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EDITORIAL

¢ Por qué existen las ONG sanitarias?
Why are there health NGOs?

Miguel Reyero
Medicos del Mundo

Eso nos preguntamos la mayoria de las mujeres y hombres
que trabajamos en estas organizaciones buscando garan-
tizar el derecho a la salud de millones de personas que se
ven privadas de él en todo el mundo. No debiéramos te-
ner que existir, porque son los Estados quienes tienen la
obligacion de garantizarlo. Y junto con los Estados que un
dia suscribieron la Declaracion Universal de los Derechos
humanos, otros organismos supranacionales con la Organi-
zacion Mundial de la Salud a la cabeza.

Pero quienes tienen esas obligaciones estan muy lejos de
cumplirlas. La pobreza, y todavia més la desigualdad en el
reparto de la riqueza, condicionan la salud y la vida de la
inmensa mayoria de la humanidad. Con frecuencia, esa si-
tuacion la imaginamos en los paises empobrecidos, donde
la posibilidad de que una mujer muera en el parto es de 1
por cada 8 nacimientos —en Afganistan o Niger— frente a
una de cada 30.000 partos en Espafia o Suecia, por utilizar
un indicador que refleja a la vez la (in)justicia social, la des-
igualdad de género vy la pobreza.

El recién nacido de una mujer analfabeta en Bolivia tiene
un 10 % de posibiidades de morir en la infancia, frente
al 0,4% si su madre tiene estudios secundarios. Elemen-
tos basicos que determinan la distancia entre la vida y la
muerte, como son la disponibilidad de agua potable, sa-
neamiento y electricidad no estan al alcance de miles de
millones de personas. Y siempre, en todas esas situacio-
nes de riesgo de enfermedad y de muerte, sobrevivir es
mas dificil para las mujeres que para los hombres. Mas
de la mitad de la humanidad no dispone de acceso a los
medicamentos basicos, y casi dos tercios no cuenta con
un sistema publico de salud accesible. Disponer de ese
sistema de cobertura universal, financiado con dinero pu-
blico proveniente de impuestos, no garantiza por si solo la
salud de la poblacion, pero si es un elemento determinante
para la misma, segun recuerda la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS).

También en el mundo enriquecido las diferencias de salud
en funcion del nivel de renta son enormes, aungue No siem-
pre las visualicemos. En Glasgow, un varon de un barrio
pobre tiene al nacer una esperanza de vida 28 afos menor
que la de otro escocés acomodado. En Barcelona o Madrid
se han hecho andlisis con resultados similares, que prue-
ban la aseveracion de que “el codigo postal es mas deter-
minante para la salud que el codigo genético”. En Mallorca
no existen amplios estudios de esa misma indole, pero hay
datos parciales de la situacion de salud de poblaciones de
barriadas desfavorecidas como Son Gotleu o Son Banya
respecto a zonas de alto nivel de vida. También en nuestro
entorno conviven -ante nuestros 0jos vy los de nuestras au-
toridades- esas graves diferencias.

El papel de las ONG

La situacion descrita justifica la existencia de las ONG.
Como organizaciones de la sociedad civil en modo alguno
pueden —ni desean hacerlo, porgue No es su mision— asu-
mir la asistencia sanitaria de las poblaciones. Pueden, pun-
tual y transitoriamente, sustituir a las administraciones en si-
tuaciones limites, y en fragmentos de poblacion concretos:
victimas de catastrofes o de guerras, minorias excluidas vy
olvidadas como mujeres prostituidas o usuarios de drogas;
0 poblacion inmigrante que tiene barreras para acceder a
los cuidados de salud. Pero mucho mas que esa atencion
sanitaria necesariamente limitada a la atencion basica y a
un pegueno nUmero de personas, la mision de las ONG
del ambito sanitario es sefalar la injusta falta de respuesta
de quienes tienen la obligacion de garantizar la salud de
las personas. Colocar a las personas que tienen derechos
frente a quienes tienen la obligacion de garantizarlos. Esa
es nuestra justificacion temporal, y nuestra aspiracion es
que quien tiene la responsabilidad de garantizar la salud de
(toda) la ciudadania la asuma lo antes posible, para que las
ONG dejemos de ser necesarias.

Obviamente nuestras organizaciones tienen limitaciones y
problemas. Ocasionalmente aparece una noticia informado
de gue una persona relacionada con una ONG ha cometido
un determinado delito precisamente con una persona de la
poblacion a la que esta atendiendo. El que sean un limitadi-
simo nimero de casos frente a los miles y miles de hombres
y mujeres gque como profesionales técnicos o como volunta-
riado dedican sus esfuerzos en todo el mundo para mejorar
la salud de las personas en absoluto debe tranquilizarnos.

Aungue el compromiso con la poblacion y con los principios
éticos de las organizaciones se acompana de modo cada
vez de modo méas estricto con medidas de seguridad para
detectar esos pocos casos (uno solo seria demasiado), ais-
larlo y denunciarlo es para nosotros un objetivo prioritario.
Afortunadamente, la sociedad entiende bien quiénes somos
y qué hacemos, por lo que reiteradamente en las encuestas
de opinion se sitlia a las organizaciones humanitarias como
uno de los elementos mejor valorados de la sociedad. Quiza
porque esa sociedad vy las personas que la integramos sa-
bemos bien que, en palabras de la presidenta de la OMS, “la
inequidad sanitaria es verdaderamente una cuestion de vida
0 muerte, pero los sistemas de salud no tenderan espontéa-
neamente hacia ella. Reducir esas desigualdades que matan
en los paises empobrecidos y en nuestro entorno inmediato
es un imperativo ético y una obligacion de los Estados’”.

Conseguir que algun dia esa obligacion llegue a asumir-
se y gue la salud sea realmente un derecho universal es,
pues, el objetivo que, aun conociendo nuestras limitacio-
nes, NOS Marcamos.

Medicina Balear 2017; 32 (3): 9-11
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Analisis del ratio arteria pulmonar - aorta como factor
prondstico de mortalidad en poblacién infectada por el VIH

Analysis of the pulmonary artery to aorta ratio
as a prognostic factor of mortality in an HIV - infected population

Francisco Fanjul', Gloria Sampériz?, Melchor Riera’
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Resumen

Antecedentes: | a prevalencia de enfermedad pulmonar cronica obstructiva (EPOC) e hipertension pulmonar (HTP) en pacientes
infectados por el VIH es elevada. En pacientes con EPOC el ratio arteria pulmonar-aorta (AP:A) >1 podria ser un marcador diagnos-
tico de HTP y prondstico de mortalidad e ingresos, sin embargo este ratio no ha sido estudiado en poblacion infectada por el VIH.
Objetivos: Valorar el ratio AP:A como predictor de mortalidad o ingreso en una cohorte de pacientes infectados por el VIH.
Materiales y métodos: Estudio de cohorte prospectiva incluyendo una muestra aleatorizada de pacientes infectados por el VIH
con edad 40-69 afios, estables clinicamente y sin antecedentes de cardiopatia, nefropatia o hepatopatia avanzada. Se realiza TC
toracico de alta resolucion con calculo de ratio AP:A, estimacion del enfisema cuantitativo, pruebas funcionales respiratorias. Se rea-
liza andlisis estadistico de la relacion entre AP:A 'y mortalidad mediante curva COR y andlisis de supervivencia multivariante de Cox.
Resultados: Se incluyen 187 pacientes, con seguimiento medio de 7.65 anos, mortalidad observada de 18.8 /1000 pacientes-
ano. El 22.36% de los pacientes presentaban EPOC. El ratio AP:A medio fue 0.83+0.11, el 4,3% de pacientes presento ratio >1
y no se apreciaron diferencias en funcion de mortalidad ni en la muestra global ni en subgrupo de pacientes con EPOC. En el
andlisis de supervivencia solo la DLCO vy la presencia de diabetes resultaron significativas.

Conclusiones: El ratio AP:A no resulta un marcador prondstico de mortalidad o ingreso hospitalario.

Palabras clave: VIH, EPOC, hipertension pulmonar, ratio arteria pulmonar aorta.

Abstract

Background: Prevalence of chronic obstructive pulmonary disease (COPD) and pulmonary hypertension (PH) in high in HIV-
infected patients. Pulmonary artery to aorta (PA:A) ratio >1 has been proposed as diagnostic of PH and predictive of mortality and
hospitalary admissions in COPD patients. Up to date this ratio has not been validated in HIV-infected populations.

Objective: To assess PA:A ratio predictive role of mortality and admissions in a HIV-infected sample.

Methods: Prospective cohort study including a randomly selected sample of adult HIV- infected patients aged 40-69 and clinical
stable excluding those with heart, liver o renal advanced disease. Patients underwent high resolution CT chest scan with quantitati-
ve emphysema measure and PA:A estimation and lung function tests. Statistical analysis included ROC curve and Cox multivariate
survival regression to analyze PA:A ratio predictive capacity.

Results: \We included 187 patients, 7.65 years mean followup and mortality rate of 18.8/1000 patients-year. 22.36% of the pa-
tients had COPD. Mean PA:A ratio was 0.83+0.11, 4.3% had >1 ratio. No ratio differences were observed in patients according to
mortality or COPD. In multivariate survival analysis only DLCO and diabetes were associated with mortality.

Conclusions: PAA ratio is not predictive of mortality or hospital admissions in a sample of HIV infected patients.

Keywords: HIV, COPD, Pumonary Hypertension, Pulmonary artery to aorta ratio.
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Francisco Fanjul et al.

Introduccion

En los Ultimos 15 afios la progresiva mejoria de los tra-
tamientos antirretrovirales y el mayor conocimiento de
la infeccion por el VIH del que disponemos han tenido
COMO consecuencia un envejecimiento progresivo de la
poblacion infectada convirtiendo lo que era una infeccion
letal a corto-medio plazo por la aparicion de infecciones
oportunistas en una patologia cronica.

Ademas de este envejecimiento, el mejor control inmu-
novirologico ha provocado que, a diferencia de épocas
anteriores a la llegada de los tratamientos de gran acti-
vidad, las causas actuales de muerte predominantes en
los pacientes infectados por el VIH se acercan cada vez
mas a las esperables en poblacion general.,

En la actualidad, los eventos cardiovasculares inciden-
tes, la patologia pulmonar obstructiva cronica (EPOC) y
las neoplasias estan entre las primeras causas de mor-
talidad de pacientes infectados por el VIH en los paises
desarrollados.’

Prevalencia de EPOC

La prevalencia de limitacion al flujo aéreo reportada en
estudios realizados en los Ultimos 10 afos en pobla-
ciones infectadas por el VIH es superior a la observada
en poblacion general. Estas diferencias de prevalencia
han sido publicadas de manera consistente en estudios
realizados tanto de poblaciones estadounidenses como
europeas e incluso cohortes locales en las que hemos
observado prevalencias de EPOC de hasta un 25%.2°
Es por ello que en las Ultimas guias GOLD se considera
por primera vez la infeccion por el VIH como un factor de
riesgo en el desarrollo de EPOC.*

Es probable que la causa de esta diferencia no sea Unica
y requiera un enfoque multifactorial. En primer lugar, la
poblacion infectada por el VIH tiene tradicionalmente una
mayor prevalencia de tabaquismo y consumo de otros
toxicos lo que podria explicar al menos en parte las dife-
rencias observadas entre poblaciones pero que no expli-
ca por qué incluso tras analisis multivariantes ajustados
por tabaquismo y otros toxicos la prevalencia continda
siendo superior en pacientes VIH.®

En segundo lugar, la inmunosupresion de los pacientes
infectados por el VIH podria asociar una incidencia supe-
rior de infecciones en el tracto respiratorio que a su vez
podrian suponer un dafo a nivel del parénquima pulmo-
nary el tejido bronquial.

Sin embargo, la causa principal que probablemente ex-
plique en mejor medida las diferencias observadas, sea
el estado proinflamatorio causado por la propia infeccion
por el VIH. La inflamacion continua desencadenada por
la replicacion viral (incluso de bajo grado en pacientes
con cargas virales plasméticas indetectables) provoca

una cascada inflamatoria con niveles elevados de cito-
quinas e interleugquinas y un viraje de la activacion de
los macrofagos con un aumento del dafio tisular, siendo
este un factor determinante en la aparicion de areas de
enfisema.®

Esta hipotesis del estado proinflamatorio como causa
principal de EPOC en pacientes VIH ayudaria también
a explicar el por qué los pacientes infectados presenta
una mayor sintomatologia y alteracion funcional que los
pacientes no infectados.”

Hipertension pulmonar

Dentro de los pacientes con EPOC, la hipertension pul-
monar (HTP) supone un importante factor prondstico de
mortalidad. Numerosos estudios han determinado que
presentar presiones pulmonares elevadas aumenta de
manera significativa el riesgo de eventos cardiovascula-
res incidentes y muerte en poblacion general ®

Tradicionalmente se ha considerado que la propia infec-
cion por el VIH podria constituir un factor de riesgo para
el desarrollo de HTP aungue el mecanismo por el que
esto sucederia, mas alla de lo justificable por infecciones
oportunistas, no es del todo conocido.

La principal limitacion a la hora de estudiar la relacion
entre HTP e infeccion por el VIH, tanto a niveles de pre-
valencia como de etiopatogenia o desarrollo es la falta
de estudios transversales actuales que ha tenido como
consecuencia que las prevalencias aceptadas actual-
mente en la literatura hayan sido estimadas a partir de
datos indirectos provenientes de estudios con claros
sesgos de seleccion.

Uno de estos estudios, presentado por Zola et al en
2017, reportaba que hasta un 25% de los pacientes in-
fectados por el VIH a los que se les realiza una ecocar-
diograffa transtoracica presentaban signos de HTP. ©

Otra importante limitacion a la hora de establecer la pre-
valencia real de HTP en poblacion VIH es la dificultad
técnica del diagnostico. La prueba considerada en la
actualidad el patron oro es el cateterismo derecho. Sin
embargo, dada la naturaleza invasiva de la misma, se
han establecido criterios de screening por ecocardiogra-
fla transtoracica (ETT) como primer paso diagnostico al
tratarse de una prueba no invasiva.'®

Conviene recordar que la ETT presenta algunas limita-
ciones cuando se utiliza con este fin. En primer lugar re-
quiere una ventana acUstica correcta, algo que puede
resultar complicado conseguir en pacientes obesos o
con hiperinsuflacion importante, ambos escenarios fre-
cuentes en pacientes afectos de EPOC. ™

En segundo lugar, requiere la presencia de una insufi-
ciencia mitral que permita estimar presiones pulmonares.
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Por todo ello se comprende que, cuando se correlacio-
nan los datos de presiones calculadas por ETT con da-
tos obtenidos mediante estimacion intervencionista, los
resultados no sean optimos. Esto ha generado en los
Ultimos afos una busqueda de métodos alternativos, fia-
bles y no invasivos de estimacion de HTR.™?

Papel del ratio Arteria pulmonar - aorta
Recientemente se han publicado varios estudios anali-
zando el papel diagnostico del ratio entre arteria pulmo-
nary aorta (AP:A) en la HTP. Las principales ventajas que
ofrece este método diagndstico son la reproducibilidad
de la medida, la no necesidad de intervencionismo y la
posibilidad de realizar la medida en tomografias toracicas
realizadas por cualquier otra causa al no precisar para
ello parametros o condiciones de configuracion espe-
ciales, lo que diferencia esta medida de otras como la
estimacion de calcio coronario que precisan protocolos
especificos para su estimacion.

Atendiendo a los estudios publicados, el ratio AP:A po-
dria resultar un mejor estimador de la HTP que la ETT
al haber demostrado correlaciones superiores a las ob-
tenidas mediante ETT en poblaciones seleccionadas. '
Paralelamente, el ratio AP:A ha demostrado ser también
predictor de agudizaciones graves, eventos cardiovascu-
lares incidentes o mortalidad en dichas poblaciones. ™ 1®

Hasta el momento, el papel del ratio AP:A como factor
diagnostico y prondstico se ha validado en poblaciones
de pacientes con EPOC moderado-grave (Estadiaje
GOLD [-V), en pacientes con neumopatia intersticial vy
en pacientes con insuficiencia cardiaca con fraccion pre-
servada.'®'®

Este valor prondstico no parece mantenerse cuando se
analiza el ratio en poblacion general como demostro el
estudio Rotterdam realizado en una muestra de adultos
de edad avanzada.'”

Ningln estudio ha analizado el posible papel del AP:A en
una poblacién de pacientes infectados por el VIH, que
podrian probablemente beneficiarse especialmente del
mismo al presentar mas agudizaciones de EPOC, even-
tos cardiovasculares o incidencia de neoplasias que la
poblacion general.

Con el objetivo de establecer la posible utilidad del ratio
AP:A en una poblacion de pacientes infectados por el
VIH realizamos este trabajo que procedemos a describir
a continuacion.

Hipétesis y objetivos

Hipotesis
El ratio AP:A podria ser un marcador prondstico de mor-
talidad en pacientes infectados por el VIH.

Objetivos
El objetivo principal del estudio serfa analizar el papel del
ratio AP:A como factor prondstico de mortalidad.

Los objetivos secundarios del trabajo serfan establecer la
utilidad del ratio AP:A como factor prondstico de ingreso
hospitalario o incidencia de neoplasia pulmonar

Material y métodos

Disefio, poblacion y muestra

Estudio de longitudinal prospectivo de cohorte incluyen-
do pacientes adultos infectados por el VIH. La cohorte
CISEPOC se reclutd en 2008-2009 vy esta formada por
una muestra aleatoria de 285 pacientes representativa
de los pacientes seguidos en consultas del Hospital Uni-
versitario Son Espases.

Los criterios de inclusion fueron: Edad 40-69 afos, firma
del consentimiento informado vy estabilidad clinica en el
momento de inclusion. Los pacientes eran excluidos si
presentaban cualquiera de los siguientes criterios:

- Insuficiencia renal cardiaca o hepéatica (Child-C) grave

- Infeccion oportunista en los 30 dias previos

- Antecedentes de cirugia de reseccion pulmonar

- Estar recibiendo tratamiento quimioterapico, interferdn,
inmunosupresores o corticoides sistémicos en el mo-
mento de inclusion

- Embarazo

- Indice de Karnofsky <70

Los pacientes incluidos han realizado seguimiento activo
cada 4-6 meses. A fin de realizar este estudio, establece-
mos como punto final de seguimiento el 31-Junio de 2017.

Pruebas realizadas

Se realizd en todos los pacientes a su inclusion en la co-
horte tomografia computarizada toracica de alta resolucion
(cortes de 2mm, colimacion 64*0,65 mm, 120 kV y 220
mAs en un TC de 64 cortes Philips Bliliance CT), pruebas
de funcion pulmonar que incluian pletismografia, medicion
de la capacidad de difusion de CO vy test broncodilatador,
analitica de sangre, cuestionarios estandarizados (MMRC,
cuestionario St. George) y test de la marcha de seis minu-
tos de acuerdo a estandares internacionales.

Se registraron variables epidemiologicas, clinicas y aso-
ciadas a la infeccion por el VIH incluyendo recuento CD4
nadir, poblaciones linfocitarias con recuento de CD4,
CD8 y su cociente, determinacion de carga viral de VIH
en suero, coinfeccion por VHC, estadio clasificatorio del
CDC, antecedentes de infeccion por Pneumocystis jiro-
vecii y tuberculosis.

Los pacientes continuaron seguimiento en consultas
siendo visitados cada 4-6 meses a criterio de su médico
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responsable. Se registraron de manera retrospectiva al
finalizar el seguimiento el nimero de ingresos hospita-
larios en 5 afos, incidencia de neoplasias de pumon,
incidencia de eventos cardiovasculares, fallecimientos y
causa de los mismos.

Calculo del enfisema cuantitativo

De acuerdo a la literatura vigente, se calculd el grado de
enfisema mediante determinacion por software propieta-
rio (AutoQUANT, Philips Medical Systems, Andover, MA,
USA) de las areas con captacion atenuada por debajo
de -950 HU (%LLA).

Calculo del ratio AP: A

Se realiz6 el calculo del ratio AP: A en todos los pacientes
incluidos en el estudio de casos y controles que tuvieran
realizado un TC toracico en el momento de la inclusion
en la cohorte. El calculo fue realizado por un investigador
cegado al resto de variables clinicas o de desenlace de
los pacientes. Una muestra de las estimaciones fueron
confirmadas por un segunda revisor también ciego al
resto de informacion.

Para la realizacion del célculo se aplicd el protocolo de
Wells que consiste en medir diametros adrticos y de ar-
teria pulmonar al nivel de la bifurcacion de ésta. La esti-
macion de la medida adrtica se hace mediante la media
de dos diametros perpendiculares realizada en el mismo
nivel. La figura 1 representa un ejemplo de dichas medi-
ciones en un TC incluido en el estudio.

Figura 1: Ejemplo de corte de tomografia en el que se realizan las mediciones.
Puede apreciarse la bifurcacion de la arteria pulmonar a dicho nivel y el corte
transversal de aorta. La estimacion del ratio se realiza mediante la medicion de
diametros adrticos (rojo) y de arteria pulmonar (amarillo). En el caso de la aorta el
valor utilizado es la media de dos diametros perpendiculares.

Analisis estadistico

Las variables continuas se presentan como media (des-
viacion estandar) o mediana (rango intercuartilico) segun
su distribucion mientras que las categdricas se expresan
como porcentajes. La comparacion de caracteristicas
basales entre grupos se realiza mediante chi cuadrado,
T de Student o U de Mann-Whitney en funcion de las
caracteristicas vy distribucion de la variable a comparar.

Realizamos un andlisis de sensibilidad para el ratio AP:A
en funcion de la variable dependiente exitus mediante
estimacion de punto optimo de corte vy célculo del érea
bajo la curva en modelos de Caracteristica Operativa del
Receptor (Receiver Operating Characteristic: ROC).

Se realiz6 también analisis de supervivencia multivariado
(Regresion logistica de Cox con célculo de HR) para esti-
macion de riesgos en las variables explicativas a estudio.

En el modelo multivariado se incluyen las variables sig-
nificativas en el el anélisis univariado asi como variables
consideradas importantes por la evidencia existente en
la Iliteratura.

Consideraciones éticas
Este estudio ha sido aprobado por el comité de ética de
las Islas Baleares. Todos los pacientes incluidos firmaron
consentimiento informado.

Resultados

Poblacioén incluida

Se incluyen en este estudio 187 pacientes (total de pa-
clentes con medidas del ratio AP:A disponibles). Las
principales caracteristicas de los pacientes se muestran
en la tabla I. El tiempo medio de seguimiento fue de
7.65 +1.72 anos para un total de 1430 pacientes-ano.

Mortalidad y causas

Desde la inclusion en la cohorte hasta el 15/6/2017 se
produjeron un total de 27 exitus (tasa: 18.88 fallecimien-
tos por 1000 pacientes-afno). Las causas de los mismos
fueron: 12 neoplasias (5 pumonares, 3 hepatocarcino-
mas, 2 colonicas, 2 pancreaticas), 3 eventos cardiovas-
Culares, 3 causas infecciosas, 2 descompensaciones
de cirrosis y 7 pacientes sin causa conocida.

Prevalencia de EPOC

Se objetivo limitacion al flujo aéreo en un total de 46
pacientes (24.47%) incluidos en este trabajo, sin dife-
rencias significativas entre pacientes en funcion de ser
exitus o no durante el seguimiento (26.9% vs 24.1%).

De los pacientes que cumplian criterios de EPOC tras
prueba broncodilatadora (22.36%), su estadiae de
acuerdo a la clasificacion GOLD seria de 52.2% estadio |,
47.8% estadio II, ninglin paciente en estadios IlI-IV.

Situacion funcional basal

En el momento de inclusion se realizd a los pacientes
test de la marcha de 6 minutos ademas de cuestionario
de St. George de sintomatologia respiratoria. El 65% de
los pacientes incluidos superaban el 90% del valor esti-
mado de referencia en metros en el test de la marcha y
tan solo un 25% de los pacientes presentaban valores
superiores al 20% en el puntaje del cuestionario.
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Tabla I: Caracteristicas basales de los pacientes en el momento de inclusion en funcién de desenlace.

Sexo (Hombres, %) 77.8%
Edad (media + DE) 48.92 +6.65
Seguimiento (anos) (media + DE) 8.23 +0.38
Tabaquismo (%)

- activo 61.1%

- previo 26.5%

- nunca fumador 12.3%
Consumo de cocaina/heroina (activo o previo, %) 45.1%
Coinfeccion por VHC (%) 34%
Hipertension (%) 14.2%
Diabetes (%) 12.3%
Dislipidemia (%) 38.9%
indice de Masa corporal (kg/m?) (media + DE) 24.08 +3.84

CD4 nadir (cels/ml), (mediana, RIQ)
CD4 basales (cels/ml), (mediana, RIQ)

259 (100-450)
541 (385-803)

cd4/cd8 0.77+0.43
Carga viral VIH <50 copias/ul (%) 90.12%
Estadio CDC (%)

-A 42%

.B 29%

-C 29%
Enfisema cuantitativo (%) (mediana, RIQ) 0.16 (0.05-0.43)
Medida diametro Aorta (mm) (media + DE) 31.65 + 3.82
Medida diametro pulmonar (mm) (media + DE) 26.18 £ 3.44
Ratio (media + DE) 0.83 +-0.11

Test de la marcha de 6 m
- Distancia (m) (media + DE)

583.52 + 65.34

- % referencia (media + DE) 93.90 + 13.69
Puntuacion St. George (%) (mediana, RIQ) 6.15 (1.78-19.48)
FEV1/FVC (media + DE) 75.42 + 8.82
DLCO (% sobre referencia) (media + DE) 82.0 +16.16

Ratio AP:A

El ratio medio en la muestra de pacientes fue de 0.83
+ 0.11 no encontrandose diferencias significativas
pacientes en funcion de desenlace vital. El 8% de lo
pacientes incluidos presentalban un ratio =1 (punto de

Figura 2A: Histograma del Ratio AP:A en funcion de mortalidad

Pacientes exitus

10,0
75

50

Frecuencia

2,5

00—

0,60-0,79 0,80-0,99 >=1

Ratio AP:A

92.6%
52.88+7.11
3.96 + 2.33

76.92%
18.51%
3.7%

40.74%
44.4%
18.5%
29.6%
48.1%

24.34 + 5.02
235 (150-450)
430 (361-792)

0.79 + 0.51
96.29%

44.4%
18.51%
37.04%

0.22 (0.09-0.94)
32.39 + 3.19
25.78 + 3.87
0.79 + -0.10

570.22 +68.54
94.99 + 13.34

13.7 (3.22-23.75)
74.87+ 11.01
69.34 + 17.31

0.06
0.07
na

0.20

0.54
0.54
0.56
0.03
0.40
0.72
0.30
0.07
0.88
0.39

0.20

0.25
0.30
0.60
0.10

0.37
0.72

0.04
0.77
<0.01

corte considerado en la literatura como diagndstico de
HTP). En la figura 2 se muestra el ratio estratificando
por desenlace y por grado de EPOC de acuerdo a las

guias GOLD.
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Figura 2B: Histograma del Ratio AP:A en funcion de presentar EPOC
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Estimacion del punto de corte ideal de AP:A

Se realizd un andlisis de sensibilidad y especificidad para
intentar establecer un punto 6ptimo de corte del ratio AP:A
en nuestra muestra completa en relacion a mortalidad.

No encontramos ningun punto de corte para el gue la
sensibilidad y especificidad del ratio AP:A fuera superior
al 60% en ambas. Estableciendo el punto de corte en

0.90 se obtenia una especificidad del 78% pero con una
sensibilidad tan sélo del 16%. Asi mismo, un corte esta-
blecido en el ratio >0.75 tendria una sensibilidad del 72%
pero una especificidad del 24%. El modelo obtenia un
valor de area bajo la curva de 0.41 (Figura 3), resultando
ineficaz como predictor Unico de mortalidad.

Figura 3: Curva COR (Area bajo la curva de 0.41, p=0.15)
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1. Especificidad

Realizamos posteriormente célculo de curva ROC en el
subgrupo de pacientes con EPOC sin encontrar diferencias
respecto al modelo global (area bajo la curva 0.405). No
realizamos subanalisis en funcion de clasificacion GOLD al
tener nuestro estudio un tamano muestral insuficiente.

Andlisis de supervivencia multivariante de Cox
Finalmente realizamos un analisis multivariado incluyendo
como covariables aquellas que presentaron en el analisis
univariado valores de p<0.10 o que hubieran sido descri-
tas previamente como significativas en la literatura como
relevantes. Utilizamos un modelo estadistico basado
en la entrada condicional de variables con el que apre-
ciamos que las Unicas variables asociadas estadistica-
mente con la mortalidad en nuestro caso eran presentar
diabetes (HR 2.61 1C 95%: 1.0.7-6.36, p=0.03) y tener
DLCO inferiores (HR 0.95 1C95%: 0.93-0.98, p<0.01).

El ratio AP:A en nuestra muestra resultaba presentar un
efecto protector con un HR una significacion no estadis-
tica (Tabla Il).

Tabla IlI: Datos de la regresion de Cox al mantener las variables significativas en
multivariado e introducir la variable Ratio AP:A

Variables de la ecuacion

95,0% IC para HR

Sig. HR Inferior Superior
Diabetes ,034 2,613 1,073 6,362
DLCO (%) ,000 ,952 ,929 ,976
Ratio PA:A ,099 ,043 ,001 1,821
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Este tedrico efecto protector en nuestro modelo se justifi-
ca por una correlacion inversa entre la edad de inclusion
y el ratio AP:A, presentando los pacientes mas jovenes
atios superiores como puede verse en el diagrama de
dispersion mediante regresion logistica en la figura 4.
Esta correlacion obtenia un coeficiente de Pearson de
-0.245 (p=0.001)

Figura 4: Diagrama de dispersion de las variables Ratio AP: A'y edad
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Andlisis del ratio AP:A en objetivos secundarios
del estudio

Durante el seguimiento se registraron 7 neoplasias de
pulmon incidentes. Al comparar los ratios AP:A de los
pacientes con neoplasia pulmonar versus aguellos pa-
cientes que no la desarrollan no apreciamos diferencias
significativas (0.78 vs 0.82, p=0.27).

Tampoco encontramos diferencias en el ratio de los pa-
cientes en funcion de haber tenido o no ingresos hospi-
talarios en 5 afios (0.83 vs 0.84, p=0.73).

Discusion

Nuestro trabajo intenta valorar la posible utilidad del
Ratio AP:A como marcador pronéstico en una cohor-
te de pacientes infectados por el VIH. A tenor de los
resultados obtenidos, podemos concluir que en una
muestra de pacientes de mediana edad como la nues-
tra no resulta un parametro Util como marcador pro-
nostico de mortalidad.

No hemos podido establecer un punto de corte en el
que los valores de sensibilidad y especificidad para la
variable en estudio fueran aceptables. Tampoco hemos
evidenciado un valor predictivo de mortalidad en nuestro

modelo multivariado de supervivencia. Estos resultados
serfan congruentes con los publicados en cohortes de
poblacion general sin enfermedades pulmonares o car-
diacas avanzadas.

Posteriormente, en andlisis post hoc hemos analizado la
posible utilidad del Ratio AP:A en un subgrupo de pa-
clentes con EPOC (incluyendo cualquier estadio de la
enfermedad) sin obtener tampoco valores significativos
predictivos a diferencia de cohortes publicadas en las
que sf hallan estas relaciones. Creemos que en nuestro
caso esto se justifica por el relativo bajo nivel de grave-
dad de EPOC presente en la muestra (ninglin paciente
en estadios IV de la clasificacion GOLD) comparada
con los estudios publicados hasta la fecha.

Tampoco hemos observado utilidad prondstica para el
desarrollo de neoplasias de puimon ni el presentar ingre-
S0s hospitalarios en 5 anos.

Destaca ademas en nuestro trabajo la baja proporcion
de pacientes con un Ratio AP:A >1. Considerando que
tradicionalmente este es el valor de corte propuesto
como Optimo en el cribado de HTP podria deducirse que
la prevalencia de HTP en nuestra muestra es baja. A fa-
vor de esta afirmacion estaria que los pacientes incluidos
en el estudio presentan una situacion funcional relativa-
mente conservada, algo poco probable si la prevalencia
de HTP fuera similar a las cifras publicadas en la litera-
tura del 25%.

Los datos obtenidos en el modelo multivariado de regre-
sion respecto al papel prondstico de la DLCO 'y la presen-
cia de DM en nuestra cohorte son también congruentes
con la literatura existente en este campo, asf como la ma-
yor mortalidad en funcion de edad y sexo masculino que
en nuestro caso no ha alcanzado niveles significativos.

Ninguna variable relacionada con la infeccion VIH ha
demostrado ser predictiva de mortalidad en nuestra co-
horte en el andlisis multivariado. Probablemente esto se
deba al tipo de muestra incluida, con mas de un 90% de
los pacientes en estado de supresion virologica y con
cifras de poblaciones linfocitarias de CD4 elevadas.

Conviene analizar finalmente las fortalezas vy limitacio-
nes de nuestro trabajo. Se trata de un estudio realizado
en una muestra aleatorizada de pacientes infectados
por el VIH, bien caracterizada a nivel clinico y con un
correcto seguimiento. Las mediciones de la variable en
estudio se han realizado por un Unico revisor cegado al
resto de informacion clinica y todos los TC se han reali-
zado utilizando el mismo equipo y protocolo. Con estas
medidas creemos haber minimizado posibles sesgos
de medida.

Las principales limitaciones de nuestro trabajo vienen
devenidas de los criterios de inclusion y exclusion em-
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pleados. Al haberse excluido inicialmente pacientes con
cardiopatia, nefropatia o hepatopatia avanzadas hemos
seleccionado una muestra en la que probablemente el
valor del Ratio AP:A sea inferior a lo obtenido si se aplica-
se sin estos criterios dado que es en esos subgrupos de
pacientes en los que el Ratio AP:A es un mejor predictor
de acuerdo a lo publicado hasta ahora.

Por ello no podemos descartar gue en poblaciones selec-
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Resumen

En céancer de pumon, una de las terapias dirigidas mas exitosas, son las que inhiben a los protooncogenes ErbB (especialmente
a EGFR y a ErbB2). Actualmente se estan ensayando la inhibicion de estos oncogenes mediante pequefias moléculas (erfotinib,
lapatinib, gefitinib) o mediante anticuerpos monoclonales (cetuximab, trastuzumab, pertuzumab) consiguiéndose un éxito relativo
para tumores metastasicos de célula no pequefia. Interesantemente estas terapias parecen ser mas efectivas cuando los oncoge-
nes se encuentran amplificados. Teniendo en cuenta estas consideraciones, el objetivo principal de este trabajo, es la blsqueda
de regiones cromosoémicas amplificadas en cancer de pumén que puedan albergar nuevos oncogenes, que nos ayuden a profun-
dizar en el conocimiento del cancer y sobre los que podamos desarrollar futuros farmacos que sirvan como terapias dirigidas. Para
tal propdsito hemos combinado dos tipos de plataformas de andlisis masivo de informacion genética: microarrays de hibridacion
gendmica comparada (CGH) y microarrays de expresion para analizar el genoma de 8 lineas celulares de cancer de pulmoén. Se
comparo directamente el nimero de copias de ADN y los niveles de expresion de ARNm de mas de 8000 genes para identificar
nuevos oncogenes amplificados funcionalmente. La linea celular Calu3 que contiene una amplificacion cromosdmica conocida
de ErbB2, en laregion 17912, se utilizd como control positivo. Ademéas de confirmar la amplificacion en 179 en las células Calu3,
nuestros datos revelaron claramente la presencia de cuatro amplicones independientes en los cromosomas 5p13, 6p21, 11913,
19018y en la mayoria de los casos de forma concomitante con un aumento en la expresion génica. Ensayos de fluorescencia in
situ (FISH) en las lineas celulares confirmaron la presencia de amplificacion génica (més de 10 copias) en estas regiones cromo-
somicas. Ademas de las lineas celulares, la presencia y la frecuencia de las alteraciones se evalud adicionalmente en 26 tumores
primarios de pulmon mediante FISH. Nuestros resultados mostraron una recurrencia en la amplificacion cromosomica en tumores
primarios: 8 % (en la region cromosomica 5p12), 4 % (6p21 ), 4 % (11g13.2), 2 % (17912 )y 2 % (19913). Un andlisis mas de-
tallado de los genes contenidos en estas regiones revelaron posibles candidatos a ser nuevos oncogenes en cancer de pulmon.
En conjunto, estos los datos sugieren que estas regiones cromosémicas de ampliacion pueden albergar posibles oncogenes
implicados en la carcinogénesis pulmonar sobre los cuales se podria disefiar de nuevos farmacos de utilidad terapéutica.

Palabras clave: protooncogenes ErbB, cancer de pulmon, dianas terapéuticas.

Abstract

In lung cancer, one of the most successful targeted therapies are those that inhibit ErbB protooncogenes (especially EGFR and
ErbB2). Are currently being tested inhibition of these oncogenes by small molecules (erlotinib, lapatinib, gefitinib) or monoclonal
antibodies (cetuximab, trastuzumab, pertuzumalb) achieving relative success for metastatic tumors of non- small cell. Interestingly,
these therapies are most effective when these oncogenes are amplified. Given these considerations, the main aim of this work is
the search for chromosomal regions amplified in lung cancer that can accommaodate new oncogenes, to help us deepen knowled-
ge about cancer and future drugs that we develop to serve as targeted therapies.

To search for chromosomal regions that could harbour new oncogenes amplified in lung tumors we have performed high-resolution
CGH (Comparative Genome Hybridization), analysis on cDNA microarrays in 8 lung cancer cell lines. \We directly compared DNA
copy number and mRNA expression levels of over 8000 genes to identify novel amplicons and the candidate oncogenes that are
targeted. The Calu-3 cells that carry gene amplification at the 17g12 region, a previously reported and well known amplicon that
targets the ErbB2 oncogene, was included in the study as a positive control. In addition of confirming the amplification at 179 in
the Calu-3 cells, our data clearly unveiled the presence of four independent amplicons at chromosomes 5p13, 6p21, 11913, and
190183, in most cases concomitantly with an increase in gene expression. FISH analysis in the cell lines confirmed the presence
of gene amplification (more than 10 copies) at these regions. In addition to cell lines, the presence and frequency of the alterations
was further evaluated in 26 lung primary tumors by FISH analysis. Our results showed that the frequency of amplification at these re-
gions in the primary tumors was as follows: 8% (at chromosome 5p12), 4% (at chromosome 6p21), 4%(at chromosome 11g13.2),
2% (at chromosome 17g12) y 2% (at chromosome 19g13). Further analysis of the genes in these regions revealed potential candi-
dates for new oncogenes in lung cancer. Taken together, the data suggests that these amplicons may harbour potential oncogenes
implicated in lung carcinogénesis that could be used for drug targeting. Overall, our results illustrate how the amplification provides
a powerful approach to highlight genes with an important role in cancer.

Keywords: ErbB protooncogenes, lung cancer, therapeutic targets.
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Introduccion

Oncogenes, amplificacion génica y farmacos para
terapias dirigidas.

Tal'y como se ha mostrado en apartados anteriores, de
una forma general, los genes importantes en cancer pue-
den dividirse en dos tipos: genes supresores tumorales,
que controlan negativamente el crecimiento tumoral y los
oncogenes, que promueven el crecimiento tumoral. Por
ello, y como parte del desarrollo tumoral, las células ad-
quieren de forma selectiva una pérdida de funcion de
los genes supresores tumorales y una adquisicion de
oncogenes (mediante la conversion de sus precursores
naturales, los proto-oncogenes).

Los genes supresores tumorales pueden perder su fun-
cion mediante los siguientes mecanismos:

1) La pérdida completa de sus regiones codificantes,

2) La adquisicion de mutaciones inactivadoras.

3) La represion transcripcional (por ejemplo, mediante
hipermetilacion de su promotor).

Por otra parte, un proto-oncogén puede transformarse en
un oncogén, mediante varios mecanismos (Figura I1);

1) Creacion de proteinas funcionalmente diferentes: por
la adguisicion de mutaciones activadoras (los protoon-
cogenes ras se activan permanentemente mediante mu-
taciones puntuales), o bien, mediante la formacion de
quimeras oncogénicas mediante fusion génica (la fusion
de los genes c-abl y ber origina un oncogén en la leuce-
mia mieloide cronica).

2) Sobreexpresion asociada a la amplificacion génica
(n-myc en neuroblastomas) o a translocaciones (c-myc
en los linfomas de Burkitts, suele translocarse cerca del
promotor del gen de la cadena pesada de las inmunog-
lobulinas, 1o que aumenta su expresion).

Tanto supresores tumorales como oncogenaes son ob-
jeto de estudio por parte de la terapia anti-oncogénica
actual. Las terapias dirigidas, son las destinadas a afec-
tar exclusivamente la proliferacion tumoral, preferibles
frente a las terapias tradicionales, que interfieren en el
crecimiento de las células que se dividen rapidamente
tumorales o no.

Con la tecnologia actual, es mas exitoso suprimir el efec-
to de oncogenes que recuperar la pérdida de funcion de
los supresores, por lo que las terapias dirigidas que es-
tan surgiendo actuan inhibiendo oncogenes. El ejemplo
mas representativo de terapia dirigida se trata del imatinib
mesylate, una pequefia molécula capaz de inhibir a la
quinasa oncogénica abl-ber propia de la leucemia mie-
loide cronica. Asl, el tratamiento con imatinib mesylate es
capaz de provocar una remision citogenética completa
en cerca del 90% de los pacientes de leucemia mieloi-
de cronica tras 15 meses de tratamiento (Deininger and
Druker 2003).

A dia de hoy no existen muchas terapias dirigidas en el
céancer de pulmoén, v hasta hora solo se han mostrado
efectivas las que las que tratan de reducir los efectos
cancerigenos de los oncogenes, mas que recuperar
el efecto de los genes supresores. En cancer de pul-
mon, una de las terapias dirigidas mas exitosas, son las
que inhiben a los protooncogenes ErbB (especialmen-
te a EGFR y a ErbB2/Her2) que se encuentran sobre
expresados en alrededor del 10% de tumores prima-
rios (Grob, Kannengiesser et al. 2012). Actuaimente
se estan ensayando la inhibicion de estos oncogenes
mediante pequenas moléculas (erlotinib, lapatinib, gefi-
tinib) o mediante anticuerpos monoclonales (cetuximab,
trastuzumab, pertuzumalb) consiguiéndose un éxito re-
lativo para tumores metastasicos de célula no peque-
fia (Swanton, Futreal et al. 2006; Bruheim, Sandvold et
al. 2013). Ha de resaltarse que estas terapias son mas

Figura I1: Transformacion de proto-oncogenes en oncogenes: Los proto-oncogenes pueden transformarse en oncogenes mediante la adquisicion de mutaciones que

les haga funcionalmente diferentes o mediante un aumento de la expresion.
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efectivas cuando los oncogenes se encuentran amplifi-
cados (Cappuzzo, Varella-Garcia et al. 2005; Tsao, Sa-
kurada et al. 2005).

Amplificacién génica y cancer

La amplificacion génica, es un proceso mediante el cual
aumenta el nimero de copias de una regidn cromoso-
mica de forma diferencial al resto del genoma. Original-
mente se identificd como un mecanismo por el cual algu-
nas lineas celulares adquirian resistencia a compuestos
inhibidores del crecimiento (Alt, Kellems et al. 1978). En
céancer se observo por primera vez en los genes myc, a
comienzos de la década de los ochenta (Dalla-Favera,
Wong-Staal et al. 1982). En principio, se pensd que se
trataba de una excepcion, aungque posteriormente la lista
de genes amplificados en tumores (sobretodo solidos) vy
en lineas celulares ha ido aumentando.

En el caso concreto del cancer de pulmoén se han iden-
tificado como principales genes alterados por amplifica-
cion, los genes de la familia myc (especiaimente c-myc'y
I-myc) y los genes de la familia ErbB (Erbb2 y EGFR) con
frecuencias inferiores al 10%.

Hasta la fecha, la técnica mas empleada para la detec-
cion de los cambios en el nimero de copias de ADN a
lo largo de todo el genoma, ha sido la Hibridacion Ge-
némica Comparada (CGH), desarrollada en 1992, Dicha
técnica compara el nimero de copias de ADN de dos
muestras distintas que previamente se han marcado con
fluorocromos diferentes. Por ejemplo, el ADN tumoral,
marcado en verde y el ADN normal, marcado en rojo.
Ambos ADNs se mezclan en cantidades equimolares y
se realiza una hibridacion in situ competitiva sobre cro-
mosomas metafasicos normales. Cuando no existen al-
teraciones en el nimero de copias del ADN, la cantidad
de ADN marcado en rojo y verde es la misma, por lo que
el resultado final aparece en amarillo (mezcla 1:1 de rojo
y verde). Por el contrario, si el tumor contiene ganancia
de material genético en determinadas regiones, la hibri-
dacion de esa zona resultara en una mayor proporcion
de fluorocromo del tumor (verde). Por el contrario, si el
tumor contiene una delecion (pérdida), la region delecio-
nada del tumor apareceréa en rojo. La CGH permite, por
tanto, la deteccion de ganancia y pérdidas de regiones
cromosomicas en todo el genoma del tumor y se ha apli-
cado extensamente durante los Ultimos afos a los mas
diversos tipos de tumores, mostrando su gran utilidad
en la busqueda de regiones cromosomicas con altera-
cion en el nimero de copias. Sin embargo presenta el
inconveniente de tener una resolucion limitada ya que es
incapaz de detectar alteraciones que abarquen menos
de 7-10 Mb.

En los Ultimos afos se ha podido aumentar la reso-
lucion de esta técnica mediante la utilizacion de los
microarrays de CGH, que combinan la tecnologia de

analisis masivo de los microarrays (Pinkel, Segraves et
al. 1998), la técnicas de hibridacion comparada de la
CGH vy los datos de secuencias y posiciones aporta-
dos por el Proyecto Genoma Humano. De esta forma,
los microarrays de CGH se utilizan para comparar ma-
sivamente secuencias concretas de ADN de muestras
diferentes de las que se conoce su posicion exacta en
el genoma. Esto posibilita una mayor resolucion, tan
solo limitada por el nimero de secuencias impresas en
el microarray vy la distancia gendmica que existe entre
ellas. Asi, pueden alcanzarse resoluciones entorno a la
0,5 Mb. En principio, como plataforma para los microa-
rrays de CGH, se ha estado utilizando matriz de ADNc
(Pollack, Perou et al. 1999), aungue actualmente estan
emergiendo las matrices de ADN desarrolladas ex pro-
feso para dicha técnica.

Objetivos

A pesar de los avances actuales, el cancer de pulmon
es la primera causa de muerte por cancer en nuestro
pals. Actualmente no existen terapias eficaces que logren
disminuir la mortalidad de este tipo tumoral y menos del
12,5% de los pacientes espanoles logran sobrevivir cin-
Co anos tras su diagndstico. Es necesario aumentar los
esfuerzos para comprender los mecanismos que con-
tribuyen a la aparicion y evolucion del cancer pulmonar,
con el fin que puedan repercutir efectivamente sobre los
pacientes.

El andlisis masivo genémico se ha mostrado como una
herramienta capaz de ayudar a la comprension del pro-
Ceso carcinogénico y como una herramienta Util para la
seleccion de dianas terapéuticas que pueden ayudar al
diseno de farmacos.

Las terapias dirigidas son las destinadas a afectar pri-
mordialmente la proliferacion tumoral. Son preferibles
frente a las terapias convencionales, que interfieren en
el crecimiento de las células que se dividen rapidamente
tumorales o no, siendo en principio mas efectivas y con
menos efectos secundarios.

En cancer de pumon, una de las terapias dirigidas mas
exitosas, son las que inhiben a los protooncogenes ErbB
(erlotinib, lapatinib, gefitinib, cetuximab, trastuzumab,
pertuzumab, etc) que se encuentran sobre-expresados
con cierta frecuencia en tumores primarios. Como se
menciond en la introduccion, estas terapias son mas
efectivas cuando los oncogenes se encuentran ampli-
ficados genéticamente. Teniendo en cuenta estas con-
sideraciones, el objetivo principal de este trabajo, es la
buUsqueda de regiones cromosomicas amplificadas en
cancer de pumon que puedan albergar nuevos onco-
genes, que nos ayuden a profundizar en el conocimiento
del cancer y sobre los que podamos desarrollar futuros
farmacos que sirvan como terapias dirigidas.
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Materiales y métodos

Microarrays de ADNc de expresion

Por microarrays de ADNC se conoce a una técnica de
andlisis masivo de expresion génica que utiliza como
soporte un vidrio en donde se han depositado una
matriz de puntos que contienen secuencias de ADNC
conocidas. En los microarrays de expresion se com-
paran dos ARN de diferente procedencia. Para ello el
ARN se retrotranscribe a ADNC y se marcan con fluo-
rocromos diferentes, por ejemplo, rojo (Cyb) y verde
(Cy3). Posteriormente ambos ADNc marcados se hi-
bridan de forma competitiva sobre el portaocbjetos que
contiene la matriz de ADNc, se lava y se recoge la
fluorescencia mediante un escaner. Las intensidades
de fluorescencia recogidas en el canal rojo seran pro-
porcionales al ARN inicial que habiamos marcado en
rojo, e igualmente para el verde. De esta forma pueden
compararse miles de trascritos de ARN diferentes a
la vez, tantos como puntos de secuencias diferentes
haya en el microarray.

El OncoChip es un microarray de ADNc que especial-
mente ha sido disenado que contenga genes implicados
en el cancer. Incluye un nlcleo central de 2.489 genes
relevantes en el cancer junto con otros genes implicados

en la respuesta a drogas, genes especificos de tejido vy
genes control hasta sumar un total de 6386 genes.

Figura M1: Desarrollo de un Microarray de Expresion.
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En el presente estudio (Figura M1), para realizar los en-
sayos de microarrays de expresion se partié 35 ug de
ARN total. En un primer paso, el ARN se retrotranscribio
y marco usando el enzima “Superscript | ARN-Hase Re-
verse Transcriptase” (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Se
utilizo el fluorocromo Cy3-dUTP (verde) para marcar de
un ARN refrente comercial (Unniveral Human Referente
RNA, Stratagene) y Cy5-dUTP (rojo) para marcar el ARN
de las lineas celulares problema. Los ADNc se purifica-
ron mediante “CyScribe GFX purification kit” (Amersham
Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, USA). Posterior-
mente se combinaron los ADNc control y problema, se
anadio el blogueante “Human Cot 1 DNA” (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) y se precipitaron con etanal.

A continuacion el cDNA marcado se desnaturalizd y se
hibridd en el cristal utilizando como tampdn de hibrida-
cion “Slide Hyb#1” (Ambion, Austin, Tx, USA). Se incubd
17h a 550C. Finalmente, el cristal se lavd y se escaned
utiizando Scanarray 5000 XL (GSI Lumonics Kanata,
Ontario, Canada).

Las imagenes escaneadas se cuantificaron y normali-
zaron con el programa GenePix (Axon instruments Inc.,
Union City, CA, USA) v los datos para el estudio se ex-
trajeron con la ayuda del paquete bioinformatico: (http://
gepas.bioinfo.cnio.es/cgi-bin/preprocess) (Herrero, Al-
Shahrour et al. 2003).

Lineas Celulares
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Microarrays de hibridacién genémica

comparativa (CGH)

Los microarrays de CGH se utilizan para comparar ma-
sivamente secuencias concretas de ADN de posicion
gendmica conocida de muestras diferentes. La plata-
forma de estos microarrays puede ser igual a los de
expresion, es decir ADNc, aungue existen microarrays
especfificos que se estan desarrollando ex profeso para
dicha técnica y contienen secuencias de ADN. En el
presente trabajo se utilizo la misma plataforma para los
microarrays de expresion y CGH (OncoChip). El desa-
rrollo experimental es similar al descrito anteriormente
en los microarrays de expresion con la salvedad de
que se utiliza ADN, en lugar de ARN retrotranscrito a
ADNc (Figura M2).

Inicialmente, se crecieron las lineas celulares de cancer de
pulmon: Calud, H23, Ad27, HA41, Ab22, AB49, H1299 vy
H2126 bajo las condiciones recomendadas, y se les ex-
trajo el ADN por procedimientos convencionales. Como
ADN control, se utilizd el extraido de linfocitos sanguineos
a cinco individuos sanos. Ambos tipos de ADN se frac-
cionaron mediante digestion con los enzimas Alu 'y Rsa /.
Mas adelante, se purificaron y se marcaron los fragmentos
con los fluorocromos Cy3 (ADN normal) y Cy5 (ADN tumo-
ral) utiizando “Bioprime Labeling Kit (GIBCO-BRL, Grand
Island, NY, USA). Los procesos posteriores de hibridacion
y extraccion de datos son similares a los descritos ante-
riormente para microarrays de expresion. Como software
especifico se utllizd el "CGH Explorer” v2.44 (http://www,
ifi.uio.no/forskning/grupper/bioinf/Papers/CGHY/).

Figura M2: Metodologia utilizada para la blsqueda de regiones amplificadas en cancer de pulmon.
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Hibridacion Fluorescente in situ (FISH)

En esta técnica se utiliza una sonda especifica marcada
fluorescentemente para localizar una region determinada
de ADN en el genoma celular (ya sea en el ndcleo inter-
fasico o en metafase). Las aplicaciones de esta técnica
son variadas, puede utilizarse tanto para localizar la po-
sicion de un determinado gen, como para caracterizar
aberraciones cromosomicas de cariotipos. En el pre-
sente estudio, se utilizd para validar las amplificaciones
génicas que previamente se habian hallado mediante el
microarray de CGH.

Preparacion de las sondas fluorescentes especificas:
Se utilizaron dos tipos de sondas: sondas especfficas si-
tuadas en el ndcleo de los amplicones hallados mediante
los microarrays de CGH y sondas control centoméricas, o
de regiones del mismo cromosoma no amplificadas. Las
sondas se elaboraron a partir de ADN especifico extraido
de cromosomas artificiales bacterianos (BACs) obtenidos
de Invitrogen (CA, USA) o de BACPAC Resource Center
(BPRC) del Children’s Hospital Oakland Research (Institute
in Oakland, CA, USA; Tabla M3). Para constituir la sonda,
cuando fue posible, se utilizaron varios BACs solapantes
con el fin de mejorar la eficacia y especificidad del ensayo.
Cada una de las sondas BACs se validaron por separa-
do sobre metafases de células normales comprobando-
se que hibridaban en la posicién cromosdmica indicada.
Una vez purificados los BACs, tras su amplificacion y ex-
traccion a partir de células de E.coli, se utilizd el "CGH
translation KIT” (Vysis. Inc., Downers Grove, IL, USA) para
marcar 10ug de cada sonda. El marcaje para las son-
das control fue en verde (con dUTP-Cy3) y las sondas del
amplicén se marcaron en rojo (con dUTP-Cy5), siguiendo
las indicaciones del proveedor. Posteriormente se purifi-

Tabla M3: Cromosomas artificiales bacterianos utilizados para construir sondas
fluorescentes especificas.

BAC GENES POSICION
CTD-3092E20 NUP155, WDR70 5p13.2
RP11-52A1 CPNES, PPIL1 6P21.1
RP11-170N22 CPNES, PPIL1 6P21.1
RP11-58G14 PPIL1, P16, FGD2 6P21.1
RP4-625H18 D4 6P22.3
RP11-715F10 AIP, CDK2AP2, GSTP1, CABP2 11g13.2
CTD-2530J15  CLCF1, RAD9, PPP1CA, RPS6KB2, PTPPRCAP,  11q113.2
CORO1B, CABP4, AIP, CDK2AP2, GSTP1, CABP2
RP11-65L1 FCHSD2 11g13.4
RP11-800A3 P2RY2, P2RY6, ARHGEF17 11g13.4
RP11-933G1  P2RY2, P2RY6, ARHGEF17, TNFRSF19C, D87470 = 11q13.4
RUVBL2, LHB, CAGB, CGB1, CGB2, CGB5, CGBS,
RP11-123C1 CGB2, CGB7, NTF5, KCNA7, SNRP70, LIN7B, 19913.3
PPFIA3, HRC, TRPM4
RUVBL2, LHB, CAGB, CGB1, CGB2, CGBS5, CGBS,
RP11-591H17  CGB2, CGB7, NTF5, KCNA7, SNRP70, LIN7B, 19913.3
PPFIA3, HRC, TRPM4
SONDAS DE CONTROL
RP11-20606 19p11-19p11
RP11-277K21 6q12
RP11-12C1 11g11.2
RP11-91122 5q11.2

c6 el ADN, se afadié 20ug de blogueante Human Cot 1
ADN (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) y precipitd el ADN.
Finalmente se resuspendié en tampdn de hibridacion LSI/
WCP " (Wysis. Inc., Downers Grove, IL, USA).

Hibridacion

La hibridacion se realizd sobre un portaobjetos, donde
se habian depositado nlcleos de las lineas celulares es-
tudiadas, o en el caso de tumores, sobre microarrays
de tejidos (TMA, del inglés Tissue Microarray). Los por-
taobjetos, se deshidrataron con etanol y sobre ellos se
depositd una mezcla que contenia; 1.5ul de la soda del
amplicon (marcada en rojo), 1.5ul de la sonda control
(marcada en verde) y 7ul tampdn de hibridacion LSI/AWCP
(Vysis. Inc., Downers Grove, I, USA). Posteriormente el
ADN se desnaturalizd a 720C durante 2 minutos, vy se
incubd 16h a 370C en una camara humeda. Finalmente,
se lavo el portaobjetos y se tific con DAPI para su visua-
lizacion en un microscopio de fluorescencia.

Creacién de matrices titulares

(tissue microarray, TMA).

La hibridacion fluorescene in situ sobre los tumores pri-
marios se realizd sobre una matriz tisular que contenia
secciones de tejidos tumorales seleccionados de dife-
rentes pacientes de cancer de pulmon (tissue microa-
rray, TMA).

Los TMA facilitan un andlisis masivo de diferentes tejidos
pulmonares mediante diversas técnicas entre las que
se incluyen las de inmunohistoguimica o, como en este
caso, de hibridacion fluorescente in situ.

La construccion de los TMA (Figura M5), puede resu-
mirse en los siguientes apartados:

1. Seleccion del material: seleccion de las preparacio-
nes histoldgicas y blogues de parafina que

continen embebidos los tumores pulmonares de interés.
2. Seleccién de la zona a pinchar dentro del bloque
donante.

3. Disefo de la plantilla del TMA, mediante un progra-
ma informético, en la cual existe una

serie de duplicados y de controles como control de ca-
lidad del ensayo.

4. Realizacién del bloque receptor: pinchando su-
cesivamente los blogues donantes en las zonas previa-
mente seleccionadas, guiandonos por el disefio prede-
terminado de la plantilla, para posteriormente introducir
los cilindros en el blogue receptor, que Poco a Poco se
convierte en una matriz que contiene secciones tumora-
les representativas de una muestra de

pacientes con cancer de pulmaon.

PCR cuantitativa (QPCR).

En el presente estudio se Utilizo la reaccion en cadena
de la polimerasa cuantitativa (qPCR) sobre ADN y sobre
ARN con el fin de corroborar los datos obtenidos en los
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microarrays de CGH vy de expresion respectivamente. El
ADN se extrajo de las lineas celulares y de los tumores
primarios, utiizando el DNeasy Blood & Tissue Kit (Qia-
gen Inc., Valencia, CA) siguiendo el protocolo del pro-
veedor. De forma similar, el ARN se extrajo de las lineas
celulares usando “RNeasy kit” (Qiagen Inc., Valencia,
CA). Los tumores, sin embargo, se trataron con Trizol
(Life Technologies, Inc., Grand Island, NY, USA) antes
de usar el RNeasy kit. Durante el proceso se uso la nu-
cleasa "RNAse-free DNAse I” (Qiagen Inc., Valencia, CA,
USA) para eliminar posibles interferencias con el ADN.
Para comprobar que el ARN no habia sufrido degrada-
cion durante el proceso de extraccion se realizd una
electroforesis con 1ug del ARN obtenido.

La reaccion de retrotranscipcion (RT) se realizé a partir de
1ug de ARN utilizando el kit “Reverse Transcription Sys-
tem” (Promega, WI, USA) basado en las propiedades del
enzima AMV-retrotranscriptasa. Para estas reacciones
se utilizaron como cebadores hexameros aleatorios (en
tumores primarios) y oligo-dT (en lineas celulares).

Las reacciones de gPCR se realizaron a partir de 25ng
de producto total utiizando “The SYBR® Green PCR
Master Mix" (Applied Biosystem, Foster City, CA, USA) vy
cebadores especfficos para los genes. Las condiciones
de PCR fueron: 2 min a 500C, 10 min a 95 °C vy 40 ci-
clos de amplification (95°C durante 15 segundos y 60°C
durante 30 segundos). La proteina gliceraldehido-3-fos-
fato-deshidrogenasa (GAPDH) se utilizd para normalizar
las variaciones de las cantidades del ADNc de partida.

La evolucion de la PCR se siguid con un sistema detec-
tor de secuencias ABl Prism 7700. Una vez obtenidas
las curvas de amplificacion la cuantificacion se realizé si-
guiendo una curva estandar de amplificacion o mediante
el método ACt.

Resultados

La amplificacion génica es uno de los mecanismos de
activacion de proto-oncogenes en los tumores. De entre
los genes comiUnmente amplificados en cancer se en-
cuentran myc vy ErbB2, cuyo incremento en el nimero
de copias en el ADN se asocia a elevados niveles de ex-
presion génica y constituye un mecanismo de activacion
oncogénica de varios tipos de cancer. Los microarrays
de CGH (Comparative Genome Hybridization), que per-
miten el analisis global y cuantitativo del nimero de co-
pias de un genoma, pueden utilizarse como herramien-
tas para determinar con gran resolucion los cambios que
se producen en la dotacion génica de una linea celular
tumoral al compararla con un ADN gendmico contral.
Distintos trabajos han demostrado la viabilidad de utili-
zar plataformas de microarrays de ADNc convencionales
para estudiar las alteraciones en el nimero de copias del
ADN gendmico en células tumorales. Por ello, otro de

los objetivos del presente trabajo fue la identificacion de
nuevas regiones amplificadas en lineas celulares de tu-
mores pulmonares que alberguen oncogenes potencial-
mente relevantes para el desarrollo de este tipo de can-
cer. Para identificar regiones amplificadas se estudiaron
las ocho lineas celulares de céncer de pulmon: Calu3,
H23, Ad27, HA41, H522, AB49, H1299 y H2126. Tanto
el andlisis de las alteraciones en el nimero de copias
del ADN gendmico como los cambios en los perfiles de
expresion se llevaron a cabo utilizando como plataformas
los microarrays de ADNc (Oncochip).

Para el analisis del nimero de copias del genoma, el
ADN de las lineas celulares se hibridd competitivamente
contra el ADN extraido de sangre periférica de individuos
normales. Por otra parte, para el andlisis de expresion
global el ARN total de las lineas celulares se compard
un ARN de referencia (Universal Human Reference ARN,
Stratagene). Debido a que la aplicacion de la técnica de
microarrays de CGH a la blusqueda de amplificaciones
es relativamente reciente (Pollack, Perou et al. 1999) se
decidi6 validar su eficacia incluyendo en el anélisis una
linea celular que presentaba un amplicon bien caracte-
rizado en el brazo largo del cromosoma 17 (17912-13),
que probablemente tiene como diana el oncogén ErbB2.
La amplificacion del proto- oncogén ErbB2 se describio
por primera vez en la linea celular Calu-3 a finales de los
ochenta (Fukumoto, Shevrin et al. 1988). Estudios mas
recientes han estimado la media de copias por célula
de ErbB2 en 30, pudiendo llegar hasta 64 copias/célu-
la; (Bunn, Helfrich et al. 2001). Los resultados globales
obtenidos en relacion al nimero de copias del ADN ge-
nomico mostraron de forma inequivoca la presencia de
un incremento del nimero de copias del oncogen £rbB2
(Figura R1) y genes adyacentes de la posicion cromoso-
mica 17912 en la linea celular Calu-3 (Figura R2 y R3).

En este estudio, la amplificacion de ErbB2 fue exclusiva
de la linea celular Calu3 y no se encontrd en las restan-
tes lineas celulares (Figura R2). El andlisis permitic de-
terminar que el amplicon comprende aproximadamente
5Mb (concretamente la region que va desde 31,9Mb a
36,9Mb). Dicha region contiene 140 genes segun la in-
formacion actual que existe sobre el mapa gendmico.

Figura R1: Detalle de los resultados de la hibridacion competitiva entre el ADN
de individuos normales y el de la linea Calu3. El punto sefialado corresponde al
gen ErbB2.

ErbB2 ErbB2 ErbB2

ADN normal-Cy3 Calu3 ADN-Cy5 Calu3 ADN-Cy5
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Figura R2: Tabla de los valores obtenidos a partir de los microarrays de CGH para el amplicén 1712 en las ocho lineas celulares analizadas. Datos expresados en
Log2 (Medianas Cy5/Cy3). Resaltado en verde oscuro los valores >1 'y en verde claro los 0.5-1. En azul, se presentan de igual forma los valores de microarrays de

ADNc de la linea Calu3.

En la figura R3 se muestra una representacion del nd-
mero de copias del ADN junto los niveles correspondien-
tes de expresion de los genes incluidos en el Oncohip
para todo el cromosoma 17 en la linea Calu3. Es impor-
tante destacar la correlacion existente entre amplificacion
génica y la sobreexpresion de la mayoria de los genes
contenidos en la region (Figura R2 y R3), hecho que
no sucede en todos los amplicones. La amplificacion de
17912 se corrobord con la técnica de FISH (hibridacion
fluorescente in situ), utiizando para ello una sonda de
ErbB2 (marcada en rojo) sobre el ADN total (tefiido en
azul con DAPI) de la linea Calu3 (Figura R4). Como con-
trol se utilizd una sonda centromérica marcada en verde
que detectd la presencia de tres cromosomas que por-
taban el centrdmeros del cromosoma 17. En los ndcleos
interfasicos se observd un ndmero de copias para €l
gen ErbB2 superior a 25. En los nlcleos metafasicos se
observaba un cromosoma 17 con una morfologia tipica
(submetacéntrica) y dosis génica de ErbB2 normal (situa-
do en el centro derecha, Figura R4) y dos cromosomas
telocéntricos aberrantes que presentan amplificacion gé-
nica de ErbB2.

Una vez validado el sistema y, en base a los parametros
proporcionados por el control, se analizd la presencia

de amplicones en el resto de las lineas celulares, utili-
zando los siguientes criterios de seleccion: a) regiones
que contengan genes cuyo valor Log?2 (Medianas Cy5/
Cy3) fueramayor a 1y b) incremento del Log?2 (Medianas
Cy5/Cy3) superior a 0,5 en al menos cuatro genes adya-
centes al anterior. Aplicando estos criterios se seleccio-
naron las siguientes regiones cromosomicas: 5p13 en la
linea H23; 6p21 y 6p23 enlalinea H522; 11g13.2 en las
lineas H23 y H441 y 11913.4 en las lineas H23, A427 y
H441 vy, finalmente, 19913 en la linea H2126. En la figura
R5 se representan los valores de CGH referentes a todo
el genoma de algunas de las lineas celulares estudiadas.

Andlisis de la regién amplificada

en el cromosoma 5p13.

El amplicon 5p13 fue identificado en la linea celular H23 y
abarca aproximadamente 7Mb (desde la posicion 34 a la
41Mb; Figura R6). Dicha region contiene alrededor de 50
genes segun el mapa actual del genoma humano. Los
datos aportados por los microarrays de expresion, mos-
traron que esta amplificacion génica no se traducia en un
claro aumento de expresion génica, al menos para aque-
llos genes contenidos en el Oncochip. Es posible que
valores relativos de sobreexpresion de menor magnitud
0 que alguno de los genes no incluidos en el Oncochip
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Figura R3: Datos de CGH y ADNc microarrays del cromosoma 17 de la linea celular Calu3 (expresados en Log2 Medianas Cy5/Cya3).

Figura R4: Hibridacion fluorescente in situ utilizando una sonda contra ErbB2
(rojo) y una sonda centromérica (verde).

sean responsables de dicha amplificacion génica. Alter-
nativamente cabe la posibilidad de gue no existan ningun
oncogén diana en esta region y que se trate de un feno-
meno de reordenamiento genético recurrente debido a la
elevada inestabilidad genética de estos tumores.

Para la validacion por FISH se marcod en rojo un BAC
situado en el nlcleo del amplicon (CTD-3092E20) que
contenia los genes NUP155 y WDR70. Como region
control se marco en verde el BAC (RP11-91122) situa-
do en la regidon distante situada cerca del centromero
(5ag11.2). En el andlisis de FISH se observd una cons-

Datos Microarray CGH

Datos Microarray cDNA

Figura R5: Valores de CGH en el genoma de las lineas celulares H522, H23,
H2126 y Calu3. Datos expresados en Log2 (Medianas Cy5/Cy3) ajustadas.

picua amplificacion de la region 5p13 en la linea H23
(Figura R7). Para su comparacion se muestra la linea
H522, que se hibridd en paralelo con la H23 y presenta
dosis génicas normales.

Al ser uno de los amplicones mas recurrentes en tumo-
res primarios (como veremos mas adelante), fue elegido
para estudiar mas extensivamente.
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Figura R6: Valores de CGH en el cromosoma 5 de la linea celular H23. Figura R7: Hibridacion fluorescente in-situ sobre la region 5912 (rojo) y el cen-
tromero del cromosoma 5 (verde). La linea H522 (A-B) muestra una dosis génica
normal y la H23 (C-D) una clara amplificacion.

Figura R8: Tabla de los valores obtenidos a partir de los microarrays de CGH para los amplicones 6p21 y 6p22 en las ocho lineas celulares analizadas. Datos expresa-
dos en Log2 (Medianas Cy5/Cy3). Resaltado en verde oscuro los valores >1'y en verde claro los 0.5-1. En azul, se presentan de igual forma los valores de microarrays
de ADNc de la linea Calu3.
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Analisis de la regiéon amplificada

en el cromosoma 6p21 y 6p23.

Los amplicones 6p21 y 6p23 fueron identificados simul-
taneamente en la linea celular H522. La amplificacion
para la region 6p21 abarca aproximadamente 7,8Mb
(desde la posicion 34,4 a 42,2Mb) vy contiene alrede-
dor de 100 genes conocidos, segun el mapa actual del
genoma humano. Por otra parte, el amplicon 6p23 abar-
ca aproximadamente 10Mb (desde la posicion 16,2- a
26,2Mb) y contienen alrededor de 60 genes conocidos.
Ambas amplificaciones estan separadas por un valle de
unos 7,8Mb (Figura R9). La cercania de ambos ampli-
cones y la presencia de ambos en la misma linea celular
sugieren que se trata de un fendmeno de reocrdenamien-
to complejo. Los datos aportados por los microarrays de
expresion, mostraron que soélo el amplicon 6p23 presen-
taba un aumento significativo en la expresion de los ge-
nes amplificados (Figura R8).

De forma similar a los anteriores amplicones, la amplifi-
cacion en el cromosoma 6 se confirmd mediante la téc-
nica de FISH. Para 6p21 se marcé en rojo una serie de
BACs situados en el ndcleo del amplicon (RP11-170N22
y RP11-58G14) que contenian los genes CPNES, PRILT,
PI16 y FGD2. Para el amplicon 6p23 se marcd en rojo un
BACs situado en el nlcleo del amplicon (RP4-625H18)
que contenia el gen ID4. Como control se utilizé una son-
da centromérica marcada en verde (Chromosome 6 Sa-
tellite Probe, Driect Green, Qbiogene, UK). Las imagenes
captadas tras la FISH mostraron una clara amplificacion
en un nucleo interfasico de la linea H522 en la region
6p21 (Figura R10-A), mientras que la FISH realizada en
paralelo con la misma sonda en un ndcleo de la linea
A427 mostré una dosis génica normal (Figura R10- B).

En las metafases (Figura R10-C), se observaron cua-
tro cromosomas con el centrdmero del cromosoma 6,
dos de ellos presentan una morfologia normal (subme-
tacéntrica), mientras que los otros dos son aberrantes.
Uno de los cromosomas aberrantes presenta un ndmero
elevado de coplas de la region 6p21 que, ademas, in-
cluyen el centromero, tal y como indica la sefial amarilla
de superposicion. La comparacion de metafases de la

Figura R9: Valores de CGH para el cromosoma 6 de la linea celular H522.

linea H522 para los amplicones de las regiones 6p21 vy
6p23 (Figura R10-C y R10-D, respectivamente) mues-
tra los mismos cromosomas implicados en las regiones
amplificadas.

Al ser uno de los amplicones mas recurrentes en tumo-
res primarios (como veremos mas adelante), fue elegido
para estudiar méas extensivamente.

Figura R10: Arriba: Hibridacion fluorescente in-situ sobre la regién 6p21 (rojo).
La linea A427 muestra una dosis genética normal y la H522 una conspicua am-
plificacion. Abajo: Hibridacion fluorescente in-situ sobre el amplicon 6p21 y 6p23
(rojo) y el centromero del cromosoma 6 (verde) en la linea H522.

Andlisis de la regién amplificada

en el cromosoma 11q.

Los amplicones de 11g13.2 vy 11913.4 fueron identi-
ficados simultaneamente en las lineas celulares H23 vy
H441. Ambos tienen una longitud aproximada de 2MD,
abarcando las posiciones desde 66,4 a 68,4Mb para
11g13.2 y desde 71,4 a 73,4 para 11913.4. Segln los
datos obtenidos por el estudio de microarrays de CGH,
ambos amplicones estan separados por una region de
aproximadamente 3Mb (Figura R11). De la misma forma
que se observaba para la amplificacion en el cromosoma
0, la cercania de ambos amplicones vy la presencia de
ambos en las mismas lineas celulares sugiere que se
trata de fendmenos de reordenamiento complejo. Am-
bas amplificaciones se asocian con un aumento de los
niveles transcripcionales, especialmente la amplificacion
de 11913.2 en la linea H23 (Figura R13).

De forma similar a los anteriores amplicones, la amplifica-
cion en el cromosoma 11 se confirmd mediante la técni-
ca de FISH. Para la region 11932.2 se marco en rojo una
serie de BACs situados en el nlicleo del amplicon (RP11-
715F10 vy CTD-2530J15) que contenian los genes
CLCF1, RADS, PPP1CA, RPS6KB2, PTPPRCAR CO-
RO1B, CABP4, AIR, CDK2AP2, GSTP1 y CABP2. Para
el amplicon 11g32.4 se marco en rojo un BACs situado
en el nucleo del amplicon (RP11-65L1, RP11-800A3 v
RP11-933G1) que contenia los genes FCHSD2, P2RY?2,
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P2RY6, ARHGEF17 y TNFRSF19C. Como region control
se marco en verde un BAC (RP11- 12C1) situado en la
region cercana al centromero (11p11.2). La compara-

Figura R11: Valores de CGH para el cromosoma 11 de las lineas celulares H23
y H441,

cion de metafases de la linea H441 para los amplicones
de las regiones 11g13.2 y 11913.4 (Figura R12) mues-
tran los mismos cromosomas implicados en las regio-
nes amplificadas. Los nlcleos en metafase muestran la
presencia de dos copias del cromosoma 11 normales
(metaceéntricos) junto con un cromosoma aberrante que
contiene varias copias de la region 11g13.2y 11g13.4.

Figura R12: Hibridacion fluorescente in situ de los amplicones 11g13.2 y
11913.4 en la linea H441.

Figura R13: Tabla de los valores obtenidos a partir de los microarrays de CGH en las ocho lineas celulares analizadas para los amplicones 11g13.2'y 11913.4. Datos
expresados en Log?2 (Medianas Cy5/Cy3). Resaltado en verde oscuro los valores mayores a 1y en verde claro los valores entre 0.5y 1. En azul, se presentan de igual
forma los valores de microarrays de ADNc de las lineas H23 y H441 respectivamente.
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Analisis de la regiéon amplificada

en el cromosoma 19q13.

El amplicon en 19913 fue identificado en la linea celular
H2126. Abarca aproximadamente 1,6Mb (desde la posi-
cion 53,5Mb a 55,1Mb) y contiene alrededor de 80 ge-
nes conocidos seglin el mapa actual del genoma huma-
no (Figura R14). La amplificacion génica de esta region
se corresponde con un aumento transcripcional de gran
parte de los genes amplificados (Figura R16). Al igual
que el resto de amplicones, la amplificacion fue valida-
da mediante FISH utilizando las sondas RP11-123C1 vy
RP11-591H17 que contienen los genes RUVBL2, LHB,
CAGB, CGB1, CGB2, CGBb5, CGBS, CGB2, CGR7,
NTF5, KCNA7Z, SNRP70, LIN7B, PPFIAS, HRC, TRPMA4.
Los nlcleos en interfase de la linea H2126 mostraron una
conspicua amplificacion de la region 19913 (Figura R15-
By C) con un nimero de copias superior a diez. Mientras
que los de la linea celular H441 (Figura R15-A) ensaya-
das en paralelo mostraron una dosis génica normal.

Figura R14: Amplicon 19913. A) Valores obtenidos en los microarrays de CGH
para el cromosoma 19 en la linea celular H2126, el amplicon 19913 se destaca
en rojo. B) Detalle de los valores de CGH en el nicleo del amplicon de la region
19g13. C) Posicion cromosdmica de los BACs utilizados para la validacion por
hibridacion fluorescente in situ. D) Posiciones cromosémicas de los genes cono-
cidos en esta region cromosémica seguin la informacién actual que se dispone
del genoma.

Figura R15: Hibridacion fluorescente in situ del los amplicones 19913.2 en la
lineas A) H441 y B,C) H2126.

Estudio de la presencia de amplificacion

en tumores primarios de pulmon.

La presencia de la amplificacion en regiones concretas
del ADN encontrada en las lineas celulares tiene mayor

importancia si esta presente también en tumores prima-
rios. De esta forma se puede concluir que es un feno-
meno asociado al proceso tumoral y no un artefacto que
ocurre en células en cultivo. Por ello se evalud la presen-
cia de ampilificacion génica en estas regiones en tumores
primarios de cancer de pulmon. El estudio se llevo a cabo
mediante Hibridacion Fluorescente in situ (FISH), utilizan-
do las sondas descritas anteriormente (Tabla M3). Para
detectar la presencia de falsos positivos por poliploidias
se utilizaron siempre sondas control (marcadas en ver-
de) simultaneamente con la sonda problema (marcada en
rojo). En el estudio se incluyeron tumores de 25 pacientes
diagnosticados con cancer de pumon de tipo adenocar-
cinoma, el mismo tipo histoldgico que las lineas celulares
utilizadas. Los tumores estaban incluidos por duplicados
en una matriz tisular (ver apartado materiales y métodos
3.4), que ademas contenia tejidos normales de control.

La figura R18 muestra imagenes representativas capta-
das por FISH. Para todas las regiones fue posible detectar
al menos un tumor primario que tuviera amplificacion. Se
consideraron positivos para amplificacion génica a aque-
llos tumores que presentaban un incremento de al menos
5 copias de la region de interés. Las frecuencias de ampli-
ficacion fueron las siguientes se muestran en la tabla R17.

Los amplicones presentes en las regiones cromosomicas
5p13y Bp fueron los mas frecuentemente encontrados en
tumores primarios, y se seleccionaron para ser mas estu-
diados extensivamente, en busca del gen causante de la
amplificacion (como veremos en secciones posteriores).

Discusion

La amplificacion génica es uno de los mecanismos de
activacion de proto-oncogenes en los tumores. Como
paradigma de proto-oncogenes activados por amplifica-
cion se encuentran ErbB2 amplificado en el 25-30% de
los tumores de mama (Slamon, Godolphin et al. 1989) y
N-myc amplificado en el 40% de neuroblastomas (Bro-
deur, Seeger et al. 1984). En tumores de pulmon, a pesar
del alto grado de inestabilidad cromosdmica que presen-
tan, no se conoce ningun proto- oncogen que se amplifi-
gue tan recurrentemente (Shiraishi, Noguchi et al. 1989).

En el presente estudio se identificaron mediante el uso de
microarrays de hibridacion gendmica comparada (CGH) cin-
co regiones diferencialmente amplificadas (5p13, 6p21-22,
11913, 17912y 19g13). Posteriormente se validaron dichas
amplificaciones mediante FISH utilizando sondas especificas
y se comprobd un aumento relativo en el nlmero de copias
génicas de dichas regiones. Aunqgue la frecuencia individual
de cada amplicon en los tumores estudiados no fue muy
elevada (siempre inferior al 10%), el nlmero de tumores que
presentaba al menos una de las alteraciones era conside-
rablemente alto (28%). Estos datos, junto a las recientes
evidencias que relacionan dichos amplicones con una peor
supervivencia (Kim, Yim et al. 2005), muestran la relevancia
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de dichas alteraciones en el cancer y subrayan la importan-
cla de dedicar esfuerzos dirigidos a la identificacion de los
oncogenes contenidos en dichas regiones. A continuacion
discutiremos los resultados obtenidos para cada amplicon:

El amplicon encontrado en la linea celular Calu3, corres-
pondiente a la region 17912, sirvid para validar el sistema
de andlisis utilizado en el presente trabajo, ya que alberga
un conocido proto-oncogén ErbB2/neu, cuya amplifica-
cién se describid por primera vez en dicha linea celular
en 1988 (Fukumoto, Shevrin et al. 1988). Estudios mas
recientes han estimado la media de copias por célula de
Calu3 de ErbB2 en 30 (pudiendo llegar hasta 64 copias/
célula) (Bunn, Helfrich et al. 2001).

La corroboracion de la amplificacion y sobre-expresion
de ErbB2 en la linea Calug, establece un modelo celular
fiable para el estudio en cancer de pulmon de la trasfor-
macion por amplificacion de dicho oncogén vy para estu-
dios de respuesta frente a anticancerigenos utilizados en
terapias dirigidas como el tratuzumab 'y lapatinib.

El amplicon 11413 que se encontrd en el presente estudio
en las lineas celulares H23 y H441, se habia detectado
anteriormente en tumores de cabeza y cuello, mama, vy
vejiga. Actualmente, tras mas de veinticinco afos desde
su hallazgo, (Gaudray, Szepetowski et al. 1992), no existe
todavia un proto-oncogén que sea firme candidato a ser
el gen diana de dicha amplificacion. Probablemente, esto
sea debido a la presencia de multiples factores que difi-
cultan su estudio. En primer lugar, los amplicénes de esta
region suelen abarcar regiones extensas, muchas veces
de varias megabases, que contienen decenas o cientos

de genes que se coamplifican (tal y como se ha citado
anteriormente para el amplicon Calu3). Ademas, frecuen-
temente la region amplificada presenta una estructura
compleja (Schwab 1998) en la que pueden estar implica-
dos diferentes fragmentos cromosémicos (Casey, Smith
et al. 1986). En concordancia con esta observacion, en
el presente estudio se ha observado que las lineas H23 vy
H441 contienen amplificaciones de dos fragmentos cro-
mosomicos cercanos (11913.2 y 11913.4) con decenas
de genes afectados. Por otra parte, en ocasiones la ampli-
ficacion génica no se corresponde con sobre-expresion.
Asf, por ejemplo, los genes INT2/FGF3, que fueron los ori-
ginalmente asociados al amplicon 11913 (Roelofs, Schuu-
ring et al. 1993; Lin, Smith et al. 2005), presentaban nive-
les de expresion indetectables en los tumores en que se
encontraban amplificados (Lidereau, Callahan et al. 1988).

Con respecto al amplicon 19913, los datos previos son
escasos Y cabe destacar una publicacion en la que se
ha detectado amplificacion de esta region en tumores de
pulmon (Casey, Smith et al. 1986), proponiéndose como
oncogén candidato al a SPIB.

Los amplicones situados en las regiones 6p21-23,
5p13, sean quizés hasta el momento de los gue menos
informacion se posee. Sin embargo, en el presente tra-
bajo habiamos encontrado sendos amplicones entre los
mas frecuentemente hallados en tumores primarios, por
esta razdn nos dispusimos a estudiarlos mas extensiva-
mente. Una vez corroborado los datos generados por los
microarrays de CGH mediante FISH, utilizamos una téc-
nica mas resolutiva, la PCR cuantitiva, para determinar
el nlcleo de los genes amplificados en dichas regiones

Figura R16: Tabla de los valores obtenidos a partir de los microarrays de CGH para el amplicén 19913 en las ocho lineas celulares analizadas. Datos expresados en
Log2 (Medianas Cy5/Cy3). Resaltado en verde oscuro los valores >1 'y en verde claro los 0.5-1. En azul, se presentan de igual forma los valores de microarrays de

ADNc de las lineas H2126.
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Busqueda de nuevas dianas terapéuticas de cancer de pulmoén

Si se tiene en cuenta que las escasas terapias dirigidas
actuales que son exitosas contra el cancer actlan sobre
oncogenes, también activados por amplificacion como
EGFR vy ErbB2, las conclusiones que se pueden derivar
del presente trabajo podrian ser no sélo de gran relevan-
cla bioldgica y clinica para el cancer, sino terapéutica. Sin
embargo es necesario dedicar mas estudios que puedan
ayudarnos a profundizar en las funciones de estas ampli-
ficaciones génicas en cancer.

Figura R17: Frecuencia de amplificaciones en tumores primarios. *Indica la pre-
sencia de amplificacion en al menos una de las regiones testadas.

Regién Frecuencia
5p13 2/25
6p21, 6p23 2/25
11913.2 1/25
17912 1/25
19913 1/25
*Total 7/25=28%
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Resumen

Introduccion y objetivos: Estudiar la relacion entre los factores de riesgo cardiovascular mas frecuentes con el tipo de lesion
endoscopica de la papila renal y el tipo de litiasis renal.

Material y métodos: Evaluamos prospectivamente 38 pacientes sometidos a cirugia intrarrenal retrograda (RIRS) analizando y
clasificando el tipo de lesion observada en la papila renal (placa de Randall, Calcificacion intratubular y hendidura papilar). Poste-
riormente, se analiza el tipo de litiasis presente (oxalato célcico monohidrato, acido Urico vy litiasis de oxalato calcico dinidrato con o
sin hidroxiapatita) y se recogen los factores de riesgo cardiovascular presentes (HTA, Diabetes Mellitus, Obesidad, Antecedentes
de enfermedad cardiaca previa).

Se realiza una comparacion de proporciones mediante el test de x? con valor de significacion p<0.05 para cada grupo.
Resultados: No se hallaron relaciones entre el tipo de factor de riesgo cardiovascular con el tipo de calcificacion papilar endos-
copica. Se observd una tendencia a la presencia de calcificacion intratubular en pacientes obesos.

La HTA vy la Diabetes Mellitus se relacionaron con las litiasis de &cido Urico (p=0,025 vy 0,005, respectivamente). La obesidad se
relaciond con las litiasis de oxalato célcico dinidrato (p=0,023).

Conclusiones: No parece existir una relacion entre los factores de riesgo cardiovascular y el tipo de calcificacion de la papila
renal. A pesar de ello, se observa la tendencia de que pacientes con obesidad presentan una elevada frecuencia de calcificacion
intratubular.

Parece que existe una relacion entre las litiasis de acido Urico en pacientes que padecen diabetes y/o HTA y entre las litiasis de
oxalato célcico dihidrato con o sin hidroxiapatita en pacientes con obesidad.

Palabras clave: Factores de riesgo cardiovascular, litiasis, papila renal, endoscopia.

Abstract

Introduction and objetives: Study the relationship between the most frequent cardiovascular risk factors with the type of endos-
copic injury of the renal papilla and the kind of renal lithiasis.

Material and methods: \\Ve prospectively evaluated 38 patients undergoing retrograde intrarenal surgery (RIRS) by analyzing and
classifying the type of injury observed in the renal papilla (Randall's plague, intratubular calcification and papillary cleft). Later, we
analyzed the type of lithiasis present (calcium oxalate monohydrate, uric acid and calcium oxalate dihydrate lithiasis with or without
hydroxyapatite) and the cardiovascular risk factors present (HTA, Diabetes Mellitus, Obesity, Historty of previous heart disease). A
proportional comparison was performed using the x? test with significance value p <0.05 for each group.

Results: No relationship was found between the type of cardiovascular risk factor and the type of endoscopic papillary injury.
Although, we find a tendency between the patients with obesity and the intratubular calcification. HTA and Diabetes Mellitus were rela-
ted with uric acid stones (p = 0.025 and 0.005, respectively). Obesity was related with calcium oxalate dinydrate lithiasis (p = 0.023).
Conclusions: There not seem to be a relationship between cardiovascular risk factors and the kind of renal papilla injury. In spite
of , there is a tendency observed that correlated the patients with obesity with a high frequency of intratubular calcification. There
seems to be a relationship between uric acid lithiasis in patients with diabetes or hypertension and another relationship between
the calcium oxalate dihydrate lithiasis with or without hydroxyapatite and the patients with obesity.

Keywords: Cardiovascular risk factors, lithiasis, renal papilla, endoscopy.
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Evaluacion de la relacion entre factores de riesgo cardiovascular, las lesiones endoscopicas de la papila renal y el tipo de litiasis renal

Introduccion

1. Epidemiologia de la litiasis

La litiasis urinaria representa un problema sociosanitario
en toda la poblacion mundial™? presentando un incre-
mento de su prevalencia a lo largo de los anos. La pre-
valencia de urolitiasis en Europa occidental es aproxima-
damente del 5% y segun series afecta del 1 al 15% de
la poblacion.®

Dicho incremento puede ser un fendmeno mundial en
el gue se juntan una amplia variabilidad de factores cau-
santes como pueden ser el clima debido al incremento
de la temperatura global, cambios en la dieta y el aumen-
to de la diabetes y obesidad.* ®

Se trata ademas de una enfermedad con tasas de recu-
rrencia elevadas. Se estima que entormo el 50% de los
pacientes que presenten un episodio litiasico recidivaran
en los proximos 5 afos, llegando incluso al 70% a los
10 afos.®

Dicha patologia provocara una carga economica al sis-
tema sanitario. En EEUU se estima un coste anual de
2.100 millones de ddlares (segun datos del afo 2000)
en la atencion de pacientes con nefrolitiasis, suponiendo
un aumento del 50% del coste anual desde 19947

2. Epidemiologia litiasis renal Espafa

La dificultad para realizar estudios epidemioldgicos sobre
urolitiasis radica en la falta de registros sanitarios oficiales
y en la propia naturaleza de la enfermedad, con un buen
nUmero de casos puntuales y sin recidiva. Las encuestas
han servido como base para realizar estudios poblacio-
nales, pero son los registros hospitalarios la fuente mas
empleada para la obtencion de datos sobre frecuencia
de la litiasis, reflejando Unicamente los casos gue han
requerido atencion hospitalaria.

En un estudio publicado en 2007, Sanchez-Martin vy
col.8 en el cual hicieron una revision de trabajos publi-
cados sobre prevalencia e incidencia de la litiasis de Es-
pana arrojaron cifras dispares que oscilaban en 0,24%
al 2,95% en cuanto a las incidencias y entre el 0,1% vy
14,3% en cuanto a la prevalencia. Los mismos autores
realizaron un célculo de la media de los datos obteniendo
una incidencia del O,73% y una prevalencia del 5,06% de
urolitiasis en Espana.

En un estudio mas reciente sobre la prevalencia de in-
suficiencia renal cronica en Espana sobre una muestra
mayor de 19 anos se encontrd una prevalencia de litiasis
renal del 13,9%.°

3. Epidemiologia litiasis renal en Islas Baleares

De especial interés para este trabajo, que se ha desa-
rrollado sobre la poblacion de la comunidad autdnoma
de las Islas Baleares, es el estudio que presentaron en

el afio 1994, Grases y col.”® Dicho grupo publicd un es-
tudié sobre 1500 personas entrevistadas directamente
entre 18 y 101 anos de edad habitantes en las Islas Ba-
leares. La prevalencia de urolitiasis fue del 14,3% (IC:
11,9%-16,7). El 39,2% de los pacientes presentaban
familiares con historia de litiasis renal hecho por el cual
no se pudo atribuir Unicamente la herencia como causa
litdgena teniendo que pensar en otros factores causan-
tes de la urolitiasis.

Otro dato importante del estudio, fue la relacion entre
el tamano de la ciudad de residencia y la prevalencia
de litiasis. En las poblaciones de menos de 500.000
habitantes la prevalencia de urolitiasis ascendié hasta
el 22%, mientras que en la ciudad de mas de 500.000
habitantes (Palma de Mallorca) la prevalencia fue de
11,8%. Grases y cols atribuyeron dicha diferencia a que
los habitantes de las poblaciones peguenas eran los
ciudadanos autéctonos de las Islas Baleares, mientras
que en la ciudad de Palma de Mallorca el nimero de
gente foranea era superior a consecuencia del turismo,
comercios, etc.

4. Edad y sexo

La prevalencia de la litiasis renal ha sido mayor en varo-
nes que en mujeres, pero cambios en el estilo de vida
asf como un incremento de la poblacion obesa parecen
responsables de que la diferencia entre hombre y muje-
res sea cada vez menor.

La concentracion urinaria de calcio es menor en las mu-
jeres que en los hombres hasta los 50 anos momento en
el cual se equiparan. Se ha atribuido que esta diferencia
entre sexos es debido al papel protector de los estroge-
nos al aumentar la absorcion renal de calcio y disminuir la
resorcion Gsea, cosa que disminuiria con la menopausia.

En el hombre, la testosterona puede promover la forma-
cion de litiasis al suprimir la osteopontina en el rifion e
incrementar la excrecion urinaria de oxalato. También se
ha visto que niveles elevados de androgenos plasmati-
cos se relacionan con la litiasis renal.

Asimismo, se ha visto que por debajo de los 20 anos
es rara la presencia de litiasis y que su pico de maxima
presencia es entre la cuarta y la sexta década de la vida.?

Factores implicados en la litiasis renal

En la formacion de los célculos intervienen varios facto-
res ala vez, que podemos clasificar en extrinsecos (me-
dio-ambientales, condicion social, alimentacion, habitos
de vida, clima,...) e intrinsecos (genética, morfoanatomia
renal). Al ser una enfermedad multifactorial es dificil inter-
pretar y clarificar las claves de la formacion de la litiasis
renal, aunque probablemente se deba a la coexistencia
de varios factores.
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Por lo tanto, la formacion de la litiasis depende de muilti-
ples factores y en algunos casos esta relacionada con
otras entidades patoldgicas que provocan recidiva litiasi-
cay perpetlan la enfermedad si no se hace un diagnos-
tico correcto y una prevencion adecuada.

1. Genéticos

Un 25% de los pacientes con litiasis tienen una historia fa-
miliar de calculos renales,' pese a ello los factores espe-
cificos genéticos y epigenéticos no quedan del todo claro.

Existen varias enfermedades hereditarias que pueden
asociar litiasis renal como por ejemplo la hiperoxaluria pri-
maria, la enfermedad de Dent que asocia defectos en el
canal del cloruro, la acidosis tubular renal familiar'® que
asocia nefrolitiasis y nefrocalcinosis en el 70% de los pa-
clientes, la cistinuria con clara base genética con un patron
autosoémico recesivo v la xantinuria y la dinidroxiadeniuria.

2. Factores geograficos y climaticos

Existe una mayor prevalencia de litiasis en climas calidos
0 secos Yy en los meses mas calurosos del afo.'® Las
altas temperaturas producen mayor pérdida de liquido
por aumento de sudoracion, un débito menor de diuresis
y por tanto una mayor probabilidad de cristaluria. '

En Espana se ha reportado variaciones en las estaciones
del afio con un aumento de cdlicos nefriticos durante los
meses de verano'® e incluso llegandose a correlacionar
la incidencia vy la temperatura.’®

3. Factores ocupacionales

Trabajadores que estan expuestos durante el horario
laboral a unas temperaturas mayores tienen una inci-
dencias de litiasis mayor que los que no estan (8% vs
0,9%)."" Se observd que los trabajadores mas expues-
tos presentaron un menor volumen de orina 'y mayor sa-
turacion de la misma.'®

También se ha visto que existe un mayor riesgo de litiasis
en sujetos con trabajos sedentarios’™ observando una
mayor prevalencia de litiasis en directivos de empresa,
funcionarios, profesiones liberales y técnicos superiores.
El buen nivel socioecondmico presenta un mayor riesgo
para el desarrollo de litiasis.™

4. Factores dietéticos

En las Ultimas décadas con el aumento del consumo de
comida rapida y bebidas azucaradas ha incrementado
los indices de obesidad y también uno de los factores
de riesgo para la formacion de litiasis.?°

Uno de los agentes mas estudiados ha sido el calcio ya
que aproximadamente el 80% de las litiasis contienen
calcio. Se puede pensar que una dieta rica en calcio au-
menta dicha concentracion en la orina 'y por tanto se de-
sarrollarian mas litiasis. En un estudio de Curhan'y cols.?’
se observd que una mayor ingesta de calcio en la dieta

disminuye la formacion de litiasis renal en mujeres jove-
nes pero en cambio en mujeres mayores una ingesta de
calcio parecia aumentar el riesgo de litiasis en un 20%.2?

Otro agente importante son las proteinas animales ya
que el consumo excesivo aumenta la excrecion urinaria
de calcio y disminuye el citrato favoreciendo la formacion
de litiasis.?? En un ensayo aleatorizado? realizado a cabo
en ltalia se observd que en pacientes con litiasis recu-
rrentes de oxalato de calcio e hipercalciuria, la ingesta
restringida de proteinas animales y sal unido a una inges-
ta normal de calcio proporcionaba una mayor proteccion
de la recurrencia litiasica.

Por otro lado, el papel del oxalato, componente halla-
do en la mayoria de célculos renales estudiados, en la
patogénesis de la litiasis es inclerta. Solo se ha podido
demostrar un leve incremento del riesgo de litiasis con el
consumo de oxalatos.?*

Por el contrario, el citrato se considera un factor protector
para el desarrollo de la litiasis. Es un importante inhibidor
de la cristalizacion de sales de oxalato y fosfato célcico. Se
encuentra en frutas y verduras, de tal manera que se re-
comienda su consumo para evitar la formacion de litiasis.#

Por ultimo, uno de los factores dietéticos importantes es
el aumento de la ingesta de liquidos que aumentaria el vo-
lumen de orina y disminuiria la incidencia de litiasis renal.®

Teorias de la formacion de la litiasis
segun lesion renal

1. Placa de Randall

La placa en la superficie de la papila fue descrita en 1937
por Alexander Randall, quien establecio la conexion entre
una calcificacion subepitelial no inflamatoria con el inicio
y formacion de litiasis.?” Diferentes investigadores han in-
tentado entender la patogénesis y establecer la conexion
con ésta patologia. Se ha descrito que segun el porcen-
taje de placa en la papila esta directamente relacionado
con el nimero de litiasis, asi como el bajo flujo de volu-
men de orina, el pH bajo de orina y la alta concentracion
de calcio en orina.?®

En la formacion de la placa de Randall pueden distin-
guirse cuatro fases. En el inicio, un depdsito inicial de
hidroxiapatita comienza a formarse en la cercania de la
membrana de la zona més estrecha del asa de Henle
que es una zona muy rica en colageno y posteriormente
se extiende hacia el intersticio medular encontrandose
en intimo contacto con los vasa recta y los conductos
colectores. Después se produce un crecimiento y ex-
pansion de la placa facilitando que en el intersticio se
produzca un cambio de la misma hacia el urotelio a nivel
de la papila renal. Posteriormente, el epitelio que cubre
la placa se rompe exponiéndose a la orina pélvica. Al
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entra en contacto con la orina actda de nucleante hete-
rogéneo del oxalato célcico monohidrato, dando lugar a
la formacion de célculos de oxalato célcico monohidrato
papilar tipico.

Una cuestion clave es porque se forma el depdsito
de hidroxiapatita intrapapilar. De hecho, diferentes es-
tudios actuales han demostrado una clara correlacion
entre el estrés oxidativo y citotdxicos con el desarrollo
de estas calcificaciones.

Asl, los radicales libres generados como consecuencia
del estrés oxidativo dan lugar a la oxidacion del colage-
no intrapapilar. Esta oxidacion genera detritus con una
importante capacidad como nucleante heterogénico de
las sales célcicas. Debido al elevado pH seguido de la
formacion del fosfato célcico, fundamentalmente hidro-
xiapatita, da lugar a la formacion de estos depositos in-
trapapilares conocidos como placas de Randall.

Existe evidencia de la relacion entre la formacion de placas
de Randall, la edad, las enfermedades cardiovasculares
como la hipertension, el infarto de miocardio, la diabetes,
el sindrome metabdlico vy la enfermedad renal cronica.?

Todo parece indicar que la hipdtesis de la formacion de
la placa de Randall es el resultado de una combinacion
de las teorias anteriormente citadas.

2. Plugs de Randall o Calcificacion intratubular

La alteracion méas caracteristica presente en los conduc-
tos de Bellini es el taponamiento u obstruccion de los
mismos, Yy en la actualidad no se ha podido demostrar
una relacion directa entre este proceso v la formacion de
litiasis. Es de suponer que el contacto directo de este ta-
pon del conducto de Bellini con una orina sobresaturada
de oxalato o fosfato célcico podria favorecer la nucleacion
de hidroxiapatita y de oxalato calcico. Estudios microsco-
picos del tapon muestran la presencia Unica de hidro-
xiapatita en el mismo en pacientes formadores de litiasis
de esta composicion; sin embargo, cuando se trata de
pacientes formadores de brushita, generalmente el tapon
suele tener una composicion mixta incluyendo ademas
de la brushita, hidroxiapatita y oxalato calcico.®® Existen
dos teorfas en cuanto a la formacion de una litiasis a partir
de un tapdn del conducto de Bellini. Se considera que
este tipo de lesiones producen una necrosis del tlbulo
distal y por tanto un dano tisular a nivel de la papila renal.

Una posibilidad serfa que la litiasis creciera sobre una zona
obstruida del conducto, considerandose que parte de la
litiasis desprendida tuviese restos de la composicion del
tapon. La otra posibilidad es que un crecimiento excesivo
del tapdn provogue un desprendimiento del mismo que-
dando libre a nivel de los calices o pelvis renal facilitando
la formacion de una matriz con su posterior cristalizacion.
Al igual que ocurre en el caso anterior, deberian existir
trazas del tapdn originario en la litiasis neoformada. !

A diferencia de 1o que sucede con la placa de Randall,
en la que se forma la litiasis a partir de orinas de compo-
sicion normal, en este caso se considera se necesita la
presencia de alteraciones urinarias importantes (hipercal-
cluria y/o pH superiores a 6).

El diametro del tUbulo tiene una relacion importante ya
que un Unico cristal es demasiado pequefio para ocluir el
tdbulo y es probable que necesite de unirse en las pare-
des del tUbulo distal siguiéndose del crecimiento y union
de otros cristales. Estos cristales que se forman deben
ser alargados y a medida que crecen van atrapando el
tdbulo. La agregacion de sales y la expansion de la litia-
sis, sobretodo en pacientes formadores de litiasis, ocu-
fre en un corto espacio de tiempo.

Se ha sugerido que el flujo de orina dentro de los tdbu-
los renales sigue un movimiento peristaltico.®? Este mo-
vimiento turbulento puede incrementar la posibilidad de
contacto del cristal con la pared del tdbulo y fomentar su
agregacion. La velocidad del flujo urinario puede variar
dependiendo de la zona pero considerandose méas lento
a nivel distal que es donde se originaria la litiasis.

Descripcion lesiones de la papila renal

A medida que la tecnologia endoscopica renal avanza
y con el aumento de la comodidad y destreza de los ci-
rujanos en técnicas endoscopicas, ésta intervencion se
realiza con mayor frecuencia para el tratamiento de los
pacientes con litiasis renal.

Se trata de una técnica, en el que a través de un tutor
ureteral, permite el acceso de un uteroscopio flexible de
pequefo diametro a la cavidad renal con el fin de realizar
una exploracion vy un tratamiento directo sobre la litiasis,
ya sea a través de fragmentacion de la litiasis con laser o
de su extraccion directa (siempre que permita su extrac-
cion a través de la vaina de acceso ureteral).

Dichas técnicas de exploracion y tratamiento intrarrena-
les permiten una observacion mas precisa de las papilas
renales y por tanto de las lesiones que se puedan hallar
dentro de ella.

Resulta interesante estudiar la correlacion de la imagen
endoscopica (tubular o subepitelial-intersticial), con los
distintos tipos de calculos. La endoscopia digital permi-
te actualmente el estudio, la visualizacion, tipificacion vy
gradacion de las lesiones papilares observadas en los
pacientes litiasicos. Por otra parte, resulta también inte-
resante comprobar como los patrones endoscopicos
de los pacientes con sobresaturacion urinaria (litiasis de
brushita, acidosis tubular, hiperparatiroidismo) son distin-
tos a la placa de Randall tipo 1, predominando las calci-
ficaciones tubulares de los tlbulos colectores calcifica-
cion de Randall tipo 2.

Medicina Balear 2018; 33 (2); 34-41
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1. Placa de Randall (Calcificacion tipo 1)

Se trata de una placa caracteristicamente de color blanco
que se dispone de forma irregular en la papila renal y con la
capacidad de aparecer en cualquier parte de la papila. La
placa se ha observado tanto en pacientes que tienen nefro-
litiasis como en pacientes que no tienen nefrolitiasis. No se
ha conseguido mostrar que la presencia de la placa de Ran-
dall provogue dafio a nivel de la nefrona.* (Figuras 1y 2).

2. Calcificacion intratubular (plug)

o calcificacion tipo 2

La calcificacion intratubular o plug se puede manifestar
de dos maneras. Una es como un depdsito amarillo vi-
sualizado en la superficie de la papila renal o protruyen-
do desde la boca de un ducto renal dilatado.®* La otra
manifestacion es a través de un ducto dilatado donde el
plug ha existido previamente. El tamano normal de una

Figura 1 Figura 2

Figura 4 Figura 5

Material y métodos

De forma prospectiva y aleatoria, se han seleccionado
40 pacientes comprendidos entre 18 y 80 anos que se
les realizd la indicacion de cirugia litiasica intrarrenal re-
trograda (RIRS) en las Consultas Externas de Urologia en
nuestro departamento segin el método habitual basado
en las guias clinicas vy los protocolos del servicio.

Previamente informados de la cirugia y con el consenti-
miento informado firmado, se programaron los pacientes
para la cirugia renal.

ducto de Belliini es entre 300 y 600 micrometros aun-
que dilatado puede aumentar varias veces su diametro.
(Figuras 3 v 4).

3. Erosion papilar

La erosion papilar se define como una lesion focal en la
superficie de la papila renal, como la presencia de una
especie de crater. Este tipo de lesién se pone de mani-
fiesto cuando existe una progresion de la enfermedad
y un dafo de la nefrona bastante importante. Se cree
que este tipo de lesiones pueden ser creados por dos
vias. La primera podria ser una evolucion de la calcifi-
cacion intratubular que produce una atrofia y pérdida
de las nefronas renales. La otra via seria por un darfio
mecanico y espontaneo por el paso de una litiasis en el
urotelio papilar ya que ha sido observado en imagenes
de microscopio electronico.® (Figuras 5y 6).

Figura 3

Figura 6

Durante la cirugia intrarrenal (RIRS) se realizd una explora-
cion sistematica de las papilas renales describiendo la pre-
sencia o no de Placa de Randall, Calcificacion Intratubular y
Hendidura Papilar, pudiendo existir o no en la misma papila
los diferentes tipos de lesion papilar de forma sincronica.

Posteriormente a la cirugia, se realizd un analisis por es-
tereoscopia, microscopia electronica y espectrografia
infrarroja del tipo de litiasis en el Instituto Universitario de
Investigacion de Ciencias de la Salud (UNICS) alojado
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en la Universitat de les lles Balears. Se clasificaron las
litiasis en los siguiente grupos: Oxalato célcico monohi-
drato (COM), Oxalato calcico dihidrato con o sin hidroxia-
patita (COD) y Acido Urico (AC).

Se recogieron de forma retrospectiva los factores de riesgo
cardiovascular como la presencia de Hipertension Arterial,
Diabetes Mellitus, Obesidad y antecedentes de enferme-
dad cardiaca previa. Los diferentes parametros de riesgo
cardiovascular se recogieron de la siguiente manera:

- Hipertension arterial (HTA): presencia de tension arterial
sistélica mayor o igual a 140mmHg y/o tension arterial
diastdlica mayor o igual a 90 mmHg en dos tomas dis-
tintas o paciente bajo tratamiento antihipertensivo.

- Diabetes Mellitus (DM): Glucemias persistentemente
mayores a 115 mg/dL en ayunas o paciente bajo trata-
miento con hipoglucemiantes.

- Enfermedad cardiaca previa (CV): Paciente con antece-
dente de accidente vascular cerebral, infarto agudo de
miocardio o angor hemodinamico.

- IMC: Se calculé el Indice de Masa Corporal de cada
paciente con la formula de: IMC= Peso (kg)/ Altura (m)

- Estado nutricional: Con el IMC calculado previamen-
te, se han clasificado los pacientes en normopeso
(IMC: 18-25), sobrepeso (IMC: >25-30), obesidad tipo
I IMC: >30-35) y obesidad tipo Il (IMC: >35-50). Se
dividieron los pacientes en normopeso y sobrepeso vs
obesidad tipo 1y II.

Se analizaron descriptivamente segun el factor de riesgo
cardiovascular la presencia del tipo de lesion renal en-
doscopica y el tipo de litiasis renal hallada.

Se realizd estudio estadistico de los diferentes factores
de riesgo con cada tipo de variable mediante con el pro-
grama SPSS.

Resultados

El total de pacientes estudiados fueron 40. Se descar-
taron 2 pacientes al no poder obtener muestra de litiasis
para su estudio durante el acto quirdrgico.

La edad media de los pacientes tratados fue de 48 anos
(De 18 afios a 80 afos). 17 pacientes eran mujeres
(44%) y 21 pacientes eran hombres (56%).

El tamafio medio de la litiasis tratada fue de 15,3 mm
(DE 7,2mm).

Presentaban diagnostico de HTA 13 pacientes (34%),
Diabetes Mellitus 8 pacientes (21%), obesidad 12 pa-
clentes (31%) y antecedentes de cardiopatia isquémica
6 pacientes (15%).

La siguientes caracteristicas descriptivas por tipo de fac-
tor de riesgo se clasificaron en la tabla I

Se realizd una comparacion de proporciones median-
te el test de X? con valor de significacion p<0.05 para
cada grupo.

LLa comparacion se realizd entre cada tipo de factor de ries-
go de forma independiente con cada tipo de calcificacion
hallada y con cada tipo de litiasis hallada durante la cirugia.

No se hallaron relaciones entre el tipo de factor de riesgo
cardiovascular con el tipo de calcificacion papilar endos-
copica. Aungue se observd una tendencia en los pacien-
tes con obesidad a presentar calcificacion intratubular.

La HTA vy la Diabetes Mellitus se relaciond con las litiasis
de é&cido Urico (p=0,025y 0,005, respectivamente).

LLa obesidad se relaciond con las litiasis de oxalato célci-
co dinidrato (p=0,023).

Discusién
Los factores de riesgo mas frecuentes hallados en los pa-

cientes con litiasis estudiados fueron la obesidad y la HTA,
encontrandose aproximadamente en 1 de cada 3 pacientes.

La media de edad de los pacientes con factores de ries-
go cardiovascular se encuentran entomo a los 60 anos a
excepcion de la obesidad que su media de edad se en-

Tabla |
HTA Diabetes Mellitus Antecedentes de Obesidad
cardiopatia isquemica

Numero de pacientes (N total =38) 13 (34%) 8 (21%) 6 (15%) 12 (31%)
Edad (afos) 58 (39 a 80) 59 (46 a77) 66 (55 a 80) 50 (31 a 80)
Sexo M= 11 (84%), F=2 (16%) M= 4 (50%), F=4 (50%) M= 6 (100%) M= 6 (560%), F= 6 (50%)
Placa de Randall 9 (69%) 4 (560%) 4 (66%) 7 (58%)
Calcificacion intratubular 10 (76%) 6 (75%) 5 (83%) 11 (91%)
Hendidura papilar 6 (46%) 4 (50%) 2 (33%) 4 (33%)
COM 4 (30%) 1(12%) 2 (33%) 2 (16%)
COD 4 (30%) 2 (25%) 1(16%) 10 (83%)
Acido arico 5 (38%) 5 (62%) 3 (560%) 0
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cuentra en 50 afios demostrando que los factores dieté-
ticos vy la alimentacion hacen que la enfermedad litiasica
aparezca de forma precoz.

El tipo de lesion endoscopica que mas frecuentemen-
te se observo en todos los tipos de factores de riesgo
cardiovasculares fue la calcificacion intratubular. El hecho
de que la calcificacion intratubular aparezca de forma tan
mayoritaria en los pacientes con factores de riesgo car-
diovascular puede indicar que su mecanismo de forma-
cioén o de crecimiento, y por tanto, de la litiasis que de-
sarrolle, se vea estimulado u originado por alteraciones
sistémicas del organismo.

Cabe destacar, que practicamente la totalidad de pa-
cientes con obesidad (91%) presentaron calcificaciones
intratubulares en la papila renal volviendo una vez mas a
demostrarse el importante papel de los factores dietéti-
cos v la alimentacion con la litiasis renal. A pesar de ello,
no se encontré una relacion estadisticamente significati-
va entre la obesidad v la calcificacion intratubular.

Tanto la Placa de Randall como la Hendidura Papilar pa-
recen tener un mecanismo de formacion independiente
a las alteraciones sistémicas del organismo.

Las litiasis de acido Urico se relacionaron de forma esta-
disticamente positiva en aquellos pacientes que presen-
taban HTA o Diabetes Mellitus de forma independiente. Es
conocido que pacientes con Diabetes Mellitus presentan
una orina con pHs mas aciddticos vy por tanto, son mas
propensos a la formacion de este tipo de litiasis. Por otro
lado, no queda tan claro el mecanismo fisiopatologico por
el cual la HTA se relaciona con las litiasis de acido Urico.

Las litiasis de oxalato célcico dihidrato con o sin hidroxia-
patita se relacionaron de forma estadisticamente positiva
con la obesidad. Se considera que uno de los posibles

origenes de las litiasis de oxalato célcico dihidrato es la
calcificacion intratubular que casualmente fue la lesion
endoscopica que mas frecuentemente se encontrd en
los pacientes obesos. Todo ello parece relacionar, que
los pacientes obesos tienen mas tendencia a tener cal-
cificaciones intratubulares que posteriormente acabaran
produciendo litiasis de oxalato calcico dinidrato. Seria
interesante observar la bioguimica de orina de los pa-
clentes obesos con litiasis de oxalato calcico dihidrato,
ya que probablemente se observe la presencia de hiper-
calciuria'y pH elevados.

Por otro lado, las litiasis de oxalato célcico monohidrato
no se relacionaron de forma estadisticamente positiva
con ningun tipo de factor de riesgo cardiovascular pu-
diendo indicar que dentro de su mecanismo de forma-
cion no parecen influenciar las alteraciones sistémicas
del organismo teniendo otra via de formacion distinta.

Conclusiones

No parece existir una relacion entre los diferentes tipos
de factores de riesgo cardiovascular y el tipo de calcifi-
cacion de la papila renal.

A pesar de ello, se observa la tendencia de que pacien-
tes con obesidad presentan una elevada frecuencia de
calcificacion intratubular.

Las litiasis de acido Urico se relacionan con aguellos pa-
clentes que tienen HTA o diabetes de forma independiente.

Las litiasis de oxalato calcico dihidrato con o sin hidro-
xiapatita se relacionan con los pacientes con obesidad.
Reforzando la teorfa de que pacientes obesos presentan
calcificaciones intratubulares que posteriormente acaba-
ran dando litiasis de oxalato célcico dihidrato.
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Resumen

Introduccion: | a dinamica poblacional establece de que forma los diferentes virus interactiian entre si y como va modificandose
esta relacion del tempo. Los virus muy estacionarios presentaran interacciones menos estables pero mas acumuladas y por ello
mas tendentes a afectar a un solo individuo. Es importante conocer el comportamiento complejo de las poblaciones viricas que
determinan las infecciones respiratorias agudas (IRA) en la poblacion general.

Pacientes y método: Se ha estudiado la etiologia viral de todos los pacientes pediatricos (<15 afos) que acudian a urgencias
con sintomatologia clinica compatible con una IRA durante el periodo comprendido entre enero de 2015 y diciembre de 2016. La
deteccion viral se ha realizado mediante una técnica comercial de amplificacion genémica molecular tipo RT-PCR en tiempo real.
Se realiza una comparacion de proporciones mediante el test de x? con valor de significacion p<0.05 para cada grupo.
Resultados: En este estudio se han analizado 10.642 muestras respiratorias (4.323 en 2015y 6.319 en 2016) con una positivi-
dad global del 47% (42.2% en 2015 y 50.3% en 2016). El nimero de infecciones mixtas detectadas ha sido de 203 (11.2%) en
2015y 344 (10.8%) en 2016; sumando conjuntamente 547 casos (10.9%). Se ha observado como el porcentaje de virus que
se detectan en cada uno de los meses ha ido variando a lo largo del afio, predominando en invierno. El porcentaje acumulado de
infecciones mixtas ha variado con cada uno de los diferentes virus respiratorios, siendo sélo los rinovirus y adenovirus los detecta-
dos en todos los meses del afio. En ninglin mes se ha podido detectar la totalidad de los virus de forma simultanea. Ademas de
las infecciones mixtas dobles (dos virus respiratorios) también se han detectado co-infecciones triples (tres virus simultaneos). El
numero de casos ha sido de 65 lo representan el 1.5% de todas las muestras positivas.

Conclusiones: Aungue todavia no ha podido demostrarse que las infecciones respiratorias viricas mixtas tengan un peor pronos-
tico evolutivo sobre el paciente, si parece evidente el caracter potenciador de las mismas sobre el parénquima pulmonar. Por todo
ello se hace necesario estudiar y analizar periédicamente la dinamica poblacional de este tipo de virus para conocer las tendencias
epidemioldgicas de los mismos.

Palabras clave: Dinamica poblacional, virus respiratorios, epidemiologia, infeccion respiratoria aguda, pediatria.

Abstract

Introduction: Population dynamics establish how the different viruses interact with each other and how this time relationship
changes. Very stationary viruses present less stable but more accumulated interactions and therefore tend to affect a single in-
dividual. It is important to know the complex behavior of viral populations that determine acute respiratory infections (ARI) in the
general population.

Patients and method: The viral eticlogy of all pediatric patients (<15 years) who came to the emergency room with clinical symp-
toms compatible with an ARI during the period between January 2015 and December 2016 has been studied. Viral detection has
been performed using a commercial technique of molecular genomic amplification type RT-PCR in real time.

Results: In this study 10,642 respiratory samples were analyzed (4,323 in 2015 and 6,319 in 2016) with an overall positivity of 47%
(42.2% in 2015 and 50.3% in 2016). The number of mixed infections detected was 203 (11.2%) in 2015 and 344 (10.8%) in 2016;
totaling 547 cases (10.9%). It has been observed how the percentage of virus detected in each of the months has been varying
throughout the year, predominating in winter. The accumulated percentage of mixed infections has varied with each of the different
respiratory viruses, with only rhinoviruses and adenoviruses being detected in all months of the year. In no month has it been possible
to detect all the viruses simultaneously. In addition to dual mixed infections (two respiratory viruses), triple co-infections (three simulta-
neous viruses) have also been detected. The number of cases was 65, representing 1.5% of all positive samples.

Conclusions: Although it has not yet been demonstrated that mixed viral respiratory infections have a worse evolutionary prog-
nosis on the patients, if the potentiating nature of the lung parenchyma seems evident. Therefore, it is necessary to study and
periodically analyze the population dynamics of this type of virus to know the epidemiological trends of the same.

Keywords: Population dynamics, respiratory viruses, epidemiology, acute respiratory infection, pediatrics.
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Introduccion

Las infecciones respiratorias agudas (IRAs) constituyen
una de las patologias infecciosas que afectan con mayor
frecuencia a la poblacion en general. Las causas por vi-
rus pueden presentarse como brotes epidémicos duran-
te los meses invemales, como el Virus Respiratorio Sin-
citial (VRS) o los virus gripales, o bien de forma continua
a lo largo del anos (adenovirus o rinovirus).'?

Los virus implicados en las IRAs son mdltiples vy diver-
s0s, aungue la mayorfa son virus con genoma de tipo
ARN, existen dos excepciones (adenovirus y bocavirus)
que poseen un genoma de tipo ADN. Esta caracteristica
genérica parece determinar un comportamiento epide-
miologico algo distinto. ™

La distribucion etioldgica de estos virus a lo largo del afio
determina porcentajes variables de incidencia y correlacion
entre ellos. Se postula la existencia de un porcentaje mini-
mo de IRAs de etiologia viral que siempre existen en cual-
quier momento del ano. Esta prevalencia varia en funcion
de laedad, época del afio y area geogréfica considerada.'?

Todos estos parametros son esenciales para intentar co-
nocer 1o que se denomina dinamica poblacional y que
analiza no solo las infecciones viricas respiratorias aisla-
das o Unicas, sino aquellas en las que estan implicadas
mas de un virus (co-infecciones o infecciones mixtas).

Es necesario conocer la totalidad de virus respiratorios
gque infectan a un individuo ya que la evolucion vy el pro-
nostico del proceso clinico va a depender de la depen-
dencia, interdependencia o antagonismo de 0s virus
detectados en un paciente.>¢

La dinamica poblacional establece de qué forma los diferen-
tes virus respiratorios interactlian entre sy como va modifi-
candose esta relacion a lo largo del afo. Aquellos virus muy
estacionarios presentaran interacciones menos estables
pero mas acumuladas vy por ello mas tendentes a afectar a
un solo individuo. A medida que va disminuyendo la pobla-
cion viral circulante (meses calurosos) 1os virus implicados
presentan mayor tendencia a infectar en solitario v a ser
directamente los responsables del proceso respiratorio.’*

A pesar de que todavia no se ha podido demostrar que
las infecciones viricas respiratorias mixtas (mas de un vi-
rus) presenten una mayor morbilidad y/o mortalidad que
las causadas por un solo virus, si parece evidente que
la poblacion viral infectante afecta patogénicamente en
elementos celulares o fisiologicos distintos determinando
un comportamiento bioldgico mas amplio. "

Por todo ello nos ha parecido interesante conocer la di-
namica poblacional y el comportamiento complejo de
las poblaciones viricas que determinan las IRAs en la
poblacion general.

Pacientes y métodos

Alo largo del periodo comprendido entre enero de 2015y
diciembre de 2016 se ha estudiado la eticlogia viral de to-
dos los pacientes pediatricos (<15 anos) que acudian a ur-
gencias con sintomatologia clinica compatible con una IRA.

Todas las muestras respiratorias (aspirado nasofaringeo
en menores de 3 anos vy frotis faringeo en mayores de
esta edad) fueron procesadas para la deteccion de los
virus respiratorios.

La deteccion viral se ha realizado mediante una técni-
ca de amplificacion gendmica molecular tipo RT-PCR en
tiempo real comercial que permite la deteccion simulta-
nea y diferencial de 16 virus respiratorios diferentes (All-
plex Respiratory Panel; Seegen, Corea del Sur). Se ha
considerado como positiva toda muestra que mostrara la
presencia de algun virus respiratorio. Se ha considerado
infeccion mixta si la muestra presentaba mas de un virus
distinto con criterio gendmico de positividad. ™

Resultados

En este estudio se han analizado 10.642 muestras respi-
ratorias (4.323 en 2015y 6.319 en 2016) con una positi-
vidad global del 47% (42.2% en 2015y 50.3% en 2016).
El nimero de infecciones mixtas detectadas ha sido de
203 (11.2%) en 2015y 344 (10.8%) en 2016, sumando
conjuntamente 547 casos (10.9%).

En la figura 1 se presenta el nimero de casos mixtos
en cada uno de los meses del afio en los dos anos del
estudio. Los meses de noviembre y diciembre en ambos
anos han presentado el mayor nimero de infecciones
viricas mixtas. El niUmero de casos en este periodo en
2015 fue de 121 (59.6%) y en 2016 de 123 (35.7%),
representando globalmente este periodo bimensual el
44.6% de todas las infecciones mixtas.

Los porcentajes de deteccion de las infecciones mixtas
en cada uno de los meses anuales se presentan en la
figura 2. Porcentualmente los meses con un mayor nu-
mero de casos en 2015 correspondieron a noviembore
(26.3%) y diciembre (26.4%), aungue en 2016 el por-
centaje mayor se detectod en diciembre (18.1%) seguido
de junio (15.7%). En este Ulimo ano los porcentajes de
deteccion han estado casi siempre por encima de los
observados en 2015, salvo los dos meses finales.

Se ha observado como el porcentaje de virus que se
detectan en cada uno de los meses ha ido variando.
Asl la figura 3 muestra el porcentaje de deteccion de
cada virus en los 12 meses del afo. Solo el rinovirus y el
adenovirus (12.5%) se han detectado en el 100% de los
meses, es decir en todo el ano (Figura 4). La mayoria
(62.5%) de los virus se han detectado en el 60% de los
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meses Yy solo uno de ellos el virus parainfluenza tipo 2 lo
ha sido en un Unico mes.

Al estudiar el nimero acumulado de virus respiratorios
detectados en los dos Ultimos afios (maximo 32/mes)
se observa como el nimero méas elevado se observa
en el primer y Ultimo trimestre del afio (Figura 5). En
ningun mes se ha podido detectar la totalidad de los
virus de forma simultanea. Los porcentajes de deteccion
acumulados en cada uno de los meses se presentan en
la figura 6. EI pico de mayor incidencia corresponde a
febrero (87.5%) y diciembre (84.3%), observandose una
gréfica que confirma el predominio de estos virus en los
meses mas frios y su descenso hasta cerca del 40%
durante los meses de verano.

El porcentaje acumulado de infecciones mixtas ha varia-
do con cada uno de los diferentes virus respiratorios. Asi
en la figura 6 se presentan los porcentajes acumulados
de co-infecciones de cada uno de los principales grupos
viricos detectados. Solo tres virus (bocavirus, adenovirus
y enterovirus) han presentado un porcentaje de infeccio-
nes respiratorias mixtas por encima del 50%. El virus con
menor tendencia a las infecciones mixtas ha sido el virus
gripal tipo Ay los virus parainfluenza, alcanzando tan solo
el 15% de todas las IRAs en las que fueron detectados.

Ademas de las infecciones mixtas dobles (dos virus
respiratorios) también se han detectado co-infecciones
triples (tres virus simultéaneos) (Figura 7). El nimero de
casos ha sido de 65 lo representan el 1.5% de todas
las muestras positivas. En la figura 8 se presenta el nd-
mero de casos detectados por cada virus respiratorio.
Se comprueba como el rinovirus y adenovirus son 10s
gue han mostrado mas casos de infecciones respira-
torias triples. En la figura 9 se exponen los porcentajes
de participacion de los principales grupos viricos en las
infecciones viricas triples. Destaca que el primer grupo
virico en este tipo de IRAs son los virus parainfluenza.

Discusion

La deteccion de infecciones viricas mdltiples en un mis-
mo paciente es intuitivamente no sorprendente y no in-
habitual. Este hecho es frecuente en los pacientes inmu-
nodeprimidos pero no tanto en las personas sanas.®>"
El papel que bioldgicamente desempefia cada uno de
los diferentes virus detectados en una muestra humana
es relevante desde el punto de vista patogénico y pato-
lbgico (3,5,6). Se ha descrito procesos viricos coope-
rativistas, simbidticos y potenciadores que modifican la
respuesta inmunoldgica del huésped.'? '

Las IRAs son una entidad con una elevada frecuencia
en la poblacion general. Se calcula que entre el 10-30%
de los menores de 15 afos (poblacion infantil) desarro-
llan este tipo de infeccion cada afo. En el caso de los

adultos el porcentaje es algo menor oscilando entre el
5-15%, acumulandose en los meses invermales, 1517

Si ademas de ser las IRAs muy frecuentes, les afadimos
que pueden estar ocasionadas como minimo por unos 16
Virus respiratorios, se produce el fendmeno biolégico que
facilita las infecciones mixtas y los procesos de interaccion
entre ellos; el estudio de la dinamica poblacional en este
tipo de patologia es extremada mente importante, 01118

En este estudio se confirma la elevada positividad, vy
por ello la rentabilidad de las muestras, detectada en
las muestras respiratorias; casi la mitad (47%) de todas
ellas dieron resultados de etiologia viral. Este porcentaje
coincide con otros estudios aunque varia en funcion de
la época del ano, la edad de los pacientes y la zona geo-
gréfica analizada. ™"

El porcentaje de co-infecciones o infecciones mixtas vi-
rales ha alcanzado el 10% de todas ellas, valor un poco
inferior al descrito en otros estudios, pero debe conside-
rarse como valor medio, ya que dependiendo del virus,
los porcentajes son muy superiores. Asi Harada et al.®
han comunicado un porcentaje global del 18% y Debia-
ggi et al.’® del 22%, alcanzando valores de entre el 25-
45% en virus como el rinovirus y el adenovirus.

En aquellos meses invermales en los que predominan y
circulan la mayoria de virus respiratorias se ha detectado
los porcentajes mas elevados de infecciones mixtas; asi
entre noviembre y diciembre, coincidiendo con los bro-
tes epidémicos del virus respiratorio sincitial (VRS) v el
inicio de la gripe, se ha detectado un porcentaje global
del 44.6%. En un meta-andlisis epidemiologico realizado
por Waner et al.® se confirma este valor e incluso puede
superar el 556% en estudios asiaticos.

De los diferentes virus detectados solo los rinovirus y los
adenovirus se han presentado a 1o largo de todos los
meses del ano; es por ello que a su vez sean uno de los
gue con mayor frecuencia se han detectado como co-
infecciones respiratorias. El rinovirus es el principal virus
detectado en las IRAs de cualquier grupo etario o patolo-
gico, por ello la valoracion de su significado etioldgico es
compleja.’®?%?" Al 'ser un virus comensal del tracto res-
piratorio superior, su presencia en muchas de esta zona
anatomica podria considerarse como un contaminante,
aungue vatios estudios si valoran su poder neumotropico
y neumopatogénico cuando se detecta en muestras del
tracto respiratorio inferior como el lavado broncoalveolar
0 los broncoaspirados.'®?°

Desde el punto de vista epidemioldgico el 62.5% de to-
dos los virus respiratorios se pueden detectar en el 60%
de todos los meses del afio. Solo el VRS vy los virus gri-
pales presentan un comportamiento mucho mas restric-
tivo. A pesar de ello en ningun mes se ha podido detec-
tar la totalidad de los virus estudiados. De acuerdo con
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Figura 1: Casos de infecciones respiratorias viricas mixtas detectados en los dos
anos de estudio.
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Figura 3: Porcentajes acumulados de deteccion de los diferentes virus
respiratorios en los 12 meses de los afos 2015y 2016.
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Figura 5: Numero acumulado de virus respiratorios detectados en los dos afos
del estudio.
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Figura 7: Porcentajes acumulados de coinfecciones (infecciones mixtas)
detectados en cada uno de los grupos viricos (2015-2016).
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Figura 2: Porcentajes de infecciones respiratorias viricas mixtas detectados en
los dos afios de estudio.
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Figura 4: Distribucion acumulada de los casos de IRA causados por el
Rinovirus y el Adenovirus a lo largo de los meses.
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Figura 6: Porcentajes de deteccion viral acumulados detectados en los dos
anos de estudio.
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Figura 8: Casos de infecciones viricas triples detectados en los dos afios de
estudio.
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Figura 9: Porcentajes de deteccion de las infecciones viricas triples en cada
uno de los virus detectados.
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algunas hipdtesis existiria un nicho ecolégico de virus
respiratorios que de forma dinamica y continua estarian
variando dependiendo de las condiciones meteorologi-
cas.?® Cuando se introducen los virus estacionales (VRS
y gripe) se produce un desplazamiento del resto de virus
respiratorios; este hecho se constata con el dato de que
estos virus pueden llegar a ser el 70% de los detectados
en estos periodos invernales.''®

A partir de la desaparicion ecoldgica de estos virus, el
resto se introduce de forma progresiva, gradual y com-
petitiva en el nicho respiratorio de modo que el porcen-
taje de positividad en los casos de IRA no desciende por
debajo del 25% a lo largo de todo el ano. Este comporta-
miento dinamico y sustitutivo ha sido descrito en mode-
los animales y humanos y viene favorecido por procesos
naturales de competitividad en el ecosistema del tracto
respiratorio superior.?®

Taly como ya se ha mencionado hay algunos virus cuyo
porcentaje de co-infeccion es superior al 50%; en nues-
tro estudio les ha correspondido al bocavirus, adenovi-
rus y enterovirus, datos semejantes a los comunicados
en estudios similares.®???3 A pesar de la elevada pre-
valencia del virus gripal durante las epidemias estacio-

nales, ha sido junto al virus parainfluenza, los que han
mostrado menor tendencia a co-infectar al ser humano.
Los diferentes estudios sobre el comportamiento epi-
demioldgico de los virus gripales ya habian demostrado
este comportamiento de predominancia durante su cir-
culacion humana.'"'®

Aunqgue las co-infecciones mixtas causadas por dos Vi-
rus distintos ha sido lo predominante, también hemos
podido detectar un 1.5% de infecciones respiratorias
triples, es decir causadas por tres virus distintos y si-
multaneos. Existen varios estudios que aportan datos
similares, de modo que se acepta que este tipo de in-
feccion se produce entre el 1-3%.5'2, Los virus impli-
cados en ellas pueden ser todos con mayor 0 menor
frecuencia; la dinamica cooperante o potenciadora de
este tipo de infeccion respiratoria no ha podido esta-
blecerse y aungue son mas frecuentes en pacientes
inmunodeprimidos, su porcentaje en personas sanas
no es despreciable.>*12

Aungue todavia no ha podido demostrarse que las infec-
clones respiratorias viricas mixtas tengan un peor pro-
noéstico evolutivo sobre el pacientes, si parece evidente
el caracter potenciador de las mismas sobre el parénqui-
ma pulmonar.>¢° Muchas de estas IRAs tan solo reflejan
los estados de colonizacion o portabilidad previa del pa-
ciente; debe recordarse que los rinovirus son comensa-
les habituales de las fosas nasales® y los adenovirus se
mantienen de forma latente con fases reactivas en las
adenoides humanas.' Por todo ello se hace necesario
estudiar y analizar periédicamente la dinamica poblacio-
nal de este tipo de virus para conocer las tendencias
epidemiolégicas de los mismos.

Conflicto de intereses

Los autores declaran gue no existe ningun conflicto de
intereses.

46

Medicina Balear 2018; 33 (2); 42-47



Anélisis de la dinamica poblacional de las infecciones respiratorias agudas pediatricas causadas por virus (2015-2016)

Bibliografia

1. Ren L, Gonzalez R, Wang Z, Xiang Z, Wang Y, Zhu T et al. Prevalen-
ce of human respiratory viruses in adults with acute respiratory tract in-
fections in Beijing, 2005-2007. Clin Microbiol Infect 2009; 15:1146-53.

2. Tregoning JS, Schwarze J. Respiratory viral infection in infants: cau-
ses, clinical symptoms, virology and immunology. Clin Microbiol Rev
2010; 23:74-98.

3. Waner JL. Mixed viral infections: detection and management. Clin
Microbiol Rev 1994; 7:143-51.

4. Sly PD, Jones CM. Viral co-detection in infants hospitalized with res-
piratory disease: it is important to detect?. J Pediatr 2011; 87:277-80.

5. Franz A, Adams O, Wiliams R. Correlation of viral load respiratory
pathogens and co-infections with disease severity in children hospitali-
zed for lower respiratory tract infections. J Clin Virol 2010; 48:239-45.

6. Martin ET, Kuypers J, Wald A. Multiple versus single virus respira-
tory infections: viral load and clinical disease severity in hospitalized
patients. Influenza Other Respi Viruses. 2012; 6:71-7.

7. Richard N, Komurian-Pradel F, Javouhey E. The impact of dual viral
infection in infants admitted to a pediatric intensive care unit associated
with severe bronchiolitis. Pediatr Infect Dis J 2008; 27:213-7.

8. Harada Y, Kinoshita F, Yoshida LM, Ninh LN, Suzuki M, Morimoto K
et al. Does respiratory virus coinfection increases the clinical severity
of acute respiratory infection among children infected with respiratory
syncytial virus?. Pediatr Infect Dis J 2013; 32:441-5.

9. Calvo C, Garcia-Garcia ML, Blanco C, Vazquez MC, Frias ME, Pe-
rez-Brefia P et al. Multiple simultaneous viral infections in infants with
acute respiratory tract infections in Spain. J Clin Virol 2008; 268-72.

10. Kim HK, Oh SH, Yun KA, Sung H, Kim MN. Comparison of Any-
plex I RV16 with the XTAG respiratory viral panel and Seeplex RV15 for
detection of respiratory viruses. J Clin Microbiol 2013; 51:1137-41.

11. Hilleman MR, Hamparian W, Ketler A, Reilly CM, McClelland L,
Comfeld D et al. Acute respiratory illness among children and adults.
Field study of contemporany importance of several viruses and apprai-
sal of the literatura. JAMA 1962; 180:445-53.

12. Paranhos-Baccala G, Komurian-Pradel F, Richard N, Vermet G, Lina
B, Floret D et al. Mixed respiratory virus infections. J Clin Virol 2008;
43:407-10.

13. Canducci F, Debiaggi M, Sampaolo M. Two-year prospective study
of single infections and co-infections by respiratory syncytial virus and
viruses identified recently in infants with acute respiratory disease. J
Med Virol 2008; 80:716-23.

14. Kouni S, Karakitsos P, Chranioti A, Theodoridou M, Chrossus G,
Michos A. Evaluation of viral co-infections in hospitalized and non-
hospitalized children with respiratory infections using microarrays. Clin
Microbiol Infect 2013; 19:772-7.

15, Lefkowitz LB, Jackson GG. Dual respiratory infection with parain-
fluenza and rinovirus: pathogenesis of transmitted infection in volun-
teers. Am Rev Respir Dis 1966; 93:519-28.

16. Mathur US, Bentley DWW, Hall CB. Concurrent respiratory syncytial
virus and influenza A infections in the institutionalized elderly and chro-
nically ill. Ann Intern Med 1980; 93:49-52.

17. Subbarao EK, Giriffis KJ, Waner JL. Detection of multiple viral agents
in nasopharyngeal specimens yielding respiratory syncytial virus (RSV).
An assessment of diagnostic strategy and clinical significance. Diagn
Microbiol Infect Dis 1989; 12:327-32.

18. Aberle JH, Aberle SW, Pracher E, Hutter HO. Single versus dual
respiratory virus infections in hospitalized infants: impacto n clinical
course of disease and interferon-gamma response. Pediatr Infect Dis
J 2005; 24:605-10.

19. Debiaggi M, Canducci F, Caresola ER, Clementi M. The role of in-
fections and coinfections with newly identified and emerging respiratory
viruses in children. Virol J 2012; 9:247.

20. Jacobs SE, Lamson DM, St.George K, Walsh TJ. Human rhinoviru-
ses. Clin Microbiol Rev 2013; 26:135-61.

27. Brandt CD, Kim HW, Rodriguez \WJ, Arrobio JO, Jeffries BC, Parrott
RH. Simultaneous infections with different enteric and respiratory tract
viruses. J Clin Microbiol 1986; 23:177-9.

22. Stempel HE, Martin ET, Kuypers J, Englund JA, Zerr DM. Multiple
viral respiratory pathogens in children with bronchiolitis. Acta Pediatr
2009; 98:123-6.

23. Tristram DA, Miller RW, McMillan JA, Weiner LB. Simultaneous in-
fection with respiratory syncytial virus and other respiratory pathogens.
Am J Dis Child 1988; 142:834-6.

Medicina Balear 2018; 33 (2); 42-47

47



eISSN 2255-0569

ORIGINAL BREU

Calidad en citologia de cérvix: importancia de la toma
Quality in cervical cytology: the importance of how to take it

Ana Forteza, Mariana Oliveras, Javier Cortés
Laboratorio de Citologia Dr. Cortés

Correspondencia

Javier Cortés Bordoy

Laboratorio de Citologia Dr. Cortés

Alfonso el Magnanimo, 29 - 07004 - Palma
E-mail: cortes@ocea.es

Resumen

Recibido: 18 - | - 2018
Aceptado: 28 - Il - 2018

doi: 10.3306/MEDICINABALEAR.33.02.48

Mediante un andlisis prospectivo de material propio, se concluye de forma muy significativa que el uso de una torunda de algodén
para la toma citolégica endocervical debe ser eliminado: un 81% de las muestras no representativas y por lo tanto ineficaces para
cubrir el objetivo citoldgico preventivo fueron tomadas con torunda. El uso del cepillo ad hoc es exigible.

Palabras clave: Citologia, calidad.

Abstract

By means of a prospective analysis of own material, it is concluded very significantly that the use of a cotton swab to take endo-
cervical cytology should be eliminated: 81% of the samples are not representative and therefore ineffective to cover the preventive
cytological objective. They were taken with a swab. The use of the ad hoc brush is required.

Keywords: Cytology, quality.

Introduccion

Para que la citologia de cérvix cumpla su objetivo pre-
ventivo al maximo nivel —la deteccion de lesiones intrae-
piteliales de cérvix (LIE)'— es necesario que en todo su
procedimiento de aplicacion se cumplan los requisitos de
calidad bien documentados en el Consenso Bethesda?,
y recogidos con amplitud en la “Guia de cribado del can-
cer de cuello de Utero en Espana, 2014, y que son:;

- Acreditacion adecuada de los responsables del La-
boratorio.

- Procedimientos de control de calidad internos y exter-
nos establecidos.

- Seguimiento y cierre de los casos detectados.

Nuestro Laboratorio cumple los tres requisitos. En este
informe se centra en el segundo de ellos, especifica-
mente en el relativo a la calidad de las tomas recibidas,
aspecto clave: esta aceptado que si una extension ci-
tologica cervical no contiene de manera representativa
células de los epitelios glandular endocervical y meta-
plasico debe ser considerada de bajo valor predictivo
para LIE, al no ser representativa de la zona de anclaje
preferente® del virus papiloma humano, agente causal de
la LIE y del cancer de cérvix”,

Material y métodos

Durante noviembre 2017 en nuestro Laboratorio se han
recibido 1.830 citologias de cérvix. 864 han sido leidas
e informadas por uno de los firmantes de este informe:
representan significativamente el 47% del total recibido.
Se han considerado computables para esta revision las
de mujeres entre 25y 45 aros (379), tramo de edad que
concentra la incidencia de la gran mayoria de LIE".

Resultados

De las 379 citologias incluidas, 81 (21%) no contaban
con representacion celular endocervical o metaplasica en
el extendido.

Hemos correlacionado la ausencia de material celular
adecuado con el instrumento usado para la toma endo-
cervical, torunda de algododn (7 casos) o cepillo ad hoc
(22 casos): 67 de las muestras no representativas habian
sido obtenidas con torunda, un 82%.
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Conclusiones

Si queremos gue la citologia cervical rinda adecuada-
mente su nivel de eficacia exigible en la deteccion de la
LIE v del cancer cervical, ademas de confiar su lectura
e informe a un Laboratorio acreditado que cumpla con
los necesarios controles de calidad internos y externos,
debemos inexcusablemente usar un cepillo ad hoc para
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la toma endocervical y desechar de forma definitiva el
uso de la torunda de algodon. No hacerlo significa mala
practica y disminuir de forma muy notable la capacidad
preventiva de la citologia cervical.
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Resumen

Presentamos el caso de un hombre de 39 afios de Mali, que consulté por una Gonalgia izquierda y por una masa dura en la parte
externa del tercio inferior del muslo. Hay una importante barrera del lenguaje

El examen de la rodilla fue anodino con la integridad de todas las estructuras ligamentosas y meniscales vy la atencion se centrd en
la palpacion de un tumor duro, plano y redondeado a nivel del tercio inferior y la cara externa del muslo izquierdo.

Se refiere a haber sido tratado en la sala de emergencias del hospital hace unos meses por un accidente con contusion en la
misma pierna.

Revisamos la radiologfa realizada en el hospital donde se observd una imagen calcificada en espiral en el érea correspondiente a
la lesion palpable, que serfa compatible con una forma adulta del nematodo calcificado Dracunculus medinensis.

Palabras clave: Dracunculus medinensis, gusano de guinea, gonalgia.

Abstract

We present the case of a 39-year-old man from Mali, who consulted for a left Gonalgia and for a hard mass on the outside of the
lower third of the thigh. There is an important language barrier

The examination of the knee was anodyne with integrity of all the ligamentous and meniscal structures and attention was focused
on the palpation of a hard, flat and rounded tumor at the level of the lower third and outer face of the left thigh

He refers to having been treated in the hospital emergency room a few months ago for an accident with contusion on the same leg.
We reviewed the radiology done at the hospital where a spiral calcified image was seen in the area corresponding to the palpable

lesion, which would be compatible with an adult form of the calcified nematode Dracunculus medinensis.

Keywords: Dracunculus medinensis, guinea-worm, gonalgia.

Descripciéon del caso

Se trata de un varon de 39 anos, natural de Mali, que
reside en Espana desde 1999, y que presenta una im-
portante barrera idioméatica. Viene a nuestra consulta de
atencion primaria en el centro de salud Son Pisa, sito en
Palma de Mallorca, con cita programada.

Como Unico antecedente de interés consta en su his-
toria hepatitis B curada. Consulta por gonalgia izquierda
y porgue a la palpacion se nota una tumoracion dura
en la cara externa del tercio inferior del muslo. Comenta
gue hace unos meses tuvo un accidente de trafico, fue
atendido en urgencias hospitalarias donde realizaron una
radiografia de la rodilla afectada, fue dado de alta con
tratamiento antinflamatorio.

A la exploracion, el paciente presentaba constantes
normales, la exploracion de ambas rodillas era normal
con integridad de todas las estructuras ligamentosas y
meniscales, se palpaba una tumoracion redondeada,
plana y de consistencia dura de unos 2-3 centimetros
de diametro mayor.

Revisamos la radiografia de la rodilla izquierda realizada en
Su Visita a urgencias, y comprobamos gue se visualiza una
imagen de densidad calcio, en forma de espiral en tercio
inferior de cara externa del muslo izquierdo (Figura 1)
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Figura 1: Radiografia de rodilla izquierda con imagen calcificada espiroidea.

Discusion

La Dracunculosis es una enfermedad provocada por un
nematodo parasito del hombre llamado Dracunculus me-
dinensis o gusano de Medina o Guinea. La enfermedad
se contrae al ingerir agua contaminada con copépodos
(pulgas de agua) infectadas.

Concretamente en Mali se la conoce como “la enferme-
dad de granero vacio”, ya que, aungue no es letal, el pico
del periodo de infeccion suele coincidir con la temporada
agricola y los sintomas impiden a los afectados realizar
una vida normal, por lo que no recogen las cosechas y
los graneros quedan vacios.

Figura 2: Cambios epidemiolégicos de la Dracunculosis.

La distribucion geografica del parasito comprendia regio-
nes de Africa, Asia y América, pero las campafias mun-
diales de erradicacion iniciadas en la década de los 80
por la Organizacion Mundial de la Salud, ha reducido su
presencia a 4 paises: Chad, Etiopia, Mali y Sudan del
Sur (Figura 2).

El ciclo vital (Figura 3) tiene lugar cuando los copépo-
dos, gue viven en aguas estancadas, ingieren larvas del
parasito, el hombre bebe agua contaminada v las larvas
son liberadas en el intestino, penetran la mucosa y mi-
gran a través de la via linfatica, hasta llegar al tejido peri-
toneal donde maduran y se aparean, luego viajan por el
tejido conectivo subcutaneo, por lo general de piemas y
pies. Aqui la hembra gravida adulta penetra en la dermis
con la consecuente aparicion de reaccion inflamatoria
y formacion de una vesicula muy dolorosa, por donde
emerge el nematodo y el dolor por esta lesion dérmica
se alivia al sumergirla en agua. Pasados unos 3-5 dias
las vesiculas se rompen y emerge hasta 5 centimetros
del paréasito (Figura 4), esta salida es dolorosa y puede
prolongarse hasta 6 semanas. La media de longitud el
nematodo es de un metro - metro y medio.

La dracunculosis tiene un periodo de incubacion de 9 a
14 meses, después en un 60% de los casos aparece
una vesicula, previamente a la aparicion de estas lesio-
nes los pacientes pueden experimentar una reaccion
alérgica sistémica que dura 24 horas: rash urticariano
generalizado, eritema, edema angioneurdtico, prurito,
fiebre, sibilancias, nauseas y vomitos, gue ceden de ma-
nera progresiva.

Para acelerar la expulsion, se puede enrollar el parasito en
un trozo de madera y traccionar cada dia unos centimetros.

La enfermedad puede dar complicaciones, las mas fre-
cuentes son las infecciones bacterianas secundarias, que
pueden cursar con abscesos, Ulceras cronicas, celulitis,
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Figura 3: Ciclo vital de Dracunculus medinensis.

necrosis local y ocasionalmente septicemia. La infeccion
secundaria por tétanos es la méas grave y puede ser letal.
Como secuelas destacan: artritis séptica, sinovitis, anqui-
losis fibrosa y contractura de los tendones.

Se diagnostica fundamentalmente por la clinica y reco-
nocimiento de la forma adulta del parasito emergiendo
de una Ulcera en miembros inferiores, también en frotis
del liquido que drenan las Ulceras. Pruebas inmunolo-
gicas como la inmunofluorescencia indirecta puede ser
util, pero no se utilizan. Los rayos X pueden dstectar for-
mas calcificadas del parasito.

La serologia no es lo suficientemente especifica.
El diagndstico diferencial ha de hacerse con el antrax,

celulitis profunda, goma, oncocercosis, miositis focal
aguda vy periostitis.

Figura 4: Salida del gusano por Ulcera cutanea.
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Se recomienda sumergir diariamente (unos 30 min) la
extremidad afectada en agua limpia con el fin de vaciar
de larvas el Utero del gusano hembra, hasta que desapa-
rezcan y estirar suavemente del extremo del verme, que
esta saliendo del cuerpo, vy enrollarlo en un fragmento
de madera, unos cuantos centimetros cada dia. Suelen
requerirse unos 15 dias como promedio para extraer el
parasito por completo.

Juicio clinico

En el caso que presentamos, nuestro paciente no re-
lataba la clinica tipica de la infeccion por Dracunculus
medlinensis, tampoco recordaba si habia sufrido los sin-
tomas mientras vivia en Mali, puede que contrajera la
enfermedad en la infancia y quedara una forma adulta
hembra en el tejido conectivo subcutaneo, que con el
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Cabe mencionar que, segun la OMS, la dracunculosis
es una enfermedad a punto de ser erradicada, en el ano
2016 se registraron tan solo 25 casos en el mundo, pero
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noéstico diferencial.
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Vardon de 60 afos con neoplasia vesical de células pequefias en tratamiento quimioterapico y con diversas manipulaciones urolo-

gicas que presenta colitis fulminante y muerte.

Palabras clave: colitis fuiminante, carcinoma células pequefias vesical y C.difficile.

Abstract

A 60-year-old man with small-cell bladder neoplasia under chemotherapeutic treatment and several urological manipulations that

ends in fulminant colitis and death.

Keywords: fulminant colitis, small-cell bladder neoplasia and C.dlfficile.

Presentacion del caso

Se presenta el caso de un varon de 60 anos exfumador,
sin alergias, natural de Mallorca. Hipertenso, dislipémico,
y 0beso. A raiz de hematuria e insuficiencia renal aguda,
se detecta con cistoscopia una gran masa heterogénea
y sangrante en la vejiga, con anatomia patologica de car-
cinoma de células pequenas. Preciso colocacion de ne-
frostomias bilaterales por hidronefrosis bilateral.

Se inicia quimioterapia con carboplatino y etopdsido.
Después de cada ciclo, presenta neutropenia severa fe-
bril, que responde bien a los antibidticos. Tras tercer ciclo
pancitopenia, fiebre de foco urinario (E.coli multisensible)
con buena respuesta a tratamiento antibidtico (levofloxa-
cino 500 mg cada dia de forma continua). En el TAC de
control presenta respuesta parcial. Preciso recolocacion
de nefrostomia derecha por desplazamiento de catéter.

Cinco meses después de diagnostico, acude por dolor
abdominal y diarrea de tres dias de evolucion. En ex-
ploracion fisica Unicamente destaca abdomen globulo-
so vy distendido, depresible, doloroso a la palpacion en
hipogastrio, semiologia de ascitis. En la analitica desta-
ca hemoglobina 9.01 g/dl, leucocitos 830 ul, plaguetas
127000 ul, creatinina 3.35 mg/dl, procalcitonina 21.33
ng/ml, PCR 25.46 mg/dl, lactato 2.66 mmol/I con perfil
hepatico y bilirubina normal. Hemocultivos ingreso ne-

gativos. Sedimento de orina con hematuria macrosco-
pica, al microscopio se observan cocos gram positivos.
Radiografia de tdrax anodina. TAC abdominal destaca
engrosamiento de la pared del colon, sigma y recto en
relacion con colitis y abundante cantidad de liquido libre
(Figura 1)

Figura1: .
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Ante la inestabilidad hemodindmica se decide ingreso en
unidad de cuidados intensivos. Pese a antibioticoterapia
de amplio espectro (meropenem), ventilacion mecanica,
soporte vasoactivo a dosis elevadas y hemodiafiltracion
continua, el paciente presenta evolucion rapidamente des-
favorable con acidosis metabdlico-lactica grave, abdomen
peritonftico, macrohnematuria e inestabilidad hemodinamica
refractaria siendo exitus a las 24 horas de ingreso.

Discusion

En resumen, se trata de un paciente con carcinoma de
células pequenas vesical y neutropenia grado 4 que pre-
senta shock por colitis fulminante. El carcinoma de célula
pequena vesical es un tipo de carcinoma neuroendroci-
no con una incidencia de <1% de los tumores vesicales.
Es muy agresivo y poco diferenciado y generalmente en
el momento del diagndstico se presenta con extensa in-
filtracion de la pared vesical'.

Dado que la respuesta a quimioterapia se produce ge-
neraimente en el 80% de los tumores de esta estirpe,
COMO en Nuestro caso, parece PoOco probable que el fa-
llecimiento sea por progresion de la enfermedad tumoral.

Existen diferentes patologias que pueden cursar con en-
grosamiento de la pared del colon por TAC. Se utilizan
distintos parametros para intentar realizar un diagnés-
tico mas preciso sélo basandose en la imagen. Estos
parametros son: a) distribucion (observandose en este
paciente una distribucion pancoldnica, sin afectacion
concomitante del intestino delgado), b) grado de en-
grosamiento, c) reaccion pericolonica y cambios en el
mesenterio, d) formacion de fistulas/abcesos, e) adeno-
patias (no descritas en este paciente) y f) ascitis (como
marcador de lesion aguda).

Teniendo en cuenta las caracteristicas del TAC y el des-
enlace fatal de este caso, nos centraremos en aquellas
entidades que se desarrollan con un curso fulminante
(Tabla I).

Tabla I: Diagndstico diferencial de la colitis fulminante.

Inflamatoria Infecciosa Vascular laatrogénica
Colitis ulcerosa Bacteriana Isquémica Réadica
E. Crohn Virus Enterocolitis
neutropénica
Parasitos

En primer lugar la etiologia infecciosa. Dentro de las bac-
terianas, entidades como la Shigella, Salmonella, Cam-
pylobacter vy Yersinia, implicadas en la colitis fulminante
pero mas comunmente relacionadas con colitis segmen-
taria. La colitis fuminante por Clostridium difficile, anterior-
mente conocida por CDI grave y complicada?, aparece en
el 3-8% de las colitis por Clostridium difficile y puede ca-
racterizarse por presencia de hipotension grave que pro-

gresa a fallo multiorganico, ocasionalmente como fleo con
escasa diarrea, 0 megacolon con dilatacion del intestino
grueso (>7cm de diametro en el colony /o >12 cm en el
clego). El uso de antibidticos® es el factor de riesgo mas
ampliamente reconocido y modificable —flucroguinolonas
las mas frecuentemente asociadas (Tabla ll)-, y otros fac-
tores asociados a colitis severa: neoplasia, enfermedad
pulmonar obstructiva crénica, terapia inmunosupresora,
insuficiencia renal o exposicion a medicamentos antipe-
ristalticos o clindamicina*. Dentro de las causas viricas,
destacaria la afectacion gastrointestinal relacionada con
el CMV, dado el grado de inmunosupresion que presenta
este paciente. Finalmente, dentro de las parasitarias, cabe
mencionar la Entamoeba histolytica, desconociéndose en
este paciente factores epidemioldgicos relacionados vy el
Cryptosporidium, relacionado con estados avanzados de
inmunodeficiencia.

Tabla I1: Antibidticos relacionados con la colitis por Clostridium difficile.

Frecuentemente Ocasionalmente Raramente
asociado asociado asociado
Fluoroquinolonas Macrolidos Aminoglucésidos
Clindamicina Trimetoprim- Tetraciclinas

sulfametoxazol
Cefalosporinas Metrodinazol
(amplio espectro)
Penicilinas Vancomicina

(amplio espectro)

En segundo lugar las causas inflamatorias, como la colitis
ulcerosa vy la enfermedad de Crohn. El diagnostico de
una enfermedad inflamatoria intestinal es muy dificil de
realizar clinicamente sobre la base de un Unico episodio,
donde el Unico criterio clinico serfa la presencia de dolor
abdominal, dada la inexistencia de sintomas extraintesti-
nales, rectorragias o diarrea cronica®.

En tercer lugar, causas vasculares como la colitis isqué-
mica. El colon esta predispuesto a la isquemia por su flujo
sanguineo relativamente bajo y su plexo de microvascu-
latura menos desarrollado en comparacion con el intesti-
no delgado®. Principalmente se produce por dos meca-
nismos: a) causas oclusivas, resultado de una oclusion
trombdtica (arterial o venosa), embolia o traumatismo; y
b) causas no oclusivas, siendo el mecanismo mas pre-
dominante. En el caso descrito, lo méas probable es que
fuese, en el contexto de shock séptico, por hipoperfusion
generalizada que a nivel esplacnico conduce a la llegada
de bajo flujo sanguineo a través de las arterias mesentéri-
ca superior e inferior afectando mayoritariamente a zonas
de distribucion vascular comprometida.

En cuarto lugar, se debe mencionar la posibilidad de una
colitis fulminante secundaria a shock séptico de origen
diferente al abdominal. Asf, podria ser de origen vascu-
lar dado que era portador de catéter venoso permanente
y/0 urinario por varios motivos: cocos gram positivos en
orina, infecciones de orina de repeticion y repetida mani-
pulacion urologica.
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Por Ultimo, cabe destacar la enterocolitis neutropénica,
una patologia con elevada mortalidad cuando progresa
a necrosis intestinal, perforacion, peritonitis y por consi-
guiente sepsis’. La combinacion de fiebre, dolor seve-
ro en el cuadrante inferior derecho vy diarrea asociada
a neutropenia es tipica de esta enfermedad. Se ve con
mayor frecuencia después de la administracion de dosis
estandar de agentes quimioterapéuticos en pacientes
con leucemia, aungue puede ocurrir en pacientes con
tumores solidos, VIH, neutropenia ciclica o trasplantes
de 6rganos. Los criterios diagndsticos incluyen: neutro-
penia (<1000ul), fiebre y engrosamiento de la pared mu-
ral (siendo este Ultimo un hallazgo radioldgico necesario
para su diagnostico)?. Es frecuentemente polimicrobiana
con multiples especies bacterianas implicadas y ocasio-
nalmente hongos.

En conclusion, la concurrencia de antibioterapia prolon-
gada por fluoroguinclonas en paciente con neutrope-
nia por quimioterapia y con alteracion de la mucosa del
tracto digestivo secundaria, hacen que la etiologia méas
probable de este caso sea la colitis pseudomembranosa
por C.difficile.

Examen anatémico y patolégico
postmortem

En el examente externo se observa hombre adulto, de
raza caucasica que presentaba abdomen globuloso, sin
masas ni organomegalias a la palpacion.

En el examen intemo, pulmones dentro de los limites
normales de peso, con congestion basal. Corazén con
peso incrementado (490g) y aumento del espesor del
ventriculo izquierdo (2,17cm), con presencia de areas
blanguecinas. Arterias coronarias con placas de ateroma
sin trombos. En cavidad abdominal, se observéd higado
congestivo con peso dentro de la normalidad (1500g).
Bazo de aspecto friable. Eséfago, estémago e intestino
delgado sin particularidades. El colon mostraba desde
clego hasta recto, mdltiples lesiones pseudopolipoideas,
algunas aisladas vy otras confluentes, cubiertas por una
capa de aspecto mucoide, de coloracion verde-amari-
llenta (Figura 2).

Rinones con peso dentro de la normalidad, con cicatri-
ces corticales irregulares y marcada ureterohidronefro-
sis. A la apertura de la vejiga se observd gran masa que
ocupaba la practica totalidad de la cavidad y que al corte
se observaba blanquecina con focos hemorragicos, sin
claros signos de infiltracion del tejido adiposo perivesical.,
El estudio histopatoldgico reveld signos de shock como
congestion pulmonar, necrosis centrovenosa hepatica,
congestion esplénica, necrosis tubular aguda y edema
de glotis. El miocardio mostré areas de fibrosis intra-
miocitaria estrellada, sin observarse inflamacion aguda,
compatible con areas de isquemia cronica. La arteria co-

Figura 2: .

ronaria anterior mostré placas de ateroma calcificadas,
que ocluian el 50% de la luz. En el colon, las lesiones
descritas macroscopicamente corresponden con lesio-
nes poliploides, con necrosis de la mucosa y depositos
en superficie de material fibrinopurulento, con desechos
celulares, polimorfonucleares y mucina, asf como ede-
ma y congestion de la lamina propia vy de la submucosa
(Figura 3). El cultivo microbiologico de biopsias de mu-
cosa colonica resultaron positivos tanto para Clostridium
difficile como para la toxina A y B. La tumoracion vesi-
cal corresponde a una neoplasia de crecimiento sdlido,
constituida por células de pequefio tamafo, con escaso
citoplasma y nlcleo redondo con presencia de algunos
nucléolos, entremezcladas con células de gran tamario,
con citoplasma amplio y eosindfilo y ndcleo grande e irre-
gular. El estudio inmunohistoguimico mostrd positividad
para Citoqueratina 7, p63 y Gata3 en las células de ma-
yor tamafo, mientras que las de menor tamano fueron
positivas para Sinaptofisina y Cromogranina. La médula
Osea reveld una disminucion de la celularidad hemato-
poyética para la edad del paciente, a expensas de la
serie eritroide y megacariocitica, asi como parada de la
maduracion granulopoyética.

Figura 3: .
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Carcinoma células pequenas vesical y colitis fulminante

Se considerd pues como padecimiento fundamental el
carcinoma con diferenciacion neuroendocrina con areas
de carcinoma transicional de alto grado (apT3NOMO) en
tratamiento quimioterapico y la causa de la muerte shock
séptico en el contexto de pancolitis pseudomembranosa
por Clostridium difficile (bacteria y toxinas positivos en
cultivo) en paciente neutropénico.

Conclusion

La colitis pseudomembranosa es la manifestacion de
multiples enfermedades, en este caso el diagndstico se
realizd por la deteccion de la bacteria y sus toxinas en
cultivo. La colitis pseudomembranosa por Clostridium
difficile es una enfermedad con aumento en su inciden-
cia en los Ultimos afios, cuyos factores de riesgo mas
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