Resultado funcional y supervivencia de los pacientes con ictus

J. Gallego Culleré
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FUNDAMENTO

El ictus es una tragedia y una carga social,
sanitaria y econémica. La enfermedad vascular
cerebral representa mas del 70% de todos los in-
gresos en los servicios de Neurologia, y una de
las patologias de mayor estancia hospitalaria y
consecuentemente de mayor coste para la eco-
nomia de los sistemas sanitarios. Es la segunda
causa de muerte global y la primera en la mujer
en la poblacién espaiola. Es la causa mas impor-
tante de invalidez o discapacidad importante a
largo plazo en el adulto y la segunda causa de
demencia. Ademas, consume un 3-4% del gasto
sanitario. Aproximadamente las tres cuartas par-
tes de los ictus isquémicos afectan a pacientes
mayores de 65 anos, y se prevé un incremento
de esta patologia en los préximos afos, mas en
Espafia, que si se cumplen las previsiones, en
el ano 2050 serd de las poblaciones mas enve-
jecidas del mundo. Una tercera parte de los pa-
cientes que ingresan por un ictus, son recidivas
y conllevan un incremento significativo de la
morbi-mortalidad. Es evidente, dada la magnitud
del problema, la necesidad de conocer mejor los
diversos aspectos epidemiologicos y establecer
una adecuada politica de prevencién, junto a la
implantacion de modelos organizativos de asis-
tencia al ictus con el objetivo de disminuir la
mortalidad y ademas reducir sus secuelas.

Son numerosos los factores que pueden pre-
decir la mortalidad en la fase precoz y la depen-
dencia posterior (edad, historia previa de ictus,
gravedad del ictus en fase aguda, subtipo de
ictus, historia de fibrilacién auricular) y précti-
camente en todos ellos resulta crucial la calidad
de la atencion en la fase aguda que contemple la
atencion durante todo el episodio.

El objetivo de este proyecto es estudiar la
morbimortalidad precoz y tardia de los pacien-
tes con ictus isquémico. Estimar el grado de
dependencia de los pacientes y los factores aso-
ciados.

An. Sist. Sanit. Navar. 2012, Vol. 35, N° 3, septiembre-diciembre

MATERIAL Y METODOS

Se trata de un estudio clinico, observacional,
de pacientes consecutivos con ictus isquémico
(definicion descrita por la OMS) ingresados en el
Complejo Hospitalario de Navarra en el periodo
2009-2011, con el seguimiento posterior de al me-
nos un afo tras el diagnéstico. Categorizacion
etiopatogénica del ictus isquémico segun el Trial
of Org 10172 in Acute Stroke Treatment (TOAST).
Se han recogido los criterios del Oxfordshire
Community Stroke Project, basada en aspectos
clinicos: TACI (Total anterior circulation infarct),
PACI (Partial anterior circulation infarct), LACI
(Lacunar infarct), POCI (Posterior circulation in-
farct). Para el estudio se excluyeron los pacien-
tes con ataque isquémico transitorio (AIT).

Todos los pacientes ingresaron dentro de
las 72 horas desde el inicio de los sintomas.
Se realizaron los exdmenes complementarios
adecuados en cada caso para el diagnéstico y
evaluacion de la enfermedad vascular cerebral:
hemograma, bioquimica, hemostasia, electro-
cardiograma, radiologia de térax y tomografia
computarizada (TC) y/o resonancia magnética
cerebral (RM). La realizacién de exploraciones
con angioRM y angio TC se consider6 siguiendo
los protocolos del servicio de Neurologia. En el
96% de los pacientes se realiz6 estudio neuroso-
nolégico (Doppler continuo, Doppler transcra-
neal, Duplex transcraneal color y Eco-Doppler de
troncos supra-adrticos). ecocardioagrama trans-
toracico, transesofagico en el 52% de los pacien-
tes y estudio Holter 32%. En casos seleccionados
se realizaron otros estudios de acuerdo con el
protocolo establecido (estudio inmunolégico,
puncién lumbar, trombofilia, serologias).

Registramos las caracteristicas basales de
los pacientes: (edad, sexo, Rankin previo, NIH
al ingreso; factores de riesgo; caracteristicas del
ictus: (hora y fecha de inicio de los sintomas,
medio de traslado, pruebas realizadas, clasifi-
caciéon TOAST y de Oxfordshire, rasgos clinicos
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neurolégicos; tratamiento previo a la inclusién
y durante el ingreso (anticoagulante, antiagre-
gante, trombolisis, terapia endovascular) y las
variables de resultado funcional (NIH, Escala
modificada de Rankin, indice de Barthel).

Todos los pacientes fueron evaluados en la
fase aguda y al alta, con posteriormente segui-
miento al mes, a los 3, 6 y 12 meses tras el ictus
mediante revisiones periddicas, llamada telefo-
nica y evaluacion de la historia informatizada.
Analizamos la mortalidad intrahospitalaria, si-
tuacién funcional (Rankin, indice de Barthel) y la
tasa de recurrencia.

RESULTADOS

Se incluyeron 1.467 pacientes con infarto ce-
rebral, edad media de 75 anos (DE 12,5). 43,7%
(641) mujeres. El 46% ingresaron dentro de las
seis primeras horas del comienzo de los sinto-
mas. El 26,7% (392) fueron ictus del despertar.
El 34,4 % fueron infartos cardioembdlicos, 19,8
% infartos aterotromboéticos, 28,6% indetermi-
nados, 15% lacunares y 2,2% infartos de causa
infrecuente.

2%

@ cardioembolico 34 %
B Aterotrombético 20 %
O Indeterminado 29 %

[ Lacunar 15 %

B Determinado 2 %

Figura 1. Etiologia. Criterios TOAST (10)

Los principales factores de riesgo cardiovas-
cular fueron la HTA (71%), dislipemia (47,5%),
FA (46%), cardiopatia (43,1%), diabetes mellitus
(25,6%). El 22% de los pacientes habia presenta-
do un evento vascular cerebral previo. De todos
los pacientes, el 85% tenia un Rankin previo < 2,
ausencia de discapacidad, con un 11% previa-
mente institucionalizados. Un 50% de los pacien-
tes seguian tratamiento antitrombético: antia-
gregantes 38% y anticoagulantes orales 12,8% y
un 29% seguia tratamiento con estatinas al ingre-
so. En las primeras horas, 265 (18%) pacientes
recibieron tratamiento trombolitico segin pro-
tocolo y de éstos, 41 pacientes fueron tratados
con procedimiento endovascular.

La mortalidad a los 30 dias fue del 12%. Al
alta y dentro del primer mes, el 50-59% de los
pacientes respectivamente presentaron depen-
dencia en la escala mRankin y una discapacidad
segun indice de Barthel, muy grave o grave del
35y 20%.
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Mediante andlisis de regresion logistica
bivariante, los factores asociados con signifi-
cacion estadistica a éxitus en los primeros 30
dias fueron: edad, Rankin previo, antecedentes
de HTA, consumo de tabaco, cardiopatia, trata-
miento previo con anticoagulantes, FA, Oxford-
shire, etiologia y NIHSS al ingreso. El sexo fe-
menino presenté mayor mortalidad en este tipo
de analisis aunque de forma no significativa. El
antecedente de dislipemia y tratamiento con
estatinas onstituyeron en este estudio un factor
protector.

Observamos que la mortalidad aumenté con
la edad, con una mayor puntuacién en la escala
NIHSS al ingreso, la categoria TACI de la clasifica-
cién Oxford, con ictus de etiologia cardioembo-
lica, Rankin previo superior a 2 y antecedentes
personales de cardiopatia o de tratamiento an-
ticoagulante. Ajustado el efecto del sexo segin
factores de confusion, el sexo femenino presentd
menor mortalidad de forma significativa.
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Tabla 1. Evolucion de situacién funcional durante 1 afio tras Ictus

ALTA 1 mes 3 meses 6 meses 1 ano

N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
. Independiente 730(49,8) 232 (40,9) 720 (66,9) 772 (68,4) 586 (68,9)
Rankin Dependiente 737 (50,2) 335 (59,1) 357 (33,1) 357 (31,6) 264 (31,1)
Ligera 731 (55,2) 236 (47,7) 735 (72,6) 800 (74,1) 605 (74,1)
Moderada 128 (9,7) 52 (10,5) 64 (6,3) 63 (5,8) 52 (6,4)

Barthel

Grave 112 (8,5) 51(10,3) 66 (6,5) 62 (5,7) 384,71
Muy severa 354 (26,7) 156 (10,6) 148 (14,6) 154 (14,3) 122 (14,9)

En el andlisis multivariable con regresion lo-
gistica, las variables: edad, clasificacién Oxford-
shire, categoria clinica, Rankin previo al ingreso,
gravedad del déficit inicial (NIH), antecedente
de diabetes mellitus, cardiopatia e ictus previo
se asociaron a una mayor dependencia a los 3
meses (puntuacién mRS >2 a 3 meses).

La mayor tasa de mortalidad ocurri6 en los
tres primeros meses. Al afo, la supervivencia
fue 74.9% (72,55-77,25). La tasa de recurrencia
fue muy similar a lo largo del primer afo tras el
ictus. La supervivencia libre de recurrencia a los
12 meses fue 89,4% (87,4-91,4).
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Al establecer diferencias por sexos, se ob-
servo que las mujeres fueron de mayor edad,
con nivel de dependencia previa mayor e ictus
mas frecuentemente cardioembdlico. En el ana-
lisis multivariable, donde se presentan las OR
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ajustadas por los diferentes factores de confu-
sién, es el sexo masculino el que pasa a ser un
factor de mal prondstico, los hombres mueren
casi dos veces mas que las mujeres (OR 1,82
1C95% 1,14-2,88).
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DISCUSION

Los infartos cerebrales de nuestro registro
representan el 71% del total de los ictus. El ic-
tus cardioémbolico fue el mas frecuente. La hi-
pertension arterial fue el factor de riesgo mas
prevalente. La mitad de los pacientes incluidos
en el estudio seguian tratamiento antiagregante
o anticoagulante, lo que demuestra su elevada
morbilidad vascular. Destacamos la elevada pre-
valencia de FA en la poblacion estudiada, rela-
cionada con la etiologia cardioembélica. La FA es
la enfermedad causal mas importante del ictus
cardioembdlico y que el riesgo de ictus es inde-
pendiente del tipo basal de FA (de novo, paroxis-
tica, persistente, permanente). Muy probable-
mente esta cifra pueda ser superior dado que en
un namero importante de ictus criptogénico no
disponen de un estudio completo y en muchos
casos la bisqueda de la FA es insuficiente. Como
se observo en este estudio, con la clasificacion
TOAST sigue siendo muy elevado el porcentaje
de pacientes con ictus de etiologia indetermina-
da. El verdadero criptogénico (estudio completo
normal) en este estudio fue del 16,8%. Muchos
de los ictus denominados criptogénicos, espe-
cialmente en pacientes mayores de 65 afos, son
causados probablemente por FA paroxistica. La
identificaciéon de FA paroxistica en pacientes
con ictus isquémico puede por tanto alterar
radicalmente el pronostico, lo que permite apli-
car el tratamiento correcto para la prevenciéon
secundaria. Actualmente y dada la importancia
epidemioldgica y significacién clinica prondstica
de la FA es importante valorar la posibilidad de
monitorizaciéon electrocardiografica no invasi-
va prolongada en pacientes seleccionados con
ictus criptogénico para detectar una de FA pa-
roxistica.

La mortalidad precoz, dentro de los 30 dias
fue del 12%, porcentaje similar a la observada
en otras publicaciones. En el andlisis multivaria-
ble, modelo de regresion logistica las variables
dependientes de muerte a los 30 dias fueron la
edad, sexo masculino, clasificacion Oxfordshire,
etiologia aterotrombética, gravedad inicial del
ictus (NIH al ingreso), Rankin previo y antece-
dente de cardiopatia con resultados similares a
estudios previos (42-46).

Evolucion y seguimiento. En un anlisis mul-
tivariable, donde se ajustaron los efectos de las
distintas variables por los factores de confusion
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con regresion logistica, la edad, clasificacion
Oxford Shire, Rankin previa al ingreso, gravedad
del déficit inicial (NIH), antecedente de diabetes
mellitus e ictus previo, se asociaron a una mayor
dependencia a los 3 meses.

El 59 y 33% de los pacientes presentaron de-
pendencia (Rankin >2) al mes y tres meses res-
pectivamente, manteniéndose constante al afo.
En el analisis multivariable, la edad, clasificacién
OxfordShire, Rankin previo al ingreso, gravedad
del déficit inicial (NIH), antecedente de diabetes
mellitus e ictus previo se asociaron a una mayor
dependencia a los 3 meses. La tasa de recurren-
cia fue muy similar a lo largo del primer afio tras
el ictus.

Escala de prediccion de dependencia y mor-
talidad tras el ictus isquémico. Tras el anélisis de
estos resultados, adquiere importancia el desa-
rrollo y posterior validacion de una escala pre-
dictiva de morbi-mortalidad para la fase aguda.
A su vez permitira optimizar la planificacién y
gestiéon de los recursos disponibles y emitir un
probable pronéstico precoz, basado en la expe-
riencia de nuestro centro, en una situaciéon de
gran incertidumbre para el paciente y su entor-
no.

Esta herramienta predictiva se basa en pa-
rametros clinicos accesibles y de facil manejo
en el momento del diagnéstico del ictus, con un
valor predictivo que demuestra alta sensibilidad
y especificidad. Esta herramienta podria facilitar
una mejor gestion de los recursos asistenciales
en cada comunidad.

CONCLUSIONES

El presente estudio analiza una poblacion
con edad media muy elevada y consiguiente-
mente alta morbilidad vascular. Los predic-
tores de mortalidad precoz son la edad, sexo
masculino, gravedad del ictus (NIH al ingreso),
etiologia aterotrombética, Rankin previo y ante-
cedente de cardiopatia. La mayor dependencia
a los 3 meses se relaciona la edad, clasificacion
OxfordShire, Rankin previo al ingreso, gravedad
del déficit inicial (NIH), antecedente de diabetes
mellitus e ictus previo. La situacién a los tres
meses es determinante pronoéstica de la evolu-
cién ulterior. Una vez mas es necesario resaltar
la importancia del tratamiento en la fase aguda
dada su repercusion en el pronéstico funcional.
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Funcion pulmonar y marcadores de actividad inflamatoria en
condensado de aire exhalado en ninos preescolares asmaticos

J.M. Olaguibel

Servicio de Alergologia. Complejo Hospitalario de Navarra

Los objetivos del presente trabajo fueron:

1. Disponer de indices objetivos de funciona-
lismo pulmonar validos para diagndstico y segui-
miento en nifios asmaticos de mayores de 3 a 6
anos estableciendo las ecuaciones de referencia
que permitan calcular valores de normalidad,
para la exploracion funcional mas robust que es
la espirometria, no existentes en este rango de
edad para nuestra poblacion.

2. Intentar establecer rangos de normalidad
para los parametros de actividad inflamatoria
NO en aire exhalado y ph en condensado de aire
exhalado.

3. Evaluar la magnitud de la respuesta bron-
codilatadora positiva en parametros de funcio-
nalismo pulmonar (espirometria forzada, os-
cilometria de impulsos) y compararlos con la
prueba de referencia de obstruccién bronquial
en esta poblacidnr(resistencia especifica pletis-
mografica). Estos métodos permitiran optimizar
el diagnostico del asma en el preescolar evitan-
do la situacién actual que conduce con frecuen-
cia a casos de infra o supratratamiento.

Podemos afirmar que se han alcanzado tanto
los objetivos previstos.

A dia de hoy, disponemos de unos modelos
de ecuaciones lineales obtenidos en una pobla-

cion de nuestro entorno que nos permiten cal-
cular on precision los valores de las variables
espirométricas mas relevantes (FEVC, FEV1 y
FEV0.5) en una poblaciéon de preescolares, lo
que facilitard un diagnoéstico de alteracion ven-
tilatoria en este grupo de pacientes en general
y de la alteracion ventilatoria mas frecuente que
es el asma bronquial.

Con respecto a los indices de actividad infla-
matoria el NO en aire exhalado se ha comporta-
do como un buen indicador diagnéstico, estable-
ciéndose un punto de corte de 22 ppb, con una
alta sensibilidad y especificidad.

La principal limitacién del estudio ha sido
la dificultad de obtener respuestas broncodila-
tadoras espirométricas, siendo las maniobras
de espiracion forzada tras la administracion de
broncodilatador de muy baja calidad. No obstan-
te esta circunstancia refuerza la utilidad en este
rango de edad, de técnicas exploratorias que
se realizan simplemente a volumen corriente,
como son las resistencias pletismograficas y os-
cilométricas. Respuestas broncodiltadoras con
incrementos iguales o superiores al 50% del va-
lor basal pueden considerarse patolégicas con
seguridad.

Despistaje de neoplasia oculta en pacientes con tromboembolismo
venoso idiopatico mediante la realizacion de 18-F-FDG-PET/CT

R. Lecumberri

Departamento de Hematologia. Clinica Universidad de Navarra

FUNDAMENTO

Existe una estrecha asociacion entre cancer
y tromboembolismo venoso (TEV). En ocasiones
un episodio de TEV puede constituir la primera
manifestacion de una neoplasia. La posibilidad
de que exista un tumor oculto se aproxima al
10% en el caso de pacientes con TEV de caracter
idiopatico. Sin embargo la realizacién de estu-
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dios de despistaje en este contexto es motivo de
controversia, en parte debido a la complejidad
de las pruebas a realizar y el rendimiento de las
mismas.

En este estudio se pretende evaluar la po-
sible utilidad del 18-F-FDG-PET/CT como herra-
mienta diagndstica tGnica en el despistaje de neo-
plasia oculta en pacientes con TEV idiopatico.
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MATERIAL Y METODOS

Se incluyeron pacientes >50 afos con un
primer episodio de TEV idopatico demostrado
por métodos objetivos. A las 3-4 semanas del
diagnostico se les realizdé un PET/CT. Ese mis-
mo dia se obtuvo una muestra sanguinea para la
determinacién de biomarcadores hemostéaticos
(dimero D [DD], fragmento 1+2 de la protrom-
bina [F1+2], potencial endégeno de trombina
[ETP], factor VIII [FVIII], factor tisular [FT]) que
pudieran ser de utilidad para seleccionar de
forma mas nitida aquellos pacientes que mas
se beneficiarian de la estrategia de bisqueda de
neoplasia oculta.

Todos los pacientes serian seguidos durante
2 anos, evaluando el nuevo diagnoéstico de enfer-
medades tumorales.

RESULTADOS

Entre enero de 2007 y junio de 2010 se in-
cluyeron 110 pacientes, de los cuales se realizo
el estudio con PET/CT en 99 de ellos. El PET/
CT mostr6 una imagen sospechosa en 31 casos,
confirmindose la presencia de una neoplasia
oculta con exploraciones complementarias en
7 pacientes (22,6% de los pacientes con PET/CT
sospechoso). Durante los 2 afos de seguimien-
to se observaron 2 casos de nuevos tumores en
2 pacientes cuyo PET/CT habia resultado nega-
tivo. Por tanto, la sensibilidad (S) del PET/CT
como herramienta Gnica para la deteccién de
una neoplasia oculta en pacientes con un pri-
mer episodio de TEV idiopatico fue 77,8% (IC
95%: 0,51-1); la especificidad (E), 73,3%(IC 95%:
0,64-0,82); el valor predictivo positivo (VPP),
22,6% (IC 95%: 0,08-0,37); y el valor predictivo
negativo (VPN) 97,1% (IC 95%: 0,93-1). Para
detectar un caso de neoplasia oculta median-
te PET/CT, era necesario estudiar 14 pacientes
con TEV idiopatico, de los cuales 3 serian some-
tidos a exploraciones complementarias adicio-
nales innecesarias.

El coste total de los procedimientos realiza-
dos en el estudio (PET/CT de despistaje + otros
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procedimientos diagnésticos en los pacientes
con resultado sospechoso en el PET/CT) ascen-
di6 1.490 €/paciente. La mayor parte de los cos-
tes (72%) correspondieron a la realizaciéon del
propio PET-CT.

En cuanto a los biomarcadores hemostati-
cos analizados, ninguno de ellos mostré dife-
rencias significativas entre los pacientes con
o sin cancer oculto, si bien los pacientes con
cancer presentaban una tendencia a niveles
mas elevados de FT (mediana 5,38 vs 2,99 pM/L;
p=0,099).

CONCLUSIONES

La utilizacién del PET/CT como herramienta
Gnica para el despistaje de neoplasias ocultas en
pacientes con un primer episodio de TEV idio-
patico es posible, mostrando una elevada sen-
sibilidad en comparacién con otras estrategias
evaluadas anteriormente, asi como un muy alto
valor predictivo negativo.

No obstante, el PET/CT se asocia con un nu-
mero considerable de falsos positivos que obliga
alarealizaciéon de pruebas complementarias “in-
necesarias”, con el considerable gasto de recur-
sos, riesgo de complicaciones derivadas de las
mismas, ademas de causar un impacto psicol6-
gico negativo.

A pesar de lo anterior, el coste total de esta
estrategia, teniendo en cuenta el potencial bene-
ficio asociado a la deteccion en estadios localiza-
dos de una neoplasia, parece razonable, siendo
similar al de otras estrategias previas con menor
sensibilidad.

La determinacion de algunos parametros he-
mostaticos (DD, F1+2, ETP, FVIII) en muestras de
plasma obtenidas el mismo dia de la realizacién
del PET/CT no son de ayuda relevante a la hora
de seleccionar los pacientes con TEV y mayor
riesgo de cancer oculto. Unicamente la concen-
traciéon de FT podria ser de utilidad, si bien se
precisan nuevos estudios de mayor tamafo para
confirmar este hallazgo.
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Estudio de mecanismos que potencien la eficacia de los anticuerpos
anti-CD20 en el tratamiento de pacientes con linfoma folicular

y de parametros biologicos que determinen la susceptibilidad
genética al tratamiento con estos anticuerpos

M. Bendandi

Departamento de Hematologia. Clinica Universidad de Navarra. Pamplona

FUNDAMENTO

El linfoma folicular (LF) es una enfermedad
neoplasica de células B maduras. Clinicamente
se caracteriza por una fase inicial en la que se
consiguen frecuentes respuestas al tratamiento
quimioterapico, pero indefectiblemente la enfer-
medad recae. Tras esta primera recaida la tasa
de respuestas y la supervivencia libre de recaida
disminuyen de forma progresiva, de manera que
solo tres de cada 10 pacientes estaran vivos al
cabo de méas de 12 anos. Dada esta evolucion,
hoy en dia el LF es considerado incurable.

Tras alcanzar la respuesta completa con la
pauta estandar de quimioterapia méas anticuerpo
monoclonal anti CD20 (rituximab), los pacientes
reciben un tratamiento de mantenimiento con
rituximab porque prolonga la duracién de la re-
mision y la supervivencia global. Sin embargo,
hay pacientes que no responden al tratamiento,
y sobre todo al re-tratamiento con el anticuerpo
monoclonal anti CD20 y los pacientes responde-
dores contindan recayendo. Es por ello que es
necesario disenar estrategias que mejoren la efi-
cacia de este tratamiento.

El efecto de los anticuerpos monoclonales de-
pende del brazo efector del sistema inmune y de
las caracteristicas estructurales del anticuerpo.
En cuanto al brazo celular de la respuesta inmu-
ne, las células NK parecen las mas implicadas en
el mecanismo de citotoxicidad celular dependien-
te de anticuerpos, aunque también son importan-
tes los linfocitos T CD8 y los linfocitos T yd. Por
tanto, si se consigue aumentar el nimero o la ca-
pacidad funcional estas células, se podria poten-
ciar la accidén terapéutica de los anticuerpos mo-
noclonales. En el presente trabajo pretendemos
valorar “in vitro” el efecto de la lenalidomida y de
la IL-21 en la generacion de células efectoras que
potencien la accién bioldgica de los anticuerpos
anti-CD20. Por otra parte, modificaciones estruc-
turales de los anticuerpos monoclonales modi-
fican su actividad bioldgica. En este trabajo nos
proponemos un estudio comparativo “in vitro” de
dos anticuerpos anti-CD20 estructuralmente dife-
rentes: el rituximab y el GA-101.

Ademas, puesto que hay factores biologicos
y genéticos (polimorfismos de los receptores Fc

An. Sist. Sanit. Navar. 2012, Vol. 35, N° 3, septiembre-diciembre

de las inmunoglobulinas o del complemento)
que pueden condicionar la respuesta a este tra-
tamiento, la adecuada seleccién de los pacientes
podria ser clave en la eficacia del tratamiento.
Por tanto, nos proponemos también comprobar
si existe correlacion entre determinados para-
metros biologicos y la respuesta al tratamiento.

MATERIAL Y METODOS

Se incluyeron 20 pacientes diagnosticados
de linfoma folicular y en los que estaba indicado
el tratamiento con anticuerpos monoclonales En
todos los pacientes incluidos, y antes de iniciar
el tratamiento con anticuerpos monoclonales, se
llevd a cabo una extraccion de 40 ml de sangre
con heparina, 5 ml de sangre con EDTA y 5 ml de
suero para realizar:

1. Estudio de subpoblaciones en sangre
periférica mediante citometria de flujo.
Se estudiaron ademas otras poblaciones
que puedan influir en la respuesta antitu-
moral, como la poblacién de linfocitos T
reguladores y los linfocitos Tyd.

2. Estudio de los polimorfismos de los re-
ceptores Fc con la tecnologia TagMan de
Applied Biosystems utilizando el sistema
de deteccién ABI Prism 7900HT.

3. Estudio de la actividad del complemento
y polimorfismos del complemento.

4. Estudios de citotoxicidad mediante técni-
cas convencionales de liberacion de cro-
mo 51.

5. Expansiéon y activacién de células: las
células mononucleadas se cultivaron en
diferentes condiciones que permitieron
su activacién y expansion.

6. Correlacion de los parametros biolégicos
con la respuesta al tratamiento ante los
anticuerpos monoclonales.

RESULTADOS

Este estudio estd enmarcado en el contexto
del ensayo clinico: “Ensayo clinico fase II contro-
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lado de inmunoterapia combinada con linfocitos
efectores autdlogos en pacientes con linfoma no
Hodgkin folicular en tratamiento de mantenimien-
to con rituximab tras respuesta a primera linea de
quimioterapia”. Aunque todavia no se han inclui-
do todos los pacientes previstos y por tanto no se
han recibido todas las muestras, hasta el momen-
to, nuestros resultados muestran que:

« Es posible generar células LAK a partir de
muestras de pacientes con linfoma folicu-
lar en tratamiento de mantenimiento con
rituximab.

« Las células LAK generadas mediante ex-
pansién con IL-2 durante 2 meses tienen
una capacidad citotoxica significativa-
mente mayor que células mononucleadas
de sangre periférica. Esta actividad es
significativamente mayor frente a las tres
lineas celulares que se han estudiado:
K562, Daudi y CRL-1596 (CD20+).

« Laactividad citotéxica de las células LAK
generadas mediante expansiéon con IL-2
durante 2 meses, aumenta significativa-
mente frente a la linea CRL-1596 cuando
se combinan con rituximab. Ademaés,
“in vitro”, la actividad citotoxica de las
LAK+rituximab frente a la linea CD20+ es
también mayor que la del rituximab solo.

+ La combinacion de células LAK mas
GA101 (otro anticuerpo anti-CD20), con-
sigue mejorar de forma significativa los
efectos conseguidos por el rituximab en
la lisis de células CD20+ (CRL-1596).

« La utilizacién de IL21 o lenalidomida en
cultivos de 21 dias consigue generar una
poblacién de células LAK con mayor ca-
pacidad citotoxica frente a las dianas uti-
lizadas (CRL-1596, Daudi, K562).

+ Uno de los objetivos de nuestro estudio
era estudiar la correlacién de los para-
metros bioldgicos con la repuesta al tra-
tamiento con anticuerpos monoclonales,
sin embargo como ya hemos mencionado,
todavia quedan pacientes por reclutar
hasta completar el ensayo y en los ya re-
clutados, de los 12 ciclos de tratamiento
previstos, sbélo 5 pacientes han completa-
do la mitad de estos ciclos, por lo tanto,
consideramos que es demasiado pronto
para evaluar la respuesta al tratamiento
y poder correlacionar dicha respuesta
con los parametros biolégicos. Aunque se
han llevado a cabo estudios fenotipicos,
estudios de polimorfismos y estudios de
actividad del complemento. El andlisis de
estos datos se hara cuando se complete el
reclutamiento de los pacientes.

CONCLUSIONES

Aunque es demasiado pronto para obtener
conclusiones porque no se han procesado to-
das las muestras del estudio, hasta el momen-
to podemos decir que, nuestros resultados
demuestran que “in vitro” la combinacién de
LAK-+rituximab tiene mayor capacidad de lisar
células CD20+ que el rituximab solo o que las
células LAK solas. Ademas hemos comprobado
que el GA101 es mejor que el rituximab en su
capacidad de potenciar ADCC. Nuestros resulta-
dos muestran también que un sistema de cultivo
con IL-2+IL21 podria mejorar la capacidad fun-
cional de la poblacién de células LAK generadas,
aunque estos resultados deben confirmarse en
cultivos prolongados antes de disefar nuevos
ensayos clinicos basados en la combinacién de
células LAK + anticuerpos monoclonales.

Implicacion de TGF-3 y de la via de PI3K /Akt/mTOR en
la fisiopatologia de las malformaciones vasculares extensas.
Estudio de posibles nuevas dianas terapéuticas

P. Redondo

Departamento de Dermatologia. Clinica Universidad de Navarra

FUNDAMENTO

Las malformaciones vasculares (MV) cre-
cen durante toda la vida y nunca desaparecen.
Ademaés de alteraciones morfologicas, las MV
extensas ocasionan dolor, sangrado y limitacion
funcional. Las MV extensas y profundas son muy
dificiles de erradicar ya que no pueden tratar-
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se mediante cirugia y no responden al laser. La
formacion y progresion de las MV parece estar
muy relacionada con la angiogénesis. Se estan
desarrollando multiples tratamientos antiangio-
génicos, pero es fundamental conocer los me-
canismos fisiopatolégicos de cada enfermedad
para poder hacer uso de estas nuevas terapias.
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Las alteraciones de las proteinas de la familia
del TGF-8 (Transforming growth factor ) estan
implicadas en la patogénesis de enfermedades
vasculares como la telangiectasia hemorragica
hereditaria (HHT) o las MV cerebrales, pero no
han sido estudiadas en pacientes con MV no ce-
rebrales. Numerosos estudios relacionan las alte-
raciones en las proteinas de la familia TGF-3 con
las cifras alteradas de presion arterial pulmonar
(tanto en los casos idiopaticos como en secunda-
rios). En nuestro centro hemos estudiado la pre-
valencia de hipertension arterial pulmonar en pa-
cientes asintomaticos con MV extensas venosas
y mixtas, y hemos observado un porcentaje muy
alto con valores patoldgicos. Estudiar la presen-
cia de las proteinas de la familia del TGF-f3 en los

pacientes con MV extensas seria atil no solo para
conocer con mas precision la fisiopatologia de es-
tas enfermedades (y por lo tanto, para establecer
dianas terapéuticas), sino para entender (y por lo
tanto, intentar prevenir) el desarrollo de hiper-
tension arterial pulmonar en estos enfermos.

Por otra parte, la via de la PI3K /Akt/mTOR
(Fig. 1) es una nueva diana terapéutica que jue-
ga un importante papel en la angiogénesis, con
farmacos disponibles que frenan su activacion:
sirolimus (rapamicina) y derivados (temsiroli-
mus y everolimus). Esta via se ha implicado en
la patogenia de las MV en modelos animales, y
también se ha comprobado su activacién en pa-
cientes con malformaciones capilares, pero no
en pacientes con otro tipo de MV.

f protein synthesis

| |

f cell growth & proliferation

Receptor Tyrosine Kinases
(EGFR, VEGFR)

TR

-___..____..:::||::::CellMembrane

T angiogenesis

N7

Figura 1. La via de la PI3K /Akt/mTOR

El objetivo de este estudio es determinar si
existe una alteracion de las proteinas de las fa-
milia TGF-B y/o de la via PI3K /Akt/mTOR en los
pacientes con MV, asi como determinar si existe
relacion entre la hipertension arterial pulmonar
que presentan estos pacientes y la alteracion en
las proteinas de la familia TGF-3.

MATERIAL Y METODOS

Se ha realizado un estudio de casos y contro-
les, con una duracién de 2 anos.
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Se realiz6 una extraccién de sangre periféri-
ca. En el suero se determinaron mediante ELISA
los niveles de TGF-, endoglina soluble y activi-
na A. En las células mononucleares se estudia-
ron mediante Western blot, proteinas de la via
PI3K /Akt/mTOR (AKT, mTOR total y S6K (las
tres tanto en su forma total como fosforilada (ac-
tiva)). El mismo dia de la extraccidn, se realizo
un ecocardiograma para estimar la presién arte-
rial pulmonar sisté6lica (PAPS).

En el estudio de la via PI3K /Akt/mTOR parti-
ciparon 32 pacientes con MV extensas (venosas,
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arteriovenosas, linfaticas o mixtas) y 32 contro-
les sanos pareados por sexo y edad. En el estu-
dio de las proteinas TGF-f§ y de su relacién con la
hipertensién pulmonar, participaron 30 pacien-
tes y 30 controles pareados.

RESULTADOS

Las formas fosforiladas de las proteinas de la
via PI3K /Akt/mTOR estaban sobreexpresadas en
algunos pacientes con MV en comparacién con
su control pareado, aunque no en todos ellos.
Encontramos diferencias estadisticamente signi-
ficativas entre casos y controles en la expresion
de pS6 (Media en casos: 1,84:2,1; controles: 1:0;
p=0,031). No encontramos diferencias estadisti-
camente significativas entre casos y controles en
la expresion de mTOR, pmTOR, Akt ni pAkt.

Respecto a las proteinas de la familia del
TGF-, encontramos diferencias estadisticamen-
te significativas entre casos y controles en los
niveles de endoglina (casos: 3,87+0,9; controles:
4,3+0,75; p=0,032).

Hemos observado una correlaciéon moderada
negativa entre los valores de PAPS y los de TGF-
(rs=-0,37, p=0,007). Al estudiar las correlaciones
por separado en el grupo de casos y en el de con-
troles, encontramos que en los casos se vuelve a
observar una correlacién negativa entre los valo-
res de PAPS y los de TGF-f3, pero en esta ocasion
la correlacién es intensa (rs=-0,74, p<0,001).

DISCUSION

Los ratones transgénicos con sobrexpresion
de Akt en sus células endoteliales mueren en el
periodo perinatal debido al desarrollo de malfor-
maciones vasculares. También se ha observado
que tras la implantacién en ratones desnudos
de células endoteliales con sobreexpresion de
Akt, los ratones desarrollaban malformaciones
vasculares. Otro dato que sugiere la implicaciéon
de la via PI3K /Akt/mTOR en las malformacio-
nes vasculares es el hecho de que el Sindrome
de Bannayan-Riley-Ruvalcaba (que presenta una
mayor prevalencia de malformaciones vascula-
res, sobre todo arteriovenosas), esta producido
por una deficiencia de PTEN, que es un regula-
dor negativo de Akt.

El Ginico trabajo publicado que ha estudiado la
expresion de proteinas de la via PI3K /Akt/mTOR
en biopsias humanas se ha realizado en malforma-
ciones capilares. Realizaron inmunohistoquimica
en biopsias de pacientes con Sindrome de Sturge-
Weber, y encontraron que el 70.8% expresaban la
proteina S6 fosforilada. No hemos encontrado en
la literatura estudios realizados acerca de la ex-
presion de las proteinas de esta via en biopsias

542

humanas de otro tipo de malformaciones vascula-
res (venosas, arteriovenosas o linfaticas).

La sobreexpresion de proteinas de la via
PI3K/Akt/mTOR en biopsias de distintas pato-
logias, ha sido interpretada en otros estudios
como una base racional para el tratamiento con
rapamicina (o derivados) de esas enfermedades.

Por otra parte, biopsiar un tejido implica rea-
lizar una técnica cruenta y no exenta de riesgos.
No siempre es posible realizar una biopsia a un
paciente con una malformacion vascular extensa
(por el riesgo de sangrado, y porque puede ser
un factor desencadenante para que su malfor-
macion crezca mas). Las células mononucleares
de sangre periférica son un tejido sustituto muy
atractivo, debido a su gran accesibilidad.

En nuestro trabajo, al comparar los niveles
de pS6 en células mononucleares de sangre pe-
riférica, hemos encontramos diferencias estadis-
ticamente significativas entre casos y controles.
Por ser una proteina situada al final de la via
PI3K /Akt/mTOR, un incremento en su expresion
indica un incremento en la actividad total de la
via. No obstante, no todos los pacientes presen-
taban incrementos en la expresiéon en compara-
cion con su control pareado.

Ya se han publicado casos aislados de pa-
cientes con malformaciones vasculares que han
respondido al tratamiento con rapamicina. La
sobreexpresion de la parte final de la via PI3K/
Akt/mTOR que hemos observado aporta una
nueva base racional para usar rapamicina (o de-
rivados) en el tratamiento de algunas malforma-
ciones vasculares en humanos. Debido a que he-
mos observado que no todas las malformaciones
vasculares presentan esa sobreexpresion, es po-
sible que el grado de respuesta de los pacientes
a la rapamicina no sea similar. Por ello, podrian
ser beneficiosos nuevos estudios que correlacio-
nen la intensidad de expresiéon de la pS6 con la
respuesta al tratamiento, para poder seleccionar
mejor a los pacientes que se beneficiarian mas
de este tratamiento antes de iniciarlo.

Por otra parte, se ha descrito que los nive-
les de endoglina son menores en pacientes con
HHT que en controles. Se ha descrito aumento
de TGF-B, de activina, y de endoglina en pacien-
tes con hipertension arterial pulmonar tanto
primaria como secundaria a otras enfermedades
(esclerodermia, VIH, lupus eritematoso sistémi-
co, sindrome de Eisenmenger...) con respecto a
los controles. En nuestro trabajo, los niveles de
endoglina eran mayores en los controles.

Hemos encontrado una correlacién negativa
entre los valores de PAPS y los valores de TGF-3.
Esta correlacién se hace mas intensa cuando se
descartan los controles y se evaluan solo los pa-
cientes.
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Las diferencias observadas entre casos y
controles en los niveles de endoglina asi como la
correlacion negativa entre los valores de PAPS y
los de TGFb sugieren que las proteinas de la fa-

milia del TGFb podrian estar implicadas no solo
en la fisiopatologia de las MV sino también en la
presencia de hipertension arterial pulmonar que
se observa en algunos de estos pacientes.

Estimulacion de linfocitos T antivirales con células dendriticas
autologas en pacientes con hepatitis cronica C: caracterizacion
funcional y aplicacion en vacunacion terapéutica

P. Sarobe

Centro de Investigacion Médica Aplicada (CIMA). Universidad de Navarra

Una de las caracteristicas de los pacientes
con infeccién crénica por el virus de la hepatitis
C (VHO), en contraposicién a los pacientes que
se curan de la enfermedad, es la falta de respues-
ta inmunitaria mediada por linfocitos T (LT) fren-
te a los antigenos virales.

Se ha propuesto que una disfuncién en las
células dendriticas (CD), principal poblacién de
células presentadoras de antigeno, podria ser
una de las causas de este fendmeno. Por este
motivo, se ha postulado que la vacunacién con
CD funcionales que expresen antigenos del VHC
podria ser una estrategia de inmunoterapia en
estos individuos. Con objeto de obtener CD fun-
cionales que expresen antigenos del VHC hemos
usado una estrategia basada en la transduccion
de CD derivadas de monocitos con un vector
adenoviral que codifica la proteina NS3 del VHC
(AdNS3). Ademas, para favorecer la transduc-
cién y simultdneamente inducir la activacion
funcional de las CD hemos utilizado la proteina
adaptadora CFh40L, que contiene un dominio
con el receptor adenoviral CAR unido al dominio
extracelular de CD40L.

La transduccién de CD de acuerdo a esta
estrategia induce CD maduras, tanto fenotipica-
mente como funcionalmente, caracterizadas por
la alta expresion de las moléculas de membrana
asociadas a maduraciéon (CD54, CD86, HLA-DR),
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la produccién de IL-12 y la capacidad de activar
a LT alogénicos. Esta estrategia de activacion,
al contrario de lo que ocurre con otros estimu-
los, promueve la maduracion tanto de las CD de
individuos sanos como de pacientes con infec-
cién crénica por VHC. Desde el punto de vista
de su utilizacién en vacunacion, es interesante
destacar que estas CD son capaces de activar
in vitro a LT autélogos especificos del antige-
no viral NS3 e inducir la produccién de varias
citoquinas proinflamatorias, como IFN-gamma,
TNF-alfa e IL-2 tras el reconocimiento antigéni-
co, incluyendo tanto a las subpoblaciones de LT
CD4 como CD8. Esta activacién de los LT induci-
da por CD transducidas con AdNS3 y CFh40L no
s6lo ocurre en individuos sanos, sino también
en pacientes crénicamente infectados por VHC,
lo que destaca la capacidad de esta estrategia
de estimulacion. Finalmente, el bloqueo de IL-10,
citoquina anti-inflamatoria producida por las CD
de algunos individuos durante la transduccion,
es capaz de potenciar la respuesta, tanto a nivel
de las propias CD como de los LT estimulados
por esta poblacion celular.

Estos resultados han dado lugar a un ensayo
clinico de vacunacién terapéutica en pacientes
con hepatitis crénica C que recientemente ha
comenzado y permitird conocer el verdadero
potencial clinico de esta estrategia.
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