3 15 18 1 6 62
4 5,6,14,54 | Clinica 2 18 15 2 1 6 20
3 61,63,64 | Clinica 4 11 3 11 12 9 42
1 51 Clinica 2 10 18 10 2 1 9 16
1 62 Clinica 12 29 2 5 3 17 15 115
1 47 Ambiental 1 3 10 1 1 11 284
1 60 Clinica 2 6 12 2 10 6 756
1 69 Clinica - - - - 29 6 -
1 70 Clinica 6 41 45 51 55 10 31 864
1 71 Clinica - - 3 - - 9 -

*Cepa 20 no tipificada debido a su inviabilidad (no crecimiento en medio sélido).

DISCUSION

Nuestro estudio pone de manifiesto que los
6 desinfectantes estudiados presentan actividad
bactericida sobre todas las cepas de Legionella.
DBNP, CF y HS son los desinfectantes mas efec-
tivos ya que indujeron un efecto bactericida a
menor concentraciéon. Sin embargo, comproba-
mos que la velocidad con la que estos productos
inducian el efecto bactericida era diferente para
Legionella en suspensién y en biocapas. Para
una concentraciéon dada de desinfectante, se re-
queria un mayor periodo de tiempo para conse-
guir eliminar las bacterias formadoras de bioca-
pas que aquellas que se encontraban en suspen-
sién. Nuestros resultados sugieren que todos los
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desinfectantes estudiados son mas efectivos en
tratamientos continuos de desinfeccion. Aten-
diendo a las condiciones de cultivo, observamos
que la resistencia de Legionella spp. a los desin-
fectantes depende del tipo de medio empleado.
El HS demostré menor eficacia desinfectante en
el ensayo realizado en medio BYE que en el rea-
lizado en agua dura. Estas diferencias podrian
deberse a la presencia de materia organica en el
medio BYE, ya que se ha demostrado que HS no
tolera la presencia de materia organica. Por otro
lado, este estudio nos permiti6 comprobar que
L. micdadei era mas resistente a los desinfectan-
tes que L. pneumophila y L. bozemanii. Estas di-
ferencias podrian explicarse teniendo en cuenta
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la diferente composicién en acidos grasos de la
pared celular de L. micdadei. De hecho, ésta es la
Unica especie de Legionella acido-alcohol resis-
tente tras la tincion de Zielh-Neelsen.

Los tres ensayos de PCR en tiempo real, eva-
luados para las dianas ARNr 16S, mip y regién
intergénica ARNr 5S-ARNr 23S con muestras
respiratorias, demostraron mayor eficacia diag-
noéstica que los métodos convencionales (culti-
vo, IFD y serologia) y confirmaron los casos de
legionelosis con la misma sensibilidad (70%) y
especificidad (100%). Los valores de sensibili-
dad obtenidos son algo inferiores a los comu-
nicados por otros autores, que afirman que la
PCR16S y la PCR mip ofrecen valores de sensi-
bilidad sobre muestras respiratorias del 82,1% y
80,4%, respectivamente. Una importante ventaja
que ofrece la PCR16S sobre las otras dos técni-
cas evaluadas es su capacidad para discriminar
entre L. pneumophila y otras especies mediante
el estudio de las curvas fusién. A diferencia de
los buenos resultados obtenidos en la deteccion
de Legionella mediante estas técnicas de PCR
en tiempo real sobre muestras respiratorias,
nuestros resultados sugieren que el diagnostico
de legionelosis mediante la PCR16S empleando
muestras de plasma es poco efectivo ya que ob-
tuvimos una sensibilidad del 20%. Estos bajos
valores de sensibilidad coinciden con los refle-
jados en un reciente trabajo que demuestra que
del total de pacientes con diagndstico probado
de legionelosis s6lo 30,9% de los casos pudie-
ron ser confirmados mediante la PCR16S sobre
muestras de suero. Esta baja sensibilidad podria

explicarse por la presencia de inhibidores de la
amplificacién presentes en las muestra o por la
congelacion previa de las muestras que podria
inducir una degradacién parcial del DNA bacte-
riano.

Con el desarrollo de este estudio se han
comprobado las ventajas del método Sequence-
Based Typing. La puesta a punto de la técnica no
resulté laboriosa y la obtencién de resultados
fue rapida en comparacién con otros métodos
de tipificacién como la electroforesis en campo
pulsado. Es una técnica objetiva, reproducible
y los datos son facilmente intercambiables en-
tre diferentes laboratorios. Otra de las ventajas
del Sequence-Based Typing es que su sensibili-
dad puede mejorarse con la introduccion de la
Nested PCR. El propésito de este estudio era
comprobar la aplicabilidad de las técnicas de
secuenciacion a la tipificacién molecular de L.
pneumophila y atendiendo a los resultados ob-
tenidos se puede afirmar que las técnicas de se-
cuenciacion son efectivas a la hora de tipificar
diferentes cepas de L. pneumophila ya que se ob-
tuvieron 11 perfiles alélicos diferentes. Compa-
rando los datos ambientales y clinicos se puede
decir que las cepas clinicas muestran mas varia-
bilidad genotipica que las ambientales. El perfil
alélico mas comun entre las cepas ambientales
de la coleccién de la Clinica Universidad de Na-
varraes el 1, siendo también el que presentan las
cepas ambientales procedentes del Hospital Ge-
neral de Riotinto de Huelva (cepas 65-68), por lo
que podria tratarse de una cepa muy prevalente
en los ambientes acuaticos de nuestro medio.

Factores que influyen en la realizacion de actividades comunitarias de
promocion de la salud por los equipos de atenciéon primaria

L. Elizalde, M. Echauri, M.J. Pérez, P. Marin, E. Ancizu, L. Jusué, J. Castilla

Instituto Salud Pablica. Pamplona

FUNDAMENTO

Las actividades comunitarias son un &area
de trabajo de reconocida importancia para el
buen desarrollo de la Atencion Primaria (AP) y
de probada efectividad para el abordaje de im-
portantes factores determinantes de la salud de
la poblacién.

Sin embargo parece estar implantada de un
modo desigual y no sistematico en los equipos
de atenci6n primaria (EAP), por lo que esta pro-
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puesta pretende conocer los factores que hacen
que unos EAP realicen actividades y otros no.

Se pretende que esta informacién ayude a
potenciar acciones de promocién de las activi-
dades comunitarias a directivos y profesionales
sanitarios.

Ademas, también se pretende describir qué
tipo de actividades comunitarias se estan reali-
zando actualmente por los EAP, para avanzar en
el conocimiento de las mismas y orientar los co-
nocimientos hacia los criterios de gestion de AP.
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MATERIAL Y METODOS

Se trata de un estudio observacional, retros-
pectivo, de tipo caso control. Se han consensua-
do criterios de definicién de actividades comu-
nitarias y se han identificado en cinco comuni-
dades auténomas centros y profesionales que
cumplen criterios de inclusion como realizado-
res de dichas actividades (casos), profesionales
que pertenecen a centros que realizan activida-
des comunitarias (AC) pero no las realizan ellos
(controles alfa) y profesionales que trabajan en
centros que no realizan AC (controles beta).

La informacion obtenida se grabo en un pro-
grama Access y en primer lugar se realiz6 un ana-
lisis descriptivo de todas las variables recogidas,
a nivel global y por CCAA, excepto las referidas
a caracteristicas de las actividades comunitarias.

Se contrasté la distribucion de las variables
en los centros alfa y en los centros beta expresa-
das como porcentajes y medias con sus interva-
los de confianza al 95% y se evalu6 la relacion de
las variables independientes con la realizaciéon
de actividades comunitarias, usando el test ji
cuadrado para las variables categoricas y el test
t-Student para las variables continuas si éstas se
ajustan a una distribucién normal.

La fuerza de la asociacion se expresdé me-
diante las odds ratio crudas y sus intervalos de
confianza al 95%. Se realizd6 un analisis multiva-
riante de regresion logistica, en el que la variable
dependiente era la realizaciéon o no de actividades
comunitarias. Para la construccién del modelo se
partio6 del modelo saturado, introduciendo todas
aquellas variables con una significacién p<0,25 en
el anélisis bivariante y aquellas que se conside-
raba que puedan influir en el modelo. Usando el
método backward, se fueron eliminando aquellas
variables que en el test de Wald no tengan una sig-
nificacién p<0,05 y que no supongan una variacion
remarcable en los coeficientes beta estandariza-
dos de las variables en el modelo. Los modelos
nuevos se fueron comparando con los modelos
anteriores mediante el método de maxima vero-
similitud, hasta seleccionar el modelo explicativo
mas adecuado. El analisis estadistico se realizd
mediante los programas epidat 3,1 y spss v.15.

Para la realizacion de AC incluidas en cartera
de servicios de la totalidad de centros de Navarra
se realizaron analisis descriptivos seguin tipos de
actividades y afnos de realizacion a partir de las
bases de datos proporcionadas por la DAP.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los EAP de Navarra realizan en los ultimos
anos un importante namero de actividades co-
munitarias y de educacién para la salud (EpS)
grupal, independientemente del criterio utiliza-
do para categorizarlas.

Las AC maés frecuentes son las de EpS grupal
y la participacién del EAP en redes y o campaias
comunitarias, y mas del 80% de EAP las realizan.

Quienes mas han participado en estas activi-
dades han sido las profesionales de enfermeria
y en menos medida las de trabajo social, sien-
do escasamente relevante en lo cuantitativo la
participacion de profesionales de medicina de
familia o pediatria.

Estas actividades quedan en parte invisibili-
zadas al utilizar para definir AC los criterios que
se han usado en el estudio multicéntrico FRAC:
no ser una actividad puntual, que los profesio-
nales que participan lo hagan en representacion
del equipo, que participe la ciudadania de mane-
ra activa y que participen otros sectores socia-
les diferentes al de salud.

Consideramos que se deberia encontrar un
ajuste entre los criterios seguidos por la DAP
y el estudio FRAC, para definir actividades co-
munitarias por la DAP para evaluacion de los
EAP que permitan visibilizar la evolucién de la
actividad extraasistencial, que no siempre se
produce mediante saltos cualitativos, pero que
es un avance notable sobre la estricta actividad
asistencial individual y curativa. Creemos que la
evolucién hacia las AC con criterios definidos en
FRAC se realiza mediante transiciones progresi-
vas y evaluacién permanente de su utilidad, y
no reconocerlo asi podria restar motivacién de
profesionales, y al tiempo a la transicién hacia
la realizacion de actividades comunitarias pro-
gresivamente mas complejas y de mejor calidad.

Actividades Grupales en EAP Navarra
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Tabla 1. Relacion de variables del profesional con realizacion de actividades comunitarias

Variables Casos N (%) C°“t;°(l,,2)5 alfa P+ O;CC;;%S
CCAA
Baleares 39(11) 47 (13,5) 1 (referencia)
Madrid 97 (27,5) 85(24,4) 1,37 (0,82-2,30)
Catalufia 123 (34,8) 113 (32,5) 1,31 (0,80-2,15)
Aragén 66 (18,7) 75 (21.6) 1,06 (0,62-1,82)
Navarra 28 (7,9) 28 (8) 1,2 (0,61-2,36)
Sexo
Hombre 57 (16,3) 88 (26) 1 (referencia)
Mujer 293 (83,7 251 (74) 1,80 (1,24-2,62)
Profesion
Enfermera 225 (63,7) 136 (39,1) 1 (referencia)
Médico de familia 60 (17) 173 (49,7) 0,21 (0,14-0,30)
Pediatra 32(9,D) 36 (10,3) 0,54 (0,32-0,9)
Trabajador social 36 (10,2) 30,9 2,25 (1,46-3,47)
Médicos con MIR Medicina de Familia 36 (60) n2@47| 0511 0,82 (;’:g)
Médicos tutores de residentes 17 (28,3) 52 (30,1) 0,801 0,92 (0,48-1,76)
ey sostgradgy . cnfermerta 136 (60,4) 55(404)| 0,000 | 225(146347)
Situacién laboral
Fijo 288 (81,6) 259 (74,4) 1 (referencia)
Interino 52 (14,7) 67(19,3) 0,70 (0,47-1,04)
Otros 133,70 22 (6,3) 0,53 (0,26-1,08)
i pestiganitn dltmen 3 aton. ¢ 180G34) | 160(473)| 0114 | 127(094173)
Si formacion especifica en AC 200 (58,8) 107 (32) 0,000 3,03 (2,214,15)
Satisfaccion laboral
No satisfecho-poco satisfecho 21 (6) 329,39 1 (referencia)
Medio satisfecho 92 (26,2) 120 (34,8) 1,17 (0,63-2,16)
Bastante-muy satisfecho 193 (67,8) 193 (65,9) 1,89 (1,05-3,56)
Satisfaccion ambiente laboral
No satisfecho-poco satisfecho 23 (6,6) 35 (10,1) 1 (referencia)
Medio satisfecho 108 (30,8) 98 (28,4) 1,68 (0,93-2,22)
Bastante-muy satisfecho 220 (62,7) 212 (61,4) 1,58 (0,93-2,76)
Autoconfianza para realizar AC
Ninguna-Poca 42 (12) 79 (23,1) 1 (referencia)
Media 118 (33,7 156 (45,6) 1,42 (0,91-2,22)
Bastante-Mucha 190 (54,3) 107 (31,3) 3,34 (2,14-5,20)
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En la realizacién de AC en este estudio se
identifican dos grupos de variables que influyen
en su realizacion: las que afectan al centro o la
comunidad implicada, y las que afectan a profe-
sionales que realzan AC.

Entre las variables que afectan a los centros
que realizan AC se identifican que la comunidad
atendida sea de nivel socioeconémico bajo, asi
como que el centro participe en el Consejo de
Salud cuando lo hay.

Igualmente se relacionan con mayor nime-
ro de AC que el centro tenga mayor nimero de
enfermeras, menores ratios de pacientes, y el
nimero de afios de funcionamiento del centro.
Por el contrario se comporta como una dificul-
tad para hacer AC la presencia de estudiantes de
enfermeria en el centro.

Entre las variables identificadas en las per-
sonas que realizan AC encontramos una mayor
probabilidad asociada a las siguientes variables:
ser mujer; ser enfermera o trabajadora social;
ser tutora de enfermeras en formacion (pregra-
do y postgrado); tener formacién especifica en
AC; tener alta satisfaccion laboral; y bastante o
mucha confianza en la propia capacidad de desa-

rrollar AC. La situacién laboral estable también
se relaciona con la participaciéon en AC.

Respecto a las opiniones de profesionales
que mejor se asocian a realizar AC estan: tener
mas confianza en la eficacia de las AC; estar méas
motivado para realizarlas; apoyar mas la parti-
cipaciéon ciudadana en sus propios procesos
de salud y en el mismo sistema de salud; tener
mas claro su rol profesional respecto al trabajo
comunitario; encontrar mas relaciéon entre los
trabajos de educacién para la salud y la partici-
pacién comunitaria; y el valorar méas la utilidad
de los consejos de salud.

Entre las variables asociadas a la sensibi-
lidad de cada profesional a lo social o comuni-
tario y algunas sobre su percepcion del trabajo
de equipo en el EAP se manifiestan como favo-
rables a las AC: participar en actividades en el
mismo barrio en el que trabaja; colaborar con
alguna ONG o entidad civica; sentir que se tiene
autonomia para gestionar la agenda; sentir que
hay otros profesionales en el EAP que le pueden
cubrir a uno para hacer AC; sentir que hay en el
EAP profesionales con quienes contar para rea-
lizar AC.

Anticuerpos agonistas anti-CD137 humano: caracterizacion funcional

de mecanismos antitumorales

I. Marinez-Forero!, A. Palazén!, A. Azpilikueta!, A. Morales-Kastresana!, O. Murillo’,
J.L. Pérez-Gracia?, S. Hervas-Stubbs!, I. Melero'?

1. Fundacion de Investigacion Médica aplicada (FIMA)

2. Clinica Universidad de Navarra

FUNDAMENTO

CD137 (4-1BB) es una glicoproteina de mem-
brana que fue originalmente descubierta en lin-
focitos T y NK en estado de activacion, pero no
en reposo. Su patrén de expresion en realidad
abarca otras poblaciones linfoides y mieloides
que incluyen células dendriticas y linfocitos B.
Funcionalmente se comporta como una molé-
cula de coestimulo que favorece la activacion y
sobre todo la supervivencia de la célula sobre la
que CD137 ha sido estimulado. Se conoce sola-
mente un ligando natural (CD137L) cuya expre-
sién parece restringida a la superficie de células
presentadoras de antigeno tales como células
dendriticas, macroéfagos y linfocitos B. La expre-
sion de CD137L depende del estado de activa-
cion/maduraciéon de las células presentadoras
de antigeno.
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La estimulacién artificial de CD137 con an-
ticuerpos monoclonales agonistas determina la
potenciacién de respuestas mediadas por linfo-
citos T citotoxicos (CTL) y por linfocitos Natu-
ral Killer (NK). Como resultado de esto la admi-
nistracion a ratones portadores de tumores de
anticuerpos monoclonales agonistas anti-CD137
determina un notable incremento de la intensi-
dad de la respuesta inmunitaria anti-tumoral que
en muchos casos da como resultado el rechazo
completo del tejido maligno. Una estrategia
equivalente se estd ensayando clinicamente en
pacientes con cancer (ensayos fase I/I) con an-
ticuerpos monoclonales humanos desarrollados
por las compainias farmacéuticas Bristol Myers-
Squibb y Pfizer inc. El conocimiento de los dis-
tintos requerimientos celulares y moleculares
que determinan el rechazo tumoral se conside-
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ran cruciales para mejorar los efectos terapéu-
ticos, en particular, contribuyendo al disefio de
las combinaciones més eficaces de tratamiento.

MATERIAL Y METODOS

Se han utilizado ratones transplantados con
diferentes lineas tumorales singénicas. Algunas
de estas lineas tumorales estan transfectadas
para expresar el gen de la albamina del huevo
de gallina. Esto es asi puesto que disponemos de
multiples herramientas celulares y moleculares
para medir con precision la respuesta inmunita-
ria frente a este antigeno. Entre las herramientas
disponibles disponemos de ratones transgéni-
cos para receptores de antigeno de linfocitos T
con especificidad para los epitopos inmunodo-
minantes de la albtiimina del huevo. Para analizar
los requerimientos moleculares se han utilizado
ratones modificados genéticamente que carecen
de CD137, IFNy, receptor de IFNa/B, IL-2Ry, CD4
6 CD8. Se ha utilizado también un ratén trans-
génico en el que se pueden eliminar las células
dendriticas mediante el tratamiento con toxina
diftérica.

La respuesta inmunitaria frente a antigenos
tumorales se mide “in vitro” mediante técnicas
de citotoxicidad (ensayos de liberacién de cro-
mo51), proliferacién linfocitaria y liberacion de
citocinas. La respuesta inmunitaria “in vivo” se
mide mediante ensayos de citometria de flujo so-
bre la poblacién linfocitaria activada, ensayos de
citotoxcidad “in vivo” con dianas celulares car-
gadas artificialmente con el antigeno relevante
y seguimiento de linfocitos marcados con espe-
cificidad conocida que son transferidos adopti-
vamente.

Los tumores se han estudiado mediante téc-
nicas de inmunohistoquimica y purificando el
infiltrado inflamatorio y las células endoteliales
vasculares presente en los mismos mediante
técnicas de inmunofluorescencia y citometria de
flujo.

RESULTADOS

El tratamiento con anticuerpos anti-CD137
consigue efectos terapéuticos potentes sobre
tumores hematoldgicos que incluyen mielomas
y linfomas. En estos modelos hemos comproba-
do que el efecto terapéutico es mas potente que
el conseguido con anticuerpos neutralizantes
de CTLA-4. Asi mismo, se ha podido verificar la
contribuciéon de linfocitos NK activados lo cual
permite su explotacion terapéutica potenciando
efectos de citotoxicidad dependiente de anti-
cuerpos dirigidos frente a células tumorales.
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Hemos comprobado también que para que
los anticuerpos anti-CD137 puedan activar la
respuesta inmune antitumoral es importante el
papel de las células dendriticas que presentan
los antigenos tumorales endégenos.

En tumores sélidos hemos puesto de ma-
nifiesto una contribucién del endotelio presen-
te en vasos tumorales y que no era esperada.
Hemos observado que el endotelio capilar en
tumores transplantados y espontaneos de ra-
ton expresa CD137. Esta expresion ectépica de
CD137 que no se observa en vasos normales y
hemos demostrado que depende de hipoxia a
través de un mecanismo dependiente del factor
de transcripciéon HIFlo. La experimentaciéon ha
permitido establecer que el estimulo de la gli-
coproteina CD137 en endotelio con anticuerpos
monoclonales agonistas detemina su activacién
proinflamatoria, de manera que el endotelio ex-
presa moléculas de adhesion que favorecen el
infiltrado por parte de linfocitos activados.

El mecanismo de accién antitumoral de los
anticuerpos anti-CD137 depende criticamente de
la produccién de IFNy por parte de linfocitos T.
En cambio el mecanismo de accién de los anti-
cuerpos agonistas anti-CD137 es independiente
del sistema de interferon de tipo I (IFNo/p). Esto
nos advirti6 de la idea para establecer un poten-
te efecto sinérgico antitumoral mediante una es-
trategia consistente en la administracion de [FNa
por via intratumoral y de anticuerpos agonistas
anti-CD137 por via sistémica. La contribucién
del IFNa es multifactorial, pero destacan sus
efectos locales sobre células dendriticas y sus
efectos indirectos sobre la expresion de CD137
en linfocitos respondedores.

Desde el punto de vista de la sefalizacion
intracelular hemos puesto de manifiesto que
CD137 tras ser estimulado se internaliza a un
compartimento endosomal (que hemos deno-
minado CD137-signalling endosomes) donde se
pone en marcha sefalizacion citoplasmica de-
pendiente de la actividad del adaptador TRAF-
2. TRAF-2 es una ubiquitin-ligasa E3 que cataliza
la ubiquitinacién de proteinas con polimeros de
ubiquitina ancladas unas a otras por su lisina-63.
Al contrario que los polimeros unidos por lisi-
na 48 que determinan degradacion proteica, los
polimeros de lisina-63 son criticos para el reclu-
tamiento de factores como TAK1 que ponen en
marcha la maquinaria de NF-xB y de MAP-kina-
sas. Nuestros resultados indican que los endo-
somas de internalizacién de CD137 se decoran
de ubiquitinas polimerizadas via lisina-63. Estos
fendmenos ocurren en linfocitos infiltrantes de
tumor tras inyectar los anticuerpos y se han ob-
servado tanto en linfocitos activados primarios
de ratén y de humano. Mediante la transfeccion

545



NOTAS INFORMATIVAS

de variantes genéticas dominantes negativas de
TRAF-2 (carentes del dominio E3 Ub-ligasa) y
ubiquitina (que tiene mutada su lisina 63) hemos
puesto de manifiesto que estos elementos son
criticos en la activaciéon de NF- B inducido a tra-
vés de la estimulacion de CD137.

CONCLUSION

El efecto terapéutico antitumoral que desen-
cadena la estimulacién farmacolégica de CD137
depende de multiples tipos celulares entre los
que destacan linfocitos T citotoxicos y células
NK. Hemos puesto de manifiesto el papel de las
células dendriticas que presentan antigenos tu-
morales y del endotelio de los vasos tumorales

que expresan ectopicamente CD137 como res-
puesta a hipoxia. Hemos comprobado que la es-
timulacién de CD137 en el endotelio de los vasos
tumorales favorece la penetracion de linfocitos
T efectores en el tejido maligno. Por tanto, el tra-
tamiento no so6lo estimula selectivamente a los
linfocitos T que han reconocido antigeno sino
que también les abre la puerta de entrada al te-
jido tumoral. Asimismo, hemos puesto de mani-
fiesto los mecanismos tempranos de traducciéon
de senales a través de CD137. Mediante todos
estos conocimientos hemos disefiado y realiza-
do la prueba de concepto de nuevas estrategias
de inmunoterapia combinada que tienen efecto
sinérgico en el tratamiento de tumores conside-
rados pobremente inmunogénicos.

Factores asociados a la disfuncion muscular de la enfermedad pulmonar

obstructiva cronica

M.M. Antén!, F. Zambom!, M. Hernandez?, J.A. Cascante?, E. Gorostiaga3, J. Ibafiez?,
J. Hueto?, L. Rezusta’, L. Val*, M. Izquierdo?, P. Cebollero*

1. Departamento de Ciencias de la Salud. Universidad Pablica de Navarra

2. Servicio de Neumologia B. Complejo Hospitalario de Navarra

3. Centro de Estudios, Investigacién y Medicina del Deporte. Instituto Navarro del Deporte
4. Servicio de Medicina Fisica y Rehabilitacién. Complejo Hospitalario de Navarra

FUNDAMENTO

La disfunciéon muscular periférica es uno
de los efectos sistémicos extrapulmonares de
la enfermedad pulmonar obstructiva crénica
(EPOC), limitando la capacidad funcional, la cali-
dad de vida, la fuerza muscular de los muasculos
periféricos y, ademas, incrementando el riesgo
de mortalidad. Esta disfunciéon muscular peri-
férica ha sido asociada en parte a un desacon-
dicionamiento fisico. Por ello, las principales
sociedades cientificas y clinicas de neumologia
y rehabilitacién europea y norteamericanas re-
comiendan la inclusion del ejercicio fisico como
componente esencial dentro de los programas
de rehabilitacion respiratoria.

Tradicionalmente, el entrenamiento aerobi-
co ha sido el componente fundamental en los
programas de ejercicio fisico para EPOC con el
objetivo de mejorar la resistencia aerdbica, la
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fatiga y, la disnea durante las actividades de la
vida diaria. Recientemente, se ha observado la
importancia de los programas de fuerza muscu-
lar como estrategia fundamental para prevenir la
disfuncién muscular periférica, aumentando la
fuerza maxima dinadmica, la masa muscular y, re-
duciendo la fatiga muscular. En los dltimos anos,
se ha empezado a recomendar la inclusién de
ambos tipos de entrenamiento en los programas
de rehabilitacion respiratoria. Hasta la fecha, los
grupos que realizaban el entrenamiento combi-
nado de fuerza muscular y resistencia aer6bica
realizaban el entrenamiento de resistencia ae-
robica (2-3 sesiones semanales) y, ademas, 2-3
sesiones semanales de entrenamiento de fuerza
muscular. Sin embargo, no se conoce cudl es la
combinacion (intensidad, frecuencia y duracién)
de entrenamiento de fuerza muscular y de resis-
tencia aerobica 6ptima dentro de los programas
de rehabilitacién respiratoria.
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Tabla 1. Valores medios (media+DE) de las caracteristicas antropométricas y la funcién pulmonar en la
semana 0, y en la semana 12 de entrenamiento en el grupo FR, grupo FF y en el grupo CO.*P<0,01

Grupo FR (n=14) Grupo FF (n=14) Grupo CO (n=8)

Edad (aios) 68+7 68+7 69+5
Peso (kg)

Semana 0 82,4+22.5 81,9+10,2 70,8+17,3

Semana 12 82,8+22,9 81,949,1 70,3+18,0
IMC (kg/m?)

Semana 0 29,3+6,4 28,5+4 25,7+4,6

Semana 12 29,4+6,6 28,5+4 25,6+4,9
FEV, (% ref))

Semana 0 44,3+11,9 47.8+11,7 38,7+5,01

Semana 12 45,4+13,4 48,9+13,3 43,9+13,0
FVC (% ref.)

Semana 0 73,6+18,8 74,4+15,2 72,7+8,0

Semana 12 75,9+19,0 76,9+17,1 73,185
FEV /FVC

Semana 0 44,5+10,3 45,9£7,0 39,2+6,4

Semana 12 43,9+11,4 45,8+7,7 41+10,1
CPT (% ref.)

Semana 0 122,3+23,4 114,4+16,7 121,3+15,6

Semana 12 121,3+26,4 111,4+20,0 114,4+172
CI/CPT(%)

Semana 0 0,28+0,1 0,33+0,1 0,28:0,2

Semana 12 0,27+0,1 0,29+0,1 0,23+0,1
Pl (cmH,0)

Semana 0 79,6+217,3 88,9+28,9 78,4:22,9

Semana 12 76+27,9 92,2+21,6 73,6:19,7
PE__ (cmH,0)

Semana 0 101+34,6 109,5+34,7 80,4:20,5

Semana 12 94,6+40,8 112+36,6 67,9:14,4
T6MM (m)

Semana 0 475,9+129,1 492,1:99,5 459,9:93,2

Semana 12 512,2+128,8* 528,1+101,1* 460+90,66
CRQ »

Disnea 0,9:0,9 1:0,8 0,1:0,8

Fatiga 0,8:0,8 0,8:0,8 -0,03+0,2

Funcién emocional 0,6+0,6 0,6+0,8 0,11+0,6

Control enfermedad 0,5+0,8 0,8+1,1 -0,06+0,5

Abreviaturas: IMC, indice de masa corporal; FEV,, volumen espirado forzado en el primer segundo; FVC, capacidad

vital forzada; CPT, capacidad pulmonar total; CI/CPT, ratio capacidad inspiratoria/capacidad pulmonar total; PI

‘max’

presion inspiratoria maxima; PE__, presién espiratoria méaxima; T6MM, test de 6 minutos marcha; CRQ, cuestionario
de calidad de vida:<0,05, cambio menor que la diferencia minima importante, 0,5-0,75: cambio de pequeina magnitud,
0,75-1,25: cambio de moderada magnitud, 1,50: cambio de gran magnitud. *P<0,01: significacién intragrupo entre la

Semana 0 y la Semana 12.

Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue
comparar los efectos de realizar 12 semanas de
entrenamiento combinado de fuerza maxima y
resistencia aerdbica de bajo volumen (1 sesién
fuerza y 1 sesion resistencia por semana) con
los de un programa de entrenamiento de fuerza
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méxima de bajo volumen (2 sesiones por sema-
na) en la capacidad pulmonar, en el indice BODE,
en la calidad de vida, en el test de 6 minutos mar-
cha, en la fuerza muscular, en la potencia mus-
cular y, en la resistencia aerdbica en pacientes
con EPOC grado moderado-severo. Las hipote-
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sis de este estudio fueron: 1) un programa de
una sesion a la semana de fuerza maxima y otra
sesidon a la semana de resistencia aerdbica se
acompana de un aumento de la producciéon de
fuerza y potencia muscular inferior al observado
en el grupo que realiza un entrenamiento exclu-
sivo de fuerza maxima y, 2) un programa de bajo
volumen de dos sesiones a la semana de entre-
namiento de fuerza maxima mejora significativa-
mente la fuerza maxima, la potencia muscular y,
la calidad de vida en pacientes con EPOC grado
moderado-severo.

MATERIALES Y METODOS

Se incluyeron 36 pacientes EPOC con grado
moderado y severo (GOLD), disnea 2-3 (MMRC).
Se valor¢ la funcién pulmonar, el test de 6 minu-
tos marcha, el BODE (predicciéon de mortalidad),
la potencia aerébica méaxima (W__), la fuerza
méaxima dindmica del miembro inferior (1RM,,)
y superior (1RM,,), la potencia del miembro
inferior al 70% 1RM (POT70,,) vy, la calidad de
vida (CRQ), antes y después de 12 semanas de
programa de ejercicio fisico. Se asignaron alea-
toriamente los sujetos en tres grupos: grupo
Fuerza-Fuerza (FF, n=14, 50-70% 1RM, 2 dias a
la semana), grupo fuerza y resistencia aerébica
(FR, n=14, 65-90% frecuencia cardiaca maxima, 1
dia a la semanay 50-70% 1RM, 1 dia a la semana)
y grupo control (CO, n=8, que no realiz6é ningn
tipo de programa). Se utiliz6 estadistica estan-
dar y andlisis de varianza con medidas repeti-
das. El valor de P< 0,05 fue el criterio utilizado
para establecer diferencias significativas.

RESULTADOS

No hubo diferencias significativas en las va-
riables medidas al inicio del estudio entre los
tres grupos. En la tabla 1 se observa que no hay
cambios significativos en el peso corporal, IMC
y, en ninguna de las variables pulmonares des-
pués del periodo de intervencién. La distancia
en el test de 6 minutos marcha increment6 36+37
metros (P<0,01) en FR y 3630 metros (P<0,01)
en FF (Tabla 1). Se observé un efecto grupo se-
gan el tiempo (P<0,05). El incremento absoluto
fue significativamente superior (P<0,05) en FF
y FR que en CO. En FR, se observé un cambio
de moderada magnitud en la disnea, fatiga y,
un cambio de pequefa magnitud en la funcion
emocional y control de la enfermedad. En FF, se
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observo un cambio de moderada magnitud en la
disnea, fatiga y control de la enfermedad y, un
cambio de pequefia magnitud en la funcién emo-
cional (Tabla 1).

La 1RM,;, (Fig. 1) increment6é un 25,8% (de
189,6+52,8 a 238,4:68,2 kg; P<0,001) en FR, un
33,1% (de 187,7+55,1 a 250,3+89,3 kg; P<0,001)
en FF. Se observod un efecto grupo segin el tiem-
po (P<0,01). La magnitud de mejora en ambos
grupos fue significativamente superior (P<0,05)
que en CO. La 1RM, increment6 un 31,3% (de
50,4+12,2 a 66,3+18,1 kg; P<0,001) en FR, 35,8%
(de 51,4+17,8 a 67,5:17,4 kg; P<0,001) en FF.
Se observd un efecto grupo segin el tiempo
(P<0,001). La magnitud de mejora en ambos gru-
pos fue significativamente superior (P<0,001)
que en CO. No existieron diferencias en la mag-
nitud de mejora de la fuerza maxima entre FR
y FF. La POT70MI incrementé un 49,84% (de
557,47:290,48 a 725,5:258,4 W; P<0,001) en FR,
un 32,68% (de 609,87+171,19 a 797,29+212,43 W;
P<0,001) en FF. Se observé un efecto grupo segiin
el tiempo (P<0,01). EIW __ increment6 un 13,58%
en FR (de 83,64+37,33 a 91,63:+33,27 W; P<0,05)
y un 2,33% en FF (de 81,53:+25,71 a 81,89+23,52
W; N.S)).

El indice BODE disminuy6é un 35,89% (de
3,5¢1,8 a 2,6+2,2 puntos, P<0,001) en FR y un
44,87% (de 3,0+1,2 a 1,69+0,9 puntos, P<0,001) en
FF. La magnitud observada fue significativamen-
te superior (P<0,01) en FF y FR que en CO, siendo
similar entre FR y FF.

CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio muestran que
un programa de ejercicio fisico de 12 semanas
de bajo volumen (2 dias a la semana) es estimu-
lo suficiente para mejorar la disnea, la fatiga, la
distancia minima clinicamente significativa en
el test de 6 minutos marcha, la fuerza maxima
del miembro superior e inferior y la potencia
del miembro inferior. Igualmente, un dia a la
semana es estimulo suficiente para mejorar la
fuerza maxima del miembro superior e inferior
y la potencia del miembro inferior y, ademas, se
obtienen las mismas mejoras que realizando dos
dias a la semana de entrenamiento de fuerza. El
programa fuerza y resistencia parece ser mas
efectivo que el programa de entrenamiento de
fuerza porque la mejora de la potencia aerdbi-
ca maxima fue superior que en el programa de
fuerza muscular.

An. Sist. Sanit. Navar. 2011, Vol. 34, N° 3, septiembre-diciembre



PROYECTOS DE INVESTIGACION CONCEDIDOS DPTO. SALUD

O Pre-gjercicio fisico
400 = .
m Post-ejercicio fisico
350 - *
_
o *
S 300 -
L
3
= 250 -
2
E
I 200
=
g
k= 150 =
3
=
<
5 100 S
=
<9
50 o
0 T T 1
FF FR Control

Figura 1. Valores medios (+DE) en kg, de fuerza maxima dindmica del miembro inferior en el
grupo FF (n=14), en el grupo FR (n=14) y en el grupo CO (n=8) durante las 12 semanas de en-
trenamiento (semanas 0 a 12). Efecto grupo x tiempo (P<0,01). Significacién intragrupo: entre

las semanas 0y 12 (P<0,001).

Identificacion de nuevos factores de riesgo de hemorragia
gastrointestinal grave en pacientes con tratamiento anticoagulante

R. Montes Diaz

Fundacién para la Investigacién Médica Aplicada (FIMA)

FUNDAMENTO

Los anticoagulantes orales que reducen la
disponibilidad de vitamina K, en nuestro entor-
no el acenocumarol o sintrom, son utilizados en
la prevencion de la enfermedad tromboembé-
lica. No obstante, la anticoagulacion excesiva
puede predisponer al paciente a experimentar
hemorragias. Existe una variabilidad interindi-
vidual importante en cuanto a la sensibilidad
al acenocumarol, condicionada por factores ge-
néticos y ambientales. No se conoce hasta qué
punto dichos factores incrementan el riesgo de
experimentar una hemorragia gastrointestinal
severa. Planteamos como primera hipotesis que
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existen factores genéticos y ambientales que
condicionan el riesgo de experimentar una he-
morragia gastrointestinal grave en pacientes an-
ticoagulados con acenocumarol. Asimismo, tam-
bién planteamos la hipétesis de que los factores
genéticos a los que hemos aludido condicionen
la dosis de acenocumarol éptima para alcanzar
un grado de anticoagulacién adecuado.

MATERIAL Y METODOS
Acenocumarol y hemorragia digestiva

Se incluyeron finalmente 89 pacientes con-
secutivos sometidos a terapia anticoagulante
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con acenocumarol que acudieron al hospital
de Navarra por presentar una hemorragia gas-
trointestinal grave y 177 individuos sujetos a
la misma terapia pero que no hubieran experi-
mentado episodios de sangrado, emparejados
1:2 por edad y sexo. Los polimorfismos analiza-
dos, seleccionados de acuerdo con precedentes
existentes en trabajos de nuestro propio grupo
o en la literatura que invitaban a estudiarlos en
este contexto, fueron los siguientes: ¢.430C>T
y ¢.1075A>C del citocromo P-450 2C9, -1639G>A
de la vitamina K epé6xido reductasa (VKORC1),
a29809g de la calumenina, C609T de la NAD(P)
H:quinona oxidoreductasa, A503V de la P450 6xi-
doreductasa y V433M del citocromo P-450 4F2.
Asimismo, quisimos ver si la ingesta de antiarrit-
micos (amiodarona) o antidcidos (omeprazol,
ranitidina) se asociaba con el incremento de
riesgo de hemorragia gastrointestinal grave en
estos pacientes. Estudiamos ademaés si la inte-
raccién entre varios de estos factores podia in-
crementar el riesgo hemorragico.

Polimorfismos y dosis extremas de
acenocumarol

Se estudiaron las dosis de acenocumarol que
requirieron 9.538 pacientes de los hospitales: Mo-
rales Meseguer (Murcia), Juan Canalejo (Coruna)
y Universitario (Salamanca), para lograr una anti-
ocoagulacién correcta (INR en el rango apropia-
do). En nuestro centro realizamos las determina-
ciones genéticas de los pacientes que requirieron
dosis extremas del anticoagulante, bajas [£ 5 mg/
semana (percentil 5), n = 83 tras descartar a los
que no cumplian criterios de inclusién o en los
que no se pudo genotipar] o altas [* 30 mg/sema-
na (percentil 95), n = 203 tras los descartes].

RESULTADOS
Acenocumarol y hemorragia digestiva

Los resultados se recogen en detalle en el
articulo que publicamos en British Journal of
Haematology®"%: 1%3 72759 con motivo de este es-
tudio. A modo de resumen, cabe resaltar que
individualmente, ninguno de los polimorfismos
constituy6 un factor de riesgo de hemorragia di-
gestiva severa. Sin embargo, cuando los pacien-
tes portaban al menos uno de los polimorfismos
siguientes: ¢.-1639G>A de VKORCI, c.430C>T o
¢.1075A>C de CYP2C9, y ademas cumplian simul-
tdneamente uno de los siguientes requisitos: do-
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sis de acenocumarol semanal > 15 mg, consumo
de amiodarona o consumo de aspirina, en tales
situaciones presentaban mayor riesgo de hemo-
rragia gastrointestinal [riesgos relativos (RR) de
4,19 (IC95% 1,59-11,04), 9,97 (1C95% 1,75-56,89) y
8,97 (IC95% 1,66-48,34) respectivamente]. Final-
mente, el consumo de estatinas se asocio6 per se
con una reduccion del riesgo hemorragico [RR
0,50 I1C95% 0,26-0,99)].

Polimorfismos y dosis extremas de
acenocumarol

Los resultados se recogen en detalle en el ar-
ticulo que publicamos en Journal of Thrombosis
and Haemostasis®'!% 519120 con motivo de este es-
tudio. Los siguientes polimorfismos: c.-1639G>A
de VKORCI, ¢.1075A>C de CYP2C9 y V433M del
citocromo P-450 4F2, tenian un efecto importan-
te en el requerimiento de dosis extremas: s6lo
uno de los 203 pacientes (0,5%) que necesitaron
dosis altas de acenocumarol portaba el genotipo
AA de ¢.-1639G>A de VKORCI, mientras que si
lo portaban 45 de los 83 (54%) que necesitaban
dosis bajas. Por otro lado, sélo 14 de los 203 pa-
cientes (7%) que tomaban dosis altas portaban
el alelo C de ¢.1075A>C de CYP2C9, por 46 de un
total de 83 (56%) que tomaban dosis bajas, que
si lo llevaban. Ademas, se encontraron resulta-
dos interesantes con el polimorfismo V433M del
citocromo P-450 4F2: s6lo 6 de los 83 pacientes
(7%) que necesitaban dosis bajas presentaban
el genotipo MM, por 55 que lo portaban de los
203 individuos (27%) del grupo de dosis altas;
el genotipo VV aparecia en 39 (48%) de los 83
pacientes de dosis bajas mientras que sélo apa-
recia en el 25% (51 individuos de un total de 203)
del grupo de dosis altas.

CONCLUSIONES

La conclusién practica derivada de esta in-
vestigacién es que el conocimiento de determi-
nadas caracteristicas genéticas de los pacientes
que se van a someter a tratamiento anticoagu-
lante oral con acenocumarol puede resultar de
interés a la hora de valorar los riesgos asociados
con la citada terapia, muy especialmente en los
casos en los que no es posible ajustar el INR em-
pleando las dosis habituales de anticoagulante.
Dicho conocimiento cobra mayor relevancia si el
paciente se va a ver sometido a otros tratamien-
tos farmacolégicos simultidneamente.
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