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Las terapias avanzadas en la medicina actual

Advanced therapies in current Medicine

Antonio Campos Mufioz

Departamento de Histologia e Ingenieria Tisular, Facultad de Medicina, Universidad de Granada (Espafia)

Uno de los rasgos que caracteriza a la medicina de
nuestro tiempo es la utilizacion de los genes, las células y
los tejidos como nuevo recurso terapéutico. La normativa
europea denomina a estos nuevos agentes terapéuticos me-
dicamentos de terapias avanzadas y ha establecido para su
fabricacion, aplicacién y uso una regulacién muy estricta. Los
medicamentos de terapia génica, de terapia celular, de inge-
nieria tisular o fruto de la combinacion de algun tipo de ellos
con productos sanitarios constituyen la base de esta nueva
terapéutica.

La investigacion basica en estas innovadoras terapias ha
alcanzado en los ultimos tiempos un desarrollo extraordina-
rio. En Ingenieria tisular, por ejemplo, el nimero de publica-
ciones originales se ha duplicado en el ultimo quinquenio.
En lo que a la traslacidn clinica se refiere los resultados son,
sin embargo, menos satisfactorios. Un estudio reciente indica
que son casi mil los ensayos clinicos aprobados en terapias
avanzadas de los que solo se han completado el 15%. Por
medicamentos, el 53.6% corresponden a ensayos de terapia
celular, el 22.8% a productos de Ingenieria tisular, el 22.4% a
terapia génica y solo un 1.2% a productos combinados. Es im-
portante resaltar que Espafia ocupa en esta area una posicién
relevante. En el momento actual son ocho los medicamentos
de terapias avanzadas autorizados en Europa.

De lo anteriormente expuesto es facil deducir que en el
campo de las terapias avanzadas existe una brecha importan-
te entre lo aportado por la investigacion basica y lo obtenido
tras la traslacion clinica. Si estas nuevas terapias pueden y
deben incorporarse, por su potencial terapéutico, a la me-
dicina del siglo XXI resulta imprescindible impulsar nuevas
iniciativas que faciliten la insercidén progresiva de las mismas
en la practica médica. Cuatro son las propuestas que podrian
implementarse para disminuir la brecha arriba indicada.

En primer lugar parece imprescindible revisar los pro-
tocolos de ensayo clinico aplicables a estas nuevas terapias.
No es posible mimetizar los protocolos que se aplican en los
ensayos clinicos de farmacos. Las terapias avanzadas requie-
ren nuevos disefios que, sin mermar la seguridad, permitan
adaptar el protocolo del cldsico ensayo farmacoldgico a la na-
turaleza bioldgica de los productos generados en estas nue-
vas terapias.

En segundo lugar es necesario dotar de instalaciones es-
pecificas y de personal especializado a los centros sanitarios
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para que puedan generar y aplicar este tipo de medicamen-
tos y definir centros de referencia. Es fundamental, asimis-
mo, reforzar la cadena logistica al igual que ocurre en los
trasplantes, pues las terapias avanzadas se parecen mucho
mas a los trasplantes que a los medicamentos tradicionales.
Para ello hay que apoyar a los organismos que, en la admi-
nistracién, impulsan estos programas. La IATA (Iniciativa
Andaluza en Terapias Avanzadas) que, al igual que la ONT,
es objeto de unanime reconocimiento en Europa y el res-
to del mundo, como he tenido ocasién de comprobar en
numerosas ocasiones, constituye todo un ejemplo a imi-
tar. Sin apoyar a estos organismos las terapias avanzadas
no podran nunca incardinarse con garantias en el ambito
asistencial.

La tercera propuesta atafie a la investigaciéon y a la
necesidad de impulsar la investigacion preclinica ex vivo e
in vivo, en los cuatro medicamentos de terapias avanzadas
incorporando, por ejemplo, a las redes de investigacidn es-
pafiolas y europeas a aquellos grupos que estén realmente
orientados hacia dicha actividad. Se trata de crea una inter-
faz entre la investigacidén basica y la investigacién clinica,
absolutamente imprescindible para lograr una traslacion
exitosa.

La cuarta propuesta esta relacionada con la necesidad
de fomentar la ensefianza y el aprendizaje de las terapias
avanzadas en los programas formativos de los residentes y
de los alumnos de las facultades de medicina, en los que
apenas esta presente. De igual modo es fundamental de-
sarrollar un programa de capacitacion especifica para los
profesionales sanitarios que atienden a pacientes sujetos
a este tipo de terapia. Sin una clara concienciacion de lo
que significa esta nueva forma de curar dificilmente podréan
incardinarse las terapias avanzadas en el horizonte terapéu-
tico de los profesionales sanitarios.

El desarrollo de las terapias avanzadas constituye uno
de los mas importantes retos de la medicina de nuestro
tiempo. Para impulsar su potencial terapéutico, para hacer-
lo accesible a los pacientes, las terapias avanzadas deben
dejar de formar parte de la medicina espectdculo para con-
vertirse en una herramienta mas a utilizar por el médico al
servicio de los enfermos cuando su aplicacién sea, al mar-
gen de cualquier otro recurso, la indicacion terapéutica mas
solvente y eficaz. Y a conseguirlo debe dirigirse la creativi-
dad y el esfuerzo de nuestra medicina.
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en la secuenciacion masiva de genes de
hipoacusia no sindrdmica autosdmica
dominante

Encoding regions with low coverage in massive sequencing
of genes of no syndromic autosomal dominant hearing loss

Ivan Morales, Pablo Roman-Naranjo, Teresa Requena
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Resumen

Introduccion: La hipoacusia es una de las alteraciones sensoriales mas frecuentes, afectando aproximadamente a uno de

cada 500 nacimientos, y pudiendo producirse a cualquier edad en individuos sanos. Gracias a las técnicas de secuenciacion

masiva, como el andlisis del exoma completo, y al uso de estrictos protocolos de filtrado de variantes, se han identificado

mas de 100 loci relacionados con la hipoacusia no sindrémica. El objetivo de este estudio es disefiar un protocolo para la

identificacién de las secuencias nucleotidicas de baja cobertura a partir de datos de secuenciacion de exoma, particular-

mente en los genes causales de hipoacusia no sindrémica autosémica dominante.

Materiales y métodos: Cincuenta y cinco individuos (15 pacientes con enfermedad de Meniere y 40 controles) fueron

seleccionados para llevar a cabo un andlisis genémico mediante secuenciacion de exoma completo. Los exones de los

genes asociados a hipoacusia no sindrémica autosémica dominante de estas 55 muestras fueron analizados mediante

el software Integrative Genome Viewer. Los datos de cobertura se contrastaron con las bases de datos de secuencias de

exoma y genoma actuales. Finalmente, se simularon las estructuras primaria y secundaria de las secuencias implicadas

con la herramienta bioinformatica mfold.

Resultados: Trece de los 34 genes de hipoacusia no sindromica autosémica dominante presentaron una baja cobertura.

Veinte de las 24 secuencias exdnicas con baja cobertura presentaban un contenido de GC mas elevado del considerado

como 6ptimo, y todas ellas contenian, al menos, una estructura secundaria. Los genes con un mayor numero de exones

con baja cobertura son MYH14, WFS1y P2RX2.

Conclusiones:

1.  Lla secuenciacién del exoma humano muestra que muchos de los genes de hipoacusia autosémica no sindrémica
dominante presentan baja cobertura en algunos de sus exones.

2. El andlisis del contenido de guaninas y citosinas, y la presencia de estructuras secundarias determinan secuencias
especificas con problemas de lectura.

3. Esnecesario validar los resultados obtenidos por la Secuenciacién de Nueva Generacidn para evitar posibles falsos
positivos.

Abstract

Introduction: Hearing loss is one of the most frequent sensory alterations, affecting approximately one in 500 births, and
it may occur de novo at any age in healthy individuals. Thanks to massive sequencing techniques, such as whole exome
sequencing, and the use of strict variant filtering protocols, more than 100 loci related to non-syndromic hearing loss have
been identified. The aim of this study is to design a protocol for the identification of low coverage nucleotide sequences
from exome sequencing data, particularly in the genes responsible for non-syndromic autosomal dominant hearing loss.
Materials y methods: Fifty-five individuals (15 cases with Meniere’s disease and 40 controls) were selected to perform a
genomic analysis by whole exome sequencing. The exons of the genes related to non-syndromic autosomal dominant
hearing loss of the whole sample were analyzed with Integrative Genome Viewer. The coverage was evaluated with the
current genomic and exomic databases. Finally, we simulated the primary and secondary structures of the sequences
involved with the mfold bioinformatic tool.

Palabras clave: hipoacusia,
genética, exoma,
bioinformadtica.

Keywords: hearing loss,
genetics, exome, bioinformatics.
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Results: Thirteen from the 34 genes involved in no syndromic autosomal dominant hearing loss had low coverage. Twenty
from the 24 exonic sequences with low coverage had higher percentage of GC content than the optimal and all of them
had one or more secondary structures. Genes with more exons with low coverage were: MYH14, WFS1 and P2RX2.

Conclusions:

1.  Whole Exome Sequencing shows that most of the non-syndromic autosomal dominant hearing loss genes had low

coverage in some exons.

2. The analysis of the guanines and cytosines content, and the presence of secondary structures have determined

specific sequences with read problems.

3. Theresults of Next Generation Sequencing must be validated to avoid possible false positives.

INTRODUCCION

La hipoacusia es una de las alteraciones sensoriales mas frecuen-
tes, afectando aproximadamente a uno de cada 500 nacimientos, y pu-
diendo producirse de novo a cualquier edad en individuos sanos (1). Su
etiologia es diversa, pudiendo originarse tanto por factores medioam-
bientales (ruido, virus o sustancias ototdxicas) como por factores gené-
ticos. A diferencia de los factores medioambientales, que pueden ser
reducidos o prevenidos a través de medidas de concienciacion publica,
la hipoacusia generada por un trasfondo genético sigue presentando
grandes retos. Clinicamente, la hipoacusia se puede clasificar como
sindrémica o no sindrémica dependiendo, respectivamente, de si se
presenta junto a otro fenotipo clinico (discapacidad visual, enfermedad
renal crénica...) o no. Las hipoacusias no sindrémicas son las mas fre-
cuentes, presentandose en, aproximadamente, el 70% de los casos (2,3).

Gracias a las técnicas de secuenciacién masiva, como el analisis
del exoma completo (WES), y al uso de estrictos protocolos de filtrado
de variantes, se han identificado mas de 100 loci relacionados con la
hipoacusia no sindrémica (4-6). La identificacién de variantes genéticas
que causan el deterioro de la audicion ha permitido un mejor conoci-
miento de las vias moleculares que estan involucradas en la regulacion
de la percepcion auditiva. El conocimiento de estas vias nos proporciona
un punto de partida para el desarrollo de opciones terapéuticas para
las personas afectadas por enfermedades relacionadas con la audicién
(7). La eficacia del WES vy el filtrado de variantes es muy alta debido a
que el 85% de las variantes causantes de enfermedades se encuentran
en regiones exonicas (8). Ademds, el exoma solo representa 1-2% del
genoma, lo que reduce considerablemente el coste econdmico vy facili-
ta el tratamiento de los datos (9). Como contrapartida, la cobertura del
WES es del 90%, existiendo de esta manera regiones codificantes de di-
ficil lectura de las que no se obtienen suficientes datos. Esto se debe a
problemas inherentes a las estructuras secundarias que pueden adop-
tar los exones o a su contenido de bases GC. Las estructuras de dificil
lectura pueden deberse a repeticiones (ACC, CCG...), repeticiones Alu,
regiones horquilla o bucles, colas poli-A/T y otros motivos que causan
compresion en el ADN. Por otro lado, el contenido de GC minimo que
causa problemas aun no esta claramente determinado, pero se sitla
en torno al 60-65% en regiones de al menos 100 pares de bases (10).
Todo ello conlleva una enorme dificultad para secuenciar ciertos frag-
mentos de ADN y da lugar a regiones en las que se ha perdido total
o parcialmente la informacién. Por consiguiente, esto implica reanali-
zar estas regiones con otras técnicas mas precisas pero mas costosas,
como es el re-analisis del genoma completo o la secuenciacién Sanger.
La identificacion de estas regiones in silico puede prevenir la pérdida
de regiones del genoma relevantes y que podrian incluir variantes can-
didatas. Por tanto, el desarrollo de un protocolo de identificacion de
estas regiones es un paso crucial en la identificacién variantes en las
enfermedades poco frecuentes que puede concluir en investigaciones
de alto impacto y una mejor comprension de las bases bioldgicas de
las enfermedades hereditarias (11).

El objetivo de este estudio es disefiar un protocolo para la
identificacion de las secuencias nucleotidicas de baja cobertura (se-
cuencias de muy dificil lectura) a partir de datos de secuenciacién de
exoma, particularmente en los genes dominantes relacionados con
hipoacusia no sindromica.

MATERIALES Y METODOS

Pacientes y secuenciacion del exoma completo

Secuenciacion masiva de genes de hipoacusia

Cincuenta y cinco individuos (15 casos con enfermedad de Me-
niere y 40 controles), fueron seleccionados para obtener muestras
de sangre, realizar la extraccion de ADN y la secuenciacién del exo-
ma completo (12-14). EI ADN fue aislado a partir de sangre periférica
mediante QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen). Los exones y regiones cir-
cundantes (UTR 3’y 5) fueron capturadas mediante el kit Agilent’s All
Exon 50MB. Las condiciones y los cebadores empleados se encuentran
disponibles en la casa comercial. Las muestras fueron secuenciadas en
la plataforma SOLiD 5500xl. El alineamiento y el mapeo se realizd me-
diante el uso del software Lifescope v2.5 y el genoma de referencia
GRCh37/hg19, dando lugar a un archivo .BAM por individuo.

Este estudio con muestras bioldgicas humanas fue aprobado por
el Comité de Etica de Investigacion del Hospital y se siguieron los es-
tandares éticos reconocidos por la Ley Biomédica de Espafia (15) y los
principios de la Declaracién de Helsinki de 1975 (16). Todos los pacien-
tes participantes en el estudio fueron informados de los objetivos del
mismo y firmaron el consentimiento informado.

Andlisis bioinformatico

Andlisis de exones en genes dominantes asociados a hipoacusia
no sindrémica.

Los archivos .BAM fueron visualizados en el software Integra-
tive Genome Viewer (IGV) para detectar fallos de secuenciacion en
los exones de los 34 genes de hipoacusia no sindromica autosémica
dominante descritos en la base de datos de hipoacusia hereditaria
(http://hereditaryhearingloss.org/). Los exones fueron clasificados en
3 categorias segun la calidad de su lectura: “Buena” para aquellos con
una cobertura >20 lecturas (>20X); “Parcial” para una cobertura entre
5-20 lecturas (5-20X) y “Mala” para una cobertura <5 (<5X). Todos los
exones que presentaban fallos de lectura en el 100% de las muestras
fueron comparados frente a las bases de datos EXAC y GhnomAD (17).
Los exones fueron numerados, siendo siempre el primero el de la iz-
quierda obviando la direccion de la lectura del gen. Las secuencias que
comprendian estos exones fueron analizadas mediante un script reali-
zado ad hoc por el grupo de Otologia y Otoneurologia para estimar el
numero de bases que contenian. Para la busqueda de estructuras se-
cundarias en estas secuencias fue usada la herramienta virtual mfold
(18). Estas estructuras fueron generadas bajo las condiciones presen-
tes durante la secuenciacion en la plataforma de secuenciacion SOLID
5500xI: 982C de temperatura y 3M de concentracion de sodio.

RESULTADOS

Genes dominantes causales de hipoacusia autosémica no sin-
drémica

En conjunto, los 34 genes de hipoacusia no sindrémica autosémi-
ca dominante estudiados comprenden un total de 592 exones. Veinti-
cuatro de estos exones, pertenecientes a 13 genes, presentan una baja
cobertura. Los exones fueron clasificados como “llegibles” cuando un
exon presentd baja cobertura en el 100% de las muestras (Tabla 1-2).
Los resultados muestran que genes muy destacados para la hipoacusia
(MYH14, WFS1 y P2RX2) presentan mala cobertura en muchos de sus
exones. Ademas, 20 de las 24 secuencias exdnicas presentan un conte-
nido de GC mas elevado del considerado como 6ptimo (Tabla 2 - ver en
la pagina 138). Las secuencias que alcanzaron los valores mas elevados
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de GC fueron: el exdn 1 de KCNQ4 con un 79,55%; el exén 2 de COCH
con un 74.47%; el exon 1 de MYH14 con un 72,77%; el exon 1 de P2RX2
con un 72,09% y el exon 27 de DIAPH1 con un 71.55%. Por otro lado,
cabe destacar que el exdn 9 de HOMER? tiene 5 pares de bases, siendo
3 de las bases citosinas, lo que posiblemente causa la dificultad de su
lectura. Finalmente, se identificd que el exdn 28 de DIAPH1 y el exdn 1
de MYH14 presentan estructuras secundarias especialmente complejas
respecto a las demas. El exdn 1 de KCNQ4 fue el que presentd mas bu-
cles en su secuencia (Figura 1 - ver en pagina siguiente).

DISCUSION

Las tecnologias de secuenciacién masiva del genoma tienen algu-
nas limitaciones que estamos comenzando a descubrir. Existen regiones
que, bien por su estructura primaria con alto contenido en GC o por su
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estructura secundaria, son dificiles de secuenciar. Estas regiones pueden
contener variantes causales de enfermedades poco frecuentes, como la
hipoacusia neurosensorial o la enfermedad de Meniere. Segun los re-
sultados de este estudio, algunos de los genes dominantes relacionados
con hipoacusia tienen un nimero considerable de exones con baja co-
bertura (MYH14, WFS1 y P2RX2). En primer lugar, MYH14 esta descrito
como un gen de hipoacusia importante, el cual causa hipoacusia no sin-
drémica autosdmica dominante prelocutiva grave. Se han descrito dos
variantes no sinénimas en este gen (c.572A>G y ¢.73C>T) mediante se-
cuenciacién dirigida, un método de Secuenciacion de Nueva Generacion
(NGS). La segunda variante se encuentra en el exdn 2 (19), una region
que en nuestros datos de secuenciacion muestran baja cobertura en el
100% de las muestras y que, ademas, bajo las condiciones de la platafor-
ma SOLID, forma una estructura secundaria compleja. Por otro lado, va-
riantes en el gen WFS1 estan directamente relacionadas con hipoacusia
no sindrémica de baja frecuencia. Se han identificado 2 mutaciones que
provocan la aparicién de un codén de STOP prematuro (coddn sinsenti-

Gen Exdn NM Coord. 5-20X <5X
DIABLO 6 019887 Chr12:122710512-122710560 0 100
TBC1D24 6 001199107 Chr16:2550269-2550491 36,36 63,64
CD164 6 001142404 Chr6:109703407-109703580 43,64 56,36
WFS1 1 001145853 Chr4:6279182-6279414 52,73 42,27

P Chr4:6288820-6288902 54,55 45,45
5 Chr4:6293644-6293724 69,09 30,91
7 Chr4:6302384-6304195 100 0
CEACAM16 5 001039213 Chr19:45211133-45211459 100 0
HOMER2 9 004839 Chr15:83621282-83621286 0 100
CRYM 8 001888 Chr16:21289402-21289571 0 100
COCH 2 004086 Chr14:31344262-31344309 1,82 98,18
P2RX2 1 170683 Chr12:133195403-133195575 3,64 96,36
4 Chr12:133196430-133196505 12,73 87,27
10 Chr12:133198060-133198557 100 0
KCNQ4 1 004700 Chr1:41249766-41250079 7,27 92,73
4 Chr1:41284177-41284352 10,91 89,09
DIAPH1 15 Chr5:140953059-140953775 100 0
27 Chr5:140896417-140896574 7,27 92,73
MYH14 1 001145809 Chr19:50713620-50714027 72,73 27,27
26 Chr19:50775817-50775988 36,36 63,64
31 Chr19:50783488-50783640 92,73 7,27
32 Chr19:50784851-50785099 100 0
MYO7A 20 000260 Chr11:76890781-76890999 36,36 63,64
37 Chr11:76914105-76914262 3,64 96,36

Tabla 1. Genes de hipoacusia no sindromica autosémica dominante con exones “llegibles”. Exones con baja cobertura en un 100% de las muestras
(sumando 5-20X con <5X). NM: Transcrito NM. Coord.: Coordenadas cromosomicas. 5-20X: porcentaje de muestras con un numero de lecturas de entre

5-20. <5X: porcentaje de muestras con un nimero lecturas por debajo de 5.

Secuenciacion masiva de genes de hipoacusia



138

Gen Ex6n nBases %GC nBucles
DIABLO 6 49 53,06 1
TBC1D24 6 222 67,57 1
CD164 6 174 66,67 1
WFS1 1 231 70,13 1
2 82 58,54 1
5 80 70,00 1
7 1811 61,51 2
CEACAM16 5 326 64,42 1
HOMER2 9 5 60,00 0
CRYM 8 167 68,86 1
COCH 2 47 74,47 1
P2RX2 1 172 72,09 1
4 75 64,00 1
10 497 62,17 1
KCNQ4 1 313 79,55 5
4 174 66,67 2
DIAPH1 15 715 58,90 1
27 116 71,55 *
MYH14 1 404 72,77 *
26 171 67,25 1
31 756 57,94 1
32 212 67,45 1
MYO7A 20 218 70,18 1
37 157 66,24 2

Tabla 2. Estructura primaria y secundaria de los genes de hipoacusia
no sindromica dominante con exones “llegibles”. nBases: numero
de bases totales de la secuencia. %GC: porcentaje de bases GC de la
secuencia. nBucles: numero de estructuras secundarias encontradas en
la secuencia. *: Estructura compleja.

do) en el exdn 8 de este gen (c.2086C>T y ¢.2108G>A) mediante ana-
lisis de ligamiento (20). Nuestro estudio muestra que este exon tiene
baja cobertura en el 100% de las muestras y presenta un contenido
de GC problematico segun la bibliografia (61.51%). Por Gltimo, el gen
P2RX2 estd involucrado en el correcto funcionamiento de los canales
idnicos P2X2 activados por ATP que se encuentran en las células sen-
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soriales y de soporte de la cdclea. Mediante un andlisis de ligamiento,
Faletra et al. han descrito una mutacion sinsentido (c.1057C>G) que
afecta a un residuo altamente conservado entre las especies (21). Esta
mutacién ocurre en el exén 10, el cual presenta baja cobertura en
el 100% de las muestras de nuestro estudio. Ademas, esta secuencia
presenta un contenido alto de GC (62.17%).

DIAPH1 y KCNQ4 son otros de los genes destacados en nuestro
estudio. Por un lado, el gen DIAPH1 codifica una proteina encargada
de unirse a los extremos de actinas sin ramificar para reducir la ve-
locidad de despolimerizaciéon y polimerizacién de estas regiones. La
variante ¢.3634+1G>T causa DFNA1, enfermedad caracterizada por
una hipoacusia progresiva que comienza desde la infancia. Esta va-
riante ocurre cerca del extremo C-terminal, el cual interacciona con el
N-terminal, produciendo la activacion de DIA1, proteina que juega un
papel importante en la morfologia celular y la organizacién del citoes-
queleto. Por otro lado, se ha descrito una variante (c.3610C>T) en el
exon 27 que resulta en un incremento de la polimerizacion de actina,
produciéndose microvellosidades alargadas (22). El exén préximo a
esta region C-terminal (exdn 27) tiene baja cobertura en el 100% de
las muestras, consta de un elevado contenido de GC (71.55%) y la es-
tructura que se puede originar durante la secuenciacion es especial-
mente compleja.

Por otro lado, el gen KCNQ4 codifica un canal idnico de potasio
que juega un papel fundamental en la fisiologia de esta enfermedad
autosémica dominante progresiva relacionada con hipoacusia de
alta frecuencia. Kamada et al. (23) identificaron una delecién hete-
rocigética de 1 pb (211delC) en el ex6n 1 de KCNQ4 que daba lugar
a un truncamiento de la proteina, perdiéndose los dominios trans-
membrana. Los individuos afectados por esta mutacion presentaban
sintomas mucho menos severos que otros pacientes con mutaciones
sinsentido en KCNQ4. Nuestro estudio ha determinado que el exén 1
de KCNQ4 tiene baja cobertura en el 100% de las muestras, asi como
un alto contenido de GC (79.55%) y, de todos los exones afectados,
es el que mas estructuras secundarias presentaba en su secuencia.

Veinte de los 24 exones de baja cobertura identificados pre-
sentan un elevado contenido de GC (>60%). Estudios que respaldan
este intervalo nos muestran que el uso de tampones, aditivos (DMSO,
betaina), métodos de purificacion, el medio de carga y las condicio-
nes de los ciclos no juegan un papel determinante en la calidad de
la secuenciacién estadisticamente significativo. Sin embargo, el uso
de cebadores pequefios (<3 pmol) si produce una secuenciacion con
menos cobertura y peor calidad (24). Por otro lado, la presencia de es-
tructuras secundarias de tipo horquilla, como las que observamos en
los exones de DIAPH1 y KCNQ4, dificultan la correcta secuenciacion
de estas regiones, tal y como se nos muestra en estudios realizados
con plasmidos (25). Todos los exones presentaron, al menos, una hor-

Figura 1. Estructuras secundarias destacables en algunos genes de hipoacusia no sindrémica autosémica dominante. Las secuencias fueron
seleccionadas por el nimero de estructuras secundarias o la complejidad de estas. A: Exon 27 de DIAPH1. B: Exon 1 de KCNQ4. C: Exon 1 de MIYH14.

Secuenciacion masiva de genes de hipoacusia
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quilla en su secuencia. No obstante, la presencia de las llamadas colas
de poli-A o poli-T y otros elementos, como continuas repeticiones y
motivos 5-YGN,- AR (Y=primidina, R=purina, N=cualquier base), tam-
bién afectan a la calidad de la secuenciacion (24, 25). Estos resultados
se deben a la baja sensibilidad de la técnica (~73%) que puede resultar
en inespecificidades de los cebadores. Estos datos hacen ver que, inde-
pendientemente del método usado, todos los resultados de la secuen-
ciacién masiva deben ser inmediatamente validados mediante secuen-
ciacién Sanger, especialmente las variantes candidatas (26). Solo de este
modo podremos afirmar que una variante no es un falso positivo.

A medida que este tipo de problemas vayan desapareciendo en
las técnicas de secuenciacion e identificacion de variantes, el analisis
genético de variantes comunes serd mas usado en algunos entornos
clinicos. El precio cada vez mas bajo de las técnicas de secuenciacion
junto al mayor conocimiento sobre las variantes comunes que pre-
disponen a hipoacusia hacen pensar que las pruebas genéticas iran
ganando espacio en el diagndstico de la hipoacusia, permitiendo un
diagndstico precoz que permita a los pacientes proteger su audicion.

CONCLUSIONES

Los datos de secuenciacion del exoma humano muestran que la
mayoria de los genes de hipoacusia autosémica dominante presentan
baja cobertura en al menos un exén.

El analisis del contenido de GC y la presencia de estructuras se-
cundarias han determinado secuencias especificas con problemas de
lectura.

Es necesario validar los resultados obtenidos por la Secuencia-
cion de Nueva Generacion para evitar posibles falsos positivos.
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Resumen

Objetivo: El objetivo del estudio es analizar la curva del olvido en el aprendizaje del Soporte Vital Basico en estu-
diantes de medicina de la Universidad de Granada.

Material y métodos: Se trata de un estudio observacional, descriptivo transversal, que establece como poblacion
diana a los estudiantes de Grado de Medicina de la Universidad de Granada que cursan cuarto y quinto curso.
Periodo de estudio comprendido entre octubre de 2015 y enero de 2017.Se emplearon los datos obtenidos en una
evaluacion inicial que se realizé en la Facultad de Medicina, y los de una reevaluacion que se les realizé a una mues-
tra de cada uno de los cursos. Se incluyeron en el estudio de forma voluntaria todos los alumnos matriculados en
la asignatura bases de la medicina interna Il para cada uno de los cursos académicos. El andlisis se realizé utilizando
medidas de tendencia central, tablas de frecuencias y posteriormente se realizé un anadlisis estadistico mediante la
Prueba T de Student.

Resultados: Los alumnos de cuarto consiguieron una media en la primera evaluacién de 13,91 sobre 15 puntos,
mientras que en la segunda la media fue de 13,81. Por otro lado, los alumnos de quinto consiguieron una media de
13,80 en la primera evaluacion y una de 13,18 en la reevaluacién. Estos datos nos hablan de que, a pesar de que
los cursos resultaron muy satisfactorios en ambos cursos, encontramos un mayor impacto de la curva del olvido en
alumnos que llevan mas tiempo sin realizar un reciclaje en Soporte Vital Basico.

Conclusiones: A pesar de existir una disminucién de los conocimientos y habilidades relacionados con la practica
del soporte vital al afio de recibir la formacién especifica en ambos grupos, no existen diferencias estadisticamente
significativas para los sujetos de nuestro grupo que obliguen a establecer programas de reciclaje entre seis y nueve
meses como establecen las recomendaciones actuales. A la luz de nuestro estudio, recomendamos el desarrollo
de programas especificos de reciclaje en periodos de tiempo superiores a los doce meses después de recibir la
formacion inicial.

Abstract

Aim: The aim of this study was to analyze the oblivion curve after the learning of Basic Life Support (BLS) in medicine
students from the University of Granada.

Method: This was an observational, transversal descriptive study, which established as target population students
from the Faculty of Medicine (University of Granada) who attended fourth and fifth year. The Study period comprised
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between October 2015 and January 2017. The data which was used was obtained in an initial evaluation that was
done at the Faculty of Medicine and in a re-evaluation which was applied to a selected sample of students from each
year. All the students included voluntarily in the study were enrolled in the subject Internal Medicine Il. The analysis
was carried out using measures of central tendency, frequency tables and after that, a statistical analysis using the
Student’s T-test.

Results: Fourth year students obtained an average in the first evaluation of 13,91 over 15 points, while in the second
evaluation it was 13,81. Meanwhile, fifth year students achieved an average of 13,80 in the first evaluation and of
13,18 in the re-evaluation. This data speak of very satisfactory results for students in both years, although the impact
of the oblivion curve is higher in students who have spent more time without taking a recycling course of BLS.
Conclusions:.Even though there is a decrease of knowledge and abilities related to the practice of basic life support
a year after receiving the specific training in both groups, there are not differences statistically significant for the
subjects of our group that would make us establish recycling programs after six or nine months, as advice the actual
recommendations. 2.Based on the results we obtained, we would recommend the development of specific recycling
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support for medicine students,
oblivion curve in the training
of health personnel, electronic
learning, blended learning

programs in periods of time bigger than twelve months after receiving the initial training.

INTRODUCCION

La Parada Cardiorrespiratoria (PCR) se define como el cese
brusco e inesperado de las funciones cardiorrespiratorias, situa-
cién potencialmente reversible y tiempo dependiente. Siendo la
Reanimacién Cardiopulmonar (RCP) el conjunto de acciones des-
tinadas a sustituir dichas funciones (1) .

El Concepto de Soporte Vital Basico (SVB) es un término mas
amplio que incluye: la prevencion de la PCR, y en el supuesto de
que ocurriera, la activacion precoz del sistema de emergencias,
la puesta en marcha de las técnicas que se incluyen dentro de la
RCP Basica y finalmente el desarrollo de la Desfibrilacidon Externa
Automatizada (DEA).

La Cadena de Supervivencia es el conjunto de actuaciones
que cuando son realizadas de forma ordenada y en el tiempo
adecuado han demostrado establecer una reduccién de la mor-
talidad del paciente que ha sufrido una PCR (1), y esta Cadena
de la Supervivencia sera tan fuerte como lo sea su eslabon mas
débil (2).

El 80% de las PCR extrahospitalarias, son debidas a una Fi-
brilacién Ventricular (FV) o a una Taquicardia Ventricular Sin Pulso
(TVSP), arritmias que sélo pueden ser tratadas mediante la Desfi-
brilacion, y por cada minuto que ésta se retrase, disminuye entre
un 7 y un 10% la probabilidad de que sea efectiva (2).

En relacion a la divulgacion de la RCP basica a la poblacion
no sanitaria, nos encontramos con dos problemas principales; el
recuerdo de lo aprendido y la capacidad de mantenimiento de
los programas de formacidn, principalmente por los altos costes
econdmicos derivados de estos (3).

En los ultimos afios se ha abierto el debate sobre la ren-
tabilidad del uso de la ensefianza virtual (electronic-learning) a
las diferentes acciones formativas en el aprendizaje del SVB. Sin
embargo, hay varios estudios que han demostrado que el electro-
nic-learning, a pesar de ser muy util a la hora de obtener conoci-
mientos, no lo es tanto cuando hablamos de la obtencion de ha-
bilidades y actitudes, ambos imprescindibles en la formacién del
SVB, pues su objetivo fundamental es la aplicabilidad. Aparece
entonces el blendend-learning, o la combinacidn de la ensefianza
presencial con la no presencial (3).

El objetivo de este estudio es analizar el desarrollo de la
curva del olvido en relacién con el capital cognitivo y el capital
psicomotriz que adquieren los alumnos de Grado de Medicina de

la Universidad de Granada tras recibir su formacion especifica en
Soporte Vital Basico.

MATERIAL Y METODOS

Tipo de estudio:

Se trata de un estudio observacional, descriptivo transver-

sal, que establece como poblacién diana a los estudiantes de
Grado de Medicina de la Universidad de Granada que cursaron
cuarto y quinto afo. Esta poblacion objetivo realizé su formacion
correspondiente en Soporte Vital Basico entre Octubre de 2015
en el caso de los alumnos de quinto, y en Octubre de 2016 en el
caso de los de cuarto, siendo el periodo de estudio (que incluye
tanto formacién como evaluacion) el comprendido entre octubre
de 2015 y enero de 2017 ya que posteriormente a la formacién
se realizé una evaluacién de los conocimientos y habilidades psi-
comotrices mediante una secuencia integrada de SVB seis meses
después de finalizada dicha formacién.

Caracteristicas del curso

Basado en las recomendaciones del European Resuscitation
Council (ERC) de los afios 2010 para los alumnos que actualmente
cursan quinto de Grado y ERC 2015 para los alumnos que actual-
mente cursan cuarto de Grado.

Los alumnos que cursaban el tercer afio del Grado en Medi-
cina (2014-2015 en el caso de los estudiantes de quinto, y 2015-
2016 en el caso de los que cursan cuarto) recibieron una hora
de teoria y una practica por grupos de cuatro horas de duracién.
Paralelamente disponian de formacién online continuada, utili-
zando una plataforma de teleformacién moodle 2.4.

Una vez finalizada la formacion se realizé una evaluacion de
competencias cientifico / técnicas en materia de soporte vital que
consistié en la simulacion de una situacién de PCR en el medio
extrahospitalario en la que el estudiante tendria que realizar toda
la secuencia de SVB durante un maximo de 8 minutos. Gracias a
esta simulacién integrada en SVB se ponian de manifiesto las dife-
rencias existentes entre el nivel de adquisicién de conocimientos
y habilidades durante la fase de formacion y el nivel que persiste
seis meses después de la realizacion de la formacién especifica,
con el objetivo de establecer la curva del olvido especifica para
esta materia.

Las variables analizadas fueron las que establece el ERC
como estandar de calidad de la formacién en SVB.

Seis meses después de la formacion recibida en cada uno de
los cursos académicos estudiados, se realizd una seleccion alea-
toria y voluntaria de un grupo de alumnos pertenecientes a cada
uno de los dos cursos y se sometieron al mismo proceso de eva-
luacién de competencias cientifico técnicas en SVB que habian
realizado en los afios anteriores.

Variables a estudio

Se analizaron los siguientes parametros, cada uno de los
cuales se valoraba como un punto sobre los quince del total:

(Tabla 1. Variables a estudio)
Analisis estadistico

El analisis se realizd6 combinando los paquetes estadisticos

Formacion en Soporte Vital para alumnos de Medicina
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VARIABLES VARIABLES
ERC 2010 ERC 2015

(alumnos 52 Grado) (alumnos 42 Grado)

Comprueba la seguridad de
victima y reanimador

Comprueba la seguridad de
victima y reanimador

Comprueba el nivel de Comprueba el nivel de

conciencia conciencia

Solicita ayuda Realiza la apertura de la via
aérea

Realiza la apertura de lavia | Comprueba la respiracion

aérea mediante la maniobra de ver/
oir/sentir manteniendo abierta
la via aérea

Comprueba la respiracion
mediante la maniobra ver/
oir/sentir manteniendo
abierta la via aérea

Solicita ayuda si no respira

Activa el sistema de
emergencias si no respira

Activa el sistema de
emergencias si no respira

Laura Navarro Guillamén

de evaluacion inicial tras la formacion) constituido por una mues-
tra de 47 alumnos, se obtiene una Media de 13,91 con Desviacion
Estandar de 0,93. Su valor minimo fue de 12,00 y el maximo de
15,00. La Mediana resulté 14,00.

Por otro lado, en el grupo Cuarto 2 (grupo de reevaluacion),
constituido por una muestra de 27, se obtiene una Media de
13,81 con Desviacion Estandar 1,36. Su valor minimo fue 11,00,
siendo el maximo 15,00. La Mediana fue de 14,00.

Del valor de la media, que en ambos casos resulta alta y
préxima al valor maximo, podemos deducir que los alumnos re-
cordaron de manera satisfactoria, tanto en la evaluacién como
en la reevaluacién, lo aprendido en el curso que se les impartio.

La desviacidn estandar muestra, sin embargo, un olvido pro-
gresivo (de menos del 6% aproximadamente en 2016, al 9% apro-
ximadamente en 2017) pero que resultaba esperable debido al ya
nombrado efecto de la Curva del Olvido (Tabla 2).

Solicita el DEA Solicita el DEA
- - CUARTO 1 CUARTO 2

Localiza de forma adecuada | Localiza de forma adecuada
el lugar para la realizacidn de | el lugar para la realizacidn de
masaje cardiaco. masaje cardiaco N 47,00 27,00
Indica el inicio del masaje Indica el inicio del masaje MEDIA 1391 13.81
cardiaco cardiaco - -

— - - — - - - D.E 0,93 1,36
Inicia masaje cardiaco Inicia masaje cardiaco continuo
continuo y de calidad. y de calidad MIN 12,00 11,00
Procede a reabrir la via aérea | Procede a reabrir la via aérea 'y MAX 15,00 15,00
y a realizar dos insuflaciones | a realizar dos insuflaciones con
con la técnica adecuada la técnica adecuada MEDIANA 14,00 14,00

Sincroniza ventilacion / Sincroniza ventilacion /
compresion 30/2 compresion 30/2

Coloca de forma adecuada el |Coloca de forma adecuada el
DEA a su llegada y sigue las DEA a su llegada y sigue las
indicaciones acusticas indicaciones acusticas

Sincroniza de forma Sincroniza de forma adecuada
adecuada RCP basica RCP basica y desfibrilacion

y desfibrilacidn seguin segun indicaciones
indicaciones

Mantiene la secuencia hasta
la llegada del sistema de
emergencias

Mantiene la secuencia hasta
la llegada del sistema de
emergencias

Tabla 1. Variables estudio.

InfoSat® y SPSS ® 20, en funcidn de las necesidades. Se utilizaron
medidas de tendencia central, tablas de frecuencias y posterior-
mente se realizé un andlisis estadistico mediante la Prueba T de
Student.

Consentimiento para la participacidn:

La seleccién de los alumnos se realiz6 de forma voluntaria
entre todos y cada uno de los estudiantes matriculados en la
asignatura bases de la medicina interna Il, no existiendo ningun
alumno que declinara la participacion en el estudio. La seleccién
posterior del grupo de alumnos sometidos a la reevaluacién fue
aleatoria. Se realizé una comunicacién oficial de la realizacidn del
presente estudio tanto al Decanato, como a la Direccién del De-
partamento de Medicina como al Coordinador de la Asignatura
de Bases de la Medicina Interna Il.

RESULTADOS

La primera grafica muestra en el eje de abscisas a los 27
alumnos de cuarto que se sometieron a la reevaluacion, mientras
que en el de ordenadas los puntos que obtuvieron, aceptando
como valor maximo 15 y como minimo 11

Como observamos en la Tabla 2, en el grupo Cuarto 1 (grupo

Formacion en Soporte Vital para alumnos de Medicina

Tabla 2. Medidas de tendencia

Siguiendo con los valores mas variables nos encontramos
el maximo y el minimo, que nos indican que el estudio hasta el
momento es satisfactorio. Tanto en el momento de la primera
evaluacién como un afio después hay alumnos que conocen la
informacion al completo.

Sumado a un valor de 14 en la mediana nos hace ver que los
datos no se dispersan de manera inesperada, y que por tanto es
una muestra perfectamente estable.

Por lo que respecta al anélisis de la T de Student para una
media:

Valor de la media bajo la hipdtesis nula: 0 (Tabla 3).

VARIABLE [N | MEDIA |DE |LI LS T
(95%) | (95%)

p(bilateral)

CUARTO1 |47]13,91 |0,93 |13,64 |14,19 |102,74|<0,0001

CUARTO2 |27]13,81 |1,36 |13,28 |14,35 |52,79 |<0,0001

Tabla 3. Resultados 1.

Tras desechar el 5% de la poblacién extrema, se demues-
tra que tanto en el momento de la evaluaciéon como en el mo-
mento de la reevaluacion de 2017 los conocimientos que la
muestra central de estudiantes mantiene son muy satisfacto-
rios, pues los resultados se encuentran entre 13,63 y 14,19 en
2016, y entre 13,28 y 14,35 en 2017. No obstante, se puede
apreciar que existen estudiantes con mayor nivel de capacita-
cién que otros.

T de Student para muestras apareadas (Tabla 4).
Como se aprecia no existen diferencias estadisticamente

significativas entre los resultados obtenidos tras la evaluacién de
la formacidn inicial y la reevaluacion realizada posteriormente.
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Obs (1) |Obs (2) N | Media (dif) Media 1l |Media2

DE (dif)

Ll 95% LS 95 % T P bilateral

Cuarto 1 |Cuarto2 |27]0,30 14,11 13,81

1,51 -0,30 0,90 1,02

0,3187

Tabla 4. Resultados 2.

A pesar de existir una disminucién de los conocimientos
y habilidades psicomotrices adquiridas, esta disminucién no es
suficiente como para adquirir significacién estadistica, lo cual
pone de manifiesto que el proceso de ensefianza / aprendiza-
je para los alumnos del grado de medicina puesto en marcha
para la formacion en soporte vital basico es de un nivel eleva-
do de calidad a tenor de los resultados, no siendo necesaria
la instauracién de un programa de reciclaje entre seis y nue-
ve meses como establecen las recomendaciones actuales (17)
(18).

En cuanto a los alumnos de quinto obtenemos los siguientes
resultados.

En la gréfica 2, vemos a los alumnos representados en el eje
de abscisas y sus resultados en el de ordenadas, siendo el valor
minimo el 8 y el maximo el 15.

La Media vuelve a obtener valores que hablan de un buen
mantenimiento de los conocimientos que los alumnos obtuvieron
en el curso de SVB, tanto en la evaluacidn inicial de 2015 (media
de 13,80), como en la revaluacion que se realizé en mayo de 2017
(media de 13,18). Sin embargo, la desviacién estandar tanto en
un grupo como en otro resulta superior, (1,27 en el grupo QUIN-
TO 1y 2,06 en el grupo QUINTO 2), lo cual pone de manifiesto un
olvido de la materia algo mas acentuado.

El nUmero minimo de puntos que se obtuvo en la evaluacion
inicial fue de 10, lo cual habla de que ya en aquella evaluacion los
alumnos habian retenido menos la informacién que en el caso de
los alumnos de cuarto, algo que se acentua en el grupo que rea-
lizé la evaluacién en 2017, en el que el menor numero de puntos
obtenidos fue de 8.

Por otro lado, el maximo nimero de puntos que se obtuvo
fue de 15 por parte de los dos grupos, lo que pone de manifiesto
que sigue habiendo alumnos que recuerdan lo aprendido de ma-
nera excepcional. La Mediana vuelve a indicarnos que los datos
son estables (Tabla 5).

QUINTO 1 QUINTO 2
N 45 22

MEDIA 13,80 13,18

D.E. 1,27 2,06

MIN 10,00 8,00

MAX 15,00 15,00
MEDIANA 14,00 14,00

Tabla 5.

Por lo que respecta al andlisis de la T de Student para una
media:

Valor de la media bajo la hipétesis nula: 0 (Tabla 6).

T de Student para muestras apareadas (Tabla 7 - ver pagina
siguiente).

VARIABLE | N | MEDIA | DE LI LS T P

(95) (95) (bilateral)
QUINTO 1|45]13,80 |1,27 |13,42 |14,18 72,77 <0,0001
QUINTO 2|22 ]13,18 |2,06 |12,27 |14,10 29,99 <0,0001

Tabla 6. Resultados 1

Nuevamente no existen diferencias estadisticamente
significativas entre los resultados obtenidos tras la evalua-
cion de la formacidn inicial y la reevaluacion realizada pos-
teriormente, aunque se estd muy proximo a conseguir dicha
significacion (probablemente hubiera bastado con un au-
mento en el nimero de sujetos estudiados).

Podemos por lo tanto concluir que, el 95% del numero
de alumnos que realizaron la evaluacién inicial en 2015 con-
siguio obtener entre 13,42 y 14,18 puntos. Mientras que dos
afios mas tarde, el 95% de estudiantes consiguio entre 12,27
y 14,10, resultados mas bajos que los obtenidos por el grupo
CUARTO2, que realizd la segunda evaluacién tan sélo un afo
después del curso y de la evaluacidn inicial.

Se demuestra asi que la Curva del Olvido es mas intensa
cuanto mas tiempo ha transcurrido desde el ultimo reciclaje
en SVB.

DISCUSION

Actualmente, la PCR es una de las causas mas frecuentes
de muerte, tanto a nivel mundial como en nuestro pais. De esta
afirmacidn deriva la idea de considerarla como un problema gra-
ve de salud publica por la OMS, hecho que justifica la necesidad
de implementar medidas que aumenten la supervivencia una vez
que ésta se padece (4-5-6).

Tan sélo la formacion en Soporte Vital Basico y Avanzado
(SVB — SVA) ha demostrado aumentar dicha supervivencia. De
esta manera, y teniendo en cuenta que la gran mayoria de PCR
ocurren en el espacio extrahospitalario, se deduce la necesidad
de formar a la poblacién general en SVB (7-8).

Surge entonces la primera pregunta a resolver; ¢Cuadnto se
recuerda, y durante cuanto tiempo una vez formada en SVB?

Esta pregunta es muy importante y mucho mas teniendo en
cuenta que la mayor parte de los estudios se realizan con pobla-
cioén general no sanitaria entre la que se encuentran los alumnos
de medicina, sin embargo todos podemos entender que a pesar
de que los alumnos en su periodo formativo no son considerados
como “poblacidn sanitaria” tampoco pueden ser considerados de
forma estricta como “poblacion general”.

Con este estudio se pretendid conocer cémo afecta el efecto
de La Curva del Olvido (o pérdida de conocimientos y habilidades
retenidos con el paso del tiempo) a estudiantes de Medicina, per-
sonal auin no sanitario, que pasaron por un proceso de formacidon
de 2 horas de teoria, 4 de practica, reciclaje, formacién online y
una evaluacién final, al afio y a los dos afios desde esta uUltima
(9-10-11).

Esta Curva del Olvido podria afectar, no sdlo a la calidad del
SVB que realizarian los alumnos en una situacién de PCR, sino
también a la confianza en si mismos, como ya se demostré en
varios estudios de Reino Unido, en los que se observé que mas
del 60% de estudiantes de cuarto de medicina no tenian suficien-
te confianza como para actuar en dichas situaciones, y ademas
mas del 35% de estudiantes de primero no querian participar en
este tipo de practicas debido a que no se sentian suficientemente
preparados (3-12-13).

De ahi la importancia, no sélo de intentar establecer la
mejor formacién posible, como ya se ha estudiado en varios paises
que pretenden comparar el aprendizaje mediante instructores
o simuladores, alumnos instruidos para ser Monitores de SVB o
profesional sanitario, el aprendizaje del masaje cardiaco en bloque o

Formacion en Soporte Vital para alumnos de Medicina



144 Laura Navarro Guillamén
Obs (1) Obs (2) N | Media (dif) Media 1 Media 2 |DE (dif) [LI95% |LS95% |T p bilateral
Quintol |Quinto2 [22]0,86 14,05 13,18 2,34 -0,17 1,90 1,73 0,0976
Tabla 7. Resultados 2
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Caracterizacion de Agarosas Tipo | y Tipo VI
para su uso en Ingenieria Tisular

Type | and type VIl agarose characterization for use in tissue
engineering

(P)i:mtaem—AClampos P!, Campos F*, Carriel V%, Alaminos M?, Sanchez-Quevedo MC?, Martin-

1Grupo de Ingenieria Tisular, Departamento de Histologia, Facultad de Medicina, Universidad de Granada
(Espafia) e Instituto de Investigacién Biosanitaria ibs Granada

Resumen
Objetivos: El objetivo del presente trabajo es el desarrollo de un nuevo protocolo para la inclusién de geles de Palabras clave: agarosa, gel,
agarosa en parafina que permita su estudio en histologia, y la posterior caracterizacién de dos tipos distintos de condrocito, Ingenieria Tisular.

agarosa, Tipo | y Tipo VII, para su uso en Ingenieria Tisular.

Meétodos: Se evaluaron distintos protocolos que permitiesen un correcto procesamiento de los geles de agarosa
permitiendo obtener cortes de dichos geles incluidos en parafina. Una vez optimizado el protocolo, se realizé una
caracterizacion de las agarosas tipo | y VII para su utilizacién en Ingenieria Tisular. Para ello se obtuvieron geles
de agarosa de ambos tipos a concentraciones del 2% y 2.5%, y en cuyo interior habia condrocitos. Se evalué la
permeabilidad de la membrana celular mediante la medida por espectrofotometria del ADN liberado al medio,
el tamafio celular de los condrocitos cultivados y el estado celular mediante inmunohistoquimica frente a PCNA
y Vimentina. También se realizd un estudio sobre la resistencia a la compresion que presentan los distintos geles
con el paso del tiempo.

Resultados: Tres de los protocolos propuestos hacian posible el procesamiento de los geles y permitieron la ca-
racterizacion de los distintos tipos de agarosa. En este caso, el estudio de las agarosas tipo | y VIl ha demostrado
que los condrocitos crecen correctamente en ambos tipos de agarosas, pero que la tipo VII favorece el desarrollo
de los mismos frente a la Tipo I. Ademads, la agarosa pierde elasticidad con el paso de los dias soportando a la vez
menos fuerza de compresién.

Conclusiones: El Protocolo propuesto para el procesamiento y posterior inclusién de geles de agarosa en parafina
en este trabajo permite realizar histologia en los mismos, y ha permitido confirmar que la agarosa tipo VIl favore-
ce el desarrollo y supervivencia celular.

Abstract
Purpose: The objective of the present work is the development of a new protocol for the inclusion of paraffin- Keywords: agarose, gel,
embedded agarose gels to allow their study in histology and the subsequent characterization of two different chondrocyte, Tissue Engineering

types of agarose, Type | and Type VII, for their use in Tissue Engineering.

Method: Different protocols were evaluated for a correct processing of the agarose gels allowing to obtain cuts
of paraffin-embedded agarose gels. Once the protocol was optimized, a characterization of type | and VIl agarose
was performed for their use in tissue engineering. For this purpose, agarose gels of both types were obtained at
concentrations of 2% and 2.5%, and in which chondrocytes were present. The permeability of the nuclear mem-
brane was measured by spectrophotometry of the DNA released, the cell size of the cultured chondrocytes and
the cellular state by immunohistochemistry against PCNA and Vimentin. A study on the compressive strength of
different gels over time was also performed.

Results: Three of the proposed protocols allowed the processing of the gels and allowed the characterization of
the different types of agarose. In this case, the study of the type | and VIl agarose has shown that chondrocytes
grow correctly in both types of agarose, but type VIl favors the development of the same against Type I. In addi-
tion, the agarose loses elasticity with the day pass while supporting less compressive force.

Conclusions: The proposed protocol for the processing and subsequent inclusion of paraffin-agarose gels in this
work allows the histology to be carried out in the same ones, and has allowed to confirm that type VIl agarose
favors the development and cellular survival.
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INTRODUCCION

La Ingenieria Tisular es una ciencia multidisciplinaria cuyo
objetivo es el desarrollo de estrategias para la generacion de
drganos y tejidos completamente funcionales; estrategias que
se basan en la interaccion de tres componentes fundamentales
como son: células, factores de crecimiento y andamios (1).

La funcién del andamio es servir como soporte estructural y
guia para la formacion del nuevo tejido, proporcionando un am-
biente en tres dimensiones, que facilite la adherencia, migracion,
proliferacion y organizacion espacial tridimensional de las células,
y por tanto juega un papel determinante en el crecimiento y dife-
renciacién celular (2). Alguno de los andamios utilizados en Ing-
enieria Tisular son colageno, fibrina y distintos tipos de polimeros
naturales, ya que presentan propiedades similares a las de la ma-
triz extracelular nativa (3). Estos biomateriales pueden extraerse
de plantas, animales, algas o pueden ser sintetizados por micro-
organismos (4).

La agarosa es un polisacdrido procedente de las algas marinas
gue tiene la capacidad de formar geles térmicamente reversibles (5).
Estructuralmente es un polimero lineal que consiste en unidades al-
ternas de D-galactosa y 3,6-anhidro-L-galactosa. Este polisacarido es
soluble en agua a temperaturas por encima de 652C y, dependiendo
del grado de sustituciones de hidroxietilo en sus cadenas laterales,
gelifica en un rango de temperaturas comprendido entre 17-402C
(6), dando lugar a distintos tipos de agarosas comerciales. Una vez
que los geles de agarosa son estables no se vuelven a hacer liquidos
hasta alcanzar temperaturas mayores a 652C. Esta caracteristica en
la que las temperaturas de fusidn y gelificacién son distintas recibe el
nombre de histéresis térmica (7).

Entre sus multiples usos destaca su utilizacidon para la obten-
cion de geles para el cultivo de células en Ingenieria Tisular (8). La es-
tructura fisica de dichos geles puede ser controlada usando distintas
concentraciones de agarosa, lo que da lugar a diversos tamarios de
poro. Los grandes poros y la baja rigidez mecdnica de los geles a ba-
jas concentraciones de agarosa pueden permitir la migracién y pro-
liferacion de células (9). Entre sus aplicaciones en Ingenieria Tisular
destaca su uso conjugado con fibrina para la obtencién de hidrogeles
de fibrina-agarosa que permiten la elaboracion de tejidos artificiales
como piel (10), cérnea (11), mucosa oral (12) y nervio (13). Por otro
lado, los geles de agarosa suelen también utilizarse, en Ingenieria Ti-
sular, para la reparacién del cartilago (14), ya que favorecen el creci-
miento y la diferenciacion de los condrocitos (15).

Uno de los procedimientos mas usados en histologia es la in-
clusion en parafina de las muestras, ya que permite su conservacion
sin la necesidad de poseer un equipo que las mantenga (16). Sin em-
bargo, las caracteristicas de la agarosa, sobre todo su baja tempera-
tura de fusién, hace muy dificil el procesamiento de los constructos
fabricados con este material para su estudio en histologia. Por ello
se hace necesario establecer una nueva metodologia que permita el
procesamiento de los geles de agarosa para su estudio. El objetivo
del presente trabajo consiste en desarrollar un nuevo protocolo para
lainclusion de geles de agarosa en parafina y, por otro lado, la carac-
terizacion de dos tipos distintos de agarosa, Tipo | y Tipo VII, para su
uso en Ingenieria Tisular.

MATERIAL Y METODOS
Protocolo Procesamiento de Geles de Agarosa
Elaboracién de los geles

Para la elaboracion de los geles se partié de agarosa tipo VII
al 2% (Sigma — Aldrich, Steinheim, Alemania) preparada en So-
lucién Tamponada con Fosfato (PBS) (Sigma-Aldrich). La agarosa
fue calentada hasta hacerse liquida y se distribuyd en placas de
Petri de 55mm. Una vez gelificado, se obtuvieron punchs de 8
mm del gel.

Evaluacion de los protocolos
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Una vez obtenidos los geles, fueron procesados de acuerdo
a cuatro protocolos, basados en la metodologia habitual de pro-
cesamiento para inclusién en parafina (17), y que se diferencian
en el tiempo de deshidratacion e inclusion (Tabla 1).

T, T, T, T,
Fijacién FORMALDEHIDO |24 24 24 24
3.7% horas |horas |horas |horas
ALCOHOL 50% 10 min |20 min | 25 min |30 min
Deshidrata- | ALCOHOL70% |10 min |20 min |25 min |30 min
cion ALCOHOL 70% | 10 min |20 min | 25 min |30 min
ALCOHOL 95% 10 min |20 min | 25 min |30 min
ALCOHOL 95% 10 min |20 min | 25 min |30 min
ALCOHOL 95% 10 min |20 min |25 min |30 min
ALCOHOL 100% | 10 min | 20 min | 25 min |30 min
ALCOHOL 100% | 10 min | 20 min | 25 min | 30 min
ALCOHOL 100% |10 min | 20 min |25 min |30 min
XILOL 10 min |20 min | 20 min | 20 min
XILOL 10 min |20 min | 20 min | 20 min
Inclusién PARAFINA 10 min |20 min | 25 min |30 min
PARAFINA 10 min | 20 min | 25 min |30 min

Tabla 1. Protocolos para el Procesamiento de Geles de Agarosa

Tras la inclusién en parafina, se obtuvieron cortes de 5 um
que fueron tefiidos con Hematoxilina-Eosina para poder determi-
nar cual era el procedimiento idéneo.

Caracterizacion de Agarosa Tipo | y Tipo VII
Cultivo de Condrocitos

Los condrocitos se obtuvieron a partir de biopsias de tejido car-
tilaginoso de rata. Las muestras fueron fragmentadas mecanicamente
en pequefios trozos e incubadas a 37.52C en una solucién estéril de
colagenasa tipo | de Clostridium hystoliticum (Gibco BRL Life Techno-
logies Ref. 17100-017, Karlsruhe, Alemania) al 2% en medio de cultivo
DMEM durante 7 horas. Posteriormente los condrocitos fueron aisla-
dos mediante centrifugacion y cultivados en medio de expansion para
condrocitos [DMEM-F12 (GIBCO) suplementado con Suero Fetal Bovi-
no al 10% (FBS, Sigma-Aldrich), Solucién Antibidtica al 1% (100 U/ml
de penicilina G, 100 pg/ml Estreptomicinay 0,25 ug/ml de anfotericina
B, Sigma — Aldrich, Steinheim, Alemania) y 2mM de L-glutamina (Sig-
ma-Aldrich, Alemania)] a 37.52Cy 5% de diéxido de carbono. El medio
de cultivo se renovo cada 3 dias y los condrocitos se expandieron hasta
el pase VI para su utilizacién en la elaboracion de los constructos.

Fabricacion de los geles

Los geles de agarosa se elaboraron utilizando dos tipos distintos:
Agarosa Tipo | y Tipo VII (Sigma-Aldrich). La agarosa Tipo | es un tipo de
agarosa comercial cuya temperatura de gelificacion esta comprendida
entre los 34.5-37.52C, mientras que la agarosa Tipo VIl o Agarosa Low
Gelling Temperature, se caracteriza por tener una temperatura de ge-
lificacién que oscila entre los 24-28C. En Ingenieria Tisular la agarosa
normalmente utilizada para la elaboracién de constructos es de tipo
VIl ya que su baja temperatura de gelificacion permite que las célu-
las no disminuyan su viabilidad. En este caso, para caracterizar ambos
tipos de agarosa y determinar la viabilidad celular en cada una de las
condiciones anteriormente citadas, se fabricaron geles a dos concen-
traciones, 2%y 2.5%, partiendo de agarosa estéril al 4% preparada en
Solucién Tamponada con Fosfato (PBS) (Sigma-Aldrich). Para ello se
prepararon 3 mL de mezcla para cada condicién que contenia agarosa
estéril liquida al 4%, y condrocitos en medio condrogénico [DMEM-
F12 (GIBCO) suplementado con Solucién Antibiética al 0.1%, 2mM de
Piruvato de sodio (GIBCO), ITS al 0.1%, 4 uM de Acido ascorbico (Sig-
ma — Aldrich), 10 ng/mL de TGF-B1, 10 uM de Dexametasona (Sigma
— Aldrich) y 0.35 mM de L-Prolina (Sigma-Aldrich)]. Tras homogeneizar
cuidadosamente, esta mezcla se distribuyo en placas de 12 pocillos (3
pocillos por condicidn) en alicuotas de 1 mL que contenian 100.000
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células. Una vez gelificado, se le afiadié medio condrogénico para fa-
vorecer el desarrollo de los condrocitos y este se renovd cada 2 dias.
Se realizaron 3 placas exactamente iguales para realizar los estudios a
los 2, 8 y 16 dias. Las placas se mantuvieron en un ambiente de 37.52C
y 5% de CO,.

Liberacién de ADN

Una forma de estudiar la muerte celular es mediante la evalua-
cion de la permeabilidad de la membrana celular. EI ADN liberado se
cuantificd en un espectrofotémetro UV-Vis NanoDrop 2000 (Thermo
Fisher Scientific) por espectrofotometria a A = 260-280 nm, siguiendo
el método descrito previamente por Rodriguez-Arco (18). El sobrena-
dante del medio de cultivo se colocé en tubos Eppendorf para la cu-
antificacién de ADN. Para este analisis se utilizaron tres geles de cada
modalidad y se registraron tres determinaciones para cada uno (n=9
para cada condicion). Como control negativo las células fueron trata-
das con Triton X-100 al 2% durante 10 minutos, introduciéndose una
liberacién elevada de ADN debido al dafio irreversible en las membra-
nas plasmaticas y nucleares. Se utilizé agua destilada y medio de cul-
tivo como controles para la técnica de ensayo.

Evaluacion Histoldgica

Para los andlisis histoldgicos e inmunohistoquimicos, los geles
fueron procesados utilizando el Protocolo T, descrito con anterioridad.
Una vez que los geles fueron incluidos en parafina, se obtuvieron sec-
ciones transversales de 5 um de cada uno de ellos. Los cortes se tife-
ron con azul Alcian y se contrastaron con Nuclean Fast Red (19) para su
observacion al microscopio y obtener el area celular.

Para estudiar el comportamiento celular, se analizaron diferentes
procesos celulares mediante técnicas inmunohistoquimicas (13). Se
utilizé el antigeno nuclear de células en proliferacién (PCNA) para iden-
tificar las células proliferantes (20). También, se utilizé el anticuerpo
frente a la Vimentina para identificar aquellas células que mantenian
la integridad fisica (21). Para cada reaccion inmunohistoquimica, se
utilizaron controles para asegurar el correcto funcionamiento de los
anticuerpos. Todos los procedimientos se realizaron bajo las mismas
condiciones para asegurar la reproducibilidad de los resultados.

Estudios de compresion

Para realizar los estudios de compresion de los distintos geles se
utilizd un sistema electromecdnico para ensayos de materiales Instron,
Modelo 3345-53327. Se utilizaron geles sin células de ambos tipos de
agarosas a concentraciones del 2% y 2.5% para realizar las medidas.
Para obtener resultados fiables, la compresion se realizé suavemen-
te de modo que la fuerza normal que actuaba sobre la muestra era
siempre inferior a 0.05 N y la separacion placa-placa era de 3 mm. El
mddulo de Young (E) se calculé como la tangente de la porcién lineal
inicial de la curva esfuerzo-deformacion de cada prueba experimental,
mientras que los valores del esfuerzo a rotura (o) y de la deformacién a
rotura (€) se determinaron mediante la seleccion del punto de la curva
de esfuerzo-deformacién donde se produjo la fractura.

Tratamiento estadistico

Los datos obtenidos se analizaron, para la presencia de valores
atipicos, usando el test de Grubb (método ESD). Los andlisis estadisti-
cos se llevaron a cabo utilizando el programa informatico Statgraphics
Centurion XVI v.16.1.03 mediante ANOVA Simple. Seguidamente, se
realizd un test de Tukey para la comparacion entre grupos significati-
vamente diferentes, siendo considerados estadisticamente diferentes
cuando p<0.05.

RESULTADOS
Protocolo Procesamiento de Geles de Agarosa

Los geles de agarosa procesados mediante los protoco-
los T,, T, y T, nos permitieron obtener cortes de los mismos
tras la inclusidn en parafina, a diferencia de los geles some-
tidos al protocolo T,. En estos ultimos, los geles incluidos en
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parafina presentaron cierta dureza que impedia el corte de los
mismos.

Con microscopia Optica se observé una estructura fibrilar
tanto en T, como en T,, y que estaba ausente en T,. (Figura 1)

4x

40x

Figura 1. Imdgenes obtenidas por microscopia de los cortes de los
geles a los que se les realizo los protocolos de procesamiento T2, T3
y T4 a los aumentos 4x y 40x.

Caracterizacion de Agarosa Tipo | y Tipo VII
Liberacién de ADN

El analisis por espectrofotometria de la liberacién de ADN
(Figura 2), como resultado del dafio irreversible en la membrana
celular, pone de relieve que la liberacion de ADN es mayor en los
geles de agarosa Tipo | en relacién con la agarosa Tipo VIl al 2% y
2.5%, respectivamente, a los 2, 8 y 16 dias de cultivo. Mediante
el tratamiento estadistico de los resultados se observé que existia
una diferencia estadisticamente significativa de la liberacion de
ADN entre las distintas condiciones de cultivo (Tipo de agarosa y
concentracion) con un nivel del 95.0% de confianza. Para los dias
2y 8, mediante el Test de Tuckey, se distinguieron dos grupos ho-
mogéneos correspondientes a cada tipo de agarosa independien-
temente de la concentracion utilizada. Mientras que para el dia
16 dicho test establecié dos grupos homogéneos, uno formado
por la agarosa tipo | y la condicién agarosa tipo VIl al 2.5%, y otro
por la condicidn agarosa tipo VIl al 2%.

Evaluacién Histoldgica

El andlisis del area celular, en cada una de las condiciones
y en los distintos tiempos, puso de relieve en el dia 2 diferencias
estadisticamente significativas entre el tamafio y las condiciones
de cultivo, identificandose dos grupos (Figura 4, A), uno formado
por la agarosa Tipo | al 2% donde el tamafio es superior, y otro
grupo formado por las condiciones restantes. En el dia 8 (Figura 4,
B) no existian diferencias estadisticamente significativas entre el
tamafio y las condiciones de cultivo, identificandose un solo gru-
po homogéneo. Mientras que en el dia 16 (Figura 4, C) si existian
diferencias estadisticamente significativas entre el tamafio y las
condiciones de cultivo, identificandose tres grupos homogéneos.
El test de Tuckey establecid que la agarosa tipo VIl al 2% formaba
parte tanto del grupo “Agarosa tipo VIl al 2.5%"” como del grupo
“Agarosa tipo | al 2%.” A

Los resultados obtenidos de los analisis inmunohistoquimi-
cos resultaron ser positivos tanto para PCNA (Figura 3, A) como
Vimentina (Figura 3, B).

Estudios de compresidn

Tras la realizacion de los estudios de compresion se obtuvo
el médulo de Young o médulo de elasticidad y la Fuerza en el pun-
to de rotura para cada una de las condiciones (Tabla 2). Como se
puede observar el médulo de Young es mas pequeiio en los geles

Caracterizacion Agarosas |y VIl para uso en Ing. Tisular
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ADN Liberada - Dia §

AL Liberado - Dia 2
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C ADN Liberado - Dia 16

Figura 2. Representacion grdfica del ensayo de liberacion de
ADN. Liberacién de ADN Dia 2 (A), Dia 8 (B) y Dia 16 (C). Quedan
representados los niveles de liberacion de ADN (ng/ul) respecto
a las distintas condiciones de cultivo. Los grdficos representan la
media + SEM (n=9). Las letras simbolizan grupos con diferencias
estadisticamente significativas para cada Tratamiento (ANOVA
a una via, p < 0,05). El control negativo poseia un valor medio de
246.33 ng/ul.

| I | |

B

Figura 4. Representacion grdfica del ensayo de tamarfio celular.
Dia 2 (D), Dia 8 (E) y Dia 16 (F) quedan representados el drea
celular (um2) respecto a las distintas condiciones de cultivo. Los
grdficos representan la media + SEM (n=10). Las letras simbolizan
grupos con diferencias estadisticamente significativas para cada
Tratamiento (ANOVA a una via, p < 0,05).

A PCNA
AGAROSA AGAROSA AGAROSA AGAROSA
TIPO 1 - 2% TIPO 1 - 2.5% TIPO VII - 2% TIPO VII - 2.5%
2D @ . - L
L ]
8D 5 e ° ®
16D @ - ° ]

Figura 3. Resultados Inmunohistoquimica PCNA (A) y Vimentina (B).

del dia 2 que en los del dia 16, lo que indica que los geles con
el paso del tiempo van perdiendo elasticidad y volviéndose mas
rigidos, ademds alcanzan el punto de rotura a una compresion

Caracterizacion Agarosas | y VIl para uso en Ing. Tisular

B Vimentina
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Figura 3. Resultados Inmunohistoquimica PCNA (A) y Vimentina (B).

menor que sus homdlogos en dias anteriores. Es necesario des-
tacar, que los geles de agarosa Tipo | — 2.5% y Tipo VIl — 2% pre-
sentan comportamientos similares. La agarosa Tipo | — 2% por su
parte presenta mayor elasticidad pero resiste menos fuerza que
las otras condiciones, mientras que al Tipo VII — 2.5% le ocurre
justamente lo contrario, tiene un menor médulo de elasticidad
pero resiste mas fuerza.

Tras el analisis estadistico de los datos se observd que exis-
tian diferencias estadisticamente significativas entre las distintas
condiciones. Mediante el test de Tuckey, se identificaron tres
grupos homogéneos donde la condicién Tipo | — 2.5% y la Tipo
VIl — 2% formaban parte del mismo grupo. Asimismo existian di-
ferencias estadisticamente significativas entre el dia 2 y 16 para
cada una de las condiciones.

DISCUSION

Establecer un protocolo que permita el procesamientoy la
posterior inclusion de geles de agarosa en parafina contribuye
al estudio de este tipo de geles, y por tanto, a su desarrollo y
a la posibilidad de que en un futuro se extienda el uso de este
biomaterial en biomedicina. Los resultados obtenidos en este
trabajo demostraron que los protocolos T, T,y T, permitian
obtener cortes al micrétomo y posteriormente realizar analisis
histoldgicos. En este caso se decidid utilizar T, porque sus tiem-
pos eran intermedios con respecto a los otros dos protocolos,
dandonos un margen de 5 minutos en cada uno de los pasos de
deshidratacion e inclusion. Ademas como se puede observar en
la Figura 1, en los cortes obtenidos por T, se distingue la estruc-
tura fibrilar de los geles de agarosa (22), fo que indica que el gel
sigue manteniendo su estructura tras el procesamiento.

En cuanto a la caracterizacion de los distintos tipos de aga-
rosa, los estudios de integridad de la membrana celular, por la me-
dida de la liberacién del ADN al medio, mostraron que las células
cultivadas en agarosa tipo VIl liberan menor cantidad de ADN que
las cultivadas en agarosa tipo I. Esto revela que las células culti-
vadas en agarosa tipo VIl presentan mayor viabilidad que las cul-
tivadas en agarosa tipo I. Ademas, existen diferencias estadistica-
mente significativas entre ambos tipos de agarosas, mientras que
la concentracion de agarosa parece no afectar en gran medida a
la viabilidad celular. De manera que podemos establecer que la
viabilidad de los condrocitos se ve afectada principalmente por el
tipo de agarosa utilizada para su cultivo. Esto se puede deber, prin-
cipalmente, al hecho de que a la hora de elaborar el constructo
la agarosa tipo | necesita una temperatura algo mayor a los 352C
para mantenerse liquida y poder obtener el gel con las células en
suinterior, lo que puede afectar a la integridad de la célula y puede
favorecer a una muerte prematura de la misma.

Por otro lado, el tamafio celular que presentan los condrocitos
se ve mas afectado con el paso del tiempo que con el tipo de agarosa
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Tipo | — 2.5%**

Tipo VII — 2%**

Tipo VIl — 2.5%***

1.7115 £ 0.2400

1.6145 T 0.4045

3.1675 £ 0.4739

0.0034 £ 0.0005

0.0032 £ 0.0008

0.0063 £ 0.0009

24.956 T 3.402

28.977 £ 5816

29.556 £7.716

0.0270 £ 0.0056

0.0225 £ 0.0073

0.0388 £ 0.0094

Tipo | — 2.5%**

Tipo VIl — 2%**

Tipo VII — 2.5%***

1.0469 *0.1441

1.4060 £ 0.3246

1.9728 £ 0.2545

0.0021 ¥ 0.0003

0.0029 £ 0.0007

0.0040 * 0.0005

41.442 £ 3507

49.782 £3.791

442531742

Tipo | - 2%*
Punto Rotura (N) 0.4648 £ 0.0584
o (mm) 0.0009 T 0.0001
Dia 2 £ (%) 31.264 £3.971
E (MPa) 0.0059 T 0.0001
Tipo | —2%*
Punto Rotura (N) 0.3571 £ 0.1054
o (mm) 0.0013 £ 0.0002
Dia 16 € (%) 34.140 £ 2.715
E (MPa) 0.0720 £ 0.0103

0.0992 £ 0.0110

0.1065 £ 0.0248

0.1731 £ 0.0266

Tabla 2. Resultados obtenidos de las pruebas de compresion realizadas. Se representan la media * Desviacion Estdndar (n=10) del Punto
de Rotura, esfuerzo a rotura (o), deformacion a rotura (€) y el médulo de Young (E). Las asteriscos (*) simbolizan grupos con diferencias

estadisticamente significativas para cada condicion (ANOVA a una via, p < 0,05).

y la concentracidn utilizada, aunque aparezcan pequefias diferencias
en dias mas tempranos. Se puede observar que en el dia 8 de cultivo
todos los condrocitos presentan aproximadamente un tamafio similar
independientemente de la condicidn de cultivo. Es en el dia 16 cuando
ya aparecen mas diferencias, las cuales se pueden deber principal-
mente al tiempo en cultivo y a la degradacién que va sufriendo la aga-
rosa, la cual se va deshidratando, lo que explicaria la disminucién del
tamainio celular. Por lo tanto, el tamario celular no se ve afectado por la
condicién de cultivo, sin embargo, la degradacién que sufre la agarosa
en el tiempo hace que disminuya el tamafio celular y que aparezcan
diferencias en el mismo.

Por otra parte, el resultado de los analisis inmunohistoquimicos re-
alizados pone de relieve que los condrocitos son viables y que presentan
una estructura adecuada durante el tiempo de estudio, independiente-
mente del tipo de agarosa y la concentracion utilizada, lo que deja claro
que la agarosa favorece el crecimiento de los condrocitos en cultivo.

En cuanto al estudio de compresion de los Geles, ha demostrado
que el paso del tiempo hace que el médulo de Young o médulo de
elasticidad de los geles aumente, lo que se traduce en un aumento
de la rigidez. Este aumento de la rigidez hace que los geles sean mas
fragiles y disminuyan su resistencia a la compresion. Este efecto se pu-
ede explicar por la degradacion que sufre la agarosa con el paso del
tiempo (23). Por otro lado, los geles de agarosa tipo | presentan menor
resistencia a la compresion que los geles de agarosa tipo VIl a la misma
concentracion. Asimismo, los geles de agarosa a concentraciones del
2% presentan menor resistencia a la compresion que los geles a una
concentracion del 2.5%. Sin embargo, es importante destacar que el
estudio pone de relieve que la agarosa tipo | al 2.5% presenta un com-
portamiento reoldgico similar a la tipo VIl al 2%. En este caso, seria
importante tener en cuenta las caracteristicas biomecanicas del tejido
humano que se quiere obtener por Ingenieria Tisular.

CONCLUSION

El Protocolo propuesto para el procesamiento y posterior
inclusion de geles de agarosa en parafina en este trabajo permite
realizar el andlisis histoldgico de los mismos, haciendo posible en
este caso la caracterizacion de la agarosa tipo | y tipo VII.

En el presente trabajo se ha podido comprobar que los
condrocitos crecen en ambos tipos de agarosa. Sin embargo, se
ha podido observar que la agarosa tipo VIl favorece el desarro-
llo y supervivencia celular durante el tiempo de estudio frente
a la agarosa tipo |. Las investigaciones realizadas en este campo
permitiran, por tanto, el abrir nuevas vias de trabajo en la rege-
neracion de cartilago.
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Analisis de biocompatibilidad de cementos
iondmero de vidrio de alta viscosidad

Analysis of the biocompatibility of high viscosity glass ionomer cements
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Resumen Palabras clave:

Objetivo: El objetivo del presente trabajo ha sido analizar la biocompatibilidad de dos cementos ionomero Biocompatibilidad, cementos de
de vidrio de alta viscosidad (CIVAV) en un modelo experimental in vitro de fibroblastos gingivales humanos ionémero de vidrio, fibroblastos
utilizando criterios morfolégicos, bioquimicos y metabdlicos. gingivales humanos.

Metodos: Fibroblastos gingivales humanos fueron cultivados en placa de 24 pocillos en una concentracion
de 2x10° células/500 ul de medio cultivo DMEM. Las células fueron expuestas, durante 72 horas, a discos
de 2 mm de didmetro y 1 mm de espesor de dos CIVAV EQUIA Forte Fil (EFT) (GC Corporation, Japan) y
EQUIA Fil (EFL) (GC Corporation, Japan). Para analizar las posibles alteraciones morfoldgicas, las células
fueron examinadas mediante microscopia dptica. Se utilizé para analizar proliferacion celular la técnica de
WTS-1 y para detectar alteraciones en la membrana nuclear se utilizé test de ADN libre. El control positivo
fue fibroblastos cultivados en medio DMEM (CM) y el control negativo fue fibroblastos incubados en 2%
tritdn X-100 (CT). Para determinar diferencias globales entre todos los grupos experimentales se empleé la
prueba de Kruskal-Wallis y una p< 0,05.

Resultados: La microscopia éptica no mostrd alteraciones morfoldgicas en las células expuestas a los
iondmeros analizados. Asimismo, la identificacion de ADN mostré un comportamiento homogeneo entre
EFT, EFL y el control positivo no existiendo diferencias estadisticamente significativas (p<0,05). El analisis
de proliferacion celular resulté en EFT: 95,73 % y en EFL: 82,61 %, mostrando diferencias estadisticamente
significativas entre todos los grupos experimentales (p<0,001).

Conclusion: Los CIVAV muestran un comportamiento de biocompatibilidad aceptable en un modelo
experimental in vitro de fibroblastos gingivales humanos. Estos biomateriales podrian ser materiales
de eleccion para resolver de manera mds simple obturaciones que necesitan realizarse en cavidades en
dentina profunda.

Abstract

Objetive: The objetive of this study was to analize the biocompatibility of two high viscosity glass Keywords: Biocompatibility,
ionomer cements (CIVAV) in in vitro experimental model of human gingival fibroblast using by metabolic, glass ionomer cements, human
biochemical and morphology criteria. gingival fibroblasts

Methods: Human gingival fibroblasts were plated on 24-well plate inserts at final concentration of 2x10°
cells/500 ul of DMEM culture medium were used. Cells were exposed during 72 hours to discs of 2 mm
diameter and 1 mm of thickness of a CIVAV EQUIA Forte Fil (EFT) (GC Corporation, Japan), and EQUIA Fil
(EFL) (GC Corporation). To analyze morphological alterations, cells were examined by light microscopy. In
addition, for cell proliferation analysis, WTS-1 technique was used and nuclear membrane alterations were
determined by quantification of free DNA. The fibroblasts cultured in DMEM medium (CM) were positive
control and fibroblasts incubated in 2% Triton X (CT) were negative control. To determine global differences
between the experimental groups Kruskal-Wallis test was used (p<0.05).

Results: The results did not show significant morphological changes in cells exposed to biomaterials.
Moreover, DNA test showed similar result in EFT, EFL and positive control without differences statistically
significant (p<0.05). The results in cell proliferation assays were: EFT: 95.73 % and EFL: 82.61 %, and showed
differences statistically significant between the experimental groups (p<0.001).

Conclusion: CIVAV showed an acceptable behavior of biocompatibility in the in vitro experimental model
of human gingival fibroblasts. These biomaterials could be selected in restauration of cavities with highly
compromised dentine surface.
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INTRODUCCION

Los cementos iondmero de vidrio son biomateriales uti-
lizados en la proteccién y sellado del complejo dentinopulpar
debido a su capacidad para adherirse a estructuras dentales,
en especial a la dentina (1, 2). En este contexto, los bioma-
teriales, ademas de sus buenas propiedades fisicas, deben
ser biocompatibles con la finalidad de promover la preser-
vacion del tejido pulpar y su normal funcionalidad. En este
sentido, estudios previos han demostrado que los cementos
iondmero de vidrio modificados con resina son mas citoto-
xicos que los cementos iondmero de vidrio convencionales,
esto es debido a la presencia de mondmeros resinosos en su
composicion (3). Asimismo, se ha demostrado que los mo-
némeros resinosos como el HEMA (2-hidroxietilmetacrilato),
BIS-GMA (bis-glicidil — metacrilato), TEGDMA (trietilenglicol-
dimetacrilato) y UDMA (uretanodimetacrilato), son citotoxi-
cos, al analizarlos por separado o bien en forma combinada,
en dosis y tiempos diferentes sobre distintas lineas celulares
(4-7). En consecuencia, esto exige por parte del profesional
seleccionar el material adecuado para cada situacién clinica
valorando ademas el sustrato dentario donde va tomar con-
tacto el biomaterial.

En la actualidad han surgido nuevos cementos ionéme-
ro de vidrio convencionales de alta viscosidad que permiten
obturar en bloque de hasta 4 mm del biomaterial en una
cavidad dentaria y de esta manera simplificar las maniobras
operatorias. Esto es posible ya que se incorporaron cambios
en la composicion de estos biomateriales con la finalidad
de aumentar la dureza, la resistencia y ademds mejorar su
translucidez y coloracién natural (8). De manera que estos
biomateriales ademas de ser utilizados en dentina profunda
como protectores del complejo dentino-pulpar, permiten en
forma simultdnea funcionar como materiales de restauracion
de una preparacién cavitaria.

Los cambios en la composicidon de estos biomateriales
exige realizar un control de calidad de los mismos anali-
zando entre otras las propiedades de biocompatibilidad
(9). En el control de calidad de la biocompatibilidad de
biomateriales odontoldgicos los modelos experimentales
in vitro son necesarios y recomendados por ANSI/ADA para
conocer en profundidad los mecanismos de accion de los
mismos (10); y en este sentido, en la actualidad se dispo-
nen de distintos ensayos que analizan la viabilidad celular
teniendo en cuenta criterios morfolédgicos, bioquimicos y
metabdlicos (6, 11).

A partir de lo expuesto en este trabajo nuestro obje-
tivo ha sido analizar la biocompatibilidad de dos cementos
ionémero de vidrio convencionales de alta viscosidad en
un modelo experimental in vitro de fibroblastos gingivales
humanos utilizando criterios morfoldgicos, bioquimicos y
metabdlicos.

MATERIAL Y METODOS

Cultivo celular y tratamiento.

Fibroblastos gingivales humanos fueron cultivados en
un medio de cultivo DMEM rico en glucosa (Sigma-Aldrich
Ref. D5796) suplementado con antibidticos-antimicoticos
(100U/ml de penicilina G, 100 mg/ml de estreptomicina y
0.25mg/ml de anfotericina B; Sigma-Aldrich Ref. A5955) y
suero bovino fetal (SBF) (Sigma-Aldrich Ref. F9665) al 10.0 %.
Las células luego fueron cultivadas en placas de 24 pocillos
a una concentracién de 20000 células/500 ul de medio de
cultivo DMEM, con 10.0 % SBF y antibiodticos y se incubaron a
372 C con un 5.0 % de diéxido de carbono durante 24 horas.
Cumplido este tiempo y obtenida la adhesion de las células a
la base de cada uno de los pocillos, fueron lavados con PBS y
recibieron 500 pl de medio de cultivo DMEM.
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Los biomateriales utilizados fueron el cemento ionémero
de vidrio EQUIA Forte Fil (EFT) (GC Corporation, Japan) y EQUIA
Fil (EFL) (GC Corporation, Japan). Los mismos fueron preparados
segun las recomendaciones del fabricante e insertados en moldes
siliconados cilindricos con una apertura de 2 mm de didmetro y
1 mm de espesor. Los mismos fueron polimerizados por reaccién
quimica a los 5 minutos y posteriormente fueron extraidos de los
moldes siliconados y colocados sobre un inserto (Transwell) que
posee una membrana de poliester microporosa en la base con
poros de 0,4 um (Costar, Corning; Corning, NY, USA). Se incorporé
a cada pocillo, con las células y los insertos, 1500 pl de medio de
cultivo hasta cubrir el biomaterial. De esta manera se garantizé
que las particulas del biomaterial que se desprendieran fluyeran
a través de la membrana y tomaran contacto con las células. Las
células sometidas a la accidn de los distintos cementos ionémero
de vidrio fueron analizadas a las 72 horas. Como control positivo
(100% citotodxico) se utilizd Control Tritén X-100 al 2.0% (Sigma-
Aldrich) (CT) y como control negativo (no citotdxico) se utilizd
medio de cultivo DMEM (CM).

Andlisis Morfolégico.

Con el objetivo de analizar las posibles alteraciones
morfoldgicas de los fibroblastos gingivales humanos tras la
exposicion a los diferentes cementos ionémero de vidrio las
células adheridas a la superficie de los pocillos fueron observadas
y analizadas con un microscopio 6ptico de luz invertida (Nikon
Eclipse 90i, Tokio, Japan), como previamente fue descrito (3)

Andlisis de proliferacion celular mediante test WST-1.

Se determind la biocompatibilidad de los distintos cementos
de iondmero de vidrio usando el test de WST-1; para ello se
retird el sobrenadante del medio de cultivo de cada pocillo y las
células fueron lavadas con PBS. Posteriormente se agregd a los
pocillos una alicuota del reactivo de WST-1 (Roche, Germany) en
una concentracién de 10.0 pL en 100.0 pL de medio de cultivo.
Las células fueron incubadas en esa solucién durante 4 horas y
posteriormente se evalud la viabilidad usando un lector de placas
(Biochrom® Asys UVM340) estableciendo como longitud de onda
un rango de 450-620 nm.

Test de cuantificacion de ADN libre.

Se identificé y cuantificé el ADN liberado al medio de cultivo
como consecuencia de la muerte celular. Para ello, se tomé del
sobrenadante de cada pocillo donde las células habian sido
cultivadas, 10.0uL de medio y se llevd a un espectofotometro
Thermo Scientific Nano drop 2000 (longitud de onda 260-280
nm.).

Andlisis estadistico.

Para determinar diferencias globales entre todos los
grupos experimentales se empled la prueba de Kruskal-Wallis.
Los resultados con un valor de p < 0,05 se consideré como
estadisticamente significativo.

RESULTADOS

Analisis morfolégicos

Los fibroblastos gingivales humanos pertenecientes al
control negativo (CM) y a los distintos cementos ionomero
de vidrio EFT y EFL, se muestran con una morfologia normal
caracterizada por células con formas de finas prolongaciones
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alargadas o estrelladas (Figura 1 A, B, C). Por el contrario, las
células del control positivo (CT) se muestran con alteraciones
morfoldgicas caracterizadas por poseer formas esféricas y
ruptura de sus membranas celulares (Figura 1 D).

Figura 1. Se observan las caracteristicas morfoldgicas
de los fibroblastos gingivales humanos de los grupos
experimentales control negativo (A), control positivo (B),
y de la exposicion de las mismas a los cementos iondmero
de vidrio de alta viscosidad Equia Fill (C) y Equia Forte (D)
durante 72 horas.

Andlisis de proliferacion celular mediante test WST-1

Cuando evaluamos los fibroblastos gingivales humanos
expuestos al cemento iondmero de vidrio EFT observamos
valores de absorbancia de 1.840 * 0.14 y un equivalente
a proliferacién celular del 95.73 %, mientras que cuando
esas células son expuestas a EFL los valores de absorbancia
fueronde 1.587 £ 0.086 y la proliferacién celular del 82.61 %.
Para el control positivo la absorbancia fue de 2.156 + 0.032
y la proliferacién celular del 100.0 %, mientras que para el
control negativo los resultados fueron 0.23 de absorbancia
y 0.0 % de proliferacion celular (Figuras 2a y 2b, Tabla 1).
Todos los grupos se diferenciaron significativamente entre
si (p<0.05).

Test de cuantificacion de ADN libre

La identificacion de ADN liberado al medio de cultivo mostré
gue las muestras en la cual las células fueron expuestas a EFT (142.7
+ 5,5 pg), EFL (140 = 2 pg) y el control positivo (139.6 + 1.9 ug)
constituyen un grupo homogéneo, sin diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05). Este grupo homogéneo si posee diferencias
estadisticamente significativas (p>0.001) cuando se lo compara con
el control negative (1241.7 + 95.2 pg), en el cual se observan
mayores concentraciones de ADN liberado al medio de
cultivo (Figura 3, Tabla 2 - ver pagina siguiente).

DISCUSION

Nuestros resultados permitieron determinar que los
cementos ionémero de vidrio de alta viscosidad analizados en un
modelo experimental in vitro de fibroblastos gingivales humanos
mostraron niveles aceptables de biocompatibilidad.
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Figura 2. Se representan los resultados de WST-1 expresados
en valores de absorbancia (2A) y en porcentaje de proliferacion
celular (2B) de fibroblastos gingivales humanos expuestos a
distintos cementos iondmero de vidrio de alta viscosidad Equia
Forte (EFT) y Equia Fill (EFL) y de los controles positivo y negativo.

WST -1
GRUPO EFL EFT Control (+) | Control (-)
EFL - 0,047 <0,001 0,031
EFT 0,047 - 0,031 <0,001
Control (+) <0,001 0,031 - <0,001
Control (-) 0,031 <0,001 <0,001 -

Tabla 1. Se observan los valores de significacion estadistica
de contrastes multiples entre grupos (p-valores) obtenidos
mediante el test de Kruskal Wallis sobre los resultados de
absorbancia del test de WST-1.
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Figura 3. Se expresa la liberacion de ADN al medio (ugr/ul) de
fibroblastos gingivales humanos expuestos a distintos cementos
ionomero de vidrio de alta viscosidad Equia Fill (EFL) y Equia
Forte (EFT) y se exponen los resultados de los controles positivo
y negativos.

ADN
GRUPO EFL EFT Control (+) | Control (-)
EFL - 0,959 0,435 <0,001
EFT 0,959 - 0,466 <0,001
Control (+) 0,435 0,466 - <0,001
Control (-) <0,001 <0,001 <0,001 -

Tabla 2. Se observan los valores de significacion estadistica
de contrastes multiples entre grupos (p-valores) obtenidos
mediante el test de Kruskal Wallis sobre la concentracion de
ADN (ug/mL) liberado al medio de cultivo.

Las razones por las que hemos utilizado fibroblastos
gingivales humanos se deben a que diversos autores han
demostrado que es un modelo experimental idéneo para valorar
biocompatibilidad de biomateriales odontoldgicos, en especial
cementos iondmero de vidrios, porque las mismas pertenecen
a un entorno bucal y porque permiten realizar determinaciones
morfoldgicas, bioquimicas y metabdlicas con un alto grado de
fiabilidad (3, 7, 12, 13).

Seleccionamos en este trabajo dos cementos de ionémero
de vidrio de alta viscosidad, en este caso EFT y EFL, que son dos
biomateriales que, si bien tienen el mismo objetivo, es decir,
obturar una cavidad en bloque de 4.0mm vy asi simplificar
las maniobras operatorias, poseen algunas variaciones en
su composicién quimica. En este sentido, (8) han valorado
la citotoxicidad de ionomeros convencionales, pero ha
incorporado una variante que es agregar a esos biomateriales
nanoparticulas de hidroxiapatita y silice con la finalidad de
simular ionomeros de alta viscosidad.

Biocompatibilidad de lonémeros de Vidrio

Ismael Angel Rodriguez

Cuando analizamos la biocompatibilidad mediante la
microscopia 6ptica para valorar determinaciones morfoldgicas,
observamos que las células del control positivo y las expuestas
a los iondmeros EFT y EFL presentaban formas ortotipicas
caracterizadas por fibroblastos con aspectos ahusados o
estrellados. Estos resultados coinciden con los mostrados por
Rodriguez o Noorani donde los mismos observan que células
en contacto con cementos ionédmero de vidrio convencionales
a las 72 horas presentaban las mismas formas. Asimismo,
Noorani muestra similares resultados cuando pone en
contacto un cemento iondmero de vidrio convencional de alta
viscosidad. Sin embargo, cuando los cementos ionédmero de
vidrio incorporan resina en su composicidn, diversos autores
han mostrado que las células sufren alteraciones morfolégicas
que se caracterizan por la presencia de células con formas
redondas y ruptura de la membrana plasmatica (3, 14, 15).

Cuando analizamos la proliferacion celular observamos
que con EFT fue del orden del 95,73% y EFL de 82,61 %,
en ambos casos la viabilidad celular es alta, mas si se la
compara con el control negativo. De todas maneras, cuando
a estos biomateriales los comparamos con el control positivo,
observamos que la disminucion de la viabilidad la diferencia
fue estadisticamente significativa. Esa ligera disminucién
en la viabilidad podria deberse a la presencia de pequeias
particulas de aluminio y otros iones metdlicos, entre ellos
el zinc, presentes en los cementos iondmero de vidrio
convencionales (16, 17). Nuestros hallazgos coinciden con
Costa et al 1999, quienes utilizando el test MTT, un método
con una misma fundamentacion técnica a la por nosotros
desarrollada, observaron que un cemento ionédmero de vidrio
convencional producia a las 72 horas citotoxicidad sobre
células odontoblasticas MDPC-23, de todas maneras esa
citotoxicidad era marcadamente inferior a la observada con los
cementos iondmero de vidrio modificados con resinas.

En este trabajo se utilizé también para valorar viabilidad
celular el test de ADN. Este método que permite detectar por
espectrofotometria los fragmentos de ADN liberados al medio
de cultivo ha sido utilizado por otros autores y ha mostrado
un alto nivel de fiabillidad (18). En nuestro trabajo al analizar
la biocompatibilidad mediante este test, se observd que los
fibroblastos expuestos a los iondmeros EFT y EFL mostraban
niveles de ADN similares al control negativo. Esto permite
interpretar que tanto EFT y EFL no afectan la permeabilidad
de la membrana nuclear de las células y por tanto confirman el
caracter inocuo de estos biomateriales.

CONCLUSION

La incorporacién a los cementos iondmero de vidrio de
hidroxiapatita y silice no genera alteraciones celulares de
magnitud en un modelo experimental in vitro de fibroblastos
gingivales humanos. En este sentido, los cementos iondmero
de vidrio de alta viscosidad podrian ser materiales de eleccion
para resolver de manera mas simple obturaciones que
necesitan realizarse en cavidades en dentina profunda.
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Resumen

Objetivo. Se buscé determinar si los habitos de actividad fisica y ejercicio de un grupo de médicos generales Palabras clave: Médicos

de Costa Rica se asocian con su conocimiento tedrico de las recomendaciones actuales de actividad fisica y generales, actividad motora,
ejercicio para poblacidn adulta sana. Como objetivo secundario, se buscé recolectar informacién demografica y Costa Rica.

antropométrica de una muestra de médicos generales provenientes de todo el pais.

Material y método. Se realizé un estudio descriptivo de corte transversal a partir del Cuestionario Internacional
de Actividad Fisica, y se cred y validd un cuestionario de conocimientos minimos que deberia tener un médico
general acerca de recomendaciones de actividad fisica y ejercicio para poblacién adulta sana establecidas por el
Colegio Americano de Medicina del Deporte. Se midieron variables antropométricas con una balanza Omron®.
Resultados. De los 619 médicos generales graduados en el 2017, 531 respondieron el instrumento escrito
(85.78%). En promedio, los participantes dedicaban 192.28 minutos por semana a realizar actividad fisica de
intensidad moderada o alta. Aquellos médicos fisicamente inactivos mostraron menor conocimiento de las
recomendaciones de actividad fisica y ejercicio para poblacion adulta sana (Rho = —0.091, p = 0.037). El 80.6%
de los participantes (n = 428) respondié en forma correcta solamente dos o menos preguntas relacionadas con
dichas recomendaciones.

Conclusién. Es de gran importancia que las universidades que imparten la carrera de Medicina en Costa Rica
refuercen esta drea de conocimiento en las mallas curriculares, dada la abundante evidencia cientifica que
demuestra los beneficios de la actividad fisica y el ejercicio como prevencién primaria de multiples patologias.

Abstract

Objective. The aim of the study was to determine if physical activity and exercise habits from a group of Costa Keywords: General

Rican general practitioners are related to their knowledge of the current recommendations of physical activity Practitioners, Motor Activity,
and exercise for healthy adults. As a secondary objective, demographic and anthropometric was collected from a Costa Rica.

sample of general practitioners from all over the country.

Methods. A cross-sectional descriptive study was carried out based on the International Physical Activity
Questionnaire, and a questionnaire was created and validated regarding the minimum knowledge that a general
practitioner should have based on the recommendations on physical activity and exercise for healthy adults from
the American College of Sports Medicine. Several anthropometric variables were measured with an Omron® body
analyzer scale.

Results. Out of the 619 newly graduated general physicians in 2017, 531 of them answered the questionnaire
(85.78%). On average, the participants spent 192.28 minutes per week on moderate-to-vigorous physical
activities. Those physicians who were physically inactive had a lower knowledge of the basic recommendations
on physical activity and exercise (Rho =—0.091, p = 0.037). Besides, 80.6% of the participants (n = 428) answered
correctly to just two or less of the questions regarding those recommendations.

Conclusion. It is of great importance that the universities in Costa Rica that offer a medical career reinforce this
field of knowledge in their curricula, given the abundant scientific evidence that demonstrates the benefits of
physical activity and exercise as primary prevention for multiple diseases.
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INTRODUCCION

La actividad fisica (AF) regular ha mostrado beneficios
similares a los de farmacos convencionales utilizados para
tratar la insuficiencia cardiaca, la diabetes, y en la prevencién
de enfermedad arterial coronaria (1). Existe amplia evidencia
cientifica que respalda que la AF y el ejercicio pueden ser
considerados un tratamiento médico, y que los médicos deberian
promoverloy prescribirlo mas a sus pacientes (2). Adicionalmente,
se ha determinado que los profesionales en Medicina que son
fisicamente mas activos son quienes mas promocionan la AF y
el ejercicio entre sus pacientes, y cumplen un rol como modelos
sociales cuyos propios habitos de vida influyen en su practica
clinica y la credibilidad que desarrollan ante sus pacientes (3-5).

Sin embargo, una barrera que enfrentan los médicos
para brindar recomendaciones correctas de AF y ejercicio a sus
pacientes es la falta de conocimiento teédrico en dicho campo (6).
Esto ha originado reformas curriculares en paises como Estados
Unidosy Canada, que buscan que las y los estudiantes de medicina
adquieran los conocimientos necesarios para posteriormente
brindar recomendaciones correctas de AF y ejercicio (7-10).

Asimismo, se han evaluado los alcances de una mayor
promocion de la AF y el ejercicio en el nivel primario de atencion,
como lo demuestran estudios en Espafia (11), Australia (12,13),
Suiza (14) y Alemania (15). Sin embargo, a pesar de que el 80%
de las muertes por inactividad fisica y enfermedades crénicas
ocurren en paises de bajos recursos econémicos (5), son pocos
los estudios que han abordado esta tematica en dichos contextos.
En Latinoamérica, Colombia (16), Argentina (17) y Brasil (18)
son algunos ejemplos. Hasta donde los autores tenemos
conocimiento, esta es la primera investigacion en Costa Rica que
aborda esta tematica y que, adicionalmente, recaba informacién
demografica y antropométrica de una muestra de médicos
generales provenientes de todo el pais.

OBJETIVO

Determinar si los habitos de actividad fisica y ejercicio de un
grupo de médicos generales de Costa Rica estan relacionados con
su conocimiento tedrico de algunas recomendaciones basicas de
AF y ejercicio para poblacién adulta sana.

MATERIAL Y METODO

Disefio

Estudio observacional de corte transversal a partir de la
aplicacion presencial de cuestionarios impresos disefiados para
la investigacién, y medicion de variables antropométricas con
balanzas de bioimpedancia Omron®.

Poblacién de interés

Médicas y médicos generales de Costa Rica que hubieran
concluido sus estudios universitarios en el afio 2016, sin distincion
de la universidad de procedencia, y que en el mes de enero 2017
se hubiesen inscrito en el Curso de Etica Médica del Colegio de
Médicos y Cirujanos de Costa Rica. En total, 619 profesionales
recién egresados matricularon dicho curso. Se escogié un grupo
de médicos generales recién graduados con el objetivo de
normalizar el nivel de experiencia laboral.

Seleccion de la muestra, lugar y momento de ejecucion de
la investigacion
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Seleccién por muestreo no probabilistico (muestra
por conveniencia). Se aplicaron los cuestionarios escritos a los
619 médicos generales que asistieron al Curso de Etica Médica
del Colegio de Médicos y Cirujanos de Costa Rica en el mes de
enero 2017. El lugar de aplicacion fue el auditorio principal de
dicho colegio profesional. Asimismo, se solicitd la participacion
voluntaria en las mediciones antropométricas. La aplicacidén
de los instrumentos y la toma de mediciones fueron realizadas
en tres semanas distintas, ya que los 619 médicos inscritos en
el curso fueron distribuidos en tres grupos para ajustarse a la
capacidad del espacio fisico.

Criterios de inclusion y exclusion

Fueron incluidos aquellos participantes que completaron
en su totalidad el cuestionario escrito. Asimismo, la participacion
en el cuestionario escrito no fue excluyente de la medicidn
antropométrica, y viceversa (se podia participar Unicamente en
alguna, o en ambas partes del estudio).

Instrumentos y mediciones

Cuestionario impreso constituido por los siguientes
apartados: (a) Consentimiento informado para participar en
estudio observacional de caracter anénimo; (b) Cuestionario
de AF cotidiana; (c) Cuestionario de algunos conocimientos
requeridos para brindar recomendaciones basicas de AF y
ejercicio a poblacidn adulta sana; (d) Preguntas cerradas (si / no)
acerca de la formacién académica acerca de recomendaciones
de AF y ejercicio para poblacidn adulta sana; y (e) Una pregunta
abierta (definir el concepto de ejercicio fisico).

Para fines de unificacidn conceptual, los términos “actividad
fisica” y “ejercicio” se basaron en las definiciones de Caspersen
et al. (19), quienes se refieren a AF como cualquier movimiento
corporal producido por la musculatura esquelética que resulte
en gasto energético, y ejercicio como aquella AF planeada,
estructurada y repetitiva cuyo objetivo es el mejoramiento o
mantenimiento de la aptitud fisica.

El cuestionario de AF se basé en el International Physical
Activity Questionnaire (IPAQ), del cual se ha demostrado su
confiabilidad y validez a través de replicaciones en muchos
paises (20). Se empled la versidn en idioma espafiol, de la cual
se utilizaron Unicamente los siguientes apartados debido al
tiempo que fue concedido para la aplicacion del instrumento
en el contexto en que se hizo: tipo de ejercicio practicado
frecuentemente por el sujeto, frecuencia semanal, tiempo
dedicado en cada sesién (en minutos), tiempo dedicado cada
dia a actividades cotidianas.

El cuestionario de conocimientos requeridos para brindar
recomendaciones basicas de AF y ejercicio a poblacion adulta sana
fue disefiado por los autores como parte de esta investigacion,
con base en los lineamientos del American College of Sports
Medicine (ACSM) y Pescatello (21), y Riebe et al. (22).

La segunda parte del estudio consisti6 en la medicion
antropométrica mediante una Balanza con Analizador de Fitness
Omrom®, modelo HBF-510LA. De cada participante se registré
su edad, sexo y talla (autorreportada). Fueron medidas cinco
variables antropométricas: masa corporal (kg), grasa corporal
(%), grasa visceral (%), indice de masa corporal (IMC), y musculo
esquelético (%). Se emplearon los rangos establecidos en el
manual de usuario de la balanza para clasificar los valores
como bajos, normales, altos o muy altos. Se siguieron las
recomendaciones establecidas en el manual de usuario para el
protocolo de toma correcta de las mediciones.

Analisis estadistico
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Pruebas descriptivas generales, pruebas de Levene
para homogeneidad de varianzas, pruebas de normalidad de
Kolmogorov-Smirnov, correlaciones de Pearson y de Spearman,
distribuciones de frecuencias, pruebas de Chi-cuadrado, vy
coeficientes Phi.

Para el cuestionario creado como parte de esta
investigacién se determind la validez de contenido mediante
juicio de expertos siguiendo los pasos propuestos por Crocker
y Algina (23). Se empleé la féormula Content Validity Ratio (CVR)
propuesta en 1975 por Lawshe (24), y se utilizaron los puntos
de corte propuestos por Ayre y Scally (25). La confiabilidad
de consistencia interna se estimé mediante la formula KR-
20 (26), por tratarse de preguntas de seleccién multiple con
una unica opcidn de respuesta correcta (escala dicotomica).
Adicionalmente, se calcularon los siguientes indicadores:
indices de dificultad (InDif), indices de discriminacion (InDis)
y correlaciones biseriales puntuales (CBP).

Se empled el paquete estadistico SPSS® versién 20.0 asi
como Microsoft Excel® 2010. El almacenamiento y gestién de las
referencias bibliograficas se realizd con el software Mendeley®
Desktop version 1.16.3.

Consideraciones éticas

Se elaboré un consentimiento informado detallado que
explicéd la finalidad del estudio, la participacién voluntaria y
andnima de cada sujeto, asi como la confidencialidad en el manejo
de la informacion. Cada médico leyd dicho consentimiento, y lo
firmo en caso de aceptacidn. Se entregd a cada persona una copia
de dicho documento, firmada por el investigador principal.

RESULTADOS

El 85.78% de los médicos generales costarricenses que se
graduaron en 2017 completaron el cuestionario (N = 531). La
tabla 1 muestra las caracteristicas demograficas principales de
la muestra. Por otra parte, el 29.75% de los participantes (N =
158) accedié a realizarse mediciones antropométricas, cuyos
resultados pueden ser consultados en la tabla 2.

Del total de 304 mujeres, 187 de ellas afirmaron realizar
ejercicio (61.51%), mientras que de los 227 hombres, 188
lo hicieron (82.82%). Realizar ejercicio dependia del sexo
(x> = 28.435, p < 0.001), con un nivel de asociacion débil
que sefiala que era mas probable que una persona de la
muestra que afirmara realizarlo fuera hombre (Phi = 0.231,
p < 0.001). En promedio, los sujetos dedicaban 192.28
minutos semanales a dicha actividad, sin diferencias por
sexo (t = —1.524, p = 0.128). Los ejercicios mas realizados
correspondieron a correr (31.26%), entrenamiento contra
resistencia en gimnasio (23.91%), caminar rapido (16.19%)
y jugar al fatbol (14.87%).

No se encontraron diferencias en el medio de transporte
utilizado por las y los participantes en funcién de su sexo (Chi
2=4.567, p=0.102). Del total de participantes de la muestra,
el 56.87% (N = 302) se desplaza utilizando vehiculo particular,
mientras que un 30.89% (n = 164) hace uso del transporte
publico y solamente un 12.24% (N = 65) se desplaza a pie o
en bicicleta.

Cuestionario de conocimientos basicos para brindar
recomendaciones de AF y ejercicio a poblacion adulta sana

Previo a la ejecucién de la investigacion, el cuestionario
contaba con 7 items. En la prueba de validez por juicio de expertos
se obtuvo un CVR = 1 en los items 3, 4, 5y 7; en los items 1y 2,
CVR =0.818; en el item 6, CVR = 0.454, por lo cual fue eliminado. La
estimacion de la confiabilidad de consistencia interna con la férmula
KR-20 fue de 0.46.
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La prueba de Kolmogorov-Smirnov aplicada a los puntajes
totales fue significativa (K-S = 0.190, p < 0.001), por lo cual los
grupos extremos para el cédlculo de los IDis se conformaron
con el 33% de los puntajes mas altos y el 33% de los mas
bajos siguiendo la recomendacién de Anastasi y Urbina (27).
La tabla 3 muestra los InDif e InDis de cada item, asi como
su correspondiente interpretacion. Todas las CBP mostraron
significancia estadistica (p < 0.001).

Del total de participantes que completo el cuestionario,
146 (27.50%) fallaron todas las preguntas, 187 (35.21%)
acertaron una, 95 (17.89%) acertaron dos, 67 (12.62%)
acertaron tres, 25 (4.71%) acertaron cuatro, 10 (1.88%)
acertaron cinco y solamente 1 persona (0.19%) acertd las seis
preguntas. En una escala del 1 al 6, la calificacién promedio
obtenida por el conjunto de participantes fue de 1.38 + 1.26
puntos.

Aquellos médicos menos activos fisicamente obtuvieron
un menor puntaje en el cuestionario (Rho =-0.091, p =0.037).
No se encontrd relacidn entre el sexo y dicho puntaje (Rho =
0.063, p = 0.149).

Del total de participantes, 168 personas (31.64%)
afirmaron haber recibido algin curso relacionado con las
recomendaciones de AF y ejercicio para poblacién adulta
sana. Sin embargo, de ellas solamente 19 (11.31%) brindaron
por escrito una definicién correcta del concepto “ejercicio”.
Entre quienes definieron incorrectamente dicho concepto, la
respuesta coincidente mas frecuente (22.62%) correspondié
a ejercicio como un “conjunto de actividades que generan un
aumento en la frecuencia cardiaca o el metabolismo”.

DISCUSION

Los médicos generales de Costa Rica que son
fisicamente inactivos poseen un menor conocimiento de las
recomendaciones basicas de AF y ejercicio para poblacién
adulta sana. Estos profesionales podrian realizar una menor
prevencién primaria en comparacion con aquellos médicos
que si realizan ejercicio y son fisicamente mas activos (4,5).
Este hallazgo difiere de lo reportado por Ramirez-Cardona
et al. (17), quienes no encontraron relacién entre el nivel de
AF de médicos generales argentinos y sus conocimientos en
recomendaciones de AF y ejercicio. Sin embargo, sus hallazgos
coincidieron con los de la presente investigacién en cuanto al
bajo conocimiento tedrico mostrado por dichos profesionales
en la tematica abordada por ambos estudios.

A diferencia de lo reportado por Jiménez-Morgan y
Hernandez-Elizondo para estudiantes de medicina de primero
a quinto afio de la carrera de Medicina en la Universidad
de Costa Rica (28), se determin6 que los médicos generales
recién graduados si cumplieron con las recomendaciones
actuales de actividad fisica semanal de intensidad moderada
o alta. Esto podria explicarse por el momento en que fueron
recolectados los datos: médicos generales recién egresados,
en un periodo transitorio hacia su incorporacion al mercado
laboral, con mayor disponibilidad de tiempo libre.

Si  bien se encontr6 una asociacion inversa,
estadisticamente significativa, entre el nivel de conocimiento
de las recomendaciones basicas de AF y ejercicio para
poblacion adulta sanay la realizacion de ejercicio por parte de
los participantes, dicho resultado debe ser interpretado con
cautela por dos factores principales: (a) La muy débil relacion
mostrada por el estadistico Rho de Spearman; (b) La alta
proporcion de participantes que respondié correctamente
a tan solo 2 o menos preguntas del cuestionario (n = 428,
80.60%), siendo el promedio de la muestra global de 1.38 *
1.26 puntos (en una escala de 1 a 6). Es decir, la gran mayoria
de los sujetos tiene conocimientos bastante escasos para
brindar recomendaciones basicas de AF y ejercicio a poblacién
adulta sana.
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Caracteristica n= 3“6'5”.(%?.525%) n= 5'2%25??5%) N = 55??1'00%)
Edad (afios)
Media (DE) 26.01 (3.85) 25.85 (3.69) 25.93 (3.78)
Rango 22-54 22-47 22-54
Provincia
San José 159 (52.30%) 131 (57.71%) 290 (54.61%)
Cartago 23 (7.57%) 18 (7.93%) 41 (7.72%)
Alajuela 54 (17.76%) 31 (13.66%) 85 (16.01%)
Heredia 48 (15.79%) 35 (15.42%) 83 (15.63%)
Otras 20 (6.58%) 12 (5.28%) 32 (6.03%)
Estado civil
Soltero(a) 276 (90.79%) 211 (92.95%) 487 (91.71%)
Casado(a) 20 (6.58%) 10 (4.41%) 30 (5.65%)
Otro 8 (2.63%) 6 (2.64%) 14 (2.64%)
Numero de hijos(as)
0 268 (88.16%) 220 (96.92%) 488 (91.90%)
1-4 36 (11.84%) 7 (3.08%) 43 (8.10%)
Tabla 1. Caracteristicas demogrdficas de la muestra, segun sexo.
DE = desviacion estdndar; Otras provincias: Guanacaste, Puntarenas y Limdn. Otro estado civil: union de hecho, divorciado.
. General Mujeres Hombres
Variable (n=158) (n=J1o1) (n=57) t P
Masa corporal (kg) 67.80 61.96 78.16 -7.671 <0.001
Talla (m) 1.66 1.62 1.74 -11.573 <0.001
IMC (kg/m?) 24.29 23.53 25.65 -3.253 <0.001
Musculo esquelético (%) 30.40 26.55 37.22 -17.393 <0.001
Grasa corporal (%) 31.03 34.86 24.26 10.072 <0.001
Grasa visceral (%) 5.75 4.50 7.96 -7.341 <0.001
Tabla 2. Caracteristicas antropométricas seguin sexo
Dificultad de los items Discriminacion de los items
iTEM ) Dificultad para | Dificultad para el )
RC TR InDif NDif el 33% masalto| 33% mas bajo InDis NDis
1 104 531 0.20 Alto 0.45 0.03 0.42 Alto
2 208 531 0.40 Normal 0.53 0.20 0.33 Adecuado
3 151 531 0.28 Alto 0.62 0.01 0.61 Alto
4 96 531 0.18 Alto 0.45 0.01 0.44 Alto
5 104 531 0.20 Alto 0.38 0.03 0.35 Adecuado
6 67 531 0.13 Alto 0.30 0.01 0.29 Adecuado

Tabla 3. Indices de dificultad y discriminacién de los items

RC = respuestas correctas; TR = total de respuestas; InDif = Indice de dificultad; NDif = nivel de dificultad; InDis = indice de discriminacidn;

NDis = Nivel de discriminacion

La tabla 3 muestra que todas las preguntas lograron
una discriminacion adecuada o alta segun los puntos de corte
utilizados (23,29). Adicionalmente, el calculo de las correlaciones
biseriales puntuales entre los puntajes obtenidos y la seleccion
de la respuesta correcta en cada item mostré significancia
estadistica en cada caso, lo cual indica que la escogencia de la
alternativa correcta en cada pregunta se correlacion6 en forma
positiva con mayores puntajes totales. Es decir, cada item
permitié discriminar en forma adecuada a aquellos participantes
con mayores conocimientos y mas alto puntaje, de aquellos con
menor desempefo y puntajes mas bajos.

En relaciéon con el valor obtenido en la estimacién de
la confiabilidad de consistencia interna del cuestionario, es
importante considerar que la confiabilidad de una prueba de
conocimientos tedricos puede verse disminuida por factores
internos del sujeto al momento de responder (30), entre los
cuales se encuentran el nivel de concentracién, aburrimiento, u
optar por responder al azar. Los instrumentos fueron aplicados
al final de la tarde, previo al momento de salida de los sujetos
del auditorio en el cual se encontraban luego de todo un dia
de estar sentados. Contestar la prueba rapido para poder irse
(posible seleccién al azar de la respuesta) o el desinterés son dos

Meédicos generales costarricenses y actividad fisica
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factores que no podian ser controlados en su totalidad por los
investigadores, y que pueden ser dos fuentes importantes de error
aleatorio en los puntajes de error individuales. Adicionalmente,
si el conjunto de items de una prueba presenta un alto nivel de
dificultad, los sujetos suelen presentar puntajes mas bajos con
menor variabilidad (31), lo cual influye directamente en la
formula KR-20. La confiabilidad depende tanto de la prueba
en si como de la muestra en la cual es aplicada, y es mas una
caracteristica de los puntajes observados que de la prueba en
si misma (32).

Mejorar la formacion académica de los médicos generales
en relacién con las recomendaciones de AF y ejercicio ha
sido identificado como un aspecto de gran importancia en
otros paises. En Estados Unidos, aproximadamente el 50% de
las mallas curriculares de la carrera de Medicina y Cirugia en
Estados Unidos incluyen educacion formal en el drea de AF y
ejercicio (33). La necesidad de mejorar este aspecto formativo
en los médicos ha sido identificada en mas paises, por ejemplo
Reino Unido (34), Argentina (17), Brasil (35) y Canada (36).

ALCANCES Y LIMITACIONES

Hasta donde los autores tenemos conocimiento, esta es la
primerainvestigacién en Costa Rica que busca medir el conocimiento
de algunas recomendaciones basicas de AF y ejercicio para
poblacién adulta sana por parte de un grupo de médicos generales
recién egresados provenientes de todo el pais, y su posible relacion
con los propios habitos de AF y ejercicio de dichos profesionales.
Asimismo, la informacidn demografica y antropométrica recopilada
podria ser de utilidad para diversas instituciones estatales y del
ambito privado, ya que no se encuentra facilmente disponible o
publicada. La alta tasa de participacidn, tanto en el componente
escrito como en las mediciones antropométricas, es otro aspecto
valioso del presente estudio.

Debido a que estos profesionales se encuentran en estrecho
contacto con la poblacidn adulta en el primer nivel de atencion, los
resultados de esta investigacién buscan promover que se incluya
en las mallas curriculares al menos un curso formal que aborde las
recomendaciones de AF y ejercicio para poblacion adulta, con el fin
de que los médicos estén mejor capacitados y que puedan aplicar
en forma correcta dicho conocimiento a sus propias vidas, y en sus
contextos laborales y sociales.

La principal limitacion de este estudio consistid en el tiempo
real del cual se dispuso para la aplicacidn de los instrumentos y la
medicion de las variables antropométricas, asi como el contexto
en el que se recopild la informacion. Estos factores incidieron
directamente sobre la extension del cuestionario de conocimientos
de recomendaciones basicas de AF y ejercicio, lo cual pudo haber
influido a su vez sobre el valor de confiabilidad reportado, como se
explico en el apartado de discusiéon. Asimismo, si bien se obtuvo
significancia estadistica en la prueba de correlacidon de Spearman,
su valor es muy bajo.

Finalmente, es importante considerar que la bioimpedancia
no constituye el estandar de oro para medicién de composicion
corporal. No fue posible controlar el nivel de hidratacién de cada
participante, ayuno previo, ingesta de bebidas con cafeina o sus
derivados, fase del ciclo menstrual o ingesta de farmacos. Estos
factores pudieron ser fuente de error aleatorio en las mediciones
antropomeétricas. Asimismo, las balanzas Omron® de la misma
serie que el modelo utilizado en este estudio podrian sobreestimar
los porcentajes de grasa corporal, especialmente en mujeres (37).
Todos estos elementos implican que los valores antropométricos
encontrados deben ser utilizados con cautela.

CONCLUSIONES

Los médicos generales de Costa Rica poseen escasos
conocimientos basicos para brindar recomendaciones de AF vy
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ejercicio a poblacién adulta sana. Aquellas y aquellos profesionales
que son fisicamente inactivos poseen menor conocimiento en
dicho tema. Es de gran importancia que las universidades que
imparten la carrera de Medicina y Cirugia en Costa Rica refuercen
esta drea de conocimiento, dada la abundante evidencia cientifica
que demuestra los beneficios de aumentar la AF y el ejercicio como
prevencion primaria de multiples patologias.
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Resumen

Objetivo: La enfermedad periodontal constituye una de las patologias mas comunes a nivel oral. Su componente Palabras clave: Enfermedad
infeccioso e inflamatorio ha sido propuesto como factor de riesgo en la aparicién de quimio-osteonecrosis maxilar periodontal; Osteonecrosis
inducida por bisfosfonatos. El objetivo de esta revisién bibliografica es revisar los resultados obtenidos en la maxilar; Factores de riesgo;
literatura en cuanto a esta controvertida relacion. Bisfosfonatos

Material y Métodos: Siguiendo los items de las guias PRISMA del afio 2010, se realizé una revision bibliografica en
Pubmed de los articulos publicados en los ultimos diez afios.

Resultados: La busqueda inicial en Pubmed devolvid 194 resultados. Tras la verificacion manual se afiadieron
30 mas. Tras la aplicacién de los criterios de inclusién y exclusidn se estudiaron en profundidad un total de 12
articulos (7 a favor de la hipétesis de considerar la enfermedad periodontal como un factor de riesgo de aparicién
de osteonecrosis maxilar y 5 en contra).

Conclusiones: Existe controversia en la literatura en considerar la enfermedad periodontal como factor de
riesgo en la aparicion de quimio-osteonecrosis maxilar inducida por bisfosfonatos. Aunque en el consenso de la
American Association of Oral and Maxillofacial Surgeons de 2014 la proponen como un factor local de la misma,
la evidencia en que se basa dicha afirmacion es aun débil y controvertida.

Abstract

Objective: Periodontal disease is one of the most common oral pathologies. Its infectious and inflammatory Keywords: Periodontal disease,
component has stimulated it to be proposed as a risk factor for bisphosphonate-induced maxillary chemo- osteonecrosis jaw, risk factors,
osteonecrosis. But, because there are studies that find association and others do not, the objective of this bisphosphonates

literature review will be to gather the results obtained in the literature regarding this relationship so controversial.
Materials and Methods: Following the items in the PRISMA guidelines of the year 2010, a bibliographic review
was carried out in Pubmed of the last ten years.

Results: The initial search in Pubmed returned 194 results and 30 in the manual verification, following the
proposed elegibility criteria a flow chart was made. After applying the inclusion and exclusion criteria, a total of
12 articles were studied in depth (7 in favor of the hypothesis of considering periodontal disease as a risk factor
for the appearance of ONJ and 5 against).

Conclusions: There is controversy in the literature to consider periodontal disease as a risk factor for
bisphosphonate-induced maxillary chemo-osteonecrosis. Nevertheless, in the consensus of the American
Association of Oral and Maxillofacial Surgeons of 2014, they propose it as a local factor of the same.
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INTRODUCCION

La quimio-osteonecrosis maxilar inducida por bisfosfo-
natos es una exposicién de hueso necrotico de mas de ocho
semanas de evolucidn, asociada a bisfosfonatos y con ausencia
de radioterapia previa (1). Su etiologia es desconocida pero
existen factores de riesgo que pueden precipitarla tales como:
factores relativos al tipo de bisfosfonatos (tipo, potencia, du-
racion y dosificacidn), factores locales (acto quirdrgico oral,
infeccion e inflamacidén oral, mala higiene bucal, traumas por
protesis), factores sistémicos-demograficos (terapia coadyu-
vantes con corticoides o inmunosupresores, alcohol, tabaco,
diabetes, obesidad, hipertension) y factores genéticos (cito-
cromo P450) (1).

La enfermedad periodontal puede definirse como una in-
feccion inducida por un complejo bacteriano caracterizado por
una respuesta inflamatoria del huésped a la placa bacteriana
y sus productos, causando finalmente la destruccién de los te-
jidos periodontales (2,3). Por ello, se considera una patologia
infecciosa e inflamatoria, dos factores de riesgo locales reco-
nocidos de la osteonecrosis maxilar (ONM), lo cual ha impulsa-
do que haya sido propuesta como factor de riesgo de la misma.

En los cortes histoldgicos del estudio retrospectivo de Ba-
dros et al. (4), en 9 de las 17 lesiones de ONM se descubrid la
presencia de bacterias periodontopatdgenas dispuestas en un
biofilm bacteriano. En los ocho cortes histolégicos restantes,
se observaron Actinomyces (4). Sedghizadeh et al. mediante
técnica SEM (Scanning electron microscopy), encontraron que
las especies bacterianas predominantes en la exposicién de
hueso necrético correspondian a Fusobacterium, Staphylococ-
cus, Steptococcus, Selenomonas, Treponemas y Actinomyces
(5-9).

Hay que tener en cuenta que a este complejo bacteriano
debe sumarse el medio oral establecido por la terapia con bis-
fosfonatos, que crea una disbiosis en la microbiota oral debi-
do a la alteracién en los mediadores de la respuesta inmune,
por lo que puede provocarse un medioambiente favorecedor
a la colonizacion de oportunistas tales como Parvimonas, Pep-
tostreptococcus, Fusobacterium, Eubacterium, Dialister y Ge-
mella, que fomenten la instauracién de exposicion de hueso
necrdtico (10, 11). No obstante, aun se desconoce el papel de
los microorganismos en el desarrollo de ONM, ignorando si es
primario, donde las bacterias contribuyen al aparecimiento de
esta enfermedad o secundario, en la que las bacterias coloni-
zan el hueso expuesto necrético (5, 12, 13)

Si la superficie 6sea esta afectada por los bisfosfonatos y
ademads sufre ONM, ésta puede incrementar la adhesion bac-
teriana y promover la perpetuacion hacia las profundidades de
los tejidos 6seos (10, 11).

Existen pocas investigaciones actuales que identifiquen
en un modelo animal la enfermedad periodontal como factor
de riesgo en el desarrollo de ONM (14-16). En el estudio de
Aghaloo et al. se colocaron ligaduras en ratas para recrear un
medio compatible con periodontitis, sugiriendo que la enfer-
medad periodontal y la supresién del remodelado 6seo desen-
cadenado por el mecanismo de accién de los bisfosfonatos son
factores que propician la exposicién de hueso necrdtico (15).
Aguirre et al. observaron que en ratas tratadas con altas dosis
de zolendronato parece exacerbar la respuesta inflamatoria y el
dafio en los tejidos periodontales induciendo la aparicién de las
lesiones de osteonecrosis maxilar (16).

En estudios realizados en humanos, bajo terapia con
bisfosfonatos intravenosos, se han descrito signos y sintomas
clinicos — radioldgicos relacionados con la periodontitis, como
disminucidn del soporte alveolar, ensanchamiento del ligamen-
to periodontal y pérdida de dientes (17, 18). Se ha encontrado
mayor prevalencia de periodontitis severa en pacientes con
ONM comparado con los que no la presentan (18). E incluso, si
en pacientes oncoldgicos en terapia con zolendronato se prac-
tican exodoncias en dientes con periodontitis, éstos pueden
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experimentar una curacién del alveolo mas retrasada que si se
tratase de un diente diagnosticado de caries no restaurable (3).

Sin embargo, hay investigaciones en humanos que no re-
lacionan la enfermedad periodontal con un riesgo de padecer
ONM (19), y que no encuentran reduccion en el soporte alveo-
lar (20) ni cambios en el indice periodontal CPITN (Community
Periodontal Index of Treatment Needs) que puedan relacionar
una periodontitis incipiente con un posterior desarrollo de ex-
posicidn de hueso necrotico (21).

Debido a que existe disparidad de criterio en el hecho de
relacionar la enfermedad periodontal como factor de riesgo de
quimio-osteonecrosis maxilar, el propdsito que persigue este
articulo es realizar una revision de la literatura de los estudios
efectuados en pacientes humanos sobre esta posible asocia-
cioén, en los Ultimos 10 afios.

MATERIAL Y METODO

Para elaborar este articulo, se ha seguido los items de las
guias PRISMA del afio 2010, las cuales también se aplican a las
revisiones sistematicas y metaanalisis. Se realizd una revisién bi-
bliografica en Pubmed de los ultimos 10 afios con los siguientes
términos: “Osteonecrosis jaw AND periodontal disease” y “Osteo-
necrosis jaw AND periodontal disease risk factor”. Las busquedas
devolvieron 153 y 41 articulos respectivamente. Los articulos de
consideraron adecuados atendiendo a los siguientes criterios:

Criterios de inclusion:

Publicaciones académicas en inglés, tales como ensayos
clinicos, serie de casos y casos clinicos de al menos cinco pa-
cientes humanos que padezcan quimio-osteonecrosis maxilar
inducida por bisfosfonatos y analicen la enfermedad periodon-
tal como factor de riesgo de la misma.

Criterios de exclusion:

Articulos que no cumplan el criterio de inclusion mencio-
nado anteriormente, articulos no relacionados con el tema a
investigar, articulos exentos de abstract o con autor anénimo y
publicaciones académicas con menos de cinco pacientes huma-
nos, cartas al editor, opiniones de expertos y tesis doctorales.

La seleccién se completd con la verificacion manual de las
citas bibliograficas que aparecieron en los articulos selecciona-
dos, eligiendo las que se adaptaban a los criterios de elegibili-
dad establecidos.

Las publicaciones aceptadas fueron resumidas y se ex-
trajeron los resultados de ocho parametros recopilados en las
Tablas 1y 2, que son los siguientes: nimero de pacientes, tipo
y ruta del bisfosfonato, causa de la terapia con bisfosfonatos,
numero y localizacion de ONM, factores de riesgo asociados a
ONM en el estudio y relacion de enfermedad periodontal como
factor de riesgo de ONM.

RESULTADOS

La busqueda inicial en Pubmed devolvié 194 resultados a
los que se sumaron 30 articulos mas en la verificacién manual
de las citas bibliograficas recogidas. En la Figura 1 se presenta
un diagrama de flujo que indica el proceso aplicado hasta llegar
alos 12 articulos seleccionados.

De los 12 articulos seleccionados de la literatura revisa-
da, se han extraido sus principales caracteristicas, creandose
la Tabla 1 que resume los articulos que encuentran datos que
apoyan a la enfermedad periodontal como factor de riesgo de
ONM y la Tabla 2, que agrupa a los articulos que no encuentran
dicha evidencia.

Enfermedad periodontal y osteonecrosis por bisfosfonatos
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Autor/Aiio/ Numero Bisfosfonatos: Causa ONM: Factores de Riesgo Enfermedad
pacientes Tipo y ruta de la terapia | Numero y loca- | asociados a ONM en el periodontal como
Tipo de con lizacion estudio factor
Estudio Bisfosfonatos de riesgo de ONM
Badros et al 22 Pam IV Ac. Mieloma 22 ONM Exodoncia Ligamento | Hallazgos radioldgicos
2006 (4) pacientes Zolend IV Multiple Periodontal cercano a ONM:
Pam IV+ Ac. Mandibula: 15 Ninguno Ensanchamiento de
Estudio Zolend IV Maxilar: 2 LPO
Retrospectivo Ambos: 5
Hoff et al 2008 3965 Pam IV Ac. Ca. Mama 29 ONM Exodoncia Enfermedad Enfermedad
(25) pacientes Zolend IV Mieloma Periodontal periodontal, en un 41
Pam IV + Ac. Multiple Mandibula: 20 | Exdstosis 6sea Implan- | % de los pacientes que
Estudio Zolend IV Maxilar: 9 tes dentales Trauma por | tienen ONM, compa-
Retrospectivo protesis rados con los que no
sufren ONM
Wehran et al 40 Pam IV Ac. NR 20 ONM Solo miden la EP como | Hallazgos radiolégicos
2010 (24) pacientes Zolend IV factor de riesgo de cercano a ONM:
Localizacion: NR [ ONM mediante histolo-
Estudio gia, inmuno-histoquimi- | Linea hipermineraliza-
Prospectivo cay PCR da alrededor de LPO,
esclerosis y osteo-
petrosis del hueso
alveolar y disminucién
del tejido blando
periodontal
Yamazaki et al 126 Alen Oral Pam Ca. Préstata 5 ONM Duracidn, tipo y dosis Prevalencia de perio-
2012 (18 pacientes v Ca. Mama Ca. de BF Esteroides dontitis severa en un
Pam IV+ Ac. Rifidén Localizacion: NR| Pobre higiene oral Qui- | 20 % de los pacientes
Estudio Zolend IV Ac. Mieloma mioterapéutico Tabaco | con ONM, comparado
Retrospectivo Zolend IV Multiple o0 alcohol con un 7,4 % los que
Osteoporosis Exodoncias no la padecen.
Kos et al 2014 81 Pam IV Ac. Mieloma Mul- 29 ONM Exodoncias Absceso La pobre higiene oral,
(26) pacientes Zolend IV tiple Tumores dental Apiceptomia la enfermedad dental
Iban Oral sélidos Localizacion: NR Implantes dentales o periodontal puede
Estudio Combinacion BF Quistectomia desarrollar ONM
Retrospectivo No identificado
Kos et al 5 Ac. Zolend IV Ca. Mama 5 ONM Enfermedad Periodon- La infeccion perio-
2014 (26) pacientes | Iban IV Deno- |Ca.Mama + Ca. tal Exodoncia dontal y periapical, la
sumab Sunitib Utero Mandibula: 5 movilidad dentaria,
Estudio Bebacizumab Ca. Renal Maxilar: 0 fistula y pericoronaritis
Retrospectivo Tensirolimus | Adenocarcino- Ambos: 0 fueron los sintomas
Everolimus ma Pulmon Ca. mas comUnmente
Préstata reportados antes de la
extraccion dental y el
desarrollo de la ONM
en pacientes con este
tipo de terapia
Manfredi 2017 156 Ac. Zolend IV | Ca. Mama Ca. 17 ONM Enfermedad Periodon- La enfermedad pe-
(29) pacientes Préstata Otros tal Severa Exodoncia riodontal severa y las
Mandibula: Tabaco Prétesis exodoncias
Estudio 9 Maxilar:6 Removible Implantes son las Unicas varia-
Retrospectivo Ambas: 2 dentales bles dentales con
asociacion significativa
de ONM

Tabla 1. Asociacién positiva de la enfermedad periodontal como factor de riesgo de ONM.

ABREVIATURAS: Alen: Alendronato, Iban: Ibandronato Pam: Pamidronato, Ac. Zolend: Ac. Zolendronico, Clod: Clodronato, Rised
Risedronato, BF: Bifosfonato, IV: Intravenoso, ONM: Osteonecrosis Maxilar, Ca: Cancer, NR: No Resefiado, EP: Enfermedad Periodontal,

LPO: Ligamento Periodontal, CAL: nivel de insercidn clinica

DISCUSION

Para discutir los resultados obtenidos en la revision de la literatura,
se van a dividir en dos bloques que representan las tablas elaboradas:

Asociacidn positiva de la enfermedad periodontal como fac-
tor de riesgo de ONM

La infeccidn e inflamacion son factores de riesgo locales
que estan implicados en la patogénesis de la osteonecrosis maxilar (1).

Enfermedad periodontal y osteonecrosis por bisfosfonatos

Ambos estan presentes en la enfermedad periodontal, por lo que seria
plausible que ésta tenga relacion en el desarrollo de ONM (17, 22).

Si al componente infeccioso e inflamatorio se le suma el meca-
nismo de accion de los bisfosfonatos, en el que destaca la supresion
en el remodelado éseo, el efecto modulatorio y disfuncional del sis-
tema inmune, el deterioro en la angiogénesis y la toxicidad en los te-
jidos blandos, unido a algun factor de riesgo reconocido de la ONM,
podria ser mas susceptible la aparicion de esta patologia (14, 23).
Al realizar biopsias de los especimenes del hueso expuesto necroé-
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Autor/Aiio/ Numero | Bisfosfonatos: Causa ONM: Factores de Riesgo Enfermedad
pacientes Tipo y ruta de la terapia | Numero y loca- | asociados a ONM en el periodontal como
Tipo de con lizacion estudio factor
Estudio Bisfosfonatos de riesgo de ONM
Carmagnola et al 39 Ac. Zolend IV Ca. Rifidn Ca. 20 ONM Exodoncia Trauma No encuentra relacidn
2008 (20) pacientes Ac. Zolend Préstata Ca. protético Causa en que la enfermedad
IV+Pam IV Mama Ca. Localizacion: NR espontanea periodontal pueda in-
Eséfago Ca. Duracién y tipo de BF | crementar la aparicion
Estudio Tiroides de ONM
Retrospectivo Mieloma
Multiple
Estilo et al 2008 310 Pam IV Ac. Ca, Préstata 28 ONM Osteoartritis Artritis | La pobre higiene oral y
(19) pacientes Zolend IV Ca. Mama Reumatoide Enf. Hema- | la enfermedad perio-
Ac. Zolend IV+ Mieloma Mandibula: 21 toldgica Exodoncia dontal no demuestran
Pam IV Multiple Maxilar: 12 Causa espontanea tener un alto riesgo en
Estudio Ambos: 2 Exodoncia+ Causa el desarrollo de ONM
Retrospectivo espontanea
Duracién y tipo de BF
Tipo de Cancer
Vahtsevanos et 1621 Pam IV Iban Ca. Préstata 80 ONM Exodoncia Trauma por Los datos del CPITN
al 2009 (21) pacientes Oral Ca. Mama protesis concluyen que la en-
Ac. Zolend IV Mieloma Localizacion: NR| Duracion, tipo y dosis | fermedad periodontal
Multiple de BF no esta relacionada
Estudio con el aparecimiento
Retrospectivo de ONM
Thumbigere- 25 Ac. Zolend IV Ca. Mama 27 ONM Exodoncia Causa No encuentran asocia-
Math et al 2014 | pacientes Pam IV Ca. Prostata espontanea Implantes | cion entre las medidas
(13) Pam IV+Ac. Ca. Rifién Ca. | Mandibula: 20 dentales Tto. periodontales y el
Zolend IV Pulmén Maxilar: 7 Endoddntico Tto. Con- | padecimiento de ONM
Estudio Mieloma servador
Prospectivo Multiple
Krimmel et al 50 Ac. Zolend IV | Ca. Mama Ca. 50 ONM Exodoncias Presidn en Importancia de un
2014 (30) pacientes Pam IV Clod Préstata Ca. prétesis Causa espontd- |  estatus oral saluda-
Oral Alend Oral Rifién Mandibula: 31 nea Higiene oral ble y un tratamiento
Estudio Rised Oral Mieloma Mul- Maxilar: 9 periodontal como
Retrospectivo tiple Osteopo- Ambos: 10 medida preventiva en
rosis el desarrollo de ONM
de forma tardia

Tabla 2. Asociacion negativa de la enfermedad periodontal como factor de riesgo de ONM.

ABREVIATURAS: Iban: Ibandronato, Pam: Pamidronato, Clod: Clodronato, Alen: Alendronato, Rised: Risedronato, Ac. Zolend: Ac.
Zolendrdnico, BF: Bifosfonato, IV: Intravenoso, ONM: Osteonecrosis Maxilar, Ca: Cdncer, NR: No Resefiado, EP: Enfermedad Periodontal,
LPO: Ligamento Periodontal, CAL: nivel de insercion clinica, CPITN: Community Periodontal Index of Treatment Needs

tico, se ha vislumbrado la presencia de complejo bacteriano. Alguna
de las especies descubiertas son bacterias periodontopatdgenas que
forman parte del biofilm bacteriano de las lesiones de ONM (4).

Wehra et al., mediante cortes histolégicos, técnicas inmuno-
histoquimicas y PCR (Polymerase Chain Reaction), identificaron la
disminuciéon de Msx-1y RANKL asi como el aumento de BMP —2/4,
que se traduce en la disminucion de las células dseas progenitoras
y en el incremento de la diferenciacion 6sea terminal, pudiendo
explicar los hallazgos radioldgicos compatibles con esclerosis y os-
teopetrosis del hueso alveolar, la reduccion en la proliferacion de
los tejidos blandos periodontales e incluso una linea hiperminera-
lizada alrededor de ligamento periodontal (24).

Estos hallazgos radioldgicos estan de acuerdo con otros estu-
dios de la literatura, en los que algunos autores encuentran ensan-
chamiento del ligamento periodontal (4) y otros, posteriormente
a realizar exodoncia, describen que existe mayor pérdida del hue-
so alveolar en pacientes con ONM comparadas con los que no la
tienen. Otros autores describen una prevalencia de periodontitis
severa en un 20% de los pacientes que padecen ONM, comparados
con un 7,4 % de los que no la tienen (18).

Hoff et al. encuentran que un 41% de los casos estudiados
por ellos tienen periodontitis (25), observando pérdida severa en
el CAL (Clinical Attachment Level) y disminucidn en el soporte al-
veolar. Es por ello que postula la enfermedad periodontal como
evento precipitante de la quimio-osteonecrosis maxilar (22, 25).

El estudio retrospectivo de Kos et al, relaciona dos grupos de pa-
cientes oncoldgicos bajo terapia con bisfosfonatos intravenosos, uno
con ONM y otro sin esta patologia, en los que examina el indice de higie-
ne oral (OHI), indice de prevalencia de caries (DMFT), indice periodontal
(CPITN) y hueso periodontal residual. Se observa que los tres indices
tienen tendencia a empeorar en el grupo de ONM y que el porcentaje
de bolsas profundas (mayor a 3 mm) fue de un 65,79% en el grupo de
ONM, comparado con los que no la tienen, que fue de un 34,82%. Los
autores sugieren que existe relacion entre una pobre higiene oral y hue-
so expuesto necrético, ademas de que las caries y enfermedad perio-
dontal avanzada presentes en el grupo de ONM, requeriran exodoncia
posterior, un factor muy reconocido en el desarrollo de ONM (26).

Estos hallazgos estan en consonancia con otros estudios revisados
(1, 25), en los que se defienden que la pobre higiene oral favorece el
aparecimiento de las lesiones de ONM v si se realiza una extraccion en
estas condiciones, se potenciara la infeccion bacteriana, retrasando el
proceso de curacion y cicatrizacion del alveolo (27). Ademas, la enfer-
medad dental inflamatoria y/o infecciosa preexistente puede confundir
la relacion positiva entre exodoncia y riesgo de ONM (1). Es por ello que
adoptando medidas preventivas, tales como fomentar la higiene oral, el
buen estado bucodental, reducir las caries y el exquisito mantenimiento
en el tratamiento periodontal, se aminoraran las manifestaciones del
hueso expuesto necrético, eliminando asi factores de confusion (17).

En los estudios mas recientes identificados se estudiaron a
cinco pacientes que desarrollaron ONM vy tuvieron afectacidn de
los tejidos periodontales antes de las extracciones dentales, por lo

Enfermedad periodontal y osteonecrosis por bisfosfonatos
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Figura 1. Diagrama de Flujo

que los autores concluyeron que seria necesario dilucidar si la en-
fermedad periodontal inicié la ONM o si los signos cinicos y radio-
légicos de la afectacidn de los tejidos periodontales representaban
la ONM ya establecida (28). En el segundo estudio retrospectivo
reciente, los autores sefialan que la enfermedad periodontal seve-
ra (p<0,0025) y la exodoncia (p>0,0001) fueron las Unicas variables
dentales que muestran una asociacion significativa con la ONM
(29).

Asociacién negativa de la enfermedad periodontal como fac-
tor de riesgo de ONM:

Existen investigaciones que fracasan en identificar a la en-
fermedad periodontal como factor de riesgo de ONM. El estudio
retrospectivo de Carmagnola et al., que examind ortopantomo-
grafias, indice de prevalencia de caries (Decayed, Missing, Filled
Teeth) y niveles de hueso dseo residual de pacientes oncoldgicos
en terapia con bisfosfonatos intravenosos, contrastando los valo-
res presentados por pacientes con ONM frente a los los que no
la tienen, no encontrando reduccidn del soporte dseo alveolar en
ninguno de los dos grupos y por tanto ninguna medida que re-
presente una periodontitis activa. Sin embargo, reconoce que una
larga exposicion a la terapia con bisfosfonatos puede ser un riesgo
para ONM (20).

Enfermedad periodontal y osteonecrosis por bisfosfonatos

Otro estudio retrospectivo, el de Estilo et al., tampoco de-
muestra que la pobre higiene oral o la presencia de enfermedad
periodontal sean potenciadoras de la exposicion de hueso expues-
to necroético, dado que las osteonecrosis maxilares ocurren en pa-
cientes oncoldgicos en tratamiento con bisfosfonatos intravenosos
que tienen buena higiene oral y carecen de una enfermedad den-
tal o periodontal, por lo que sugieren que no representan un factor
de riesgo en el aparecimiento de ONM (19). Como evento precipi-
tante, sefiala la duracidn en la terapia con bisfosfonatos intraveno-
sos y mas estrechamente relacionado con el acido zolendrénico.

Vahtsevanos et al. revisaron el indice periodontal CPITN
(Community Periodontal Index of Treatment Needs). Los datos
revelan que la periodontitis no se relaciona con un mayor desa-
rrollo de ONM, aunque debe tenerse en cuenta las extracciones
dentales, el uso de protesis y el tratamiento con acido zolendréni-
€o, como sucesos acelerantes en la exposicion de hueso necrético
(212).

Thumbigere-Math et al. analizaron los pacientes oncoldgicos
en tratamiento con bisfosfonatos intravenosos y ONM, examinan-
do mayor pérdida de dientes, pérdida en CAL (Clinical Attachment
Level) mayor a 3 mm y menor soporte alveolar de pacientes con
ONM comparado con los valores de pacientes que no tienen ONM.



Los autores no encontaron diferencias entre ambos grupos. En los
parametros periodontales tales como indice gingival (Gl), indice de
placa (Pl), profundidad al sondaje (PD) y sangrado al sondaje (BOP)
tampoco existieron diferencias estadisticamente significativas en
los grupos que tienen ONM con respecto a los que no la tienen.
Sin embargo, en los grupos de ONM, en ausencia de terapia me-
canica periodontal, se prescriben antibidticos y enjuagues orales,
pudiendo ser el causante de la mejora de los pardmetros clinicos
periodontales en este grupo y enmascarar las diferencias entre los
mismos en ambos grupos (13).

Otro estudio que demuestra que la enfermedad periodon-
tal no tiene una influencia negativa en ONM es el estudio retros-
pectivo de Krimmel et al. Los pacientes que tienen periodontitis
desarrollan ONM a los 26,3 meses, equiparados con los que no la
tienen, que la padecen a los 27,4 meses. Estas diferencias no son
estadisticamente significativas. No obstante, el indice de prevalen-
cia de caries DMFT, que es un indicador indirecto del estado oral
y dental, muestra que si es mayor a 20, los pacientes desarrollan
hueso expuesto necrético alrededor de los 14,4 meses en com-
paracion con los que su valor es menor a 20, donde los pacientes
la sufren alrededor de los 39,7 meses. Se puede concluir que la
higiene oral y el estado dental puede tener influencia en la preven-
cion de ONM, luego apostar por un cuidado dental exhaustivo y
un tratamiento periodontal con periodicidad podria ser adecuado
para que la exposicion de hueso necrético aparezca de una forma
tardia (30).

Tras analizar los resultados obtenidos en la literatura, la ma-
yoria de investigaciones estan a favor de que la clave en los pa-
cientes en terapia con bisfosfonatos es la prevencién, por lo que la
instauracion de medidas preventivas en el no desarrollo de ONM
sera el arma fundamental para combatir esta patologia. De esta
manera, estaria indicado el tratamiento periodontal con un se-
guimiento de 4-6 meses en pacientes con periodontitis activa, asi
como fomentar el buen estado oral a través de cuidados dentales.
De esta forma se aminorara el riesgo de pérdida de dientes por
cualquier enfermedad dental y la posterior exodoncia a realizar
por el fracaso dentario, esta Ultima es uno de los factores mas re-
conocidos como desencadenante de ONM (1, 13, 31, 32).

CONCLUSION

Se contempla una gran diversidad y controversia existente
en cuanto a la enfermedad periodontal como factor de riesgo de
ONM. Son necesarios mas estudios con mayor niumero de pacien-
tes, con un control exhaustivo de los posibles factores de riesgo
asociados y con mas seguimiento en el tiempo, para dilucidar si la
enfermedad periodontal puede considerarse un evento precipi-
tante en el desarrollo de ONM o por el contrario es un agente de
confusién de otros factores reconocidos de la misma.

Tras la revisidn efectuada, existe controversia en la litera-
tura en considerar a la enfermedad periodontal como factor de
riesgo de quimio-osteonecrosis maxilar inducida por bisfosfo-
natos. En el consenso de la AAOMS de 2014, la proponen como
un factor local, caracterizada por ser una enfermedad concomi-
tante oral y tener un componente infeccioso e inflamatorio, dos
factores reconocidos en la patogénesis de ONM. No obstante,
la base para dicha consideracion es bastante débil, a nivel ex-
perimental.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Ruggiero, SL; Dodson, TB; Fantasia, J, et al. American
Association of Oral and Maxillofacial Surgeons Position Paper
on Medication-Related Osteonecrosis of the Jaw—2014
Update. J Oral Maxillofac Surg. 2014; 72(10):1938-56.

2. Kirkwood, KL; Cirelli, JA; Rogers, JE et al. Novel host response
therapeutic approaches to treat periodontal diseases.
Periodontol 2000.2007; 43:294-315.

10.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

167

Kato, GF; Lopes, RN; Jaguar, GC et al. Evaluation of socket
healing in patients undergoing bisphosphonate therapy:
Experience of a single Institution. Med Oral Patol Oral Cir Bucal.
2013; 1; 18 (4):e650-6.

Badros, A; Weikel, D; Salama, A et al. Osteonecrosis of the jaw
in multiple myeloma patients: clinical features and risk factors.
J Clin Oncol. 2006;24(6):945-52.

Sedghizadeh, PP; Kumar, SK; Gorur, A et al. Identification of
microbial biofilms in osteonecrosis of the jaws secondary
to bisphosphonate therapy. J Oral Maxillofac Surg. 2008;
66(4):767-75.

Naik, NH; Russo, TA. Bisphosphonate-Related Osteonecrosis of
the Jaw: The Role of Actinomyces. Clin Infect Dis. 2009; 49 (11):
1729-32.

Arranz Caso, JA; Flores Ballester, E; Ngo Pombe, S et al.
Osteonecrosis maxilar asociada a los bifosfonatos e infeccion
por Actinomyces. Med Clin. 2012; 139 (15) 676 — 680.

Schipmann, S; Metzler, P; Rossle, M et al. Osteopathology
associated with bone resorption inhibitors — wich role does
Actinomyces play? A presentation of 51 cases with systematic
review of the literature. J Oral Pathol Med. 2013; 42(8): 587-
593.

Anavi-Lev, K; Anavi, Y; Chaushu, G et al. Bisphosphonate related
osteonecrosis of the jaws: clinic — pathological investigation
and histomorphometric analysis. Oral Surg Oral Med Oral
Pathol Oral Radiol. 2013; 115(5): 660-666.

Wei, X; Pushalkar, S; Estilo, C et al. Molecular profiling of oral
microbiota in jawbone samples of bisphosphonate-related
osteonecrosis of the jaw. Oral Dis. 2012; 18(6):602 — 12.

Pushalkar, S; Li, X; Kurago, Z et al. Oral microbiota and
host innate immune response in bisphosphonate-related
osteonecrosis of the jaw. Int J Oral Sci. 2014.; 6(4):219-26.

Sedghizadeh, PP; Yooseph, S; Fadrosh, DW et al. Metagenomic
investigation of microbes and viruses in patients with jaw
osteonecrosis associated with bisphosphonate therapy.
Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol. 2012; 114(6):
764-770.

Thumbigere-Math V, Michalowicz BS, Hodges JS et al.
Periodontal disease as a risk factor for bisphosphonate-related
osteonecrosis of the jaw. J Periodontol. 2014; 85(2):226-33.

Giannobile WV. Host-response therapeutics for periodontal
diseases. J Periodontol. 2008; 79(8 Suppl):1592-600.

Aghaloo, TL; Kang, B; Sung, EC et al. Periodontal Disease and
Bisphosphonates Induce Osteonecrosis of the Jaws in the Rat. J
Bone Miner Res. 2011 ; 26(8): 1871— 1882.

Aguirre, JI; Akhter, MP; Kimmel, DB et al. Oncologic Doses of
Zoledronic Acid Induce Osteonecrosis of the Jaw-Like Lesions in
Rice Rats (Oryzomys Palustris) with Periodontitis. J Bone Miner
Res. 2012; 27(10): 2130-2143.

Ficarra, G Beninati, F. Bisphosphonate-related osteonecrosis of
the jaws: an update on clinical, pathological and management
aspects. Head Neck Pathol. 2007; 1(2):132-40.

Yamazaki, T; Yamori, M; Ishizaki, T et al. Increased incidence
of osteonecrosis of the jaw after tooth extraction in patients
treated with bisphosphonates: a cohort study. Int J Oral
Maxillofac Surg. 2012; 41(11): 1397-1403.

Estilo CL, Van Poznak CH, Wiliams T et al. Osteonecrosis of the
maxilla and mandible in patients with advanced cancer treated
with bisphosphonate therapy. Oncologist. 2008, 13 (8):911-
920.



168

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

Carmagnola D, Celestino S, Abati S. Dental and periodontal
history of oncologic patients on parenteral bisphosphonates
with or without osteonecrosis of the jaws: A pilot study. Oral
Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod.2008; 106(6):e10-5.

Vahtsevanos K, Kyrgidis A, Verrou E, et al. Longitudinal cohort
study of risk factors in cancer patients of bisphosphonate-
relatedosteonecrosis of the jaw. JClin Oncol. 2009; 27
(32):5356-5362.

Dunstan CR, Felsenberg D, SeibelMJ. Therapy insight: The risks
and benefits of bisphosphonates for the treatment of tumor-
induced bone disease. Nat Clin Pract Oncol. 2007; 4 (1):42-55.

Badran, Z; Kraehenmann, MA; Guicheux, J et al
Bisphosphonates in periodontal treatment: a review. Oral
Health Prev Dent. 2009; 7(1):3-12.

Wehrhan, F; Hyckel, P; Ries, J et al.: Expression of Msx-1
is suppressed in bisphosphonate associated osteonecrosis
related jaw tissue-etiopathology considerations respecting
jaw developmental biology related unique features. J
Translat Med. 2010; 13; 8:96.

Hoff, AO; Toth, BB; Altundag, K, et al. Frequency and risk
factors associated with osteonecrosis of the jaw in cancer
patients treated with intravenous bisphosphonates. J Bone
Miner Res. 2008; 23(6):826-836.

Kos M. Association of dental and periodontal status with
bisphosphonate-related osteonecrosis of the jaws. A
retrospective case controlled study. Arch Med Sci. 2014;
10(1):117-23.

Mawardi H, Giro G, Kajiya M, et al. A role of oral bacteria
in bisphosphonate-induced osteonecrosis of the jaw. J Dent
Res. 2011; 90(11) :1339-1345.

Nicolau-Galitis, O; Razis, E; Galitis, D et al. Periodontal disease
preceding osteonecrosis of the jaw (ONJ) in cancer patients
receiving antiresorptives alone or combined with targeted
therapies: report of 5 cases and literature reviw. Oral Surg
Oral Med Oral Pathol Oral Radiol. 2015; 120 (6): 699-706.

Manfredi, M; Mergoni, G; Goldoni, M et al. A 5 — years
retrospective longitudinal study on the incidence and the
risk factors of osteonecrosis of the jaws in patients treated
with zolendronic acid for bone metastases from solid tumors.
Med Oral Patol Oral Cir Bucal. 2017; 1; 22 (3): e 342-8.

Krimmel, M; Ripperger, J; Hairass, M et al. Does dental
and oral health influence the development and course of
bisphosphonate-related osteonecrosis of the jaws (BRONJ)?
Oral Maxillofac Surg. 2014; 18(2):213-8.

Edwards, BJ; Hellstein, JW, Jacobsen, PL et al. American
Dental Association Council on Scientific Affairs Expert
Panel on Bisphosphonate-Associated Osteonecrosis of the
Jaw.Updated recommendations for managing the care of
patients receiving oral bisphosphonate therapy: An advisory
statement from the American Dental Association Council
on Scientific Affairs. J Am Dent Assoc. 2008; 139 (37):1674-
1677.

Hellstein JW, Adler RA, Edwards B, et al; American Dental
Association Council on Scientific Affairs Expert Panel on
Antiresorptive Agents. Managing the care of patients
receiving antiresorptive therapy for prevention and treatment
of osteoporosis: Executive summary of recommendations
from the American Dental Association Council on Scientific
Affairs. ] Am Dent Assoc. 2011; 142:1243-1251.

Nisi, M; La Ferla, F; Karapetsa, D et al. Risk factors
influencing BRONJ staging in patient receiving intravenous
bisphosphonates: a multivariate analysis. Int J Oral Maxillofaxc
Surg.2015; 44 (5): 586-591.

34.

Bagan, J; Blade, J; Cozar, JM et al. Recommendations for the
prevention, diagnosis and treatment of osteonecrosis of the
jaw (ONJ) in cancer patients treated with bisphosphonates.
Med Oral Patol Oral Cir Bucal. 2007; 12 (4): E336-40.



www.opinionmedica.es

Opinidn Meédica
p Revista de la Fundacién Educativa y Cientifica
del llustre Colegio Oficial de Médicos de la provincia de Granada




170

Actualidad

Meédica

Complicaciones oculares después de cirugia de
quiste aracnoideo: Sindrome de Terson

Ocular complications after aracnoidous cyst surgery:
Terson’s Syndrome

Temblador-Barba, Irene. Martinez-Campillo, Laura. Rubio-Prats, Marina. Montoro-Moreno, Rosa

Maria
Servicio de Oftalmologia. Hospital Universitario Virgen de las Nieves (Complejo Hospitalario Granada). Espaiia

CASO CLiNICO

Enviado: 03-10-2017
Revisado: 06-10-2017
Aceptado: 27-10-2017

Actual. Med.
2017; 102: (802): 170-172

DOI: 10.15568/am.2017.802.cc01

Resumen

Objetivo: Describir un caso de sindrome de Terson, el cual se define como un sindrome oculocerebral en el que
hay una hemorragia ocular acompafiada de cualquier hemorragia intracraneal, y las diferentes opciones de
tratamiento.

Meétodo: Presentamos el caso de un paciente de 9 afios que desarrollé visidon borrosa después de una cirugia de
quiste aracnoideo. Fue diagnosticado de sindrome de Terson como complicacién postquirdrgica.

Resultado: Debido a la extension de la hemorragia y a la edad del paciente, optamos por actitud expectante con
revisiones periddicas. Al mes, la visidn mejora en ambos ojos y el sangrado es de menor tamario.

Conclusiones: En hemorragias leves sin riesgo, puede optarse por observacion. Si hay complicaciones o el
sangrado es muy abundante de entrada, se puede optar por vitrectomia. Entre una y otra opcion terapéutica, se
encontraria el laser Nd: Yag.

Abstract

Purpose: To describe a case of Terson syndrome, defined as an oculocerebral syndrome of ocular haemorrhage
associated with subarachnoid haemorrhage or all forms of intracranial bleeding, and its treatment options.
Method: Here we report a 9-year-old male patient who suffered from blurred vision after surgery of an arachnoid
cist. He was diagnosed as Terson syndrome as a complication due to the intervention.

Outcomes: We opted for observation and periodic reviews because of the extension of the haemorrhage and the
age of the pacient. After a month, the vision improved in both eyes and the bleeding was smaller.

Conclusions: In mild haemorrhages without risk factors, only observation could be possible. If there are
complications or the bleeding is very abundant at the beginnig, one good option is to performance a vitrectomy.
In between of this two therapeutic options, the Nd: Yag laser could be considered as another alternative.

INTRODUCCION
tencia de un sangrado intraoc
Cualquier sangrado intracraneal, subaranoideo o subdural

Palabras clave: Sindrome de
Terson, hemorragia ocular,
quiste aracnoideo

Keywords: Terson syndrome,
ocular haemorrhage, arachnoid
cist

evaluacidn oftalmoldgica rutinaria que permita descartar la exis-

ular (2).

acompafiado de sangrado intraocular se conoce como sindrome
de Terson. El mecanismo por el que se produce el sangrado in-
traocular es discutido. Hay autores que defienden que la sangre
es comprimida a través de la vaina del nervio dptico dentro de
la 6rbita al mismo tiempo que en el craneo, mientras que otros
sugieren que es resultado de la hipertension venosa y de la dis-
rupcioén de las venas retinianas (1).

Se trata de un sindrome frecuentemente infradiagnosticado
atribuible al posible déficit neurolégico por parte del paciente en
el momento de ser evaluado, circunstancia que le impediria a éste
referir el déficit visual esperable y a que no siempre se realiza una

El sindrome de Terson se presenta en el 8-19% de las hemo-
rragias subaracnoideas, 9% de las hemorragias intracerebrales y
3% de las lesiones traumaticas, aproximadamente. Se ha descrito
una correlacion estadisticamente significativa entre este sindro-
me y un mayor grado en la escala Hunt-Hess, que clasifica la se-
veridad de una hemorragia subaracnoidea, y un valor disminuido
en la escala Glasgow, si hay un estado de inconsciencia en el mo-
mento del diagndstico o una presion intracraneal por encima de
25 mm de Hg, entre otros (3).

Presentamos el caso de un sindrome de Terson como com-
plicacién postquirurgica del abordaje de un quiste aracnoideo.
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Se presenta el caso clinico de un paciente varén de 9 afios
diagnosticado de quiste intraventricular aracnoideo derecho, el
cual se correspondia con una formacién quistica de 3,8 cms (cra-
neocaudal) x 2,5 cms (axial), adyacente y en intimo contacto con
el trigono del ventriculo lateral derecho (VL), asociado a dilatacidn
de asta temporal y occipital derechas del VL, objetivado por Reso-
nancia Magnética (RM).

Con los afios, el paciente sufre dificultad motora y se eviden-
cia crecimiento de la lesion a través de la RM, con considerable
distensién de la luz hacia regidn parietal derecha, compresién in-
ferior de talamo y desviando septum pellucidum hacia la izquier-
da (Fig. 1). Ademas, presenta dilatacidn hipertensiva de las astas
temporal y en mayor grado de la occipital derecha, junto con ede-
ma de papila con agudeza visual (AV) 1 en ambos ojos (AO). Por
la clinica y signos, se decide intervencidn quirurgica por parte de
Neurocirugia.

Tras ella el paciente refiere vision borrosa en AO. En la explo-
racion oftalmoldgica, la AV es 0,1 en ojo derecho (OD) y 0,3 en ojo
izquierdo. El segmento anterior, presion intraocular, movimientos
oculares y reflejos pupilares son normales. En el fondo de ojo de
AO se evidencia papila de bordes parcialmente borrosos con hemo-
rragia prerretiniana abundante que afecta a macula en OD (Fig 2).
En la OCT se observa la hemorragia bilateral subhialoidea (Fig 3).

Se repite Resonancia Magnética de craneo y 6rbita, donde
no se aprecian alteraciones macroscopicas. Dada la presentacion,
se decide actitud expectante y revisiones periddicas.

Al mes, en el examen la AV es 0,3enODy0,5enOl, y la
hemorragia bilateral ha disminuido de tamafio con respecto a la
exploracién previa.

Figura 1. A, B y C. Imdgenes de cortes sagitales de la RM
craneal sin contraste intravenoso preoperatoria del quiste
aracnoideo del paciente, desde planos mds internos a planos
mads externos. D, E 'y F. Imdgenes de cortes coronales de la
RM desde planos mds superficiales a planos mds profundos,
observando mayor afectacion en el drea derecha.

DISCUSION

Las complicaciones tempranas postquirurgicas en estos ca-
sos son raras y entre ellas estan la meningitis, el hematoma, he-
morragia o infeccion. Es muy importante tener en cuenta la posi-
ble aparicidon de hemorragia intraocular en pacientes con subidas
de presidn intracraneal (4). Mediante las pruebas de imagen no
se evidencio sangrado intracraneal después de la cirugia, por lo
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Figura 2. Imdgenes del FO de AO, donde se observa la hemorragia
bilateral subhialoidea, de mayor extension en OD

D, IR AMF = OCT 307 (8 & rarm) ART (45 & 23 MR

OS5 IR 30" ART « OCT 35" (4 6 rren) ART (338 23 il

Figura 3. Imdgenes de la OCT, donde se puede evidenciar la
localizacion de la hemorragia

cual lo mas probable es que sélo hubiera sangrado intracraneal
intraquirdrgico o aparicion de subida de presidn intracraneal no
mantenida, como se ha descrito en algunos casos (5).

En los pacientes con hemorragia intraocular por sindrome
de Terson, la OCT puede usarse para identificar la localizacién de
dicha hemorragia.

En cuanto al manejo, una opcidn en estos casos es la obser-
vacion, sobre todo si son hemorragias leves. El tiempo de des-
aparicion de la hemorragia es variable (6). Se pueden producir
complicaciones como membranas epirretinianas (MER) o des-
prendimientos maculares traccionales por desarrollo de prolife-
racidn vitreorretiniana, que obligarian a realizar vitrectomia (7),
aunque existen algunas series que reportan un mejor prondstico
cuando ésta es realizada en pacientes por debajo de los 45 afios
y antes de que hayan transcurrido 3 meses desde el sangrado in-
traocular (8). También se pueden desarrollar agujeros retinianos
secundarios y disrupcién del epitelio pigmentario de la retina,
entre otros.

La observacion, por tanto, se puede considerar como primera
indicacién segun los siguientes factores: unilateralidad, extension
de la opacidad vitrea, signos de reabsorcién espontanea, edad,

Sindrome de Terson tras cirugia de quiste aracnoideo
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ocupacion, necesidades visuales, estado psicoldgico y neuroldgico,
papel familiar y riesgo de nueva cirugia.

Entre observacion y vitrectomia podria estar el laser Nd:Yag
en hemorragias subhialoideas y sub-membrana limitante interna
para fotodisrupcién del hematoma. El drenaje de la sangre al vitreo
y posterior reabsorcién permitirian la mejora de la AV ademds de
descartar otros posibles problemas subyacentes como macroaneu-
rismas retinianos o neovascularizacidon subretiniana entre otros.
Esta opcidn ha supuesto una alternativa para el tratamiento de
algunas hemorragias prerretinianas, aunque hay que conocer sus
posibles complicaciones, tanto el médico como el paciente (6).

En nuestro caso se opto por actitud expectante, también por-
que no habia gran riesgo de ambliopia por la edad, objetivando en
el tiempo una evolucion favorable. En la evolucidn de estos pacien-
tes, si no se presentan estas complicaciones y no hay reabsorcion
de la hemorragia, podria plantearse el drenaje con laser Nd: Yag,
o incluso se puede programar de entrada segun las caracteristicas
individuales. Si hay complicaciones, como aparicién de MER entre
otras, es necesario realizar vitrectomia, aunque ésta también pue-
de indicarse de entrada y sobre todo si son sangrados extensos y
duraderos (9).

Por todo ello, es muy importante el seguimiento estrecho de
estos pacientes y poder detectar cualquier anomalia.

Actualmente, se necesitaria la realizacién de un estudio ex-
tenso para comparar las tres opciones de tratamiento y poder ela-
borar un protocolo mas especifico.
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Linfoma maligno enmascarado como
mieloma multiple
Malignant lymphoma masquerading as multiple Myeloma

Juan Daniel Diaz Garcia?, Nela Melissa Parra Landazury *Abel Fuentes Venegas!
1Servicio de Medicina Interna, Hospital General “Dr. Manuel Gea Gonzdlez”, Secretaria de Salud, Ciudad de México

Resumen

Los hallazgos de hipercalcemia, lesiones liticas craneales, anemia de trastornos crénicos y lesidn renal aguda,
suelen ser caracteristicos del mieloma multiple. En el presente documento se describe un caso interesante de
linfoma anaplasico de células grandes con caracteristicas que imitaban un mieloma multiple.

Abstract

The findings of hypercalcemia, cranial lytic lesions, anemia of chronic disorders and acute renal injury are often
characteristic of multiple myeloma. Here we describe an interesting case of

large cell anaplastic lymphoma with features mimicking multiple myeloma.

Palabras clave: Linfoma
maligno, Mieloma multiple,
Hipercalcemia, Anemia,
Lesion renal aguda, Lesiones
osteoliticas.

Keywords: Malignant
lymphoma, Multiple myeloma,
Hypercalcemia, Anemia, Acute

INTRODUCCION

El mieloma multiple se caracteriza por una proliferacion
descontrolada de células plasmaticas monoclonales en la me-
dula dsea, lo que lleva a una produccién anémala de inmuno-
globulinas y de sus cadenas.

El mieloma multiple es responsable de 1 % de todo el
cancer a nivel mundial y de 10 a 15 % de las neoplasias hema-
toldgicas. El riesgo de desarrollar mieloma multiple es mayor
en grupos de edad avanzada. El promedio de edad de apari-
cion es de 71 afios en hombres y de 74 afios en mujeres®

En la mayoria de los pacientes la enfermedad se desa-
rrolla a partir de la gamapatia monoclonal de significado in-
cierto (MGUS) la cual se diagnostica cominmente de manera
incidental; MGUS confiere un riesgo de 1% por afio de pro-
gresion a mieloma multiple. Otra fase transicional es el mie-
loma latente la cual confiere un riesgo de progresién de 10%
por afio. Ambas entidades, a diferencia del mieloma multiple
sintomatico, se caracterizan por ausencia de dafio a érgano
blanco?.

El diagnostico definitivo de mieloma multiple se hace
utilizando los criterios del International Myeloma Working
Group los cuales son:

Mayor de 10% de células plasmaticas clonales en médu-
la 6sea o biopsia que evidencie plasmocitoma éseo o extra-
medular.
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kidney injury,
Bone lytic lesions.

Y cualquiera de los siguientes eventos definitorios de
mieloma:

Evidencia de dafio a 6rgano blanco (CRAB): hipercalcemia
>11 mg/dL, insuficiencia renal GFR <40 ml/min, anemia >2 g/dL
por abajo del limite inferior y lesiones osteoliticas.

Cualquiera de los siguientes biomarcadores de malignidad:
Mas de 60% de células plasmaticas monoclonales en médula
6sea, razon de cadenas ligeras libres en suero involucradas:no-
involucradas >100, mas de una lesion focal por resonancia mag-
nética’.

Existen cambios citogenéticos que se asocian a un mal pro-
néstico los cuales son evidenciados por hibridacion fluorescente
in situ (FISH). Estos son: t(4;14) y delecién 17p13 4.

Los linfomas se originan del tejido linfoide. Se desarrollan
como consecuencia de la expansidn clonal de una u otra linea
linfoide (linfocitos B o T y mas raro NK), dando los dos grandes
grupos: Linfoma Hodgkin (LH) y linfoma no Hodgkin. El linfoma
no Hodgkin (LNH) comprende un grupo de enfermedades rela-
cionadas entre si. Cada variedad histolégica de linfoma no Hod-
gkin se caracteriza por la transformacién maligna de las células
linfoides, con morfologia, inmunofenotipo, genética y clinica di-
ferente. El linfoma anapldsico de células grandes (LACG) es un
grupo heterogéneo de linfoma no Hodgkin, descrito por Stein y
col. en 1985°. Histoldgicamente esta compuesto por células lin-
foides grandes anapldasicas con patrén de crecimiento cohesivo
con propensién a invadir sinusoides de los ganglios linfaticos y
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exhibe expresion constante de CD30 (linfoma Ki-1)°. Los LACG estan
compuestos por células T o células nulas (Null) y se presentan mas
frecuentemente en las primeras tres décadas de la vida, tienen dife-
rencias clinicas y moleculares con las neoplasias histolégicamente simi-
lares que presentan inmunofenotipo B. Por lo anterior, la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) ha propuesto que el término de LACG sea
restringido a los linfomas con in — munofenotipo T y nulo. Algunos
LACG presentan la translocacion t(2;5) (p23;g35) que resulta en la
produccion de la proteina ALK-1, que se manifiesta mds en pacientes
jovenes y les confiere mejor prondstico’.

La estatificacion se realiza con la escala de Ann Arbor la cual toma
en cuenta la afectacion ganglionar tanto en nimero como en distribu-
cion supra e infra diafragmatica, si hay compromiso extraganglionar y
si existen sintomas B &,

Existe en la literatura un reporte de caso en donde se describe un
linfoma no Hodgkin enmascarado por datos clinicos de mieloma mul-
tiple. Se trata de un paciente masculino de 67 afios originario de Hong
Kong el cual tenia antecedente de dolor dseo generalizado, pérdida de
6 kg en tres semanas asi como debilidad y poliuria de una semana de
evolucion. Una presentacion clinica tipica de mieloma multiple. A la ex-
ploracién fisica solo presentaba datos de deshidratacion y adenopatias
cervicales. Debido a la edad del paciente y el dolor 6seo haria pensar
en mieloma multiple pero después de realizar biopsia ganglionar se
hizo el diagndstico de linfoma °.

La coexistencia de HL y MM es rara pero existe un reporte de
caso que describe a un paciente masculino de 45 afios originario de
China el cual fue diagnosticado de HL estadio Ill, durante su abordaje
diagnostico se le realizd TACy RMI las cuales mostraron lesiones osteo-
liticas, aumento de las cadenas IgA A, y células plasmaticas aumenta-
das en el aspirado de médula 6sea por lo que también se le diagnosticd
mieloma multiple *°.

CASO CLiNICO

Masculino de 74 afios con antecedentes de etilismo y ta-
baquismo crénicos, con cuadro clinico de 8 meses de evoluciéon
caracterizado por por pérdida de peso no intencioanda de 20
kilogramos, acompafiado de anorexia, diaforesis nocturna vy
fiebre vespertina no cuantificada. A su ingreso a la unidad de
urgencias se encontrd con signos vitales dentro de los parame-
tros normales, con laboratorios que integraban una anemia nor-
mocitica normocrémica grado Il OMS (Hemoglobina 8.8 g/dL)
se solicito cinética de hierro, vitamina B12 y folatos como parte
de su abordaje, resultando un sindrome anémico por trastor-
nos crénicos , Lesidn renal aguda (Creatinina sérica 1.5 mg/dL),
e Hipercalcemia (Calcio corregido 14.6 mg/dL) sin repercusion
electrocardiogréfica, con Antigeno prostatico especifico 3.49 ng/
dL. A la exploracion fisica se observo caquéxico, con palidez mu-
cotegumentaria y tacto rectal sin alteraciones. Se realizé serie
Osea radioldgica, que reveld radiografia de craneo con presencia
de lesiones liticas en sacabocado en hueso frontal en patrén de
“sal y pimienta” (Figura 1).

Figura 1. Radiografia de crdneo: Presencia de lesiones liticas en
sacabocado en hueso frontal en patron de “sal y pimienta”
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Se realizd prueba de funcion hepdtica con Proteinas Totales
en 6.71 g/dL y Globulina 4.39 g/dL, Inmunoglobulinas, unicamente
con IgG ligeramente elevada 1098 mg/dL, resto normal, PTH (Pa-
rathormona) suprimida y Péptido relacionada con la PTH (PTHrP)
negativo. Por la alta sospecha de mieloma mudiltiple, se realizo elec-
troforesis de proteinas en suero que demostré: ALFA1 5.4% (2-3.5
%), ALFA1 0.26 (0.2-0.3 g/dL), ALFA2 0.84 g/dL (0.4-0.8 g/dL), ALFA2
17.7% (5.4-10.6%), GAMMA 1.23 g/dL (0.6-1.3 g/dL), GAMMA
25.7% (8-18%), resto dentro de la normalidad al igual que la elec-
troforesis en orina. Posteriormente se realizé TAC de abdomen con
evidencia de conglomerado ganglionar retroperitoneal y biopsia y
aspirado de médula dsea con infiltracion de céulas malignas, 8%
de células plasmaticas de distribucion perivascular e intersticial, ob-
servandose médula dsea fibrosa con céulas grandes de abundante
citoplasma, nucleos grandes y nucléolo prominente (Figura 2), por
tanto se realizé inmunohistoquimica y biopsia de ganglios retrope-
ritoneales que evidenciardn linfoma anaplasico de céulas grandes,
en donde las células neoplasicas fueron positivas para CD45 y a
los marcadores T: CD45R0, CD43, CD3, CD4 y CD8, expresando en
membrana y a nivel paranuclear EMA y CD30 como positividad al
ALK-1 en citoplasma y nucleos (Figura 3).

ea: Infiltracion de

Figura 2. Biopsia
céulas malignas, 8% de células plasmdticas de distribucion
perivascular e intersticial, observandose médula désea fibrosa
con céulas grandes de abundante citoplasma, nucleos grandes
y nucléolo prominente.

El paciente fue tratado con hidratacién agresiva y Acido Zolen-
drdnico 4 mg IV dosis Unica con resolucion de su hipercalcemia y le-
sion renal aguda. Con dicho diagnéstico inicié seguimiento por parte
del servicio de Oncologia con tratamiento a base quimioterapia tipo
CHOP y con mejoria de su sintomatologia.

DISCUSION Y CONCLUSION

La hipercalcemia en el contexto del linfoma de células T puede
ser el resultado de varios mecanismos. La hipercalcemia asociada a un
proceso maligno suele clasificarse como mediada por calcitriol, induci-
da por PTHrP e hipercalcemia osteolitica local. En nuestro paciente, pa-
rece que la principal causa de hipercalcemia fue el aumento de la pro-
duccion de calcitriol por las células de linfoma maligno. Los linfomas de
células T raramente se presentan con hipercalcemia, lesion renal aguda
y lesiones dseas liticas, que suelen ser carateristicas para el mieloma
multiple, como parte del CRAB. La electroforesis negativa de proteinas
en suero y en orina, lesiones dseas liticas, anemia y lesion renal debe
hacernos considerar diagndsticos alternativos como el linfoma. La dife-
renciacion entre estas dos condiciones no puede hacerse sobre la base
de imagenes o estudios generales de laboratorio. La biopsia de médula
Osea y el muestreo de ganglios linfaticos son siempre necesarios para
realizar el diagndstico final.



Juan Daniel Diaz Garcia 175

citopldsmica y punto paranuclear, asi como ALK-1 en nucleo y citoplasma.
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Non-secretory multiple myeloma presenting
as pathological fractures: a diagnostic
dilemma

Fracturas patoldgicas como forma de presentacion de un mieloma
multiple no secretor: un dilema diagndstico

Emilio Guirao Arrabal®, Maria Francisca Parra Montoya?, Jesus Gonzalez Oliveros®, Maria
Montes Ruiz-Cabello?, Pedro Luis Carrillo Alascio?

!Internal Medicine Unit. Hospital La Inmaculada. Huércal-Overa, Almeria, Spain
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Abstract

We present the clinical case of a 60 year-old woman who was admitted to our hospital referring a precor-
dial pleuromechanic pain and was diagnosed with multiple bone fractures. A bone marrow biopsy gave the
diagnosis of multiple myeloma and no monoclonal peak was detected, neither light chains in blood nor
urine. The final diagnosis was non-secretory multiple myeloma and secondary spontaneous fractures. Non-
secretory multiple myeloma represents only 3% of all multiple myelomas and has several characteristics that
make it important to distinguish from other myelomas

Resumen

Presentamos el caso de una mujer de 60 afios de edad que acudidé a nuestro hospital por dolor precordial
pleuromecanico y fue diagnosticada de fracturas 6seas multiples. La biopsia de médula ésea dio el diagnds-
tico de mieloma multiple y no se detectd pico monoclonal, ni tampoco cadenas ligeras en sangre ni orina.
El diagndstico final fue de mieloma multiple no secretor y fracturas espontdneas secundarias. El mieloma
multiple no secretor representa solo el 3% del total de mielomas multiples y tiene caracteristicas peculiares

Keywords: multiple myeloma;
non-secretory multiple
myeloma; bone marrow biopsy.

Palabras clave: mieloma
mdltiple; mieloma mdltiple no
secretor; biopsia de medulla
Osea.

que hacen necesaria su distinction del resto de mielomas.

INTRODUCTION

Pathological fractures represent a diagnostic challenge by
including in their differential diagnosis several types of solid tu-
mors, hematological neoplasms, endrocrinometabolic patholo-
gies, and also primary benign and malignant bone tumors and
even bone infectious processes. We present a case of a patient
with multiple pathological fractures who was diagnosed by bone
marrow biopsy.

CLINICAL CASE

A 60-year-old woman, smoker of 20 cigarettes/day, without
any previous disease, and no familiar history of interest, was ad-
mitted to our hospital referring an intense, precordial, sudden on-
set pleuromechanic pain. The patient was hemodynamically sta-
ble, afebrile and breathing eupneic. At the abdominal palpation,
she had epigastric pain, radiated from the sternum. The rest of

examination was normal. She had a weight of 45 kg and a height of
1.55 m (BMI 18.7 kg/m2).

Blood tests results: haemoglobin 10.9 g/dL; leukocytes, pla-
telets and basic clotting study were normal; biochemical urea 60
mmol/dL, calcium 10.9 mg/L, phosphorus 5 mg/L, total proteins
6.3 g/L, and intact PTH 8.6 pg/mL. Calcium and phosphorus in
24-hours-urine were both normal. The protein profile showed an
elevation of alpha-1 and alpha-2 fractions, with reduced gamma
fraction (IgG, M and A were low).

Chest X-ray and computed tomography (CT) showed genera-
lized osteopenia, and a left clavicle and medial 3" left rib fractu-
res. Abdominal-CT also showed a vertical right sacral wing fracture
(image 1). Tecnecium-99 metastable scintigraphy confirmed a fo-
cus of tracer uptake in the left clavicle, but did not show any patho-
logical deposition of activity attributable to a metastatic origin.

A bone-marrow biopsy (right iliac) was taken and sample
sent for pathological study, which gave the final diagnosis of mul-
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Image 1. Vertical right sacral wing fracture on computed
tomography (arrow).

tiple myeloma (MM) (70% neoplastic plasmatic cells: CD38 ++/+++,
CD56 +, CD138+ and kappa IgG cytoplasmic; CD45 and CD117 nega-
tive). Kappa and lambda light chains and kappa/lambda index were
normal in both blood and urine samples. No immunofixation was
detected.

Final diagnosis: Non-secretory Multiple Myeloma (NSMM) as-
sociated with spontaneous fractures.

DISCUSSION

MM is a neoplastic disease whose origin is in the bone ma-
rrow infiltration by plasma cells that typically produce serum or uri-
ne proteins(1). Immunologically, non-secretory MM differentiates
into those that produce immunoglobulins and others that do not.
Therefore we must differentiate those tumors that have a deficit in
protein production (“non-producing”) from those who have a de-
fect for protein secretion. Within the latter there is a subgroup that
have the capacity to secrete small amounts of immunoglobulins
(oligosecretory MM). Therefore we define as “true” NSMM as MM
that does not produce immunoglobulins at all, given the current
methods of immunofixation(2). This entity represents about 3% of
all MM in some series(3). There is therefore confusion about the
terminology and the current trend is to clearly establish the specific
type of MM for every patient.

As for the clinical manifestations, the non-secretory MM
tends to manifest with moderate to severe osteoporosis and bone
fractures that can be multiple sometimes, as in our case (4). Anae-
mia is somewhat less frequent than in secretory MM and renal
involvement is rare(2). In some series there seems to be a better
prognosis of this subtype with respect to secretory MM(5).

The absence of a monoclonal gamma globulins’ peak in pro-
teinogram in NSMM can lead to difficulties in diagnosis. Clinicians
may tend to perform some other explorations (endoscopies, PET-
scans, etc.) in a patient with several osteolytic lesions and no suspi-
cion for MM, in order to seek for a primary tumor.

CONCLUSION

This case seems extremely interesting, because this condi-
tion must be in the differential diagnosis of secondary osteoporo-
sis and multiple osteolytic processes, even when no monoclonal
gammaglobulin’s peak in protein electrophoresis is found. We in-
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sist in the need to perform a bone-marrow study in these patients,
even when there is no positivity for light chains or immunofixation.
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Escabiosis: la dermatoscopia puede ser la clave

Scabies: dermatoscopy could be the key

Elena Sola Garcial, Gonzalo Blasco Morente?
1Alumna de 62 de Grado en Medicina. Universidad de Granada.
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Granada.

Estimado editor:

La escabiosis es una ectoparasitosis producida por Sar-
coptes scabiei que en su forma tipica cursa con prurito ge-
neralizado de predominio nocturno. Las lesiones mas espe-
cificas de la escabiosis son el surco acarino y el signo del ala
delta , sin embargo, a menudo se encuentran excoriadas a
causa del rascado, lo que dificulta el diagndstico diferencial
con otras patologias que cursan con prurito.

Presentamos el caso de una mujer de 16 afios derivada
a consulta de dermatologia por prurito generalizado y apa-
ricién de pdpulas eritematosas en manos y pies que no des-
aparecen tras cinco meses en tratamiento con antihistami-
nicos orales y prednicarbato tépico. En la anamnesis refiere
que el prurito es de predominio nocturno y apunta que tres
de sus convivientes lo presentan. En la exploracidn fisica ob-
jetivamos la presencia de papulas eritematosas, algunas de
ellas excoriadas, localizadas fundamentalmente en palmas y
regiones interdigitales de las manos (Figura 1A) y dorso de
los pies (Figura 1B). A la dermatoscopia encontramos algu-
nas lesiones lineales en forma de S itdlica de 3-4 milimetros,
compatibles con el surco acarino (Figura 1C).

El diagndstico de la escabiosis se basa en gran medida
en la historia y la exploracién del paciente, asi como en la
historia familiar y de los contactos cercanos. Las manifesta-
ciones clasicas incluyen prurito generalizado de mayor in-
tensidad por la noche y la transmisidn entre convivientes es
frecuente. @

Ademas, la dermatoscopia constituye una herramienta
vdlida para el diagndstico de la escabiosis cuando el personal
capacitado estda disponible y, aunque a menudo se encuentra
destruido por el rascado, el surco acarino constituye una le-
sién patognomonica de la escabiosis. @

La permetrina tépica al 5% es el tratamiento mas efec-
tivo para la forma tipica de escabiosis ¥, recomendandose
dos aplicaciones separadas por un intervalo de una semanay
el tratamiento simultdneo de los contactos cercanos del pa-
ciente. ®

Como conclusidn, destacar la importancia de conside-
rar la escabiosis en el diagndstico diferencial de los cuadros

que cursan con prurito, ya que el retraso diagndstico de los
casos primarios y un tratamiento incorrecto favorece la pro-
pagacién del Sarcoptes scabiei y el contagio, ademas de la
repercusion psicosocial que tiene para el paciente un prurito
de larga duracion.

!

Figura 1. A: pdpulas eritematosas localizadas en la palma
de la mano izquierda; B: pdpulas eritematosas y excoriadas
en el dorso del pie izquierdo,; C: surco acarino visualizado con
dermatoscopia.
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Controversias en el abordaje de la trombosis
en cancer: tromboprofilaxis secundaria
extendida y retrombosis

Controversies in the approach to thrombosis in cancer:
extended secondary thromboprophylaxis and rethrombosis

David Fernandez Garay, Fernando Galvez Montosa, Natalia Luque Caro.
Complejo Hospitalario de Jaén

Resumen

Se presenta el caso de un vardn de 45 afios con adenocarcinoma de pulmdn localmente avanzado diagnosticado
a raiz de una trombosis venosa profunda y un tromboembolismo pulmonar sincrénico. Después de 6 meses
de tratamiento anticoagulante con una heparina de bajo peso molecular, se decide reducir la dosis a niveles
profilacticos y presenta un nuevo episodio de trombosis venosa profunda bilateral. Tras reintroducir la heparina a
la dosis previa, presenta un tromboembolismo pulmonar masivo. Se hace una revisién de la evidencia acerca del
tratamiento anticoagulante mas alla de los 6 meses y del abordaje de la retrombosis en pacientes anticoagulados.

Abstract

We present the case of a 45-year-old man with locally advanced lung adenocarcinoma diagnosed with deep
vein thrombosis and synchronous pulmonary embolism. After 6 months of anticoagulant treatment with low
molecular weight heparin, the dose was reduced to prophylactic levels and a new episode of bilateral deep vein
thrombosis occurred. After reintroducing heparin to the previous dose, the patient suffered a massive pulmonary
embolism. The authors conducted a review of the evidence about anticoagulant treatment beyond 6 months and

Palabras clave: enfermedad
tromboembdlica, heparina de
bajo peso molecular, trombosis
asociada a cdncer

Keywords: thromboembolic
disease, low molecular weight
heparin, cancer-associated
thrombosis

the approach of rethrombosis in anticoagulated patients.

INTRODUCCION

Durante el curso de la enfermedad, la aparicidn de un even-
to tromboembdlico (ETE) en el paciente oncolégico, en forma de
trombosis venosa profunda (TVP) o tromboembolismo pulmonar
(TEP), supone un factor de riesgo independiente que se asocia a
una elevada morbilidad y mortalidad. En el estudio publicado por
Khorana et al, en 2007, supone la segunda causa de muerte, tan-
to en pacientes con cancer hospitalizados como ambulatorios (1).

En la practica totalidad de las guias de practica clinica
existe consenso acerca de la duracion del tratamiento anti-
coagulante con una heparina de bajo peso molecular (HBPM),
siendo esta de entre 3-6 meses, para prevenir el riesgo de re-
currencia de un nuevo ETE (2, 3, 4). Sin embargo, alin no se ha
establecido cuanto tiempo se debe mantener la trombopro-
filaxis secundaria mds alld de los 6 meses y qué perfil de pa-
cientes se beneficia de esta estrategia terapéutica. Esto es un
punto importante ya que los pacientes con cdncer presentan
un riesgo mayor de recurrencia de ETE en comparacion con la
poblacion no oncoldgica (6).

En los ultimos afios se han publicado varios estudios pros-
pectivos y un ensayo clinico aleatorizado en pacientes en trata-
miento con HBPM con una duracion hasta los 12 meses (7, 8, 9).
Aunque informan de que se trata de farmacos seguros en esta
clase de pacientes, estos estudios no demuestran un impacto en
la reduccién del riesgo de la aparicion de ETE y, por tanto, no han
supuesto un cambio en la practica clinica.

Recientemente se han publicado los datos de un estudio
positivo de no-inferioridad en el que se compara dalteparina con
edoxaban, uno de los nuevos anticoagulantes orales, cuyo objeti-
vo primario es el fracaso de tratamiento definido por el compues-
to “recurrencia del evento tromboembdlico o sangrado mayor”
(10). Este estudio, aunque no supone tampoco un cambio en las
recomendaciones actuales de tratamiento, sirve como generador
de ideas para realizar ensayos clinicos con estos farmacos en la
trombosis asociada a cancer.

Finalmente, en lo que respecta al manejo de la recurrencia
de la enfermedad tromboembdlica existe escasa evidencia en la
literatura. La mayoria de las guias clinicas hacen referencia a 2
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estudios retrospectivos publicados por el grupo de Carrier et al
(11, 12), en los que se evalua el riesgo/beneficio de un protocolo
de actuacidon empirico para pacientes con cédncer que presentan
recurrencia de ETE sintomatica a pesar de recibir tratamiento an-
ticoagulante. La guia de la sociedad espafiola de oncologia médi-
ca (SEOM) incluye un algoritmo de actuacion en estos casos (6).

CASO CLiNICO
Varén de 44 afios sin antecedentes personales de interés.

En Diciembre de 2016 consulta en el servicio de urgencias
por dolor gemelar izquierdo y signos flogéticos. En la analiti-
ca destaca Dimero D 33.608 ng/ml y en la ecografia doppler de
miembros inferiores se aprecia TVP fémoro-poplitea izquierda. Se
pauta bemiparina 10.000 Ul/24h y se deriva a consulta de Enfer-
medad Tromboembdlica.

Una semana mas tarde acude refiriendo disnea de grandes
esfuerzos, por lo que se solicita angio-TC toracico. La exploracién
evidencia un TEP segmentario en Iébulo inferior derecho, con hallaz-
go casual de ndédulo pulmonar de 2 cm en Iébulo superior derecho.
Se mantiene bemiparina a dosis terapéutica, y se completa estudio
siendo diagnosticado de adenocarcinoma de pulmén estadio B,
PD-L1 positivo, EGFR y ALK negativos.

Se remite a Oncologia y, desde Enero a Mayo de 2017, recibe
tratamiento de quimio-radioterapia concomitante con cisplatino. En
TC de reevaluacion de Junio presenta progresion tumoral por apari-
cion de metastasis en glandula suprarrenal derecha y en sexta costi-
lla. Se decide iniciar nueva linea con inmunoterapia.

En Julio de 2017 acude a consulta de Enfermedad Tromboem-
bélica para revision tras 6 meses de terapia anticoagulante. Se repite
la ecografia doppler sin signos de TVP. Al tener el paciente un proce-
so tumoral activo, se decide proseguir bemiparina con reduccion de
dosis al 50%.

Una semana mas tarde ingresa por fiebre y dolor en miembro
inferior derecho. Analiticamente, Dimero D 77.002 ng/ml. Se realiza
angio-TC que descarta TEP y eco-doppler que objetiva TVP femoro-
poplitea derecha y poplitea izquierda. Se reintroduce bemiparina a
dosis previa y se procede al alta.

Dos semanas mas tarde consulta por disnea brusca, tos, fiebre
y dolor centrotoracico. Se constata insuficiencia respiratoria parcial y
taquicardia sinusal, por lo que, ante sospecha de TEP, se repite angio-
TC que confirma TEP masivo. Se decide intercambiar bemiparina por
enoxaparina 120 mg cada 12 horas, aumentando un 20% de la dosis.
Posteriormente, se solicitan niveles del anticuerpo antifactor X ac-
tivado (anti-Xa) para valorar anticoagulacién en rango terapéutico.
Tras encontrarse los niveles en el limite inferior de la normalidad 0.75
Ul/ml (valores normales de anticoagulacion terapéutica: 0.8-0.12 Ul/
ml), se aumenta nuevamente la dosis en un 20% y es dado de alta.

El paciente continda con tratamiento de inmunoterapia con
enfermedad controlada hasta la fecha y sin mas complicaciones
tromboembdlicas.

DISCUSION

La primera cuestion que se plantea trata acerca de si el pa-
ciente debe continuar el tratamiento anticoagulante con hepari-
na mas alla de los 6 meses.

Las guias de practica clinica no ofrecen recomendaciones
sélidas debido a la falta de ensayos clinicos aleatorizados. Refie-
ren que se debe individualizar la toma de decisiones y, en algunos
casos, se puede apoyar en modelos de prediccidn del riesgo de
recurrencia basados en variables clinicas y biomarcadores. Uno
de estos modelos es el que se deriva de una cohorte retrospectiva
de 543 pacientes tratados en Ottawa, en la que se identifican una
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serie de variables que establecen un score predictivo de recurren-
cia, el cual estratifica a los pacientes en dos grupos de riesgo (13).
Posteriormente, este score fue validado en los ensayos clinicos
CLOT y CANTHANOX, que fueron los primeros en comparar las
HBPM vy los antagonistas de la vitamina K, siendo el primero el
responsable del cambio en el manejo de la trombosis asociada a
cancer a favor de las HBPM (14, 15, 16).

En nuestro paciente se decidié continuar la terapia anticoagu-
lante a dosis profilacticas por encontrarse en tratamiento activo por
progresion del tumor. Si aplicdésemos el modelo de Ottawa, nuestro
paciente tendria una puntuacién de +2 y, por tanto, una alta probabi-
lidad de recurrencia de un ETE. Aunque no existe una clara recomen-
dacion en las distintas guias clinicas, la opcidon de administrar dosis
profilacticas no estd recogida en la literatura y las guias abogan por
mantener la misma dosis en caso de presentar el paciente un tumor
activo en tratamiento antineoplasico.

El segundo problema a resolver se plantea cuando el paciente
presenta una retrombosis bilateral de miembros inferiores. En nues-
tro caso, las causas que pueden explicar este fenémeno son la reduc-
cion previa de la dosis de heparina y la reciente progresion tumoral.
Segun las recomendaciones se deberia retomar la dosis previa de
heparina, que es lo que se realizo.

La Ultima cuestidon se presenta 2 semanas después cuando
vuelve a ingresar por un TEP recurrente a pesar de estar correcta-
mente anticoagulado. En estos casos, la SEOM recomienda descar-
tar: la ausencia de cumplimiento terapéutico por parte del paciente,
la anticoagulacién a dosis infraterapéuticas y la trombocitopenia
asociada a heparina. Una vez descartado lo anterior, en pacientes
en tratamiento con HBPM, se debe aumentar la dosis en un 20-25%.
Se debe reevaluar al paciente en 1 semana y, solo ante ausencia de
mejoria clinica, recomiendan solicitar niveles del anti-Xa y ajustar la
dosis. En nuestro paciente decidimos intercambiar bemiparina por
enoxaparina cada 12 horas para mantener una anticoagulacion mas
segura con aumento del 20% v, tras analizar los niveles del factor
anti-Xa, aumentamos la dosis un 20% extra.
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INFORMACION PARA LOS AUTORES DE ACTUALIDAD MEDICA

NORMAS GENERALES

ACTUALIDAD MEDICA es una revista centenaria (www.actualidad-
medica.es) de ambito cientifico nacional e internacional que publica articu-
los de investigacion clinica o basica, articulos de docencia y de opinidn, car-
tas al editor, editoriales y comentarios en relacién con las enfermedades y
patologias que afectan al ser humano fundamentalmente en el ambito de la
medicina interna y otras especialidades médico-quirurgicas.

Es la revista oficial de la Real Academia de Medicina de Andalucia Orien-
tal, edita 3 numeros al afio, y acepta manuscritos en espafiol e inglés. Tiene una
version impresa (espafiol) y otra version on line (espafiol o inglés).

RESPONSABILIDADES Y ASPECTOS ETICOS EN LA PUBLICACION

ACTUALIDAD MEDICA considera que la negligencia en investigacion o
en publicacion es una infraccidn ética seria y tratara este tipo de situaciones
de la manera necesaria para que sean consideradas como negligencia. Es
recomendable que los autores revisen el Committee on Publication Ethics
(COPE) y el International Committee of Medical Journal Editors para mayor
informacion a este respecto.

La revista ACTUALIDAD MEDICA no acepta material previamente pu-
blicado. El plagio y el envio de documentos a dos revistas por duplicado
se consideran actos serios de negligencia. El plagio puede tomar muchas
formas, desde tratar de publicar trabajos ajenos como si fueran propios,
copiar o parafrasear partes sustanciales de otro trabajo (sin atribucion),
hasta reclamar resultados de una investigacion realizada por otros autores.
El plagio, en todas sus formas posibles, constituye un comportamiento edi-
torial no ético y, por tanto, se considera inaceptable. El envio/publicacion
duplicada ocurre cuando dos o més trabajos comparten la misma hipdte-
sis, datos, puntos de discusion y conclusiones, sin que estos trabajos hayan
sido citados mutuamente uno a otro.

INVESTIGACION HUMANA Y ANIMAL

Toda informacién identificativa no debera ser publicada en declara-
ciones escritas, fotografias o genealogias. Asimismo, no se podran revelar
nombres de pacientes, iniciales o nimeros de historia clinica en materiales
ilustrativos. Las fotografias de seres humanos debera ir acomparfiadas de un
consentimiento informado de la persona y que dicha persona revise el ma-
nuscrito previo a su publicacidn, en el caso de que dicho paciente pueda ser
identificado por las imagenes o los datos clinicos afiadidos en dicho manus-
crito. Los rasgos faciales no deben ser reconocibles. El Comité Editorial puede
requerir a los autores afiadir una copia (PDF o papel) de la aprobacion de un
Comité de Etica en el caso de trabajos con experimentacion animal o ensayos
clinicos (pacientes, material de pacientes o datos médicos), incluyendo una
traduccion oficial y verificada de dicho documento. Se debe especificar en la
seccion ética que todos los procedimientos del estudio recibieron aprobacién
ética de los comités de ética relevantes correspondientes a nivel nacional, re-
gional o institucional con responsabilidad en la investigacion animal/humana.
Se debe afiadir igualmente la fecha de aprobacién y nimero de registro. En
caso de que no se hubiera recibido la aprobacién ética, los autores deberan
explicar el motivo, incluyendo una explicacion sobre la adherencia del estudio
a los criterios propuestos en la Declaracion de Helsinki. (http://www.wma.
net/en/30publications/10policies/b3/index.html).

AUTORIA
Todos los datos incluidos en la presentacién de un manuscrito deben

ser reales y auténticos. Todos los autores incluidos deben haber contribuido
de forma significativa a la elaboraciéon del documento, asi como tiene la obli-

gacion de facilitar retracciones o correcciones, si fuera necesario, cuando se
encuentren errores en el texto.

En el caso de articulos de investigacidn original y articulos docentes, se
recomienda un maximo de 6 autores, aunque se aceptan sugerencias concre-
tas para mds de 6 autores. Para otros tipos de manuscritos, 4 autores sera
considerado un nimero aceptable. Cada autor debera especificar como desea
que se cite su nombre (i.e., solo el primer apellido, los dos apellidos o unir am-
bos apellidos con guidn). En caso de ser necesario, se requerira que cada autor
especifique el tipo y grado de implicacién en el documento.

REVISION POR PARES

ACTUALIDAD MEDICA publica documentos que han sido aceptados
después de un proceso de revision por pares. Los documentos enviados serdn
revisados por revisores ciegos que no tendran ningun tipo de conflicto de inte-
rés con respecto a la investigacion, a los autores y/o a las entidades financiado-
ras. Los documentos seran tratados por estos revisores de forma confidencial y
objetiva. Los revisores podran indicar algunos trabajos relevantes previamente
publicados que no hayan sido citados en el texto. Tras las sugerencias de los
revisores y su decision, los editores de la revista tienen la autoridad para recha-
zar, aceptar o solicitar la participacion de los autores en el proceso de revision.
Tanto los revisores como los editores no tendran conflicto de interés con res-
pecto a los manuscritos que acepten o rechacen.

LICENCIAS

En el caso de que un autor desee presentar una imagen, tabla o datos
previamente publicados, deberd obtener el permiso de la tercera parte para
hacerlo. Este permiso deberd estar reflejado por escrito y dirigido a la atencién
del editor de la revista ACTUALIDAD MEDICA. En caso de que una institucion
o patrocinador participe en un estudio, se requiere de forma explicita su per-
miso para publicar los resultados de dicha investigacion. En caso de presentar
informacion sobre un paciente que pueda revelar su identidad, se requiere el
consentimiento informado de dicho paciente por escrito.

CONFLICTO DE INTERESES

Los autores de un manuscrito son responsables de reconocer y revelar
cualquier conflicto de intereses, o potencial conflicto de intereses, que pueda
sesgar su trabajo, o pudiera ser percibido como un sesgo en su trabajo, asi
como agradecer todo el apoyo financiero y colaboraciones personales. AC-
TUALIDAD MEDICA se adhiere a las directrices del International Committee of
Medical Journal Editors, que esta disponible en http://www.icmje.org, inclu-
yendo aquellas de conflicto de intereses y de autoria. Cuando exista conflicto
de intereses, debera ser especificado en la Pagina de Titulo. De igual forma, el
impreso de Conflicto de Intereses (ver impreso) deberd ser rellenado, firmado
por todos los autores y remitido al editor ACTUALIDAD MEDICA. Los autores
deberan mencionar el tipo de relacion e implicacién de las Fuentes financia-
doras. Si no existe conflicto de intereses, debera especificarse igualmente.
Cualquier posible conflicto de intereses, financiero o de cualquier otro tipo,
relacionado con el trabajo enviado, debera ser indicado de forma clara en el
documento o en una carta de presentacion que acompaiie al envio.

CONSENTIMIENTO INFORMADO

En el Ultimo parrafo de la seccion Material y Métodos, los autores debe-
ran comentar que los pacientes incluidos en el estudio dieron su consentimien-
to a participar después de haber sido informados de forma concienzuda acerca



del estudio. El editor de ACTUALIDAD MEDICA, si lo considera necesario, puede
requerir la presentacion de este consentimiento informado a los autores.

ENVIO DE MANUSCRITOS

Los manuscritos deberan ser remitidos por internet a través de la direc-
cion www.actualidadmedica.es en el enlace de Envio de Manuscritos, debién-
dose previamente registrar en dicha pagina y siguiendo las normas e instruc-
ciones que aparecen en la misma. El texto del manuscrito (incluyendo primera
pagina o pagina de titulo, resumen, cuerpo del articulo, agradecimientos y
referencias) deberan incluirse en un Unico archivo. Las figuras y tablas deberan
adjuntarse en archivos separados, usando un archivo para cada tabla o figura.

NORMAS ESPECIFICAS PARA CADA TIPO DE ARTICULO
ARTICULO ORIGINAL DE INVESTIGACION

Se consideraran trabajos de investigacion clinica o basica todos aquellos
relacionados con la medicina interna y con aquellas especialidades médico-
quirdrgicas que representen interés para la comunidad cientifica. Los tipos
de estudios que se estiman oportunos son los estudios de casos controles,
estudios de cohortes, series de casos, estudios transversales y ensayos contro-
lados. En el caso de ensayos controlados deberan seguirse las instrucciones y
normativas expresadas en CONSORT disponible en http://www.consort-state-
ment, o en otros similares disponibles en la web.

La extensién maxima del texto sera de 3000 palabras que deberan di-
vidirse en las siguientes secciones: Introduccidn, Material y Métodos, Resulta-
dos, Discusion y Conclusiones. Ademas debera incluir un resumen de una ex-
tensién maxima de 300 palabras estructurado en Objetivos, Métodos, Resul-
tados, Conclusiones. Se acompafiara de 3 a 6 palabras clave, recomendandose
para las mismas el uso de términos MeSH (Medical Subject Headings de Index
Medicus/Medline disponible en: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/mesh-
browser.cgi.) y de términos del indice Médico Espafiol. Para la redaccion de los
manuscritos y una correcta definicién de palabras médicas le recomendamos
consulten el Diccionario de Términos Médicos editado por la Real Academia
Nacional de Medicina. En total se admitiran hasta 40 referencias bibliograficas
siguiendo los criterios Vancouver (ver mas adelante). El nimero maximo de
tablas y figuras permitidas sera de 6. Una figura podra estar a su vez formada
por una composicion de varias.

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 ORIGINAL DE DOCENCIA

Se consideraran articulos docentes originales aquellos encaminados a
mejorar y aportar nuevos datos sobre un enfoque practico y didactico de los
aspectos docentes mas importantes en las Ciencias de la Salud que ayuden a
mejorar la practica docente diaria.

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 acompariard 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
mads 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 Revisores externos.

La extension maxima del articulo sera de 4000 palabras divididas en una
Introduccidn, Cuerpo o Sintesis de la revision (podran usarse los apartados y suba-
partados que se estimen oportunos) y Conclusiones. El resumen no tendra 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 clini-
cos habituales sin interés para la comunidad cientifica. La longitud maxima de
los casos sera de 1500 palabras distribuidas en una Introduccién, Caso Clinico
y Discusion. El resumen tendra una extensién maxima de 150 palabras y no
necesitard ser estructurado. Se permitird un maximo de 3 figuras o tablas. El
numero maximo de referencias bibliograficas sera de 10.

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.

CARTAS AL EDITOR

Los articulos incluidos en esta seccion podran ser comentarios libres
sobre alguin 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 extensién maxima del texto enviado se-
ran 500 palabras sin estructurar. No es necesario incluir resumen ni palabras
clave. Se podrd incluir 1 figura o tabla acompariando a la carta. Como maximo
se permiten 5 citas bibliograficas.

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.

CRITICA DE LIBROS

En esta seccion se permitira la critica y comentarios sobre un libro de
ambito médico o médico-quirurgico 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,
debera estar estructurado segln 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 justificacion completa. Los articulos podran enviarse en Espafiol o
Inglés, que son los dos idiomas oficiales de la revista.

Durante la elaboracién del manuscrito podran realizarse abreviaturas,
previamente especificadas y aclaradas durante la primera aparicion 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

-Deberad incluirse un Titulo sin mas de 90 caracteres que sea lo suficiente-
mente claro y descriptivo

- Nombre y Apellidos de los autores

- Indicar las Instituciones en las que Trabajan o proceden los autores

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

- Titulo breve: Sin superar los 50 caracteres

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

- Segunda pagina o P4gina de Resumen y palabras clave

Se debera incluir un Resumen si procede segun el tipo de manuscrito
elegido, en el que debera 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, seleccién 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

+ Introduccidn: Se incluiran los antecedentes mds importantes, asi como los obje-
tivos del estudio a realizar.

- Material y Métodos: Es la parte fundamental y mas critica del manuscrito. Es
conveniente especificar el periodo de estudio, el tipo de poblacién, el disefio del
estudio, los procedimientos e instrumentos utilizados en el estudio, asi como es-
pecificar los criterios de inclusion y de exclusién en el estudio. Debera incluirse
el tipo de estudio estadistico realizado segun las caracteristicas de las variables
analizadas y estudiadas. Ademas se afiadird 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 informacién 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 adecuada. Se evi-
tara repetir comentarios o datos contemplados en los apartados anteriores en la
medida de lo posible.

- 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 utili-
zado en la elaboracion del manuscrito y quede constancia de ellas en el texto. De-
beran ser ordenadas seguin su aparicion en el texto y ser incluidas dentro del mis-
mo 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: Deberén 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. Invasion bacteriana
en la enfermedad periodontal. Avodontotoestomatol. 1987; 3: 119-33

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

- Suplemento de un nimero: Ozben T, Nacitarhan S, Tuncer N. Plasma and urine
sialic acid in non-insulin dependent diabetes mellitus. Ann ClinBiochem. 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 markers in patients
with calcium stones? Urol Res. doi: 10.1007/s00240-012-0511-1

- Libros: Carranza FA Jr. Glickman’sclinicalperiodontology. Saunders: Philadelphia; 1984
- Capitulo de libros: Takey H, Carranza FA Jr. Treatment of furcation involvement
and combined periodontal endodontic therapy. En Carranza FA Jr. Glickman'’s cli-
nical periodontology.Saunders: Philadelphia; 1984.

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

- Documento de Internet:Donaldsom L, May, R. Healthimplications of genetically-
modifiedfoods [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
debera 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
claray concisa. El formato de realizacién de las tablas serd .doc o .docx.

- Figuras

Tanto gréficos como fotografias, dibujos o esquemas se consideran figuras. De-
beran 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 prin-
cipal del manuscrito tras las Referencias o Bibliografia. Cada figura debera enviar-
se en un archivo individual principalmente en formato .tiff o .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 propie-
taria 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 estos derechos a la revista ACTUALIDAD MEDICA (mirar
documento). El autor corresponsal esta obligado a declarar si alguno de
los autores es empleado del Gobierno de Reino Unido, Canadd, Australia
o Estados Unidos de América o si tiene algun tipo de relacién contractual
con estas instituciones. En el caso de que un autor sea empleado de Es-
tados Unidos de América, debera especificar el nimero de contrato, asi
como si la investigacion ha recibido fondos de Estados Unidos. Igualmen-
te, si alguno de los autores pertenece al Instituto Médico Howard Hughes,
debera especificarlo.

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 publicado por otra
revista o en otro formato. Si alguna parte del trabajo presentado ha sido pre-
viamente publicada, debera especificarse en el manuscrito. 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 concernientes al uso de
cualquier material derivado del trabajo aceptado para publicacion en ACTUA-
LIDAD MEDICA, asi como cualquier producto derivado respecto a la distribu-
cion, transformacion, adaptacion y traduccién, 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 traba-
jos aceptados para publicacién en ACTUALIDAD MEDICA sin la expresa autori-
zacion 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 informara a
los autores si el manuscrito es aceptado, rechazado o requiere de un proceso
de revision. El proceso de revision comienza tras la recepcion y una evaluacién
formal del Editor o Editores Asociados. Posteriormente, el manuscrito sera en-
viado 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 per-
sonales ni filiacion de los mismos para asegurar un proceso de revision apro-
piado y objetivo. Una vez que el informe del revisor externo se ha recibido,
el Comité Editorial emitird una decision que sera comunicada a los autores.
El primer proceso de revision no durara mas de dos meses. Si un manuscrito
requiere cambios, modificaciones o revisiones, sera notificado a los autores y
se les dara un tiempo para que realicen dichos cambios. La cantidad de tiempo
dependera del numero de cambios que se requieran. Una vez que la versién
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 apro-
bacién de los autores sin hacer cambios en el contenido. El objetivo de estos
cambios sera mejorar la calidad de los manuscritos publicados en la revista.

Tras la aceptacion de un articulo, este serd enviado a prensa y las prue-
bas seran enviadas al autor. El autor deberd revisar las pruebas y dar su apro-
bacidn, asi como indicar cualquier error o modificacién en un plazo de 48 ho-
ras. Pasado este tiempo, no se admitiran cambios en el contenido cientifico, el
numero o el orden de los autores.

En caso de que aparezca errores tipograficos u otros errores en la publi-
cacion final, el Comité Editorial junto con los autores publicaran una aclaracion
apropiada en el siguiente nimero de la revista.

En el caso extremo en que los autores insistieran en hacer cambios no
autorizados antes de la publicacion final del articulo o violar los principios pre-
viamente mencionados, el Comité Editorial de ACTUALIDAD MEDICA se reser-
va el derecho de no publicar el articulo.
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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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