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FUNDAMENTO

La infeccién por el virus de la hepatitis B (VHB)
constituye una de las enfermedades infecciosas mas
frecuente a nivel mundial, mas de 350 millones de per-
sonas en todo el mundo y en Espana afecta a un 2% de
la poblacién. Aunque en la mayor parte de los casos la
infecciéon conduce al desarrollo de una hepatitis aguda
con posterior recuperacién clinica, un porcentaje sig-
nificativo de enfermos progresan hacia la infeccién cro-
nica con el consiguiente riesgo de desarrollar cirrosis
hepatica y hepatocarcinoma. El IFNa constituye, junto
con los analogos de nucleosidos: lamivudina, adefovir
y entecavir el tratamiento actual de esta patologia. La
tasa de respuesta al tratamiento con el IFN-a recombi-
nante es de un 30% y sus efectos adversos son fre-
cuentes y moderadamente importantes. Los analogos
de nucleosidos aunque muy activos en la inhibicién de
la replicacion viral, inducen la apariciéon de resisten-
cias durante el tratamiento y la retirada del farmaco
supone casi invariablemente la reactivacion de la infec-
cion. Por todo ello existe la necesidad de desarrollar
nuevas estrategias terapéuticas mas eficaces que subs-
tituyan o complementen las actualmente disponibles
frente a la infeccién por el virus de la hepatitis B.

Una de las posibilidades méas atractivas consiste en
utilizar sistemas que bloqueen la informacién genética
de los virus. La inhibicion de la sintesis de proteinas
esenciales para la biologia del virus nos permitira elimi-
nar o reducir la infeccion viral. Para ello, durante los tlti-
mos anos se han desarrollado una serie de estrategias
que tienen como objetivo la interferencia con RNAs men-
sajeros especificos. Estas técnicas basadas en hibridos
de la molécula inhibidora con el RNA diana incluyen
moléculas como los ribozimas, los oligos antisentido, los
RNAs interferentes (iRNAs) y un sistema desarrollado en
nuestro laboratorio los snRNAs Ul modificados. Estos
dos ultimos métodos son los que han producido los
mejores resultados tanto por su especificidad como por
el porcentaje de inhibicién que se obtiene.

Una limitaciéon muy importante para la eficacia
terapéutica de estos sistemas de inhibiciéon es conse-
guir su vehiculizacion al 6rgano o célula diana. Por esta
razon en este proyecto hemos trabajado también en la
caracterizacion de vectores para traducir el higado de
forma eficaz.

MATERIALES Y METODOS

Disefio de los snRNA Ul. Se han elegido secuen-
cias muy conservadas del genoma viral, para evitar
que mutaciones puntuales en el genoma viral hagan
que el virus escape a la inhibicién.
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Construccién de los plasmidos. Para la expresion
snRNA Ul modificados utilizaremos un plasmido que
produce Us a partir del propio promotor de Ul.

Anilisis de la inhibicién de la expresién génica
in vitro. Se transfectaron células HEPG2-2215 que
expresan el genoma del virus de la hepatitis B. 2 dias
después de la transfeccion hemos cuantificado por
Elisa la cantidad de antigeno de superficie (SAg) y anti-
geno E (EAg) presentes en el sobrenadante de las célu-
las. Comparado con células control transfectadas con
un snRNA Ul agreste.

Construccién y produccién de vectores basados
en el virus adenoasociado serotipos 1, 5, 6 y 8. Los
virus AAV recombinantes expresan el gen de la lucife-
rasa cuya expresion puede ser analizada y cuantificada
in vivo utilizando una camara CCD.

RESULTADOS

Desarrollo de los sistemas de inhibicién.
Construimos cuatro plasmidos que codifican moléculas
de Ul snRNA capaces de interaccionar con el extremo 3”
de los mRNAs del virus de la hepatitis B. Con ellos
hemos transfectado células 2215 que expresan el geno-
ma del virus de la hepatitis B se han transfectado con
plasmidos que expresan el Ul agreste (UIWT) o combi-
naciones de dos (U1+U3) o cuatro (Mix) plasmidos que
codifican para Ul snRNAs modificados en su extremo 5°
para hibridar con los mRNAs del virus de la hepatitis B.
Dos dias después de la transfeccion se cuantifico
mediante Elisa la cantidad de antigeno de superficie
(SAg) y de antigeno E (EAg). Células presentes en el
sobrenadante de las células. Comparado con células
control transfectadas con un snRNA Ul agreste, ninguno
de los RNAus construido fue capaz de disminuir la pro-
duccion de los antigenos virales. Sin embargo, combina-
ciones de dos RNAus transfectados en la misma célula
permiten disminuir la acumulacion de EAg y combina-
ciones de los cuatro RNAus, permiten inhibir la produc-
cién de los dos antigenos virales (Fig. 1 A).

Seleccion del vehiculo apropiado para la transfe-
rencia génica al higado. Hemos construido y produci-
do AAVs con capsides de los serotipos 1, 5, 6 y 7 por-
tadores de dos tipos de estructuras genémicas diferen-
tes una de cada sencilla y otra de doble hebra. Todos
los virus portaban el gen reportero luciferasa y tras su
inyeccion en ratones por via intravenosa se analiz6 la
expresion del trasgen en el higado in vivo.

A partir de estos resultados (Fig. 1B) podemos
concluir que el AAV serotipo 8 es el mejor vector para
la transduccion de los hepatocitos murinos. También
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podemos concluir que la estructura genoémica de doble
hebra nos permite alcanzar mayores niveles de expre-
sion. Por estas razones hemos determinado que el vec-
tor que vamos a utilizar para realizar la realizacion de
los ensayos de inhibicién de la replicacién del HBV va
a ser un AAV serotipo 8 de doble hebra.

CONCLUSIONES

Hemos disenado cuatro snRNAs Ul modificados
que administrados en combinacién a células que per-

miten la replicacion del virus de la hepatitis B son
capaces de inhibir en mas de un 50% la expresion de
proteina virales. Por otro lado hemos caracterizado
un sistema de vehiculizacién basado en virus adeno-
asociados capaces de transferir con una gran eficacia
material genémico al higado. En estos momentos
estamos en condiciones de vehiculizar nuestro siste-
ma de inhibicion al higado con objeto de inhibir en el
hepatocito la replicacion del HBV.
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Figura 1. A. Inhibicién de la produccién de antigenos del virus de la hepatitis B en células HepG2-HBV tras haber
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sido transducidas con plasmidos que expresan Ul modificados.

B. Analisis de la expresion de luciferasa in vivo tras inyeccion de AAVs de los serotipos 1,8,5 y 6 en rato-
nes BALB/c hembras y machos. El AAV serotipo 8 es el mejor serotipo para la transduccién del higado.
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Opiniones y actitudes de la sociedad navarra hacia la sanidad en la

Comunidad Foral. 2006
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FUNDAMENTO

Las encuestas de satisfaccion y opinién sobre los
servicios publicos pueden ser utilizados como un indi-
cador de su calidad. Por ello, La Institucion Futuro rea-
liz6 una encuesta a una muestra de la poblacién nava-
rra en 2004 con el fin de valorar su satisfacciéon con el
sistema publico de salud. No hay que olvidar que como
apunta Street (2006), este tipo de estudios de satisfac-
cion no aportan informacion sobre el efecto que la asis-
tencia sanitaria tiene sobre la salud de la poblacion,
tampoco sobre cuales deberian ser la medidas que
deberian ser desarrolladas y no permiten valorar la
evolucion de la atencion a lo largo del tiempo.

Por ello, se vuelve a realizar la misma encuesta
pasados dos anos, con el fin de medir la evolucion de
la satisfaccion de los ciudadanos con el sistema sanita-
rio puablico y la posible influencia de las politicas puabli-
cas desarrolladas en este periodo.

Ademas, la encuesta aborda no s6lo cuestiones
relacionadas con la satisfaccién sino la opinién sobre
aspectos considerados importantes en la atencion
sanitaria, como la informaciéon que reciben los ciuda-
danos, el control del gasto sanitario o la atencion far-
macéutica. En esta edicion, el estudio hace hincapié y
profundiza ademas en la utilizacion y valoracion de los
servicios de urgencias hospitalarias, la opinién sobre
las listas de espera y la informacién sobre la salud y la
atencion sanitaria que reciben los ciudadanos.

MATERIAL Y METODOS

Se realiza una encuesta telefénica a una muestra
aleatoria de 302 individuos mayores de 18 anos de la
poblacién navarra, lo que representa un error muestral
de cerca del 6% (en el supuesto del muestreo aleatorio
simple). Ademas se realizaron 200 encuestas adiciona-
les siguiendo la misma metodologia para las preguntas
tipo Likert, las preguntas de caracter sociodemografi-
co y las dos primeras preguntas sobre uso de los ser-
vicios sanitarios y satisfaccion con los mismos. Por
ello, al presentar los resultados, en algunos casos se
cuenta con 502 observaciones y 302 en otros.

La encuesta se realiz6 a finales de octubre (302
entrevistas) y a comienzos de diciembre de 2006 (las
200 adicionales), practicamente dos afios después de
la realizada en 2004.

El analisis de la informacién obtenida se basa prin-
cipalmente en la comparacion de distribuciones de fre-
cuencias para cada una de las cuestiones tratadas. La
existencia de relaciones significativas de asociacion
entre diferentes variables se contrasta mediante el
estadistico Chi Cuadrado utilizando el programa SPSS
14.0. en los aspectos mas interesantes se comparan los
resultados con los obtenidos en 2004.

RESULTADOS

De forma general, al igual que en 2004, la mayoria
de los encuestados realiza una valoracion satisfactoria
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o muy satisfactoria de la atencién (Tabla 1) y la infor-
macién recibida, destacando la motivacion y la prepa-
racion del personal sanitario por una mayoria de la
muestra. Se hace una buena valoracion también del
servicio de urgencias hospitalarias. Destaca el hecho
de que el 22,2% de las personas que fueron a urgencias
consideraba que su problema era leve y el 21% desco-
nocia que pudiera acudir a un centro de urgencias de
Atencién Primaria. La mayoria de las personas (71%)
considera que el tiempo que tuvo que esperar fue razo-
nable o corto y el 63% reconoce que su problema fue
atendido con seriedad, profesionalidad e interés.

La principal demanda, por casi la mitad de la mues-
tra, en relacion a la atencion primaria es conseguir cita
de forma rapida, y de forma contraria quiza a lo que
cabria esperar y los resultados obtenidos en 2004, el
30% reclama mas tiempo con su médico (Figura 1).

En cuanto a las secciones que se han ampliado en
esta edicidn, se aprecia un cambio en los medios utili-
zados por la poblacion para obtener informacién sobre
temas relacionados con la salud y la asistencia sanita-
ria. Este resultado es mas visible para los méas jovenes
y de mayor nivel educativo, que tienden a utilizar fuen-
tes alternativas de informacion, especialmente
Internet. E1 50% de los encuestados cree que los ciuda-
danos deberian estar mejor informados y recibir mas
informacion sobre temas relacionados con la salud y la
atencién sanitaria y de forma mayoritaria se piensa
que debe ser la administracién y los médicos de cabe-
cera quien proporcione dicha informacion.

De forma mayoritaria se reconoce que es necesario
controlar el gasto sanitario siempre que ello no afecte a
la calidad asistencial. En cuanto a la disponibilidad de los
individuos a participar en mayor medida en la financia-
cién de la atencion, se percibe una ligera mayor predis-
posicion en 2006. Cuando no se consideran las respues-
tas indecisas, el 46% de la muestra estaria dispuesta a
aceptar subidas impositivas (28% en 2004) y el 50% acep-
tarfa tener que pagar por algunos servicios (40% en
2004). Esta opinién es mas clara entre las personas mas
jovenes y de mayor nivel educativo.

Las cuestiones referidas a la farmacia y los medi-
camentos indican también algunos cambios con res-
pecto a 2004 y de forma clara también en este caso por
parte de los grupos de poblacion mas jovenes y de
mayor nivel educativo. Resulta positivo comprobar
que el 47% declara que el farmacéutico les ofrece medi-
camentos mas baratos e igualmente eficaces que los
recetados por su médico y cerca del 60% estaria dis-
puesto a aceptar dichas sustituciones. Aumenta tam-
bién (al 70%) la opinidon de que se abusa del consumo
de medicamentos cuando no hay que pagar por ellos.

El dato mas negativo se refiere a las listas de espera
quirdrgicas. Mas del 70% de los encuestados piensa que
las listas de espera son demasiado largas debido princi-
palmente a la falta de recursos humanos y materiales
(69%). El crecimiento que han experimentado las listas
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de espera en los tultimos afnos en Navarra se percibe tam-
bién a través de la opinién de los encuestados: la gran
mayoria opina que éstas han aumentado en el Gltimo ano
asi como el nimero de personas que tiene que esperar
mas de seis meses. Por otra parte, mas del 80% de los
encuestados cree que las listas de espera en Navarra son
iguales o menores que en otras CCAA (aunque un 50% no
podria valorarlo). Preguntados sobre su disponibilidad a
pagar para reducir las listas de espera, un 50% admite
que dependeria de su estado de salud, y son mas los que
no estarian dispuestos frente a los que si.

Esta cuestion ha podido influir negativamente en
la percepcion sobre la evolucion de la calidad asisten-
cial en los Gltimos ainos. Ante la afirmacion “la calidad
de la sanidad navarra ha descendido en los tultimos
anos”, aumenta la proporciéon de personas que dice
estar de acuerdo, del 28% en 2004 al 42% en 2006.

CONCLUSION

La principal conclusion se refiere a la satisfaccion
y la valoracién positiva que los encuestados hacen de
la sanidad publica navarra en general. Algunos datos
son llamativos, como la relativa elevada proporciéon de

Tabla 1. Satisfaccion con los servicios sanitarios.

los encuestados que afirma estar dispuesto a contri-
buir a la financiacién publica. Esto puede deberse a
que la muestra utilizada en 2006 es algo mas joven y de
mayor nivel educativo que la empleada en 2004 y este
subgrupo poblacional, como se ha mencionado se dis-
tingue de forma clara en cuanto a sus opiniones y acti-
tudes ante la sanidad publica.

Los resultados pueden sugerir también que las per-
sonas mas jovenes y de mayor nivel educativo se distin-
guen por su mayor disponibilidad a jugar un papel mas
activo en la provision de atencion sanitaria, demandan
mas informacién, tienen una mayor conciencia de la
necesidad de controlar el gasto sanitario y estan mas
dispuestos a asumir cierta cofinanciaciéon del mismo.

De cara al futuro, destacan dos cuestiones que
deberan ser tenidas en cuenta por los gestores del sis-
tema: el control de las listas de espera quirtrgicas, su
gestion por “tipologias” de pacientes y la adecuada
gestion de sus recursos humanos. Otro elemento sobre
el que existe también espacio para la mejora es la refe-
rente a la corresponsabilidad del ciudadano, tratada de
manera timida en el Il Plan de Salud 2006-2012.

Valoracion satisfactoria o muy satisfactoria
de la atencién (%)

2004 2006
Atencion primaria 96,1 94,6
Urgencias hospitalarias 86,1 87,6
Urgencias de atencién primaria 91,3 91
Radiografia 98,5 99,2
Mamografia 100 97,1
Ecografia 100 98,1
Scanner 100 95,5
Resonancia Magnética 100 90,9
Consulta con el especialista 94,2 93,9
Atencion Hospitalaria 100 97,2

2,3
6
30,5 [IDisponer de mas tiempo
46 para ser atendido por el
médico
40 -
[] Conseguir cita de
10,3 forma rapida
[ Ser recibido a la hora
de la cita
10,1
17,8
| 433
| 54
| 61.4
12,4
0 20 40 60 80

Figura 1. Principales demandas sobre la Atencion Primaria.
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Carcinoma urotelial. Deteccion de alteraciones cromosémicas mediante
hibridacion in situ fluorescente y su significado en la progresion de la
enfermedad como marcadores de capacidad de recidiva tumoral

E. Urbiola, Y. Laplaza, R. Guarch, E. Almudévar, S. Razquin, M. Ruiz Ramos, A. Rivas, A.

Puras
Hospital Virgen del Camino. Pamplona.

INTRODUCCION

En el carcinoma urotelial se han investigado dos
vias de carcinogénesis: mutaciones de p53 y anomalias
cromosomicas numéricas y estructurales, principal-
mente aneusomias y deleciones. La primera via inter-
viene mas en casos de carcinoma de alto grado de
patrén soélido o plano mientras que la segunda se rela-
ciona con carcinomas papilares de bajo grado, superfi-
ciales y con gran capacidad de recidiva.

El diagnéstico del carcinoma urotelial sigue basan-
dose en la biopsia y el seguimiento de los pacientes se
realiza mediante cistoscopias y citologias de orina. En
los ultimos afos se han desarrollado nuevas técnicas.
Algunas alteraciones cromosdmicas (aneuploidias, dele-
ciones) se pueden detectar mediante hibridacién in situ
fluorescente (FISH). Se ha observado que las alteracio-
nes mas frecuentes en cancer urotelial son las polisomi-
as del 3, 7y 17 y la delecién 9p21, en el cromosoma 9,
donde se localiza el gen supresor tumoral CDKN2A/p16.
La pérdida de este gen se considera un hecho critico en
la recidiva y progresion del carcinoma urotelial. No obs-
tante, no se sabe si reflejan la existencia de una neopla-
sia o un estado de inestabilidad del urotelio que propicia
el que se desarrolle ésta, y de qué forma evolucionan
estas alteraciones a lo largo de la progresion de la enfer-
medad. Esto impide que, en el momento actual, este
método de deteccion pueda aplicarse de manera que dis-
minuya el nimero de cistoscopias necesarias para el
seguimiento del paciente. Este estudio pretende analizar
las alteraciones cromosdmicas observadas en la progre-
sion de la enfermedad en casos de cancer urotelial reci-
divante desde el tumor primario hasta la recidiva y ver si
se puede predecir su curso.

MATERIAL Y METODOS

Estudio retrospectivo: Se seleccionaron 83 pacien-
tes (archivo 1998-2002) con carcinoma urotelial recidi-
vante, tomando un bloque de parafina del tumor prima-
rio (83) y otro de la o las recidivas (96). Se contruyeron
12 bloques multitejidos con un Tissue-arrayer MTAI de
Beecher Instruments Inc., con aguja de 2.0 mm. . Para la
FISH se utiliz6 el ”Urovysion Bladder Cancer Recurrence
Kit’ de Vysis, con un coctel de sondas (CEP 3 ,CEP 7 ,CEP
17, y LSI 9p21), y se procedid segiin instrucciones del
fabricante. Se valoré cada sonda CEP considerando
como positiva cuando al menos un 10% de las células
valorables mostraban mas de dos sefales por nicleo. La
sonda 9p21 se valord de forma similar, considerandose
delecion si se observaba en un 25% de las células. La
inmunohistoquimica (JHQ) se llevé a cabo en un sistema
BondMax de Vision Biosystems automatizado, con p53
monoclonal (clon DO-7) Dako, prediluido, y pl6 mono-
clonal (clon 16P07) MD a 1:50.
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Estudio prospectivo: Se seleccionaron muestras
de orina de 24 pacientes con sospecha de carcinoma
de vejiga procediéndose de forma similar a la descrita
en el estudio prospectivo. En las cistoscopias se reali-
z6 toma de biopsias en los casos sospechosos.

RESULTADOS

Los resultados se exponen en la tabla 1 (estudio
retrospectivo) y tabla 2 (estudio prospectivo).

DISCUSION

En la génesis del carcinoma urotelial se han plantea-
do dos grupos con diferente carcinogénesis: los tumores
papilares exofiticos no invasivos, que suponen el 80% de
los casos y que tienen un comportamiento recidivante, y
los tumores solidos infiltrantes que tienen un comporta-
miento agresivo, con invasion, progresion en estadio y
metastasis. Entre estos dos grupos hay cierto solapa-
miento ya que un 10-15% de los tumores papilares pro-
gresan hacia los invasivos de alto grado. No se conoce el
mecanismo de esta progresion.

Los conocimientos genéticos actuales han propi-
ciado un cambio en la clasificacién de los carcinomas
uroteliales. Anteriormente, se dividian en superficiales
(pTa, pT1 y CIS) e invasivos (pT2-T4). La actual clasifi-
cacion de la OMS (2004) diferencia tres grupos:

— Neoplasia papilar urotelial de bajo potencial malig-
no.

- Carcinoma transicional de bajo grado: son tumo-
res papilares no invasivos de bajo grado (antiguos
pTa G1-2). Muestran pocas alteraciones génicas,
entre ellas pérdidas del cromosoma 9. La aneu-
ploidia se da en menos del 50% de los casos. Las
mutaciones de p53 son raras.

— Carcinoma transicional de alto grado: tumores
infiltrantes (pT1-4) y tumores no infiltrantes de
alto grado (pTaG3 y CIS). Son genéticamente ines-
tables: amplificaciones, mutaciones de p53, aneu-
ploidia en 90% de los casos, pérdida total o parcial
del cromosoma 9. La aneuploidia parece estar muy
relacionada con el grado y el estadio tumoral.

En nuestro estudio retrospectivo (1998- 2002) se
han dividido los carcinomas en dos grupos, siguiendo
la actual clasificaciéon de la OMS: los carcinomas de
bajo grado (126) y los de alto grado (53) .

El diagnostico del carcinoma urotelial y su segui-
miento sigue basdndose en la cistoscopia y biopsia.
Las técnicas de estudio de alteraciones genéticas,
como el analisis mutacional no son aplicables al diag-
ndstico y seguimiento de los pacientes en la préctica.
El seguimiento se realiza con cistoscopias y citologia,
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con una sensibilidad baja para el diagnostico de tumo-
res de bajo grado.

En los Gltimos anos se han desarrollado nuevas
técnicas que no han demostrado un incremento en la
sensibilidad o bien exigen un gran consumo de tiempo
y personal. Algunas alteraciones cromosémicas (aneu-
ploidias, deleciones) se pueden detectar mediante FISH
basada en sondas de DNA. Las alteraciones mas fre-
cuentes en cancer urotelial son las polisomias del 3, 7
y 17, y la delecién 9p21, locus del gen supresor tumo-
ral CDKN2A. La pérdida de este gen es un hecho critico
en la recidiva y progresion del carcinoma urotelial.

En la carcinogénesis de los tumores uroteliales se
ha visto implicados genes como CDKN2a (p16) (9p21),
cuya pérdida se da en el 50% de los tumores indepen-
diente del grado y estadio, o p53 (17p13), con mutacio-
nes frecuentes en tumores invasivos.

La aneuploidia en los carcinomas de urotelio se ha
relacionado con el grado y estadio. En los tumores de
alto grado se refiere hasta en un 90 % de los casos, y en
los de bajo grado en un 50%. Otros no encuentran poli-
somias y si pérdidas del cr. 9 como un evento tempra-
no en la carcinogénesis. En nuestro estudio se confir-
ma la mayor incidencia en los tumores de alto grado
(77%) frente a los de bajo (42%). No se observaron dife-
rencias entre los tumores primarios y los recidivados.

El gen CDKN2A localizado en 9p21 esté inactivado
en muchas neoplasias. Codifica la proteina p16INK4a.
Se ha observado en algunos estudios pérdidas del cr. 9
en mas del 50% de los tumores uroteliales de cualquier
grado y estadio, e incluso llegando en algunos estudios
al 90%. Casi siempre es debida a deleciones tanto en
tumores superficiales como invasivos.

En nuestro estudio la delecién 9p21 se da en un
71% de los casos de bajo grado y en el 60% de los de
alto. En la literatura se describen pérdidas totales o
parciales del cromosoma 9 en un porcentaje variable
llegando hasta el 90%. Esta diferencia puede deberse a
que la sonda utilizada aqui esta restringida a la region
9p21 por lo que no detecta pérdidas de otros locus. No
obstante, esta region es la de mayor interés ya que
aloja el gen CDKN2a (p16).

Combinando las alteraciones numéricas 3, 7y 17y
la delecion 9p21, se detecta un 88% de tumores con
alguna alteraciéon cromosdmica, llegando al 91% en los
de alto grado. Esto concuerda con estudios previos y
demuestra su utilidad en la deteccién de carcinoma de
urotelio. No obstante, siempre habra un porcentaje de
casos (12%) que no sera detectado.

En este estudio se han abordado los genes p53
(17p13) y CDKN2a (9p21) (p16) desde dos puntos de
vista: mediante la IHQ de las proteinas que codifican
(p53 y pl6) y con las sondas dirigidas a la regiéon CEP
del cr 17 y al locus 9p21 del cr. 9.

En el estudio de p53, los tumores son positivos en
un 63%, sin que se observen diferencias entre alto y
bajo grado.

La proteina p53 nativa, producto del gen supresor
tumoral p53, de vida media corta, interviene en la para-
daen G1-GO y G2-M, y en la apoptosis. Si falta, la célula se
replica de forma incontrolada. Las mutaciones de p53
resultan en una pérdida de su funcién, con una p53
mutante de vida media larga que se acumula en el
nucleo, por lo que sera detectada por IHQ. Sin embargo
no todas las p53 mutantes se acumulan y en circunstan-
cias (hipoxia, activaciéon de oncogenes...) puede acumu-
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larse p53 nativa, no mutada, en el nacleo y ser detectada.
A pesar de esto suele interpretarse la deteccién [HQ de
p53 como indicativo de mutacién. Debido a estas cir-
cunstancias, el valor predictivo de la p53 en cuanto a pro-
nostico falla en muchos de los casos.

En nuestro estudio, si comparamos la expresion
IHQ de p53 con el nimero de cr 17 no existe diferencia
entre los tumores con polisomia del cr 17 y aquellos
con dos copias. Ambos expresan p53 (66 y 64 % res-
pectivamente). Esto podria deberse a que la expresion
de p53 es debida a mutaciones, independientemente
del nimero de copias del cromosoma y por tanto del
gen. Sin embargo, en los casos con pérdida de uno de
los cr. 17 (8%), un 60% eran negativos para p53.

Algunos estudios consideran que la p53 mutante
es la causante de inestabilidad genémica ya que las
neoplasias que sobreexpresan p53 se acompanan de
aneusomia. Sin embargo no encuentran tampoco una
correlacion entre la polisomia y la expresion de p53,
considerando que hay otros mecanismos implicados
que colaboran en la inestabilidad genomica.

En nuestro estudio en un 34% de casos coexisten
aumento de copias de cr 17 y negatividad de p53. En
estos casos es evidente que la p53, mutada o no, no ha
sido la causa de inestabilidad cromosémica. Y que tam-
poco el aumento de nimero de copias del cr. 17, y por
tanto del gen p53, conlleva incremento de proteina, por
lo que tiene que haber diversos fenémenos imbricados
(mutaciones, polisomias, silenciamiento por metila-
cion u otras causas) en cada caso en particular.

La expresion IHQ de p16 presenta resultados simi-
lares entre los grupos de alto y bajo grado (30% positi-
vos). Comparando los resultados obtenidos en el estu-
dio IHQ y en el de la delecion 9p21, veremos que el 86%
de los casos con pérdida homocigota de esta region no
expresan pl6, y lo mismo para el 73% de los casos con
pérdida de uno de los alelos.

La proteina p16, producto del gen CDKN2A, parti-
cipa en el ciclo celular. Hay distintas causas de inacti-
vacion del gen. Lo mas frecuente es la delecion homo-
cigota. Las mutaciones son raras. Otros mecanismos
epigenéticos (metilacion) se han descrito. Cualquier
forma de inactivacion del gen lleva a una pérdida de
expresion de la proteina p16.

Sin embargo, en este estudio no hay una correla-
cion significativa, lo que sugiere la intervencién de
otros mecanismos distintos. Se ha apuntado un posible
papel colaborador entre p53 y p16 en la carcinogénesis
del cancer de urotelio.

Analizando por separado los siete casos que reci-
divaron con progresion se observa una correlacion
positiva en la delecién 9p21 entre primarios y recidi-
vas que puede indicar que se trata de un evento tem-
prano que se perpetda en ellos. Asi mismo, hay corre-
lacion lineal entre p53 y pl6 en cada caso, tal vez por
el papel colaborador que se les ha atribuido.

En cuanto al significado de las anomalias cromo-
sOmicas en el carcinoma urotelial, la delecién de 9p21
se ha relacionado con carcinomas recidivantes, habién-
dose referido cifras del 90%, si bien algunos estudiaban
otras regiones distintas del cr. 9. Nuestros resultados
(77%) indican que, aunque la pérdida de esta region es
de gran interés, usada aisladamente podria no detectar
muchos casos. Por tanto, es recomendable su uso
junto con el resto de sondas. Como hemos podido ver
en este estudio, un 90% de los tumores si muestran
alguna alteracion, aneusomia o delecion.
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Aneusomia Eusomia Aneusomia > Delecion No Aneusy/o p53+ p53- pl6+ pl6-
3,7,17 2cr 9p21 delecion  del

Tumores bajo grado  53(42%)  73(58%)  37(29%)  90(71%)  36(29%) 110(87%) 79(63%) 46(37%) 43(34%) 82(66%)
(n=126)
Tumores alto grado ~ 41(77%) 12(23%)  34(64%) 32(60%)  21(40%) 48(91%) 33(63%) 19(37%) 16(31%) 36(69%)
(0=53)

Tumores primarios 52(63%)  31(37%) 59(71%)  24(29%) 73(88%)

(n=83)

Recidivas 63(66%)  33(34%) 63(66%)  33(34%) 85(89%)

(0=96)

Primarios con 5 2 2 3 3 3 3
progresién

Recidivas con 5 2 2 4 2 2 4
progresién

n=29 Tumor + (biopsia) % Tumor - (cistoscopia y/o biopsia) %

Test + @=10) 80% 2 20%
Test - (n=16) 3 19% 13 81%
Test no informativo 2

Diagnosticado por FISH 8 73% 13 87%
Diagnosticado por citologia 7 64% 9 60%
No diagnosticado por FISH 3 27% 2 13%
No diagnosticado por citologia 4 36% 4 27%

Lo que no se ha podido demostrar es que alguno
de estos parametros pueda tener un valor predictivo
de la evolucién del tumor. Un 22% no mostré alteracio-
nes y sin embargo recidivaron. Lo mismo ocurre con la
expresion de p53: un 37% fueron negativos.

Para estudiar la eficacia del test en cancer urotelial
se han desarrollado estudios analizando comparativa-
mente los resultados de citologia y FISH, concluyendo
que la FISH tiene mayor sensibilidad y similar especifi-
cidad. En nuestro estudio se abordo este aspecto en la
parte prospectiva del trabajo. Se diagnosticaron por
FISH el 73% de los carcinomas uroteliales, mientras que
la citologia urinaria detect6 un 64% de los mismos. Los
casos negativos fueron diagnosticados en un 87% por
FISH frente al 60% de la citologia. Los tres falsos nega-
tivos por FISH correspondieron en las biopsias poste-
riores a dos displasias de bajo grado y a un carcinoma
pobremente diferenciado. De los ensayos positivos, en
dos no se ha confirmado hasta el momento la presen-
cia de recidiva. La evoluciéon posterior de los casos
podréa confirmar o no el posible “efecto anticipatorio”
del test. Creemos que, mas que un valor predictivo, lo
que puede indicar el hallazgo de alteraciones por FISH
es la presencia de neoplasia no detectable por cistos-
copia ni citologia o biopsia.

No se conoce si las alteraciones cromos6micas que
se detectan por este método reflejan la existencia de una
neoplasia o un estado de inestabilidad del urotelio que
propicia el que se desarrolle ésta. En todos los trabajos
se detectan casos que cumplen los criterios de positivi-
dad para FISH en los que no se observa tumor en la cis-
toscopia y biopsia inmediata. También ha habido casos
con neoplasia probada por biopsia en la que la FISH no
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ha detectado alteraciones. Esto impide que este método
de deteccién pueda aplicarse aisladamente, pero cree-
mos que es una herramienta valida como complemento
de la cistoscopia y la citologia de orina y que el uso con-
junto de las tres puede suponer una mejora en el diag-
nostico y seguimiento del carcinoma de urotelio y, por
consiguiente, un beneficio para el paciente.

Célula urotelial con polisomia de los cr 7
(SpectrumRed) y 17 (SpectrumAqua).
Dotacion normal de cr 3 (SpectrumGreen)
y 9p21(SpectrumGold). (x100).

Figura 1.
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La hiperhomocisteinemia como factor de riesgo cardiovascular tras el

trasplante renal

P. Errasti, J. Manrique

Clinica Universitaria Navarra. Servicio de Nefrologia. Pamplona.

OBJETIVOS

El objetivo principal del proyecto es demostrar
que la normalizacién de los niveles plasmaticos de
homocisteina que se consiguen con tratamiento con
suplementos vitaminicos (acido félico y vitamina B12)
se acompaian de mejoria de parametros de disfuncion
endotelial, inflamacién, factores procoagulantes y
estrés oxidativo. La determinacion de estos parame-
tros se han realizado con la medicién de marcadores
séricos, plasmaéticos y urinarios, asi como mediante la
realizacién de Ecografia Doppler braquial (valoracion

de la capacidad de dilatacién endotelial a nivel de arte-
ria braquial). Las determinaciones se realizaron en una
visita basal y pasados tres meses.

Se comparan tres grupos de pacientes, trasplantes
renales con homocisteina normal (<14mmol/L), tras-
plantes con homocisteina alta (>14mmol/L) que no
reciben tratamiento y trasplantes con homocisteina
alta que tratamos con la terapia indicada.

Todos los pacientes dan su consentimiento infor-
mado por escrito y se les da una hoja de informacién al
paciente.

Monitorizaciéon de la respuesta inducida en donantes y en pacientes
con mieloma miltiple tras el procedimiento terapéutico consistente en
vacunacion idiotipica del donante seguido de minialotrasplante de
progenitores hematopoyéticos y vacunacion idiotipica del paciente

S. Inogés

Area de Terapia Celular. Clinica Universitaria de Navarra. Pamplona

El mieloma multiple (MM) es una neoplasia carac-
terizada por la producciéon de una inmunoglobulina
monoclonal tumor-especifica que es posible emplear
como diana inmunolégica en el contexto de la denomi-
nada vacunacion idiotipica. A pesar de regimenes qui-
mioterapicos agresivos, el curso clinico del MM se
caracteriza por la progresion de la enfermedad. La
Gnica terapia que hasta el momento ha producido res-
puestas completas, o incluso curativas, ha sido el tras-
plante alogénico de progenitores hematopoyéticos
(TAPH). Con el fin de reducir la elevada toxicidad del
trasplante alogénico convencional, manteniendo el
efecto injerto contra mieloma, se han desarrollado pro-
tocolos de TAPH empleando un acondicionamiento no
mieloablativo (minialotrasplante).

Por otra parte, el mieloma tiene una caracteristica
biolégica que es la presencia de antigenos tumorales
especificos de tumor (el idiotipo tumoral y los frag-
mentos peptidicos derivados de él). Estos antigenos
pueden ser utilizados como diana del sistema inmune
y por tanto, la inmunoterapia puede ser un comple-
mento terapéutico Gtil para el control de las recaidas
de la enfermedad. En este sentido, el empleo de vacu-
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na idiotipica en el tratamiento del MM y de otras neo-
plasias B, como el linfoma folicular, esta ampliamente
descrito en la literatura. El Dr. Bendandi (Director de
Laboratorio de Inmunoterapia en el que se ha llevado a
cabo este proyecto) ha sido pionero junto a Larry
Kwak en el desarrollo de la vacunacioén idiotipica en
pacientes con LNH y MM en el National Cancer
Institute (NCI) de EEUU.

Nuestro centro esta actualmente coordinando un
ensayo clinico multicéntrico que emplea de manera
combinada la vacunacién idiotipica (de donante y
paciente) y el minialotrasplante en pacientes con MM.
Con este ensayo clinico se pretende inducir, mediante
la vacunacién idiotipica, una respuesta inmune humo-
ral y/o celular en los donantes de progenitores hema-
topoyéticos, que luego se intentara transferir a los
pacientes mediante el trasplante. La respuesta inmune
se intentara mantener en los pacientes mediante su
vacunacion periédica después del transplante.

En el contexto de este estudio, resulta crucial estu-
diar detalladamente la respuesta inmune inducida tras la
vacunacion. Se estudia tanto la respuesta celular,
mediante la determinacion de la secrecion de citoquinas
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(ELISA / ELISPOT de TNF- e IFN- ), estudios de citoto-
xicidad (con métodos radioactivos) y estudios de proli-
feracion (con métodos radioactivos), siempre en res-
puesta al antigeno tumoral (idiotipo) como la repuesta
humoral (determinacién de la presencia de anticuerpos
anti-idiotipo mediante ELISA). También se estudia la res-
puesta humoral y celular frente a KLH. Para estas deter-
minaciones, tanto en el donante como en el paciente se
extrae sangre antes de cada vacuna de forma que se com-
para la respuesta de cada dosis con la situaciéon basal
previa a la vacunacion (muestra extraida antes de la pri-
mera vacuna).

Aunque en principio se pretendian incluir 30 pare-
jas donante/paciente, finalmente sé6lo ha sido posible
incluir 9. En todas ellas se ha completado la vacunaciéon
del donante, pero debido al curso natural de esta enfer-
medad, sé6lo va a ser posible vacunar a dos pacientes:
uno de ellos ha recibido ya ocho vacunas y le quedan
cuatro para completar el nimero total de dosis y el otro
comenzard en breve el calendario vacunal.

Nuestros resultados sefnalan en primer lugar en
cuanto a los donantes, que el tratamiento no tiene

ningain efecto secundario. Ademéas demuestran que
aunque en algin caso se ha conseguido inducir una
discreta respuesta idiotipo especifica, la estrategia
disefiada no es suficiente para generar una respuesta
inmune eficaz, por lo que se deberia plantear disenar
una estrategia capaz de inducir una respuesta inmune
mas potente, bien sea aumentando el nimero de
dosis de vacuna o bien incluyendo en la formulaciéon
de la vacuna un adyuvante, como por ejemplo GM-
CSF. En cuanto a los pacientes, no podemos sacar nin-
guna conclusion, solo senalar que el Gnico paciente
que hemos vacunado permanece sin enfermedad mas
de dos anos después del transplante. En este momen-
to el paciente ha recibido ocho dosis de vacuna y ain
le quedan por recibir cuatro vacunas trimestrales
antes de completar el calendario vacunal. No ha teni-
do ningtn efecto adverso como consecuencia de la
vacunacion. Los demas pacientes, excepto uno que
estd a punto de empezar las vacunaciones, han pro-
gresado antes de poder iniciar el calendario vacunal o
han muerto como consecuencia de complicaciones
post-transplante.

Estudio de incidencia de la enfermedad cerebrovascular aguda en la

comarca de Pamplona

E. Martinez, J. Gallego, F. Guillén, J. Muruzabal, G. Delgado, J.A. Villanueva, J.M.
Manubens, B. Bermejo, F. Zubiri, F. Lacruz, J. Masdeu, A. Pereda, J. Rocafort

Servicio de Neurologia. Hospital de Navarra. Pamplona.

Departamento de Neurologia. Clinica Universitaria de Navarra. Pamplona.

FUNDAMENTOS

La enfermedad cerebrovascular aguda (ECVA) es
la primera causa de mortalidad en la mujer y la tercera
en el varén en Navarra. Es uno de los principales moti-
vos de discapacidad en los adultos y supone un gasto
sociosanitario muy elevado al afo. El envejecimiento
progresivo de la poblacion en los paises desarrollados
hace prever un incremento en la incidencia de ECVA en
los proximos afnos. Las cifras de incidencia de ictus
oscilan entre 140-280 casos por 100.000 hab/afio. Para
poder comparar estudios a nivel internacional es nece-
sario cumplir una serie de requisitos establecidos por
Sudlow y Warlow hace anos y revisados recientemente
(2005). Actualmente, ni en Navarra ni en Espafa exis-
ten estudios de incidencia que retnan estas caracte-
risticas. El facil acceso a los medios sanitarios tanto
publicos como privados de la poblacién de Pamplona
y Barafain permite realizar un estudio epidemiolégico
para conocer en profundidad el estado de la ECVA en
nuestra Comunidad Foral. Los objetivos de nuestro
estudio son conocer la incidencia de ECVA y de los dis-
tintos subtipos de infarto cerebral segtn criterios
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TOAST en poblacién mayor de 20 afos de Pamplona y
Baranain, analizar la mortalidad y factores de riesgo
vascular (FRV) asociados y la recurrencia en un afo de
los casos incidentes en el primer afio con sus FRV aso-
ciados.

MATERIAL Y METODOS

Se ha considerado la definiciéon de ictus de OMS.
Se han recogido todos los casos incidentes desde
noviembre del 2003 hasta noviembre del 2005. Para ello
se han empleado diversas fuentes de informacion intra
y extrahospitalarias. El denominador para el calculo de
la incidencia se ha obtenido de datos del censo revisa-
dos a 1 de enero de 2005. Se han introducido todos los
datos en una base informética anénima para su poste-
rior anélisis estadistico.

RESULTADOS

Se han detectado 616 casos de una poblaciéon de
175.734 habitantes, con una edad media de 73,95 afnos y
una distribucion entre hombres y mujeres similar. La
incidencia de ictus en poblacién mayor de 18 ainos es de
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174,9 (161,7-189,3) casos por 100.000 hab/aio (Tabla 1).
El subtipo de ictus mas frecuente ha sido el infarto car-
dioembélico con una incidencia de 43,2 (36,8-50,6) segui-
do del lacunar 34,6 (29-41,4) y aterotrombético 13,6
(10,3-18,1) (Fig. 1). La mortalidad al mes se sitda en el
14,9% de los casos asociada principalmente al infarto
cardioembdlico. Destaca el buen prondstico del infarto
lacunar con una mortalidad del 0%. El principal FRV
para todos los subtipos de ictus es la HTA. Destaca la
fibrilacién auricular como FRV para el infarto cardioem-
bdlico, diabetes e HTA para el ictus lacunar e hipercole-
terolemia para el aterotrombético. La recurrencia el pri-

mer afo se sitda en el 2,4% de los casos y es més fre-
cuente en mujeres y en el ictus cardioemboélico.

CONCLUSIONES

Las cifras de incidencia son similares a las obteni-
das en otros estudios en paises desarrollados. La mor-
talidad en la fase aguda del ictus es algo menor. Existen
muy pocos estudios poblacionales que analicen los
subtipos de ictus isquémico, nuestros resultados son
similares al Gltimo publicado. El principal interés de
este trabajo es sentar las bases para nuevos estudios
epidemiologicos de tendencias de incidencia y mortali-
dad de la ECVA en nuestra comunidad.

Tabla 1. Incidencias por edades y sexo.
Varén Mujer Total
1C95% 1C95% 1C95%
Grupo Tasa de . Tasa de . Persona Tasa de .
Persona x . . . Lim. Personax . . . Lim. . . . Lim.
de Casos tiempo Incidencia Inf Su Casos tiempo Incidencia Inf Su Casos  x Incidencia Inf Su
edad PO 100.000) : P PO 00,000 ™ 0P tiempo  100.000) e
2024 0 14326 0,0 1 14206 7,0 1,0 500 1 28532 35 05 249
2534 4 38408 10,4 39 21,7 2 36876 54 14 21,7| 6 75284 8,0 36 17,7
3544 13 34032 38,2 222  658| 5 34070 14,7 61 353| 18 68102 26,4 16,7 42,0
4554 21 26942 779 50,8 1195 | 11 30258 36,4 20,1 656 | 32 57200 55,9 396 79,1
55-64 51 23864 213,7 1624 2812 | 24 26624 90,1 604 1345| 75 50488 1486 1185 186,3
65-74 90 16322 551,4 4485 6779 | 38 20494 1854 1349 2548 | 128 36816 3477 2924 4134
7584 82 9958 8235 6632 10225 | 130 16194 802,8 6760 9533 | 212 26152 8106 7085 927,5
>=85 52 2566 2026,5 1544,2 26594 | 92 6984 13173 1073,8 1616,0 | 144 9550  1507,9 1280,6 17754
Total 313 166418 188,1 1684 210,1 | 303 185706 163,2 1458 1826 | 616 352124 1749  161,7 1893
160 1
140 7
120 7
100 1 I completo
80 1 [ incompleto
[ comorb.
60 7
40 7
20
0 " aterotr. cardio. lacunar indeter.  determin.

Figura 1. Subtipos de infarto cerebral segun la clasificacion TOAST.
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Inactivacion epigenética de RASSF1A, NORE1A y BLU, y su correlacion
con alteraciones genéticas tipicas, en neuroblastoma: los efectores de
Ras como posible nueva via de tratamiento del neuroblastoma

P. Lazcoz!, 1. Encio’, J. Saez?
1. Universidad Publica de Navarra. Pamplona.
2. Universidad de Navarra. Pamplona.

FUNDAMENTO

Los tumores neuroblasticos son los tumores soli-
dos extracraneales mas frecuentes durante los dos pri-
meros afios de vida. Se localizan en la médula adrenal
y ganglios del sistema nervioso simpatico. Las lesiones
genéticas tipicas de estos tumores son la amplificacién
de MYCN, la delecién de 1p, 11q y 14q.

RASSF1, efector de Ras, se localiza en 3p21.3, locus
que sufre frecuentemente LOH en tumores de pulmén
y mama, entre otros. RASSF1 tiene tres transcriptos
mayores (A, By C). Se ha observado que RASSF1A pre-
senta hipermetilaciéon aberrante en un porcentaje sig-
nificativo de carcinomas como son por ejemplo los de
mama, ovario y prostata.

El gen NORE1 humano, situado en 1q32.1, ha sido
recientemente descrito como efector de Ras. Presenta
tres isoformas (A, B y C) de las cuales NORE1A sufre
hipermetilacion en lineas celulares tumorales de pul-
moén, mama, colon y rindn. Se ha demostrado que
RASSF1A homodimeriza y heterodimeriza con Norel a
través de su segmento aminoterminal no homoélogo, y
no se une a Ras directamente.

El gen BLU se sitia en 3p21.3, al igual que RASSF1.
De hecho, ese locus sufre frecuentemente LOH y dele-
ciones homocigoéticas en cancer de pulmén. Existen
dos isoformas de BLU, la isoforma de pulmén (12 exo-
nes) y la isoforma de testiculo (11 exones). BLU com-
parte un 30% de homologia con proteinas de la familia

de factores de transcripcion MTG/ETO y las supresi-
nas, que se supone regulan la entrada al ciclo celular.

El gen CASPS se localiza en 2q33-q34 y codifica una
cistein-proteasa implicada en la apoptosis. Se ha obser-
vado que este gen sufre deleciones e hipermetilacion
asociada a la amplificacion de MYCN en neuroblasto-
mas.

MATERIAL Y METODOS

Material

Se dispuso de 41 DNAs extraidos de tumores neu-
roblasticos. Asimismo se estudiaron 12 lineas celulares
de neuroblastoma. Se utilizaron DNAs extraidos de san-
gre periférica de donantes sanos como controles nega-
tivos de metilacion. La linea celular SW48 de carcinoma
de colon fue utilizada como control positivo de metila-
cién de los genes RASSF1A y NORE1A. En el caso de
BLU y CASP8 se utiliz6 un DNA metilado “in vitro”
(CpGenomeT Universal Methylated DNA, Chemicon)
como control positivo de metilacién.

Metodologia

Modificacién con bisulfito. Se trataron tanto las
muestras como los controles con bisulfito segin el
“CpGenomeT DNA Modification Kit” (Chemicon), de
modo que las citosinas no metiladas presentes en el
DNA son convertidas en uracilos.

Tabla 1. Hipermetilacion de RASSF1A, NORE1A BLU y CASP8 en tumores neuroblasticos y lineas celulares de neu-

roblastoma.

Tumores RASSF1A NORE1A BLU CASP 8
N¢ total tumores analizados 41 41 41 41
No amplificados 6 7 6 6
No metilados (-) 6 33 32 14
Metilados (+) 29 (83%) 1.(3%) 3 (8%) 21 (60%)
Linea Celular RASSF1A NOREIA BLU CASP8
Kelly O] ) (O] O
SIMA *) O ® )
MC-IXC (O] © O O]
SK-N-FI O] © ©) O
SH-SY-5Y ) O] [©) ©)
SK-H-SH ) © (O] )
SK-Y-MC O] O] ©) ©
IMR 32 ©) ©) [©) ©)
MHH-NB-11 +) ) ) )
SK-N-Be(2) O] © ©) O]
SK-N-DZ ) ©) ) ©)
Be(2)C (O] ()] O ()
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MSP (Methylation Sensitive PCR). Los DNAs tras el
tratamiento con bisulfito fueron sometidos a dos reac-
ciones de PCR utilizando dos parejas de cebadores
especificos de cada gen: una de ellas diseniada bajo la
premisa de que no hubiera metilacién a nivel del pro-
motor y la otra suponiendo que si la habia.

Expresion de los genes en lineas celulares mediante RT-
PCR.

RESULTADOS

Los resultados obtenidos tanto en los tumores
como en las lineas celulares se resumen en la tabla 1 y
la figura 1.

CONCLUSIONES

— Lainactivacion de RASSF1A por metilaciéon podria
constituir una nueva via de tumorigénesis en neu-
roblastomas.

— La metilacion de NORE1A no parece ser un feno-
meno frecuente en la génesis de estos tumores.

— La metilacion del gen BLU localizado en el cromo-
soma 3p21.3 (al igual que RASSF1A) no parece
estar asociada a la metilacién de RASSF1A.

— La metilacién del gen CASP8 parece estar asociar-
se al desarrollo del neuroblastoma.

M 9927 NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB SW C(-)
91 92 94 9% 48

82 8 85
200 pb

100 pb

200 pb

100 pb

Figura 1. Metilacion de RASSF1A en tumores neuroblasticos.

86 87 90

No metilado
(169 pb)

Metilado
(169 pb)

Geles de agarosa al 2,5% tefiidos con bromuro de etidio (0.5 g/ml). La primera muestra (99,27) corres-
ponde a DNA genémico extraido de sangre periférica de un donante sano (control negativo de metilacién),
seguida de 10 neuroblastomas, la linea celular SW48 (control positivo de metilacion de RASSF1A) y un con-
trol negativo de PCR. Se utilizé6 un marcador de peso molecular (I1Kb Plus Ladder, Invitrogen) para deter-

minar el tamafo de las bandas.
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Efecto de la terapia de resincronizacion cardiaca sobre un marcador
bioquimico de fibrosis miocardica en pacientes con insuficiencia

cardiaca avanzada

I. Garcia-Bolao', A. Macias', B. Lopez®, A. Gonzalez? J. Gavira', P. Azcarate', E. Alegria’,

J. Diez'

1. Departamento de Cardiologia y Cirugia Cardiovascular. Clinica Universitaria de Navarra. Facultad de

Medicina. Pamplona.

2. Area de Ciencias Cardiovasculares. Centro para la Investigacion Médica Aplicada. Universidad de

Navarra. Pamplona. Navarra.

FUNDAMENTO

La terapia de resincronizacion cardiaca (TRC) es
un tratamiento eficaz para la insuficiencia cardiaca
refractaria (IC). Sin embargo su mecanismo de actua-
cion todavia no es del todo conocido y hasta un 30% de
los pacientes no responden a la TRC.

OBJETIVO

Hemos investigado si los niveles séricos del pro-
péptido carboxy-terminal del procoldgeno tipo I
(PICP), un marcador de la sintesis y el deposito mio-
cardico de colageno tipo I, estan relacionados con la
respuesta a largo plazo a la TRC.

METODOS

El estudio fue llevado a cabo en 38 pacientes con IC
con indicacion de TRC a los que se le implant6 con éxito.
La evaluacion clinica y ecocardiogréfica, asi como la
determinacion sérica de PICP, se realizaron antes de la
implantacion del dispositivo y un aiio después.

RESULTADOS

Veintiséis pacientes (68%) fueron respondedores

ala TRC y 12 (32%) no respondedores. Los niveles
basales de PICP séricos fueron mayores (P <0,001) en
los respondedores que en los no respondedores y en
los controles. Después de un ano de seguimiento, los
niveles séricos de PICP disminuyeron (P <0,001) en
los respondedores y aumentaron en los no responde-
dores (P <0,005). Utilizando curvas ROC (receiver
operating charasteristic curves), observamos que un
valor de corte de 73 mg/L de PICP sérico tiene una
especificidad del 83% y una sensibilidad del 85% para
predecir una respuesta positiva a TRC con una odds
ratio de 27,5 (IC 95% 4,3 a 175,7, P <0.001).

CONCLUSIONES

Estos hallazgos sugieren que una disminucién en
la sintesis y deposito miocardico excesivo de colageno
tipo I puede ser uno de los mecanismos que contribu-
yen en los efectos beneficiosos a largo plazo de la TRC
en pacientes con IC. Ademas el nivel de PICP sérico
puede ser un buen predictor de respuesta a la TRC en
estos pacientes.

Tabla 1. Capacidad global de los distintos pardmetros para predecir una respuesta favorable a la TRC de acuerdo

con la curvas ROC

Parametros Valor Sensibilidad Especificidad Odds ratio
de corte %) *) 5% IC)
PICP 73 ug/L 85 83 27,5
(4,3-175,7)
NT-proBNP 815 pg/mL 71 49 0.750
(0,15-3,62)
DTD 67,5 mm 75 61.5 5.6
(1,2-26,3)
RSPL 95 ms 67 40 0.333
(0,067-1,65)

PICP prépeptido carboxy-terminal del procolageno tipo I; NT-proBNP, propéptido amino-terminal del péptido natriurético cerebral.; DTD,
diametro telediastolico; RSPL, restraso septo-pared lateal; IC, intervalo de confianza
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Analisis de polimorfismos de genes candidatos para aterotrombosis en
pacientes con infarto agudo de miocardio e ictus

M. J. Paloma

Servicio de Hematologia. Hospital Virgen del Camino. Pamplona.

FUNDAMENTO

La aterotrombosis, sustrato fisiopatoldgico del
ictus e infarto agudo de miocardio (IAM), es una
enfermedad poligénica y multifactorial, resultado de
la interaccion entre factores genéticos y ambientales.
Mientras que los factores tradicionales de riesgo car-
diovascular (hipertension arterial, hipercolesterole-
mia, tabaquismo y diabetes mellitus) son responsa-
bles de un 50% de los episodios trombéticos, un por-
centaje importante de pacientes con ictus e IAM no
presentan ninguno de dichos factores, lo que sugiere
la importancia del componente genético. Por ello,
diversos estudios han analizado la presencia de poli-
morfismos, cambios en la secuencia de un gen, en
genes candidatos para el desarrollo de la enfermedad.
Sin embargo, en la mayoria de los casos no se ha podi-
do establecer la implicacién real de polimorfismos
aislados.

El analisis conjunto de polimorfismos en multi-
ples genes puede permitir una aproximacion mas real
y definir con precisién la propension para un deter-
minado fenotipo aterotrombético. Por otra parte, si
bien el efecto de los polimorfismos sobre la inciden-
cia de trombosis en enfermedades complejas, como el
ictus de IAM puede ser modesto, su importancia es
mayor si se consideran simultaneamente los factores
ambientales.

MATERIAL Y METODOS

Se contact6 con los servicios de Neurologia y
Cardiologia para la captacion de pacientes menores de
60 anos que hubieran sufrido un ictus o IAM y que en
el momento de la recogida de las muestras de sangre
hubiese transcurrido al menos un mes y no mas de
doce meses.

Los pacientes que accedieron a participar en el
estudio fueron citados en la consulta de hematologia y
tras la firma del consentimiento informado, se recogie-
ron los siguientes datos de cada paciente: tipo de even-
to (IAM o ictus), fecha del evento, sexo, edad, peso,
talla, habito tabaquico, antecedentes familiares de IAM
y ACV, antecedentes personales de HTA, hiperlipemia,
diabetes mellitus, tratamiento antes y después del
evento, tratamiento hormonal sustitutivo en el caso de
las mujeres y microalbuminuria.

Como grupo control se extrajeron muestras de
EDTA y posteriormente el DNA de personas menores
de 60 anos con factores de riesgo vascular que no
hubieran padecido IAM ni ictus.

En el estudio participaron 169 pacientes, 65 con
ictus, 102 con IAM y 78 controles. Se extrajeron las
muestras de sangre: 2 tubos de EDTA, 1 tubo de suero
y 1 tubo de plasma citratado. El plasma y el suero fue-
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ron congelados a -80°C para una posterior determina-
cién de proteina C reactiva y factor von Willebrand
antigénico. Con los tubos de EDTA de cada paciente se
procedio a la extracciéon del DNA y determinaciéon de
los polimorfismos genéticos mediante un kit CVD
stripAssay (Izasa).

RESULTADOS

Las caracteristicas demograficas y de los factores
de riesgo vascular se muestran en la tabla 1. En el
estudio participaron 78 controles (edad media 52
anos), 65 pacientes con ictus (edad media: 51,7) y 102
con IAM (edad media: 51,3), la mayoria eran hombres.
En cuanto al indice de masa corporal hubo diferencias
significativas entre los controles y los pacientes con
ictus (p=0,01) pero no entre los controles y pacientes
con IAM. Entre los factores de riesgo vascular se
observaron diferencias significativas en la frecuencia
de pacientes diabéticos con ictus (p=0,001) y con
IAMA (p=0,01) en relacion a los sujetos controles pero
no en cuanto al consumo de tabaco o pacientes con
HTA. Ademas hubo diferencias respecto al grupo con-
trol en los niveles de LDL-colesterol (p=0,004) y trigli-
céridos (p<0,001) de los pacientes con ictus pero no
en los niveles de colesterol y HDL-colesterol. En los
pacientes con IAM los niveles de colesterol (p=0,001),
HDL-colesterol (p<0,001), LDL-colesterol (p<0,001), y
triglicéridos (p<0,001) estaban significativamente
reducidos.

La frecuencia de antecedentes familiares de enfer-
medad cardiovascular fue mayor en los pacientes con
ictus (p=0,005) e IAM (p<0,001) que en los sujetos con-
trol.

Los niveles de fibrindgeno tras el evento fueron
mas elevados en el grupo de pacientes con ictus
(p<0,001) e IAM (p<0,001) que en el grupo control y no
hubo diferencias en los niveles de proteina C reactiva
tras el evento en ambos grupos.

No se observaron diferencias significativas en los
siguientes polimorfismos genéticos. FV R506Q
(Leiden), FV H1299R (R2), Mutacién G20210A de la pro-
trombina, Factor XIII (V34L), Fibrinégeno (-455 G7A),
MTHFR C677T MTHFR 1298C, ACE (del/ins) y Apo E
(E2, E3, E4), entre los sujetos con ictus e IAM en rela-
cion al grupo control. No se observaron polimorfismos
del gen APO B. En nuestro estudio se observaron dife-
rencias significativas para los polimorfismo PAI-1
4G/5G y GP Illa L33P (HPA-1) en ambos eventos.

Se observo una mayor prevalencia del alelo 4G en
los sujetos con ictus e IAM respecto al grupo control.

En cuanto al polimorfismo HPA-1 no se observaron
diferencias significativas respecto al alelo 1b pero si
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una mayor prevalencia de la forma heterocigoto tanto
en ictus como en [AM.

CONCLUSIONES

En la serie analizada existié una asociacién esta-
disticamente significativa del polimorfismo 4G/5G del
gen PAI-1 en los pacientes con ictus e IAM con diferen-
cias en la frecuencia del alelo 4G que fue mas preva-
lente. Diversos estudios han demostrado que concen-
traciones elevadas de PAI-1 estan asociadas con un

mayor riesgo de trombosis tanto arterial como venosa.
Los sujetos con el alelo 4G presentan concentraciones
mas elevadas de PAI-1.

El genotipo lalb presenta unas caracteristicas
fisiologicas similares al genotipo lala, por lo que su
frecuencia aumentada en ambos eventos no condicio-
na el desarrollo de los mismos.

El resto de polimorfismos genéticos clasicamente
relacionados con trombosis venosa no se asociaron a
trombosis arterial.

Tabla 1. Caracteristicas demogréficas, factores de riesgo vascular y marcadores inflamatorios.

CONTROL 78 ICTUS 65 IAM 102 P ICTUS P IAM
EDAD 52+8 51,7+6,8 51,3+6,5 ns ns
SEXO (M/F) 57/17 43/22 87/15 ns ns
ICM 27,7+3,9 26,4+4,4 27,7+3,4 0,015 ns
HTA 44,6% 55,4% 46,1% ns ns
DIABET 3,8% 21,5% 15,7% 0,001 0,01
T-ABAC 39,2% 53,8% 53,9% ns ns
COLEST 225,9+43,3 219,1+46 203,653 ns 0,001
HDL-C 49,5+11,9 46,6+14,4 40,5+12 ns <0,001
LDL-C 153+41,8 133:32,1 130+33,5 0,004 <0,001
TRIGLIC 123,3:68,1 164+71,1 204+299,3 <0,001 <0,001
AF IAM 18,7% 41,5% 53,9% 0,005 <0,001
FIBRINOG 286,4+74,5 342,6+60,7 353,9+72 <0,001 <0,001
PCR 0,30,5 0,4+0,4 0,30,4 ns ns
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Estudio de la expresion de la subunidad R2 de la ribonucleétido
reductasa inductible por TP53 y de la CHK2 en relacion con la
respuesta a radioterapia en carcinoma de laringe

F. Arias de la Vega
Hospital de Navarra. Pamplona.

Los pacientes con carcinomas localmente avanza-
dos de cabeza y cuello constituyen un grupo de mal
pronoéstico, con menos del 30% de pacientes supervi-
vientes a los cinco afios del tratamiento. La utilizacion
simultanea de radioterapia hiperfraccionada con
“Boost Concomitante” y cisplatino ofrece, en los ensa-
yos publicados en la literatura, una mayor tasa de res-
puestas en estos pacientes. Basado en las considera-
ciones anteriores, el Servicio de Oncologia del Hospital
de Navarra comenz6 en el 2002 un protocolo de trata-
miento con radioterapia hiperfraccionada y acelerada
con “Boost Concomitante” y cisplatino concurrente en
pacientes con carcinomas de cabeza y cuello local-
mente avanzados.

Aunque los factores clinicos pronésticos que con-
dicionan la respuesta tumoral al tratamiento oncologi-
co estan suficientemente estudiados, no ocurre lo
mismo con los factores moleculares. Existen diversos
marcadores2 en la capacidad de respuesta al trata-
miento instaurado(2).

En este estudio hemos analizado en las muestras
de biopsia diagnoéstica de pacientes con carcinoma
escamoso de cabeza y cuello la expresion, a nivel de
ARN mensajero, de los factores p53R2 y CHK2 en rela-
cién con la respuesta a la radioterapia hiperfracciona-
da con “Boost Concomitante”. También se ha analizado
la respuesta tumoral y la supervivencia tras el trata-
miento.

MATERIAL Y METODOS

Obtencién de muestras. Se recogieron muestras
de biopsia de pacientes diagnosticados de cancer de
cabeza y cuello en el Servicio de Otorrinolaringologia
del Hospital Virgen del Camino previo consentimiento
informado. Se recogieron en total 22 muestras pertene-
cientes a 2 mujeres y 20 hombres.

Extraccion de ARN total. Para la extraccion de
ARN de tejido tumoral empleamos el reactivo TRIzol®
(Invitrogen). A continuacién purificamos el ARN con el
Kit RNeasy Mini Kit (Qiagen) Para medir la cantidad de
ARN extraido de cada muestra se empled el espectro-
metro “NanoDrop® ND-1000 UV-Vis” (NanoDrop
Technologies, Inc.). Se procedi6 a guardar e ARN extra-
ido hasta su utilizacién a -80 grados centigrados preci-
pitando con 2,5 volimenes de etanol absoluto y 0,1
volimenes de acetato sédico 3 molar pH=5,2Sintesis de
ADN complementario.

Sintesis de ADN complementario. El protocolo de
retrotranscripcion seguido fue el propuesto por la casa
comercial Applied Biosystems empleando los reactivos
especificados por la misma para ese fin.

Cuantificacion de la expresion mediante PCR en
tiempo real.
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RESULTADOS

La localizacion primaria del tumor y la clasificaciéon
del estadio del los pacientes segin el criterio de la AJC
no presenta asociacion estadistica significativa ni con la
respuesta desarrollada (P = 0,324, P:0,89), ni con el desa-
rrollo de recidivas locales (P = 0,392, P = 0,382) ni con el
estatus actual de los pacientes (P = 0,695, P = 0,793).

Sin embargo si aparece una asociacion estadistica-
mente muy significativa (P<0,001) entre la aparicién de
recidiva local y una mayor expresion del ARN mensaje-
ro del factor CHK2. La media del ratio de expresién de
CHK2 para los pacientes que presentan recidiva fue de
2,12 y para los pacientes sin recidiva 0,66

El seguimiento de la supervivencia de los pacien-
tes incluidos en este seguimiento arroja los siguientes
resultados: la mediana de supervivencia de los pacien-
tes que desarrollaron una respuesta completa o parcial
es de 22,93 meses (IC95%: 19,42-26,43) frente a los
pacientes que no respondieron al tratamiento cuya
mediana de superviviencia es de 17,68 meses.

En analisis de la supervivencia comparando la res-
puesta completa frente a todos los demas tipos de res-
puesta no pudo alcanzarse la mediana en el grupo de
pacientes con respuesta completa. En este grupo mas
del 50% de los pacientes continuaba con vida al final
del periodo de seguimiento. Por el contrario los pacien-
tes que tan sélo presentaban respuesta parcial tienen
una media de supervivencia de 14,93 meses (IC95%:
4,04-25,82).

CONCLUSIONES

El tratamiento con radioterapia hiperfraccionada y
acelerada con “Boost Concomitante” y cisplatino concu-
rrente busca reducir la tasa de metéstasis a distancia y
de recidivas locales. La presencia de recidiva local puede
responder a un fallo del tratamiento radioterapico. Al
comienzo del estudio se postulaba como hipétesis que el
fracaso a podria estar relacionado con una mayor activi-
dad de los mecanismos de reparacion genéticos.

A pesar del limitado tamafio muestral los resultados
obtenidos muestran una clara relacion entre el aumento
de expresion de CHK2 y la aparicién de recidivas locales.
CHK2 parece portar un papel en la actuacién y control de
la reparacién del ADN. Constituye uno de los primeros
sensores moleculares activados por el sistema ATM/ATR
en respuesta al dano genético. Asi mismo, es capaz de
regular tanto el ciclo celular, a través de Cdc25 y de TP53,
como la reparacion del ADN a través también de TP53 y
del factor BRCALI entre otros.

Los datos alcanzados en este estudio sugieren un
posible papel del CHK2 en la predicciéon de recidivas
post-radioterapia. Seria conveniente incrementar el
tamano muestral hasta que permita validar los resulta-
dos obtenidos.
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La asociacion entre el nivel de colaboracion interprofesional en las
unidades de hospitalizacion de oncologia y los resultados en los

pacientes y en los profesionales

L. San Martin, D. D’Amour, C. Oroviogoicoechea, M. Leduc, J.L. Pérez

FUNDAMENTO

La formaciéon de equipos interprofesionales que
trabajan en colaboracién se ha convertido en base fun-
damental de la organizacion del trabajo en los hospita-
les. Del desarrollo de la colaboracién entre los profe-
sionales de la salud se esperan resultados positivos,
tanto para los pacientes, como para los profesionales
miembros de los equipos. El objetivo de este estudio es
evaluar los efectos de la colaboracién interprofesional
sobre los pacientes hospitalizados en las unidades de
oncologia (satisfaccion, incertidumbre con respecto a
su enfermedad, hospitalizacion y tratamiento, adecua-
cion de la gestion del dolor y estancia hospitalaria) y
sobre los profesionales que forman parte de esos equi-
pos (satisfaccion en el trabajo y compromiso con la
organizacion).

MATERIAL Y METODOS

La evaluacion de los efectos en los profesionales
se ha realizado mediante un diseno correlacional,
mientras que la evaluacion de los efectos en los pacien-
tes se ha realizado mediante un disefio comparativo o
«natural experiment». La muestra la han formado 41
profesionales (médicos, residentes y enfermeras) y de
312 pacientes, pertenecientes a 4 equipos de oncologia
y hematologia de un centro hospitalario de la
Comunidad Foral. El analisis de datos se ha realizado

con ayuda de modelos de regresion lineal mdltiple y
modelos ANOVA y ANCOVA.

RESULTADOS

Los resultados indican que la intensidad de la cola-
boracién interprofesional tiene un efecto positivo
sobre la satisfaccion de los profesionales en el traba-
jo(b = 0,572; p <0,001), asi como sobre la satisfacciéon
de los pacientes (F = 21,254; p <0,001), el nivel de incer-
tidumbre del paciente (F = 3,985; p = 0,047) y la ade-
cuacion de la gestion del dolor del paciente (F = 5,912;
p = 0,016). Los resultados indican también que la inten-
sidad de la colaboracién interprofesional no tiene efec-
tos ni sobre el compromiso de los profesionales con la
organizaciéon (p = 0,086), ni sobre la estancia del
paciente en el hospital (t = 1,535; p = 0,217).

DISCUSION

Estos resultados pueden explicarse por el nivel de
coordinacién que caracteriza a los equipos que trabajan
en colaboracién, asi como por el nivel en el que los pro-
fesionales que trabajan en equipo llegan a compartir el
conjunto de actividades clinicas, lo que resulta en una
atencion holistica y completa. Este estudio supone una
contribucion al avance en la comprension de los efectos
de la colaboracion interprofesional sobre los profesio-
nales de los equipos y sobre los pacientes hospitaliza-
dos en las unidades de oncologia y hematologia.

Niveles elevados del mediador proinflamatorio CD40L en el sindrome

metabdlico

C. Natal, I. Colina, P. Restituto, J. Diez, N. Varo

1. Laboratorio de Hipertensién y Metabolismo (CN, JD, NV), Area de Ciencias Cardiovasculares,
Centro de Investigacion Médica Aplicada. Universidad de Navarra. Pamplona.

2. Unidad de Chequeos (IC). Clinica Universitaria de Navarra. Pamplona.
3. Servicio de Bioquimica (PR, NV). Clinica Universitaria de Navarra. Pamplona.

FUNDAMENTO

El sindrome metabdlico (SM) consiste en un con-
junto de factores de riesgo al que subyace un estado
proinflamatorio, que se asocia a una mayor morbi-mor-
talidad cardiovascular. La diada proinflamatoria
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CD40/CD40L participa en el desarrollo de la ateroscle-
rosis y sus complicaciones, pero no se ha caracteriza-
do esta diada en pacientes con SM. El objetivo general
del presente trabajo es profundizar en los mecanismos
de inflamacién que subyacen al SM. Las hipoétesis del
presente trabajo fue que los pacientes con SM presen-
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tan un aumento de la expresion del sistema
CD40/CD40L.

Se plantearon los siguientes objetivos: 1. la asocia-
cion entre los niveles circulantes de sCD40L y adipo-
nectina, y la presencia de aterosclerosis subclinica. 2.
Determinar la expresion génica y proteica de CD40 y
CD40L en monocitos circulantes aislados de sujetos
sanos y pacientes con SM. 3. Determinar la expresion y
liberacion de CD40L en plaquetas aisladas de sujetos
sanos y pacientes con SM. 4. el efecto de la adiponecti-
na, via el sistema CD40/CD40L, sobre las células aso-
ciadas al ateroma humano.

MATERIAL Y METODOS

Se estudiaron 128 pacientes con SM (Criterios
ATPIID) (90% varones, 56+11 afos) y 246 sujetos sanos
(73% varones, 54:11 anos) que acudieron al Area de
Riesgo Vascular de la Clinica Universitaria de Navarra.
El diagnéstico de SM se establecidé segtn los criterios
del Adult Treatment Panel III del National Cholesterol
Education Program (ATPII, 2001) es decir cuando el
paciente present6 3 o mas de los siguientes factores de
riesgo: obesidad abdominal (circunferencia cintura
>102cm en hombres y >88cm en mujeres), triglicéridos
>150 mg/dL, HDL-colesterol (<40mg/dL en hombres y
<50mg/dL.  en mujeres), hipertensiéon arterial
(>130/85mm Hg) y glucosa plasmatica en ayunas
>110mg/dL. Aquellos pacientes que no cumplian el cri-
terio de diagnostico de SM fueron considerados con-
trol. Se determind el espesor intima-media carotideo
mediante ultrasonografia.

Se determinaron los niveles séricos de sCD40L y
adiponectina mediante ELISA.

Los monocitos obtenidos a partir de sangre perifé-
rica, mediante gradiente de ficoll se incubaron en pre-
sencia o ausencia de 30 g/ml de adiponectina. Las
células endoteliales se pre-trataron o no con TNF- (50
ng/ml) y después se incubaron en presencia o ausencia
de 30 g/ml de adiponectina. Tras el cultivo, se deter-
mind la expresidon génica (4 h) y proteica (24h) del
ligando CD40 y su receptor, CD40, por RT-PCR a tiempo
real y western-blot.

Se extrajeron plaquetas mediante gradiente de
densidad (OptiprepO) y se determind el contenido
intraplaquetar de CD40L, y la liberacion plaquetar de
sCD40L tras estimulacion con trombina mediante
ELISA.
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RESULTADOS

Los pacientes con mas de tres factores de riesgo
del SM presentaron niveles plasmaticos de sCD40L
superiores (p<0,05) a los que presentaban uno o dos, o
ninguno (0,88 = 0,1 vs 0,79 = 0,08 6 0,65 = 0,12 ng/ml,
respectivamente p<0,05). Se observaron niveles decre-
cientes de adiponectina conforme aumentaba el nime-
ro de factores de riesgo en pacientes con SM compara-
dos con los individuos control (16,5 + 2,0 mg/ml vs
11,98 + 0,82 mg/ml vs 10,10 = 0,64 mg/ml respectiva-
mente, p<0,05).

La expresion de CD40L fue superior (CD40L/18S:
0,036+0,044) en los pacientes con SM con respecto a
los controles sanos (0,026+0,018). Sin embargo, no se
observaron diferencias en la expresion de mRNA del
receptor CD40 entre ambos grupos. La expresiéon pro-
teica de CD40 fue superior en los pacientes con SM
comparados con los individuos control (Unidades arbi-
trarias: 1,31+0,92 vs. 0,79+0,49, respectivamente).

La liberacién plaquetar de la forma soluble sCD40L
inducida por trombina (1U/ml) fue superior en pacien-
tes con SM que en las plaquetas obtenidas de controles
sanos (16,8-fold s. 4,5-fold).

La expresion, del receptor CD40 en monocitos
aumento significativamente tras la incubacion con adi-
ponectina (24 h), comparado con el control (34,77+5,6
vs 15,23:6,04, respectivamente). Sin embargo, la
incubaciéon con adiponectina redujo de manera
significativa la expresion del mediador proinflamatorio
CD40L (16,8:0,14 vs 33,20+0,03).

CONCLUSION

En el contexto del concepto actual del SM como
una enfermedad inflamatoria, el presente estudio
muestra que la activaciéon de la via del CD40/CD40L
puede desempena un papel en el mayor riesgo cardio-
vascular de estos pacientes. Asimismo, se muestra
mayor liberacion de sCD40L de las plaquetas de
pacientes con SM, lo cual podria explicar el aumento
de sCD40L en el plasma de estos pacientes y la mayor
activacion monocitaria. Finalmente, nuestros datos
sugieren que la adiponectina puede ejercer un efecto
anti-inflamatorio directo sobre la vasculatura inhibien-
do la via CD40/CD40L. Estas nuevas acciones anti-infla-
matorias de la adiponectina pueden explicar la aparen-
te disminucién de efectos cardiovasculares no total-
mente atribuibles a sus acciones hipoglucémicas.
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Estudio de la administracién de medicacion por parte de enfermeria:
errores de medicacion y su prevencion

M.T. Diaz
Universidad de Navarra. Pamplona.

FUNDAMENTO

El principio “Primero no hacer dafio” del juramen-
to hipocratico ha sido una guia para los profesionales
de salud. Sin embargo como bien se evidencia por la
literatura se hace “dano” cada dia. La literatura revisa-
da pone de manifiesto la existencia de errores en los
sistemas sanitarios como resultante de una accién u
omision. Dentro de todas las estructuras sanitarias
existen evidencias que los hospitales, por su propia
complejidad y el gran namero de profesionales que
interactiian entre si y con los pacientes, acogen el
mayor porcentaje de errores. Se estima que 7.000
pacientes mueren anualmente en EE.UU. como conse-
cuencia de errores de medicacién.

La actividad de Enfermeria de mayor riesgo con
consecuencias graves para el paciente es la que se
deriva de la administracién de medicacién en el caso
de existir errores. Sin embargo los hospitales adolecen
de sistemas bien definidos y seguros que aseguren una
buena practica en la administracion de medicacion. y
que ayuden a que las enfermeras comuniquen los erro-
res en la administracion de medicacion con el fin de
monitorizarlos y tener un conocimiento ajustado de
esta realidad con el fin de prevenir. Por tanto nos plan-
teamos como objetivo cuantificar y caracterizar los
errores de medicacién que ocurren en nuestro entor-
no, introducir medidas preventivas.

MATERIAL Y METODOS
El estudio consisti6 en 4 actividades:

e Observacion directa a ciegas del proceso de
administracion de medicaciéon por parte del
personal de enfermeria. Se aleatorizan 17
enfermeras en 17 turnos que tenian que admi-
nistrar medicacion a 87 pacientes.
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e Encuestas sucesivas de actitudes, conoci-
mientos y creencias sobre errores de medica-
cion al personal de enfermeria en 3 momentos
diferentes.

e Desarrollo e implementacion de un sistema de
notificacion de errores.

e Desarrollo de un programa de formaciéon y
modificaciones estructurales reportadas en la
literatura como efectivas.

RESULTADOS

Los resultados mas relevante se han presentados
en congresos internacionales y revistas cientificas. Aun
cuando el tiempo de observacion fueron 17 horas, se
detectaron 551 (24,3%) posibilidad de error en los 2263
pasos que se observaron. El 65% de las enfermeras
confirman que alguna vez en su vida profesional come-
tieron o presenciaron un error de medicacion siendo el
mas frecuente el debido a equivocacion de paciente. Si
bien son las enfermeras son el grupo profesional que
mas reporta errores de medicacién (prescripcion, dis-
pensacion y administracién), menos del 6% de los erro-
res notificados se debe a un error de administracion.

DISCUSION

Es la primera vez que en nuestro entorno cuantifi-
camos de forma directa actitudes, conocimientos y cre-
encias relacionadas con errores de medicacion por
parte de las enfermeras. La seguridad resulta novedosa
en los sistemas sanitarios y cada vez existe una impe-
rante necesidad de introducirla en los hospitales a tra-
vés de distintos sistemas (notificacion de errores, cues-
tionarios y observacion) si realmente queremos dar una
atencion segura y de calidad a nuestros pacientes.
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