ACTUALIDAD
M EDIC A

www.actualidadmedica.es

EL CONSENTIMIENTO INFORMADO
¢UN RIESGO PARA LA INFORMACION
DEL PACIENTE?

Generacion e implantacion de piel artificial
creada por ingenieria de tejidos fabricada en
Granada: un modelo de medicina traslacional

Espectro clinico y genético de la muerte subita
cardiaca en el deporte

Diferenciacion epitelial in vitro de células
mesenquimales troncales humanas (hCMTs)
de tejido adiposo (TA) y médula ésea (MO):
caracterizacion celular y estudio de expresion
deHLA 1y I

Listado de verificacion quirurgica: buscando la
implicacion de profesionales y pacientes

Optimizacion del cultivo de queratinocitos
humanos para el desarrollo de un modelo de
piel artificial humana: alternativas celulares
como capa alimentadora

La asistencia transfronteriza en terapias
avanzadas: andlisis sobre una nueva realidad
en salud

Enfermedad de Tarui: revision y perspectivas
bioinformaticas

Sindrome de Lemierre, una complicacion grav e
de la sinusitis aguda

Bilateral jaw fracture after long t erm
treatment with bisphosphonates. A case
report

Derecho sanitario

Conmemoraciones y aniversarios

Cartas al editor

Aulas de oncologia

MAYO/AGOSTO 2016 NUMERO 7 9 8
DOI:

10.15568/am.2016.798



http://dx.doi.org/10.15568/am.2016.798

Con el patrocinio de:

4‘§‘A 4
n

FUNDACION BENEFICA ANTICANCER

San Francisco Javier y Santa Candida
Gran Cruz de Beneficiencia. Distintivo Blanco

ACTUALIDAD
MEDICA

www.actualidadmedica.es




Actualidad

Meédica

Comité editorial

Editor
Salvador Arias Santiago
Complejo Hospitalario de Granada.Espaiia

Editores adjuntos
Miguel Gonzélez Andrades
Harvard Medical School, Boston, MA. EEUU

Miguel Angel Arrabal Polo
Hospital de Huercal Overa (Almeria). Espafia

Juan Jiménez Jaimez
Complejo Hospitalario de Granada. Espaiia

Miguel Angel Martin Piedra
Facultad de Medicina de Granada

Comité cientifico y asesor

Manuel Diaz-Rubio
Real Academia Nacional de Medicina
Madrid, Espafia

Jorge Alvar Ezquerra
OMS
Ginebra, Suiza

Juan Rodés Teixidor
Hospital Clinic
Barcelona, Espaia

Pasquale Quattrone
Istituto Nazionale dei Tumori
Milan, Italia

Comité de redaccion

Luis Javier Ardstegui Plaza
M. Nieves Gallardo Collado
Cristina Chinchilla Martinez
Alonso Gémez Torres

Publicacién cuatrimestral
(3 nimeros al afio)

© 2016. Actualidad Médica

Reservados todos los derechos. El contenido de la
presente publicacion no puede ser reproducido, ni
transmitido por ningin procedimiento electrénico o
mecanico, incluyendo fotocopia, grabacién magnéti-
ca, ni registrado por ningln sistema de recuperacion
de informacién, en ninguna forma, ni por ninglin me-
dio, sin la previa autorizacion por escrito del titular de
los derechos de explotacion de la misma.

Actualidad Médica, a los efectos previstos en el articu-
l032.1 parrafo segundo del vigente TRLPI, se opone de
forma expresa al uso parcial o total de las paginas de
Actualidad Médica con el propdsito de elaborar resu-
menes de prensa con fines comerciales.

Cualquier forma de reproduccion, distribucion, comu-
nicacién publica o transformacién de esta obra sélo
puede ser realizada con la autorizacién de sus titula-
res, salvo excepcidn prevista por la ley.

Comité rector

Prof. Antonio Campos Mufioz
Presidente de la Real Academia
de Medicina de Andalucia Oriental

Prof. Indalecio Sdnchez-Montesinos Garcia
Decano de la Facultad de Medicina
de la Universidad de Granada

Prof. Miguel Guirao Pifieyro

Presidente de la Asociacion

de Antiguos Alumnos de la Facultad

de Medicina de la Universidad de Granada

M2 Elsa Gomez de Ferraris
Universidad Nacional de Cérdoba,
Argentina

Antonio Rendas
Universidade Nova de Lisboa
Portugal

Andrés Castell
Universidad Nacional Auténoma de
México. México DF, México

Duarte Nuno Vieira
Universidade de Coimbra,
Coimbra, Portugal

Disefio y maquetacion
ARP Producciones

Disponible en internet:
www.actualidadmedica.es

Atencidn al lector:
info@actualidadmedica.es

Actualidad Médica.

Avda. Madrid 11. 18012 Granada - Espaiia.

Proteccién de datos: Actualidad Médica declara
cumplir lo dispuesto por la Ley Organica 15/1999
de Proteccion de Datos de Caracter Personal.

Papel ecoldgico libre de cloro. Esta publicacién se

imprime en papel no acido.
This publication is printed in acid-free paper.

Impreso en Espafia.
Depdsito Legal: GR-14-1958
ISSN: 0365-7965

DOI: 10.15568/am

Alice

Warley

King's College
Londres, Reino Unido

Sebastian San Martin

Universidad de Valparaiso

Valparaiso, Chile

Antonio Alcaraz Asensio
Hospital Clinic
Barcelona, Espaia

Imprenta

Grafic

as Alhambra

Revista editada por:

A

Facultad de Medicina.
Universidad de Granada

Real Academia de Medicina y Cirngia
de Andalucia Oriental
Granada

Con el patrocinio de:

<§A »
LI |

FUNDACION BENEFICA ANTICANCER
ier y Santa Cindida

@

Asociacién de Antiguos Alumnos
Facultad de Medicina de Granada

ACTUALIDAD
MEDICA

www.actualidadmedica.es
©2016. Actual. Med. Todos los derechos reservados

Actualidad Médica incluida en Latindex, IME y Google Scholar

Para la redaccion de los manuscritos y una correcta definicion de los términos médicos, Actualidad Médica
recomienda consultar el Diccionario de Términos Médicos de la Real Academia Nacional de Medicina



Actualidad iNDICE

Meédica

EDITORIAL

65 Generacion e implantacidn de piel artificial creada por ingenieria de tejidos fabricada en Granada: un modelo de medicina
traslacional
Generation and clinical application of an artificial skin model created by tissue engineering in Granada: a model of translational medicine

ORIGINAL

66 Espectro clinico y genético de la muerte subita cardiaca en el deporte
Clinical and genetic spectrum of sudden cardiac death in sport
David Antonio Rodriguez Fuentes et al

72 Diferenciacion epitelial in vitro de células mesenquimales troncales humanas (hCMTs) de tejido adiposo (TA) y médula 6sea MO):
caracterizacién celular y estudio de expresion de HLA 1y Il
Epithelial in vitro differentiation of human mesenchymal stem cells (hnMSCs) from adipose tissue (AT) and bone marrow (BM): cellular
characterization and study of HLA | and Il expression
Alvaro Sierra-Sdnchez et al

79 Listado de verificacidn quirurgica: buscando la implicacidn de profesionales y pacientes
Surgical checklist: seeking the involvement of professionals and patients
Ascension Sanchez-Martinez et al

85 Optimizacién del cultivo de queratinocitos humanos para el desarrollo de un modelo de piel artificial humana:
alternativas celulares como capa alimentadora
Optimization of human keratinocyte culture to develop an artificial human skin model: cell alternatives as feeder layer of Advanced
Therapies
Ana Ferndndez Gonzdlez et al

95 La asistencia transfronteriza en terapias avanzadas: andlisis sobre una nueva realidad en salud
Cross-border assistance in Advanced Therapies: analysis of a new reality in Health
Antonio Leopoldo Santisteban Espejo

REVISION

101 Enfermedad de Tarui: revision y perspectivas bioinformaticas
Tarui’s disease: Review and bioinformatic perspectives
Jose Arturo Molina Mora et al

CASO CLiNICO

109 Gastroduodenal involvement as an unusual presentationof crohn’s disease
Afectacién gastroduodenal como presentacién inusual de la enfermedad de Crohn
Carlos San Miguel Ménde et al

1 12 Sindrome de Lemierre, una complicacién grave de la sinusitis aguda
Lemierre’s syndrome, a serious complication of acute sinusitis
Ana Margarita Cantero Macedo et al

1 15 Bilateral jaw fracture after long term treatment with bisphosphonates. A case report
Fractura bilateral de mandibular tras un tratamiento a largo plazo con bifosfonatos
Paolo Cariati et al

DERECHO SANITARIO

1 18 El consentimiento informado ¢Un riesgo para la informacion del paciente?
Consent form. A risk to patient information?
Manuel Pérez-Sarabia

CONMEMORACIONES Y ANIVERSARIOS

123 Antonio Rivera Ramos (1815-1887): una aproximacion a la biografia socio-profesional de un miembro de la elite médica
sevillana
Antonio Rivera Ramos (1815-1887): A professional approach to his biography
Juan L. Carrillo

CARTAS AL EDITOR

130 Analisis de la efectividad de la inmunoestimulacion activa con extractos bacterianos en la prevencion de las infecciones
urinarias recurrentes
Analysis of effectiveness of bacterial extracts inmunostimulation with bacterial extracts active in preventing urinary infections recurring
Antonio Jiménez-Pacheco

132 Traumatismo acustico e hipoacusia subita
Acoustic trauma and sudden deafness
Maria de Alharilla Montilla Ibdfiez et al

136 Amiloidosis cardiaca y macroglobulinemia de Waldenstrém
Cardiac amyloidosis and Waldenstrém macroglobulinemia
Isabel Sanchez-Bernd et al

138 Neumomediastino espontdneo en edad pediatrica
Spontaneous Pneumomediastinum in pediatric patient
Maria Sierra Girdn Prieto et al

AULAS EN ONCOLOGIA Actualidad Médica.
140 Céancer de vejiga ISSN: 0365-7965. Depdsito Legal: GR-14-1958
Miguel Angel Arrabal Polo et al Edita la Real Academia de Medicina y Cirugia de Andalucia Oriental.

Avda. Madrid 11. 18012 Granada - Espafia.
WWWw.ramao.es



Actualidad

Meédica

EDITORIAL 65

Actual. Med,
2016; 101 : (798): 65

DOI:10.15568/am.2016.798.ed01

Generacion e implantacion de piel artificial
creada por ingenieria de tejidos fabricada en
Granada: un modelo de medicina traslacional
Generation and clinical application of an artificial skin
model created by tissue engineering in Granada: a model of

translational medicine

El pasado uno de Junio se implantd por primera vez en el
Hospital Universitario Virgen del Rocio de Sevilla un nuevo tipo
de piel creada por ingeneria de tejidos disefiada en la Facultad
de Medicina de Granada y elaborada como medicamento tisular
en el Hospital Universitario Virgen de las Nieves perteneciente al
Complejo Hospitalario Universitario de Granada. El implante ha
logrado la supervivencia de una paciente de 29 afios en situacion
critica con el 70 por ciento de la superficie corporal quemada.

El conjunto de acciones que han tenido lugar para que pu-
diera llevarse a cabo este tratamiento innovador de terapia avan-
zada constituye un excelente ejemplo de la nueva medicina tras-
lacional que va a caracterizar el ejercicio médico en las préximas
décadas.

Cuatro han sido los equipos que han intervenido en dicho
proceso y es precisamente la conjuncidn armonica de todos ellos
la que ha generado el traslado y la aplicacién a la clinica de los
conocimientos basicos obtenidos en el laboratorio, esto es la que
ha permitido el ejercicio de la medicina traslacional.

Los cuatro equipos son los siguientes: el equipo basico que
ha disefiado el nuevo tejido, el equipo que lo ha convertido en
producto farmacéutico, el equipo quirurgico que lo ha implanta-
do y el equipo que, en colaboracién con las gerencias de ambos
hospitales, ha coordinado todo el proceso.

El primer equipo, el grupo de investigacién de ingenieria
tisular del Departamento de Histologia de la Universidad de Gra-
nada, disefid un nuevo modelo de piel artificial a partir de células
madre queratinociticas y de fibroblastos procedentes de biopsias
y de un novedoso biomaterial de fibrina y agarosa, esta ultima
procedente de algas marinas. Durante mas de diez afios dicho
grupo ha investigado las propiedades de este biomaterial y tras
someterlo a un proceso de nanoestructuracion lo ha aplicado a la
construccion de distintos tejidos -cornea, mucosa oral, piel, etc.-
y realizado numerosos ensayos preclinicos en animales de expe-
rimentacion para lograr el biomaterial mas biomimético posible
con el tejido nativo al que se pretende sustituir.

El segundo equipo, el grupo de la Unidad de Produccién Ce-
lular e Ingenieria tisular, del Complejo Hospitalario de Granada ha
fabricado la piel mediante ingenieria de tejidos bajo los estanda-
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res europeos de fabricacion de medicamentos de terapias avan-
zadas para lo cual ha necesitado de unas instalaciones especiales,
las salas blancas o GMP en las cuales se ha preparado la piel ar-
tificial para su utilizacién en la clinica como agente terapéutico.
Este equipo tiene experiencia en la fabricacién de cérnea artificial
humana en condiciones GMP en el contexto de un ensayo clini-
co y elaborada en el mismo biomaterial. En este proceso ha sido
fundamental el apoyo de la gerencia del Complejo Hospitalario
al establecer como horizonte del mismo el convertir al centro en
hospital de vanguardia para el desarrollo de terapias avanzadas.

El tercer equipo, la Unidad de Gestién Clinica de Cirugia
Plastica y Grandes Quemados del Hospital Virgen del Rocio, ha
implantado una nueva piel asumiendo los riesgos de toda innova-
cién quirurgica confirmando una voluntad de apertura a nuevas
soluciones que no siempre resulta facil de encontrar en los equi-
pos clinicos.

El cuarto agente ha sido fundamental para la coordinacion
armonica de todos los anteriores. Se trata de la Iniciativa de Te-
rapias Avanzadas de la Junta de Andalucia, un organismo que
asume y estimula la investigacién, fomenta la creacién de salas
GMP vy las dota de personal, genera todo el protocolo de autori-
zaciones y requisitos necesarios para el desarrollo de este tipo de
terapias y correlaciona los equipos generadores de estos nuevos
productos farmacéuticos con los servicios clinicos en los que van
a aplicarse.

La centenaria revista Actualidad Médica saluda este nue-
va forma de ejercicio médico y quiere resaltar como ejemplo del
mismo el logro conseguido con el implante del nuevo modelo
de piel artificial que supone una brillante continuacién de lo ya
logrado previamente, con la implantacién de la primera cornea
artificial, y que anticipa nuevos logros por venir. El hecho de que
esta nueva forma de ejercicio médico traslacional, en lo que a las
terapias avanzadas se refiere, tenga su origen en Granada, en su
Facultad de Medicina y en sus Hospitales Universitarios, no hace
mas que poner de relieve que la tradicidon innovadora que la me-
dicina ha tenido siempre en nuestra tierra, y de la que ha dado
siempre cuenta Actualidad Médica, continua pujante al servicio
del conocimiento y, sobre todo, de la sociedad a la que sirven to-
das las instituciones publicas y personas que han hecho posibles
estos logros.
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Espectro clinico y genético de la muerte
subita cardiaca en el deporte
Clinical and genetic spectrum of sudden cardiac death in sport

David Antonio Rodriguez Fuentes, Juan Jiménez-Jaimez
Servicio de Cardiologia. Complejo Hospitalario Universitario de Granada. Facultad de Medicina. Universidad de Granada.

Resumen Palabras clave: muerte subita
Introduccion: La muerte subita cardiaca (MSC) en deportistas sucede generalmente tras una arritmia cardiaca, genética, deporte,
ventricular grave provocada por una enfermedad cardiaca hereditaria de base. Nuestro objetivo es miocardiopatias, canalopatias.

describir el contexto clinico, el trasfondo genético y la penetrancia familiar de una serie de casos con MSC
relacionados con el deporte.

Material y métodos: se incluyeron probandos afectados por MSC, reanimada o no, y atendidos en una
Unidad especializada desde 2012 a 2016. Se les aplicé un protocolo diagndstico amplio con pruebas
clinicas complejas en los supervivientes y autopsia clinica en los fallecidos. En todos los casos se realizd
estudio familiar y en la mayoria de ellos, genético con next generation sequencing.

Resultados: diez casos fueron estudiados y analizados de forma retrospectiva, todos varones y el 60 %
fallecidos, con una edad media de 26,2 +16,1 afios. En el 50 % de los casos se habia realizado un estudio
clinico previo por la presencia de sintomas. Los deportes mds prevalentes fueron el futbol y la natacién. En
todos los casos excepto en uno se llegd finalmente al diagnéstico, siendo la miocardiopatia hipertréfica (3
casos) y la TVCP (3 casos) los diagndsticos mas frecuentes, y el gen de la ryanodina el mas frecuentemente
mutado. De 31 familiares estudiados, 17 fueron diagnosticados de la patologia del caso en concreto
(54,8%). La probabilidad de identificar familiares afectos tendia a ser ligeramente mayor en caso de haber
identificado una mutacion causal en el probando.

Conclusiones: La MSC asociada al deporte en nuestro medio muestra una baja incidencia y esta causada
por enfermedades cardiacas hereditarias, siendo las mas frecuentes la MH y la TVCP. La presencia de
sintomas previos fue frecuente y los deportes mds relacionados fueron el futbol y la natacién. El test
genético fue de utilidad para la identificacién de casos entre los familiares, en los que se observé una alta
penetrancia.

Abstract

Objective: Sudden cardiac death (SCD) in athletes usually occurs due to a ventricular arrhythmia caused by Keywords: sudden

an hereditary heart disease. Our goal is to describe the clinical context, the genetic background and the cardiac death, genetics,
familial penetrance of a case serie with SCD related to sport. sport, cardiomyopathies,
Material and methods: Probands affected by SCD, reanimated or not, and studied in a specialized clinic channelopathies.

from 2012-2016 were included. A comprehensive diagnostic protocol was applied with clinical tests in
survivors and clinical autopsy on the deceased. In all the cases a familial study was performed, and in most
of them, including genetic testing.

Results: Ten cases were retrospectively studied, all were male and 60% dead, with an average age of 26,2
+ 16,1 years. In 50% of cases it had been made a previous clinical study due to the presence of symptoms.
The most prevalent sports were football and swimming. Final diagnosis was reached in 9 cases, with
hypertrophic cardiomyopathy (3 cases) and Cathecolaminergic Polymorphic Ventricular Tachycardia (3
cases) being the most commom underlying diseases. Ryanodine 2 was the the most frequently mutated
gene.Thirty one family members were studied, of which 17 were diagnosed with the pathology (54,8%).
The probability of identifying affected family members tended to be slightly higher if there was a causal
mutation identified in the proband.

Conclusion: SCD related to sports in our population is mainly caused by hereditary heart diseases,
being the most frequent hypertrophic cardiomyopathy and Cathecolaminergic Polymorphic Ventricular
Tachycardia. The presence of previous symptoms was common, and football and swimming were the most
prevalent sports practiced by SCD probands. Genetic testing was useful for identifying cases among family
members, in whom a high clinical penetrance was observed.

A C T U A L I D A D Dr. Juan Jiménez-Jdimez
- Servicio de Cardiologia del Complejo Hospitalario Universitario de Granada.
M E D I C A Avda de las Fuerzas Armadas 2. 18014. Granada

www.actualidadmedica.es E-mail: jimenez.jaimez@gmail.com
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David Antonio Rodriguez Fuentes

INTRODUCCION

Se define la muerte subita cardiaca (MSC) como la muerte
inesperada, que ocurre generalmente en menos de una hora des-
de el comienzo de los sintomas en los casos que son presenciados
por testigos, o en el caso de no haber testigos, en 24 horas desde
la Gltima vez que fue presenciado vivo (1). En general la MSC se
debe a una arritmia fatal como la fibrilacion ventricular (2). La
MSC en atletas es la principal causa de muerte en este subgrupo
poblacional, incluidos tanto adolescentes, estudiantes universi-
tarios como profesionales del deporte. La MSC en atletas es un
acontecimiento muy infrecuente con una estimacion aproximada
que va desde el rango de 1 cada 50.000 a 200.000 personas-afio,
(3) siendo las cardiopatias familiares de base genética la causa
mas comun en menores de 35 afios. Entre dichas cardiopatias
familiares se encuentran los trastornos primarios del musculo
cardiaco o miocardiopatias, y los trastornos eléctricos primarios
o canalopatias (4,5). Estas entidades tienen como rasgos en co-
mun la base genética, la heredabilidad en la familia generalmente
con patrén autosémico dominante y la predisposicion a arritmias
letales (6-10). Actualmente la identificacidn de las anomalias car-
diacas subyacentes asintomaticas constituye un gran reto para la
prevencion primaria de la muerte subita y estratificacion de ries-
go, y la deteccidn de posibles casos ocultos en familiares.

El papel causal que juega el deporte en los casos de MSC
es controvertido. Existen estudios que sugieren que el riesgo de
sufrir un evento de MSC aumenta conforme lo hace el nivel com-
petitivo hasta en 2.5 veces (11,12). En amplias series poblacio-
nales, la MSC asociada al deporte es mas frecuente en varones,
con una edad media de presentacion de 23 afios y superior en la
raza afroamericana respecto a la caucasica. En nuestro pais, los
deportes que mas se asocian a eventos arritmicos son el futbol
y ciclismo (13). Sin embargo, las series son limitadas y unicéntri-
cas y en nuestro entorno mas cercano carecemos de informacion
acerca del sustrato clinico y genético de nuestra poblacién joven
con MSC ocurrida durante la realizacion de deporte.

Nuestro objetivo es describir el contexto clinico, el trasfon-
do genético y la penetrancia familiar de una serie de casos con
MSC relacionados con el deporte.

MATERIAL Y METODOS

Durante un periodo de 4 afios (afios 2012-2016) se reclu-
taron casos de MSC no isquémica con edad inferior a 65 afios
ocurridos en la provincia de Granada durante la practica depor-
tiva, profesional o amateur. El criterio de inclusion fue el haber
padecido una parada cardiaca, documentada o no en el electro-
cardiograma (ECG), y que precisase desfibrilacion externa para
restaurar ritmo sinusal en los casos supervivientes. En el caso de
los sujetos fallecidos, que la muerte ocurriese en la primera hora
tras el inicio de los sintomas, o antes de 24 horas desde la ultima
vez que se constatd que el sujeto estaba con vida, en ausencia de
causa extracardiaca evidente. Los casos supervivientes procedian
de planta de hospitalizacion de cardiologia/Unidad de Arritmias
y los fallecidos del Instituto de Medicina Legal de Granada. Entre
los criterios de exclusidn figurd el origen isquémico del evento, la
causa secundaria de MSC y la negativa a participar en el registro
del probando/familia. El disefio del estudio fue longitudinal y la
mayoria de los sujetos fueron reclutados de forma retrospectiva.
Este estudio fue aprobado por el Comité Etico Local, y todos los
sujetos y/o familiares participantes firmaron un consentimiento
informado para participar.

El protocolo diagndstico aplicado a cada caso esta resumido
en la figura 1 (14). En el caso del sujeto superviviente, la bateria
de pruebas era mas amplia y centrada en el caso indice. Aparte
de una rigurosa anamnesis para identificacién de factores desen-
cadenantes, deporte y nivel del mismo, toma de farmacos, fiebre
0 eventos previos, en un primer escaldn se realizaban estudios
convencionales como ECG, ecocardiograma transtoracico, coro-
nariografia +/- test de vasospasmo y técnicas de imagen avanzada
como la resonancia magnética. Si no se hallaba el diagnéstico de

67

cardiopatia estructural o canalopatia cierta, se aplicé el protocolo
secuencial descrito por nuestro grupo en el estudio FIVI-Gen,(14)
para desenmascarar el fenotipo de una canalopatia oculta. Bre-
vemente, se practicaban inicialmente tests farmacolodgicos de
epinefrina y flecainida junto a ergometria, seguido de estudio a
familiares de primer grado con ECG y/o ecocardiograma, y si todo
resultaba negativo, se estudiaba genéticamente mediante next
generation sequencing (NGS) al caso indice, con un panel que in-
cluia hasta 242 genes relacionados o potencialmente implicados
con miocardiopatias y canalopatias (figura 2).

Episodio de MSC

! l

Superviviente Fallecido

l

Autopsia L
Estudios previos propands == Diagnostico +

ECG
Diagnstico ++ Ecocargicgrama

M cardiaca
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l" +
+ ECGy familiaras
Test e
Tost do focanida 1
+
ECG y ecocardiograma a famikares Fuilopsia molecutar con NGS
Tast gonaticn con NGS
Test genaticn 4
dirigido
(Sanger)
Screening
familiar
“en cascada”

Figura 1: Algoritmo diagndstico en casos de deportistas fallecidos o
supervivientes a un evento de MSC.

ABCCS, ACE, ACE2, ACTAZ, ACTC1, ACTNZ, ACVRL1, ADAMTSL4, ADD1, ADRATA, ADRAZA, ADRE1,
ADRBZ, ADRB3, AGL, AGT, AGTR1, AGTRZ, AKAPS, ALMS1, ANKZ, ANK3, ANKRD1, APOB, APOE, ASPH,
ATP2AZ, BAG3, BDKRBZ, BEMP10, BMPR1B, BMPR2, BRAF, CACNA1B, CACNAIC, CACNAID,
CACNAZD1, CACNBZ, CALM1, CALMZ, CALR3, CAMKZD, CAPN3Z, CASQ2, CAV1, CAV3, CBS, CFTR,
CHST14, CLICZ, CMA1, CMYAS, CNBP, COG2, COL10A1, COL1AT, COL1AZ, COL3A1, COL4A1, COL4AZ,
COL4A4, COL4AS, COLSA1, COLSAZ, CORIN, CRYAB, CSRP3, CTF1, CXADR, CYP11B2, DES, DMD,
DMPK, DOLK, DPPE, DSC2, DSG2, DSP, DTNA, ELN, EMD, ENG, ERF, ESR2, EYA1, EYA4, FEN1, FBN2,
FHL1. FHLZ, FHOD3, FKBP1A, FKBP1B, FKRP, FKTN, FLNA, FLNC, FXN, GAA, GADD45B, GATA4, GHSR,
GJA1, GJAS, GLA, GNAQ, GNB3, GPDIL, HCN1, HCN4, HFE, HRAS, IGF1R, IL&, JAG1, JPHZ, JUP,
KCNAS,, KCND3, KCNE1, KCNE1L, KCNEZ, KCNE3, KCNE4, KCNHZ, KCNJ11, KCNJ12, KCNJ2, KCNJ3,
KCMJS, KCNJB, KCNK3, KCHQ1, KCNQ2, KLF10, KRAS, LAMAZ, LAMAY, LAMPZ, LDB3, LDLR, LMNA,
LRPE, MAPZK1, MAP2K2Z, MEF2A, MIB1, MSTN, MURC, MYBPC3, MYH11, MYHG, MYHT, MYL2, MYL3,
MYLK, MYLKZ, MYOCD, MYOT, MYOZ2, MYPN, NBR1, NEBL, NEXN, NKX2-5, NOS1AP, NOS3, NOTCH1,
NPPA, NRAS, OBSL1, PCSKS, PDLIM3, PITXZ, PKP2, PKP4, PLEC, PLN, PLOD1, PNN, PPARD,
PPARGC1A, PRKAGZ, PSEN1, PSENZ, PTPN11, RAF1, RANGRF, RBM20, RBX1, REN, RYR2, SCN1B,
SCN2B, SCN3B, SCN4B, SCNSA, SCNN1B, SCNN1G, SFTPC, SGCD, SHOCZ2, SKI, SLC25A4, SLC2A10,
SLC309A13, SMAD1, SMAD3, SMAD4, SMADS, SNTA1, SO51, SOSTM1, SRF, SRY, TAZ, TBX20, TBXS,
TCAP, TERC, TERT, TGFB1, TGFB2Z, TGFB3, TGFBR1, TGFBR2, TGFBR3, TKT, TMEM43, TMPO, TNNC1,
THNIZ, TNNTZ, TNXB, TPM1, TRDN, TRIMSS, TRIME3, TRPM4, TTN, TTR, VCL

Figura 2: Panel de genes estudiados con la tecnologia NGS.

Para el caso del sujeto fallecido, se tomaron datos clinicos
igualmente sobre las circunstancias de la muerte y su relacién con
el tipo de deporte practicado, ritmo de la parada cardiaca, eventos y
enfermedades previas y estudios cardioldgicos previos, con especial
énfasis en la existencia de ECGs previos. La necropsia se realizé por
el Instituto de Medicina Legal de Granada en todos los casos pros-
pectivos, y no en todos los retrospectivos, siguiendo las guias y reco-
mendaciones (15). En resumen, se realizaba un examen macroscé-
pico del corazon, registrando el peso, tamafio y grosor de cavidades,
origen, trayecto y luz de arterias coronarias, presencia de trombosis
coronaria o datos de isquemia miocardica aguda, anatomia valvular,
y descripcidn macro y microscopica del miocardio. Se realizd estudio
bioquimico, toxicoldgico e histoldgico en todos los casos disponibles,
y en aquellos casos sin diagndstico cierto, o con diagndstico familiar
cierto pero a juicio del investigador, se realizd autopsia molecular
mediante NGS (figura 2), o bien se secuencié un familiar directo con
evidencia de la enfermedad si no habia ADN disponible del fallecido.

El estudio familiar se realizd en cascada en todos los casos en
que se llegd a un diagndstico clinico o genético, incluyendo al menos
a los familiares de primer grado, y extendiendo el mismo el maximo
posible en cada caso. En los casos sin diagnostico se realizd igual-
mente estudio familiar.
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Estudio genético mediante NGS

EI ADN se obtuvo de muestras de sangre periférica almacenada
con EDTA. Una serie de 242 genes previamente asociados con mio-
cardiopatias y canalopatias se secuencio utilizando la plataforma NGS
lllumina® 1500 Hiseq. Se obtuvo la secuencia de todas las regiones
exodnicas codificantes e intrdnicas flanqueantes. La patogenicidad de
las variantes detectadas fue catalogada en base a la descripcion pre-
via de la variante, la prediccién in silico de patogenicidad por las he-
rramientas bioinformdticas (Polyphen, SIFT, MutationTaster), el grado
de conservacion del residuo a través de las especies y su presencia de
bases de datos publicas de la poblacion general como dbSNP (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/) y la NHLBI GO Exome Sequencing Pro-
ject database (http://evs.gs.washington.edu/EVS/). Finalmente, para
considerar una mutacion como probablemente patogénica se requirio
una coherencia y cosegregacion familiar con el fenotipo.

RESULTADOS

Se incluyeron 10 casos indice con MSC ocurrida durante la rea-
lizacion de deporte, todos ellos varones y el 60 % de ellos fallecidos
durante el episodio. La edad media de los casos fue de 26,2 +16,1 afios
(rango 7-57). En el 50 % de los casos se habia realizado un estudio clini-
co previo por la presencia de sintomas como dolor precordial, sincope
(1 caso) o anomalias en el ECG. El ritmo registrado como FV tan sélo
se obtuvo en 2 de los casos, siendo el resto asistolia o desconocido.
Los deportes mas prevalentes fueron el futbol y la natacion. La tabla 1
muestra las caracteristicas diferenciales de ambos grupos.

Supervivientes Fallecidos
n=4) n=6
Edad 28+15,8 25+17,7
Sexo varon (%) 4 (100) 6 (100)
Estudio clinico previo (%) 2 (50) 3(50)
Ritmo PCR (%)
Fibrilacion ventricular 2(50) 0(0)
Asistolia 0 2(33,3)
No registrado 2 (50) 4 (66,6)
Sincope previo (%) 1(25) 0(0)
Deporte
Futbol 1(25) 2(33,3)
Natacién 2(50) 2(33,3)
Gimnasia/Atletismo 1(25) 1(16,6)
Senderismo 0(0) 1(16,6)
Diagnéstico final
Miocardiopatia 0(0) 3 (50)
hipertrofica
Taquicardia ventricular 1(25) 2(33,3)
catecolaminérgica !
Displasia
arritmogénica de VD 1(25) 0(0)
Miocardiopatia 0(0 1(16,6
dilatada © ( )
Sindrome de Brugada 1(25) 0(0)
Fibrilacion ventricular
idiopatica 1(25) 0(0)

Tabla 1. Caracteristicas clinicas basales en ambos grupos (PCR: parada
cardiorrespiratoria; VD: ventriculo derecho).

Espectro clinico y genético de la muerte subita cardiaca en el deporte

David Antonio Rodriguez Fuentes

En todos los casos excepto en uno se llegd finalmente al diag-
néstico, siendo la miocardiopatia hipertroéfica (3 casos) y la TVCP (3
casos) los diagndsticos mas frecuentes. Hubo una ligera tendencia no
significativa a mayor prevalencia de miocardiopatias entre los falle-
cidos respecto a los supervivientes (tabla 1). El diagndstico final, se
realizd bien a través de la autopsia en un 30% de casos, mediante el
estudio familiar en un 30%, el ECG un 10%, y el test genético un 20%.
Si lo separamos por grupos, los fallecidos en un 33,3% se realizd a
través de la autopsia, un 50% mediante el estudio familiar y un caso
mediante autopsia molecular. En los supervivientes, un caso median-
te test genético, un caso mediante el ECG y otro caso mediante el
ecocardiograma. En 7 de los casos se practico estudio genético apo-
yado en los datos clinicos, siendo positivo en el 5. La figura 3 muestra
de forma resumida los hallazgos clinicos y genéticos de la serie, y la
tabla 2 muestra datos clinicos y genéticos de probando y familiares
de todos los casos diagnosticados genéticamente.

mTVCP
MH
5B
L1
= MCD
uDAVD

®RyR2

= psp

u CALMZ
W MYPBCI
o Negativo

Figura 3. Panel A. Espectro de enfermedades diagnosticadas.Panel B.
Resultados del test genético.

Respecto al estudio familiar, se analizaron un total de 31 fami-
liares, una media de 3,1 familiares por caso. De todos los familiares
estudiados, 17 fueron diagnosticados de la patologia del caso en
concreto (54,8%). En un 30% de los casos ningun familiar estudiado
fue diagnosticado con respecto al caso indice. Si relacionamos enti-
dad clinica con penetrancia familiar, la mayor incidencia de familiares
diagnosticados la encontramos en la miocardiopatia hipertréfica (MH)
con 7 casos diagnosticados sobre un total de 10 estudiados (70% pe-
netrancia familiar); en segundo lugar la taquicardia ventricular cateco-
laminérgica polimorfica (TVCP) con 5 casos diagnosticados sobre un
total de 6 estudiados (83,3% penetrancia), y en tercer lugar la displasia
arritmogénica de ventriculo derecho (DAVD) con 3 diagnosticados de
4 estudiados (75% penetrancia). Si dividimos a los familiares en dos
grupos respecto de si el probando resultd fallecido o superviviente, 11
de 19 familiares estudiados fueron diagnosticados (57,8%) en el grupo
de fallecidos. Por el contrario en lo que se refiere a los supervivientes, 6
diagnosticados de 12 estudiados (50%). La probabilidad de identificar
familiares afectos tendia a ser ligeramente mayor en caso de haber
identificado una mutacion causal en el probando (figura 4).

™ Diagnosticades.
B Estudiados

£=0,07

Mutacidn especifica

Ne mutacidn especifica o negative

Figura 4. Papel del test genético en la identificacion de familiares afectados.
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Faa/see | Grupae Fenotipo Gen | Muwden | Famiaes | Familares
33/M Superviviente Displasia Arritmogénica de VD DSP R1045* 4 3
57/M Fallecido Miocardiopatia hipertrofica MYBCP3 R694H 7 4
16/M Superviviente Ta‘é‘;it‘;iﬁ;arxﬁgtrgfc‘;'a' RYR2 K337N 2 2
7/M Fallecido Muerte Subita-Probable TVCP CALM2 N98S 3 0
16/M Fallecido Taggitceiﬁ;an:’iﬁgtrgi%;'ar RyR2 L488l 4 3

Tabla 2. Descripcion clinica de los casos con mutacion patogénica (VD: ventriculo derecho; TVCP: taquicardia ventricular catecolaminérgica).

DISCUSION

La MSC asociada a los deportistas de competicidn es conoci-
da desde la antigliedad, con la primera descripcidn tras la carrera
épica del guerrero Filipiades en la | Guerra Médica. Desde enton-
ces, son numerosas las referencias en la literatura a este dramati-
co y paraddjico evento clinico. Ello ha motivado consenso de ex-
pertos y recomendaciones para evitar el deporte de competicion
en aquellos sujetos diagnosticados de alguna cardiopatia predis-
ponente (16), algo en lo que la comunidad cientifica esta practi-
camente de acuerdo. El riesgo de sufrir una MSC parece mayor,
ligeramente, en deportistas de alto nivel, por lo que es prudente
restringir la actividad fisica competitiva (11). La etiologia del tras-
torno de base en deportistas varia de unas poblaciones a otras,
pero se estima que en nuestro ambito las enfermedades mas fre-
cuentes son la MH, la DAVD vy las canalopatias como el Sindrome
de QT largo y la TVCP. Nuestra serie es concordante con datos
previos de la literatura con alta incidencia de MH y TVCP (17-18),
siendo los deportes mas frecuentemente relacionados el futbol y
la natacién. Sin embargo, de acuerdo a otros trabajos recientes,
muchas de las MSC en deportistas ocurren en reposo. Ello cues-
tiona la restriccién del deporte de competicion como sola medida
para la prevencion de la MSC, y hace necesario individualizar el
manejo en cada paciente para instaurar un tratamiento preventi-
vo adecuado, desde los farmacos hasta el desfibrilador automati-
co implantable (17).

Otra cuestion diferente radica en la conveniencia de reali-
zar screening cardioldgico antes de ser admitidos para el deporte
de alto nivel en sujetos aparentemente sanos. Existe debate en
torno a esta idea, con una actitud mas activa en ciertas regiones
como Europa, y en particular Italia e Israel, respecto a América.
Esta recomendacidn se apoya en datos consistentes de un grupo
italiano que demostrd una reduccion significativa de la incidencia
de casos de MSC tras la implementacién de un riguroso scree-
ning, incluyendo ECG, previo a la practica deportiva de compe-
ticion (19). Sin embargo, estudios posteriores no consiguieron
replicar estos datos y se muestran contrarios a los beneficios pos-
tulados del screening con ECG (20-22). Teniendo en cuenta las
recomendaciones de la Organizacién Mundial de la Salud sobre
la idoneidad de una patologia para hacer screening, la MSC no
cumple los requisitos para hacer un correcto cribado, por su baja
tasa de incidencia en la poblacién general. En dicho documento,
el consejo para realizar un screening pasa por que la enfermedad
en cuestion suponga un problema de salud global, como lo son
por ejemplo el cdncer de mama, de pulmon o la enfermedad car-
diovascular, con una tasa de mortalidad muy elevada por afio. La
incidencia de la MSC varia de unas poblaciones a otras, pero esta
entre los 0,87 por 100.000 habitantes-afio en la region de Veneto
(Italia) (19), y los 1,86 por 100.000 habitantes-afio en un estudio
reciente americano (11). La incidencia calculada en nuestra serie
es menor, en torno a 0,27 por 1000.000 personas y afio para la
provincia de Granada, pero teniendo en cuenta que se trata de
un estudio retrospectivo con probables casos perdidos/no comu-
nicados. Esta baja incidencia hace poco viable desde el punto de
vista econdmico el screening de los deportistas, pues el nimero

de casos a estudiar para evitar un posible caso de MSC es muy
elevado. Ademds, la sensibilidad y especificad del screening con
ECG es limitada, dado que muchas de las patologias que ocasio-
nan MSC muestran un fenotipo leve o poco aparente (23). Para
aumentar la sensibilidad se deberia completar el estudio con eco-
cardiograma y prueba de esfuerzo, algo que es inviable en el Sis-
tema Sanitario Publico, con el riesgo de diagnosticar falsos positi-
vos si la interpretacion no se realiza por personal experimentado.

Existen medidas mas practicas para la prevencion de la MSC.
De acuerdo a nuestra serie, la mitad de los casos habian presen-
tado algun sintoma previo como sincope, dolor toracico o anoma-
lias en el ECG. Este dato es similar a lo observado previamente en
series mas amplias (24). Es esencial la concienciacion de los de-
portistas para consultar ante la aparicién de estos sintomas, y los
médicos responsables de los equipos profesionales deben derivar
a cardidlogos experimentados en el manejo de estas enfermeda-
des para ampliar el estudio ante la sospecha de patologia. La figu-
ra 5 muestra un caso de nuestra serie, futbolista profesional, con
episodios de dolor toracico repetidos que motivaron un estudio
con ECG y ecocardiograma, sin mostrar datos claros de miocar-
diopatia en ese momento, pero si en la autopsia especializada
tras el episodio de MSC. Otra medida a adoptar para reducir la
incidencia de MSC es la disponibilidad de desfibriladores externos
automaticos en areas estratégicas, y una formacion continuada a
la poblacién sobre técnicas basicas de reanimacién cardiopulmo-
nar, se han mostrado como acciones preventivas eficaces en otras
poblaciones (25,26).

Nuestro trabajo aporta evidencia sobre la alta incidencia de
casos entre los familiares, una vez que ocurre un caso de MSC en
la familia. Ademas el test genético fue de utilidad para la identi-
ficacidon de dichos casos ocultos vy, por consiguiente, para el es-
tablecimiento de las medidas preventivas oportunas. Ademas,
el test genético permitié descartar la enfermedad y por tanto la
necesidad de seguimiento, en un nimero elevado de familiares.
La mayoria de las mutaciones no estaban descritas previamen-
te, por lo que no se pueden inferir datos prondsticos de las mis-
mas. Los genes mutados son similares a los descritos para otras
poblaciones, con especial prevalencia de genes que causan MSC
en ausencia de cardiopatia estructural, por lo que en el sujeto
fallecido sdlo se puede diagnosticar mediante la denominada au-
topsia molecular o estudio genético post-mortem, como ocurrié
en uno de nuestros casos. En el caso de la autopsia molecular cla-
sicamente se ha recomendado la secuenciacion de pocos genes
como KCNQ1, KCNH2, SCN5A y RyR2 (27,28). En el caso de sujetos
supervivientes a parada cardiaca en ausencia de fenotipo este es-
tudio esta incluso desaconsejado por las guias de practica clinica
(29). Un estudio previo de nuestro grupo sugirié que el uso de
la nueva tecnologia NGS aplicada a sujetos supervivientes a paro
cardiaco en ausencia de fenotipo podria aumentar la rentabili-
dad diagnéstica (14). En el presente trabajo aportamos evidencia,
ademas, de que dicho test genético realizado mediante NGS en
sujetos tanto supervivientes como fallecidos (autopsia molecular)
permite identificar casos de mutaciones patogénicas en genes
poco habituales y no incluidos previamente como CALM, y que
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permiten el diagndstico familiar en cascada con la instauracion
de tratamientos de forma precoz. La tecnologia NGS supone una
oportunidad en el ambito de la MSC por su potencial diagndstico
para las miocardiopatias y canalopatias (30). Dada su capacidad
para simplificar el analisis de numerosos genes aumentando la
sensibilidad respecto a la tecnologia Sanger, el reto es la correcta
interpretacion de los hallazgos para no perder especificidad, para
lo cual es crucial un estudio de co-segregacién amplio como el
llevado a cabo en nuestra serie.

Figura 5: Futbolista de 18 afios con MSC. Presentd previamente
episodios de dolor precordial de esfuerzo. En los paneles superiores
se muestran pruebas clinicas con hallazgo de hipertrofia ventricular
izquierda en el ECG y cardiomegalia en la radiografia de térax. En
los paneles inferiores, hallazgos macro y microscépicos compatibles
con el diagndstico de miocardiopatia hipertrofica, con fibrosis
y gran cantidad de disarray (panel inferior de la derecha).
Imdgenes cedidas gentilmente por cortesia de la Dra. Cristina Basso, de la
Universidad de Padua (Italia).

CONCLUSIONES

La MSC asociada al deporte en nuestro medio muestra una baja in-
cidencia y esta causada por enfermedades cardiacas hereditarias, siendo
las mas frecuentes la MH y la TVCP. La presencia de sintomas previos fue
frecuente y los deportes mas relacionados fueron el futbol y la natacién.
El test genético fue de utilidad para la identificacion de casos entre los
familiares, en los que se observé una alta penetrancia.
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Resumen Palabras clave: Células
Introduccion: Las células troncales mesenquimales derivadas de tejido adiposo o médula 6sea constituyen uno de Mesenquimales Troncales
los tratamientos de terapia celular mas utilizados en los ensayos clinicos actuales por su capacidad inmunomodu- Humanas, Diferenciacion
ladora. Ademas, por su potencial de diferenciacién a células epiteliales pueden ser utilizadas en ingenieria tisular Celular, Antigenos HLA,
incorporadas a tejidos artificiales como la piel o cérnea, sustituyendo a las células epiteliales autélogas de estos Citrometria de Flujo,
tejidos. Es necesario realizar una correcta caracterizacion de estas células diferenciadas y estudiar el efecto de la Caracterizacion Celular.

diferenciacion en la expresion del HLA de clase 1 y Il.

Objetivos: Caracterizar y realizar los controles de calidad GMP en dos lineas de células mesenquimales troncales
humanas de distintos origenes (tejido adiposo y médula 6sea) tras diferenciarlas a células epiteliales in vitro, y
analizar si se modifica la expresiéon de los marcadores HLA | y Il antes y después del proceso diferenciador.
Metodologia: Se ha realizado el aislamiento y expansidn de las dos lineas celulares de células mesenquimales
troncales a partir del tejido fuente y se ha procedido a su diferenciacién in vitro a células epiteliales mediante
medios de cultivos suplementados con factores de crecimiento especifico. Se han realizado controles de calidad
siguiendo los requerimientos de las normas de correcta fabricacién y se ha estudiado por citometria de flujo la
expresion de HLA tipo | y Il antes y después del proceso diferenciador. Finalmente se ha comprobado mediante
estudio histoldgico e inmunohistoquimico las caracteristicas de las células diferenciadas.

Resultados: Se han aislado dos lineas de células mesenquimales troncales de tejido adiposo y médula ésea que
cumplen los controles de calidad propuestos. Tras el proceso diferenciador in vitro, las células mesenquimales
troncales humanas no expresan marcadores HLA (I y II) importantes en la respuesta inmune, pero si expresan
débilmente proteinas relacionadas con los principales estratos epiteliales (CK5, CK6 y CK14).

Conclusion: La ausencia de expresién de marcadores de HLA | y Il por citometria de flujo en las células diferen-
ciadas favoreceria su uso con cardacter alogénico en la construccion de piel y corneas humanas por ingenieria de
tejidos, sin embargo, son necesarios mas estudios que confirmen estos resultados preliminares y protocolos que
optimicen el proceso diferenciador in vitro de las células mesenquimales troncales.
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Abstract

Background: Human mesenchymal stem cells derived from adipose tissue and bone marrow are one of the most
common cell therapy procedures used in recent clinical trials due to their immunomodulation capacity. Further-
more, for their epithelial differentiation potential can be used in tissue engineering, incorporated in artificial
tissues such as skin and cornea, replacing autologous epithelial cells. It is necessary to make a correct cellular
characterization of differentiated cells and to study the effect in HLA | and Il expression.

Objetives: Characterization and quality controls under GMP conditions of in vitro differentiated human mesenchy-
mal stem cells from different sources (adipose tissue and bone marrow) to epithelial lineage, and study of HLA |
and Il expression before and after differentiation.

Methods: Isolation and expansion of two human mesenchymal stem cells lines from their tissues of origin and in
vitro differentiation to epithelial cells using culture mediums supplemented with specific growth factors. Quality
controls according Good Manufacturing Practices have been made and HLA | and Il expression before and after
differentiation have been studied. Finally, characteristics of differentiated cells have been demonstrated by histo-
logical and immunohistochemical analysis.

Results: Two human mesenchymal stem cells lines from adipose tissue and bone marrow have been isolated
complying with the proposed quality controls. After in vitro differentiation, human mesenchymal stem cells do
not express HLA (I and Il) markers, which are important in immune response, but weakly express proteins related
to main epithelial layers of human skin (CK5, CK6 and CK14).

Conclusion: The absence of expression of HLA | and Il by flow cytometry in differentiated cells would promote the
use of them with allogenic character to construct human skin and cornea by tissue engineering, however, more
studies and protocols are required to confirm these preliminary results and to optimize in vitro differentiation of
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human mesenchymal stem cells.

INTRODUCCION

La biomedicina regenerativa es un drea multidisciplinar emer-
gente que pretende desarrollar nuevos productos o terapias que
permitan reparar, sustituir o regenerar tejidos y érganos dafados
de pacientes (1). La mayoria de los tratamientos que existen hasta
la fecha tienen limitaciones (2,3), lo que ha puesto de manifiesto
la necesidad de buscar nuevas estrategias, para lo cual se esta in-
vestigando con células madre autdlogas o alogénicas, de diferen-
tes tipos (4): células madre embrionarias humanas (hESCs), células
madre pluripotentes inducidas humanas (hiPSCs), y células madre
adultas (ASCs), donde se incluyen las mesenquimales troncales
(CMTs), las hematopoyéticas y las tejido-especificas.

Debido a los inconvenientes que conlleva el uso de hESCs y
las hiPSCs (5), las ASCs, principalmente las células mesenquimales
troncales (CMTs), se han convertido en la terapia mas extendida,
gracias a su rapida disponibilidad y probada seguridad (6). Estas
son células madre multipotentes, que pueden obtenerse de dife-
rentes tejidos como gelatina de Wharton (GW), tejido adiposo (TA)
o médula 6sea (MO) (7) y diferenciarse, segun las condiciones o
factores del medio de cultivo utilizados, a células mesodérmicas
(8,9), pero también a otros linajes no mesodérmicos (7).

Actualmente, estas células se aplican en campos como el
cancer, la inmunoterapia, la ingenieria de tejidos y la regeneracién
tisular (7), como por ejemplo en piel y cérnea (10,11). La
regeneracion de tejidos dafiados requiere células capaces de
proliferar, diferenciarse y contribuir funcionalmente al proceso
regenerativo (7), por ello, el uso de hCMTs resulta esperanzador
debido a las caracteristicas que poseen y a su facilidad de obtencién.

Tanto la piel como la cérnea son dos tejidos constituidos
por varias capas de células, donde la mas externa sirve de barrera
protectora y esta constituida por células epiteliales, queratinocitos
en el caso de la piel y células epiteliales limbares en el de la cornea,
por lo que resulta fundamental el estudio de diferenciacién de
hCMTs a células de linaje epitelial.

Para que las hCMTs puedan utilizarse como medicamento
o como parte de estas terapias clinicas, su produccién debe
desarrollarse dentro de salas blancas o de GMP (Good
Manufacturing Practices), las células deben de caracterizarse de
forma adecuada y someterse a multiples controles de calidad como
analisis de viabilidad celular, esterilidad, analisis de micoplasmas,
endotoxinas y cariotipo.

La International Society of Cellular Therapy (ISCT) ha esta-
blecido los criterios (12) que deben de cumplir las hCMTs para
su correcta caracterizacion y que puedan ser aprobadas como

terapias avanzadas: capacidad de adherencia a plastico, la capa-
cidad de diferenciacién a adipocitos y osteocitos, la expresion
de una serie de marcadores de superficie celular (CD90, CD73,
CD105 y CD44) y la no expresion de otros (CD45, CD19, CD11b
y HLA-DR) (13).

Dentro de estos marcadores, destacan los relacionados
con el sistema HLA, un grupo de genes polimorficos que codifi-
can para tres glicoproteinas: I, Il y Ill, importantes en las funcio-
nes inmunoldgicas (14). Los HLA de clase | (A, B y C), se expre-
san en casi todas las células nucleadas y plaquetas y presentan
péptidos intracelulares a células T citotdxicas (15), mientras que
los de clase Il (DR, DQ y DP) se encuentran exclusivamente en
células del sistema inmune, presentando péptidos exégenos a
células T helper (16).

La baja expresion de marcadores HLA tipo | y Il y la ausen-
cia de algunas moléculas co-estimuladoras como CD80, CD86 y
CD40 ha favorecido su uso alogénico en diferentes patologias
por su baja inmunogenicidad. Sin embargo, existe cierta con-
troversia en la literatura sobre si el proceso de diferenciacién
a otras estirpes celulares favorece la expresién de marcadores
HLA (15-20).

El objetivo de este estudio es aislar y caracterizar dos li-
neas celulares de hCMTs de distintos origenes (TA y MO) con
la realizacién de todos los controles de calidad GMP y en una
segunda fase inducir la diferenciacién epitelial in vitro mediante
su cultivo con medios especificos y analizar la posible variacion
en la expresion de marcadores HLA clase | y Il mediante citome-
tria de flujo.

MATERIALES Y METODOS

2.1. Caracterizacidn y control de calidad de las Células Me-
senquimales Troncales Humanas (hCMTs)

Se ha trabajado con dos lineas celulares de hCMTs, una deri-
vada de tejido adiposo (TA) procedente de excedentes de muestras
de la Unidad de Produccién Celular e Ingenieria Tisular (UPCIT) del
Complejo Hospitalario Universitario de Granada, y otra derivada de
médula 6sea (MO), procedente de excedentes de muestras de con-
trol de calidad que son enviadas a la UPCIT de Granada; previamen-
te los donantes firman el consentimiento informado autorizando el
uso en investigacion de las células. Ambas lineas se aislaron y culti-
varon en medio de células mesenquimales troncales (MCMT) (17),
realizando pases celulares hasta conseguir 12 millones de células
necesarias para el estudio de diferenciacién.

Caracterizacion celular y estudio de expresion de HLA | 'y Il en células mesenquimales troncales humanas diferenciadas in vitro
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2.1.1. Viabilidad y cuantificacion celular

Cuando las hCMTs alcanzan una confluencia cercana
al 100%, se retira el medio de cultivo y se lavan con PBS (1
mL/25cm?). Posteriormente, se incuban con TryplLE Select 1x
(1 mL/25cm?) 5 minutos a 372C, 5% CO, y 80% de humedad
relativa, tras lo cual, se neutraliza con el doble de volumen de
medio de cultivo. Se recogen las células en tubos de 50 mL y
se centrifugan 10 minutos a 1500 rpm. Se retira el sobrena-
dante y se resuspende en el medio de cultivo correspondiente.
Finalmente, en un eppendorf de 0,2, se diluyen las hCMTs en
Trypan Blue a una proporcion 1:10 (v/v), y se cargan por capi-
laridad en una camara de Neubauer. que permite, con ayuda
del microscopio, realizar el recuento celular.

2.1.2. Esterilidad

La esterilidad se estudia utilizando el sistema BacT/ALERT’
3D, para lo cual, al realizar un cambio de medio o pase celular
dentro de la CFL, se recoge el medio en el que se encontraban
las hCMTs, incubandose 1 mL en cada uno de los frascos co-
merciales de analisis de microorganismos anaerobios y aero-
bios. Estos, por su composicion, permiten el crecimiento de un
tipo de microorganismo, y gracias al carbdn activo, neutralizan
el efecto de los antibidticos que pueda haber en el medio, evi-
tando falsos negativos.

Las muestras se mantienen 7 dias en incubacién, contro-
ladas por el sistema cada 10 minutos, periodo tras el cual, si
no se observa ningun cambio colorimétrico, se aseguran las
condiciones de esterilidad.

2.1.3. Analisis de Micoplasmas

En la deteccion por PCR del ADN de micoplasmas
en el sobrenadante del MCMT, se utiliza el kit comercial
Venor‘GeM, validado segun la Farmacopea Europea, que in-
cluye los controles interno y positivo (ADN de Mycoplasma
orale). Los cebadores del kit son especificos para una region
codificante altamente conservada del ARNr 16S del genoma
de Micoplasma, lo que permite la deteccién de varias espe-
cies.

En primer lugar, tras reconstituirse los reactivos y con-
servarse segun las indicaciones del kit, la muestra de medio
se calienta a 952C durante 10 minutos, se centrifuga durante
5 segundos y, se recoge el sobrenadante en un eppendorf es-
téril, descartando el sedimento. Al mismo tiempo, se prepara
la mezcla de reaccién de PCR siguiendo las instrucciones del
kit y se reparten 23 plL en cada tubo de reaccién, anadiendo 2
uL de muestra, 2 puL de control positivoy 2 puL de agua libre de
DNA (C. Negativo) respectivamente. Estos se introducen en el
termociclador con el siguiente perfil térmico: 1 ciclo a 94°C
30 segundos, 39 ciclos de tres pasos (942C 30 segundos, 552C
30 segundos y 72°C 30 segundos) y mantenimiento a 49C.

Una vez terminado el proceso, se le afiaden 6 pL de Loading
Dye 5x a cada uno, mezclando bien con pipeta. Finalmente, 5 plL
de cada tubo y del marcador de peso molecular se cargan en los
pocillos del cassette y se corren las muestras en el gel, a 275V
durante 4 minutos con la luz UV encendida y la luz del laboratorio
apagada.

En todos los carriles debe observarse una banda de 191 pb
correspondiente al control interno, mientras que en el carril del
control positivo debe observarse adicionalmente una banda de
267 pb.

2.1.4. Cariotipo

Las hCMTs se siembran en cinco Chamber Slide” (3000 célu-
las/cm?) con unos 3 mL de MCMT. Se incuban en la estufa a 379C,
5% CO,, cambiando el medio cada 2-3 dias hasta que alcancen
una confluencia del 60-70%. El dia antes de proceder a la detec-
ciéon en metafase, se afiaden 120 pL de colcemida (0,4 pg/ml),
dejandolos en incubacién toda la noche. Al dia siguiente se des-
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echa el medio, se lavan con 2 mL de KCl 75mM, una solucién
hipotdnica que provoca la lisis celular y salida de cromosomas,
y se incuban durante 30-35 minutos con 3 mL de KCI 75mM.

Transcurrido ese tiempo se afiaden 3 mL de fijador de
Carnoy (metanol y acido acético glacial en proporcion 3:1
(v/v)) y se incuban durante 3 minutos a temperatura ambien-
te (3X). Finalmente, se despegan los portas y se dejan secar,
para posteriormente ser enviados al laboratorio de Citogené-
tica del servicio de Analisis Clinicos del Hospital Universitario
Virgen de las Nieves, donde se obtienen las bandas G me-
diante la tincidn de Giemsa.

Para la tincion, se tratan los portas con 2 mL de tripsina
al 0,05% (g/v) en PBS entre 10 y 30 segundos, se lavan con
agua destilada y se tifien con Giemsa al 5% (v/v) en agua des-
tilada durante 15 minutos. Por ultimo, se lavan con abundan-
te agua y se interpretan los resultados al microscopio.

2.1.5. Diferenciacion a adipocitos (ADP) y osteocitos
(OST)

Se siembran 4 T25 (dos controles negativos y dos para
diferenciar) a una densidad de 12.000 cél/cm?y 4-5 mL de
MCMT. Se incuban a 372C y 5% CO, y se cambia de medio
cada 2-3 dias hasta que alcancen una confluencia del 85-90%
para comenzar la diferenciacién a adipocitos, y del 100% para
la diferenciacién a osteocitos.

Los medios de diferenciacion utilizados y los protocolos
establecidos tanto para la diferenciacion como para la tincion
con Oil Red O y Alizarin Red S, se encontraban previamente
descritos (18).

2.1.6. Analisis fenotipico por citometria de flujo (CMF)

Para terminar la caracterizacion de las hCMTs se utili-
za la CMF, utilizando anticuerpos monoclonales especificos
frente a distintas proteinas de superficie, en este caso CD90,
CD73, CD105 y CD 44 > 80 % y CD45, CD11b y CD19 < 20 %,
ademas de los HLA de clase | (HLA-A, HLA-B, HLA-C) y el HLA
de clase Il (HLA-DR) < 20% (BD Biosciencies, San Jose, CA,
USA). Este panel de anticuerpos monoclonales esta estableci-
do por el Servicio de Andlisis Clinicos (Seccion de Citometria/
Biopatologia tumoral) del Hospital Universitario Virgen de las
Nieves, para identificar hCMTs, al cual se le ha incluido el HLA
de clase I.

Se recogen 1 millén de hCMTs/tubo que se centrifugan
30-60 segundos a 8.000-14.000 rpm y resuspenden en 0,5 mL
de PBS. El tubo se envia al Servicio de Anlisis Clinicos, que
prepara las siguientes combinaciones de marcadores con 7 plL
de cada anticuerpo:

Tubo 1 (control isotipos): 1gG1 PerCP-Cy5, IgG1 PE, 1gG1
FITCy IgG1 APC

Tubo 2: CD45-FITC / CD19 PerCP-Cy5 / CD73-PE / CD90-
APC

Tubo 3: HLA-DR-FITC / CD105-PE / CD11b-APC / CD44
PerCP-Cy5

Tubo 4: HLA-ABC-APC

A cada tubo se le afladen 100.000 de hCMTs, se mezclan,
agitando suavemente y se incuban 30 minutos a temperatura
ambiente. Después, se lavan con PBS y centrifugan 5 minutos a
1.500 rpm (2X). Por ultimo, se resuspenden en 0,5 mL de PBS y
se analizan inmediatamente, adquiriendo un minimo de 5.000
eventos para cada tubo.

Para la interpretacidn de los resultados se establecen las
ventanas de lectura y con el programa Infinicyt™ se analizan
los histogramas determinando la expresion y porcentajes de cada
uno de los marcadores.

Caracterizacion celular y estudio de expresion de HLA |y Il en células mesenquimales troncales humanas diferenciadas in vitro
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2.2. Diferenciacion in vitro de las hCMTs a células de linaje
epitelial

Las hCMTs derivadas de TA y MO se mantienen en cultivo
con sus correspondientes pases hasta que se obtiene una canti-
dad minima de 12 millones, que se siembran en dos factorias de 1
piso (9.524 hCMTs/cm?). En este momento, las hCMTs se incuban
con 100 mL/factoria de medio de diferenciacién a queratinocitos
(MQT), el cual esta constituido, ademas de por DMEM, suero bovi-
no fetal, glutaminay antibidticos (anfotericina B y gentamicina) que
son componentes habituales de los medios de cultivo, por factores
de crecimiento epidérmico y de queratinocitos (19) que estimulan
la proliferacidn, debido su capacidad mitogénica, y diferenciacion
celular a estirpe epitelial al actuar sobre receptores especificos de
superficie celular que activan los procesos de morfogénesis del epi-
telio y reepitelizacidon . Con este, se mantienen entre 3 y 4 sema-
nas hasta que adquieran una morfologia esférica y formen colonias
tipicas de queratinocitos, cambiando el medio cada 2-3 dias.

2.2.1. Andlisis histoldgico e inmunohistoquimico de las célu-
las diferenciadas

Tras la diferenciacidn, las células se recuperan, cuentan y de-
termina su viabilidad. Para realizar el estudio, se recogen en dos
eppendorfs con tapdn de rosca, 1 millén de hCMTs/tubo que se
centrifugan 30-60 segundos a 8.000-14.000 rpm y se retira el so-
brenadante dejando sélo el pellet. Un tubo se envia al Servicio de
Anatomia Patologia del Hospital Universitario de Granada, mien-
tras que el otro se conserva a 42C por si fuese necesario repetir el
experimento.

Para determinar la histologia, se realiza una tincién de Hema-
toxilina y Eosina (H&E), mientras que para la inmunohistoquimica
se estudian las siguientes proteinas: CK Multi-Pan Clon MNF116
(CK5, 6, 8 17y 19), CK14 y vimentina (10, 20, 21).

El pellet celular se fija con formol tamponado al 4%, durante
aproximadamente 12-24 horas, a continuacion, con un papel
muy fino, se rescata el pellet y se introduce en un cassette en el
procesador de tejidos ON (el cassette pasa por formol, alcohol 1009,
xilol y parafina). Al dia siguiente se realiza el bloque de parafina en
una estacién de inclusidn y se corta con un micrétomo a 2,5 micras.

Para la histologia, se afiade la tincion de H&E a los cristales y
se deja secar 24 horas a 372C 0 1 hora a 602C.

Para la inmunohistoquimica, el pellet celular embebido en
parafina requiere un desenmascaramiento antigénico, que en el
caso de las CK-pan, la CK14 y la vimentina se realiza con EDTA (pH
8), 20 minutos a 952C dentro de un maédulo PT Link.

Tras esto, se bloquea con peroxidasa durante 10 minutos, se
incuba otros 10 con el anticuerpo primario y lo mismo con el se-
cundario. A continuacidn, se incuba con un polimero durante 15
minutos y se revela con diaminobencidina (DAB), al cual durante 2
minutos se le aflade un amplificador especifico. Ademas, se realiza
una contratincidon con Hematoxilina (Hx) durante 20 segundos.

Entre cada fase del proceso se lava con buffer y tras la Hx,
con agua para azulearla. Finalmente se deshidrata (con alcoholes
crecientes 962-1002) y se aclara con xilol para su posterior montaje
y deteccion.

2.2.2. Andlisis fenotipico y HLA por CMF de las células diferencia-
das

Se recuperan las células y la técnica y los marcadores utili-

zados en este caso son iguales a lo descrito anteriormente (véase
el punto 2.1.6.).

RESULTADOS

3.1. Control de calidad y caracterizacion de las hCMTs pro-
cedentes de TAy MO
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Se analiz6 la viabilidad de ambas lineas a lo largo de todo el pro-
ceso, que se mantuvo por encima del 80%, y en cuanto al nimero de
células, cabe destacar la mayor velocidad proliferativa de las proce-
dentes de MO durante la fase de expansion y una menor proliferacién
que las de TA tras la induccién de la diferenciacién. En la figura 1a se
indica ademas la tasa de expansion y duplicacién celular. (Figura 1a).
En lo referente a la esterilidad, la prueba con el sistema BacT/ALERT"
3D resulté negativa a los 7 dias, igual que el andlisis de micoplasmas,
debido a la ausencia de las bandas caracteristicas de peso molecular
de micoplasmas (267 pb) (Figura 1b). Al realizar el cariotipo de ambas
lineas celulares de hCMTs, se descartd la presencia de alteraciones ge-
néticas a nivel cromosdmico en ambas lineas (Figura 1c).
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Figura 1. Resultados de la prueba del control de calidad de las hCMTs.
A la izquierda las de Tejido Adiposo (TA) y a la derecha las de Médula
Osea (MO). A) Grdficos de viabilidad y cuantificacién celular a lo largo
de todo el proceso, con los valores de Tasa de Expansion y Duplicacion
Celular, antes y durante el proceso de diferenciacion, B) Resultados de
la PCR para la deteccion de Micoplasmas y C) Imagen del cariotipo.

Para la caracterizacion de las hCMTs, ambas lineas celulares
se diferenciaron a adipocitos y a osteocitos. Tras mantenerlas tres
semanas con los medios de diferenciacidén correspondientes, se ti-
fieron de manera especifica, con Qil Red O los adipocitos y con Ali-
zarin Red S los osteocitos, observandose en ambos casos un color
rojo caracteristico, correspondiente a los depdsitos de lipidos y calcio
respectivamente, que no estaba presente en los controles (Figura 2).

A)

Diferenciacion
a Adipocitos

©)

Diferenciacion
a Osteocitos

Figura 2. Resultados de las pruebas de diferenciacion de las hCMTs
a Adipoctios y Osteocitos. A) Control negativo de diferenciacion
a Adipocitos, B) Prueba de diferenciacion a Adipocitos, de color
rojo las gotas lipidicas tefiidas de Oil Red O, C) Control negativo de
diferenciacion a Osteocitos y D) Prueba de diferenciacion a Osteocitos,
de color rojo los depésitos de calcio tefidos de Alizarin Red S.
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Las hCMTs se caracterizaron también mediante un analisis
por citometria de flujo (CMF), con el cual se comprobd la expre-
sion de marcadores requeridos por la Sociedad Internacional de
Terapia Celular y la ausencia de expresion de los marcadores HLA
de clase I 'y clase Il (Tabla 1).

Alvaro Sierra-Sdnchez

Criterios Resultado Resultado
Marcador de aceptacion HCMTSTA HCMTS MO
(% células (% células (% células
positivas) positivas) positivas)
cd4s <20% 0 0
cd19 <20% 0 0
cd11lb <20% 0 0
hla-dr <20% 0 0
(clase ii)
hla-abc *sin 0 0
(clase i) determinar
cd90 >80% 99% 96,9%
cd73 >80% 96% 99,7%
cd105 >80% 95% 99,3%
cd44 >80% 99,5% 99,6%

Tabla 1. Resultados de la Citometria de flujo antes de la diferenciacion
de las hCMTs de TAy MOy criterios de aceptacion para ser consideradas
como células madre. *HLA-ABC no estad descrito como marcador tipico
de células madre pero se ha incluido para observar posibles diferencias
tras el proceso de diferenciacion.

3.2. Estudio de diferenciacion in vitro de las hCMTs a células
de linaje epitelial

Las hCMTs se diferenciaron y mantuvieron durante 3 sema-
nas las de TA y durante 3 y 4 semanas las de MO, al observarse un
proceso de diferenciacion mas lento. Tras ese periodo, se recupera-
ron y prepararon para su analisis histoldgico, inmunohistoquimico
y fenotipico.

El andlisis realizado demostré indicios de diferenciacion de las
hCMTs a células de linaje epitelial. Desde el punto de vista histold-
gico, la tincidon de H&E determind el cambio de morfologia celu-
lar con presencia de células de aspecto epitelioide, similares a los
queratinocitos de la piel o las células limbares de la cérnea. En el
estudio inmunohistoquimico, el analisis de los marcadores de cito-
queratinas (CK5, 6 y 14) y filamentos intermedios (vimentina), re-
vel6 una menor diferenciacion de las hCMTs de MO a las 3 semanas
(Figura 3), debido a la expresion minima de estos marcadores. En
el caso de las hCMTs de TA y MO diferenciadas a las 3 y 4 semanas
respectivamente (Figura 4), se observd un leve incremento de la
expresion de los marcadores.

El analisis por citometria de flujo del panel de marcadores
definido mostrd (Tabla 2) una pérdida significativa de expresion de
CD73 y CD105, sobre todo a las 3 semanas de diferenciacion de las
de origen de TAy a las 4 de las de MO.

3.3. Estudio de expresion de HLA | y I
La expresidn de los marcadores de HLA | y Il fue negativa en

las células en las que se indujo la diferenciacién tanto de origen de
MO como de TA a las 3 y 4 semanas (Tabla 2).
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Figura 3. Imdgenes del andlisis histoldgico e inmunohistoquimico
de las hCMTs de MO diferenciadas durante 3 semanas. A) Tincion
con Hematoxilina y Eosina, B) Inmunohistoquimica de CK14, C)
PanCitoqueratina y D) Estudio de vimentina.

=

C) Pan-CK (CKS5 y CK6)

D) Vimentina

Figura 4. Imdgenes del andlisis histoldgico e inmunohistoquimico de
las hCMTs de MO diferenciadas durante 4 semanas. Se observaron
similares resultados en las hCMTs de TA diferenciadas durante 3
semanas. A) Tincion con Hematoxilina y Eosina, B) Inmunohistoquimica

de CK14, C) Pan-Citoqueratina y D) Estudio de vimentina.

Resultado Resultado
Resultado
QT DE ar ar
Marcador HCMTS TA DEHCMTS DEHCMTS
(% Célula mo mo
ositivas) (% Células (% Células
P positivas)-3S | positivas)-4S
CD45 0 0 0
CD19 0 0 0
CD11b 0 0 0
HLA-DR
(Clase 1) 0 0 0
HLA-ABC
(Clase 1) L e e
CD90 93,7% 98% 97,8%
Expresion
CD73 débil 94,3% 33%
CD105 Débil o 98,1% 25%
negativo ’
CD44 95,1% 97,99% 96,1%

Tabla 2. Resultados de la Citometria de flujo después de la diferenciacion
de las hCMTs de TA y MO (3 y 4 semanas).
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DISCUSION

La diferenciacidn in vitro de hCMTs de diferentes origenes
(TA'y MO) a células de estirpe epitelial, durante 3 y 4 semanas
es compleja como sugieren estudios previos (10,11). Los analisis
histolégicos e inmunohistoquimicos realizados han mostrado
indicios de diferenciacion epitelial como el cambio de la mor-
fologia celular y la expresion tenue de proteinas especificas ep-
iteliales (10,20,21). El anélisis por citometria de flujo de marca-
dores especificos para células mesenquimales ha mostrado la
disminucion de la expresion de algunos marcadores como CD73
y CD105 y la ausencia de expresion de los HLA | y Il podria tener
interesantes implicaciones en el dmbito de la regeneracidn tisu-
lar al facilitar el uso de células alogénicas.

La adecuada caracterizacion celular (26), antes de la
diferenciacion, acompafiada de sus correspondientes controles
de calidad en el contexto GMP, son requisitos necesarios
imprescindible para asegurar que se esta trabajando con hCMTs
utiles para ensayos in vitro o in vivo.

En este estudio, los controles de calidad de las hCMTs
muestran una viabilidad celular superior al 80% en todo el
proceso de expansion y diferenciacién, siendo menor en esta
ultima etapa debido a que se somete a las células a un cambio
critico. En cuanto a los estudios de esterilidad y andlisis de mico-
plasmas, ambos han resultado negativos, indicativo de que las
condiciones de trabajo y mantenimiento de los cultivos es el ad-
ecuado, evitandose asi el crecimiento de microorganismos que
afectarian a los resultados obtenidos. Por ultimo, el cariotipo
normal de ambas lineas, descarta cualquier anomalia genética
del tipo aneuploidia o euploidia, y constituye uno de los con-
troles de calidad necesarios para el trabajo en un entorno GMP,
en futuros estudios sera necesario la realizacion de cariotipos
seriados durante en el proceso de diferenciacién celular.

Las hCMTs de TA y MO se adhieren facilmente a los fra-
scos de cultivo, perdiendo esta capacidad Unicamente al final
del proceso de diferenciacion a células epiteliales, que no son
capaces de adherirse a plastico (22). Ademas, las hCMTs se han
diferenciado a adipocitos y osteocitos y el andlisis fenotipico ha
mostrado ausencia de expresion de marcadores como CD45,
CD11by CD19 Yy relacionados con la respuesta inmune (HLA-DR)
y la expresion de otros marcadores como CD90, CD73, CD105 y
CD44 (13).

Las hCMTs de TA, han mostrado indicios de diferenciacion
epitelial a partir de las 3 semanas tras los analisis histolégicos
e inmunohistoquimicos. Estas, han expresado débilmente
proteinas especificas de piel (CK5, 6y 14), implicadas en procesos
de estabilidad epidérmica debido a su capacidad de unién por
desmosomas y hemidesmosomas (CK5 y 14) y de migracion
y reepitelizacién (CK6) (23); y de de filamentos intermedios
(vimentina) importantes en uniones celulares (desmosomas)
(24); y han dejado de expresar, casi totalmente, los marcadores
CD73 (ecto-5'-nucleotidasa) y CD105 (endoglina), proteinas
implicadas en la proliferacién y adhesion celular (25,26).

Las hCMTs de MO, han necesitado 4 semanas para mostrar
indicios de diferenciacién y la expresién de CD73 y CD105, no
se ha visto tan reducida como en el caso de las células de TA,
lo que sugiere mas dificultades para la diferenciacién a células
epiteliales.

La inclusién de la caracterizacidon de los HLA de clase |
(HLA-A, HLA-B, HLA-C) y de clase Il (HLA-DR), relacionados con
la respuesta inmune, constituye un aspecto interesante de este
trabajo. En las células estudiadas, tanto de TA como de MO, no
se han expresado HLA de clase | y Il, ni antes ni después de la di-
ferenciacion, lo que favoreceria el uso de estas células de origen
alégenico en constructos de piel o cérnea creadas por ingenie-
ria de tejidos. Sin embargo, merece la pena destacar que estos
resultados podrian verse modificados dependiendo del estado
de las hCMTs, puesto que segun algunos estudios, estas pueden
expresar HLA | (17,27,28) o no (29), lo cual parece que se debe
al numero de pases que las células han sufrido antes del analisis
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fenotipico, al observarse que a partir de 20 existe una expresiéon
significativa del mismo (30), indicativo de que las caracteristicas
de las hCMTs varian con la edad, perdiendo plasticidad celular,
con lo que habria que tenerlo en cuenta en futuros estudios.

Aunque los resultados de este estudio son interesantes,
la optimizacidon del proceso de diferenciacién in vitro, el uso de
marcadores inmunohistoquimicos mas especificos y determinar
si con el tiempo en cultivo las células modifican su perfil de ex-
presion de HLA de clase | son algunas de las limitaciones de este
trabajo.

CONCLUSIONES

La ausencia de expresion de marcadores de HLA tipo | y II
en células hCMTs de TA y MO que han mostrado indicios de dife-
renciacion epitelial in vitro, sugieren su potencial uso alogénico
en tejidos creados por ingenieria de tejidos como la piel o cérnea
disminuiria el riesgo de rechazo, sin embargo, son necesarios mas
estudios a nivel preclinico para confirmar estos resultados preli-
minares.
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Resumen

Objetivos: Los objetivos fueron mejorar la adherencia al listado de verificacidn quirdrgica (LVQ), identificar barre-
ras y reclamar el apoyo de profesionales y pacientes.

Material y Métodos: Se registrd la participacion en el proyecto PaSQ-WP5/ LVQ entre 2013 y 2015: Plan de Accidn
con dos lineas de trabajo, dirigidas a profesionales y pacientes, que contemplaban rondas de evaluacién, analisis
de barreras, evaluacion de percepcion del listado mediante cuestionarios de la Hauté Autorité de Santé, forma-
cién en seguridad y disefio del folleto Cirugia Segura Salva Vidas.

Resultados: Los datos de presencia del LVQ en la historia clinica reflejaron una mejora estadisticamente significati-
va respecto a los iniciales. En 68,2% de las rondas se cumplimenté el listado correctamente. La opinion del profe-
sional sobre la utilidad del listado fue positiva en 79,8% y considerd que habia ayudado a identificar e interceptar
incidentes de seguridad en 25,6%. Sin embargo, resulté dificil de aplicar durante urgencias quirdrgicas (51,8%),
al enfermero le costé gestionar el listado (59,5%) y el intercambio de informacidn en voz alta se interrumpié con
frecuencia (51,2%). Del andlisis de barreras destacaron el sobre-registro, falta de liderazgo del gestor del listado,
escasa implicacion de facultativos y ausencia de trabajo en equipo.

Conclusiones: La implantacion del LVQ fue laboriosa pero la implicacion de profesionales y pacientes ayudo a
avanzar en la cultura de seguridad. La actitud general de los sanitarios es positiva y por tanto no se trata de
imponer el uso obligatorio del LVQ, sino de convencer de que su cumplimiento reduce los eventos adversos
evitables.

Abstract

Objectives: To improve the adhesion to the surgical safety checklist (SSC), identify barriers and claim the support
of professionals and patients.

Methods: The experience includes our participation in the Pasq-WP5 / SSC project, directed to surgical profes-
sionals and patients. An Action Plan was developed from 2013 to 2015 with two lines of work, one for profes-
sionals and other for patients; whose activities are: evaluation rounds, barrier analysis, evaluation SSC perception
(using Hauté Autorité de Santé questionnaires), safety training and brochure design Safe Surgery Saves Lives.
Results: Data of SSC in the medical record reflect a statistically significant improvement. In 68.2% of the rounds,
SSC was filled in correctly. Professional opinion on the usefulness of SSC is positive in 79.8%; consider that it is
difficult to apply in emergency in 51.8%, it is difficult for a nurse to manage the SSC in 59.5%, the exchange of
information aloud is difficult to obtain in 51.2% and the SSC has helped identify and intercept security incidents
25.6%. Analysis of barriers includes the over-registration, lack of leadership SSC manager, limited involvement of
doctors and lack of teamwork.

Conclusions: The involvement of professionals and patients will help further progress in safety culture. The goal is
not to impose the SSC, but convinced that compliance reduce preventable adverse events.
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INTRODUCCION

Los procedimientos quirdrgicos son una parte muy im-
portante de la actividad asistencial de un hospital y, por tanto,
su calidad y seguridad son un motivo de preocupacién comun
a todos los sistemas sanitarios. En 2004 la Organizacion Mun-
dial de la Salud (OMS) cred la Alianza Mundial para la Seguri-
dad del Paciente con el fin de promover la sensibilizacion y el
compromiso politico de mejorar la seguridad de la atencion
sanitaria. Un elemento fundamental del trabajo de la Alian-
za es la formulacién de retos mundiales por la seguridad del
paciente, motivo por el cual en el afio 2008 promovid su “Se-
gundo reto mundial por la seguridad del paciente: la cirugia
segura salva vidas”. La iniciativa propuso la implementacion
de un instrumento de verificacion documental: el Listado de
verificacion quirdrgica (LVQ), que contribuyera a garantizar
el cumplimiento de las normas basicas de seguridad en los
procedimientos quirurgicos, actuara como barrera a los inci-
dentes adversos y acreditara la buena praxis de los profesio-
nales implicados (1). Poco después, en 2010, el Ministerio de
Sanidad publicé la Guia de Practica Clinica para la Seguridad
del Paciente Quirdrgico en la que se valoraba la utilizacién del
listado con nivel de evidencia de calidad baja y recomenda-
cion fuerte (2).

En este sentido, la Red Europea de Seguridad del Pacien-
te y la Calidad Asistencial (PaSQ) es un proyecto cofinanciado
por la Comisidon Europea dentro del Programa de Salud Publi-
ca que pretende facilitar el intercambio de experiencias entre
los estados miembros de la Unién Europea que participan en
la implementacion de practicas seguras, entre las que se en-
cuentra la cirugia segura. Espafia participa como socio activoy
coordinador desde la Subdireccién General de Calidad y Cohe-
sion del Ministerio de Sanidad, Servicios Sociales e Igualdad.

El Hospital General Universitario Reina Sofia de Murcia,
adherido al proyecto PaSQ, es un hospital de segundo nivel
que atiende un area de salud con una poblaciéon cercana a los
200.000 habitantes y dispone de 12 quiréfanos con un tiempo
efectivo de ocupacidon medio superior al 89% en cirugia ma-
yor. Nuestra experiencia con la implantacién del LVQ fue pre-
sentada en la Conferencia Europea de Seguridad del Paciente:
Implementacidn de practicas seguras en el marco de la accién
colaborativa PaSQ celebrada en octubre de 2015 en Madrid y
tuvo una buena acogida entre los expertos. Presentamos un
trabajo que, pese a no tratarse de un estudio directamente
extrapolable, analiza la situacidn actual de muchos servicios
sanitarios y los posibles factores asociados al fracaso de la im-
plantacion del check-list, creando un ambiente favorable para
el debate sobre la correcta aplicacién de la normativa sobre
seguridad en quiréfano.

Objetivos

Generales: Mejorar la adherencia al listado de verifica-
cién quirurgica. Reclamar el apoyo de los profesionales y pa-
cientes

Especificos: evaluar la percepcién del LVQ en el area qui-
rurgica, identificar las barreras que dificultan su implementa-
cion, y constituir una red permanente de trabajo, colaborativa
y estable, en torno a la calidad y seguridad del paciente qui-
rurgico.

MATERIAL Y METODOS

La poblacion diana a la que se dirigid la experiencia fue-
ron los profesionales del area quirurgica, médicos y enferme-
ros, de todas las especialidades quirurgicas de nuestro hospital
(cirugia general, traumatologia, ginecologia, urologia, derma-
tologia, oftalmologia, cirugia maxilofacial y otorrinolaringolo-
gia) y anestesia. De igual forma se desarrollaron actividades
dirigidas a los pacientes intervenidos de forma programada y
de urgencias, con o sin ingreso hospitalario.
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Como consecuencia de nuestra adhesion al proyecto se
elabord un Plan de Accidén, adaptando el LVQ a las caracteris-
ticas de nuestra institucién y tomando como referencia los da-
tos de situacién previa, evaluados mediante nivel de cumpli-
mentacidn del listado (datos de 2013) y los de la observacién
directa realizada durante 2012.

En la observacién se evalud el seguimiento de la meto-
dologia recomendada por la OMS. Para ello se instruyé a cinco
observadores y se realizd un estudio de concordancia de atri-
butos para la evaluacidon de sus respuestas (indice de concor-
dancia de Kappa). Se diferencié cada uno de los tres momen-
tos del listado: entrada, pausa y salida.

El plan de accidn consta de dos lineas de trabajo, una di-
rigida hacia los profesionales y otra hacia los pacientes, organi-
zadas por las siguientes actividades en el periodo 2013-2015:

I. Actividades dirigidas hacia los profesionales:

e Nombramiento de un facultativo, especialista en cirugia
general, como responsable del proyecto.

e Difusion a los servicios quirurgicos de la incorporacion
del hospital a la accién cooperativa PaSQ-WP5/Listado de veri-
ficacién quirurgica, recordando la responsabilidad de que esta
practica segura debe ser asumida por todos los miembros del
equipo quirurgico.

e Revision y modificacion del procedimiento del listado
de verificacion (elaborado en 2009) sin variar el nimero de
items, adaptandolo a nuestro flujo de pacientes y circuitos
de trabajo e incluyendo las responsabilidades especificas de
cada miembro del equipo quirurgico en la cumplimentacion
del mismo.

e Formacion de un equipo de siete profesionales como ins-
tructores del listado. Para la formacién se utilizé el video “Co-
necta con la lista OMS”, realizado e interpretado por profesio-
nales de nuestro hospital y disponible en la pagina web de mur-
ciasalud (http://www.murciasalud.es/pagina.php?id=231052).

e Evaluacién del nivel de cumplimentacion del listado en
los pacientes intervenidos.

Realizacion de rondas de evaluacién, cuyo objetivo fue
monitorizar in situ la correcta cumplimentacion del listado y
asesorar en los errores identificados. Se hizo especial hincapié
en el trabajo en equipo y mejora de la comunicacion. Las rondas
fueron realizadas por los instructores formados a tal efecto.

e Evaluacion de la percepcién del listado por parte de los
profesionales, mediante una encuesta extraida de los cuestio-
narios de la HAS (Hauté Autorité de Santé), aportados por el
Proyecto de la Red Europea para la Seguridad del Paciente y la
Calidad Asistencial (figura 1).

e Andlisis de barreras, que se realizé utilizando la técnica
de tormenta de ideas y grupo nominal.

Formacion en seguridad a todos los miembros del equi-
po quirdrgico. Se programaron diez sesiones de 20 minutos,
que versaron sobre los incidentes de seguridad notificados
relacionados con errores de identificacion, sitio equivocado,
errores de muestras, etc.; se enfatizé en la cultura del trabajo
en equipo y el aprendizaje de los errores como base del LVQ,
en particular, y de la seguridad en el dmbito sanitario, en ge-
neral, asi como en la gravedad y relevancia de los sucesos que
se pueden evitar.

Colaboracion en un proyecto nacional de uso del listado
liderado por el Ministerio de Sanidad.

Evaluacién de los indicadores propuestos por la Joint Ac-
tion PaSQ: Porcentaje de pacientes intervenidos a los que se les
ha aplicado la LVSQ y mortalidad postoperatoria.
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Marca con una cruz lo que corresponda
cCirvjano LAnestesista LEnfermero cResidente oOtro

1. Totalmente &n
£ Cual es tu opinién sobre la utilizacidn del listade? desacuerdo 2 En
desacuerda 3. De acuerdo 4.
Muy de acuerdo

1 2 3 4

El listado mejora el intercambio de informacidn sobre el paciente yo
la intervencion dentro del equipo :
El listado permite la verificacion cruzada de ciertos puntos
esenciales antes de |a realizacién de la intervencian

El listado es una oportunidad para evitar errores o disfunciones
durante la realizacion de la intervencién

El listado contribuye a desarrollar la cultura de seguridad

El listado es un instrumento interesante para los profesionales en
formacién (médicos y enfermeros)

£ Cugles son las dificultades derivadas de la utilizacion del listado? 1 2 3 4
El listado es una formalidad administrativa suplementaria

Comporta una perdida de tiempo o enlentece |a actividad

Es inutil para ciertas infervenciones con experiencia

Es inutil para los equipos estables

Es dificil de aplicar en las intervenciones de urgencias

Es dificil para un enfermero gestmnar el listado, en partIcuBHr si no
tisne apoyo de los médicos

El intercambia de informacion en voz alta entre los diferentes
profesionales implicados es dificil de obtener

La eleccion de las respuestas es inapropiada/no lo bastants flexible
El listado puede ocasionar problemas medico-legales, en caso de
evento adverso

Percepcion global sobre la utilidad del listado

‘Considerando los aspectos positivos y negativos, usted diria que el
listado es 0t para mejorar la seguridad de los pacientes durante las
intervenciones guirdrgicas

Me sentiria seguro si tuviera que ser tratado como paciente &n este
establecimiento
Compartir informacion entre profesionales en el area quindrgica
antes de una intervencién es importante para la seguridad del
paciente
Me siento alentado por mis colegas a declarar todos los eventos
relacionados con la seguridad que yo pueda conocer
Los medicos y enfermeras trabajan en el area quirlrgica en equipos
bien coordinados
Los profesionales observan escrupulosamente las reglas o
recomendaciones establecidas en el area quirdrgica
Identificacion de eventos que no deben volver a suceder (sucesos centinela)
¢Ha observado en el curso del afio pasado tales eventos? Sl NO | NO SE

_Error de identificacion
Error de sitio quirirgico
Error de material implantado

_Olvido de material/compresa tras la intervencion
:El listado ha ayudado a identificar e interceptar eventos portadores de |
riesgos?
Error de identificacion
Error de sitio quirtrgico
Error de material implantado

Figura 1. Encuesta sobre percepcion del listado.
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II. Actividades buscando la implicacién de los pacientes:

Se disefio el folleto informativo Cirugia Segura Salva Vidas,
que se entregd al paciente en la consulta previa a la interven-
cién (Figura 2).

Informacidn para pacientes
Cirugia segura
salva vidas

AREA DE SALUD VI
MURCIA ESTE

Informacion para pacientes

Edita: Unidad Técnica de Comunicacion

Cirugia segura

salva vidas
AREA DE SALUD VII
( ’ MURCIAESTE
i n
Regioe de Murtia — L
' E;d..!‘r) ::0. P!L:Q::._“GENERA!, UNIVERSITARIO

Para una adecuada asistencia sanitaria es
aconsejable que el paciente colabore
actvamente con @ persenal médico y de
enfermeria

Los estudios indican gque cuando los pacientes

El Listade consta de un conjunto de controles de
seguridad para realizar en el quirdfano, con el
objetivo de conseguir una cirugia segura.

¢Qué es cirugia segura?

se involucran en su cuidado, se obtienen X
mejores resultados en su Proceso, La realizada en el lugar analdmico comecto,
tras haber sido identificado el pacients, y
Para ello, &5 preciso que esté informada y que comprobado, tanto el procedimiento a realizar
se una buena icacién entre como que se dispone de los medios

usted y los profesionales sanitarios dos para &l tipo de Ly
que el equipo esta preparado para afrontar
les eventos esperables durante el mismo y
en el periodo postoperatoric”,

La primera parte del Listado (denominada
ENTRADA), consta de unas preguntas que le
haran a usted cuando entre en el area
quirdrgica

Estas preguntas son

E{ Su nombre.

E{ El tipo de intervencién que le van a realizar,

El contenido de este folleto pretende informarie
de una de las iniciativas de la Organizacion

Mundial de |a Saled (OMS), que aborda la E{ La ;. dela
seguridad quinirgica como una prionidad de
salud plblica, Si ha firmado el consentimiento informadeo.

La iniciativa “Cirugia segura salva vidas tiene
como hermramienta el Listado de Verificacién de
Seguridad Quinirgica a

hacere participe, mplica
da forma activa en su proceso asistencial.

—

Figura 2. Folleto informativo Cirugia Segura Salva Vidas.

El objetivo del Listado es mejorar la seguridad
&n las intervenciones quirirgicas.

Esta actividad busca un doble objetivo, informar al usuario
de la utilidad del listado y promover la participacidn activa de los
pacientes en su propio proceso asistencial y en la seguridad en
el ambito quirurgico, estimulando el espiritu participativo del pa-
ciente e induciendo al profesional sanitario a desarrollar la activi-
dad asistencial en un dmbito seguro.
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Las variables utilizadas en el andlisis fueron:

1. Observacidn directa: Se valoré como correcta cuando el
momento de realizacién fue adecuado y todos los items del LVQ
se rellenaron al preguntarlo en voz alta.

2. Presencia del listado en la historia clinica de los pacientes
intervenidos.

3. Datos obtenidos de las rondas de evaluacion: Se sigue el
procedimiento en la ronda o no, y si no se sigue, si se hace reco-
mendacion para mejorar la metodologia del listado.

4. Cumplimentacion en los cuatro apartados diferenciados
de la encuesta de percepcién del listado.

5. Barreras detectadas

Los datos se analizaron mediante estudio estadistico para
las variables de interés. En la variable de observacion directa se
obtuvieron los intervalos de confianza al 95% del cumplimiento
de este item. Para el resto de variables, excepto en el caso de las
barreras, se ha calculado el porcentaje de incidencia contrastan-
do el crecimiento en el periodo considerado a través de un test no
paramétrico de proporciones.

Todos los anadlisis se realizaron con el paquete estadistico
IBM SPSS Statistics 19.0 (SPSS Inc., Chicago, Illinois, EEUU).

RESULTADOS

I. Previos a la experiencia. De los datos de la observacion
directa, destaca que el indice de Kappa fue de 0,59 (fuerza mo-
derada de concordancia). Se efectuaron un total de 96 observa-
ciones directas (de un marco muestral de 135 intervenciones),
obteniéndose un cumplimiento del 55,2% en la entrada (IC + 8,4),
un 26,1% (IC + 8,7) en la pausa y un 23% (IC + 8,4) en la salida, con
una fiabilidad del 95%.

Il. Resultados derivados de las actividades del Plan de Ac-
cion:

Los datos de presencia del listado en la historia clinica (fi-
gura 3) reflejan una mejora en el nivel de cumplimiento respecto
a las mediciones iniciales. Tras realizar un contraste para la dife-
rencia de proporciones, se observa que esta diferencia es esta-
disticamente significativa al ser p-valor asociado al contraste muy
pequeio, practicamente nulo.

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
0%
2013 | 2014
Incumplimiento| 33,4 19
® cumplimiento 66,6 | 81

Figura 3. Porcentaje de intervenciones en las que se ha implementado
el listado. gia Segura Salva Vidas.
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Durante 2015 se hicieron 66 rondas de evaluacién. Se cum-
plia la metodologia del listado en 68,2% y en 32,8% que no se
cumplia se hizo recomendacion. En la mayoria de las ocasiones en
las que no se cumplimentaba correctamente el listado, se hacian
las preguntas verbalmente y se rellenaba después.

La encuesta se entregd a 190 profesionales del drea quirdr-
gica (figura 4). La tasa de respuesta fue del 48% (92 encuestas).
La opinidn del profesional sobre la utilidad del listado es positiva
(puntuacidn igual o superior a 3) en 73 de los casos (79,8%). En
el apartado de dificultades derivadas de la utilizacion del listado,
58 casos (51,8%) consideran que es dificil de aplicar en las inter-
venciones de urgencias, 55 (59,5%) que es dificil para un enfer-
mero gestionar el listado y 47 (51,2%) creen que el intercambio
de informacién en voz alta entre los diferentes profesionales im-
plicados es dificil de obtener. A la pregunta sobre si el listado ha
ayudado a identificar e interceptar eventos portadores de riesgos
(errores de identificacion, sitio quirurgico, olvido de material y
error de material implantado) han respondido afirmativamente
23 encuestados (25,6%).

Del andlisis de barreras destaca el sobre-registro, falta de
liderazgo del gestor del listado, escasa implicacion de los faculta-
tivos y ausencia de trabajo en equipo.

Identificado de eventos 25,6
Percepcion positiva 78
Utilidad del listado es positiva 79,8
Formalidad

administrativa

-, Pérdida de tiempo

. Indtil en interv con
experiencia

i - - Initil equipos
Dificil en voz alta . iy

: estables
Dificil paras \ Dificil interv
enfermero urgencia
A f Indtil en coa q
Formalidad Pérdida de : Inutil equipos
M h . interv con
administrativa tiempo experiencia estables
44,8 32,5 16,1 17,2
Dificil interv Difici Dificil en voz Respuestas
urgencia para alta no
g enfermero flexibles
51,8 59,5 51,2 39,1
Problemas
legales
43,5

Figura 4. Resultados de la encuesta de percepcion.
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DISCUSION

La implantacién del LVQ en nuestro centro se inicié en 2009,
encontrando barreras desde el principio. Esta respuesta coincidid
con la de otros hospitales, como pudieron comprobar Soria et al.
en su estudio sobre las dificultades en la implantacion del listado
en los quiréfanos de la Regién de Murcia (3). Estas dificultades han
sido reconocidas, en centros nacionales e internacionales, como
un factor limitante en la aplicacién del listado de verificacidn (4)
(5). La participacion del hospital en el proyecto PaSQ-WP5/Lis-
tado de verificacion quirdrgica nos ha brindado la oportunidad
de compartir e intercambiar informacion y experiencias con otros
centros. En los ultimos afios ha aumentado considerablemente
la actividad quirudrgica en Espaiia, lo que ha supuesto un cambio
en buena parte de los procesos asistenciales. La introduccion de
nuevas técnicas, aunque menos invasivas, siguen siendo causa de
eventos adversos. Aunque simultaneamente a la evolucién técni-
ca han ido surgiendo practicas dirigidas a garantizar las condicio-
nes adecuadas de calidad y seguridad, como es el caso del LVQ
(6,7), parece que es mas facil el aprendizaje de técnicas complejas
que cambiar actitudes.

En este sentido, el uso del LVQ implica cambios tanto en los
sistemas como en el comportamiento de los equipos quirurgicos
(8); y si su objetivo es la optimizacion de la seguridad, se requie-
ren intervenciones educativas y en la conciencia de seguridad de
los profesionales sanitarios para mejorar la utilizacion efectiva del
LVQ (3, 4). La apreciacion de que el listado es un instrumento de
control administrativo, como una norma impuesta, a pesar de la
participacién en la elaboracion del procedimiento de numerosos
profesionales quirurgicos, ha supuesto un rechazo que debere-
mos salvar a base de potenciar actitudes seguras de los protago-
nistas, profesionales y pacientes. No se trata de imponer el uso
obligatorio del listado, sino de convencer de que su cumplimiento
reduce la posibilidad de eventos adversos evitables. Ademas, los
esfuerzos necesarios para hacerlo operativo varian considerable-
mente por hospital y segln las caracteristicas de la intervencion
(3). Nuestros datos muestran que la percepcién de los profesiona-
les hacia el listado es positiva, como en el analisis de Rodrigo Rin-
con et al. (9), lo que nos lleva a pensar que deberia ser aceptado
como una practica segura.

En la identificacion de barreras, y al igual que en otros estu-
dios, encontramos que la falta de liderazgo, el consumo de tiem-
po en su cumplimentacion sin un beneficio percibido, la dificultad
en la identificacién de la responsabilidad de cada profesional y la
escasa comunicacidn y ausencia de trabajo en equipo, son los fac-
tores que condicionan nuestra situacion actual (5). Muchas de las
barreras identificadas para el éxito de la implementacion del LVQ
dependen de la organizacién y factores culturales de cada centro
(5). No obstante, la percepcion global de la utilidad del LVQ en
nuestro caso fue positiva para cerca del 80% de los encuestados,
lo cual refleja una actitud favorable para continuar mejorando su
implantacion.

En el estudio de Haynes (8), la implantacion del LVQ se aso-
cié con una reduccidn significativa de las tasas de complicaciones
y mortalidad asociados a la cirugia. No obstante, otros estudios
no han encontrado una disminucién significativa de la morbimor-
talidad y sugieren que es posible que el LVQ sea menos efectivo
en la practica que como se sugeria en la literatura previamente
(10). En nuestra experiencia no hemos valorado la repercusién en
la morbi-mortalidad quirdrgica, ni si incrementa los gastos hospi-
talarios o alarga el tiempo de la intervencion, lo que constituye
una limitacién en nuestro estudio. Todos los esfuerzos han sido
dirigidos a intentar mejorar la implementacion de esta practica,
aunque lo tenemos previsto en un futuro inmediato.

No obstante, la finalidad de esta iniciativa, mejorar la segu-
ridad del paciente al intentar reducir los eventos adversos evita-
bles, justifica el esfuerzo empleado en optimizar la implementa-
cion del listado. Es mas, de forma andloga a los resultados de Fou-
rcade et al. (5), creemos que nuestros hallazgos y los derivados
del proyecto PaSQ tienen implicaciones relevantes para el disefio,
uso y valoracién del LVQ por parte de las autoridades nacionales
de salud. Igualmente, una mejora en la utilizacion del listado es
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posible y deberia ser considerado un objetivo a conseguir por
parte de programas de gestidn de calidad de los centros (3).

CONCLUSION

El Listado de Verificacion Quirdrgica es una herramienta
efectiva a la hora de mejorar la seguridad del paciente quirdr-
gico, que puede implantarse en las Areas Quirurgicas de cual-
quier hospital, aunque supone establecer una nueva dindmicay
asuncion de roles de los distintos profesionales involucrados en
la realizacion del mismo. Las cotas de implantacidn alcanzadas
en nuestra institucidon son notables pero hay aun margen para
mejorar su cumplimentacién. Como se ha demostrado, hacerlo
obligatorio no es suficiente.

Estamos convencidos de que la implicaciéon de los pro-
fesionales en el analisis de los problemas de implantacién del
LVQ, la adopcion de medidas para su uso correcto, la puesta en
comun de las dificultades y el entrenamiento y trabajo en equi-
po junto con la implicacién de los profesionales y los pacientes,
como herramientas para vencer las barreras, redundaran en un
descenso de las complicaciones quirurgicas y en una mejora de
la calidad asistencial hasta alcanzar lo que la OMS definié como
cirugia segura.
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Resumen

Objetivos: En el presente estudio se persigue optimizar el cultivo de queratinocitos para desarrollar un modelo de piel artificial
humana. Para ello, se utilizan como capa alimentadora células de origen humano: fibroblastos dérmicos humanos y células
mesenquimales troncales derivadas de tejido adiposo. Los resultados obtenidos se comparan con los fibroblastos 3T3, capa
alimentadora de origen murino utilizada desde hace décadas.

Metodologia: Se llevo a cabo un estudio experimental, utilizando células de origen humano y células de origen murino subletal-
mente irradiadas, como capa alimentadora para el establecimiento del cultivo de queratinocitos. Se evalud la tasa de expansion
celulary la tasa de duplicacién en el pase celular de queratinocitos y en la recuperacion celular final que se llevé a cabo a las 3
semanas de cultivo; asi como el rendimiento celular y la viabilidad celular, que también se evaluaron en el procesamiento inicial.
Resultados: Los resultados determinan que los fibroblastos dérmicos humanos irradiados y las células mesenquimales troncales
derivadas de tejido adiposo pueden actuar como capa alimentadora promoviendo la adhesion y la expansién celular de los
queratinocitos. Los fibroblastos dérmicos humanos proporcionan resultados equiparables a los obtenidos con los fibroblastos
3T3 murinos.

Conclusiones: Los fibroblastos dérmicos humanos irradiados proporcionan una capa alimentadora funcional que permite la ex-
pansidn in vitro de manera eficaz de los queratinocitos que se van a utilizar con fines clinicos para el desarrollo de un modelo de
piel artificial humana.

Abstract

Purpose: This study aims to optimize keratinocyte culture to develop an artificial human skin model. For this purpose, human
cells are used as feeder layer: human dermal fibroblasts and adipose derived mesenchymal stem cells. The results obtained are
compared with 3T3 fibroblasts, murine feeder layer used for decades.

Methods: We conducted an experimental study using human and murine sub-lethally irradiated cells as feeder layer for the
establishment of keratinocyte culture. Cell expansion rate and doubling rate were evaluated in the keratinocyte cell passage and
in the final cell recovery (was carried out at 3 weeks). The yield and viability of keratinocytes were also evaluated in the initial
processing.

Results: The results determine that irradiated human dermal fibroblasts and irradiated adipose derived mesenchymal stem cells
can act as feeder layer promoting adhesion and expansion of keratinocytes. Human dermal fibroblasts provide comparable
results to those obtained with murine 3T3 fibroblasts.

Conclusions: Irradiated human dermal fibroblasts provide a functional feeder layer which allows effectively in vitro expansion of
keratinocytes to be used for clinical purposes for the development of an artificial human skin model.
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INTRODUCCION:

La ingenieria tisular (1)(2) constituye un conjunto de téc-
nicas y métodos que permiten disefiar y generar en el labo-
ratorio sustitutos tisulares, tejidos artificiales o constructos
de origen autdélogo o alogénico a partir de células madre y
biomateriales.

La piel (3) (4), es el mayor drgano funcional del cuerpo
humano; cubre un area de 1,5 a 2 metros cuadrados en
un adulto medio. La piel sana representa una barrera
contra agresiones mecanicas, quimicas, toxicos, calor, frio,
radiaciones UV y microorganismos patdégenos. Ademas,
la piel es esencial para el mantenimiento del equilibrio de
fluidos corporales, el mantenimiento del equilibrio térmico
y la transmisién de una gran cantidad de informacién
externa que accede al organismo por el tacto, la presion, la
temperatura y los receptores del dolor (5).

Desde fuera hacia dentro (6), se distinguen tres capas de
tejido: epidermis, dermis e hipodermis. La epidermis (7) es
un epitelio plano poliestratificado y queratinizado que cubre
la totalidad de la superficie corporal. Es la capa de la piel con
mayor numero de células y con una dindmica de recambio
extraordinariamente grande. El componente celular mas
importante de la epidermis son los queratinocitos, que se
distribuyen en varios estratos (basal, espinoso, granuloso
y cérneo) y que tienen capacidad para sintetizar queratina,
proteina filamentosa con una funcidn protectora.

La piel humana puede estar afectada por multiples pa-
tologias y las lesiones pueden ser congénitas, traumaticas,
inflamatorias o infecciosas. Por lo tanto, el desarrollo de un
sustituto eficiente de piel humana es uno de los principales
desafios que enfrenta la ingenieria de tejidos.

Para generar un modelo de piel humana artificial (8)(9)
(10), es necesario desarrollar un sustituto de estroma dér-
mico con fibroblastos humanos inmersos en su interior (11)
y posteriormente, cultivar los queratinocitos en la parte su-
perior (12)(13).

El principal limitante en el desarrollo de un modelo de
piel humana autdloga para el tratamiento de quemaduras de
gran extension (14), es la obtencién de un gran numero de
queratinocitos que formen parte de la capa epitelial.

Para la expansion de queratinocitos es necesario la uti-
lizacién de células alimentadoras que actien como feeder.
Para su uso, la capacidad proliferativa de estas células debe
ser inhibida por radiacién. Sin embargo, estas células man-
tienen su actividad metabdlica, produciendo los factores
de crecimiento requeridos por los queratinocitos; siendo la
funcion de esta capa alimentadora actuar como un soporte
celular in vitro.

En el afio 1975, Rheinwald y Green (15) establecieron
el método estandar para la expansion de los queratinocitos
humanos primarios en cultivo, mediante el uso de un feeder
de fibroblastos 3T3 de ratdn irradiados letalmente, que es-
timulan la adhesidn y la proliferacion de los queratinocitos.

La eleccion de una capa alimentadora de fibroblastos se
presenta como la mejor opcién para la expansién a gran es-
cala de los queratinocitos de piel autéloga que se va a utilizar
para el tratamiento de pacientes con quemaduras graves. En
un contexto clinico, el uso de células de origen humano en
lugar de una capa alimentadora de origen murino es necesa-
ria para reducir el riesgo de introducir antigenos animales y
virus desconocidos.

El objetivo de este trabajo, es comparar el rendimiento
a tres semanas de tres lineas celulares que actian como capa
alimentadora en el cultivo de queratinocitos: los fibroblastos
murinos 3T3, los fibroblastos dérmicos humanos y las células
mesenquimales troncales derivadas de tejido adiposo.

Ana Ferndndez Gonzdlez

METODOLOGIA:

1. Obtencion de células utilizadas como capa alimenta-
dora: feeder

1.1 Fibroblastos 3T3 de origen murino:

Se utilizaron dos lineas celulares de fibroblastos 3T3 de
origen murino, una perteneciente a la coleccion Europea (3T3
Swiss Albino, Sigma, Ref. 85022108-1V, Lote CB2657) y otra
de la coleccién Americana (3T3 Swiss Albino, ATCC, CCL-92,
60770553) adquiridas por la Unidad de Produccién Celular e In-
genieria Tisular (UPCIT) del Complejo Hospitalario Universitario
de Granada. Ambas lineas de fibroblastos 3T3 se descongelaron
y se expandieron con medio de cultivo especifico para el cul-
tivo de fibroblastos (MF): DMEM sin Rojo Fenol (Sigma), 10%
Suero Fetal Bovino (Sigma), 1% de Glutamina 200 mM (Sigma) y
Gentamicina 96 pg/ml (Normon). Se establecid un banco celular
maestro (BCM) y un banco celular de trabajo (BCT).

1.2 Fibroblastos dérmicos humanos (FH):

Los fibroblastos dérmicos humanos (FH) se obtuvieron a
partir de tejido dérmico de piel abdominal, sobrante de cirugias
plasticas abdominales previo consentimiento informado del pa-
ciente en cumplimiento de los requisitos de donacién de células
y tejidos humanos (Real Decreto-ley 9/2014, de 4 de Julio). El
tejido se procesd mecanicamente con ayuda de bisturi y pin-
zas, posteriormente se incubd en una solucién de 2 mg/ml de
colagenasa tipo | (Gibco) durante 18-24 horas. Transcurrido el
tiempo de digestion enzimatica, se neutralizé con el doble de
volumen de MF y se filtré a través de un filtro estéril de 100 um.
La solucidn resultante, se centrifugd a 300g durante 10 minutos.
Mediante la solucion de Tirk (Sigma) se determind el nimero
de células, y la viabilidad celular se establecié utilizando el mé-
todo Azul Tripan (Sigma). Las células se sembraron a una densi-
dad de 100.000-140.000 células/cm? con medio MF.

1.3 Células mesenquimales troncales derivadas de tejido
adiposo (ADMSC):

Las células mesenquimales troncales derivadas de tejido
adiposo (ADMSC) se obtuvieron de tejido adiposo sobrante de
cirugias plasticas abdominales a través del Biobanco del Sistema
Publico Andaluz previo consentimiento informado del paciente
en cumplimiento de los requisitos de donacidn de células y teji-
dos humanos (Real Decreto-ley 9/2014, de 4 de Julio). El tejido
adiposo se procesé mecdnicamente con ayuda de bisturi y pin-
zas, posteriormente se pasé por un molinillo estéril, se incubo
en una solucién de 2 mg/ml de colagenasa A (Roche) durante 2
horas en agitacion. Después de la digestion enzimatica, la solu-
cion de digestion se neutralizo con el doble de volumen de MF,
se centrifugd a 300g durante 10 minutos y se filtré a través de
una malla de 100 um. La solucion filtrada, se centrifugd a 800g
durante 10 minutos. El contaje celular se realizé6 mediante la so-
lucion de Turk (Sigma) y la viabilidad celular se determiné utili-
zando el método Azul Tripan (Sigma). Las células se sembraron a
una densidad de 100.000 células/cm? con medio MF.

2. Mantenimiento de feeder en cultivo

Las células que actuaron como feeder se mantuvieron en
cultivo durante el proceso completo de expansidn de queratino-
citos, trabajando en superficies comprendidas entre frasco de
cultivo T25 (25 cm?) hasta factoria de 4 pisos (2520 cm?), bajo
condiciones estandar de cultivo: 372C, 5% de CO,. El pase celu-
lar se establecio al alcanzar las células en cultivo una confluen-
cia superior al 80%. Para el despegue celular se retiré el medio
de cultivo MF, se realizé un lavado con DPBS y posteriormente
se incubd con TrypLE Select 1X (Gibco) en proporcidon 1ml por
cada 25 cm? de superficie de cultivo. La solucidn se neutralizo
con el doble de volumen de MF, se centrifugd a 800g vy se reali-
z6 el contaje de células totales y viabilidad celular mediante el
método Azul Tripan, respectivamente. Las células obtenidas se
sembraron a una densidad de 2500-5000 células por cm? con
medio MF.

Optimizacion del cultivo de queratinocitos para el desarrollo de un modelo de piel artificial humana
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3. Proceso de irradiacion

Las células utilizadas como capa alimentadora se irradia-
ron subletalmente.

El proceso de recuperacion celular para irradiacion se ha
detallado en el apartado anterior. Las células recuperadas se
concentraron a 4.000.000 células/ml y se depositaron en un
tubo estéril de 50 ml sellado con parafilm. El tubo estéril se de-
posité en el interior de un tubo cénico de 500 ml sumergido
completamente en agua, se colocd en una nevera refrigerada
2-82C y se transporto al Servicio de Medicina Nuclear del Com-
plejo Hospitalario Universitario de Granada. El tubo estéril de 50
ml que contenia las células se situd en un contenedor metalico
especifico relleno de agua en posicién vertical a una distancia
de 195 mm de la fuente de radiacion. La dosis de radiacién fue
50 Gy durante 28 minutos en las lineas 3T3 y FH, salvo la linea
ADMSC que fue irradiada a 50 Gy y 100 Gy en dos pruebas dife-
rentes (Tabla 1). El equipo empleado fue una unidad de irradia-
cion por rayos gamma BIOBEAM 8000 con una fuente de Cs-137
de 2000 Ci.

Transcurrido el tiempo de irradiacidn, las células se trans-
portaron a la UPCIT en nevera refrigerada 2-82C. Se centrifuga-
ron a 800g, para realizar el contaje de células y determinar la
viabilidad celular con el método Azul Tripan, para la posterior
siembra de cada feeder.

4. Densidad de siembra como feeder

Las células utilizadas como capa alimentadora previamen-
te irradiadas: fibroblastos 3T3 irradiados (3T3i), fibroblastos
dérmicos humanos irradiados (FHi) y las células madre mesen-
quimales derivadas de tejido adiposo irradiadas (ADMSCi) se
sembraron a diferentes concentraciones de siembra el dia pre-
vio a la obtencién de Queratinocitos (QT). (Tabla 1)

Las cuatro lineas celulares se sembraron en un frasco T75
(75 cm?) previo a la obtencidn de queratinocitos durante el pro-
cesamiento inicial FO. En el pase celular F1, se sembraron en
frascos T225 (225 cm?) pero siempre manteniendo la densidad
de siembra establecida.

Los frascos que contenian la capa alimentadora se mantu-
vieron en condiciones estandar de cultivo hasta el dia siguien-
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te que se realizé la siembra de los queratinocitos obtenidos
tras el procesamiento inicial del tejido abdominal o durante el
pase celular F1.

5. Procesamiento inicial de piel abdominal: obtencion
de queratinocitos (QT) primarios

Los queratinocitos (QT) se obtuvieron a partir de piel ab-
dominal y circuncisiones a través del Biobanco del Sistema Sa-
nitario Publico Andaluz y el Servicio de Urologia del Complejo
Hospitalario Universitario de Granada, respectivamente; previo
consentimiento informado del paciente en cumplimiento de
los requisitos de donacién de células y tejidos humanos (Real
Decreto-ley 9/2014, de 4 de Julio).

Las muestras de piel abdominal de 9 cm? de tamafio se
transportaron en DPBS desde el quiréfano al laboratorio para
el inicio de su procesamiento. En cabina de flujo laminar, se
mantuvieron en solucién de lavado (gentamicina 160 pg/ml,
vancomicina 20 ug/ml, penicilina 600.000 Ul, anfotericina B
1,25 pg/ml en DPBS) durante 30 minutos. Posteriormente, con
ayuda de bisturi y pinzas se separd la dermis de la epidermis.
La epidermis se triturd con ayuda de tijeras y se deposité en un
tubo estéril de 50 ml que contenia 10 ml de TrypLE Select 10X
(Gibco) para su digestion enzimatica. La digestién se promovid
mediante agitacion durante 15 minutos, aplicando cada 5 minu-
tos una agitacién manual y asi completar un ciclo de digestion.
Este mecanismo se realiza durante 9 ciclos mas, en los cuales el
volumen de TrypLE Select 10X aplicado a la muestra de epider-
mis serd de 5 ml. Al final de cada ciclo se filtra el contenido del
tubo a través de una malla de 100 pm y se neutraliza la enzima
con el doble de volumen de medio especifico para el cultivo de
queratinocitos (MQT): DMEM sin rojo fenol (Sigma), 30% HAM
F-12 (Sigma), 10% suero fetal bovino (Sigma), 1% L-glutamina
200 mM (Sigma), triyodo tironina sddica 20 ug/ml (Sigma), hi-
drocortisona 0,4 ug/ml (Sigma), clorhidrato de adenina 24 ug/
ml (Sigma), factor de crecimiento epidérmico 10 pg/ml (Sigma),
insulina 5 pg/ml (Sigma), gentamicina 96 pg/ml (Normon) y An-
fotericina (Sigma). Después de los 10 ciclos totales, se desecha
el tejido, la suspensién celular se centrifuga a 300g, se desecha
el sobrenadante y se aflade MQT para la realizacién del contaje
celular mediante la solucion de Tiirk y la determinacion de la
viabilidad celular mediante el método Azul Tripan. El nimero
total de células obtenidas se sembré en cada frasco T75 sem-
brado previamente con su feeder irradiado el dia anterior.

PROCESAMIENTO INICIAL FO

PASE CELULAR F1

Densidad de siembra FO

Dosis de irradiacion

. . Dosis de irradiacion
Fo Densidad de siembra F1 F1

Fibroblastos 3T3 (Sigma) 80.000 cél./cm?

Fibroblastos dérmicos humanos
(FH)

10.000 cél./cm?

50 Gy 80.000 cél./cm? 50 Gy

10.000 cél./cm?

Tabla 1. Tipos celulares utilizados como capa alimentadora de queratinocitos. Dosis de irradiacion y densidad de siembra en el procesamiento

inicial y en el pase celular.
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6. Mantenimiento en cultivo de queratinocitos

Se realiza el seguimiento del cultivo a través de microscopio p-
tico invertido visualizando la morfologia y el estado del cultivo, hasta
que alcance el 80% de confluencia y se realice el pase celular. Durante
el tiempo de mantenimiento, cada 48-72 horas se realiza un cambio
de MQT, se desecha el medio de cultivo del frasco y se afiade de nuevo
MQT atemperado a 372C. Es posible observar alguna colonia de fibro-
blastos procedente del procesamiento inicial del tejido, que sera elimi-
nada aplicando una tripsina rapida de 1-2 minutos con Tryple Select 1X
en un volumen de 1 ml por cada 25 cm?, posteriormente se neutraliza
con medio de cultivo y se desecha, para de nuevo afiadir MQT al fras-
co. El frasco se mantiene en el incubador en condiciones estandar de
cultivo: 372Cy 5% CO,.

7. Pase celular de queratinocitos

Una vez alcanzada una confluencia superior al 80% se realiza
el pase celular. El frasco de cultivo de QT se lava con DPBS para rea-
lizar una tripsinizacion rapida y asi poder eliminar cualquier resto de
feeder que quede en el frasco. Después de la tripsinizacidn rapida,
se afiade TrypLE Select 1X en un volumen de 1 ml por cada 25 cm?
lavando el frasco, desechandolo y posteriormente se vuelve aplicar
este volumen de TrypLE Select 1X dejandolo actuar de 15-30 minutos
en el incubador de CO,. Las células despegadas del frasco, se neutra-
lizan con el doble de volumen de MQT. La suspension se recupera en
un tubo estéril de 50 ml, se centrifuga a 500g. Se determina el niUme-
ro celulary la viabilidad celular con el método Azul Tripan. El nimero
de queratinocitos obtenidos se siembra en frascos de cultivo T225, la
superficie de cultivo se encuentra cubierta desde el dia anterior con
el feeder irradiado. La densidad de siembra de los queratinocitos es
de 5000-10000 células/cm?. Trasladamos los frascos al incubador de
CO, para el posterior mantenimiento de los QT en cultivo, con cam-
bios de medio cada 48-72 horas.

8. Recuperacion final de queratinocitos

A las tres semanas de cultivo de QT se realiza la recuperacion final.
Para ello los frascos T225 se lavan con DPBS, se realiza una tripsina rapida
con TrypLE Select 1Xy posteriormente se incuba con TrypLE Select 1X, en
volumen de 1 ml cada 25 cm?, dejandolo actuar entre 15-30 minutos en
el incubador de CO,. Cuando se observa que los queratinocitos se han
despegado del frasco, se realiza una neutralizacion con MQT al doble de
volumen. La suspension celular se deposita en un falcon de 50 mly se
centrifuga a 500g, posteriormente se realiza el contaje total de células y
la viabilidad celular con el método de Azul Tripan.

9. Determinacion de las variables de estudio
9.1 Numero de células y porcentaje de viabilidad celular

La cuantificacion de las suspensiones celulares obtenidas, se rea-
lizé utilizando un hemocitémetro (cdmara de Neubauer) y aplicando el
método Azul Tripan. De los pellets de células resuspendidos en un vo-
lumen de medio de cultivo conocido, se tomd una alicuota de 10 pl en
un microtubo eppendorf de 0,5 ml. A continuacidn se afnadié un
volumen conocido de Azul Tripan, se homogeneizd bien la sus-
pensidn. Se colocd un cubreobjetos sobre la cdmara de Neubauer,
y se cargd 10 pl en la parte superior y 10 pl en la parte inferior.
La observacion de la cdmara se realizd bajo microscopio dptico
invertido. Para cada muestra se contaron los 8 campos de la ca-
mara, obviando las células que se encontraban en los bordes in-
ternos de cada cuadrante.

Se utilizdé el método Azul Tripan para la diferenciacion de
células vivas y muertas. Se trata de un colorante que no penetra
en las células viables, que al tener su membrana intacta, se ven
como refringentes, y las células muertas se observan de color azul
porque el colorante entra a través de su membrana dafiada.

La solucién de Turk se utilizd para la tincién de células mononu-
cleadas, y determinar las células viables en el procesamiento inicial para
la obtencién de FH, ADMSCy QT.

El nimero total de células viables existentes en la suspension celu-
lar original fue determinado usando la siguiente formula:
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N =n/8 x FD x Volumen de resuspensién x 10*

N = Numero de células totales
n = NUmero de células contadas en toda la cdmara
8 = NUmero de cuadrantes

FD = Factor de dilucion (nimero de veces que la muestra es diluida en
Azul Tripan)

Volumen de resuspensién = Volumen total en el cual el pellet es resus-
pendido

10*= Factor de correccidn, célculo en ml, el volumen de muestra es 0,1
pl

Se determind el porcentaje de viabilidad celular utilizando la misma pre-
paracion utilizada para el recuento celular, aplicando la siguiente formula:

% Viabilidad Celular = [N2 Células vivas / (N2 células vivas + N
células muertas)] x 100

9.2 Tasa de duplicacion celular

La variable tasa de expansidn celular se estimé en funcién del
numero de células obtenidas en relacién al nimero de células sem-
bradas, determinando el nimero de veces que la poblacién celular
se incrementa. La formula aplicada se resume a continuacion:

Tasa expansion celular = N2 Células obtenidas / N2 células sembradas

De este modo, se obtiene la tasa de expansion celular F1, la tasa de
expansion celular RF y la tasa de expansion celular total:

Tasa expansion celular F1 = Queratinocitos F1 / Queratinocitos FO

Tasa expansion celular RF = Queratinocitos RF / Queratinocitos F1

Tasa expansion celular total = Queratinocitos RF / Queratinocitos FO

9.3 Tasa de duplicacion celular

En relacion a la tasa de expansion celular, se pudo calcular
la tasa de duplicacion celular, para evaluar el nimero de veces
que la poblacién se duplicé en funcion del nimero de pases. Los
resultados se expresaron como valores acumulados, aplicando la
siguiente formula:

Tasa duplicacion celular =log N / log 2

N = Tasa de expansion celular = N2 Células obtenidas / N2 células sembradas

De este modo, se obtiene la tasa de duplicacion celular F1, la tasa de duplica-
cion celular RF y la tasa de duplicacién celular acumulada:

Tasa duplicacion celular F1 = log (Queratinocitos F1 / Queratinocitos FO) / log 2

Tasa duplicacion celular RF = log (Queratinocitos RF / Queratinocitos F1) / log 2

Tasa duplicacion celular acumulada = Tasa de duplicacion celular F1 + Tasa de
duplicacion celular RF

10. Analisis de las variables de estudio

En cada una de las fases del cultivo celular de queratinocitos
se analizaron todas las variables de estudio, a excepcién del pro-
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cesamiento inicial, donde no aplican la tasa de expansién celular El nimero de queratinocitos obtenidos no varié significativa-
y la tasa de duplicacion celular (Tabla 2). mente (p>0,05) en funcién del tipo celular utilizado como feeder.
Para el analisis estadistico de los valores se aplico el modelo lineal
generalizado, y se comprobé que la distribucion de residuos se ajus-

PROCESAMIENTO PASE RECUPERACION taba a una normal. A continuacién, se realizé un andlisis de varianza
INICIAL FO CELULAR FINAL (RF) (ANalysis Of VAriance, ANOVA) unifactorial, sobre el modelo lineal
El generalizado identificando el nivel de significacién y se llevé a cabo
Ndmero de X X X un analisis post hoc con el test de Tukey para la comparacién entre
células los tipos celulares utilizados como capa alimentadora (Figura 1).
% de
viabilidad X X x =
Tasa de TGOCEANR] —
expansion N.A. X X 8 140000000 =
celular ‘g 120000000
Tasa de £ 100000000 L
dugémgirén N.A. X X % 80000000
% GODOD000
Tabla 2. Variables de estudio durante las fases del cultivo celular de % 40000000 N/s N/s
queratinocitos. 20000000 I )
o i == - .
Procesamiento inicial Pase celular (F1) Recuperacion final (RF)
11. Andlisis estadistico i
Fase de cultivo
lLa representacion de los datqs obtenidos se reallgg como la m3T35gma M3TIATCC mFH
media + error estandar de la media (EEM). Para el analisis de los
datos se utiliz6 el programa estadistico R (R Development Core Team Figura 1. Numero de queratinocitos obtenidos en cada fase de culti-
(2011). R: A language and environment for statistical computing. R vo celular en funcién del tipo celular utilizado como feeder. N/S: No
Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria). significacion.
Se aplicd un modelo lineal generalizado para el desarrollo del
analisis estadistico de los datos y se comprobd la distribuciéon normal El porcentaje de viabilidad celular no varid significativamente
de los residuos. Sobre el modelo lineal, se realizé un andlisis de va- (p>0,05) en funcién del tipo celular utilizado como capa alimenta-
rianza (ANalysis Of VAriance, ANOVA) factorial, para evaluar el efecto dora para la expansién en cultivo de queratinocitos (Figura 2).
de cada factor presente, y se aplicd un ajuste white adjust. La varia-
bilidad y la heterogeneidad caracteristicas de los datos obtenidos a
partir de muestras bioldgicas pueden generar el no cumplimiento de
alguna de las asunciones del modelo, por lo que el ajuste se aplicé en 98
todos los casos para asegurar la homocedasticidad en los residuos. 96
Una vez realizada la ANOVA, se realizé un analisis post hoc con el test 5 94
de Tukey para todos los factores y asi evaluar el grado de significacion 3 2
al realizar una comparacion entre las clases del factor. Los valores de S 9
p<0,05 fueron considerados estadisticamente significativos. E 88
'-,l; 86
> wm
; 82
RESULTADOS: 80
78
1. Numero de células Yy porcentaje de viabilidad celular Procesamiento inicial (FO) Pase celular (F1) Recuperacion final (RF)
Fase de cultivo
El nimero de queratinocitos obtenidos en el procesamiento
inicial mediante la solucién de Tiirck y en el pase celular mediante la Figura 2. Porcentaje de viabilidad celular en funcion del tipo celular
técnica Azul Tripan, asi como el porcentaje de viabilidad celular en utilizado como capa alimentadora en cada fase de cultivo. N/S: No
todas las fases de cultivo, se detallan en la Tabla 3. significacion.
PROCESAMIENTO INICIAL FO PASE CELULAR F1 RECUPERACION FINAL (RF)
D'end5édad _ Dosis fie Queratinocitos Vi:/gicliizad Dén;édad ir[r):dsii:c(?gn Queratinocitos Vian/gi(ljizad Queratinocitos % de Viabilidad
S|erFrE’bra irradiacion FO FO Celular FO 5|erg11bra F1 F1 Celular F1 RF Celular RF
Fibroblastos
313 .(15=i§ma) csé?.'/oc% 50 Gy 3.601.092 84,2 csé?./(::(:gz 50 Gy 6.252.833 92,1 85.190.833 94,2

Fibroblastos
dérmicos 10.000 10.000
humanoss (FH) cél.fem? 50 Gy 3.892.889 84,9 Al s 50 Gy 9.025.370 94,7 84.626.291 o7
n= )

Tabla 3. Numero de queratinocitos y porcentaje de viabilidad celular en cada fase de cultivo celular en funcion del tipo celular utilizado como capa
alimentadora.
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Los resultados obtenidos cuando se utilizaron las células
mesenquimales troncales derivadas de tejido adiposo como capa
alimentadora para el cultivo de queratinocitos en funcion de la
dosis de irradiacion se reflejan en la Tabla 4.

El nimero de queratinocitos obtenidos en funcién de la do-
sis de irradiacion de las células mesenquimales troncales deriva-
das de tejido adiposo como feeder se representa en la Figura 3.

20.000.000
18.000.000
16.000.000
14.000.000
12,000,000
10,000,000

e . I I
0

N2 de Queratinocitos

8.000.000
4,000,000
2.000.000

Procesamiento inicial
(FO)

Pase celular (F1) Recuperacién final (RF)
Fase de cultivo

m ADMSC 100 Gy ADMSC 50 Gy

Figura 3. Numero de queratinocitos obtenidos en cada fase de cultivo
celular en funcién de la dosis de irradiacion de la capa alimentadora de
células mesenquimales troncales derivadas de tejido adiposo.

El porcentaje de viabilidad celular en funcion de la dosis de
irradiacion de las células mesenquimales troncales derivadas de
tejido adiposo utilizadas como capa alimentadora se representa
en la Figura 4.

% de Viabilidad

0,00
Procesamiento inicial (FO)

Pase celular (F1) Recuperacidn final (RF)
Fase de cultivo

| ADMSC 100 Gy ADMSC 50 Gy

Figura 4. Porcentaje de viabilidad celular en cada fase de cultivo celular
en funcion de la dosis de irradiacion de la capa alimentadora de células
mesenquimales troncales derivadas de tejido adiposo.

2. Tasa de expansion celular

Los valores de la tasa de expansion celular alcanzados en el
pase celular y en la recuperacion final de queratinocitos, asi como
la tasa de expansion celular total al utilizar cada tipo de feeder se
detallan en la Tabla 5.

La tasa de expansion celular de queratinocitos en el pase ce-
lular no varid significativamente (p>0,05) en funcion del tipo celu-
lar utilizado como feeder. Tampoco se observaron diferencias signi-
ficativas (p>0,05) en la tasa de expansion celular en la recuperacion
final ni en la tasa de expansion celular total (Figura 5).

Los valores de la tasa de expansion celular de queratinocitos
obtenidos al utilizar las células mesenquimales troncales derivadas
de tejido adiposo como capa alimentadora se recogen en la Tabla 6.

La tasa de expansion celular de queratinocitos en el pase
celular y en la recuperacion final solo pudo ser determinada cuan-
do la dosis de irradiacion de las células mesenquimales troncales
derivadas de tejido adiposo fue 100 Gy. La tasa de expansion celu-
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lar total fue menor de 1 cuando la dosis de irradiacion fue 50 Gy
(Figura 6).

)

2 /s
5 I
=2 50
2
g
e 40
]
R |
g >
: ws I
w 20 1 | ]
-] " |
-3 N/S
" T |

o e B T .

Paso celular (F1) Recuperacion final (RF) Total
Fase de cultivo
m3T3Sigma wW3ITIATCC mFH

Figura 5. Tasa de expansion celular en el pase celular, en la recuperacion
final y total de queratinocitos en funcion de la capa alimentadora. N/S:
No significacion.

Tasa de expansion celular

Pase celular (F1) Recuperacidn final (RF) Tanal

Fase de cultivo

B 100Gy m50Gy

Figura 6. Tasa de expansion celular en el pase celular, en la recuperacion
final y total de queratinocitos en funcion de la dosis de irradiacion de la
capa alimentadora de células mesenquimales troncales derivadas de
tejido adiposo.

3. Tasa de duplicacion celular

Los valores de tasa de duplicacion celular alcanzados en el
pase celular y en la recuperacion final de queratinocitos, asi como
la tasa de duplicacién celular acumulada al utilizar cada tipo de fe-
eder se detallan en la Tabla 7.

La tasa de duplicacion celular de queratinocitos en el pase
celular no varid significativamente (p>0,05) en funcion del tipo ce-
lular utilizado como feeder. Tampoco se observaron diferencias sig-
nificativas (p>0,05) en la tasa de duplicacién celular en la recupera-
cion final ni en la tasa de duplicacion celular acumulada (Figura 7).

6,00 N,’S
= |
5 500 N/s . AL
2 | I |
g
e 400 T -
8 )
i
; 3,00 N/S o R
- 1
3
T 2,00 =
@ -
= T
2 100 T ! )
- o

0,00 . -

Pase celular (F1) Recuperacidn final (RF) Acumulada
Fase de cultivo
W3T35gma W3TIATCC WFH

Figura 7. Tasa de duplicacion celular en el pase celular, en la recuperacion
final y tasa de duplicacion celular acumulada de queratinocitos en
funcidn de la capa alimentadora. N/S: No significacion.
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PROCESAMIENTO INICIAL FO PASE CELULAR F1 RECUPERACION FINAL (RF)
Densi
e':::’ad Dosis de Queratinocitos %de idad de Dosis de Q % de Queratinocitos % de
siembra irradiacion Fo Viabilidad siembra F1 irradiacio F Viabilidad RE Viabilidad
o FO Celular FO F1 Celular F1 Celular RF

Tabla 4. Numero de queratinocitos y porcentaje de viabilidad celular en cada fase de cultivo celular utilizando células mesenquimales troncales
derivadas de tejido adiposo como feeder.

PROCESAMIENTO INICIAL FO PASE CELULAR F1 RECUPERACION FINAL (RF)
dDer.nsuifd : Do?.'s de Q Densidad de : Don.|s de Q Tasa de Queratinocitos Tasa de Tasa de
e ir o siembra F1 F1 Expansién Expansién Expansién
FO FO F1 Celular F1 Celular RF Celular Total
Fibroblastos
373 (Sigma) 8.0'0002 50 Gy 3.601.092 20000 ,c aly 50 Gy 6.252.833 1,87 85.190.833 13,97 27,47
ne3 cél./cm cm

Tabla 5. Tasa de expansion celular de queratinocitos en funcion del tipo de feeder en el pase celular y en la recuperacion final.

PROCESAMIENTO INICIAL FO PASE CELULAR F1 RECUPERACION FINAL (RF)
Densidad Dosis de . Densidad Dosis de . Tasa de I Tasa de Tasa de
de si PR Querat PR s L. Q - Queratinocitos v - 2
e irr Fo de F1 Expansion Expansion Expansion
FO FO F1 Celular F1 Celular RF Celular Total

Tabla 6. Tasa de expansion celular de queratinocitos en cada fase de cultivo celular utilizando células mesenquimales troncales derivadas

de tejido adiposo como feeder.
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PROCESAMIENTO INICIAL FO PASE CELULAR F1 RECUPERACION FINAL (RF)
Densidad Dosis de Tasa de Tasa de Tasa de
desi irradiacié Queratinoci Densidad de Dosis de Q P Querati P Duplicacié
FO siembra F1 irradiacién F1 F1 RF Celular
FO FO Celular F1 Celular RF Acumulada
Fibroblastos 5
313 (Sigma) CZ‘I’_'/"C"'& 50 Gy 3.601.092 8°'°ggfe"/ 50 Gy 6.252.833 0,84 85.190.833 3,76 4,60
n=

Fibroblastos
dérmicos 10.000 3.892.889 10.000 cél./
humanos el ./cm’ 50 Gy cm? 50 Gy 1,07 2,97 4,05
LFf's) 9.025.370 84.626.291

Tabla 7. Tasa de duplicacion celular de queratinocitos en el pase celular, la recuperacion final y acumulada en funcion del tipo de feeder.

PROCESAMIENTO INICIAL FO PASE CELULAR F1 RECUPERACION FINAL (RF)
Densidad Dosis de Queratinocitos Densidad de Dosis de Queratinocitos Tasa de Queratinocitos Tasa de DJ aIsiza?:iec'm
de siembra irradiacion N irradiacion Duplicacion Duplicacién 3
FO siembra F1 F1 RF Celular
FO FO Celular F1 Celular RF Acumulada

Tabla 8. Tasa de duplicacion celular de queratinocitos en el pase celular, la recuperacion final y acumulada utilizando células mesenquimales
troncales derivadas de tejido adiposo como feeder.

Los valores de la tasa de duplicacion celular de queratinocitos
obtenidos al utilizar las células mesenquimales troncales derivadas
de tejido adiposo como capa alimentadora se reflejan en la Tabla 8.

La tasa de duplicacion celular de queratinocitos en el pase ce-
lular y en la recuperacidn final solo pudo ser determinada cuando la
dosis de irradiacion de las células mesenquimales troncales derivadas
de tejido adiposo fue 100 Gy. La tasa de expansidn celular acumulada
fue negativa cuando la dosis de irradiacion fue 50 Gy (Figura 8).

1
- N =

Tasa de duplicacion celular

Pasa celular {F1) Recuperacién final (RF) Acumulada
Fase de cultivo

m100 Gy =50 Gy

Figura 8. Tasa de duplicacion celular en el pase celular, en la
recuperacion final y acumulada de queratinocitos en funcion
de la dosis de irradiacion de la capa alimentadora de células
mesenquimales troncales derivadas de tejido adiposo.

DISCUSION:

La optimizacion del cultivo de queratinocitos representa
uno de los retos actuales en investigacion, debido a su importan-
cia como componente fundamental de la epidermis para el desa-
rrollo de un modelo de piel artificial humana mediante ingenieria
tisular (13)(16)(17)(18).

En 1975, Rheinwald y Green (15) establecieron las condi-
ciones 6ptimas para promover el cultivo de queratinocitos medi-
ante el uso de un feeder que favorezca la adhesion y estimule la
proliferacion celular. Este feeder estaba formado por fibroblastos
3T3 de ratén previamente irradiados (3T3) para inhibir su pro-
pia multiplicacidn y actuar como capa alimentadora eficaz de
queratinocitos.

El avance de la medicina regenerativa ha hecho posible el
trasplante de piel artificial en humanos, fundamentalmente en
pacientes con quemaduras de gran extensién. Las [aminas de piel
trasplantadas deben contener un gran nimero de queratinocitos
en la superficie garantizando un minimo porcentaje de trazas de
fibroblastos 3T3i, para evitar células de origen animal en el sus-
titutivo tisular.

La optimizacién en el proceso de expansion celular de los
queratinocitos, ha llevado a muchos grupos de investigacién a estu-
diar un feeder alternativo (19)(20), formado por células autélogas
con el fin de evitar el rechazo por parte del paciente. En nuestro
modelo de piel artificial humana, el tiempo limitado en cultivo,
hace imposible el uso de un feeder autdlogo. En la mayoria de los
casos se han utilizado fibroblastos dérmicos humanos irradiados
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(FH) con resultados equiparables a los obtenidos con fibroblastos
3T3,murinos (21)(22)(23)(24)(25).

Los resultados de nuestro estudio también confirman que el
uso de un feeder de origen humano permite la expansion celular
de queratinocitos. La utilizacién de FH, aislados de tejido dérmico,
ha facilitado la adhesidn y la proliferacion de los queratinocitos,
obteniéndose una tasa de expansién de queratinocitos equipara-
ble a la obtenida con la capa alimentadora 3T3.. En 21 dias, se ha
conseguido obtener un elevado niumero de queratinocitos, con la
dificultad que supone optimizar el cultivo de este tipo celular en
un corto periodo de tiempo.

Por otra parte, hemos considerado la opcién de utilizar cé-
lulas mesenquimales troncales derivadas de tejido adiposo (AD-
MSC) como feeder, fuente celular poco explorada y con buenas
expectativas como alternativa a la utilizacién de FH, al proceder
también de tejido humano y minimizar las posibles complicacio-
nes post-implante. Numerosos grupos de investigacién han uti-
lizado células madre de medula ésea con esta finalidad (26), sin
haberse establecido hasta el momento resultados concluyentes.
La limitacién en la obtencién de muestras, ha comprometido el
desarrollo de nuestro estudio, habiéndose realizado solo una
prueba para cada dosis de irradiacién. Por lo tanto, se plantea la
necesidad de realizar nuevos estudios con el fin de optimizar el
procedimiento, debido a que los resultados obtenidos en nuestro
estudio, no permiten establecer conclusiones.

En este estudio, se ha podido determinar el patrén proliferativo
de los queratinocitos en cultivo utilizando tres fuentes celulares
como capa alimentadora: fibroblastos murinos 3T3, fibroblastos
dérmicos humanos y células mesenquimales troncales derivadas de
tejido adiposo. La capa alimentadora es fundamental en este proceso
porque las células que componen esta capa sirven como fuente de
adhesion, y proporcionan factores de crecimiento. Se ha demostrado
que con los fibroblastos dérmicos humanos subletalmente
irradiados como capa alimentadora, los queratinocitos presentan
una tasa de duplicacién equiparable a la obtenida con el feeder 3T3i.
Estos resultados indican que los fibroblastos dérmicos humanos
representan un sistema de capa alimentadora adecuada para
soportar el cultivo de queratinocitos humanos primarios (27)(28).

El estudio llevado a cabo presenta una serie de limitaciones
como son el numero de repeticiones realizadas para cada tipo
celular (n=3) que es el “n” minimo para considerar un estudio
representativo. Ademas, ha sido necesario adaptar la densidad de
siembra en funcion del tipo celular utilizado como feeder; incluso
de los fibroblastos 3T3 murinos procedentes de casas comerciales
diferentes. En este sentido, para el desarrollo de nuestro modelo
de piel artificial humana, resulta interesante utilizar una menor
densidad de siembra garantizando una menor presencia de feeder
en los queratinocitos que se incorporen como capa epitelial en el
sustitutivo tisular. Por Ultimo, se plantea la posibilidad de realizar
la determinacion de la viabilidad celular mediante técnicas mas
avanzadas en estudios posteriores.

Con todo esto, a pesar de tener un niumero bajo de repeti-
ciones, actualmente podemos considerar los fibroblastos dérmi-
cos humanos como feeder alternativo a los fibroblastos 3T3 muri-
nos. Utilizando una menor densidad de siembra, se han obtenido
resultados similares en cuanto a nimero de queratinocitos, por-
centaje de viabilidad celular, tasa de expansion celular y tasa de
duplicacién celular, en el mismo tiempo de cultivo, suprimiendo
la utilizacion de células de origen murino.

CONCLUSION:

Los fibroblastos dérmicos humanos irradiados se presen-
tan como capa alimentadora alternativa a los fibroblastos 3T3
murinos para promover la expansion celular de queratinocitos.
Los fibroblastos dérmicos humanos irradiados proporcionan una
capa alimentadora funcional que permite la expansion in vitro de
manera eficaz de los queratinocitos que se van a utilizar con fines
clinicos para el desarrollo de un modelo de piel artificial humana.
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order to produce and to systematize this analysis.

INTRODUCCION

“Asi y todo , y después de confesar que mi amor por la pa-
tria grande supera, con mucho, al que profeso a la patria chica,
he sentido mds de una vez vehementes deseos de conocer la alde-
huela humilde donde naci. [...] Impulsado, pues, por tan naturales
sentimientos, emprendi, hace dieciocho afios, cierto viaje a Petilla.
Después de determinar cuidadosamente su posicion geogrdfica
(que fue arduo trabajo) y de estudiar el enrevesado itinerario [...]
Caballero en un mulo, y escoltado por peatdn conocedor del pais,
puseme en camino cierta mafiana del mes de agosto.”

Santiago Ramon y Cajal

Desde que Santiago Ramdn y Cajal describiera en 1939 su via-
je de retorno a Petilla de Aragdn, el modo en que el ser humano se
desplaza se ha modificado de manera considerable (1). También
han vivido este cambio las prestaciones sanitarias. Asi, la asistencia
sanitaria transfronteriza es un fenémeno emergente en la sociedad
del siglo XXI (2) y, en consecuencia, al analizar este nuevo modelo
de relacion clinica conviene considerar al menos los siguientes seis
factores: 1) la tecnificacion de la sociedad, que ha facilitado el ac-
ceso a la informacién sanitaria y la movilidad de los pacientes; 2) el

marco juridico que regula el intercambio de prestaciones sanitarias
entre Estados; 3) la racionalidad econémica como eje de la politica
global contemporanea; 4) la convergencia entre el sector sanitario
y el sector turistico; 5) la ética que corresponde a este nuevo mo-
delo de relacién clinica y 6) el papel de la educacion sanitaria en la
formacion de ciudadanos prudentes en la gestion de sus procesos
de salud-enfermedad no solo a nivel nacional, sino internacional.

La sociedad del siglo XXI es el contexto donde se estan desa-
rrollando nuevas realidades complejas y que reclaman para su ana-
lisis de adecuados enfoques holisticos. La asistencia sanitaria trans-
fronteriza en terapias avanzadas es una de ellas. Por esta razon,
los modelos de andlisis deberian intentar converger la Ciencia, el
Derecho vy la Etica; y en este proceso, las actividades transversales
en politica y educacion sanitaria constituyen el modelo donde efec-
tivamente pueden cristalizar las conocimientos de estas disciplinas.

Teniendo en cuenta lo anterior, se pretende garantizar segu-
ridad, eficacia y calidad del servicio sanitario, allende el lugar de
prestacion. En este sentido, el presente trabajo tiene por objetivo
analizar el hecho de la asistencia sanitaria transfronteriza en el caso
particular de las terapias avanzadas. El concepto de terapia avanza-
da engloba a los procedimientos propios de la ingenieria tisular, la
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terapia celular somatica y la terapia génica (12). Para ello, se segui-
ra el siguiente esquema dividido en cuatro apartados.

En el apartado primero se analizaran los conceptos de asis-
tencia sanitaria transfronteriza, turismo sanitario y turismo médi-
co, destacando la falta de consenso actual en este punto y propo-
niendo una definicion para cada caso; tras lo cual se expondra la
definicién juridica de las terapias avanzadas. El apartado segundo
acomete el tema concreto de la asistencia sanitaria transfronteriza
en terapias avanzadas, siendo el objetivo ahora describir los acto-
res involucrados en este nuevo modelo de relacion clinica, exponer
el marco legal que la regula y presentar sus consecuencias en salud.
El apartado tercero tratara de proponer un modelo de analisis se-
gun las éticas de la responsabilidad y su aplicacion en tres niveles:
el de la relacidn clinica, las politicas sanitarias y las relaciones en-
tre Estados. Se asumen para ello las propuestas de Bengoa sobre
la atencidn sanitaria al paciente crénico (3) y de Repullo sobre la
desinversion sanitaria (4) y las politicas tuterales asimétricas (5).
En cuarto lugar se expresan las conclusiones relativas a lo anterior.

I. EL PROBLEMA DE LA TERMINOLOGIA: ASISTENCIA SANI-
TARIA TRANSFRONTERIZA, TURISMO SANITARIO Y TURISMO ME-
DICO.

1.1 Términos equivocos. ¢ Existe consenso al hablar de turismo
sanitario?

Segun la Organizacion Mundial del Comercio y la Organiza-
cion Mundial de la Salud existen cuatro modelos de intercambio
de prestaciones sanitarias (6). 1) El suministro transfronterizo de
servicios sanitarios o sanidad a distancia que consiste en el em-
pleo de las innovaciones en comunicacion para prestar asistencia
sanitaria mas alla del lugar de residencia del profesional sanitario.
Asi, la OMS considera la telemedicina como “el reparto de servicios
sanitarios, donde la distancia es un factor critico, por parte de los
profesionales sanitarios mediante el uso de las tecnologias de la
informacidn y comunicacién con el fin de conseguir el intercambio
valido de informacion [...] asi como para la formacion continuada
de los profesionales de salud [...]"(7). 2) La expansidn de las pres-
taciones sanitarias en el extranjero que corresponde con la poten-
ciacién de servicios para el consumo por parte de ciudadanos del
pais local. Este modelo es empleado por algunos paises en vias de
desarrollo potenciando la medicina tradicional como herramienta
para el crecimiento econémico. 3) La prestacion sanitaria basada
en la presencia comercial que es ofertada en un servicio privado o
de aseguramiento sanitario (publico o privado) gracias a la existen-
cia de contratos bilaterales entre el pais emisor y el pais receptor.
La consecuencia directa es el aumento del flujo de personas por
motivos sanitarios y el incremento de la inversion extranjera en el
pais receptor. Finalmente, se alude a 4) la movilidad de los propios
profesionales sanitarios, existiendo distintas posibilidades que va-
rian desde el voluntariado hasta la regulacion mediante contratos
de base remunerada o no.

Esta tipologia de definicion obedece a una légica de mercado,
prueba de ello es que el segundo modelo refleja una racionalidad
de mercado interno basada en el principio juridico del pais de ori-
gen, es decir, que cuando una accién se ejecuta en un pais distinto
de aquel de residencia las leyes a aplicar seran aquellas del pais de
residencia (8). En este sentido, es cierto que las definiciones encie-
rran la variedad de realidades en que puede insertarse el concep-
to de asistencia sanitaria transfronteriza (AST), pero no se afirma
aqui que los sistemas garantes de la salud deban suscribirse a esta
l6gica. Por ello, se propone definir la AST como el conjunto de ac-
tividades cuyo fin principal sea promocionar el valor de la salud en
un individuo o en una poblacién mds alld de su lugar de residencia
habitual. A este respecto, se entiende que el valor de la salud no
constituye un concepto Unico, sino que su construccién es un pro-
ceso mediado histéricamente y culturalmente.

Por otra parte, la distincidén entre turismo sanitario y turismo
médico puede plantearse inicialmente con un solo criterio: el tipo
de prestacion; de suerte que actividades donde se brindan pres-
taciones médicas corresponden al turismo médico y el resto se
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entienden como turismo sanitario (por ejemplo, la utilizacién de
un servicio de balneoterapia perteneceria al turismo sanitario y la
realizacion de una cirugia baridtrica al turismo médico). No obstan-
te, véase que ahora la dificultad se traslada a definir qué se entien-
de o no por prestacion médica. En este punto se prefiere a veces
afirmar, de acuerdo con Christine Lee, que no existe una definicion
universalmente vdlida de turismo médico (6), y que lo importante
es aclarar el contenido de las actividades. En este sentido, seguin
Phua la distincidn radica en la motivacion que empuja al paciente,
por lo que debe hablarse de turismo sanitario sensible al precio y
de turismo sanitario sensible a la calidad segun se viaje motivado
por una reduccion del coste o por una prestacién de alta calidad no
adquirible en el pais de residencia (6). La figura del intermediario
o facilitador cumple precisamente con la funcion de ayudar a los
potenciales turistas en la seleccién de hospitales y profesionales,
colaborando en la parte administrativa del trayecto (9). Segun la
clasificacion de las agencias de turismo médico de Leigh Turner, en
la que se diferencia en funcién del tipo de prestaciones sanitarias
ofertadas entre agencias especialistas, agencias generales o agen-
cias intermediarias, el turismo sensible al precio se desarrolla con
frecuencia en el contexto de las agencias especialistas (10).

Asi, y dado que Lee no define los conceptos y Phua clasifica
pero no analiza el contenido de las expresiones, se propone hablar
de turismo sanitario o turismo médico de tres tipos: por ventaja
asistencial, por prestacion de alta calidad y por prestacion no ad-
quirible. En el primer caso, el paciente viaja buscando una reduc-
cién en el coste de la prestacion o bien una mejora en el tiempo de
espera. En el segundo caso, el desplazamiento del paciente esta
motivado por la calidad de la prestacion que brinda un determi-
nado pais, esté la misma disponible o no en su lugar de origen. De
hecho, asi sucede con ciertos paises que se han especializado en
ofertar prestaciones sanitarias asociadas a tecnologias avanzadas.
En tercer y ultimo lugar, no es posible para el paciente obtener la
prestacion sanitaria en su pais de origen, tanto en el sistema pu-
blico como en el sistema privado, y esto constituye la motivacion
principal para desplazarse a otro pais.

Dado que la literatura emplea reiteradamente el término
asistencia sanitaria transfronteriza (cross-border health care) y que
éste engloba a la mayoria de realidades que representan los flujos
de pacientes y prestaciones, ésta sera la expresion que se emplee
en el articulo. En consecuencia se define ya la asistencia sanitaria
transfronteriza en terapias avanzadas como el conjunto de activi-
dades cuyo fin principal sea promocionar el valor de la salud en
un individuo o en una poblacion mds alld de su lugar habitual de
residencia y en el que se ve involucrado el uso de los productos de la
terapia génica, terapia celular somdtica o ingenieria tisular.

1.2 Definicion juridica de las terapias avanzadas.

Previamente a su definicion juridica se entiende aqui que las
terapias avanzadas son disciplinas de las ciencias de la salud, asu-
miendo el concepto de disciplina segin Toulmin. Dicho autor afir-
ma en este sentido que “dentro de una cultura y época particular,
las actividades intelectuales de los hombres no forman una gama
continua desordenada. Por el contrario, caen en «disciplinas» mds
o0 menos bien definidas, caracterizadas cada una de ellas por su
propio cuerpo de conceptos, métodos y objetivos fundamentales.”.
Asi, “cuando este objetivo comun es de cardcter explicativo, la disci-
plina es cientifica”, [éstas, las disciplinas cientificas] como las espe-
cies orgdnicas, son «entidades histéricas» en evolucion y no «seres
eternos».”(11).

A nivel juridico, la Directiva 2009/120/CE (12) mediante mo-
dificacién de la Directiva 2001/83/CE (13) define medicamento de
terapia génica como un medicamento bioldgico con las caracte-
risticas siguientes: a) incluye un principio activo que contiene un
acido nucleico recombinante o esta constituido por él, utilizado en
seres humanos o administrado a los mismos con objeto de regular,
reparar, sustituir, afiadir o eliminar una secuencia génica; y b) su
efecto terapéutico, profilactico o diagndstico depende directamen-
te de la secuencia del acido nucleico recombinante que contenga
o del producto de la expresidn genética de dicha secuencia, exclu-
yéndose las vacunas. Por otra parte, medicamento de terapia celu-
lar somdtica es aquel medicamento bioldgico que contiene células
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o tejidos o esta constituido por ellos y que han sido objeto de mani-
pulacién sustancial de modo que se hayan alterado sus caracteris-
ticas bioldgicas, funciones fisioldgicas o propiedades estructurales
pertinentes para el uso clinico previsto, o por células o tejidos que
no se pretende destinar a la misma funcién esencial en el receptor
y en el donante, o bien un producto que se presenta con propie-
dades para ser usado por seres humanos o administrado a los mis-
mos, con objeto de tratar, prevenir o diagnosticar una enfermedad
mediante la accién farmacolégica, inmunoldgica o metabdlica de
sus células o tejidos.

El Reglamento 1394/2007/CE (14) define por producto de
ingenieria tisular aquel que “contiene o estd formado por célu-
las o tejidos manipulados por ingenieria, y del que se alega que
tiene propiedades, se emplea o se administra a las personas para
regenerar, restaurar o reemplazar un tejido humano.”. Sin embar-
go, en el estado espafiol las definiciones dadas en el Real Decre-
to 477/2014 (15) tras remitir al Real Decreto 1345/2007 (16) solo
aluden a la terapia génica y la terapia celular somdtica, pero no
definen ingenieria tisular. De hecho, y analizados con detalle estos
textos juridicos, la definiciéon dada para terapia celular somatica
entrelaza conceptos con otros mas propios de la ingenieria tisu-
lar. Asi se lee que “a efectos del presente anexo, se entendera por
medicamentos de terapia celular somatica la utilizaciéon en seres
humanos de células somaticas vivas, tanto autdlogas (procedentes
del propio paciente), como alogénicas (de otro ser humano) o xe-
nogénicas (de animales), cuyas caracteristicas bioldgicas han sido
alteradas sustancialmente como resultado de su manipulacion [...]
Dicha manipulacién incluye [...] la utilizacion de células alogénicas
y xenogénicas asociadas con productos sanitarios empleados «ex
vivo» 0 «in vivo» (p. ej., microcapsulas, matrices y andamiajes in-
trinsecos, biodegradables o no biodegradables).”.

Consecuentemente y dada la cierta confusion juridica al ha-
cer colisionar los procedimientos de la terapia celular somatica y
la ingenieria tisular se pasa a conceptuar a ésta Ultima segun las
definiciones de Langer y Vacanti y Campos. Para Langer y Vacanti
laingenieria tisular es un campo interdisciplinar que aplica los prin-
cipios de la ingenieria y las ciencias de la vida para el desarrollo de
sustitutos bioldgicos que restauren, mantengan o mejoren la fun-
cion de un tejido (17), quedando descritos en Tissue Engineering
(1993) los tres pilares de su ejercicio: el empleo de células aisladas
o sustitutos celulares, de sustancias inductoras de la actividad tisu-
lar y células ubicadas o no en matrices. Por otra parte, en Campos
la definicidén se amplia y esto al menos por dos motivos. En primer
lugar, porque aun reconociendo la dificultad técnica y normativa in-
herente a la construccion de tejidos, el fin de esta disciplina se pro-
yecta directamente a la terapéutica, asi “no alcanza a mi juicio [la
ingenieria tisular] toda su dimensién y trascendencia hasta que no
se traslada a la clinica con las dificultades y los exigentes requisitos
que la actual normativa demanda”(18). Y en segundo lugar, porque
se estudia incluida en una dimensidn mas amplia, que es aquella
que pretende comprender la constitucion del cuerpo humano bajo
un nuevo paradigma: el paradigma constructivo (19), (20).

Il. LA ASISTENCIA SANITARIA TRANSFRONTERIZA EN TERA-
PIAS AVANZADAS.

2.1 Principales espacios y actores en la red de la AST.

Hanefled et al. han insistido acerca de la dificultad para reca-
bar informacién en este ambito, y por ello “poco es sabido sobre
qué pacientes eligen viajar y porqué, mientras que otros no lo ha-
cen. Los detalles sobre el volumen o el flujo de pacientes asi como
sobre los recursos gastados permanecen inciertos. [...] De manera
similar, el papel de los proveedores privados, intermediarios y em-
presas de marketing permanecen en una «caja negra».” (21) y con
frecuencia provienen de fuentes opacas (22). Ademds, los paises se
han especializado en determinadas prestaciones: Singapur es co-
nocido por las prestaciones de alta tecnologia, Tailandia en cirugia
cardiaca, ortopédica e intervenciones de cambio de sexo, el Este
de Europa en odontologia y Espafia para tratamientos de fertilidad
(20). No obstante, puede afirmarse que aqui son tres los actores
involucrados: 1) usuario; 2) profesional del area de la salud; y 3)
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figura intermediaria o tercera empresa (agencias de turismo, com-
pafiias o brdkers). La figura 1 representa el espacio que ocupa cada
uno de estos agentes.

Como afirma Turner “son compafiias con base en Internet y
que ocupan el espacio virtual”, pero “atn reconociendo el podero-
so papel de Internet como herramienta en el marketing transnacio-
nal de la salud, la localizacidn geogréfica de las compafiias importa.
[...] Para el propdsito de reforzar leyes y regulaciones, la localiza-
cion de las compaiiias es relevante.” (10).

2.2 Las terapias avanzadas en la nueva medicina.

Si un hecho preocupa hoy en la prestacion transfronteriza de
terapias avanzadas es el crecimiento de clinicas que ofertan tra-
tamientos con células madre. Como afirman Kiatpongsan y Sipp,
“un importante nimero de compaiiias como NuTech Mediworld y
Medra, Inc. se publicitan a través de entrevistas, blogs o videos en
la plataforma YouTube describiendo las experiencias subjetivas de
pacientes que han seguido sus tratamientos” (23). La captacién de
pacientes esta basada en un lenguaje impreciso que suele definir
eficacia como “alguna mejoria” y, lo que constituye un hecho mas
grave, los productos empleados no suelen cumplir con los requisi-
tos de seguridad y eficacia que la comunidad cientifica exige. Para
Taylor-Weiner y Zivin (24) las posibilidades de estas terapias son
incorrectamente informadas, comportando un aumento de la es-
peranza que los pacientes depositan en los avances y explotando
su vulnerabilidad. En esta realidad insiste Campos al afirmar que
“la demanda social y la busqueda desesperada de soluciones [...]
han dado origen a la aparicidon de clinicas y centros en distintos
paises que ofrecen en este campo soluciones a dichos problemas
sin una base cientifica sdlida y por supuesto sin garantia de éxito.
[...] La consecuencia de todo ello es la inseguridad, la frustracion
y la falsa propaganda lanzada sobre estas nuevas terapias que [...]
pueden incluso llegar a inhibir el propio y natural desarrollo de las
mismas.”(18).

Desde los trabajos de Amariglio et al. donde se describe por
primera vez la aparicién de un tumor cerebral derivado de células
de donante tras un tratamiento en una clinica rusa se puede afir-
mar, y esto sin prestar lugar a la duda o a la incertidumbre, que en
ciertas ocasiones los tratamientos ofertados por estas clinicas son
inseguros e ineficaces. (25) Segun Regenberg et al. estas afirman
tratar con eficacia condiciones que van desde el envejecimiento
hasta el cdncer pasando por el sindrome de Down o la enferme-
dad de Hungtinton. (2) y, por ello, la mayoria de pacientes que las
usan presentan enfermedades degenerativas donde los tratamien-
tos previos han fracasado; ocurriendo, en acuerdo con Murdoch y
Scott, que la esperanza es aqui la serpiente que se come a si misma
(26).

Entre las enfermedades mds frecuentes estén la esclerosis la-
teral amiotrdfica, las lesiones medulares y la esclerosis multiple (2).
De otra parte, es habitual la insistencia en la necesidad de largos
periodos para que la terapia sea eficaz y en la probable necesidad
de nuevas re-inyecciones del producto. Se muestran ahora los tes-
timonios de dos pacientes que acudieron a estas clinicas, presen-
tando una esclerosis multiple y una una diabetes mellitus tipo I (2).

1- «Me he sentido mds o menos igual que antes de realizar el
tratamiento con células madre sin importantes cambios que contar.
He pasado por periodos de sentirme mejor, pero tras ellos vuelvo a
estar normal. Estoy interesando en ir a tratarme de nuevo en pri-
mavera.».

2- «Me dijeron que tendria que esperar aproximadamente en-
tre dos y seis meses hasta que ocurriera algun efecto. Sin embargo,
he sentido una importante mejoria solo dos meses después de que
las células fueran re-inyectadas. Por la noche mi azucar en sangre
cayo dramdticamente. Hoy he tenido que tomar un 60% menos
de mi insulina de liberacién rdpida y un 40% menos de mi insulina
lenta. jMe parece que esto es genial! Estoy organizandome para
volver a Alemania a por un segundo tratamiento. ».

No se intenta afirmar que el progreso en este campo traiga
solo inconvenientes, muchos avances se han hecho adecuadamen-
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te. En cambio, si apremia sacar a la luz la situacién porque, como
afirma Charo, ésta es expresion del riesgo que comporta en cien-
cia el argumentum ad novitatem; pero la iniciacidén de ensayos cli-
nicos en humanos, recuérdese, depende de la existencia de datos
farmacoldgicos y toxicoldgicos obtenidos en estudios preclinicos
Yy que permitan establecer razonablemente seguridad, eficacia y
calidad, y no solamente de la novedad (27).

2.3 Marco juridico de la AST en terapias avanzadas en la UE.

En primer lugar, no se considerard medicamento de terapia
avanzada aquel que no cumpla con las definiciones juridicas ex-
puestas, como sucede con el trasplante de progenitores hemato-
poyéticos o la infusidon de islotes pancréaticos que no hayan sido
expandidos previamente. Desde 2003, el empleo de células vivas
como medicamentos queda regulado por la Normativa 2003/63/
EC Yy, por tanto, por la misma legislacion que rige la investigacion,
la autorizacion y la comercializacién de farmacos para uso huma-
no. Ademas, las Directivas 2004/23/CE y 2006/12/CE establecen
las normas de calidad y seguridad necesarias para la donaciodn,
obtenciodn, evaluacion, procesamiento, preservacién, almacena-
miento y distribucion de células y tejidos.

Los productos de la terapia celular y la ingenieria tisular con-
siderados medicamentos deben cumplir con ambas normativas
y consecuentemente las instalaciones y procesos de producciéon
deben hacerlo con las normas de correcta fabricacién (GMP) que
exigen los laboratorios farmacéuticos. Ademads, es necesaria la
autorizacién de los protocolos de ensayo clinico por los comités
éticos de Investigacion clinica de cada hospital. Una vez registra-
do el medicamento, para poder ser comercializado el producto
de terapia celular y de ingenieria tisular debe cumplir con los re-
quisitos exigidos por un control existente solo a nivel centralizado
mediante la Agencia Europea del Medicamento y que, por tanto,
no esta validado a nivel nacional (19).

Alo anterior deben atenerse las clinicas que ofertan produc-
tos de terapia avanzada si se quiere cumplir con los estandares de
calidad, seguridad y eficacia.

I11. ETICAS DE LA RESPONSABILIDAD Y ASISTENCIA SANITA-
RIA TRANSFRONTERIZA.

La expresion “éticas de la responsabilidad” fue acuiada ori-
ginalmente en 1919 por Max Weber (28). Con ella se presenta un
modelo intermedio entre las éticas de la conviccidn y las éticas
del poder, es decir, entre deontologismo y utilitarismo. Responsa-
ble es aqui quien pondera principios y resultados. En este sentido
équé ética es la que corresponde a la asistencia sanitaria trans-
fronteriza en terapias avanzadas?. Se distinguirdn para su estudio
tres niveles: ética de la relacién clinica, de las politicas sanitarias y
de las relaciones entre Estados.

3.1 Etica de la responsabilidad en el nivel de la relacion cli-
nica.

Pereda ha escrito que el individuo prudente es aquel “en
cuya vida la deliberacion ocupa un papel importante [...]”(29). Del
estudio de la prudencia se ocupa Aristételes en la Etica Nicoma-
quea al afirmar que es la virtud que permite el ejercicio de las
demads y asi “habria que usar el prefijo «entre», la phronesis es la
capacidad de mediar «entre» las virtudes intelectuales y morales,
capacidad que es ella misma una virtud [...]". El prudente (phré-
nimos) debe poder disefiar desde el conocimiento un ideal de
vida buena, aprobar la deliberacion como método para la toma
de decisiones disponiendo de la sensibilidad que atiende con
minucia lo particular y hacer de lo anterior habitos de vida (29).
Prudencia no se identifica con pasividad o quietud, sino que es
el saber practico del que delibera y actia conjugando principios
y consecuencias. Desde 1927 se conoce el caracter ontoldgico y
no epistemoldgico de la incertidumbre en ciencia (30), y en este
sentido, no existe menos incertidumbre real en la busqueda de
solucidn que acomete un paciente desesperanzado cuando hace
uso de la informatica sin el abrigo de un caracter prudente.

Asistencia sanitaria transfronteriza en terapias avanzadas

Antonio Leopoldo Santisteban Espejo

Por ello, si al usuario conviene el obrar prudente en el senti-
do aristotélico, en el otro polo de la relacién clinica la aceptacién
del imperativo categdrico kantiano imposibilitaria mediatizar al ser
humano en favor de la desmesura (hybris) econdmica. Conviene
desechar aqui el argumento segun el cual estas clinicas ocupan el
espacio para la esperanza abierto tras los limites de la medicina
académica, y ello porque todo valor tiene sus limites. Pasarlo por
alto es hacer bueno el fendmeno de la tirania del valor descrito por
Hartmann y descuidar que la esperanza es un valor fin y no un valor
medio, entendiendo valor como lo hace el constructivismo axiolo-
gico (31). En fin, recuérdese con Goethe que en ciertas ocasiones
limitarse es extenderse (32).

Por lo anterior, y aun aceptando que el concepto de pruden-
cia admite la dimension de universalidad que en acuerdo con Conill
habra de aceptar toda ética que no pretenda ser excluyente (33), se
reconoce que el obrar prudente esta mas cercano al acto individual
que al colectivo, y que ello es razén suficiente para proponer una
ética de la responsabilidad basada en la prudencia aristotélica y en
el imperativo categorico kantiano para este primer nivel de la re-
lacién clinica. A este respecto, constituye un aspecto fundamental
como construye su educacion el paciente y, cémo por tanto, puede
construirse también un caracter prudente en relacion a la gestion
de su salud en un nivel tanto nacional como internacional. En este
proceso existen esencialmente tres vias de aprendizaje: la auto-
educacion, la educacién social (privada o publica) y la educacién a
través de los medios de comunicacion (34).

3.2 Responsabilidad y politica sanitaria: el modelo de aten-
cidn a cronicos.

Para Ortega y Gasset la auténtica necesidad que se impone a
un sistema cientifico no consiste en la aportacion de un nuevo con-
cepto de verdad, sino en la comprensién “de su tendencia profun-
da, de su intencién ideoldgica, pudiera decirse, de su fisonomia.”
(35). La fisonomia de los actuales sistemas de salud consiste entre
otras cosas en la alta incidencia de pacientes crénicos, y estos son
precisamente quienes acuden a veces a las clinicas citadas. Por esta
razdn, éno existe en este hecho un buen punto de partida®?.

De acuerdo con Bengoa, el gran desafio actual consiste en
transformar los sistemas sanitarios en sistemas mas proactivos que
reactivos y mas colaborativos que fragmentados (3); en este sen-
tido, mejorar la atencion del paciente crénico comporta también
disminuir la necesidad de hacer un uso incorrecto de la prestaciones
transfronterizas. Y ello es viable mediante el fomento de los siste-
mas de telemedicina, la estratificacion por riesgo de la poblacién y
las actuaciones bottom-up, es decir, desde abajo hacia arribay en
términos clinicos. Por tanto, fomentar la educacion en tecnologias
de la informacion y estratificar a los pacientes combinando situa-
cion clinica y conocimientos tecnoldgicos para obtener un nivel del
riesgo de acabar en clinicas inseguras parecen opciones a conside-
rar en el nivel de la politica sanitaria.

En este marco resulta crucial actuar en sentido ascendente,
ya que como afirma el propio Bengoa “los politicos cambian se-
gun las elecciones y consecuentemente también los directivos [...]
si los proyectos han sido de abajo hacia arriba se hallan asentados
localmente y tenderan a sobrevivir mejor a los cambios politicos.”
(3). Bien entendido, que éstas actividades educativas en tecno-
logias se enmarcarian en lo que Repullo llama politicas tutelares
asimétricas, es decir, aquellas donde “no siendo por su naturaleza
decisiones sociales sino individuales, sin embargo, los poderes pu-
blicos acaban interviniendo.”, ya que el interés de éstos es estudiar
aquellas distorsiones en las preferencias individuales por las que
el individuo reflexiona y decide su comportamiento, y que con fre-
cuencia le llevan a actuar contra su propio bienestar y salud (5).
Pierret y Friederichsen (36) y Wilson, Gonzalez y Pollock (37) han
aportado interesantes resultados mediante experiencias educati-
vas en ingenieria tisular y en células madre.

En este sentido, y aun reconociendo la limitacion de los re-
cursos en salud, presentar las politicas de desinversion sanitaria
como politicas activas puede ayudar a reorientar recursos hacia
otras actividades que permitan afiadir valor y mejorar la salud de
nuestros pacientes y ciudadanos (4).
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3.3 Hacia una ética global de las terapias avanzadas.

Proponer un sistema ético que guie las relaciones entre Esta-
dos es el objetivo de este ultimo apartado, en otras palabras, ¢en
qué valor ha de basarse una ética global de la asistencia transfron-
teriza en terapias avanzadas?. Aun reconociendo la dificultad se
asume con Delors que “frente a los numerosos desafios del porve-
nir, la educacion constituye un instrumento indispensable” (38) y
ello porque como ha hecho ver Cortina si la amoralidad es un con-
cepto vacio no existe otro vinculo mas intensamente capaz de unir
individuos o Estados que una auténtica educacion en el vinculo
ético (39). Siguiendo esta linea, Conill ha escrito que no cabe ante
retos universales “sino la respuesta de una actitud ética universa-
lista, que tiene por horizonte para la toma de decisiones el bien
universal, aunque sea preciso construirlo desde el bien local”(33).

Actuar localmente pero sin ignorar lo global parece mas sen-
sato que esperar a que lo global incida en lo local ya que en esto
consiste precisamente la espera de Godot. Ahora bien, si ha de
proponerse un valor que guié las relaciones entre Estados en la
prestacién transfronteriza de terapias avanzadas este es el valor
de la solidaridad.. Y ello por tres razones.

Primero, porque se estd aludiendo a solidaridad en el senti-
do clasico de la Etica Nicomaquea; solidaridad como philia o amis-
tad y se conviene con Salguero que hablar de solidaridad de este
modo es afirmar “una forma de reencuentro con el otro, [y esta,
la solidaridad] supone reconocer una semejanza y actia como un
impulso natural que conduce a la justicia”(40). Segundo, porque
afirmar una ética de la responsabilidad solidaria supone el distan-
ciamiento del puro deontologismo o utilitarismo, ya que ninguno
de estos puede fundamentar un principio de universalizacion me-
didandolo adecuadamente con las exigencias de las organizaciones
e instituciones modernas (33). Y en tercer lugar, porque si existe
un atributo que defina la situacién del paciente abocado a terapias
ineficaces e inseguras ese es la vulnerabilidad y, éacaso no se ha de
ser mas solidario precisamente con el mas vulnerable?.

Cuestiones como la creacién de un marco juridico y ético
global que guié las actuaciones en terapias avanzadas entre los
diferentes Estados, el cumplimiento de los estandares de calidad
y seguridad a través de ensayos clinicos validados por la comuni-
dad cientifica internacional o la existencia del derecho a recibir un
tratamiento en terapias avanzadas en un pais distinto al de resi-
dencia, son cuestiones que deberan ser estudiadas y tratadas en
el futuro.

Todo esto, aunque solo sea por intentar hacer cierto el t6-
pico de la «aldea global» y no aquel otro, que parece hoy mas
realista, de la «jungla global» (33).

CONCLUSIONES

La asistencia sanitaria transfronteriza es una realidad cre-
ciente en la sociedad del siglo XXI. El caso concreto en que se in-
volucran terapias avanzadas constituye un reto por las ilusiones y
esperanzas que muchos pacientes, fundamentalmente crénicos,
tienen depositadas en ellas. Existen clinicas que aprovechandose
de esta situacion ofertan tratamientos que no cumplen con los
requisitos de seguridad, eficacia y calidad que la comunidad cien-
tifica exige. En este sentido, tras haber estudiado la terminologia,
las consecuencias sanitarias y su marco juridico se han propuesto
modelos de solucidn basados en las éticas de la responsabilidad.
Para ello se han analizado tres niveles: relacién clinica, politica sa-
nitaria y relaciones entre Estados. Estos tres momentos de actua-
cién, sustentados en la capacidad de la politica y de la educacién
ciudadana como agentes transformadores de la realidad en salud,
deberian integrarse si realmente se aspira a una globalizacién éti-
camente fundada.
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bioinformaticas
Tarui’s disease: Review and bioinformatic perspectives
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Resumen

La enfermedad de Tarui es una enfermedad autosdmica recesiva ocasionada por una deficiencia de la actividad
fosfofructoquinasa (FFQ) en el musculo esquelético, una enzima clave de la glicdlisis. Dicha alteracion tiene como
consecuencia directa la imposibilidad de producir energia a partir del consumo de la glucosa circulante en sangre
o la que se almacena en forma de glucégeno. Debido a esto, clasicamente los sintomas incluyen intolerancia al
ejercicio, mialgias, debilidad y fatiga, pero, pese a que se han detectado al menos 22 mutaciones del gen que co-
difica por la enzima, pacientes con las mismas variantes han mostrado diferente sintomatologia, lo cual establece
una relacién genotipo-fenotipo poco clara. Mecanismos regulatorios, y no solamente la enzima misma, pueden
explicar la modulacién de la actividad FFQ y con ello la diversidad evidenciada con los cerca de 100 casos reporta-
dos con la enfermedad de Tarui. El diagndstico definitivo se obtiene de la evaluacion de biopsia de musculo, prue-
bas inmunohistoquimicas, medicion de la actividad de la enzima y prueba de glucosa exdgena previo a ejercicio.
Actualmente no existe un tratamiento especifico y normalmente se brinda terapia especifica para los sintomas.
Nuevas perspectivas con el uso de herramientas bioinformaticas tienen el potencial de estudiar la enzima FFQ con
andlisis estructurales de la molécula o bien, los diversos sistemas bioldgicos que la regulan.

Abstract

Tarui’s disease is an autosomal recessive disorder caused by a deficiency of phosphofructokinase activity (FFQ)
in skeletal muscle, a key enzyme of glycolysis. This alteration has a direct consequence of the impossibility of
producing energy from the consumption of circulating-blood glucose or stored as glycogen. Because of this,
classically symptoms include exercise intolerance, muscle pain, weakness and fatigue, but despite that have been
detected at least 22 mutations of the gene coding for the enzyme, patients with the same variants have shown
different symptoms, which establishes a genotype-phenotype relationship unclear. Regulatory mechanisms, and
not only the enzyme itself, can explain the modulation of the FFQ activity and thus the diversity evidenced with
about 100 cases reported Tarui’s disease. The definitive diagnosis is obtained from the evaluation of muscle
biopsy, immunohistochemistry, measurement of enzyme activity and exogenous glucose test prior to exercise.
Currently there is no specific treatment and therapy usually is given for symptoms. New perspectives using
bioinformatic tools have the potential to study the FFQ enzyme with structural analysis of the molecule or the
various biological systems that regulate it.

Palabras clave: Enfermedad
de Tarui, Glucogenosis tipo
VIl, miopatia metabdlica,
fosfofructoquinasa.

Keywords: Tarui’s disease,
glycogenosis type VI,
metabolic myopathy,
phosphofructokinase.

INTRODUCCION

El monosacarido de glucosa es la fuente primaria de pro-
duccion de energia de las células y que puede ser almacenado en
forma de polimeros de glucdgeno, esencialmente en el higado y el
musculo esquelético. Diferentes mecanismos en redes bioquimi-
cas describen el balance entre la glucosa disponible para produc-
cion de energia o para su almacenamiento. Cuando es requerida,
por ejemplo en el ayuno o durante el ejercicio, la glucosa puede
ser obtenida de forma directa de la ingesta de alimentos o de la
degradacion del glucégeno (glucogendlisis) a glucosa-1-fosfato. La
produccidn de energia se da a través de la glicélisis, en la que la
glucosa es degradada hasta producir ATP (adenosina trifosfato), la

moneda energética, ademas de piruvato y NADH (dinucledtido de
nicotinamida y adenina) que pueden continuar a ciclo de Krebs o
a respiracion anaerobia. Cuando las necesidades energéticas han
sido satisfechas, diversos mecanismos regulatorios permiten el al-
macenamiento del exceso de glucosa en forma de glucdgeno, en
un proceso llamado gluconeogénesis (1,2).

La gluconeogénesis, la glucogendlisis y la glucdlisis son pro-
cesos celulares que son mediados por enzimas y altamente regu-
lado, tanto por los mismos carbohidratos como por otros tipos de
moléculas. La deficiencia parcial o total de la actividad enzimati-
ca en las reacciones de dichos procesos se constituyen como un
grupo de trastornos del metabolismo llamados enfermedades del
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almacenamiento del glucégeno (EAG) (2). Si la afectacién de estos
procesos es de forma directa en las enzimas, la enfermedad se
denomina enfermedad primaria, mientras que si la alteracién es
por medio de reguladores de su metabolismo, entonces se llaman
enfermedades secundarias (3).

ENFERMEDAD DE TARUI
Enfermedades del almacenamiento del glucégeno

Las enfermedades primarias del almacenamiento del glu-
cogeno, también conocidas como glucogenosis, corresponden a
una categoria Unica de trastornos metabdlicos hereditarios que
se describieron inicialmente a principios del siglo XX. Fueron uno
de los primeros errores innatos del metabolismo con deficien-
cia enzimatica en ser identificados y que afectan la homeostasis
energética del muisculo esquelético, corazdn, higado y, con menor
frecuencia, el sistema nervioso central (1). Usualmente, presen-
tan un patrén de herencia autosdmico recesivo y su incidencia se
estima en 1 caso por cada 20,000-43,000 nacimientos vivos (4,5).

Dadas las variaciones que existen en la edad de inicio, los
sintomas, la morbilidad y la mortalidad de las EAG, la clasificacidn
de estos trastornos ha sido motivo de discusidn constante (3). Sin
embargo, las propuestas clasicas se han enfocado en realizar la
agrupacioén de acuerdo a la deficiencia enzimatica y, en la medida
de lo posible, el patrén clinico. Se han identificado al menos 14
tipos de glucogenosis (4), cuyos efectos primordialmente se ven
reflejados en los tejidos hepatico y muscular esquelético (6), y en
menor grado miocardio, sistema nervioso central y rifiones (7).

Enlatabla 1 se muestra la clasificacidn de las EAG, segun la
enzima afectada y el compromiso hepdtico o muscular. Como se
menciond previamente, algunos casos especificos pueden afec-
tar bazo, corazdn y otros drganos (4). Por ejemplo, cuando hay
ausencia de actividad maltasa acida en la enfermedad de Pom-
pe (Tipo Il) hay afectacién de casi todos los 6rganos, incluyendo
al corazdn (2,4).

Respecto a la incidencia de las EAG segun su clasificacion,
la tipo | es la mas frecuente, con el 90% de las EAG. De las que
afectan tejido muscular, la enfermedad de Tarui es la segunda
mas frecuente, solo superada en frecuencia por la enfermedad
de McArdle (3). Los principales sintomas de las EAG que afectan
musculo incluyen intolerancia al ejercicio, debilidad muscular,
mialgias, calambres y mioglobinuria, y su aparicion puede variar
tanto en edad como en intensidad. Asi, el prondstico de cada
paciente con una EAG dependera de la enzima que se encuen-
tre afectada y el tipo de alteracidn que tiene, aunque es comun
que en las presentaciones infantiles los pacientes fallezcan en
el transcurso de los primeros afios de vida; por el contrario, en
otros pacientes la presentacion puede ser tardia o no dar otros
sintomas aparte de la intolerancia al ejercicio (7).

Aspectos generales de la enfermedad de Tarui

La enfermedad de Tarui es el tipo VII de las glucogenosis.
Tiene consecuencias predominantemente en musculo esque-
lético debido a una deficiencia en la actividad FFQ celular. La
FFQ constituye una enzima clave en el proceso de glicdlisis, ya
que se encarga de la conversién de fructosa-6-fosfato a fruc-
tosa-1,6-bifosfato en forma irreversible (8). De esta manera,
en la enfermedad de Tarui hay un aporte comprometido de
energia a partir de la glucosa, lo cual es critico en condiciones
como el ejercicio.

Estructuralmente, la FFQ es un tetramero que derivada
de tres loci genéticamente distintos y que codifica por isofor-
mas de musculo, higado, y plaquetas. En musculo y el higado,
las FFQs son homotetramero de 4 subunidades M y 4 subuni-
dades L, respectivamente, mientras que los eritrocitos contie-
nen tanto subunidades Ly M (3). En el caso de las plaquetas,
las subunidades son tipo P, aunque también se conoce como
tipo F (de fibroblastos). Los genes de las subunidades tipos M,
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L y P se ubican en los cromosomas humanos 12, 21y 10, res-
pectivamente (9).

Historicamente, la primera descripcion de esta patologia la
realizaron Tarui y colaboradores (1965), en tres parientes japo-
neses (una mujer de 20 afios de edad y dos hombres de 23 y 27
afios de edad), cuyos padres eran primos. Sus manifestaciones
clinicas fueron descritas como facilidad para fatigarse, debilidad
y rigidez muscular posterior a ejercicios intensos o prolongados,
sin elevacién de lactato en sangre durante el test de isquemia y
uno de ellos con mioglobinuria post-ejercicio (1,0). En los afios
posteriores y hasta la actualidad, los reportes alcanzan al menos
100 casos de pacientes con esta enfermedad, con una inciden-
cia particular en personas con ascendencia judia Ashkenazi, en
las zonas de Europa, Japdn y Estados Unidos (7,8,1,1). En nifios,
la ocurrencia de la enfermedad de Tarui fue de al menos una
docena de casos entre 1987 y 2008 (1,2).

En los afos mas recientes, se destacan dos reportes de
los aflos 2012 y 2015. El caso reportado en 2012, una mujer
marroqui de 41 afios de edad con deficiencia de FFQ presentd
debilidad muscular lentamente progresiva desde la infancia, sin
episodios de rabdomidlisis o anemia hemolitica, pero la explo-
racion fisica mostrd una leve atrofia de los muslos. La biopsia de
musculo revel6 almacenamiento masivo de glucégeno en la ma-
yoria de las fibras musculares y una actividad FFQ en el musculo
totalmente ausente (1,3). Asimismo, Auranen y colaboradores
(2015) reportaron el caso de dos hermanos con la enfermedad
de Tarui con manifestaciones clinicas cldsicas y formacién de
acumulos de poliglucosanos y una mezcla compleja de proteinas
en la biopsia de musculo (1,4).

Fisiopatologia

En la enfermedad de Tarui, la deficiencia de la actividad FFQ
tiene como consecuencia inmediata el bloqueo de la glicdlisis. Esta
ruta metabdlica es la encargada de oxidar la glucosa hasta piruvato,
con el objetivo de obtener energia para la célula. El catabolismo
de glucosa consiste de 10 reacciones enzimaticas acopladas que
permiten la obtencion de ATP, NADH y dos moléculas de piruvato,
proceso que ocurre en el citoplasma celular. En dependencia de las
condiciones de oxigenacion, el piruvato puede dirigirse a diversas
rutas metabdlicas para producir mas energia (1).

Las reacciones que componen la glicdlisis se agrupan en
2 fases metabdlicas, una primera de gasto de energia y otra
de produccion de energia. En la primera fase, la reaccién ini-
cial consume una molécula de ATP para fosforilar la glucosa a
glucosa-6-fosfato para luego convertirla en fructuosa-6-fosfato.
Una segunda molécula de ATP se requiere para el paso de una
segunda fosforilacién de la molécula da origen la fructuosa-1,6-
bifosfato, gracias a la enzima FFQ. Otras dos reacciones termi-
narian de originar 2 moléculas de gliceraldehido-3-fosfato, pro-
ducto final de la fase de gasto de energia (1,5).

En la fase de produccién de energia, la oxidacién de cada
gliceraldehido-3-fosfato permite la produccion de NADH a partir
del NAD+, y posteriormente la produccién de 2 moléculas de ATP
y el piruvato, con la accién final de la piruvato quinasa. Asi, el
balance entre consumo y produccidn, se obtiene un balance a
favor energético de 2 ATP y 2 NADH, asi como 2 moléculas de
piruvato (1).

En la respiracion celular aerobia, que ocurre en mitocon-
dria, los electrones del NADH son cedidos a la cadena de trans-
porte de electrones, los cuales alteran el potencial de membrana
al mover H+ al espacio intermembrana de la mitocondria, y su
paso de regreso por el complejo ATP-sintasa logra la produccion
de mas ATP, ademads de la produccién de ATP y NADH que se ob-
tiene del piruvato que ingresa a ciclo de Krebs. En respiracién
celular anaerobia, procesos de fermentacion pueden obtener al-
ternativamente energia del piruvato, con la produccién de lactato
gracias a la deshidrogenasa lactica. El transporte de lactato desde
el musculo hacia higado puede hacer que se reconvierta a piruva-
toy luego a glucosa, la cual puede ser llevada de nuevo a musculo
como fuente de energia (proceso conocido como ciclo de Cori).
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En la enfermedad de Tarui, la fase inicial de la glicdlisis arran-
ca hasta la produccion de fructuosa-6-fosfato, con el consumo de
ATP, pero la actividad alterada de la FFQ impide que se continte
hasta la fase de produccion de energia, ni la produccion de piru-
vato ni NADH, lo cual ain compromete mas la continuacion de
procesos como la respiracidn celular (condiciones aerdbicas) o
fermentacién (condiciones anaerobias) para obtener mas ener-
gia. De esta forma, la deficiencia de la FFQ altera por completo la
disponibilidad de energia de las células por la caida en la produc-
cién de ATP, piruvato y poder reductor en forma de NADH (16).

Ademas, dado que los carbohidratos y los acidos grasos
son la principal fuente de energia para la contraccién y relaja-
cion muscular, la deficiencia enzimatica imposibilita que el glu-
cogeno almacenado en el musculo o bien la glucosa circulante
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en sangre puedan ser usadas como fuentes de energia, por lo
que la via metabdlica se desplaza hacia la lipdlisis (17). Sin em-
bargo, esta via no logra compensar de forma equivalente a la
glicdlisis, lo que compromete la produccidn de energia suficien-
te durante el ejercicio fisico. El inadecuado funcionamiento de
la FFQ también conlleva al depdsito o almacenamiento excesivo
de glucdgeno intracelular, lo cual provoca compresién y despla-
zamiento de la maquinaria contractil de las fibras musculares,
con las manifestaciones cldsicas de la enfermedad a nivel mus-
cular (18). Sin embargo, la FFQ no solamente es de relevancia
en esta enfermedad metabdlica, sino que en conjunto con otras
enzimas, ha sido estudiada en otros tipos de padecimientos
como lo son la obesidad, diabetes y cancer (19), por lo que su
deficiencia también puede inducir padecimientos paralelos en
los pacientes.

Tipo Enzima afectada Ar;%cstaﬂgr" ﬁﬁggggl‘g"
Glucdgeno sintasa
0 hgepa'tica i v
I (enferag(lzll?g)de Von Glucosa-6-fosfatasa - v
I (em;%’msgfd de Maltasa &cida - v
I (enfegg?ie)dad de Enzima desramificante - v
v (eggzrgseedna)d de Enzima ramificante - v
V (enfermedad de Fosforilasa de J ;
McArdle) glucégeno, muscular
VI (enfermedad de Fosforilasa de : J
Hers) glucogeno, hepatica
VIl (enfermedad de Fosfofructoquinasa J B
Tarui) muscular
VI Fosforilasa-b-quinasa - v
IX Fosfoglicerato quinasa v v
X Fosfoglicerato mutasa v -
Lactato
Xl deshidrogenasa v -
Xl Aldolasa v -
Xl B-enolasa v -
XIV Fosfoglucomutasa v -

Tabla 1. Clasificacion de las enfermedades del almacenamiento del glucdgeno.

Fuente: Elaboracion propia.
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A nivel sanguineo, la glicdlisis deficiente muestra, tipicamente,
cerca de un 50% de actividad enzimatica FFQ, respecto a pacientes sin
la enfermedad. Esta reduccion del flujo glicolitico puede limitar grave-
mente el suministro de energia y resultar en hemdlisis, cominmente
reportada en la enfermedad de Tarui (3,2,0). Entre 2001 y 2003, Ron-
quist y Waldenstro (2001) observaron que los eritrocitos de las per-
sonas con la enfermedad de Tarui presentaban niveles elevados de
calcio intraeritrocitario. Mostraron que en la enfermedad se produce
un aumento de la hidrdlisis de ATP con una acelerada extrusion del cal-
cio ATP-dependiente, sugiriendo un aumento de la permeabilidad de
calcio en la membrana celular. Los mismos autores exponen que este
fendmeno ocurre de forma paralela a la deficiencia de la FFQy que, a
nivel sanguineo, explicaria la rigidez de la membrana y hemdlisis de las
células del sistema reticuloendotelial, mientras que en musculo lleva-
ria a fatiga debido a la regulacion disfuncional del calcio, posiblemente
mas que la deficiencia misma de la enzima (11,20).

Manifestaciones clinicas

Los pacientes diagnosticados con la enfermedad de Tarui pue-
den presentar miopatias y hemodlisis, ya sea como condiciones Uni-
cas 0 en combinacion, o bien podrian cursar asintomaticos (8,21). La
miopatia se manifiesta como un conjunto de sintomas que abarcan
desde debilidad leve hasta intolerancia marcada al ejercicio, calam-
bres musculares, disminucién de reflejos tendinosos y niveles séricos
elevados de enzimas musculares (21). No obstante, en algunas per-
sonas la evolucion y sintomas son atipicos pese a que se detecten las
mismas variantes de la enzima, lo cual se traduce en una heteroge-
neidad fenotipica (Nakajima, Raben, Hamaguchi, & Yamasaki, 2002).
Debido a esto, se han propuesto al menos cuatro presentaciones
clinicas de la enfermedad de Tarui, resumidas en la tabla 2.

Tipo Descripcion basica
| (forma Intolerancia al ejercicio,
cldsica) mialgias y mioglobinuria
Hipotonia, retraso en el
desarrollo, caracteristicas
dismorficas, Ulceras
Il (forma : .
- . corneales, miopatia
infantil N ] ;
progresiva, cardiopatia, e
grave) oL e ! .
insuficiencia respiratoria
que lleva a la muerte en la
infancia
Il (forma de Miopatia proximal fija 'y
aparicion de aparicién en la quinta
tardia) década
Anemia hemolitica no
IV (forma esferocitica y sin sintomas
hemolitica) Y
musculares

Tabla 2. Presentaciones clinicas de la enfermedad de Tarui

Fuente: Elaboracion propia.

Algunos pocos casos reportados han mostrado alteracio-
nes del crecimiento y manifestaciones con una desregulacion
del metabolismo del acido urico, asi como afectacion del sistema
nervioso central y del corazén (5,23). Finsterer y colaboradores
(2002) describieron el caso de una paciente con enfermedad de
Tarui que desarroll6 epilepsia focal (posiblemente consecuencia
de acumulo de glucégeno en cerebro) y sintomas clasicos a nivel
muscular, disminucion de reflejos tendinosos, test anormal de
isquemia en antebrazo, electromiograma con compromiso mio-
génico y biopsia muscular anormal. Adicionalmente, la paciente
presentaba compromiso cardiaco, que se manifestd inicialmente
por dolor toracico y luego con un electrocardiograma que mostro
bajo voltaje (atribuido al depdsito de glucégeno). Ademas, se evi-
dencid un engrosamiento del miocardio sin asociacidn con ningu-
na cardiopatia, por lo cual dicho hallazgo fue atribuido también al
depdsito de glucdgeno (21). Finsterer y Stollberger (2008) dieron
seguimiento a esta paciente, a quien se le detectd un engrosa-
miento progresivo de las valvulas cardiacas como consecuencia
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del depdsito de glucégeno, lo cual constituyo el primer caso clini-
co reportado en la literatura de dicha alteracién en una persona
con enfermedad de Tarui (23).

Diagnéstico

Dado que la afectacién muscular esquelética en la enferme-
dad de Tarui se caracteriza por sintomas poco especificos, sin evi-
dencias francas de la enfermedad ni diferenciales de otros pade-
cimientos, el diagndstico de esta miopatia metabdlica puede ser
dificil. Dependiendo de la presentacion clinica y de la intensidad
con la que ocurra, los pacientes pueden no presentar hallazgos
objetivos y claros en el examen neuroldgico, electromiografia
y examenes de rutina de laboratorio, los cuales con cierta fre-
cuencia se describen como normales (4). En muchos casos, la
sospecha de la enfermedad de Tarui se da por exclusion de otros
padecimientos, y pese a que los sintomas podrian ser leves e
inespecificos el diagndstico correcto es importante para preve-
nir posibles complicaciones graves, como mioglobinuria y fallo
renal (4,24).

Las primeras sospechas suelen provenir de las crisis agu-
das reversibles, que se manifiestan principalmente en forma
de fatiga prematura y contracturas musculares, con frecuencia
acompafiadas de rabdomiolisis con elevada creatina quinasa en
suero y, en ocasiones, por mioglobinuria (2). También es posible
observar ictericia, niveles elevados de creatina quinasa (CK), hi-
peruricemia, reticulocitosis y aumento de la bilirrubina sérica.
La forma de aparicion tardia se presenta con calambres y mial-
gias en la edad adulta, aunque la capacidad de ejercicio ya es
baja desde la infancia (3,9). Los pacientes con la forma infantil
comunmente mueren durante el primer ano de vida y podrian
mostrar signos de artrogriposis y retraso mental (9).

Ante las sospechas clinicas, el diagndstico de la glucogenosis
de tipo VIl se basa especialmente en la biopsia del musculo, que
muestra la acumulacién de glucégeno asociado con la deficiencia
de FFQ por histoquimica (3). Las biopsias musculares a menudo
muestran vacuolizacién interna con el almacenamiento de glucé-
geno, que pueden ser reveladas por tincion de PAS evidenciando
el depdsito en el sub-sarcolema y areas intra-miofibrilares, aun-
que en algunos casos los aspectos morfolégicos podrian ser casi
normales (3,25). Ademas, también se pueden tener hallazgos de
valores de glucosa-1- fosfato, glucosa-6-fosfato, y la fructosa-
6-fosfato altos en el tejido, mientras que se reducen la fructo-
sa-1,6-bifosfato y triosa-fosfato (7)/(9). La presencia de depdsitos
de poliglucosanos se ha informado en algunos casos de deficien-
cia de FFQ, especialmente en pacientes de edad avanzada y que
podria ser secundaria al acimulo de glucosa-6-fosfato, activador
de la sintasa de glucégeno. Esta caracteristica de acumulacién de
poliglucosanos es caracteristica tipica de la deficiencia de la en-
zima de ramificacion de la EAG tipo IV, por lo que debe también
realizarse diagnostico diferencial al respecto (13).

Las pruebas para evaluar la presencia de FFQ por histoqui-
mica suelen ser negativas y tradicionalmente ha sido un factor
diagnostico clave para explicar la enfermedad (2). Sin embargo,
recientemente se reporté el caso de dos hermanos con la enfer-
medad de Tarui donde las pruebas inmunohistoquimicas mostra-
ron cantidades normales de la FFQ, y la mutacidn identificada no
redujo la cantidad de enzima en general, pero si reducia severa-
mente su actividad enzimatica. Los resultados indicaron que la
histoquimica convencional utilizada anteriormente como “es-
tandar de oro” para el diagndstico de esta glucogenosis debe
interpretarse con cautela y es requerido realizar las medicio-
nes de actividad enzimatica, ademas de pruebas de genética
molecular, como las modalidades de pruebas definitivas para
el diagndstico (14).

Dado que algunas otras glucogenosis que afectan muscu-
lo podrian tener sintomas y hallazgos de laboratorio similares,
la prueba de ingesta de glucosa o sacarosa, o bien la inyeccion
de glucagon previo al ejercicio, es de caracter diferencial., par-
ticularmente de la enfermedad de McArdle. Ante la administra-
cién del azlcar antes del ejercicio muscular, los sintomas de los
pacientes con enfermedad de Tarui muestran que los sintomas
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se exacerban (Haller & Vissing, 2004), pero la administracion
exdgena de azucar permite mejorar la tolerancia al ejercicio en
pacientes con enfermedad de McArdle (22, 27). Ademas, con
un mecanismo similar a la administracion de azucar, segun re-
fieren Haller y Lewis (1991), las comidas altas en carbohidratos
pueden exacerbar la intolerancia al ejercicio en los pacientes
con enfermedad de Tarui, por una parte porque su condicion
les impide utilizar la glucosa o el glucégeno en la produccién de
ATP, y por otra parte porque el aumento de la glicemia en sangre
bloquea la disponibilidad de acidos grasos libres y cetonas que el
musculo podria utilizar como fuente de energia (Haller & Lewis,
1991). A dicho bloqueo en el uso de esa fuente alternativa de
combustible energético, comun e indispensable en los pacientes
con enfermedad de Tarui, se le conoce como fenédmeno out of
wind (17).

Ademas, existen pruebas de secuenciacidn genética para las
glucogenosis, que pueden ser aplicadas a pacientes cuyos padres
o familiares ya han sido diagnosticados con alguna de estas en-
fermedades. Las muestras pueden ser obtenidas de vellosidades
corionicas o liquido amnidtico (7).

Tratamiento

Actualmente no existe un tratamiento especifico para la
enfermedad de Tarui, pero entre las recomendaciones genera-
les para estos pacientes se encuentran evitar ejercicio fisico de
alta intensidad (5), asi como una dieta alta en aminodcidos de
cadena ramificada y suplementacién con vitamina B6, con el fin
de promover reparacion muscular (7). A diferencia de otras glu-
cogenosis, para las cuales se han desarrollado terapias génicas
(por ejemplo, enfermedad de Pompe o glucogenosis tipo Il), en
el caso de la enfermedad de Tarui el tratamiento continta siendo
paliativo (29).

Aspectos genéticos y moleculares asociados a la enferme-
dad

Como fue mencionado anteriormente, existen tres isofor-
mas de la FFQ humana en musculo, higado, y plaquetas, codifica-
das por los genes pkf-m en el cromosoma 12, pfk-I en el cromo-
soma 21y pfk-p en el cromosoma 10, respectivamente (9). El gen
pfk-m humano es un gen de copia Unica que contiene aproxima-
damente 30 kb de ADN gendmico y 24 exones (30).

Las primeras evidencias de que las mutaciones de la isofor-
ma muscular de la FFQ era causales de la enfermedad de Tarui
provino de estudios de Western Blot, mostrando bandas inmu-
norreactivas a pesar de la pérdida de la actividad enzimatica en
cultivo de células de musculo de pacientes con la enfermedad
(31).

Fue hasta 1990 que la primera mutacién en el gen pfk-m
fue descrita, con un patron de herencia autosémica recesiva y
en uno de los tres pacientes que fueron reportados con la enfer-
medad, en 1965, provocando una delecién en el marco de 75 pb
que se encuentra en un dominio probable del sitio de activacidn
de la enzima con AMP/ADP (Nakajima et al., 1990).

Desde entonces, se han reportado al menos 22 mutaciones,
incluidas mutaciones sin sentido, mutaciones silentes y muta-
ciones de corte y empalme (Briser, Kirchberger, & Schéneberg,
2012; Musumeci et al., 2012; Nakajima et al., 2002; Nichols et al.,
1996; Sherman et al., 1994; Tsujino et al., 1994; Vives-Corrons,
Koralkova, Grau, Mafiu Pereira, & Van Wijk, 2013). Sin embargo,
aunque muchos de los pacientes con las mutaciones descritas
tienen sintomas cldsicos de la enfermedad, la gravedad y mani-
festaciones variadas son comunes, por lo que no se ha reconoci-
do una clara correlacion genotipo-fenotipo en la enfermedad de
Tarui (13).

De acuerdo con Raben y Sherman (1995), la mutacién mas
frecuente es un defecto en el sitio de empalme 5’ del intrén 5,
resultando en una delecion en el marco de la secuencia de exén 5,
gue en sumomento representaba el 68% de los alelos mutantes
de personas judias Ashkenazi, mientras que, en la misma pobla-
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cién, la delecion de una base en el exdn 22, representaba alrede-
dor del 27% de las mutaciones (36).

Otras de las mutaciones identificadas corresponde a un caso
de tres hermanos de una familia sueca con sintomatologia muy
distinta y en la que, para dos de ellos, se presentd un cambio de
base en el ultimo nucleétido del exdn 13 (G1127A), resultando
una retencion parcial del intron 13. Ademas, en otro caso se iden-
tificé un cambio de una base en el intron 16 (G64A), resultando
en la retencidn parcial del intrén 16 (24)

Mas recientemente, en 2012, se reportaron 5 mutaciones
no detectadas previamente. La primera, una mutacion intrénica
homocigota (IVS6-2 A>C), reveld una activacién de dos sitios de
empalme criticos en el exdn 7, dando lugar a dos especies de ARN
mensajeros, uno con una delecion de 5 pb y el otro con una de-
lecion de 12 pb. Esta segunda variante de ARNm condujo a una
delecién en marco de cuatro aminodcidos en el péptido. Ademas,
otra mutacién intrénica (IVS5-3 A>G) generd la insercion de AG
entre el exdn 5 y el exén 6, que condujo a un desplazamiento
del marco de lectura y una terminacion prematura del trascrip-
to. También se describieron tres nuevas mutaciones sin sentido
(D591A, S180C, G57V) y que involucrd residuos altamente con-
servados y cuyas predicciones en modelos estructurales indican
efectos negativos sobre la estructura o funcion de la proteina (9).

En 2015, se reporto el caso de dos hermanos con la enferme-
dad de Tarui, en la que se detectd el cambio homocigoto, p.R39Q,
en el exdn 4. Anteriormente, diferentes mutaciones que afectan a
la misma posicion habian sido descritas con un cambio de arginina
a prolina en estado homocigoto, o alanina en heterocigoto. Al reali-
zar los estudios, se comprobo que la mutacién inactivaba la enzima
y presentaba entre un 3% -4% de actividad residual (14).

Pese a la existencia de reportes de mutaciones, en algunas
de las formas infantiles presentadas con afectacion multisistémi-
ca, no estd completamente dilucidado el mecanismo molecular
por el que la enfermedad ocurre, ya que no se han detectados
mutaciones en el gen de la FFQ muscular (13).

POTENCIAL DE LA BIOINFORMATICA PARA EL ESTUDIO
DE LA ENFERMEDAD

Con el gran numero de algoritmos y modelos matematico-com-
putacionales disponibles para el estudio de las moléculas, la bioinfor-
matica se perfila como un elemento clave para el entendimiento de
las enfermedades en las que no existe una clara asociacion entre el
genotipo y el fenotipo, como lo es la enfermedad de Tarui. En este
sentido, dos areas especificas de la bioinformatica son de interés: la
modelacién de estructuras y la biologia de sistemas.

Respecto al andlisis de secuencias, un elemento basico para el
analisis de estructuras, la caracterizacion de las FFQ humanas ha per-
mitido determinar que las FFQ muscular y hepatica comparten 68,6%
de identidad de secuencia de aminoacidos, mientras que la muscular
y la plaquetaria un 70,3%, y la hepatica y la plaquetaria comparten
el 66,6% (3,7). Ademas, modelos estructurales 3D de las isoformas
plaquetaria y muscular han sido recientemente determinados. La pri-
mera estructura del tetrdmero de la FFQ de la isoforma de plaquetas
humanas, en complejo con ATP-Mg21 y ADP, se publicé en 2015 (1,9).
Un afio antes, Kloos y colaboradores (2014), lograron la cristalizacion
y un andlisis preliminar de la FFQ muscular humana, en el que veri-
ficaron que la enzima se disocia en un dimero (3,8). Estos avances
brindan la oportunidad de nuevas alternativas para entender la regu-
lacion alostérica y las bases moleculares de los mecanismos asociados
a los activadores o inhibidores de la funcidn de la enzima. Ademas, en
la enfermedad de Tarui vista como glucogenosis primaria, se lograria
la evaluacién y modelado del efecto de las mutaciones de la enzima 'y
cdmo contribuyen a la pérdida de su actividad. Adicionalmente, dado
que las mutaciones en la FFQ también han sido asociadas a otros
tipos de padecimientos como diabetes y malignidad, estos posibles
estudios no se limitarian Unicamente a la enfermedad de Tarui, sino
que en general permitirian una mejor comprension de todos los me-
canismos bioldgicos en los que la enzima participa.
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Como ha sido verificado en diversos casos reportados, ya sea
por la existencia de las mismas mutaciones en la FFQ con diferente
sintomatologia entre pacientes, o bien, en el caso de la enfermedad
vista como glucogenosis secundaria, el entendimiento de la enferme-
dad de Tarui es de alta complejidad. Ofrece un desafio para su estudio
que comprende mecanismos regulatorios que no podrian ser expli-
cados Unicamente con el estudio de la estructura tridimensional de
forma aislada. Es por ello que una segunda darea de la bioinformatica
de interés para el estudio de esta EAG es la biologia de sistemas, con
la cual se evallan propiedades que Unicamente pueden emerger a
partir del andlisis de los sistemas bioldgicos vistos como un todo y no
como elementos individuales.

Un ejemplo del potencial de la biologia de sistemas puede ser
considerado con el modelo matematico presentado por Lambeth y
colaboradores, el cual representa dindmicamente la via de la glicdlisis
hasta la produccion de energia y lactato en el musculo esquelético
de mamiferos. El modelo se construyd con pardmetros cinéticos ob-
tenidos a partir de la literatura y con restricciones estequiométricas,
balance de masa y con una termodindmica basada en la ley de accién
de masas combinada. La topologia general es presentada en la Figura
1 (los nimeros en los circulos rojos indica un paso enzimatico en el
orden usual de la glicdlisis). Los mismos autores mencionan que el
principal resultado del andlisis fue el acoplamiento de la via con la
red de regulacion de la ATPasa, haciendo que el sistema en estado
estable sea mas sensible a la actividad de ATPasa externa y no a me-
canismos internos de la via, lo cual permite la interconexion con otras
vias y explica cémo los cambios en la glicdlisis logran tener un efecto
en vias alternativas para modular la cinética del ATP en el musculo
esquelético (39).

Extracellular
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Figura 1. Topologia del modelo de la glicosis en musculo esquelético.
(Imagen del reposiorio JWS Online /http.//jjj.biochem.sun.ac.za/) del
trabajo de Lambeth & Kushmerick, 2002).

Con este modelo es posible realizar simulaciones en linea,
incluyendo la enfermedad de Tarui (http://jjj.biochem.sun.ac.za/
models/?id=lambeth). Inicialmente, utilizando el sistema de
ecuaciones diferenciales planteado, la constante de reaccion del
paso catalizado por la FFQ se redujo a la mitad (Vfpfk, de 0.056 a
0.028), con el objetivo de valorar el efecto en la produccidon de los
metabolitos finales del modelos, NADH (el valor bajé a un 9% del
normal) y piruvato (el valor bajé a un 60% del normal). Estos dos
metabolitos son particularmente relevantes en el contexto de la
fisiopatologia de la enfermedad, pues el bloqueo de la glicdlisis
impide la produccién de éstos y su continuidad a rutas metabdli-
cas (aerdbicas o anaerdbicas), lo cual compromete la disponibili-
dad de energia en los tejidos, principalmente musculo. Si existie-
sen otras alternativas para modular la produccién, podria usarse
como estrategia para solventar la necesidad energética ante la
deficiencia de la FFQ, y justamente las predicciones in silico del
modelo matematico propone alternativas para ello. Al realizar el
andlisis de sensibilidad en el modelo de ecuaciones diferenciales
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y con el objetivo de determinar los puntos del modelo que per-
mitan aumentar los valores de dichos productos (ver tabla 3), se
obtuvo que los pasos del modelo donde acttan la piruvato qui-
nasa (PQ, paso V11) y la deshidrogenasa lactica (DHL, paso V12)
fueron los mas representativos para reponer los valores del NADH
y piruvato.

En la tabla 3, los valores extremos positivos de los coefi-
cientes de control (rojo, paso V1) indican que la produccién de
NADH y piruvato se favorece al incrementar la reaccion asocia-
da, mientras que los valores extremos negativos (verde) son lo
que mas consumen dichas moléculas. Aunque algebraicamente
aumentar los valores del paso V1 significaria un aumento de los
productos, el bloqueo del paso de la FFQ no tendria efecto. Asi,
la inhibicion de las reacciones V11 y V12 supondria la disminu-
cion del consumo de NADH y piruvato. En la simulacioén, la in-
hibicion al 50% de cada una de las actividades en la respectiva
constante de reaccion, muestra un aumento de NADH al 70%
del normal (enfermo era 9%) y un 95% de piruvato respecto al
normal (enfermo era 60%).

Coeficientes de control
Flujo
NADH PYR
V1 0.72654002 0.28313945
V2 0.16379237 0.06383142
V3 0.0155692 0.00606746
V4 (FFQ) 0.62511484 0.24361311
V5 0.03698243 0.0144124
V6 0.00202692 0.00078991
V7 0.0050729 0.00197696
V8 0.0198994 0.00782085
V9 -0.26547427 0.07306843
V10 -0.56865805 0.15319517
V11 (PQ) -0.72578393 0.19415981
V12 (DHL) -0.03508182 -1.04207497

Tabla 3. Coeficientes de control para NADH y piruvato en el modelo
matematico.

Fuente: Repositorio JWS Online (http://jjj.biochem.sun.ac.za/),
Lambeth & Kushmerick, 2002 (39)

De forma acoplada a otras vias de regulacion, esto indica-
ria que puede modularse la actividad o la cinética asociada a las
enzimas piruvato quinasa y deshidrogenasa lactica para repo-
ner la produccion de energia de forma alternativa para contra-
rrestar los efectos en la enfermedad de Tarui. En este sentido,
aspectos como el redireccionamiento de la fuente de energia
hacia los lipidos o el flujo de carbono a través de la via de las
pentosas fosfato (1)(9), serian aspectos que podrian estudiarse
como un sistema metabdlico que, en conjunto con la FFQ, po-
drian brindar explicaciones referentes a la sintomatologia o de
opciones para posibles tratamientos.

Ademas, en otras posibles lineas de modulacién, se ha re-
portado que la activacién y la inhibicion alostérica de la enzima
por mas de diez metabolitos y en respuesta a la sefializacién hor-
monal resultan en la regulacion del flujo glucolitico para satisfacer
las necesidades de energia de las células (19). Estos reguladores
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incluyen ATP, lactato, AMP, cAMP, ADP, fructosa-2,6-bisfosfato, ci-
trato y acil-CoA (35) y se ha demostrado que estos moduladores
alostéricos ejercen propiedades estimulantes o inhibitorios que
interfieren con el equilibrio entre dimeros y tetrdmeros de la en-
zima, lo cual hace parecer plausible que moléculas como el ATP,
el citrato y el lactato inhiban la FFQ mediante la estabilizacion de
su conformacion dimérica, mientras que ADP, AMP, cAMP y fruc-
tosa-2,6-bisfosfato favorecerian la formacion de tetrameros (37).

Adicionalmente, a un nivel génico (microARNs que regulen
la expresion del gen de la FFQ) o bien con modificaciones post
traduccionales de la misma enzima u otras proteinas y hormonas,
podrian ser claves en la regulacion de la actividad de la enzima
(1). Por ejemplo, se ha comprobado que la fosforilacién de la FFQ
resulta de la estimulacion por hormonas tales como epinefrina,
insulina o serotonina en el musculo esquelético, y todas estas
hormonas tienen la capacidad de activar glucélisis (37). Asi, es
posible apreciar la complejidad metabdlica en la que la FFQ esta
inmersa, dado que estd involucrada en diversas vias que terminan
por regular su actividad o en aquellas que ella misma regula. Toda
esa variedad podria explicar la poca claridad entre el genotipo-
fenotipo en la enfermedad de Tarui.

CONCLUSIONES

Se ha presentado una descripcidon de la enfermedad de
Tarui, un padecimiento del almacenamiento del glucdégeno que
afecta el musculo esquelético y ha sido reportada en al menos
100 individuos. Es ocasionada por la deficiencia de la actividad
fosfofructoquinasa y se hereda con un patrén autosémico recesi-
vo. Dado que esta enzima participa en la glicdlisis y la regula, su
afectacién compromete la produccién de energia a partir del con-
sumo de la glucosa, con sintomas variables, pero normalmente
incluye afectacion muscular con intolerancia al ejercicio, mialgias,
debilidad y fatiga, asi como cuadros de hemdlisis. Dado que varias
de las glucogenosis podrian presentar sintomas similares, el diag-
néstico de la enfermedad se basa en el analisis de pruebas de la-
boratorio como la biopsia de musculo, pruebas inmunohistoqui-
micas, medicidn de la actividad de la enzima y prueba de glucosa
exdgena previo a ejercicio. Ademads, se han detectado diferentes
mutaciones de la enzima, pero las variaciones en la presentacion
clinica no permiten establecer una relaciéon genotipo-fenotipo
clara, por lo que se ha atribuido dicha variacion a los diversos
mecanismos regulatorios en los que la fosfofructoquinasa parti-
cipa. Esto brinda posibles opciones de trabajo futuro referente
al entendimiento de la biologia de la enfermedad, en las que
herramientas matemdatico-computacionales de la bioinformatica
brindarian alternativas de analisis tanto de la estructura de la en-
zima como de las redes metabdlicas de forma entrecruzada. Esto
permitiria mejorar las opciones diagndsticas, prondsticas y, espe-
cialmente, de tratamiento, el cual no existe hasta el momento.
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Gastroduodenal involvement as an unusual
presentation of Crohn’s disease

Afectacion gastroduodenal como presentacidn inusual de la
enfermedad de Crohn
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Abstract

It is relatively uncommon for Crohn’s disease to implicate the gastric and duodenal regions and occasionally
it can cause pyloric stenosis, in which medical therapy may be ineffective and surgery might be required. We
report two exceptional cases with prepyloric stenosis secondary to Crohn’s disease, aiming to emphasize the
clinical suspicion and to describe the diagnostic imaging procedure and surgical treatments.

Resumen

Es relativamente infrecuente que la enfermedad de Crohs afecte al estomago y duodeno y ocasionalmente
puede producir estenosis pildrica, en estas situaciones el tratamiento médico suele ser ineficaz y se requiere
tratamiento quirurgico. Se exponen dos casos clinicos excepcionales de estenosis prepildrica asociada a la
enfermedad de Crohn, dirigidos a enfatizar en la sospecha clinica y describir el diagndstico y el tratamiento
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stenosis, enterography.
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quirurgico

PATIENTS AND METHODS:

Case Report 1: A 29-year-old woman, diagnosed with
controlled ileocolonic Crohn’s disease (CD) 7 years ago was admitted
with abdominal pain accompanied by anorexia and weight loss
(17Kg in a year).

An upper endoscopy (UE) revealed a gastric retention and
pyloric stenosis, with an inflammatory appearance. The endoscope
could not pass through. A biopsy was taken. Negative H.pylori test.

Because of the persistence of the symptoms, an endoscopic
dilatation was performed up to 12mm due to pyloric stenosis.
Furthermore, a MRI enterography was also realized. It revealed
important signs of gastric distension and significant reduction of
the pyloric region’s lumen and first duodenal portion (Figure 1).

Clinical deterioration progressed, leading to surgery. Findings
showed gastric dilatation with hypertrophy of its wall, pre-pyloric
stenosis and an apparently normal pylorus. A longitudinal incision
was performed in the pylorus revealing a circumferential stenosis of
the antrum 7-8 mm in diameter and a gastric wall hypertrophy with a
characteristically “cobblestone” appearance. The mucosal defect was
repaired and closed transversely using the Heineke-Mikulicz technique.

Case Report 2: A 52-year-old-woman diagnosed with
ileocolonic CD 8 years earlier, and with a surgical history of several
procedures at the ileum site, was admitted with postprandial
vomiting, accompanied by a very significant and painful abdominal
distension with no further intestinal transit alterations.

Transit studies with barium were conducted, showing
an elongated shaped stomach. Moreover, slow emptying with
important alterations in bowels’ folds was assessed. The UE
reported inflammatory stenosis in duodenum, unable to be
traversed by the endoscope. Biopsies were taken, with results of
intense nonspecific duodenitis. HP test (-). Adalimumab therapy
was begun but within two months the patient started to show
progressive clinical deterioration with postprandial vomiting and
oral intolerance.

Due to pyloric stenosis, MRI enterography was not indicated
and alternatively PET-CT scan was performed to rule out further
CD afectation. Metabolic activity was assessed at the colic
framework (Figure 2).

Within a week, surgery treatment was scheduled
performing a gastrojejunostomy, to bypass the gastroduodenal
stricture.
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fundus

Fig 1. A. MRI Enterography. Important gastric distension and reduction of
the lumen of the pyloric region and first duodenal portion. B. Axial MRI
Enterography: Pyloric stenosis with unstratified homogeneous uptake.

Fig 2. 18FDG-PET/CT: Increase of metabolism at the colic framework.

Gastroduodenal involvement as an unusual presentation of Crohn’s disease

Carlos San Miguel Méndez

RESULTS:

The immediate post-operative course in the first case was
uneventful and several months following discharge the patient
continues with proper oral tolerance. Imaging studies upon
ultrasound revealed no further passage impairment neither
gastroduodenal nor ileal.

The Pathology report was described as fragments of
moderate chronic non-specific inflammation, mild epithelial
dysplasia and ulceration foci.

The post-operative period was also uneventful in our second
case, and on the third day the patient started to drink liquids. She
was discharged one week later with no surgical complications.
During her follow-up consultations, there have been no symptoms
or findings suggestive of relapse. Indeed, she has proper oral
tolerance, having gained 6 kg weight.

Her mild affection at the colon frame is still objective upon
colonoscopy but without any clinical manifestation.

DISCUSSION:

CD caninvolve any part of the gastrointestinal tract; however,
there are few reports on the pathology and treatment of gastric
lesions in this disease, which led the interest of our case report.

Gastroduodenal involvement of CD is present in 30% of
cases but being symptomatic in only 0.5% to 4% of them (1), and
almost all have simultaneous affectation of the terminal ileum or
large intestine, as in our cases (2, 3, 4, 5).

The most common symptom, epigastric postprandial pain, is
usually relieved by food intake or antiacids. Continuous abdominal
pain, associated with nausea and vomiting, weight loss, and
anorexia, suggests difficulties in gastric emptying probably due to
gastroduodenal stenosis (3). However, these symptoms may also
be attributable to ulcer disease or treatment side effects, making
the clinical suspicion and the ruling out very important. In this
context, it should be underlined that the prevalence of H. pylori
infection in these patients is similar to the general population
(2,3).

Histological findings may often be non-specific in CD
(1, 5), as in our two patients. Nevertheless, despite a clear
history of inflamatory bowel disease, an UE biopsy is always
recommended.

Traditional imaging in CD has included ultrasound and
CT. At present, magnetic resonance enterography provides
excellent soft tissue contrast resolution, potential for dynamic
assessment of the bowel, and lack of ionizing radiation (5), thus
offering considerable information about disease extent, activity,
and complications. The sensitivity of MRI to diagnose fistulae
(94.9%), abscesses (93.8%), and strictures (96.2%) supports its
use as a superior imaging modality for complication assessment
in CD.

Unfortunately, pyloric stenosis does not allow an
adequate bowel preparation, and thus could not be of interest
in gastroduodenal stenosis of CD. In patients with CD, mucosal
disease activity is routinely assessed by endoscopy and histologic
evaluation, but in recent studies it has been evaluated the
translational potential of noninvasive 18F-FDG PET/CT for the
assessment of mucosal damage in CD, as we have done in our
second case report (6). The usefulness of this method becomes
relevant as an alternative to MRI enterography in the group of
patients in which it is not possible to perform an adequate bowel
preparation, as in our second case.

Approximately one third of all patients does not respond to
medical treatment and requires surgery. Obstruction and gastric
emptying difficulty are the most common indications (5).
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Gastric bypass mediated by gastrojejunostomy is the
treatment of choice, although other options can be performed,
including endoscopic  dilatation, gastric resections, or
stricturoplasty, as in our first case report (1, 4, 5).

Although surgical results are satisfactory, early detection
of these lesions and appropriate follow-up are cornerstones in
preventing development of pyloric stenosis.

This report should alert gastroenterologists and surgeons
about gastroduodenal involvement as an unusual presentation of
CD.
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Sindrome de Lemierre, una complicacion
grave de la sinusitis aguda

Lemierre’s syndrome, a serious complication of acute sinusitis

Ana Margarita Cantero Macedo, Maria Concepcidn Carrasco Seco, Maria Forte Guerrero, -

Antonio Victor Bazo Farifias, Jorge Callejo Calvo
C.S. Valdepasillas, Badajoz, Espafia

Resumen

Presentamos el caso clinico de una sinusitis aguda en un paciente joven con mala evolucion y fatal desenla-
ce, presentando como complicacién un Sindrome de Lemierre. El Sindrome de Lemierre, caracterizado por una
tromboflebitis de la vena yugular interna asociado a bacteriemia tiene una prevalencia baja (3,6 casos/millén/
afio), si bien, el aumento de las resistencias a antibiéticos estd influyendo negativamente en la prevalencia de la
enfermedad. Su diagndstico se basa en pruebas de imagen que muestren la afectacién venosa, asi como el creci-
miento de bacterias en sangre mediante cultivo. Su manejo es hospitalario, usando antibioticoterapia intravenosa
prolongada a altas dosis, asociado a anticoagulacion y cirugia dependiendo del caso.

Abstract

We report a case of acute sinusitis in a young patient with poor evolution and fatal outcome, presenting as a
complication Lemierre syndrome. Lemierre syndrome, characterized by thrombophlebitis of the internal jugular
vein associated with bacteremia has a low prevalence (3.6 cases / million / year), although the increase in antibiotic
resistance is negatively influencing the prevalence of disease. Diagnosis is based on imaging tests showing the
venous involvement, as well as the growth of bacteria in the blood by culture. Its handling is hospitable, prolonged
intravenous antibiotic therapy using high doses associated with anticoagulation and surgery depending on the case.

Palabras clave: Sindrome de
Lemierre; complicaciones de
sinusitis; sinusitis aguda..

Keywords: Lemierre,s Syndrome,
sinusitis complications, acute
sinusitis.

INTRODUCCION:

El sindrome de Lemierre es una complicacién grave y poco fre-
cuente de procesos infecciosos orofaringeos, que se caracteriza por la
presencia de embolia séptica junto con trombosis de la vena yugular
interna.(2)

Descrito por primera vez en 1900 por Courmony and Cade y de-
finido por el Dr. Lemierre en 1936 como “septicemia post-angina”.(3)’
Se presenta un caso de sindrome de Lemierre con desenlace fatal.

CASO CLiNICO:

Se expone el caso de un paciente de 18 afios de edad con
intolerancia digestiva a amoxicilina-clavulanico, arrancamiento de
ligamento cruzado anterior (2012) y apendicectomia (infancia).

Consulta por primera vez en el servicio de urgencias por do-
lor en senos maxilares con rinorrea verdosa, fotofobia y sensacion
distérmica no termometrada, de una semana de evolucién, que le
impide el descanso y no mejora con paracetamol. También presen-
ta nauseas sin vomitos.
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En la exploracidn fisica: temperatura de 36.92 C, saturacién
02 de 98% y leve dolor a la palpacién de senos maxilares, por lo
que en primera instancia se inicia tratamiento con Azitromicina
500mg/24h/3 dias (intolerancia amoxicilina/clavulanico), ade-
mas de Naproxeno 550mg cada 12 horas.

Pasados 5 dias, nueva consulta por rinorrea verdosa y ma-
loliente de procedencia nasal, vomitos alimentarios e incipien-
te diarrea, sin productos patolégicos, siendo diagnosticado de
gastroenteritis aguda y tratado para tal fin con alta a domicilio.

Al dia siguiente, acude de nuevo a urgencias, con mal esta-
do general, vémitos sanguinolentos y tendencia al suefio, obje-
tivandose en la exploracién fisica edema palpebral izquierdo, ri-
gidez cervical izquierda con tumefaccién desde regién parotidea
hasta tercio superior de region cervical. En orofaringe se intuye
abombamiento del paladar blando con secrecion de aspecto
blanquecino.

Se realiza analitica. En el hemograma: hemoglobina 15.7
g/dl, hematocrito 48%, Leucocitos 5.2 mil/mm3 (con series
leucocitarias normales) y 50.000 plaquetas. En la coagulacion:
alterados el INR 1.53 y el fibrinégeno 998 mg/dl. Bioquimica
normal.
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Se completa estudio con radiografia de térax y abdomen sin
hallazgos resefables.

Ante la sospecha de sinusitis complicada se opta por realizar
TAC craneal que pone de manifiesto engrosamiento del pilar amig-
dalino izquierdo sin apreciarse coleccién liquida abscesificada retro
o parafaringea. En el seno maxilar izquierdo, esfenoidal y celdas et-
moidales izquierdas: niveles liquidos de secreciones que se realza-
ban con contraste en su interior. En el seno maxilar derecho y celdas
etmoidales derechas: secreciones pero sin realce mucoso, en seno
frontal derecho se visualiza estructura con contenido mucoso que
tenia aspecto de concha bullosa sobreinfectada. Ademas trombosis
de la vena yugular interna desde el agujero rasgado y de la vena
yugular externa. En la drbita: ingurgitacion de la vena oftalmica su-
perior y aumento de la densidad de la grasa retroorbitaria secunda-
ria al componente inflamatorio. También afectacion de glandulas
submandibular y pardtida izquierdas (aumento de tamafio e hipo-
densidad) y del paquete muscular masticador.

Este conjunto de hallazgos descritos se corresponde con
una faringoamigdalitis y sinusitis aguda complicada debido a la
presencia trombosis de las venas yugulares y extension del com-
ponente inflamatorio a la grasa retroorbitaria, compatible con un
Sindrome de Lemierre (Figuras 1y 2).(1)

Figura 1. Mala neumatizacion de los senos en la proyeccion
de Waters.

Figura 2. Proyeccion axial de TAC tras drenaje ventricular.
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A las tres horas, a pesar del inicio de antibioticoterapia de
amplio espectro, y anticoagulantes a dosis terapeuticas, se produ-
ce empeoramiento clinico, con deterioro del nivel de conciencia
(Glasgow: 3 puntos), midriasis arreactiva bilateral, y necesidad de
intubacion orotraqueal, también alteraciones analiticas: hemog-
lobina 13.3 g/dl, hematocrito 41.2%, leucocitos 7.8 mil/mm3 (con
predominio de neutrdfilos 92%) y plaquetas 40.000. En la bioqui-
mica aumento de LDH hasta 710 Ul/I.

Ante esta situacion, se comenta el caso con U.C.l. y ORL de
guardia que indica cirugia endoscdpica nasal, que confirma la ocu-
pacion del seno maxilar, etmoidal y frontal izquierdos por material
purulento y el cornete medio izquierdo bulloso, con presencia de
coagulos en su interior.

Tras la intervencion y ante la persistencia del bajo nivel de
conciencia se repite TAC craneal para descartar edema cerebral
con resultados de: hemorragia subaracnoidea en cisura de Silvio
derecha, con sangre intraventricular y coleccién liquida y hema-
toma subcutaneo en el lado izquierdo ademas de la ocupacién de
los senos maxilares, etmoidales y frontales.

Tras esto, se avisa a neurocirugia, que realiza drenaje ven-
tricular externo del lado derecho. Como hallazgo intraoperatorio
destaca la presencia de liquido cefalorraquideo turbio. El paciente
fallece horas después en UCI.

Revisando los hemocultivos posteriormente, se aislé Peptos-
treptococcus Spp, sensible a penicilina y resistente a clindamicina
y metronidazol.

DISCUSION:

El sindrome de Lemierre afecta principalmente a adultos jo-
venes siendo su incidencia es de 3.6 casos/millén de habitantes/
afio. (4)

Debemos sospechar un sindrome de Lemierre ante un pacien-
te que presente un proceso infeccioso orofaringeo, con fiebre, mal
estado general y tumefaccion dolorosa de la cara lateral del cuello.
{(5) Puede haber ademds trismus, sindrome de Horner y paralisis
de pares craneales bajos (lll, V, VI). Una de las complicaciones mas
frecuentes suelen ser los embolismos sépticos a distancia, donde el
pulmén suele ser el 6rgano mas afectado.

El diagndstico es clinico acompaiado de pruebas radioldgicas.
La TAC con contraste es la prueba complementaria de eleccion.(6)
La ecografia doppler también puede detectar trombosis de la vena
yugular interna.

Es posible que la trombosis ocurra en diferentes venas de cra-
neo o cuello, por lo que la ausencia de trombosis en la vena yugular
interna, no excluiria su diagnostico. La radiografia simple ayuda si
sospechamos afectacion del parénquima pulmonar provocadas por
embolias sépticas.

En el hemocultivo, el aislamiento del microorganismo gram-
negativo Fusobacterium necrophorum, se considera un criterio
diagndstico. Sin embargo, hasta en un 30% de ocasiones se pue-
den aislar otros, como F. nucleatum, F. prausnitzii, Bacteroides sp,
Streptococcus sp o Eikenella corrodens. También es posible que
no se aislen otros microorganismos debido al uso previo de anti-
bidticos.(7)

Si existe sospecha fundada del sindrome, se recomienda el
inicio del antibidtico de forma precoz sin esperar confirmacion,
pues el retraso en el tratamiento conlleva un peor pronéstico. Ade-
mas debe ser un tratamiento prolongado (al menos 6 semanas) y a
dosis elevadas. (8)

El metronidazol ha sido el tratamiento de eleccion en el ma-
nejo de infecciones por este germen, pero se recomienda acompa-
farlo de un inhibidor de la beta-lactamasa, carbapenem o moxi-
floxacino + metronidazol/clindamicina con el objetivo de cubrir gér-
menes anaerobios y gram-negativos. Los estudios antimicrobianos

Sindrome de Lemierre, una complicacion grave de la sinusitis aguda
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desaconsejan el empleo de monoterapia y recomiendan, si fuera
posible, instaurar el tratamiento seguin antibiograma.(9)

En cuanto al uso de anticoagulantes, algunos autores reco-
miendan su uso siempre; otros prefieren su uso si existe evidencia
de progresion hacia seno cavernoso o ante falta de respuesta a an-
tibidticos. (10)

El tratamiento quirurgico consiste en el drenaje de abscesos
y la ligadura o reseccién de la vena yugular interna si hay sospecha
de que persisten los émbolos a pesar de un adecuado tratamiento
médico.

Podemos concluir, que la actuacién inicial en urgencias fue
correcta, al utilizar, ante las sospecha de sinusitis aguda, un antibié-
tico alternativo a amoxicilina-clavulanico, en este caso azitromicina.
No disponemos en hemocultivos la sensibilidad-resistencia del Pep-
tostreptococcus Spp a azitromicina, por lo que no podemos concluir
si el tratamiento pautado no fue efectivo por resistencia bacteriana,
o bien, resulto insuficiente ante una sinusitis que quiza ya estaba
complicandose.

En la segunda consulta de urgencias, a los 5 dias, el pacien-
te continuaba con igual clinica, si bien, la consulta parece que se
centré mas en la nueva sintomatologia, haciéndose diagndstico de
gastroenteritis aguda.

La tercera consulta y posterior actuacion a nivel hospitalario
se ajusta a las guias clinicas, se usa la TAC como prueba diagndstica,
y atendiendo a la gravedad del proceso se realizd tratamiento qui-
rurgico urgente.

Financiacion: No hemos tenido fuente de financiacién alguna.
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Bilateral jaw fracture after long term treatment
with bisphosphonates. A case report.

Fractura bilateral de mandibular tras un tratamiento a largo plazo
con bifosfonatos
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Abstract

Bisphosphonates represent type of medication used for treating numerous pathologies. In fact, more and more
clinicians utilize bisphosphonates for dealing oncological diseases, rheumatic pathologies and severe osteoporosis.
Despite its benefits, various undesirable side effects have also been associated with the use of these drugs. For
instance, patients who receive bisphosphonates present a greater risk of suffering osteonecrosis of jaw. Indeed,
the possibility of experiencing this complication is around 0,812% when bisphosphonates are administered
intravenously. In contrast, the risk is about 0,01% with oral administration. However, when a tooth extraction is
carried out the risk rises to 0,34%. This report presents the case of a 66 years old woman who suffered a bilateral
jaw fracture after prolonged treatment with bisphosphonates. Interestingly, no invasive dental procedures were
referred by patient. The main aim of this paper is to focus the attention on the serious complications that this
treatment may show in the long term.

Resumen

Los bifosfonatos son farmacos ampliamente utilizados en el tratamiento de numerosas enfermedades. Diferentes
profesionales utilizan los bifosfonatos para tratar complicaciones de patologias oncoldgicas, osteoporosis y pato-
logias reumatoldgicas. Sin embargo, a pesar de los efectos benéficos, existen efectos secundarios consecuente al
utilizo de este tipo de medicamento. Por ejemplo, la osteonecrosis maxilar es mas frecuente en pacientes trata-
dos con bifosfonatos. En este sentido, la posibilidad de desarrollar osteonecrosis maxilar es del 0,812% cuando la
medicacion es administrada por via intravenosa y del 0,01% en caso de administracion oral. Ademds, cuando se
realiza una extraccion dental el riesgo incrementa de un 0,34%. Este articulo presenta el caso de una paciente de
66 afios que sufrié una fractura bilateral y espontanea de la mandibula tras el utilizo de bifosfonatos durante un
largo periodo de tiempo. Es importante enfatizar que, en este caso, el paciente no habia sido sometido a inter-
venciones de cirugia oral en los meses previos. El principal objetivo de este estudio es focalizar la atencién sobre
las posibles complicaciones provocadas por este medicamento.

Keywords: Bilateral jaw
fracture, bisphosphonates, jaw
bone, ONJ

Palabras clave: Fractura
de mandibula bilateral,
bifosfonatos, hueso
mandibular, osteonecrosis
maxilar

INTRODUCTION:

Several studies demonstrated that Bisphosphonates are an
important and well-established drug in the treatment of several
diseases (1). Its represent the first-line treatment for malignant hy-
percalcemia and bone metastasis (2). Moreover, bisphosphonates
are also used for treatment of paget’s disease, osteoporosis, and
multiple myeloma (3). When administered, bisphosphonates are
deposited into the bones, due to high affinity for hydroxyapatite,
and are accumulated through time (4). It is common knowledge
that patients who receive these medicines have an increased risk
of suffering ONJ (5) (6). This risk is around 0,812% if bisphosphona-
tes are administered intravenously. Whereas, is less for oral admi-
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nistration (0,01%). Notwithstanding, the risk rises to 0,34% when
invasive dental procedures are performed in patients treated with
this drugs (4).In this sense, professionals who prescribe bisphos-
phonates must strongly advise about this complication and dental
extractions should be avoided in these case (7) (8) (9).

CASE REPORTS:

We describe the case of a 66-year-old woman who came to
the emergency service of our Hospital with mouth pain, active oral
suppuration, fever and bad general condition. Once in the hospital,
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intravenous antibiotic treatment was administered and a maxillo-
facial surgeon was contacted. A careful anamnesis revealed that
patient received long term therapy with bisphosphonates. In fact,
she was diagnosed with breast cancer eight years ago. Intraoral
examination showed bone exposure with active suppuration of
purulent matter in the third and fourth quadrants of the jaw. The
rest of the physical examination was normal. Bearing in mind the
patient’s history, we decided to perform an orthopantomography.
This test showed a major area of bone degeneration and a bilate-
ral non-displaced fracture of the mandible. Considering all this, the
patient was hospitalized in order to maintain intravenous antibio-
tic treatment. Treatment response was positive since the earliest
days. In view of that, we continue with this conservative approach
during ten days. We also perform a rigid blockage of the jaw and
a complete debridement of necrotic tissue. The clinic substantially
improve during the hospital stay. Finally, she was discharged from
hospital after two weeks with oral antibiotic for other four wee-
ks. Importantly, jaw blockage was also maintained during 4 weeks.
Patient was reviewed every 3-4 weeks for one year. It is important
to underline that during the follow-up, we observed that patient
remained asymptomatic.

Fig 2. Jaw fracture evolution during patient follow-up
(one months after diagnosis)

Fig 3. Jaw fracture evolution during patient follow-up (nine months
after fracture reduction)

DISCUSSION:

In recent times, the use of bisphosphonates is growing rapidly.
In fact, oral and intravenous preparations of this drugs are daily
prescribed for treating pathologies such as osteoporosis, rheumatic

Bilateral jaw fracture after long term treatment with bisphosphonates

Paolo Cariati

pathologies and several metabolic bone diseases. In this light, the
main aim of the present report is to show the serious consequen-
ces that bisphosphonates could provoke on the jaw bone. In our
opinion, these complications are often underestimated by a vast
number of clinicians. This report raises three central points. First,
conservative treatment is preferable where possible in cases of
ONJ. In this line, unnecessary manipulation of the oral cavity should
be avoided in these patient. Second, an accurate oral examination
is mandatory before the beginning of bisphosphonate treatment.
In fact, the existence of dental pathology need to be diagnosed and
treated prior to commencement with antiresorptive medication.
This attitude might reduce the frequency of ONJ (10). Third, is the
consideration that bisphosphonates should be used with caution.
In fact, patients who receive bisphosphonates need a close moni-
toring for life. In addition, there are no effective treatments for this
disease.
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El consentimiento informado
éUn riesgo para la informacion del paciente?
Consent form. A risk to patient information?

Manuel Pérez-Sarabia
Secretario Técnico - Letrado Consejo Andaluz de Colegios de Médicos. Esparia.

Resumen

La sistematica general que ha marcado el desarrollo de la jurisprudenciay la regulacion del derecho a lainformacién
en el ambito sanitario, merece un analisis critico, que pueda contribuir a subsanar aspectos contraproducentes
en relacion con los verdaderos objetivos de la informacion, que son en definitiva los derechos de los pacientes y
de los profesionales. En cambio, los aspectos negativos sefialados, pueden ser la burocratizacién del ejercicio del
derecho, la deshumanizacién del acto, el deficiente conocimiento del paciente o incluso el deficit de informacion
imprescindible para que el médico pueda realizar la mejor praxis. Este articulo simplifica la esencia de los aspectos
clave de la materia, y ofrece una pautas que puden servir para mejorar el ejercicio practico de estos derechos.

Abstract

The general systematics that has marked the development of case law and the regulation of the right to
information in the health field, deserves critical analysis, which can help overcome counterproductive aspects
concerning the true aims of information, which are ultimately the rights of patients and professionals. Instead,
the negative aspects mentioned may be the bureaucratization of human rights or the right of the patient, the
dehumanization of the act, poor knowledge of the patient or even the deficit of essential information to the
physician to carry out the best practice. This article simplifies the essence of the key aspects of the subject, and
provides guidelines which can serve to improve the practical exercise of these rights.
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intercomunicacion; intimidad;
confidencialidad; secreto médico;
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INTRODUCION:

En el Xl Congreso de la Sociedad Espaiiola del Dolor y XllI
Reunion Iberoamericana del Dolor, celebrada en Sevilla, los pa-
sados dias 28 a 31 de mayo de 2015, me invitardn a realizar una
ponencia sobre el derecho a la informacion y el consentimiento
informado, que a primera vista parecen conceptos juridico-sanita-
rios simples y bien asumidos, pero en cambio el porfundo repaso
de la materia, me llevé a una serie de conclusiones que deben ser
tenidas en consideracién.

OBIJETIVOS:

Obtener una reflexidn critica sobre el derecho a la informa-
cion y el consentimiento informado en el momento actual.

METODOLOGIA:

Analisis sistematizado del marco normativo, jurisprudencial,
doctrinal y deontologico.

RESULTADOS:
1. Antecedentes del Consentimiento Informado

Afio 1.900, en Cuba, la Comisién Reed, incentivaba a los sol-
dados para someterse a la picadura de mosquitos infectados de
fiebre amarilla. Se les hacia firmar un consentimiento informado
con los riesgos de esta practica.

Afio 1.914, caso Schloendorff. El Juez Benjamin Cardozo (Tribu-
nal Supremo de New York) recogid por primera vez en una Sentencia
el derecho de todo ser humano a determinar que quiere hacer con
su cuerpo. Primer reconocimiento jurisprudencial del consent form.

Ao 1976, recomendaciones Asamblea Europea.

Ley 14/1986 General de Sanidad. Establece derecho a la in-
formacién por pimera vez en una disposicdén de rango normativo
en Espafia.

Ao 1999, ratificacion del Convenio de Oviedo de 4 de abril
de 1997, para la proteccion de los derechos humanos y la digni-
dad del ser humano con respecto a las aplicaciones de la Biologia
y la Medicina.
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Afio 2002, Ley de Autonomia del Paciente.
2. Premisa l.

Partimos de la siguiente premisa: El derecho a la informacion
no es igual a consentimiento informado. Son conceptos intrinseca-
mente realacionados, pero diferentes.

El derecho a la informacién ha tenido una evolucién desde:

12 La medicina paternalista, donde todo se hacia por el pacien-
te, sin contar con la voluntad del paciente.

29 La implantacion del sistema de informacion basado en auto-
nomia de la voluntad.

32 La derivacién hacia un modelo de informacién defensiva.

Esta derivacion hacia un sistema de informacion defensiva, nos
puede llevar a una interpretacion del derecho a la informacién des-
viada hacia a la teoria general de los contratos, mediante la que se
ejecuta el consentimiento informado como si fuera un simple con-
trato civil, con sus elementos propios; el objeto (informacion clini-
ca), la causa (la intervencion del acto médico), y el consentimiento;
quedando el consentimiento informado como mero justificante o
recibo de haber cumplimentado un tramite formal, desvirtuandose
su verdadera finalidad y objetivo, hacia una simple cumplimentacién
buroctratica.

Esta es la principal critica del articulo, porque la mecani-
zacion burocratica podria abastraer al médico de las exigencias
esenciales de informacion, que como mas adelante veremos, tam-
bién concierne a la que el paciente esta obligado a facilitar. La vo-
cacion del médico esta intrinsecamente vinculada a la condicidn
humanista que le obliga. Al igual que ninglin acto médico debe
estar guiado por una simple satisfaccion burocratica, la informa-
cién al paciente tampoco debe estarlo.

Partiendo de que el médico no debe prescindir nunca del prin-
cipio de beneficiencia, aunque sea en juego obligado con el principio
de autonomia de la voluntad ¢ Hacia donde debemos de ir?

La clave es la intercomunicacion, un verdadero intercambio de
informacion, basado en el dialogo y relaciéon de confianza médico-
paciente, que es el verdadero fundamento del derecho a la informa-
cion, y siempre bajo las premisas conjugadas de beneficiencia mas
automia de la voluntad.

3. Premisa ll

La seguda y ultima premisa de la que partimos, es que el
derecho a la informacion tiene un sentido bidireccional, “La historia
clinica se construye en gran parte con la informacion que proporciona
el paciente”( Manual de Etica y deontologia Médica. OMC 2012. Pag.
60.). Con lo cual podemos decir que el derecho a la informacion esta
conformado por dos elementos:

o La informacién que da el paciente al medico.

o La informacidn que recibe el paciente del médico.

4. Regulacion del derecho a la Informacion. Caracteristicas le-
gales de la informacion.

Ley 41/2002, de 14 de noviembre, bésica reguladora de la au-
tonomia del paciente. El derecho de informacién sanitaria:

“Articulo 4 Derecho a la informacion asistencial “

1. Los pacientes tienen derecho a conocer, con motivo
de cualquier actuacion en el dmbito de su salud, toda la in-
formacion disponible sobre la misma, salvando los supuestos
exceptuados por la Ley. Ademds, toda persona tiene derecho
a que se respete su voluntad de no ser informada. La infor-
macidén, que como regla general se proporcionard verbalmente
dejando constancia en la historia clinica, comprende, como
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minimo, la finalidad y la naturaleza de cada intervencidn, sus
riesgos y sus consecuencias.

2. La informacion clinica forma parte de todas las actuaciones
asistenciales, serd verdadera, se comunicard al paciente de forma
comprensible y adecuada a sus necesidades y le ayudard a tomar de-
cisiones de acuerdo con su propia y libre voluntad.

3. El médico responsable del paciente le garantiza el

cumplimiento de su derecho a la informacion. Los profesionales que

le atiendan durante el proceso asistencial o le apliquen una técnica o
un procedimiento concreto también serdn responsables de informarle.

Articulo 5 Titular del derecho a la informacion asistencial

1. El titular del derecho a la informacion es el paciente. También
serdn informadas las personas vinculadas a él, por razones familiares
o de hecho, en la medida que el paciente lo permita de manera ex-
presa o tdcita.

2. El paciente serd informado, incluso en caso de incapacidad,

de modo adecuado a sus posibilidades de comprension, cumpliendo
con el deber de informar también a su representante legal.

3. Cuando el paciente, segtn el criterio del médico que le asiste,
carezca de capacidad para entender la informacion a causa de su es-
tado fisico o psiquico, la informacion se pondrd en conocimiento de
las personas vinculadas a él por razones familiares o de hecho.

4. El derecho a la informacion sanitaria de los pacientes puede
limitarse por la existencia acreditada de un estado de necesidad
terapéutica. Se entenderd por necesidad terapéutica la facultad del
meédico para actuar profesionalmente sin informar antes al paciente,
cuando por razones objetivas el conocimiento de su propia situacion
pueda perjudicar su salud de manera grave. Llegado este caso, el
médico dejard constancia razonada de las circunstancias en la his-
toria clinica y comunicard su decisién a las personas vinculadas al
paciente por razones familiares o de hecho.

Por esto, podemos decir las siguinetes caracteristicas legales
de la informacion:

Completa y comprensible, contemplando las alternativas mé-
dicas.

Como regla general se proporcionara verbalmente dejando
constancia en la historia clinica.

Comprende, como minimo, la finalidad y la naturaleza de cada
intervencion, sus riesgos y sus consecuencias.

Sera verdadera, se comunicara al paciente de forma compren-
sible y adecuada a sus necesidades y le ayudara a tomar decisiones
de acuerdo con su propia y libre voluntad.

El médico responsable del paciente le garantiza el cumpli-
miento de su derecho a la informacidn.

Forma parte de la Lex Artis ad hoc.
5. Regulacion del consentimiento informado.

El consentimiento informado en cambio es una documento le-
gal, de cardcter probatorio, exigido por la Ley 41/2002, de Autonomia
del Paciente.

5.1. Forma del Consentimiento.

Ley 41/2002, de 14 de noviembre, basica reguladora de la
autonomia del paciente y de derechos y obligaciones en materia
de informacidn y documentacidn clinica, establece que:

1. El consentimiento serd verbal por regla general. siem-
pre en los términos mas comprensibles posibles, y lo
mejor, solicitado cuando sea posible delante de algln
testigo.

El consentimiento informado ¢ Un riesgo para la informacion del paciente?
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2. El consentimiento informado sera obligatoriamente
por escrito, en los 3 casos siguientes:

e [Intervencidn quirurgica.

o Procedimientos diagndsticos y terapéuticos invasi-
bos.

e En general, aplicacion de procedimientos que supo-
nen riesgos o inconvenientes de notoria y previsible
repercusién negativa sobre la salud del paciente.

5.2 Limites del consentimiento.

Los facultativos podran llevar a cabo las intervenciones
clinicas indispensables en favor de la salud del paciente, sin
necesidad de contar con su consentimiento, en los siguientes
casos:

1. El interés de la _salud del propio paciente. Cuando
existe riesgo inmediato grave para la integridad fisica
o psiquica del enfermo y no es posible conseguir su
autorizacion, consultando, cuando las circunstancias
lo permitan, a sus familiares o a las personas vincula-
das de hecho a él.

2. Cuando existe riesgo para la salud publica a causa
de razones sanitarias establecidas por la Ley. En todo

caso, una vez adoptadas las medidas pertinentes, de
conformidad con lo establecido en la Ley Organica
3/1986 (RCL 1986, 1315) , se comunicaran a la autori-
dad judicial en el plazo maximo de 24 horas siempre
que dispongan el internamiento obligatorio de perso-
nas.

3. Por las exigencias terapéuticas del caso, en el que la
informacion podria perjudicar la salud.

5.3. Renuncia del paciente.

e Cuando el paciente manifieste expresamente su de-
seo de no ser informado, se respetara su voluntad ha-
ciendo constar su renuncia documentalmente.

e  Sin perjuicio de la obtencion de su consentimiento
previo para la intervencién.

5.4 Consentimiento por representacion.

Se otorgara el consentimiento por representacion en los
siguientes supuestos:

a) Cuando el paciente no sea capaz de tomar decisiones,
urgencia, a criterio del médico responsable de la asistencia, o su

estado fisico o psiquico no le permita hacerse cargo de su situ-
acion. Si el paciente carece de representante legal, el consen-
timiento lo prestaran las personas vinculadas a él por razones
familiares o de hecho.

b) Cuando el paciente esté incapacitado legalmente.

¢) Cuando el paciente menor de edad no sea capaz in-
telectual ni emocionalmente de comprender el alcance de la
intervencidén. En este caso, el consentimiento lo dara el repre-
sentante legal del menor después de haber escuchado su opin-
ion si tiene doce afios cumplidos. Cuando se trate de menores
no incapaces ni incapacitados, pero emancipados o con dieci-
séis afios cumplidos, no cabe prestar el consentimiento por
representacién, salvo las excepciones generales para mayor
de edad. Sin embargo, en caso de actuacién de grave riesgo,
segun el criterio del facultativo, los padres seran informados
y su opinidn sera tenida en cuenta para la toma de la decision
correspondiente.

Estos supuestos son generales, existiendo conflictos en
determinados supuestos, que ultima instancia, en caso de
duda del médico, deberan ser llevados a via judicial.

El consentimiento informado ¢ Un riesgo para la informacion del paciente?
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5.5. El consentimiento contendra la siguiente infor-
macion basica.

a) Las consecuencias relevantes o de importancia que la
intervencidn origina con seguridad. Descripcion de procedimien-
to. Objetivo del mismo, método y forma.

b) Los riesgos relacionados con las circunstancias person-
ales o profesionales del paciente, con identificacion del paciente.

c) Los riesgos probables en condiciones normales, con-
forme a la experiencia y al estado de la ciencia o directamente
relacionados con el tipo de intervencion.

d) Las contraindicaciones, beneficios que se espera alcan-
zar, alternativas, molestias previsibles.

e) Es necesario identificar al paciente o representante, vy al

médico responsable, asi como centro sanitario donde se realiza.
Lugar, fechas y firma.

/

-
http.//www.diariomedico.com/2009/09/29/area-profesional/
normativa/desinformacion-esta-70-ciento-demandas

6. Otras cuestiones.

Confidencialidad y secreto

El Dr. Ignacio Santos, Vicedecano de ordenacion académica
de la Facultad de Medicina de Malaga, ha elaborado una acertada
diferenciacion, defininiendo:

19 La confidencialidad como “un derecho del paciente a pro-
teger el nivel de informacién sobre su intimidad”.

29 El secreto médico, como “el deber que tiene el sanitario, de
no descubrir a terceros aquel conocimiento que recibe de su paci-
ente, incluye no sdlo la naturaleza de la enfermedad o solamente lo
confiado, sino también lo que haya podido ver, oir o comprender”.

También, la Guia sobre Confidencialidad elaborada por el
Consejo General de Colegios de Médicos, define:

1. Intimidad es el ambito en que los seres humanos gestionan
libre y privadamente su mundo de valores y todo lo que tiene que
ver, directa o indirectamente, con ellos.

2. Confidencialidad es el derecho de las personas a que
aquellos que hayan entrado en conocimiento de datos intimos suy-
0s, no puedan revelarlos ni utilizarlos sin su autorizacidén expresa.

3. Secreto es el deber de las personas que conocen ciertos
datos de otras de no revelarlos sin su consentimiento o sin habili-
tacion legal.

4. Secreto médico es el deber profesional de mantener oculta
laintimidad del paciente y de no revelar los datos confidenciales de
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éste para fines ajenos a la propia asistencia sanitaria, mientras el
paciente no lo autorice o no existan exigencias suficientemente
importantes de bien publico, como puede ser evitacién de dafio a
terceros o imperativo legal.

En sentido con lo expuesto, nuestro compafiero Ricardo de
Lorenzo, en el | Congreso Andaluz Derecho Sanitario, celebrado
en Granada los pasados dias 2 y 3 de junio de 2016, explicé que
estamos ante un momento en el que se desarrolaran cambios
normativos como consecuencia del accidente de aviacion produ-
cido hace algunos meses de las lineas aéreas alemanas German-
wings, donde un piloto se suicidd estrellando su avién, cuando
tenia una enfermedad mental grave diagnosticada, que no fue
comunicada posiblemente para no conculcar el derecho a la con-
fidencialidad de los datos personales de tipo sanitario o por no
vulnerar el secreto profesional. Este suceso ha dado lugar a un
debate en la Unién Europea, donde se discute la posibilidad de
que cuando exista necesidad de proteger intereses generales, los
Estados Miembros puedan regular procesos por los que se pue-
dan comunicar datos personales, flexibilizando el actual sistema
de proteccion de datos, siendo un ejemplo, que de existir ese sis-
tema flexibilizado, el médico que atendia al piloto podria haber
comunicado la patologia de éste a la autoridad, evitandose pre-
ventivamente la comisién de dafios a terceros. Sefial6é De Lorenzo
por tanto, la diferenciacion conceptual del secreto profesional y
la confidencialidad a estos efectos, siendo una flexibilizacion de
la confidencialidad lo que existiria en su caso por proteccion del
interés de terceros, y siendo interesante establecer clausulas in-
formativas de este tipo en la informacidn al paciente

7. Derecho de acceso a la Informacion

Limites del paciente para tener acceso a su propia historia,
que segun el articulo 18.3 de la Ley 41/2002 son:

o El derecho al acceso del paciente a la documentacion
de la historia clinica, no puede ejercitarse en perjuicio

del derecho de terceras personas a la confidencialidad
de los datos que constan en ella, recogidos en interés
terapéutico del paciente.

e  (Prosigue el articulo) Ni en perjuicio del derecho de
los profesionales participantes en su elaboracidn, los
cuales pueden oponer al derecho de acceso la reserva
de sus anotaciones subjetivas.

8. Deontologia.

El Cédigo de Etica y Deontologia Médica aprobado por la Or-
ganizacion Médica Colegial en 2011, dispone:

Articulo 10. Un elemento esencial de la informacidon es dar
a conocer al paciente o a sus allegados la identidad del médico
responsable_de su proceso.

Articulo 12. 1.- El médico respetara el derecho del paciente
a decidir libremente, después de recibir la informacion adecuada,
sobre las opciones clinicas disponibles.

Es un deber del médico respetar el derecho del paciente a
estar informado en todas y cada una de las fases del proceso asis-
tencial.

Como regla general, la informacién serad la suficiente y nece-
saria para que el paciente pueda tomar decisiones.

2.- El médico respetard el rechazo del paciente, total o par-
cial, a una prueba diagndstica o a un tratamiento. Deberd infor-
marle de manera comprensible y precisa de las consecuencias
que puedan derivarse de persistir en su negativa, dejando cons-
tancia de ello en la historia clinica.

Articulo 12. 3.- Si el paciente exigiera del médico un proce-
dimiento que éste, por razones cientificas o éticas, juzgase inade-
cuado o inaceptable, el médico, tras informarle debidamente,
quedara dispensado de actuar.
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4.- Cuando el médico atienda a una persona en huelga de
hambre, le informard sobre las consecuencias del rede su pre-
visible evolucidon y prondstico. Respetara la libertad de quienes
decidan de forma consciente y libre realizar huelga de hambre,
incluidas las personas privadas de libertad, pudiendo acogerse
a la objecion de conciencia si fuese obligado a contrariar esta
libertad.

Articulo 15. 1.- El médico informard al paciente de forma
comprensible, con veracidad, ponderacién y prudencia. Cuando
la informacion incluya datos de gravedad o mal prondstico se
esforzard en transmitirla con delicadeza de manera que no per-
judique al paciente.

2.- La informacién debe transmitirse directamente al pa-
ciente, a las personas por él designadas o a su representante
legal. El médico respetara el derecho del paciente a no ser infor-
mado, dejando constancia de ello en la historia clinica.

Articulo 16. 1.- La informacién al paciente no es un acto
burocratico sino un acto clinico. Debe ser asumida directamente
por el médico responsable del proceso asistencial, tras alcanzar
un juicio clinico preciso.

2.- El consentimiento se expresa habitualmente de forma
verbal, dejando constancia en la historia clinica. Cuando las me-
didas propuestas supongan para el paciente un riesgo significati-
vo se obtendra el consentimiento por escrito.

9. Principales conflictivos jurisprudenciales.

e  Testigos de Jehova. STC 18 Julio de 2012.

e Nulidad jurisprudencial de clausulas de exoneracién
de la responsabilidad.

e  Consentimiento personalizado; riesgos personales es-
pecificos.

e  Delimitacion ambito civil o penal.

. Medicina voluntaria o satisfactiva, obligacién de infor-
mar de forma mads exhaustiva en la segunda.

e  Condena por omisidn de informacién de un riesgo, no
por negligencia.

e Modificacién del Consentimineto Informado en plena
intervencion. Criterio de urgencia y necesidad.

e Teoria de la perdida de oportunidad de elegir y decidir
sobre su propia salud.

DISCUSION

12La informacidn al paciente constituye en si un intercam-
bio de informacidn, de hecho el consentimiento informado no
deja de constituirse como un auténtico contrato, con todos sus
elementos, consentimiento, objeto y causa, y por analogia, si
aplicaramos la teoria general de los contratos, los consentimien-
tos podrian considerarse nulos si no fueran fruto de un verda-
dero intercambio de informacidn, por el denominado vicio del
consentimiento.

22 Por lo expuesto en la anterior conclusién, el consenti-
miento informado es una autentica herramienta de seguridad
juridica en medicina defensiva, pero no estamos seguros de si
es una verdadera herramienta de seguridad del paciente, pues
lo que interesa al paciente y al medico no es un papel firmado,
sino un verdadero intercambio de informacién que ayude al mé-
dico a conocer todos los elementos necesarios de la patologia, y
que sirva al paciente para conocer los aspectos esenciales de su
salud y tratamiento.

El consentimiento informado ¢ Un riesgo para la informacion del paciente?
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32 Es por esto, que el consentimiento informado puede lle-
gar a tener un efecto maquiavélico y dafiino para propia infor-

macion al paciente, lo cual es una verdadera una paradoja.

CONCLUSIONES

La informacién al paciente es un derecho exigido en
nuestro ordenamiento, y al tiempo una exigencia deon-
toldgica para el médico.

El derecho a la informacién del paciente es bidireccio-
nal, y su perfeccionamiento se constituye en la interco-
municacion y dialogo médico - paciente.

El consentimiento informado serd verbal como regla
general y deberd ser escrito en intervenciones quirur-
gicas, procedimientos diagndsticos y terapéuticos inva-
sivos y, en general, aplicacion de procedimientos que
suponen riesgos o inconvenientes de notoria y previ-
sible repercusion negativa sobre la salud del paciente.
Se debe dejar siempre detallado en la historia clinica.

Consideramos que puede no ser deontoldgico, reducir
el derecho a la informacién al paciente a un simple con-
sentimiento informado.

Debemos considerar el secreto, la confidencialidad y
la intimidad, como parte de la informacién al paciente.

La informacion clinica forma parte integrante de la lex
artis ad hoc

Sentencia del TS de 26 de septiembre de 2000:
“Con este actuar profesional el demandado (el médico) asumio
por si solo los riesgos derivados de la intervencion en lugar del

paciente”
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A professional approach to his biography
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Resumen

Palabras clave: Rivera Ramos,

En este trabajo se muestra la biografia de Antonio Rivera Ramos (1815-1887), uno de los primeros especialistas
en obstetricia y ginecologia, que fue miembro de varias sociedades cientifica, entre ellas la Real Academia de
Medicina de Sevilla y que debié su fama Unicamente a su ejercicio profesional ya que no publicé practicamen-
te nada. Para su confeccion se han utilizado diversos archivos ubicados en la ciudad de Sevilla asi como varios
articulos publicados sobre este autor y la Sevilla de la época. Se hace un recorrido por su formacidn y actividad
universitaria, asi como por una singular consulta médica, se analiza el contenido de su biblioteca y se muestra su
ocaso profesional y familiar.

Abstract

In this work the biography of Antonio Rivera Ramos (1815-1887) appears, one of the first specialists in obstetrics
and gynaecology, which was member of several scientific institutions, between them the Royal Academy
of Medicine of Seville and that owed his reputation only to his professional exercise since nothing published
practically. For his confection there have been in use diverse files located in the city of Seville as well as several
articles published about this author and the Seville of the epoch. A tour is done by his formation and university
activity, as well as by a singular medical consultation, there is analyzed the content of his library and there appears
his professional and familiar west.

INTRODUCCION
econdmica desahogada.

En la Sevilla decimondnica hubo médicos que alcanzaron
cierta notoriedad, llegando algunos a traspasarlos estrechos li-
mites de la ciudad. Existe un amplio consenso sobre la figura de
Federico Rubio y Gali (1827-1902)(1) y sobre Ramén de la Sota y
Lastra (1832-1913). El primero como cirujano practico y prolifi-
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renzo dos dias después(3). Se trataba de una familia en situacién

co publicista; el segundo por ser el iniciador de una especialidad
emergente como era la otorrinolaringologia e igualmente activo
autor de publicaciones. Menos conocido a nivel nacional e inter-
nacional fue José Moreno Fernandez (1823-1899)(2), médico de
la alta sociedad sevillana y también ensayista y autor de obras mé-
dicas. A un tercer grupo podria pertenecer Antonio Rivera Ramos,
un conocido médico sevillano que apenas publicé. Habia nacido
en Sevilla el 29 de diciembre de 1815 y era hijo de Antonio Rivera,
natural de Fuente Obejuna (Cérdoba), capitan del ejército agre-
gado al Estado Mayor de esta ciudad y de la sevillana Maria de la
Encarnacién Ramos, siendo bautizado en la parroquia de San Lo-
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En 1829, cuando tenia trece afios, se le considerd preparado
para iniciar en la Universidad Literaria de Sevilla los estudios de Fi-
losofia que abrian el camino para estudiar mas tarde en una Facul-
tad Mayor. En esta fecha se le identificaba por su color blanco, pelo
castafio y ojos negros. Los tres afios de estudios exigidos los cursd
y aprobd con Manuel Maria del Marmol Martinez (1769-1840) du-
rante los afios 1829-1830 y 1831-1832(4). Superados éstos inicid
sus estudios en la Facultad de Medicina en el curso 1832-1833 y los
concluyd en el de 1834-1835 recibiendo las ensefianzas de Fernan-
do Velasco Libanto (c. 1800-1836) en Instituciones de 12 afio (Ana-
tomia), Manuel Campos Vallejo (c. 1780-1848) en Instituciones de
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29 afio (Fisiologia, Patologia e Higiene), Joaquin Sanchez-Reciente
Diaz (c. 1801-d. 1844), en Instituciones de 32 (Terapéutica, Mate-
ria médica y Medicina legal) y Serafin Adame de Vargas Jiménez (c.
1774-1825) en Instituciones de 42 (Patologia especial y Nosogra-
fia médica). Recibio el Grado de Bachiller en Medicina a Claustro
Pleno nemine discrepante el 4 de junio de 1835(5). Realizo los dos
afios preceptivos de Clinica con Francisco Veldzquez Reyes (1779-d.
1840) en los cursos 1835-1836 y 1836-1837(6) lo que le permitié
obtener el Grado de licenciado el 9 de noviembre de 1840(7) y el
de doctor el 3 de enero de 1841(8). En 1840-1841 se matriculd en
la catedra de “Nosografia y Patologia especial externa. Vendajes y
Operaciones” creada por iniciativa de la Junta Revolucionaria de Se-
villa obteniendo la calificacion de sobresaliente y en el curso 1841-
1842 obtuvo igual calificacion en la de “Obstetricia, enfermedades
de la mujeres y nifios y sifiliticas”(9). Evidentemente aprovechd la
coyuntura favorable con la intencidn de convertirse también en li-
cenciado en cirugia(10). En 1841 hizo oposicidn a la catedra de Tera-
péutica, Materia médica y Medicina legal, vacante tras ser separado
por cuestiones politicas su propietario Joaquin Sanchez-Reciente,
presentado un programa de la asignatura(11). Sus ambiciones aca-
démicas se vieron parcialmente cumplidas cuando en 1844 fue
nombrado profesor Agregado para la cdtedra Higiene, Terapéutica,
Materia médica y Arte de recetar en el recién creado Colegio de
practicos en el arte de curar(12).

Con anterioridad, habia sido nombrado Académico numera-
rio de la Real Academia de Medicina y Cirugia de Sevilla en 1840 por
la Junta Suprema de Sanidad del Reino, en el marco de un conjunto
de nombramientos efectuados por esta institucion tras el centra-
lismo impulsado aquel afio por Espartero, cuando era un modesto
licenciado en medicina sin ningun tipo de méritos; acaso el unico
era haber sufrido y aprobado un examen de revélida tedrico y prac-
tico el dia 2 de octubre de 1839 ante un tribunal compuesto por
los académicos Fernando Santos de Castro (1809-1890), Antonio
Navarrete Sanchez (c. 1788-1878) y Francisco de Borja Mufioz (m.
1850)(13).

RIVERA RAMOS, PROFESOR UNIVERSITARIO

Habrian de trascurrir veintiocho afios para que Rivera Ra-
mos viera cumplido integramente su deseo. Fue uno de los vein-
titrés médicos que ejercian en Sevilla invitado expresamente por
el Rector de la Universidad y vocal de la Junta Revolucionaria
Antonio Machado Nufiez (1812-1896) a la sesidon constitutiva de
una Sociedad Médica de Libre Ensefianza celebrada el dia 28 de
octubre de 1868(14). Por decreto del Gobierno Supremo Pro-
vincial de 10 de octubre de 1868 fue nombrado catedratico de
Clinica de obstetricia de la recién creada Escuela Libre de Me-
dicina y Cirugia de Sevilla( 15). En claustro de 26 de enero de
1870, ante la renuncia de Carlos Montemar Moraleda (c. 1824-d.
1884), se le nombré catedratico de Enfermedades de la mujer
con su clinica y de Obstetricia y su clinica concentrando toda la
ensefianza relacionada con las mujeres (16). Pronto el proceso
de liberalizacion de la ensefianza sufriria un giro copernicano. Se
encendieron todas las alarmas tras la aparicién de un decreto
que pretendia regularizarlo lo que tuvo como consecuencia el
cierre de buena parte de los establecimientos libres de ensefan-
za superior. Este decreto dejaba la puerta abierta para aquellos
gue se sometieran a un duro expediente de reconversién(17). La
Escuela Libre de Medicina de Sevilla consiguié que se autorizara
provisionalmente la ensefianza durante el curso 1874-1875 y por
ello el 23 de octubre de 1874 se le dio posesién y quedd recono-
cido como catedratico de Partos, enfermedades de las mujeres y
nifios tras la designacion por la Direccion General de Instruccion
Publica de la plantilla elaborada por la Diputacidn Provincial de
Sevilla(18). Por fin, y tras superar diversos tramites administrati-
vos, nacié la Escuela Provincial de Medicina y Cirugia de Sevilla
viéndose obligada a adaptar su plan de estudios a los que regian
para la ensefianza oficial. Por Orden de la Direccion General de
Instruccién Publica de 7 de octubre de 1875 se le confirmé como
catedratico interino de Partos, enfermedades de las mujeres y
nifios(19), permaneciendo hasta la fecha de su muerte. Durante
estos afnos Rivera Ramos ocupd dos cargos directivos de enor-
me trascendencia: el de vice-director, contemplado en el regla-
mento para su régimen y gobierno interior de 1870(20) y el de
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director tras la inesperada muerte de Antonio Marsella Sierra
(1808-1874) el 28 de noviembre de 1874.

LOGROS INSTITUCIONALES

Posiblemente los quince afios que van entre 1875 y 1890
fueron en los que se alcanzaron los logros mas significativos en la
Escuela. En primer lugar la creacion de la Policlinica, la “joya de la
Escuela”, por iniciativa de Rivera Ramos en 1878 y de la que tan
orgullosos se sentian. Su puesta en marcha fue una respuesta a la
pérdida de autonomia, el precio que hubo de pagarse para garanti-
zar su continuidad. Esta se aprobd en claustro el 29 de septiembre
de 1878y se inauguro el dia 6 de octubre en un acto conjunto con la
reparticion de premios. En tan corto espacio de tiempo se hicieron
las obras de adaptacién —una escalera y diversos tabiques a cargo
de la Diputacién-y se adquirié mobiliario a cargo del Ayuntamiento.
Se instald en un pabellén del edificio de la Escuela de Medicina en
la calle Madre de Dios con tres pisos y con acceso por una puesta
contigua a la principal. La Policlinica estaba estructurada por una
clinica general y ocho clinicas especializadas con un doble objeti-
vo asistencial (asistencia gratuita a pobres) y docente. La clinica
de “enfermedades de la mujer” se le encomendd a Antonio Rivera
Ramos que la atendia los lunes y jueves a las tres de la tarde en el
gabinete habilitado en la planta alta del edificio. En 1882 se modi-
fico este horario a las dos de la tarde al mismo tiempo que paso a
manos de Francisco Dominguez Adame (1850-1905), cambiando su
denominacién por “ginecologia”(21).

Otros logros institucionales alcanzados por iniciativa de Rivera
Ramos fueron la celebracion en 1882 del Congreso Médico Inter-
nacional, del que fue Presidente de la Comisién Organizadora y de
la Mesa del Congreso y la creacion en 1883-1884 de una seccion
de electroterapia en la Policlinica. Financiado por la Diputacion se
construyd en 1885 el anfiteatro anatémico en terrenos préximos
al Hospital Central que posibilité una mejora de la ensefianza de la
anatomia y la anatomia quirurgica y operaciones. Por ultimo en el
curso 1887-1888 se erigid un laboratorio histo-quimico adjunto a
las clinicas y a la policlinica que de forma muy modesta contribu-
y6 a “perfeccionar el diagndstico”(22). Por otra parte fue una pieza
fundamental en el desarrollo del Colegio Médico de Sevilla. Su in-
auguracion se efectud el 4 de mayo de 1856 en un local cedido por
la Universidad en el que celebrd sus sesiones hasta 1858, afio en
que se ubicd en la calle Armas 55 compartiendo locales con Real
Academia de Medicina(23) y doce afios después, auin conservando
esta sede, celebraba sus sesiones en la Escuela Libre de Medicina.
Desde el primer momento Rivera Ramos formé parte de la Junta
directiva en condicidn de Consiliario 29, pero la cercana muerte del
decano Nicolds Molero Perea (1791-1856) hizo que pasase a ocu-
par el cargo de vice-decano, para alcanzar el puesto de decano en
1870 tras la retirada de Antonio Serrano Palao (c. 1804-1877). Esta
institucion tenia como objetivos estatutarios representar a la clase
médica, fomentar sus intereses materiales y morales, contribuir al
progreso de la ciencia y velar por el cumplimiento de los deberes
médicos. Durante los afios de actividad —practicamente desapare-
ce desde 1877- se preocupd por la elaboracidon de una topografia
médica de Sevilla(24), redacté un reglamento de prostitucion(25) y
convocd concurso de premios(26).

UNA SINGULAR CONSULTA MEDICA

Con el titulo jFregenal en Sevilla! el diario La Andalucia re-
producia una larga crénica aparecida dias antes en el periddico
frexnense El Eco de Fregenal. Los dias 27 y 28 de diciembre de
1880 se habia efectuado con éxito una comunicacion telefénica
experimental, sin duda una de las primeras realizadas, entre el
domicilio de don Rodrigo Sanchez-Arjonay Sanchez-Arjona (1841-
1915) en Fregenal y el despacho del director de telégrafos en Se-
villa don Francisco Pérez Blanca. En ambos puntos se dieron cita
notables personalidades de las dos ciudades. En Fregenal, fami-
liares, autoridades locales y el director del periddico y en Sevilla,
aparte de los funcionarios de telégrafos, directores y redactores
de periddicos, ingenieros, escritores, el Presidente de la Audien-
cia, el Vice-presidente de la Diputacion, el Interventor de Hacienda
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y médicos como los doctores don Antonio Machado Nufiez y don
José M2 Roby Beltran (1830-d. 1884). Todos quedaron entusiasma-
dos por el hecho y testimoniaron las buenas condiciones de la au-
dicidn(27). Entre otros asuntos se recogia en la crénica lo siguiente:

“no causara sorpresa el saber que también se celebré una
consulta médica entre el ilustre profesor de esta ciudad don En-
rique de la Rosa, y el reputado y dignisimo Director de la Escuela
de Medicina de Sevilla don Antonio Maria Rivera, los cuales con-
ferenciaron sobre el estado de la esposa del citado Sr. D. Rodrigo,
dofia Fernanda Sanchez-Arjona, cuya salud no es, por desgracia,
muy completa, y a quien deseamos pronto restablecimiento”(8)

En efecto, el procer extremefio habia contraido matrimonio
con su prima Fernanda Sanchez-Arjona Cabeza de Vaca (1847-
1881) el 25 de abril de 1864 y en aquella fecha habia tenido siete
hijos vivos, el ultimo de ellos nacido en 1878, una historia obs-
tétrica muy comun en aquellos afios. Igualmente sabemos que
no gozaba de buena salud y desde luego debia tratarse de una
afeccién grave ya que fallecid el 21 de mayo de 1881. Lo que no
conocemos es el contenido de aquella consulta efectuada a la una
de la tarde del dia 28 de diciembre de 1880 a pesar de la diligen-
cia del doctor de la Rosa que un dia después enviaba una carta al
director de la revista El Siglo Médico en la que daba a conocer el
suceso, pero la unica referencia a dofia Fernanda fue que recibia
cuidados de ambos y que “hice una historia detallada de la enfer-
ma”(29). Posiblemente haya que descartar que se tratara de un
problema obstétrico, aunque si podia ser ginecoldgico o incluso
de otra naturaleza. Pero la presencia de Rivera Ramos en el acto
se debia no tanto a su condicion de “partero” como al hecho de
ser en ese momento el Director de la Escuela Provincial de Medi-
cinay Cirugia de Sevilla.

SU BIBLIOTECA MEDICA

Desgraciadamente no conocemos cual era la dimension de
su biblioteca médica al final de su vida profesional y nos tene-
mos que contentar con analizarla cuando en 1868 se efectud una
protocolizacién de particiones de los bienes que quedaron tras el
fallecimiento de su primera esposa. En el documento de liquida-
cidén, divisién y adjudicacion de estos bienes se encuentra inven-
tariada su biblioteca médica. El numero total de autores es de
sesenta estando a la cabeza Xavier Bichat con cinco titulos y Her-
mann Boerhaave y Joseph Capuron con tres cada uno; cuarenta
y uno de ellos eran extranjeros (en su mayoria franceses), cator-
ce espafoles, cuatro obras anénimas y un autor sin identificar.
Si atendemos a la fecha de publicacion diez eran ediciones, la
mayor parte latinas, del siglo XVIIl y el resto de la primera mitad
del XIX. Los autores del siglo XVIII fueron tres espafioles (Andrés
Piquer, Juan de Dios Lépez y Francisco Suarez de Ribera) y siete
extranjeros (Paolo Zacchia, Thomas Sydenham, Hermann Boer-
haave, Johannes Gorter, Gerard van Swieten, Anton de Haen y
Francois Boissier de Sauvages). La distribucién por campos te-
maticos es la siguiente: Terapéutica (materia médica, farmaco-
logia y farmacopeas), once titulos (16%); Anatomia descriptiva
y topografica, siete (10'2%); Patologia médica, siete (10'2%);
Patologia general (exploracion clinica, nosologia y anatomia pa-
toldgica), seis (8’8%); Cirugia, seis (8'8%); Obstetricia (partos),
cuatro (5'8%); Higiene, tres (4’4%); Medicina Legal, tres (4'4%)
y Diccionarios, dos (2'9%). El resto de campos sélo contemplan
una sola pieza.

En el analisis de esta biblioteca médica hay que destacar
las siguientes caracteristicas:1) que en la fecha en que se hizo en
inventario era una biblioteca bastante modesta compuesta de
68 libros con un montante de 179 voliumenes valorada, a efec-
tos del reparto de bienes, en 78’6 escudos; 2) la ausencia de
periodismo médico, 3) el hecho de que en su mayoria son tra-
ducciones al castellano de obras francesas y 4) que es escasa la
representacion de obras obstétrico-ginecoldgicas tratandose su
propietario de un especialista en estas materias. Sobre este ulti-
mo asunto sélo se contabilizan las siguientes obras: Joseph Capu-
ron Curso tedrico y prdctico de partos (1818), 2 volimenes; Jules
Hatin Manual de partos (1829); Francois Joseph Moreau Tratado
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prdctico de partos (1842), 2 volumenes; Nicolas Charles Chailly
Tratado prdctico del artes de partear (1846), 3 volumenes y Jose-
ph Capuron Tratado de las enfermedades de las mujeres (1818),2
volimenes.

DE LA ELITE MEDICA AL OCASO DE UNA FAMILIA

Rivera Ramos formo parte de un minusculo grupo de nueve
médicos de Sevilla que constituyeron una auténtica élite. Un gru-
po de gran visibilidad e influencia social a través de la ocupacion
de puestos oficiales y de cargos. Residian en el dmbito de parro-
quias con mejor equipamiento general y sanitario y disponian de
una economia muy saneada(30). La familia de Rivera Ramos tuvo
su residencia en la collacién de San Andrés, primero en la calle
Pozo Santo(31), después en la calle Quebrantahuesos 6 (calle Or-
fila 9 después de una modificaciéon del nomenclator en 1872)(32),
adquirida en 1853 a la familia Adame Mufioz (Enrique, Serafina,
Consolacion y Ramona), y al final de su vida en Amor de Dios 14. Su
matrimonio, al que aportaron en enseres y ropa por valor de 6.000
reales cada contrayente(33), lo efectud en la parroquia castrense
de Cadiz el 4 de marzo de 1847 con Maria de los Milagros Dardés
Carsi, viuda de don Pablo Bara, que aportaba un hijo (José Antonio)
al nuevo matrimonio y con la que tendria tres mas entre 1846 y
1855, Inocencia, José Luis y Milagros. El patrimonio acumulado a la
muerte de su esposa el 26 de febrero de 1860 era de 31.033’8 es-
cudos, descompuesto en 5.825’3 escudos en metdlico, el inmueble
de la calle Quebrantahuesos valorado en 15.208’3 escudos(34), el
carruaje compuesto por una berlina francesa (100 escudos), una
carretela (100 escudos) y las mulas Leona y Borrega valoradas en
300 escudos cada una. El resto de su patrimonio se componia de
enseres domésticos (alhajas y plata labrada, mobiliario, loza y cris-
tal, cocina y despensa, cuadros de lienzo, ldminas, ropas, biblioteca
médica y biblioteca de recreo)(35).

Hacia 1864 contrajo nuevamente matrimonio con otra gadita-
na, Efigenia Cavieces Asensio, veinticinco afios menor que él, y de
cuya unién nacieron sus hijos José Martin, Maria Luisa y Antonio
entre 1867 y 1872. Si en 1865 disponia de una servidumbre com-
puesta por dos mujeres (Maria Delgado, viuda de 46 afios y Narcisa
de los Santos Fernandez, soltera de 19 afios, ambas de Huelva) y
dos hombres (Francisco Beira, soltero de 22 afios natural de Vigo),
uno de ellos cochero (José Bravo Granada, casado de 32 afios), vein-
te afios después habia quedado reducida a sélo dos mujeres (Valle
Melero Prieto, viuda de 40 afios natural de Ecija y Encarnacion Moli-
na Rodriguez, soltera de 19 afios natural de Lora del Rio)(36).Rivera
Ramos fallecio en Sevilla el 2 de agosto de 1887, constando como
causa de su muerte una “esclerosis cerebral”(37). Sin embargo pa-
rece que la situacién econémica de la familia se fue deteriorando
aun mas con el paso de los afios. El 6 de octubre de 1904 su viuda se
dirigi a la Academia de Medicina solicitando ocupar las buhardillas
de la misma por carecer de medios para pagar una vivienda(38).

Llama la atencién el que su familia acabara en la pobreza en
tan poco tiempo. Por lo que se ve, sucedid algo muy distinto a lo
que Espinay Capo refiere en sus Notas del viaje de mi vida, afirman-
do que en esa época los primeros especialistas, al menos en Ma-
drid, alcanzaron casi todos puestos de importancia, algunos incluso
titulos nobiliarios y, por lo menos fortunas considerables, de las que
seguramente vivieron las generaciones posteriores(39).

UN HOMBRE CON NOMBRE, PERO SIN OBRA ESCRITA

El doctor Antonio Rivera Ramos fue Protector del Colegio de
Dentistas de Sevilla creado en 1865 y su Presidente Honorario(40),
Médico Honorario de la Real Camara de SS. AA. RR. los duques de
Montpensier y como tal intervino en algun parto de la Infanta Maria
Luisa Fernanda: esta constatado que asistié al de su octavo hijo,
Antonio Maria Luis ocurrido en San Telmo el 23 de febrero de 1866,
junto a Antonio Serrano Palao. Como era habitual en estos casos
fue recompensado con el nombramiento de Comendador de las
Reales Ordenes de Carlos I e Isabel la Catdlica(41). Pero este perso-
naje su notoriedad y visibilidad no devenia de una actividad publi-

Antonio Rivera Ramos (1815-1887)
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cista. A lo largo de su dilatada carrera profesional s6lo conocemos
la corta publicacién de un caso clinico(42)(43). El 17 de agosto de
1865 envid un articulo a la revista sevillana La Crénica Médica y los
redactores se hicieron eco del mismo diciendo: “deseamos no sea
éste sdlo el trabajo que nos remita nuestro ilustrado compafiero, a
quien no faltardn con frecuencia casos notables en la especialidad
que practica”(44). El dia 19 de julio de 1865 es llamado para cele-
brar una consulta médica a instancias de un compafiero. Se trataba
de una mujer embarazada a término en la que se habian iniciado
los primeros dolores de parto hacia unas ocho horas. A la explora-
cion encontrd una vulva mas estrecha que lo ordinario, el conducto
vaginal acortado (no alcanzaba dos pulgadas [aproximadamente
4 c¢cm.]), anchos repliegues en su fondo y obturaciéon completa del
mismo. Estimd que era necesario hacer una dilatacién amplia del
fondo vaginal para facilitar la expulsion del feto y en tal sentido de-
cidid “escindir un colgajo vaginal, procurando que correspondiese
al punto en que debia hallarse el orificio y cuello uterino”. Como
no disponia de espéculum y pinzas largas, la operacidn obstétrica
la realiz6 manualmente utilizando exclusivamente unas tijeras pla-
nicurvas pequefias. El parto continué con normalidad terminando
media hora después de la intervencion y nueve desde que se pre-
sentaron los primeros dolores de parto(45).

La historia ginecoldgica de esta mujer era la siguiente: desde
los 12 afios de edad comenzd a sufrir unos trastornos mensuales de
dos o tres dias de duracion sin que se acompaiiara de flujo mens-
trual. Contrajo matrimonio a los 17 6 18 afios teniendo grandes di-
ficultades para realizar el coito sin que el marido pudiera traspasar
la abertura vulvar a pesar de realizar grandes esfuerzos. Tras siete
u ocho meses realizéd una consulta médica siendo desviada a un
cirujano que encontré un “tabique considerable con un pequefio
orificio central. Fue intervenida practicandole una dilatacién por
medio de una pequefia abertura del mismo con resultados poco sa-
tisfactorios: no menstrud y el coito continué siendo dificultoso. Cin-
co afios mas tarde, a primeros de noviembre de 1864, se presentd
espontaneamente una menstruacion abundante “de un putrilago
hediondo”. De inmediato quedd embarazada que siguidé un curso
normal hasta el momento del parto(46). Sin duda un complejo caso
de ginatresia.
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Analisis de la efectividad de la
inmunoestimulacion activa con extractos
bacterianos en la prevencion de las
infecciones urinarias recurrentes

Analysis of effectiveness of bacterial extracts
inmunostimulation with bacterial extracts active in

preventing urinary infections recurring
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Servicio de Urologia. Hospital Santa Ana. Granada. Espaiia

Sr. Editor

Las infecciones del tracto urinario inferior (ITUs) es un pro-
blema sanitario en las mujeres de todas las edades, dado el gasto
sanitario que genera, asi como el impacto negativo en la calidad
de vida que genera. Entre el 24% y 50% de los episodios iniciales
tiende a recurrir.

Las estrategias para la prevencion de las infecciones del
tracto urinario inferior no complicadas recurrentes (ITU,) inclu-
yen una revision de los factores de riesgo modificables, profilaxis
antibidtica y medidas no antimicrobianas.

Dentro de las medidas no antimicrobianas, la idea de em-
plear inmunoestimulantes bacterianos con el fin de reducir las
ITU, nacié hace unos 40 afios (1).

En la actualidad, la mayor evidencia sobre extractos bacte-
rianos es respecto a los que se administran por via oral, aunque
la via parenteral, sublingual, intravaginal e intranasal también se
han descrito.

El extracto de Escherichia coli OM-89, es un inmunoestimu-
lante oral (comprimido de 6mg) que contiene lisados bacterianos
procedentes de 18 cepas de E. coli. Los resultados de los ensayos
clinicos y metaanalisis publicados hasta la fecha muestran que su
uso es beneficioso, respecto a placebo, en la prevencién de las
ITU,, ademds de tener un buen perfil de seguridad (1,2,3,4).

Sin embargo, el periodo de seguimiento de la mayor par-
te de los estudios es limitado a 6 meses, presentan limitaciones
metodoldgicas en relacidon al método de aleatorizacion, el tipo
de enmascaramiento, la descripcidon de los resultados, etc., un
importante numero de estudios estan financiados por el propio
fabricante (sesgo de financiacion) y todos los trabajos sobre el ex-
tracto de Escherichia coli OM-89 concluyen a favor del producto
(sesgo de publicacién).
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Otros aspectos a considerar, es la elevada heterogeneidad
de los grupos (1,2), asi como la ausencia de ensayos que compa-
ren la eficacia del extracto de Escherichia coli OM-89 con la profi-
laxis antibidtica, cuya eficacia, segun los estudios reportados, pa-
rece ser superior a los regimenes de inmunizacién actualmente
disponibles.

Otra modalidad son las vacunas para la mucosa vaginal (su-
positorio que contiene 10 cepas de gérmenes uropatogenos, 6
cepas de E coli, y 1 de Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae,
Enterococcus faecalis, Morganella morganii inactivadas por ca-
lor). Los ensayos en fase Il demuestran que el tiempo hasta la
reinfeccidn de las mujeres que recibieron inmunizacion de refuer-
zo (3 dosis de vacunas, mas otras 3 dosis de refuerzo), fue signi-
ficativamente mas largo, pero no en el grupo de la inmunizacién
primaria (3 dosis de vacunas sélo) o placebo. A su vez, la inmuni-
zacion de refuerzo reduce el nimero de ITU, (5).

Los estudios que comparan el impacto clinico del trata-
miento profilactico con inmunoestimulacién sublingual (contiene
cepas de E coli, K pneumoniae, P vulgaris, E faecalis) en la pre-
vencién de las ITU, frente al uso de antibiéticos (Nitrofurantoina
y Trimetropin-Sulfametoxazol), llegan a la conclusion que es una
estrategia efectiva para reducir la frecuencia, duracion, severidad
y coste de las ITU, .

Existen estudios que han ensayado en modelo animal la in-
munizacion via intranasal frente a cepas de E. Coli y Proteus mira-
billis con resultados prometedores.

Para productos parenterales, grandes estudios en fase Il si-
guen aun desaparecidos.

A pesar de que la mayoria de los estudios demuestran que el
extracto de Escherichia coli OM-89 es una estrategia efectiva en la
profilaxis de las ITU,, y que los resultados de los estudios respecto
a la via sublingual, intravaginal e intranasal son prometedores,
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ensayos futuros son necesarios, usando resultados y definiciones
uniformes e incluyendo la profilaxis antimicrobiana, que junto con
la modificacion de los habitos higiénico-dietéticos constituye en
la actualidad la mayor evidencia sobre la prevencion de las ITU,.
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Traumatismo acustico e hipoacusia subita

Acoustic trauma and sudden deafness

Maria de Alharilla Montilla Ibafiez?, Nicolds Fernandez Fernandez?, Javier Gdmez Hervas?

Hospital La Inmaculada, Huércal-Overa
2Hospital Rafael Méndez, Lorca

Sr Editor,

Se decide realizar una revision breve acerca del traumatismo acus-
tico y la sordera subita tras comprobar con la practica clinica diaria que
son dos patologias muy frecuentes tanto en la consulta habitual como
en la consulta de urgencias. Son dos entidades que generan gran inca-
pacidad al individuo que las padece tanto a corto como a largo plazo.

No siempre en los servicios de urgencias, sobre todo se tienen
los medios ni el tiempo necesario para poder tratar a este tipo de pa-
cientes, por eso es fundamental tener los conceptos basicos claros para
poder aportarle el maximo beneficio al paciente hasta que sea tratado
por el especialista.

Por lo tanto, el objetivo fundamental de ésta revision es afianzar
conceptos acerca de los distintos tipos de traumatismos acusticos y la

sordera subita para poder tratar a los pacientes que los padecen con la
mayor evidencia cientifica.

TRAUMATISMO ACUSTICO

El traumatismo acustico se puede subdividir en cuatro entida-
des bien diferenciadas:

e  Barotraumatismos
o Blast auricular
e  Traumatismo sonoro agudo

° Traumatismo sonoro crénico

BAROTRAUMATISMOS

Concepto:

Alteraciones que pueden aparecer en el oido medio por la
accion nociva de los desequilibrios en las presiones a ambos lados
de la membrana timpanica.

Estas situaciones se pueden dar por ejemplo cuando se reali-
za buceo o cuando se viaja en avion.

ACTUALIDAD
MEDICA

www.actualidadmedica.es
©2016. Actual. Med. Todos los derechos reservados

e Durante el ascenso:
-la presidn en la caja sera superior a la ambiental.

-la equiparacion de presiones se consigue de forma pasiva
con la salida del aire a través de la trompa de Eustaquio.

e  Durante el descenso:
-la presion en la caja serd inferior a la ambiental.

-la equiparacion de presiones no es pasiva dado que la pre-
sion ambiental colapsa la luz de la trompa de Eustaquio y son ne-
cesarios los movimientos de deglucién para la apertura de la luz
tubarica.

Cuando la dinamica funcional de la trompa de Eustaquio se
altera por cambios de presion ambiental muy bruscos o muy ra-
pidos, se supera la capacidad de compensacion, y se entra en el
campo del barotraumatismo.

Efecto de hiper o hipopresidn sobre el oido:

o Lesiones en mucosa de la caja

e  Vasodilatacion

e  Trasudado inflamatorio y/o hemorragico
e Perforaciones timpanicas

e Desarticulacién de la cadena osicular

e Ruptura de la membrana de la ventana redonda.
Sintomas:

e Otalgia progresivamente creciente

o Hipoacusia

e Acufenos

e Sensacion de taponamiento

e Autofonia
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e Cuadro vertiginoso periférico
Exploracién:
e  Otoscopia:
- Hundimiento e hiperemia timpanica
- Nivel hidroaéreo en oido medio
- Infiltrado vascular timpanico
- Desgarro timpanico
- Acumetria:
- Hipoacusia de transmisién moderada
Prondstico:

e Laevolucion espontanea en la mayoria de los casos es
hacia la curacion.

e La reiteracién de los episodios y la prolongacion del
tiempo de evolucién pueden conducir a un estatus de
mal funcién tubarica.

Profilaxis:

e  Masticacion repetida

o Maniobras de Valsalva

En caso de encontrarse inmersos en un cuadro viridsico de

vias altas:

-Antihistaminicos, AINES, corticoides via oral a dosis bajas
-Oximetazolina via nasal
-Maniobras de Politzer

-En caso de buzos suspender la actividad hasta la completa

resolucién del cuadro.

Tratamiento:
e  Segun el grado de afectacion:
- Corticoide nasal a dosis doble

- Vasoconstrictor tépico nasal un dia antes, durante el

proceso y tres dias después.

- Paracentesis o DTT una vez establecido el cuadro

cuando no responde a tratamiento médico.

- Antibidticos si riesgo de infeccidn

- Miringoplastia en caso de fracaso de los tratamientos

anteriores.

BLAST AURICULAR (onda de choque)

Concepto:

e Lesion producida en oido medio e interno por efec-
to de una onda expansiva y una gran intensidad so-
nora.

e La onda de presidn se propaga a mayor velocidad que
la onda sonora.

Sintomas:

e  Otalgia intensa
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° Hipoacusia
e Acufenos
e Otorragia si hay ruptura timpanica

e Vértigo periférico por agitacion de la platina en el la-
berinto

Exploracidn:
e  Otoscopia:

- Si hay coagulo en CAE que no debe retirarse, ya que
ayuda con su fibrina a la reparacidn de la perforacion

- Si no hay coagulo, podra verse una perforacién timpa-
nica en la pars tensa

e  Exploracién funcional:

- Hipoacusia de percepcién, maximo en 4000 Hz con re-
clutamiento positivo.

- Hipoacusia mixta por la perforacion
Tratamiento:
e No mojar oido como profilaxis
e Antiinflamatorios o analgésicos
e Silas lesiones timpdnicas no se han resuelto de for-

ma espontanea, pueden ser tributarias de timpano-
plastia.

TRAUMATISMO SONORO AGUDO

Concepto:(1)

° Hipoacusia que aparece tras la exposicién a un ruido
de gran intensidad y por lo general de corta duracién.

e El agente causante es una violenta vibracidon que pro-
ducird lesiones de maxima intensidad y precocidad a
4000 Hz.

Hipotesis:

e  Eltraumatismo es de mayor intensidad en 4000 Hz por-
que...

- Esta zona de la cdclea es la peor vascularizada.

- Ante sonidos traumatizantes con componentes agu-
dos y graves, la membrana basilar generaria ondas antagodnicas
que se encontrarian en ese punto, provocando la lesién por fac-
tores mecanicos.

- Suma de factores relacionados con la morfologia de
la membrana basilar y la capacidad resonante del CAE (Conducto
auditivo externo).

Sintomas:

e Acufenos

° Hipoacusia

e  Hiperacusia dolorosa

Exploracidn:

Otoscopia: sin alteraciones

Traumatismo acustico e hipoacusia subita



Exploracion funcional: Hipoacusia de percepcidon con maxi-

ma caida en 4000 Hz y reclutamiento positivo.

Pronéstico:

e Dependerd de la magnitud de la pérdida auditiva y de
la edad del paciente.

e Con el incremento de las dos anteriores disminuira la
capacidad de recuperacion.

e La parte esencial de la recuperacioén se produce en los
5 primeros dias.

e Pasado éste tiempo en el 50% de los pacientes persiste
el acufeno.

Tratamiento:

e Profilactico si es posible.

o En casos de traumatismo reciente:
- Vasodilatadores

- Corticoides a dosis altas (prednisona 1mg/Kg de peso)

durante 5 dias

- Antioxidantes
- Oxigeno hiperbdrico
- Magnesio

La recuperacidn estda mas en consonancia con los factores

prondsticos que con las medidas terapéuticas.

TRAUMATISMO SONORO CRONICO

Concepto:

. Hipoacusia a consecuencia de lesiones del oido interno,
provocadas por estimulos sonoros de baja intensidad y
de larga duracion.

e  Suele ser a consecuencia de una exposicion a ruido en
el entorno laboral.

Factores predisponentes:

e Intensidad: minimo de 80Db.
° Frecuencia: tonos agudos mas traumatizantes
e Tiempo de exposicion

e Tipo de ruido: los continuos son mas perjudiciales que
los intermitentes

e Ambiente laboral: local cerrado y con reverberacion es
mas nocivo. Maquinaria mal aislada del suelo transmite vi-
braciones por via ésea que se suman a las de la via aérea.

. Factores individuales: edad, susceptibilidad...

Etiopatogenia:

e Cuando un estimulo sonoro traumatizante sobrepasa
la capacidad de adaptacion del oido, se entra en una
etapa de fatiga auditiva.

e Comienza con sintomas en principio reversibles si deja
de actuar el estimulo.

Traumatismo acustico e hipoacusia subita
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e Siel estimulo continla se producen cambios metabdli-
cos en las células ciliadas del drgano de Corti.

. Una serie de cambios metabdlicos, irdn condicionando
alteraciones morfoldgicas.

e  Selesionan primero las cel. Ciliadas externas y luego las
internas hasta producir el colapso y desaparicion de los
somas celulares.

e En éste momento la lesidn es irreversible.

Sintomas:

e Acufenos

e Ligera hipoacusia que en periodos iniciales de la enfer-
medad solo ocurre durante la jornada laboral y desapa-
rece con los periodos de descanso.

e  Hiperacusia dolorosa con la evolucién.

e Regresion fonémica.

Exploracion:

e Otoscopia: normal

e Audiometria: hipoacusia de percepcion con caida en la
frecuencia 4000Hz.

Tratamiento:

e No existe tratamiento que puede hacer retroceder el
cuadro.

e El Unico tratamiento efectivo es el preventivo:
- Tapones, cascos...
- Mejorar el aislamiento de la maquinaria
- Reduccion de la jornada laboral.

- Revisiones audiométricas periddicas.

HIPOACUSIA SUBITA

Concepto:(9)

e Pérdida o disminucién importante (uni o bilateral) de la
funcién coclear.

e Siempre se presenta de modo subito (maximo 72 ho-
ras).

e  Se produce una pérdida perceptiva pura de al menos 30
Db en al menos 3 frecuencias contiguas.

Etiopatogenia:

e No tiene una etiologia conocida por ello se han elabo-
rado varias hipotesis.

e HIPOTESIS VASCULAR:

- La hipoacusia se deberia a fendémenos de hipoxia o
isquemia laberinticos secundarios a alteraciones permanentes o
espasmos de la estria vascular.

- Estas alteraciones podrian deberse a multiples facto-
res: arterioesclerosis, hiperviscosidad sanguinea, reaccién autoin-
mune, tabaco...
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e HIPOTESIS VIRICA:
- La accién de determinados virus produciria una le-
sién neuronal de las células ciliadas, las fibras cocleares y la es-
tria vascular.

- Los virus implicados con mas frecuencia son: adenovirus,
influenza, arotraum, arotra, sarampion, herpes, VIH, parotiditis...

- Desarrollarian enfermedades subclinicas.

e HIPOTESIS AUTOINMUNE, DE ROTURA DE MEMBRA-
NAS...

Sintomas:

e Hipoacusia, que puede ser variable a lo largo de las pri-
meras horas, tipicamente al despertar y unilateral.

e Acufeno homolateral a la hipoacusia.
e  Sensacion de plenitud dtica.

e  Vértigos o inestabilidad.

Exploracién:

e Otoscopia: normal

e Audiometria: hipoacusia perceptiva.
e  Exploracién neurolégica: normal

e RM: para excluir procesos expansivos.
e Analitica (coagulacidn, bioquimica...)
Diagndstico diferencial:

Neurinoma del acustico

e  Alteraciones en el sistema vascular vertebrobasilar y
arteria laberintica (angiografia)

e Pruebas seroldgicas para la deteccidon de enfermedades
pasadas o subclinicas.

e  Laberintoplejia (hipoacusia + actfeno + sindrome ves-
tibular periférico)

e  Fistula perilinfatica tras barotrauma.
Prondstico:
e Variable y poco predecible

e En general los pacientes con sorderas muy profundas tie-
nen peor prondstico.

e Cuanto antes se produzca la recuperacion espontanea y mas
rapida sea, mejores perspectivas de recuperacion completa.

e Con sintomas asociados tienen peor prondstico (acufenos,
vértigos...).

Tratamiento:(10)

e No hay ninguna pauta establecida

e Gas carbomero (6L/min, 5 sesiones/dia)
e  Corticoides dosis altas 5 dias

e Aciclovir o famciclovir 500mg/8h 10 dias.

e Oxigenoterapia hiperbarica.
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e Inyeccion transtimpanica de corticoides (para pacientes
que no responden a otros tratamientos o con mal pro-
nostico).(11)

Conclusién:

e  Estadisticamente, en grupos aleatorios la recuperacién fun-
cional es la misma en los pacientes tratados y no tratados.

e No hay una diferencia significativa en el grupo de pa-
cientes tratados prontamente y aquellos que se demo-
ré el tratamiento.

CONCLUSIONES

Una vez tratado el tema en profundidad podemos obtener
como conclusiéon general que la sintomatologia que se produce
tanto en el traumatismo acustico como en la sordera subita es
muy parecida, por lo que es fundamental una buena anamnesis
que nos oriente sobre lo sucedido.

La exploracién especializada puede demorarse algunos
dias, pero el tratamiento al paciente no debe de demorarse a
pesar de que no existe evidencia cientifica clara de ello, sobre
todo, el paciente debe de sentirse tratado tras la incapacidad
que padece.

Finalmente, los signos prondsticos seran los que determinen
la evolucién del paciente, mas que el tratamiento aplicado.
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macroglobulinemia de Waldenstrom
Cardiac amyloidosis and Waldenstrom macroglobulinemia
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Estimado Editor,

Se presenta el caso de una mujer de 51 afios diagnosticada
dos afios antes de macroglobulinemia de Waldenstrom (MW) por
presentar astenia progresiva de dos afnos de evolucién asociada a
pérdida de 10 Kg de peso, cefalea, mareo, vision borrosa, anemia
moderada, VSG en la primera hora de 95 mm, hepatoesplenomega-
lia, adenopatias laterocervicales y retroperitoneales, polineuropatia
sensitivo-motora distal, e IgM de 4396 mg/dL, asociado a un inmu-
nofenotipo en médula dsea compatible. Tras ser valorada por Hema-
tologia y ante la exacerbacion de la clinica en los meses siguientes
al diagndstico, se inicid tratamiento con bendamustina-rituximab
con buena respuesta clinica, estando en seguimiento estrecho por
su parte.

En los ultimos seis meses presenta palpitaciones y mareo en el
contexto de hipotensiones arteriales, asi como en la Ultima semana
disnea progresiva con ortopnea y edematizacion periférica, agrava-
das en las horas previas a su consulta por taquicardia supraventri-
cular a 195 Ipm, motivo por el que se decide ingreso hospitalario
para tratamiento y estudio. Se realiza ecocardiografia transtoracica
con datos sugerentes de amiloidosis cardiaca, resultado confirmado
posteriormente por angio-RM cardiaca (Figura 1) y biopsia de grasa
subcutanea, identificando el subtipo de amiloidosis AL. Tras valora-
cion multidisciplinar, se descarté que la paciente fuese candidata a
trasplante cardiaco ni a quimioterapia paliativa, instaurandose exclu-
sivamente el tratamiento propio de la disfuncién cardiaca. Tras una
térpida evolucidn, la paciente fallecié 9 meses tras el diagndstico.

Figura 1

El diagndstico final fue de Amiloidosis cardiaca como com-
plicacién de una macroglobulinemia de Waldenstrém.

La MW es una paraproteinemia que consiste en la prolife-
raciéon monoclonal de células linfoides B secretoras de IgM, que
suele manifestarse con sintomas derivados de la infiltracion lin-
foplasmocitaria, siendo también muy tipica la aparicién de un
sindrome de hiperviscosidad asociado la estructura pentaméri-
ca de la IgM (diatesis hemorrégica, trastornos cardiovasculares,
neuroldgicos y visuales). Suele afectar a varones (70%) de edad
avanzada, presentando una incidencia de 0.5 casos nuevos por
cada 100000 habitantes y afio. La MW es habitualmente una
enfermedad muy indolente, con una mediana de supervivencia
superior a los 10 afios desde el diagndstico, que sélo precisa tra-
tamiento en pacientes sintomaticos o con datos de progresion de
la enfermedad(1,2).

Las discrasias de células plasmaticas, fundamentalmente el
mieloma multiple (10-15%) y con menor frecuencia las gamma-
patias monoclonales IgM (2.2%), pueden asociar como compli-
cacion durante su evolucion una amiloidosis, siendo el tipo mas
frecuente la amiloidosis AL, aunque hay algunos casos también
de AA(3-5). La amiloidosis primaria o AL es una enfermedad poco
comun (5.1 a 12.8 casos nuevos por millén de habitantes y afio)
que consiste en el depdsito tisular de fibrillas proteicas insolubles
compuestas por fragmentos de una cadena ligera (kappa o lamb-
da) monoclonal en disposicidn beta plegada(6), y que se tifie con
colorante rojo Congo dando lugar a una patognomonica birre-
fringencia verde manzana al observarse bajo luz polarizada(4,5).
Las manifestaciones clinicas dependen de ddonde se produzca el
depdsito de amiloide, siendo los érganos mas frecuentemente
afectados rifidn (53-74%), corazdn (35-60%), ganglios linfaticos
(21%), higado (14-27%), sistema nervioso periférico (3-22%) y sis-
tema nervioso auténomo (7-18%), presentando en el momento
del diagndstico un compromiso de mas de un drgano el 54-69%
de los pacientes(4-6).

La amiloidosis cardiaca aparece hasta en el 60% de los pa-
cientes con amiloidosis AL y sélo en 5% de los pacientes con ami-
loidosis AA, empeorando de forma marcada el prondstico princi-
palmente el primer grupo (mediana de supervivencia de 11-12
meses desde el diagndstico)(3-5,7). Los sintomas con los que se
manifiesta con mds frecuencia la amiloidosis cardiaca son: insufi-
ciencia cardiaca, presincopes o sincopes, alteraciones en el siste-
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ma de conduccion o afectacion pericardica(5-8). En cualquier caso
el diagndstico de amiloidosis cardiaca se basa en la realizacion de
una ecocardiografia bidimensional, pudiendo completarse el es-
tudio con una resonancia magnética cardiaca con gadolinio, no
siendo habitualmente necesario para el diagndstico la realizacion
de una biopsia cardiaca(5). El tratamiento de la amiloidosis cardia-
ca de eleccion es el trasplante cardiaco seguido de quimioterapia
y trasplante autdlogo de células hematopoyéticas, aunque la ma-
yor parte de los pacientes no son candidatos a trasplante bien por
la afectacion multiorganica de la enfermedad o bien por su edad.
Ante esto, en funcidn de la situacidn clinica del paciente, se debe
valorar el inicio de quimioterapia con fines paliativos, y optimizar
el tratamiento de la insuficiencia cardiaca para mejorar en la me-
dida de lo posible el grado funcional del paciente(5-8).

Como vemos la afectacién cardiaca en la amiloidosis AL con-
fiere un marcado empeoramiento prondstico, lo que justifica la
necesidad de realizar un diagndstico precoz para plantear una ra-
pida terapéutica intensiva y global.
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Neumomediastino espontaneo en edad

pediatrica

Spontaneous Pneumomediastinum in pediatric patient

Maria Sierra Girdon Prieto?, Irene Ibafiez Godoy?
Médico de familia C.S Pinos Puente
2Pediatra C.S Almanjdyar

Sr. Editor:

El neumomediastino espontdneo (NE) se define como la
presencia de aire o gas en el mediastino; primario (espontaneo
y sin enfermedad subyacente) o secundario (traumatico o en
relacion a enfermedad de base). Es una enfermedad de escasa
incidencia (quizas infraestimada) y en general benigna en la
edad infantil pediatrica, causado por aumento del gradiente
de presion alveolo-intersticial o la ruptura alveolar y la disec-
cion de aire en el mediastino y el hilio (1,2)

Su presentacidn clinica es variable sin que existan sin-
tomas ni signos patognomaonicos para su diagndstico. Es mas
frecuente en niflos asmaticos, con fibrosis quistica o pacientes
con infecciones respiratorias aunque puede ocurrir en pacien-
tes que realicen maniobras de Valsalva bruscas incluyendo
tos, esfuerzos intensos, vomitos fuertes o sibilancias por pri-
mera vez (estas ultimas con pocos casos descritos), estados
de ansiedad con hiperventilacidn, traumatismos, consumo de
drogas, aspiracion de cuerpo extrafio, ruptura espontanea de
esofago, perforacidon gastrica, reanimacion cardiopulmonar,
maniobra de Heimlich o extraccién dentaria (3,4,5,6)

Presentamos el caso de un paciente varén de 11 afios que
consulté en el servicio de Urgencias Extrahospitalarias (UE)
por disnea y estridor laringeo de inicio brusco sin anteceden-
tes personales de interés. La auscultacion respiratoria (AR) era
normal, no presentaba otros sintomas acompaniantes. La satu-
racion de oxigeno era del 90%. Se pautd budesonida inhalada
junto prednisolona oral 0.8mg/kg dosis Unica y se trasladé al
hospital de referencia donde objetivaron mejoria del nifio tras
nuevo aerosol de budesonida. Al alta se encontraba con buen
estado general, sin disnea, AR normal y saturacién de 02 99%.
Quince horas mas tarde comenzé de nuevo con sensacién dis-
neica y dolor toracico que se irradiaba a hemitérax izquierdo y
acudid de nuevo a UE. Tras una anamnesis detallada, el pacien-
te referia ejercicio intenso la tarde anterior. En la exploracién
presentaba buen estado general con sensacidn disneica y leve
taquipnea. En la AR se apreciaba un buen murmullo vesicu-
lar sin ruidos patoldgicos y una auscultacidn cardiaca ritmica
sin soplos. La exploracidn de la orofaringe era normal y tenia
una saturacién del 99%. Destacaba la realizacién de una inspi-
raciéon profunda cada 6-7 ciclos respiratorios normales. En el
electrocardiograma se observaba un ritmo sinusal a 100 lati-
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dos por minuto con bloqueo de rama derecha sin alteraciones
de la repolarizacion compatible con la normalidad segun la
edad del paciente.

Se decidié nuevo traslado al hospital para realizacion de
pruebas complementarias y valoraciéon con juicio clinico de
neumomediastino. En la Radiografia (Rx) de Torax se apreciaba
silueta cardiaca rodeada de pequefio halo aéreo también exis-
tente en borde superior de ambos hemidiafragmas compatible
con neumomediastino.

Como diagndsticos diferenciales se consideraron: laringi-
tis, crup laringeo, cuerpo extrafio vias aéreas superiores, crisis
asmatica y neumotdrax.

El NE es una patologia poco frecuente en pediatria. Cli-
nicamente el sintoma mas frecuente es el dolor toracico. Es
necesaria una anamnesis y exploracion fisica detalladas ya que
en ocasiones puede presentarse como disnea, cervicalgia, hin-
chazoén en el cuello, odinofagia o disfonia, por tanto, una vez
que se descartan otras causas y sin enfermedad de base, el
dolor toracico y la disnea deben considerarse como posibilidad
de NE en el diagndstico diferencial. (1)

La Rx de térax confirma el diagndstico si se realizan la
proyeccion posteroanterior y lateral ya que hasta la mitad de
los NE pueden pasar desapercibidos si no se realiza la proyec-
cion lateral (1,2). La existencia del signo de Hamman o el enfi-
sema subcutdneo apoya el diagndstico. En adultos se describe
una arritmia ciclica respiratoria (que si presentaba nuestro pa-
ciente). La presencia de recurrencias es escasa.

La evolucion del NE es por lo general benigna que requie-
re de tratamiento de soporte y conservador y en muchos de
los casos puede tratarse de forma ambulatoria; la necesidad
de ingreso vendrd determinada en gran parte por la causa
subyacente en caso de que estuviese presente. Su resolucion
suele ser espontanea y autolimitada y no suele producir reper-
cusiones respiratorias importantes (1)

Aunque es una entidad poco frecuente en pediatria debe
tenerse en cuenta en el diagndstico diferencial ante cualquier
nifo con dolor toracico y disnea de instauracién aguda.

Maria Sierra Girén Prieto
E-mail: mariasierragiron@gmail.com
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Cancer de vejiga
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El cédncer de vejiga representa el 5% de todos los tumores
malignos en Estados Unidos, siendo su incidencia progresiva-
mente mas elevada en los ultimos afios como consecuencia del
aumento de la exposicidn a factores de riesgo y el aumento de
la esperanza de vida. Suele presentarse con mayor frecuencia en
personas de edad avanzada, con una edad promedio al diagndsti-
co de 73 afios. La proporcion de padecer este tipo de cancer es de
3-4:1 del hombre con respecto a la mujer (1-3).

El principal factor de riesgo para padecer cancer de vejiga
es la exposicion al tabaco, suponiendo al menos un riesgo 3 ve-
ces mayor de presentar esta patologia. Otros factores de riesgo
modificables relacionados con la aparicién de esta neoplasia
son la exposicidon a aminas aromaticas en lugares de trabajo, la
presencia de arsénico en agua potable, el consumo de algunos
tipos de medicamentos o productos de herbolario, la existencia
de infecciones (como la esquistosomiasis), quimioterapia previa
con ciclofosfamida. Entre los factores de riesgo no modificables
se encuentran la edad, el sexo y la raza, siendo mas frecuente en
el hombre blanco y enfermedades genéticas hereditarias (1-3).

La manifestacion clinica mas habitual en el cancer de veji-
ga es la aparicion de hematuria macroscépica, aunque ante una
hematuria microscépica repetida en un paciente con factores de
riesgo, hay que tener en cuenta esta posibilidad y sospecharla. En
caso de hematuria macroscépica monosintomatica se recomien-
da la realizacién de uretrocistoscopia para estudio pormenoriza-
do de la uretra y cavidad vesical. Ante la presencia de hematu-
ria microscopica, ademas de descartar otras posibles causas, es
recomendable al menos la realizacién de estudio completo del
aparato urinario mediante ecografia y citologia urinaria. Cuando
se llega al diagnostico clinico de neoplasia vesical (por cistoscopia
u otra prueba de imagen) se recomienda en primer lugar la rea-
lizacidén de una reseccién transuretral de vejiga (RTU-V) que sirve
de diagndstico histoldgico y como tratamiento en los canceres de
vejiga no musculo-infiltrante. Desde el punto de vista clinico es
muy Util la distincién entre cancer vesical no musculo-infiltrante
(CVNMI) y céncer vesical musculo-infiltrante (CVMI) puesto que
el tratamiento difiere considerablemente (1).

En caso de CVNMI cabe distinguir fundamentalmente tres
grupos de riesgo (bajo, intermedio y alto). En el grupo de bajo
riesgo el tratamiento consiste ademas de la RTU-V en la instila-
cion precoz postoperatoria y Unica de quimioterapia intravesical.
En el grupo de riesgo intermedio, se recomienda ademas de la
RTU-V la instilacién de quimioterapia intravesical como maximo
1 aflo o bien instilacion con BCG hasta 1 afio igualmente. En el
grupo de alto riesgo se recomienda la RTU-V asociada a instila-
ciones de BCG entre 1-3 afios. Existe un subgrupo de pacientes
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de muy alto riesgo (en los que previamente ha fallado la BCG o
en los que la histologia es muy desfavorable) en los que puede in-
dicarse Cistoprostatectomia radical como tratamiento mas apro-
piado. Aunque no existe un esquema de seguimiento establecido
en este tipo de pacientes con CVNMI, se recomienda cistoscopia
y citologia a los 3 meses de la RTU-V y posteriormente espaciarlas
cada 6-12 meses (en funcion del riesgo) hasta 5-10 afios (1, 2).

Sospecha de Cancer de Vejiga por Cistoscopia o Pruebas de Imagen
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Algoritmo de tratamiento.

En caso de CVMI se recomienda la realizacion de Cistopros-
tatectomia radical como tratamiento estdndar con derivacién
continente siempre que sea posible (a excepcion de neoplasia
que afecte al trigono o uretra prostatica fundamentalmente). La
quimioterapia neoadyuvante basada en cisplastino ha demostra-
do aumentar la supervivencia en 5%-8% a los 5 afios en este tipo
de pacientes por lo que esta recomendada, debiéndose suspen-
der en caso de intolerancia o progresion de la enfermedad para
realizar de forma inmediata la Cistoprostatectomia radical. No
se debe retrasar mas de 3 meses la cirugia para evitar aumentar
el riesgo de progresion y muerte cancer-especifica. La quimio-
terapia adyuvante no estd indicada de forma sistematica tras la
Cistoprostatectomia radical, mientras que la Radioterapia externa
sélo se contempla cuando el paciente no es candidato a cirugia o
cuando se pretende un tratamiento multimodal de conservacién
vesical. Habitualmente el tratamiento multimodal para terapia

Miguel Angel Arrabal Polo.
Email: arrabalp29@gmail.com
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de conservacion vesical (no realizacion de Cistoprostatectomia
radical) consiste en la combinacién de RTU-V, quimioterapia y ra-
dioterapia externa. En los casos en los que existe enfermedad me-
tastasica al diagndstico, la realizacidn de cirugia de exéresis no es
curativa, quedando reservada fundamentalmente para aquellos
pacientes sintomaticos con el objetivo de mejorar su calidad de
vida, ya que el tratamiento sistémico con quimioterapia basada en
cisplatino es lo indicado en muchos de los casos (1, 2).
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La extension maxima del texto serd de 2500 palabras que debera dividir-
se en los mismos apartados descritos con anterioridad para los Articulos Origi-
nales. Se acompafiard de un resumen no estructurado de hasta 250 palabras.
Se incluirdn de 3 a 6 palabras clave. El numero maximo de referencias sera

de 20. Se podra acompaiiar de hasta 3 tablas o figuras en los casos precisos.

El manuscrito debera enviarse en formato Word (.doc o .docx), las ta-
blas en formato (.doc o .docx) y las figuras en formato .jpg o .tiff y con una
calidad de al menos 300 dpi.

ARTICULO DE REVISION

Son articulos que de forma sistematica intentan mostrar las evidencias
mas actuales sobre un tema de interés médico o médico-quirdrgico, tratando
de establecer una serie de pautas a seguir en determinadas patologias. Los
articulos de revision podran ser solicitados al autor de forma directa por parte
del Comité Editorial (Editor y Editores Asociados) o bien remitidos de forma
voluntaria por los autores. Los articulos de este tipo seran revisados por el
Comité Editorial, por algin miembro del Comité Asesor/Cientifico y por Re-
visores externos.

La extension maxima del articulo sera de 4000 palabras divididas en una
Introduccién, Cuerpo o Sintesis de la revision (podran usarse los apartados y
subapartados que se estimen oportunos) y Conclusiones. El resumen no ten-
dra que ser estructurado, con un maximo de 300 palabras; Se afiadiran de 3
a 6 palabras clave. Se permitiran hasta 50 referencias bibliograficas y hasta 10
tablas o figuras.

El manuscrito debera enviarse en formato Word (.doc o .docx), las ta-
blas en formato (.doc o .docx) y las figuras en formato .jpg o .tiff y con una
calidad de al menos 300 dpi.

CASOS CLINICOS

Se permitira la elaboracion y envio de casos clinicos interesantes y
que tengan un mensaje que transmitir al lector. No se contemplaran casos
clinicos habituales sin interés para la comunidad cientifica. La longitud
maxima de los casos sera de 1500 palabras distribuidas en una Introduc-
cién, Caso Clinico y Discusion. El resumen tendra una extension maxima
de 150 palabras y no necesitara ser estructurado. Se permitird un maximo
de 3 figuras o tablas. El nimero maximo de referencias bibliograficas sera
de 10.

El manuscrito debera enviarse en formato Word (.doc o .docx), las
tablas en formato (.doc o .docx) y las figuras en formato .jpg o .tiff y con
una calidad de al menos 300 dpi.

CARTAS AL EDITOR

Los articulos incluidos en esta seccidn podrdn ser comentarios
libres sobre algun tema de interés médico o bien criticas a articulos
recientemente publicados (Ultimos 6 meses) en la revista ACTUALIDAD
MEDICA. Se aceptaran de manera excepcional criticas o comentarios
publicados en otras Revistas si tienen un interés médico evidente. La
extension maxima del texto enviado seran 500 palabras sin estructurar.
No es necesario incluir resumen ni palabras clave. Se podra incluir 1
figura o tabla acompafiando a la carta. Como maximo se permiten 5
citas bibliogréficas.

El manuscrito debera enviarse en formato Word (.doc o .docx), las
tablas en formato (.doc o .docx) y las figuras en formato .jpg o .tiff y con
una calidad de al menos 300 dpi.

CRITICA DE LIBROS

En esta seccidn se permitira la critica y comentarios sobre un libro de
dmbito médico o médico-quirdrgico en el que se destacaran los aspectos for-
males y cientificos mas importantes, asi como las aportaciones fundamentales
del mismo a la practica clinica. Su extension maxima sera de 500 palabras. No
es necesario resumen, palabras clave y no se permitiran tablas ni figuras, salvo
la portada del libro. El manuscrito deberd enviarse en formato Word (.doc o
.docx), las tablas en formato (.doc o .docx)



CARACTERISTICAS FORMALES EN LA REDACCION DEL MANUSCRITO

Cada trabajo, en funcién del tipo de articulo anteriormente expresado,
deberd estar estructurado seguin se ha comentado anteriormente. De forma
general los trabajos deberan ir escritos en folios tamafio DIN A4 con una letra
10, tipo Times New Roman, con unos margenes de 2.5cm y un interlineado de
1.5 con una justificacién completa. Los articulos podran enviarse en Espafiol o
Inglés, que son los dos idiomas oficiales de la revista.

Durante la elaboracion del manuscrito podran realizarse abreviaturas,
previamente especificadas y aclaradas durante la primera aparicién de la mis-
ma. Se recomienda uso de abreviaturas comunes en el lenguaje cientifico. No
se permitira el uso de abreviaturas en el titulo ni el resumen, Unicamente en
el cuerpo principal del manuscrito. Se debera hacer especial hincapié en la
expresion correcta y adecuada de las unidades de medida.

Se considera fundamental y norma editorial la elaboracién de un ma-
nuscrito que siga las instrucciones anteriormente mencionadas en cuanto a la
estructura de cada uno de los tipos de articulos. La estructura general de envio
de los articulos sera la siguiente:

- Pagina inicial o Pagina de Titulo

-Debera incluirse un Titulo sin mas de 90 caracteres que sea lo suficien-
temente claro y descriptivo

- Nombre y Apellidos de los autores
- Indicar las Instituciones en las que Trabajan o proceden los autores

- Incluir el nombre completo, direccion, e-mail y teléfono del Autor para
la Correspondencia

- Titulo breve: Sin superar los 50 caracteres

- Afadir el nimero de palabras sin incluir el resumen y el nimero de
tablas y figuras si procede

- Segunda pagina o Pagina de Resumen y palabras clave

Se debera incluir un Resumen si procede segun el tipo de manuscrito
elegido, en el que deberd incluirse unos Objetivos (indicar el propdsito del es-
tudio de forma clara y breve), Métodos (indicando el disefio del estudio, prue-
bas realizadas, tipo de estudio, selecciéon de pacientes y estudio estadistico),
Resultados (los mas significativos con su estudio estadistico correspondiente)
y Conclusiones (énfasis en lo mas importante de lo obtenido en el estudio).

A continuacion se incluiran de 3 a 6 palabras clave.
- Tercera pagina o P4gina de Resumen y palabras clave en Inglés

Siguiendo las mismas recomendaciones anteriormente descritas pero
en Inglés.

- Texto y Cuerpo del manuscrito con sus diferentes apartados

- Introduccion: Se incluiran los antecedentes mas importantes, asi como
los objetivos del estudio a realizar.

- Material y Métodos: Es la parte fundamental y mas critica del manus-
crito. Es conveniente especificar el periodo de estudio, el tipo de poblacion, el
disefio del estudio, los procedimientos e instrumentos utilizados en el estudio,
asi como especificar los criterios de inclusidon y de exclusion en el estudio.
Debera incluirse el tipo de estudio estadistico realizado segun las caracteris-
ticas de las variables analizadas y estudiadas. Ademds se afiadira si cumple
con los requisitos éticos del comité del centro donde se ha llevado a cabo
el estudio.

- Resultados: Deben ser claros, concisos y bien explicados. Se intentara
resumir parte de ellos en tablas para evitar confusion durante su lectura. Se
recomienda no repetir informacion de las tablas o graficos en el texto.

- Discusion: Deberan discutirse los resultados obtenidos con respecto a
los datos existentes en la literatura de una forma clara y cientificamente ade-
cuada. Se evitard repetir comentarios o datos contemplados en los apartados
anteriores en la medida de lo posible.
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- Conclusiones: Se deberan destacar los aspectos mas importantes de
los datos obtenidos de forma breve y con mensajes directos

- Agradecimientos

- Referencias o Bibliografia: Se incluiran las citas que el autor o autores
hayan utilizado en la elaboracion del manuscrito y quede constancia de ellas
en el texto. Deberan ser ordenadas segun su aparicion en el texto y ser inclui-
das dentro del mismo entre paréntesis y con nimeros arabigos. En general, se
deberan referenciar siguiendo las normas Vancouver. Se expresan diferentes
ejemplos a continuacion para facilitar la labor de los autores. En caso de que
su tipo de cita no aparezca entre los ejemplos le rogamos revise las normas
Vancouver.

- Articulo: Deberan incluirse todos, a menos que haya mas de 6, en cuyo
caso se pondran los tres primeros y et al. Ej: Nisengard R, Bascones A. Inva-
sion bacteriana en la enfermedad periodontal. Avodontotoestomatol. 1987;
3:119-33

- Suplemento de un volumen: Shen HM, Zhang KF. Risk assesment of
nickel carcinogenicity and occupational lung cancer. Environ Health Perspect.
1994; 102 Supl 1: 275-82.

- Suplemento de un numero: Ozben T, Nacitarhan S, Tuncer N. Plasma
and urine sialic acid in non-insulin dependent diabetes mellitus. Ann ClinBio-
chem. 1995; 32 (Pt 3): 303-6.

- Articulo en prensa: Debera referenciarse igual que un articulo, pero
afiadiendo en la medida de lo posible el doi del articulo. Ej: Arrabal-Polo MA,
Arias-Santiago S, Arrabal-Martin M.\What is the value of boneremodeling mar-
kers in patients with calcium stones? Urol Res. doi: 10.1007/s00240-012-0511-
1

- Libros: Carranza FA Jr. Glickman‘sclinicalperiodontology. Saunders: Phi-
ladelphia; 1984

- Capitulo de libros: Takey H, Carranza FA Jr. Treatment of furcation in-
volvement and combined periodontal endodontic therapy. En Carranza FA Jr.
Glickman’s clinical periodontology.Saunders: Philadelphia; 1984.

- Editores o compiladores como autores: Norman JJ, Redfern SJ, edito-
res. Mental health care for elderly people. Nueva York: Churchill Livingstone;
1996.

- Documento de Internet:Donaldsom L, May, R. Healthimplications
of geneticallymodifiedfoods [citado 1 de enero. 2013]. www.doh.gov.uk/
gmfood.htm

- Tablas

Deberan realizarse siguiendo los mismos criterios en cuanto a tamafio
y tipo de letra, asi como interlineado. Cada tabla serd incluida en una pagina
en solitario y deberd ser numerada de forma correlativa a su aparicién en el
texto con nimeros arabigos. Debera llevar un titulo explicativo del contenido
de la misma de manera clara y concisa. El formato de realizacién de las tablas
serd .doc o .docx.

- Figuras

Tanto graficos como fotografias, dibujos o esquemas se consideran fi-
guras. Deberdn numerarse segun el orden de aparicion en el texto. Cada una
de las figuras llevara un titulo explicativo de las mismas, que debera incluirse
en el cuerpo principal del manuscrito tras las Referencias o Bibliografia. Cada
figura debera enviarse en un archivo individual principalmente en formato .tiff
0 .jpg con una calidad de al menos 300 dpi.Se afiadira ademas un pie de figura
explicativo.

DERECHOS DE PROPIEDAD INTELECTUAL Y PROCESO EDITORIAL

COPYRIGHT

La Real Academia de Medicina de Andalucia Oriental, como propietaria
de la revista ACTUALIDAD MEDICA sera responsable de custodiar los derechos
de autoria de cada manuscrito. Los autores seran requeridos a completar un
documento en lo que concierne a derechos de autoria y la transferencia de
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estos derechos a la revista ACTUALIDAD MEDICA (mirar documento). El
autor corresponsal estd obligado a declarar si alguno de los autores es
empleado del Gobierno de Reino Unido, Canadd, Australia o Estados Uni-
dos de América o si tiene algun tipo de relacidn contractual con estas
instituciones. En el caso de que un autor sea empleado de Estados Unidos
de América, deberd especificar el nimero de contrato, asi como si la in-
vestigacion ha recibido fondos de Estados Unidos. Igualmente, si alguno
de los autores pertenece al Instituto Médico Howard Hughes, deberd es-
pecificarlo.

La firma y acuerdo de copyright incluye:

- Responsabilidad y garantia del autor: El autor garantiza que todo
el material enviado a ACTUALIDAD MEDICA es original y no ha sido publi-
cado por otra revista o en otro formato. Si alguna parte del trabajo pre-
sentado ha sido previamente publicada, deberd especificarse en el ma-
nuscrito. El autor garantiza que ninguno de los datos presentados infringe
los derechos de terceras partes y autoriza a ACTUALIDAD MEDICA a usar
el trabajo si fuera necesario.

- Transferencia de derechos de uso: El autor transfiere a la Real
Academia de Medicina de Andalucia Oriental todos los derechos concer-
nientes al uso de cualquier material derivado del trabajo aceptado para
publicacién en ACTUALIDAD MEDICA, asi como cualquier producto deri-
vado respecto a la distribucién, transformacion, adaptacién y traduccion,
tal y como figura en el texto revisado de la Ley de Propiedad Intelectual.

Por tanto, los autores no estaran autorizados a publicar o difundir
trabajos aceptados para publicacién en ACTUALIDAD MEDICA sin la ex-
presa autorizacidn escrita de la Real Academia de Medicina de Andalucia
Oriental.

PROCESO EDITORIAL Y REVISION

Los manuscritos enviados son recibidos a través de un sistema de
envio mediante pagina web y, una vez recibidos, ACTUALIDAD MEDICA in-
formara a los autores si el manuscrito es aceptado, rechazado o requiere
de un proceso de revisidn. El proceso de revision comienza tras la recep-
cién y una evaluacion formal del Editor o Editores Asociados. Posterior-
mente, el manuscrito sera enviado a un minimo de dos revisores externos
o miembros del Consejo Rector o del Comité Cientifico sin que aparezca
el nombre de los autores, datos personales ni filiacion de los mismos para
asegurar un proceso de revision apropiado y objetivo. Una vez que el in-
forme del revisor externo se ha recibido, el Comité Editorial emitira una
decision que sera comunicada a los autores. El primer proceso de revision
no durard mas de dos meses. Si un manuscrito requiere cambios, modifi-
caciones o revisiones, sera notificado a los autores y se les dara un tiempo
para que realicen dichos cambios. La cantidad de tiempo dependera del
nimero de cambios que se requieran. Una vez que la version revisada
sea enviada, los autores deberan resaltar los cambios realizados en un
color diferente y adjuntar una carta de respuesta a los revisores donde se
argumentan de forma clara dichos cambios realizados en el manuscrito.

El Comité Editorial de ACTUALIDAD MEDICA se reserve el derecho
de hacer cambios o modificaciones al manuscrito con el consentimiento y
aprobacién de los autores sin hacer cambios en el contenido. El objetivo
de estos cambios serda mejorar la calidad de los manuscritos publicados
en la revista.

Tras la aceptacion de un articulo, este serd enviado a prensa y las
pruebas serdn enviadas al autor. El autor debera revisar las pruebas y dar
su aprobacidn, asi como indicar cualquier error o modificacién en un pla-
zo de 48 horas. Pasado este tiempo, no se admitirdn cambios en el conte-
nido cientifico, el nUmero o el orden de los autores.

En caso de que aparezca errores tipograficos u otros errores en la
publicacién final, el Comité Editorial junto con los autores publicaran una
aclaracién apropiada en el siguiente numero de la revista.

En el caso extremo en que los autores insistieran en hacer cam-
bios no autorizados antes de la publicacion final del articulo o violar los
principios previamente mencionados, el Comité Editorial de ACTUALIDAD
MEDICA se reserva el derecho de no publicar el articulo.

AGRADECIMIENTOS

En agradecimiento, los revisores recibiran un diploma reconociendo su
contribucién a ACTUALIDAD MEDICA (requiere solicitud al Editor). EI Comi-
té Editorial y Cientifico afiadiran nuevos revisores cada afio y estan siempre
abiertos a las sugerencias de los revisores para mejorar la calidad cientifica
de la revista.

POLITICA EDITORIAL Y PUBLICIDAD

La revista ACTUALIDAD MEDICA se reserva el derecho de admitir pu-
blicidad comerecial relacionada con el mundo de las Ciencias de la Salud si lo
cree oportuno.

ACTUALIDAD MEDICA, su Consejo Editorial y Cientifico y la Real Aca-
demia de Medicina de Andalucia Oriental no se hacen responsables de los
comentarios expresados en el contenido de los manuscritos por parte de los
autores.

El Comité Editorial.

1 de abril de 2015.
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