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por medio de la comunicacién

y la discusion cientifica.

La Fundacién quiere promover

la cooperacién internacional en la
investigacion farmacoterapéutica y, a tal
fin, organiza reuniones internacionales
multidisciplinarias donde grupos
reducidos de investigadores discuten
fos resultados de sus trabajos.

Estas discusiones son recogidas

en las publicaciones de los «Esteve
Foundation Symposia».
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Dr. Antonio Esteve incluyen

la organizacion de reuniones dedicadas
a la discusién de problemas de alcance
mds local, asi como las conferencias
periddicas «Dr. Antonio Estever y otras
formas de apoyo a las ciencias médicas,
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Introduccion

Hace ya més de tres cuartos de siglo, la Car-
negie Foundation publicéd un estudio sobre edu-
cacidén médica en los Estados Unidos, realiza-
do por Abraham Flexner. The Flexner Report dio
origen a una profunda renovacién de la ense-
fianza de la medicina y de la estructura de los
hospitales en aquel pais, y sus resultados son
hoy dfa bien patentes en todo el mundo. En un
momento en el que dominaba el concepto de
una oposicién fundamental entre medicina prac-
tica y ciencia médica, Fiexner no dudé en es-
cribir que «investigacién y practica son, pues,
una en espiritu, método y objeto» y en recomen-
dar una ferviente dedicacién a la investigacion
béasica como sélido fundamento para la ense-
fanza de la medicina clinica.

Es posible que esta evocacién de Flexner pue-
da parecer gratuita. Es evidente que a lo largo
de estos 75 afios la investigacion médica basi-
ca también ha avanzado en Espafia, pero no se
hace difcil descubrir que queda amplio espa-
cio para el progreso. La mesa redonda que re-
coge esta monograffa nacié precisamente del
deseo de demostrar a quienes se inician en el
ejercicio de la medicina que investigacion basi-
cay préactica clinica no son necesariamente in-
compatibles. Para ello, reunimos a una serie de
investigadores que han sido capaces de com-
paginar ambas tareas y les pedimos que expu-
sieran una muestra de la labor de investigacién
que actualmente les ocupa. Es evidente que la
seleccién de los ponentes fue del todo subjeti-

vay que, junto a razones de conocimiento o de
familiaridad con el estudio experimental, inter-
vinieron tanto factores geograficos como de di-
versidad de las areas de investigacion. En con-
secuencia, serfa incorrecto ver en cualquier
ausencia un juicio de valor. Por otra parte, la
multiplicidad de areas consideradas planteaba
algunos problemas para la discusién de las di-
versas ponencias, pero como podra faciimente
apreciar el lector, la decisién de invitar a desta-
cados nuevos miembros del programa MIR re-
presentd la posibilidad de presentar la realidad
de una simbiosis investigacién bésica - medicina
clinica a los sectores que méas pueden cultivar-
la, y un elemento aglutinador de una discusién
fructifera.

A la vez que reiteramos nuestro agra-
decimiento a todos cuantos participaron en la
reunién, deseamos expresar con ellos el deseo
de que, para muchos nuevos licenciados, la po-
sibilidad de compartir el ejercicio de la medicina
con una tarea de investigacién basica sea, cuan-
do menos, una fuerte tentacion.

S. Erill* y JV. Castell**
*Fundacién Dr. Antonio Esteve,
Barcelona.

**Centro de Investigacién
Hospital la Fe.

Valencia.



Uni6n a las proteinas plasmiticas y acceso de las
benzodiacepinas al sistema nervioso central

L. Aguilera* y R. Calvo**

*Seccion de Anestesiologia-Reanimacion. Hospital Galdakao. Galdakao. Vizcaya. * “Departamento de Farmacologia.
Universidad del Pais Vasco. Leioa. Vizcaya.

La accién farmacoldgica esta determinada por
la interaccién fisicoquimica entre el farmaco y
ciertas moléculas {generalmente denominadas
receptores) presentes en el organismo. Pero para
que esta interaccion tenga lugar, el farmaco
debe llegar al punto de accidn, ya gue la mag-
nitud de la respuesta estara en relacidn con la
concentracion de fdrmaco en dicho lugar (bio-
fase). Dado que tiene que cruzar nUMerosas
membranas bicldgicas para llegar a la biofase,
existen muchos factores que determinan su
concentracion en la misma, como son sus ca-
racteristicas fisicoquimicas y farmacocinéticas,
su forma de administracién y las variables fisio-
patoldgicas o genéticas de cada individuo.

Todos estos factores, en especial los farma-
cocinéticos, son de relevancia clinica en el caso
de las benzodiacepinas, ya que hoy dia se ad-
mite que las acciones clinicas de estas substan-
cias tan amplias y variables (ansiolitica, hipné-
tica, etc.,) estan en funcion precisamente de sus
propiedades farmacocinéticas. Tomando como
base las diferencias farmacocinéticas entre las
distintas substancias de esta amplia familia, es
posible su valoracién y aplicacién clinica
diferenciadal,

Se acepta universalmente gue las benzodia-
cepinas realizan sus funciones solo a través de
su unién con receptores especificos benzodia-
cepinicos, que se encuentran exclusivamentie en
el sistema nervioso central (SNC)2. EI acceso
de farmacos al SNC constituye uno de los pun-
tos mas conflictivos y discutidos dentro del am-
plio campo de la distribucién de farmacos en
el organismo. Hace anos que se ha superado
el concepto de barrera hematoencefélica, y hoy
se admite que la a veces restringida distribucion
de farmacos en el SNC se debe a las diferen-
cias estructurales y funcionales de las células
endoteliales del capilar respecto a las de otros
territorios del organismo. En cambio, los proce-

s0s que regulan el paso de substancias al SNC
son semejantes a los que intervienen en otros
puntos, destacando su liposolubilidad, grado de
ionizacion, fijacién a proteinas plasmaéticas,
aporte sanguineo y la existencia de sistemas de
transporte activo.

La influencia de factores coma liposolubilidad
y grado de disociacién en el acceso de farma-
cos al SNC es ampliamente conocido y gene-
ralmente se supone que todas las benzodiace-
pinas son suficientemente liposolubles como
para que su distribucién de la sangre al cere-
bro no se encuentre limitada. Sin embargo, sus
diferencias en este sentido si son importantes
en la practica clinica, ya que pueden determi-
nar su inicio y duracién de accién. Asi, el fluni-
tracepam y el diacepam penetran rdpidamen-
te en el SNC, debido a su mayor liposolubilidad,
y por tanto el comienzo de su accidén es rapido.
Sin embargo, €l loracepam presenta un comien-
zo de accién mas lento (10 min tras administra-
cién intravenosa) que se explicaria por su me-
nor coeficiente de reparto lipido/agua3. El
midazolam, una nueva benzodiacepina soluble
en agua, presenta curiosamente un inicio de ac-
cion muy rapido (30 seg); esto es debido a que
en la sangre, a pH 7,4, cambia su estructura,
convirtiéndose en una moiécula attamente lipo-
soluble®. La utilidad de algunos de estos farma-
£os como hiondticos viene justificada por la ra-
pida aparicién de sus efectos.

También la duracion de la accién de las ben-
zodiacepinas estd en relacién con su distribu-
cién, que a su vez depende de su liposolubili-
dad. Otros factores (como la metabolizacién)
parecen desempefiar un papel secundario en
{a finalizacion de la accidn de estos farmacos,
sobre todo cuando se administran a dosis Uni-
ca intravenosa. Asl, el diacepam tiene una du-
racién de accién relativamente corta, a pesar de
su tiempo de vida media largo (40 h), debidc

11



S ERILLY J.V. CASTELL

TABLA |
FIJACION DE DIACEPAM, FLUNITRACEPAM Y LORACEPAM A LAS PROTEINAS
PLASMATICAS TRAS LA ADMINISTRACION DE HEPARINA IN VIVO

Fraccion libre (96)

Diacepam Loracepam Flunitracepam
(1 pg/mi) (50 ng/mi) (05 pg/mi)
Antes (n=5) 1,88 +0,10 943 +043 3,70 +0,22
Tras heparina (10 min) 3,20 +0,55* 967 £1,24 6,20 +1,24*
(n=5)

"p<005. incremento de 4cidos grasos libres: de 0,16 mEqgfl (control) a 034 + 0,08 mEqg/l (tras heparina,

10 min), p<0,01.

a su distribucién répida y amplia a tejidos
periféricos!.

Pero hay otro factor, menos estudiado y sin
embargo muy impcrtante en la practica, que
puede ser influido por alteraciones fisiopatold-
gicas y terapéuticas: la fijacion a las proteinas
plasmaticas. Se sabe que la fijacién de farma-
cos a las proteinas plasmaticas constituye un
factor limitante en su acceso al SNC5 y se ad-
mite también gue Unicamente la fraccion libre
es farmacolégicamente activa. Por tanto, inclu-
50 pequenos cambios en la fijacién de farma-
COS Que Se unen en gran proporcién a ias pro-
telnas plasméticas y que actlan en el SNC,
como es el caso de las benzodiacepinas, pue-
den alterar su respuesta clinica y su toxicidad.

Todas las benzodiacepinas se unen en alta
proporcién a las proteinas plasméticas (84-
99 %) con la Unica excepcién del clonacepam
47 %j). La albumina es la principal proteina im-
plicada en la fijacién de estos fArmacos, habién-
dose descrito incluso un lugar de fijacidn espe-
cifico para el diacepam denominado fugar |l al
que se unen ademas algunas otras substancias
con estructura de Acidos carboxflicos®. Se sabe
también que los acidos grasos enddégenos, a pe-
sar de poseer sus propios lugares de fijacion,
cuando alcanzan niveles suprafisiolégicos, se
unen al lugar |1, influyendo en la fijacién del dia-
cepam al mismo’, Gtros lugares de fijacién de
fadrmacos en la albumina son el lugar |, al que
se fijan inespecificamente muchos farmacos y
substancias endégenas, y el lugar Ili, especifi-
co de digoxina y otros gluctsidos cardioténicos.

El conocimiento del lugar y de las caracteris-
ticas de fijacidn de una substancia a las protei-
nas plasmaticas es fundamental a la hora de po-
der predecir cémo se veran afectados sus
efectos farmacotogicos, debido a administracion
simultanea de otros productos, o a situaciones
fisiopatoldgicas presentes en el individuo.
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La mayoria de los estudios que existen en la
literatura en este sentido sobre las benzodiace-
pinas se limitan al diacepam, asumiendo un
comportamiento similar del resto de las subs-
tancias de este grupo. Asi, se han descrito cam-
bios en la fraccion libre de diacepam en presen-
cia de niveles elevados de acidos grasos libres,
debide a la administracion de heparina®. El flu-
nitracepam presenta un comportamiento simi-
lar al descrito para el diacepam, mientras que
el loracepam no se ve afectado por incremen-
tos en los niveles de acidos grasos libres®10 (ta-
bla I). No existen datos en este sentido para otras
benzodiacepinas, pero estos hallazgos apuntan
a considerar un poco simplista la idea de tomar
el diacepam como modelo y presuponer modi-
ficaciones semejantes en la fijacién plasmatica
de todas las benzodiacepinas.

De hecho, el valproato sédico, fArmaco antie-
piléptico cuya estructura quimica es muy seme-
jante a los 4cidos grasos, desplaza al diacepam
de su fijacién a la albimina, tanto cuando se
afade a suero de voluntarios como cuando se
estudia en pacientes sometidos a terapia con
vaiproato sédicoll.

El flunitracepam y el diacepam presentan un
comportamiento similar, pero no asi el lorace-
pam cuya fijacién a proteinas plasmaticas no se
ve afectada por concentraciones terapéuticas de
valproato sddico®? (tabla Il). Esta menor ten-
dencia del loracepam a cambiar su fraccién li-
bre en presencia de valproato padria hacer su
uso més recomendable, en lugar del diacepam,
en el tratamiento del estatus epiléptico® en pa-
cientes que reciben valproato sédico.

Otro tema atrayente desde el punto de vista
clinico es el pape: que pueden desempeniar di-
versos estados fisiopatolégicos en la fijacién plas-
matica de las benzodiacepinas. La insuficiencia
renal fue el primer estado patoldgico donde se
observd un incremento de la fraccion libre de



INVESTIGACION BASICA Y MEDICINA CLINICA

TABLA I
EFECTO DEL VALPROATO SODICO SOBRE LA FIJACION PROTEICA DE DIACEPAM,
LORACEPAM Y FLUNITRACEPAM

Valproato Valproato
Control (100 ug/ml) (1.000 ug/mi)
Porcentaje libre de diacepam 2,01 +£0,12 430 +0,21* 10,94 *1,10*
(1 ug/ml} (n=10)
Porcentaje libre de loracepam 11,02 + 034 13,77 £0,70** 23,02 +043*
(50 ng/ml) (n=10)
Porcentaje libre de flunitracepam 430 +0,26 501 £0,43** 20,18 1,20~
(05 pg/ml) (n=10)
*p< 0,05 **Diferencia no significativa.
TABLA 11l

FIJACION DEL DIACEPAM Y LORACEPAM EN PACIENTES CON INSUFICIENCIA RENAL

Diacepam libre

Loracepam libre

Albimina  Acidos grasos

(%) (%) o (mEag/)
Control 182 +0,18 1038 + 0,63 4580+15 0,16 +0,06
(n=12)
Pacientes con 4,24 +041* 18,29 + 1,56 3795 +13*** 0,22 +0,08**

insuficiencia renal
(n=12)

*p<0,001. **Coeficiente de correlacion: porcentaje libre de diacepam versus acidos grasos libres: 0,6940;
p<001. ***Coeficiente de correlacién: porcentaje libre de diacepam versus albumina: —06994; p<0,02.

numerosos farmacos!4. La fijacién de diace-
pam a las proteinas plasmaéticas estad también
disminuida en pacientes con insuficiencia
renalls; esta disminucion se relaciona en parte
con el descenso en las cifras de albimina, y
también con la presencia de substancias endé-
genas (como por ejemplo &cidos grasos libres),
que interfieren en su fijacién. La unién del lora-
cepam también estd afectada en estos enfer-
mos; sin embargo, el incremento en la fraccién
libre no est4 relacionada con los niveles de 4ci-
dos grasos, como era de esperar (tabla I11)16,
Se han descrito también aumentos en fraccién
libre del midazolam?’ y oxacepam?8 en pacien-
tes renales en relacién a voluntarios sanos. En
los enfermos con cirrosis hepética se han de-
tectado cambios en la fijacion de diacepam?!®
y loracepam?®, La disminucién en la fijacién ob-
servada en estos pacientes correlaciona nega-
tivamente con la hipoalbuminemia, por lo que
éste parece ser el Unico factor responsabie de
los cambios observados (tabla V)1, No existen
datos sobre la influencia de estas patologfas en
la fijacién plasmética de otras benzodiacepinas.

Todo Io expuesto se refiere a datos in vitro, si-
tuacién alejada de {a real, y, por tanto, la reper-
cusion clinica de los cambios antes comenta-

dos puede presuponerse, pero es dificil de eva-
{uar. Existen escasos datos sobre la trascenden-
cia en la practica diaria de las modificaciones
anteriormente descritas. Greenblatt y Koch-
Weser, en 197420, observaron una depresion
excesiva del SNC en pacientes tratados con dia-
cepam y clordiacepdxido, que asociaron a sus
bajos niveles de alblmina sérica. Se ha descri-
to también un aumento de la incidencia de to-
xicidad debida a fluracepam y nitracepam en
ancianos, que se ha asociado a cambios en su
fijacién a las proteinas plasmaticas?!,

Mds recientemente, Halliday et al?2 han ob-
servado en 101 pacientes una relacién entre el
tiempo de induccién de anestesia con midazo-
lam y las cifras de alblimina. Estos autores han
detectado, asi mismo, un mayor efecto del mi-
dazolam en pacientes previamente tratados con
acido acetilsalicilico, hecho que han atribuido
al desplazamiento del midazolam de su fijacién
a la albimina por este analgésico.

Sin embargo, es diffcil obtener in vivo eviden-
cia de que cambios en la fraccidn libre de estos
farmacos sean los responsables de su mayor ac-
ceso al SNC, y por tanto, de la potenciacién de
sus efectos, por lo que es preciso con frecuen-
cia recurrir a modelos animales.

13
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TABLA IV
FIJACION DE DIACEPAM Y LORACEPAM EN PACIENTES CIRROTICOS
Diacepam fibre Loracepam libre Albumina
(%) (%) 9/
Control 182 +0,18 10,38 + 0,63 4570 +13
(n=7)
Cirrdticos 455 +057* 1870 +1,75* 29,00 +1,8%.
(n=7)

“p<0,001. **Coeficiente de correlacion: porcentaje libre de diacepam versus albumina: —0.9091; p<0,001;
porcentaje libre de loracepam versus albumina: —0,9285; p<0,001.

Uno de los primeros estudios realizados en
este sentido se refiere al tiopental. Gsdgor y Ke-
rez, en 197023, demostraron que ratas pretra-
tadas con una sulfamida (desplazante del tio-
pental de su fijacién a la atblmina in vitro)
necesitaban menos dosis del barbiturico para
alcanzar el mismo grado de anestesia, valora-
do por la pérdida del reflejo corneal. Asf mis-
mo, en un trabajo realizado en conejos, se de-
mostré que los animales pretratados con
valproato sddico, tras anestesia con tiopental
perdian el reflejo corneal con dosis del orden
de la mitad de las necesarias en animales
control?4,

Respecto a las benzodiacepinas, existian po-
cos datos en |a literatura. Por tanto, se ha valo-
rado la repercusién en su acceso al SNC en si-
tuaciones como las comentadas anteriormente,
donde se habfan observado previamente cam-
bios in vitro.

Se determind en un grupo de conejos la do-
sis de flunitracepam necesaria para inducir el
suefio, y se observd que era significativamente
menor cuando los animales eran pretratados
con una sola dosis intravenosa de valproato
s6dico?S. Los niveles libres en svero v los cere-
brales en dichos animales estaban aumentados
respecto a los controles, 1o que indica que el ma-
yor efecto del flunitracepam es debido a su
mayor acceso al SNC, como consecuencia del
incremento en la fraccidn libre, y no a una inte-
raccién farmacodindmica. Hechos similares se
observaron con midazolam?®, con la peculiari-
dad de que el tratamiento con valproato dio lu-
gar, en este caso, a la aparicion de depresidn
respiratoria en el 50 % de los animales estudia-
dos, asociada a niveles elevados de midazolam
en cerebro,

Por otra parte, cuando se realizo un estudio
con midazolam en animales a los que previa-
mente se indujo una insuficiencia renal, se ob-
tuvieron resultados similares?’, que una vez
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mas han puesto de manifiesto la existencia de
una relacién entre el incremento en la fraccién
libre plasmatica de las benzodiacepinas vy su
mayor acceso al SNC.

Ante estos resultados, se recomienda al clini-
€0 Una mayor precaucion en la utilizacién de es-
tos férmacos en la anestesia cuando se sospe-
chen cambios en su fijacién a las proteinas
plasmaticas, que pueden ser inducidos por si-
tuaciones fisiopatoldgicas preexistentes o inte-
racciones con otros fArmacaes.
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S. ERILL: Quisiera preguntar si, aparte de estos
hallazgos relativos a la cifra de albimina y la
duracién del efecto de estos compuestos, se
han observado en la clinica casos de sedacion
excesiva 0 de depresion respiratoria e inespe-
rada con fArmacos sensibles a fa tasa de fija-
cién a las proteinas, como por ejemplo dia-
cepam.

L. AGUILERA: Efectivamente, es un hecho cono-
cido en clinica que algunos pacientes presen-
tan sedacién excesiva con dosis relativamente
bajas de diacepam. Esto seria especialmente
cierto en pacientes con insuficiencia renal, ci-
rrosis hepatica, grandes guemados o neopla-
sicos en situacion terminal, lo cual debe te-
nerse en cuenta para ajustar debidamente la
dosis.

M. PErez-MaTEOS: Quisiera plantear dos pregun-
tas: jqué sistema de determinacion se ha uti-
lizado para medir la fraccién libre de benzo-
diacepinas? y en relacién con la pregunta del
Dr. Erill, ;han estudiado o tienen previsto lle-
var a cabo un estudio similar en pacientes con
insuficiencia respiratoria? Hace algiin tiempo
comunicamos una alteracion de la fijacién de
otros fAmacos en esta situacién, y quiza los
cambios de POy, PCO2 y pH podrian contri-
buir a explicar la especial sensibilidad que es-
tos pacientes tienen a las benzodiacepinas.

L. AGUILERA: Respecto a la primera pregunta uti-
lizamos la ultrafiltracion. La segunda pregunta
representa una buena sugerencia, puesto gue
s una observacién clinica ampliamente acep-
tada que los pacientes con hiperventilacion y
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PCO2 bajas presentan una mayor respuesta a
las benzodiacepinas.

S. ERILL: Me ha llamado la atencién el hecho
de que se haya citado precisamente el lo-
racepam como un farmaco en el que se dan
modificaciones de la fijacién a proteinas,
siendo un medicamento que se utiliza, o pre-
tende utilizarse, para inducir amnesia en si-
tuaciones como cardioversion o en procedi-
mientos dolorosos como la puncidn esternal,
que a veces pueden requerir cierta disminu-
cién del nivel de consciencia. A mi entender
es importante que se confirme el que un far-
maco de este tipo no esté sujeto a los avata-
res que puedan representar cambios de la
tasa de albdmina por hipoalbuminemia o por
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insuficiencia renal, Me pregunto si alguno de
los presentes puede aportar mas informacién
en este sentido.

G. VAZQUEZ: Yo trabajo en una unidad de cui-

dados intensivos, y la comunicacién del Dr.
Aguilera es muy interesante ara fos intensi-
vistas por muchos motivos. En primer lugar,
por la afectacion multiorgénica que actual-
mente caracteriza a nuestros pacientes, ios
desequilibrios del medio interno que presen-
tan sistematicamente Y por la administracién
simultdnea de mdltiples terapéuticas. Creo
que el estudio del comportamiento de los far-
macos en estas circunstancias es una linea de
investi acién interesante y necesaria en nues-
tro ambito.



Investigacion sobre circulacion cerebral:
aportacion experimental al conocimiento de la
fisiopatologia y terapéutica del espasmo vascular
cerebral

E. Alborch, G. Torregrosa, J.B. Salom, F.J. Miranda y V. Campos

Centro de Investigacién. Hospital La Fe. Departamento de Fisiologia. Universitat de Valencia. Yalencia.

Consideraciones previas

En fisiclogfa existe una estrecha relacion en-
tre a actividad funcional, el metabolismo ener-
gético v el flujo sanguineo en el cerebro. Las
estructuras cerebrales estdn mas o menos per-
fundidas en proporcién a sus demandas meta-
bélicas, las cuales a su vez estan relacionadas
con la actividad funciona!. Esta adecuacién en-
tre flujo, metabalisma y funcién puede verse al-
terada en deteminadas condiciones patoldgicas
que perturban la homeostasis energética celu-
lar, bien como consecuencia de ia disminucién
en la oferta (isquemia, hipoxia e hipoglucemia),
bien como resultado de un incremento en la de-
manda metabdlica debido a una actividad neu-
ronal patoldgicamente aumentada (lesiones epi-
lépticas)L.

Las enfermedades cerebrovasculares, bajo
cuya denominacion se incluyen formas muy di-
versas de patologia, son, tanto por su frecuen-
cia coma por su indice de mortalidad, de gran
importancia en la practica médica?. Los enfer-
mos cerebrovasculares representan un 50 % de
los ingresos de adultos en los hospitales neuro-
l6gicos3, y se ha calculado que cada afio dos
de cada 1.000 habitantes presentan un acciden-
te vascular cerebral®. Por otra parte, los es-
tudios epidemioldgicos muestran también que
en Espafia las enfermedades cerebrovascula-
res supcnen la segunda causa de mortalidad
{16,98 % de la mortalidad total), precedida por
los tumores malignos (19,60 %) vy seguida
par las enfermedades isquémicas cardiacas®,
Ademas, las enfermedades cerebrovasculares
constituyen la causa mas frecuente de invalidez
permanente en el mundo occidental®. La im-
portancia médica y social de estas enfermeda-

des es, pues, demasiado conocida y, en conse-
cuencia, no puede ni debe ser subestimada.
Desde el inicio de nuestra actividad investi-
gadora en la Unidad de Circulacién Cerebral del
Centro de Investigacion del Hospital La Fe de
Valencia, hemos centrado fundamentalmente la
atencion en el estudio de la fisiopatologia de
la circulacién cerebral y en la investigacion de
los fundamentos farmacoldgicos de determina-
das substancias gque pueden ser susceptibiles
de utilizarse como medidas terapéuticas. Nues-
tros objetivos consisten en: a) el conocimiento
de los mecanismos fisioldgicos de regulacién de
la circulacidn cerebral; b) el anélisis de la reacti-
vidad de los vasos cerebrales en condiciones pa-
toldgicas v de los mecanismos fisiopatolégicos
implicados en la patogenia de determinados
procesos vasculares cerebrales, y ¢) el estudio
de los efectos y mecanismo de accién de fér-
macos vasoactivos sobre [a circulacién cerebral.
En nuestras investigaciones se utilizan dos
aproximaciones experimentales: un modelo ex-
perimental in vivo, desarrollado en la cabra, que
permite la medicidn del flujo sanguineo cerebral
y otros parametros hemodinamicos y metabdii-
c0s en el animal sin anestesiar, y un modelo ex-
perimental in vitro que consiste en el registrc de
la tension isométrica desarrollada por segmen-
tos de arterias cerebrales mantenidos en un
bafio de drganos.
Las lineas de investigacion actualmente en
curso en nuestro laboratoric son las siguientes:
1. Espasmo vascular cerebral y farmacos cal-
cicantagonistas: a) reactividad de los vasos
cerebrales frente a noradrenalina, 5-hidroxitrip-
tamina, prostaglandina F2«, KCly liquido cefa-
lerraquideo procedente de pacientes con hemo-
rragia subaracnoidea y de cabras a las que se
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ha inducido experimentalmente dicha hemorra-
gia, y b) estudio del efecto de los farmacos an-
tagonistas del calcio per se y sobre la vasocons-
triccion cerebral inducida por los estimulos
espasmogénicos mencionados.

2. Evaluacion de la hipétesis purinérgica en
la circulacion cerebral: identificacién de los re-
ceptores gue median la respuesta vascular ce-
rebral a la adenosina y sus derivados, y su po-
sible participacién en ia regulacion del flujo
sanguineo cerebral.

3. Neuromodulacién en los vasos cerebrales:
regulacién de la liberaciéon de noradrenalina
desde las terminaciones nerviosas simpaticas
perivasculares, debido a la accién de substan-
cias liberadas por los tejidos efectores o exis-
tentes normalmente en la circulacién sanguinea.

El planteamiento de las lineas de investiga-
cién desarrolladas por nuestro grupo estd con-
dicionado por el hecho de realizar nuestra la-
bor investigadora en un centro incluidc en el
conjunto de un hospital. La proximidad entre
ambos posibilita el establecimiento de relacio-
nes entre la investigacion clinica y bésica. El
contacto del investigador basico con los proble-
mas clinicos va a condicionar el gue sus plan-
teamientos cientificos no sean exclusivamente
bésicos sino aplicados, orientados hacia la fisio-
patologia ¢ hacia la terapéutica. Como exponen-
te de la orientacién de la investigacién basica
hacia los problemas de la medicina clinica, va-
mos a presentar brevemente el planteamiento
realizado y los resultados obtenidos hasta el mo-
mento de uno de los proyectos de investigacidn
que estamos actualmente realizando:

Introduccion

£l espasmo vascular cerebral secundario a
una hemorragia subaracnoide (HSA) estd con-
siderado como la principal causa de los trastor-
nos neuroldgicos gue se presentan asociados
a esta patologia, y responsable del incremento
de su morbididad y mortalidad”. En la actuali-
dad, a juicio de neurdlogos y neuracirujanos no
se dispone de unos procedimientos terapéuti-
cos suficientemente satisfactorios para suprimir
el espasmo y, en consecuencia, prevenir el in-
farto cerebral. Gran parte de estas dificultades
terapéuticas derivan de una falta de conoci-
miento preciso acerca de los factores etiopato-
génicos responsables del vasospasmo®.

Ef espasmo vascular cerebral se origina por
la interaccién de numerosas substancias (5-hi-
droxitriptamina, catecolaminas, prostaglandi-
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nas, hemoglebina e hidréxidos lipidicos), que
son liberadas tanto por el hematoma subarac-
noide como por los vasos cerebrales®. Aungue
los posibles estimulos o factores son diversos,
el proceso basico comin para todos ellos es el
mismo, y depende de la disponibilidad de
Ca?- en el interior de la fibra muscular de la
pared del vasol®il, E| incremento de fa con-
centracion de Ca?* existente en el citoplasma
depende de la entrada de Ca?+ desde los de-
pdsitos intracelulares!2, En consecuencia, 10s
farmacos antagonistas del calcio, cuyo meca-
nismo de accién fundamental se ha descrito
como blogueo de la entrada de Ca2+ a través
de los canales existentes en la membrana
celulart3, podrian producir una inhibicion de la
respuesta vasoconstrictora a diferentes aminas
biégenas, neurotransmisares y otros agentes en-
dogenos, los cuales podrian estar implicados en
la patogenia del espasmo vascular cerebral.

El presente trabajo ha sido disefado con el
fin de aportar bases experimentales acerca de
la fisiopatologia del espasmo vascular cerebral
y su terapéutica, con los siguientes objetivos:
a) estudio del espasmo vascular cerebral indu-
cido farmacoldgicamente por noradrenalina
{NA}, 5-hidroxitriptamina (5-HT) y prostaglandi-
na F2a (PGF2a), y por liquido cefalorraquideo
(LCR) humano obtenido después de una HSA
(LCR hemorragico); b) estudio del efecto de di-
ferentes fa&rmacos antagonistas del calcio (nicar-
dipina y nimodipina) sobre la tensién de la pa-
red vascular, en ausencia 0 en presencia de
tono activo inducido por PGF2a«, y ¢) estudio del
posible efecto inhibidor de los mencionados far-
macos antagonistas del calcio sobre el espas-
mo vascular cerebral inducido por NA, 5-HT,
PGF2a y LCR hemorragico.

Material y métodos

Preparacicn experimental

Los experimentos se realizan en segmentos
de arteria cerebral media (ACM) de cabra dis-
puestos en un bafo de érganos para el registro
de tensidn isométrical4. Los animales se sa-
crifican mediante inyeccién intravenosa (yugu-
lary de 30 mEq de KCI. A continuacion se ex-
trae rapidamente el cerebro y se procede a la
diseccién y aislamiento de ambas ACM, de las
cuales se obtienen segmentos cilindricos de 4
mm de longitud. A través de la luz vascular se
introducen dos alambres de acero inoxidable
de 125 um de didmetro: unc de ellos, fijo a la
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pared del bafio, mantiene al segmento en paosi-
cién horizontal; el otro, movil, se conecta a un
transductor de tensién. La preparacién queda
sumergida en una camara gue contiene 3 ml
de solucién fisicldgica de sales con la siguien-
te composicién (en mM): NaCl, 120; KCI,
5,4; CaCl-2H,0, 2,2, MgCl7 Hx0, 1,0;
NaHCQs;, 25; glucosa, 5,6 y EDTA, 0,01. La
preparacion se burbujea continuamente con
una mezcla de oxigeno {95 %) y CO2 (5 %), la
cual confiere al medio un pH de 7,3-7,4. La tem-
peratura en el liquido nutricio se mantie-
ne a 37 °C.

Procedimiento experimental

Mediante el desplazamiento del alambre mo-
vil en sentido vertical, se aplica una tension ba-
sal de 1 g a los segmentos vasculares. Esta ten-
sidn se reajusta cuando es necesario hasta que
se mantiene constante, lo que sucede a los 60-
90 minutos tras el montaje de la preparacion.
El liquido nutricio se cambia cada 15 minutos
aproximadamente.

Las curvas dosis-efecto para NA, b-HT (10-8
—10-5M) y PGF2« {10-7—3x 10> M) se obtie-
nen de forma acumulativa. El posibie efecto va-
soactivo del LCR humano normal {obtenido de
pacientes con afecciones raguimedulares diver-
sas en el momento de practicarles una puncién
lumbar diagnostica) o hemorragico (oroceden-
te de pacientes con HSA), se investiga afiadién-
dolo al haho, bien en una Unica dosis (3,3 ml),
bien acumulativamente en 3 dosis de 0,1 ml
cada una. Todas las muestras de LCR proceden
de los Servicios de Neuroiogia y Neurocirugia
del Hospital La Fe. El volumen total afiadido al
bano no supera en ningtin caso el 10 % de su
capacidad, es decir, 0,3 ml. Cuando se investi-
ga el posible efecto relajante de los farmacos
antagonistas del calcio, las curvas dosis-efecto
(10-10—-10—* M) se obtienen induciendo previa-
mente un tono activo que se mantenga cons-
tante con una dosis {10—> M) de PGF2q. El
posible efecto inhibidor de los farmacos anta-
gonistas del calcio sobre el incremento de la ten-
sidn producido por NA, 5-HT, PGF2a v LCR he-
morragico, se estudia incubando los segmentos
con estos fArmacos durante 15-20 minutos con
anterioridad a la obtencidn de las curvas dosis-
efecto de NA, 5-HT y PGF2«, o de la adicién
de LCR hemorrégico.

En cada segmento se realizan varias curvas
dosis-efecto, calculandose para cada una de
ellas la EDsp v el efecto maximo. A partir de to-
dos los resultados obtenidos se calcula la EDsg

O Control

e Nicardipina, 10-8 M
100~ M Nicardipina, 10 ¢ M
A Nicardipina, 104 M

501

Contraccion (%)

7 6 5
Prostaglandina F2, (—log M)

Fig. 1. Curvas dosis-efecto de prostagiandina F2a so-
bre segmentos de arteria cerebral media, antes y du-
rante la incubacioén con dosis crecientes de nicardi-
pina. Los valores representan la media t EEM de los
obtenidos en 7 experimentos.

media con sus intervalos de confianza y el efecto
maximo medio «EEM (error estdndar de la
media). El anélisis estadistico de los resultados
se realiza mediante el test de la t de Student;
un valor de p<0,05 se cansidera significativo.

Resultados

La adicién al llquido del bafo de NA, 5-HT
y PGF2« produjo contraccion dosis-dependiente
de los segmentos de ACM. Los valores de EDsg
y efecto maximo para estos farmacos fue-
ron, respectivamente, los siguientes: 9,1 (5,7
—14,4}x10-7 M y 768 + 119 mg para NA;
3,1(1,9—4,9x10-7 My 1.928 + 254 mg para
5-HT, v 5,2 (3,3-8,0)x10°% M y 2.261 +
389 mg para PGF2«. La adicién de diferentes far-
macos antagonistas del calcio (nicardipina y ni-
modipina) a los segmentos arteriales no tuvo
efectos significativos sobre la tensidn vascular
basal (tensién pasiva). Por el contrario, su adi-
cion a segmentos de ACM previatnente contral-
dos (tensién activa) produjo relajacién dosis-
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Fig. 2. Registros de la contraccion isométrica de un
segmento de arteria cerebral media inducida por Ii-
quido cefalorraquideo (LCR) obtenido 8 dias despuiés
de una hemorragia subaracnoide (HSA), en ausencia
(registro superior) y en presencia (registro inferior) de
nimodipina (10-7 M).

dependiante de los mismos. La preincubacion
de los segmentos arteriales con nicardipina y ni-
modipina (10-8—10-4 M) produjo inhibicién
dosis-dependiente de la contraccién causada
por NA, 5-HT y PGF2«. En 2 figura 1 se pre-
sentan, como ejemplo, los resultados obtenidos
con PGF2« y dosis crecientes de nicardipina.
La adicién de LCR humano normal ai liguido
del bafio no tuvo efecto sobre la tensidn vascu-
lar basal. Por el contrario, el LCR hemorragico
produjo contraccion de los segmentos de ACM,
con dos compeonentes en el registro de tension
isométrica: un pico inicial transitorio seguido de
una meseta de menor magnitud. La preincuba-
cion con nimodipina (10—7 M) produjo inhibi-
cién de ambos componentes de la contraccion
originada por el LCR hemorragico (fig. 2).

Comentario

Los resultados obtenidos en este trabajo de-
muestran que el LCR abtenido de pacientes con
HSA incrementa la tensién vascular. Por el con-
trario, el LCR normal no muestra vasoactividad
alguna. La pequefa cantidad de LCR hemorra-
gico anadida al bano, la magnitud y la dosis-
dependencia de la respuesta, asf como la ausen-
Cia de respuesta frente al LCR normal, sugieren
que esta actividad contractil podria ser debida
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a la presencia de un agente vasoconstrictor en
el LCR hemorragico!s.

Resultados obtenidos en otras investigaciones
han puesto de manifiesto que el LCR hemorré-
gico produce espasmo vascular cerebral en una
amplia variedad de especies!>?, Sin embargo,
el factor responsable de esta actividad contréctil
es aln desconocido. Las evidencias experimen-
tales sugieren la implicacién de noradrenalina,
5-hidroxitriptamina, histamina y dopamina en la
génesis del espasmo vascular cerebral. Ademés
de estos neurotransmisores, también se ha su-
gerido que la hemoglobina, algunas prostaglan-
dinas e hidroperéxidos lipidicos son posibles
agentes espasmogénicos en el LCR hemorré-
gico®. Ya que muchas de estas substancias
tienen diferentes tipos de receptor en el mus-
culo liso cerebrovascular, parece dificil blo-
quear, con antagonistas selectivos, la accién de
todas ellas en una situacién patolégica. Por otra
parte, se ha demostrado que la contraccién
mantenida que produce el LCR hemorrdgico
no se modifica por los antagonistas selectivos
de noradrenalina, 5-hidroxitriptamina, acetil-
colina, histamina o angiotensina 1918, En nues-
tros experimentos, la preincubacion de los
segmentos arteriales con antagonistas del cal-
cio inhibe significativamente la vasoconstriccién
inducida por LCR hemorréagico, lo cual esta de
acuerdo con los resultados obtenidos por otros
autoresié,

Este efecto de los farmacos antagonistas del
calcio es inespecifico, ya gue una accion inhi-
bidora semejante se ejerce sobre las contrac-
ciones inducidas por otros estimulos tales como
noradrenalina, 5-hidroxitriptamina, etc,10.19.20,
gue desarrollan sus efectos a través de recep-
tores especificos.

En conclusién, estos hallazgos experimenta-
les demuestran que los fArmacos antagonistas
del caicio inhiben la vascconstriccion cerebral
inducida par noradrenalina, 5-hidroxitriptamina
y prostaglandina F2«, asi como la inducida por
LCR procedente de pacientes con HSA.

£l trabajo que hemos expuesto constituye sélo
parte de un amplio y ambicioso proyecte de in-
vestigacion actualmente en curso, cuya finalidad
es aportar bases experimentales al conocimiento
del espasmo vascular cerebral. En consecuen-
cia, todo avance en el conocimiento de los
mecanismos basicos de la fisiopatologia del
espasmo vascular cerebral, puede suponer la
adopcion de nuevas actitudes terapéuticas que
permitan un tratamiento mas eficaz y, por lo tan-
to, una disminucion de la morbididad y morta-
lidad de este proceso patoldgico.
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A. ORDINAS: Existe alguna razén especial por la

gue se escogib la prostaglandina F2« para los
experimentos in vitro? ;Acaso se sospecha que
ésta aparece en LCR después de la hemo-
rragia?

E. ALBCRCH: La razdn de su eleccidn obedece
a un doble motivo. En primer lugar existe la
sospecha de que la prostaglandina implicada
en la génesis del vasospasmo podria ser la
F2«, y en segundo lugar porque en nuestro
modelo, al igual que en otros modelos experi-
mentales, parece gue esta prostaglandina es
la que ejerce mayor actividad vascular y, por
consiguiente, resuita adecuada para proeducir
un aumento de tension y poder obtener pos-
teriormente las curvas de relajacién.

A. OroINAS: ;Cudl serfa la procedencia de me-
diadores, tales como la serotonina ¢ la nora-
drenalina, o la propia prostaglandina, F2« que
se supone podrian ser los causantes del va-
50spasmo?

E. ALBORCH: Se ha sugerido gue podrian tener
un doble origen: por una parte el propio he-
matoma, y por otra el vaso lesionado.

J. BiGORRA: Quisiera preguntar al Dr. Alborch si
han estudiado el efecto de los blogueadores
alfaadrenérgicos en esta situacién. Me gusta-
ria también que comentara si disponen de da-
tos en modelos in vivo de animal enterc, puesto
que el estudio del vasospasmo cerebral es re-
lativamente dificil de llevar a cabo en el ani-
mal entero.
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E. ALBORCH: Con respecto a la primera pre-
gunta he de manifestarle que en nuestro la-
boratorio se han realizado estudios sobre el
efecto de diferentes substancias vasoactivas
como la serotonina, la noradreanalina, etc., asi
como la existencia de receptores especificos
para estos agentes utilizando antagonistas es-
pecificos. La dificultad en re'acion con la te-
rapéutica del vasospasmo estriba en que se
desconoce cual es exactamente el factor o fac-
tores responsables del vasospasma, por lo que
intentar bloguear de manera especifica todas
las posibles substancias implicadas serfa com-
plejo. Lo que nosotros pretendemos con la uti-
lizacion de los fArmaces antagonistas del cal-
cio es buscar un efecto inespecifico capaz de
actuar sobre cualquier estimula contréctil de
la pared vascular. El razonamiento seria gl si-
guiente: aunque no se conoce con exactitud
la etiologia del vasospasmo, que probable-
mente sea multifactorial, se puede orientar su
terapéutica teniendo en cuenta que el me-
canismo final para todos l0s mecanismos de
activacién consiste en el incremento de la con-
centracion de caicio intracelular y, en con-
secuencia, su disminucidn por blogueo de la
entrada de calcio a través de los canales exis-
tentes en la membrana celular realizade por
los farmacos antagonistas del calcio puede re-
sultar beneficiosa.

En cuanto a la segunda cuestion, he de ma-
nifestarle que efectivamente hemas realizado
experimentos in vivo. Concretamente en re-
lacién con los férmacos antagonistas del cal-
cio hemos estucdiado el efecto in vivo en a ca-
bra sin anestesiar, animal en el que en
condiciones fisioldgicas los fa&rmacos antago-
nistas del calcio inyectados por via intraarterial,
muestran el siguiente efecto: dilatan los vasos
y producen un incremento del flujo sanguineo
cerebral por disminucidn de la resistencia vas-
cular cerebral, efecto que no se acompana de
reduccion de (a presién arterial sistémica. Ade-
mas, inhiben la vasoconstriccidn cerebral pro-
ducida por la administracion intraarterial de
noradrenalina y serotonina. La magnitud de
ambos efectos, vasodilatacor e inhibidor de
la vasoconstriccion, es diferente segin el far-
maco que se utilice en el experimenta.

J. Cosin: Siguiendo la linea de razonamiento
expuesta por el Dr. Qrdinas, me gustaria pre-
guntar si se han realizado experimentos con
LCR humano afiadiéndoles hematfes en una
preporcidn similar a la que pueda haber en
el procedente de pacientes con hemorragia
subaracnoide. Lo mismo seria aglicable a las
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plaquetas, ya que probablemente la plague-
ta sea un depdsito muy importante de estos
agentes vasoactivos. Ademas parece ser que
recibe 1a orden de ponerse en movimiento
para evitar gue la hemorragia se extienda. Por
lo menos en la circulacion coronaria la plaque-
ta esta adquiriendo una gran importancia en
la fisiopatologia del espasmo. ; Se ha ensaya-
do LCR con plaguetas activadas?

E. ALBORCH: No. Hasta ahora hemos utilizado
LCR humano, tal como se obtiene del enfer-
mo mediante puncién lumbar diagndstica,
anadiéndolo al liquido del bafio. En relacién
con s. efecto, se ha especulado que el poder
vasospastico del LCR podria ser utilizado como
un criterio de evaluacion clinica de evolucion
del vasospasmo. En este sentido, algunos
autores afirman que cuanto mayor es el va-
sospasmo inducido por el LCR, pesor sera la
evolucion del paciente. No obstante, esta po-
sible relacidn se encuentra todavia en fase de
investigacion.

J.E. FELu: Me ha gustado mucho la presenta-
cién del Dr. Alborch y en concreto el estudio
de los efectos que el LCR de pacientes con
hemorragia subaracnoide tiene sobre este mo-
delo experimental de arteria aislada. ;Tiene
usted idea, o tiene previsto estudiar qué frac-
cion de qué peso molecular, qué producto
contenido en este LCR podria ser responsa-
ble del efecto vasoconstrictor o espastico que
usted detecta? En este sentido quiza técnicas
de cromatografia, HPLC y analisis fracciona-
do del LCR paodrian ser Utiles para identificar
la 0 las substancias que generan este cuadro
que usted pone de manifiesto.

E. ALBoRrck: Hasta ahora los estudios que
hemos realizadc han estado orientados a la
identificacion de estas substancias por proce-
dimientos farmacolégicos, aungque no descar-
tamos establecer colaberaciones con otros
grupos de trabajo de nuestro Centro de Inves-
tigacién, gue nos pudieran ayudar g investi-
gar estas cuestiones con procedimientos ex-
perimentales diferentes a fos que hemos
utilizado hasta ahora.

J.M. LoPEz VEGA: Quisiera preguntar si en los
estudios en animal completo se ha visto algu-
na diferencia en cuanto a la capacidad rela-
jante de los antagonistas del calcio utilizados
por via intravenosa o mediante instilacidn lo-
cal, de cara a su posible utilizacidn clinica en
pacientes con hemorragia subaracnoide.

E. AL30RCH: Existe una importante diferencia
entre las dos formas de administracién. La
administracién de tarmacos antagonistas del
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calcio por via intraarterial, generalmente intra-
carotidea, produce incremento del flujo san-
guineo cerebral sin efectos concomitantes so-
bre pardmetros sistémicos, tales como presidn
arterial, frecuencia cardiaca, etc. Ahora bien,
cuando se utiliza la via intravenosa pueden
enmascararse los efectos sobre los vasos ce-
rebrales, puesto que coinciden con unos efec-
tos sistémicos, fundamentalmente una dismi-
nucién de la presion arterial. Este efecto sobre
presién arterial es menor con unos farmacos
antagonistas del calcio que con atros, proba-
blemente debido a su mayor o menor selecti-
vidad sobre el lecho vascular cerebral.
J.M. Lopez VEGA: Otro aspecto serfa si la rela-
jacién inducida por antagonistas del calcio se
consigue con una sola dosis y el efecto se pro-
longa en el tiempo, ¢ bien es necesaria repe-
tir la administracion de los farmacos para pro-
longar el efecto relajante en el animal, o en
el caso de que esté estudiado, en el hombre.
E. ALBORCH: Los fdrmacos antagonistas del cal-
cio tienen un efecto de duracidn limitada v,
por lo tanto, para conseguir un efecto dura-
dero es necesaria su administracion continua-
da o pautada.

J. BIGORRA: Con respecto a la utilizacién clini-
ca, quisiera comentar que se han publicado
varios ensayos clinicos sobre los efectos de los
antagonistas def calcio, fundamentalmente ni-
modipina, en la prevencién y tratamiento del
vasospasmo tras hemorragia subaracnoide, al-
gunos de ellos aleatorios doble ciego y con-
trolados con placebo. Es decir, la investigacion
clinica confirma los resultados que ha presen-
tado el Dr. Alborch, aungue no se sepa exac-
tamente cémo actlan estos farmacos, que

como se ha sefalado tienen como caracteris-
tica la inespecificidad del efecto.

E. ALBORCH: Probablemente esta inespecifici-

dad puede ser una de sus ventajas, no uno
de sus inconvenientes, dado el caracter mul-
tifactorial que se cree tiene la etiologia del va-
sospasmo tras hemaorragia subaracnoide.

D. ANDREU: Quisiera preguntar al Dr. Alborch si

en su opinién los hallazgos que acaba de pre-
sentar se podrian extrapolar a otras arterias
cerebrales y en concreto a la arteria central
de la retina.

E. ALBORCH: Es dificil establecer esta extrapola-

cién por dos razones. En nuestro laboratorio
hemos observado que en segmentos de arte-
rias cerebrales diferentes a la cerebral media
la respuesta no es igual, pero no solamente en
el caso de los antagonistas del calcio, sina con
la mayoria de los farmacos utilizados. La res-
puesta tanto a la estimulacion con KCl, la no-
radrenalina, la serotonina, etc. varfa mucho en
funcién de la arteria cerebral elegida y dentro
de un mismo vaso, por ejemplo la cerebral
media, varia considerablemente segln el seg-
mento sea proximal o distal. Esta diferencia
estd probablemente fundamentada en diferen-
cias morfolégicas tales como densidad de iner-
vacion, tamafo de los vasos, etc. Por otra par-
te, en otra serie de experimentos que hemos
realizado con arerias umbilicales humanas
hemos cbservado que la magnitud de la res-
puesta a distintos farmacos antagonistas del
calcio, asf como a otros farmacos vasoactivos
es diferente con respecto al efecto obtenido
utilizando arterias cerebrales, Por todo ello
considero que es dificil, arriesgado, extrapo-
lar estos resultados a otros lechos vasculares.
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Estudio de las c€lulas secretoras de
inmunoglobulinas y su regulacion en la piirpura
de Schonlein-Henoch y nefropatia IgA

B. Casanueva

Laboratorio de Immunologfa. Hospital Nacional Marqués de Valdecilla, Santander.

Introduccitn

La pdrpura de Schonlein-Henoch (PSH) se ca-
racteriza por el complejo clinicopatolégico de
exantema cutdneo purpdrico, sintomatologia ar-
ticular manifestada por artralgias o artritis, do-
lor célico abdominal con o sin hemorragia gas-
trointestinal y afeccién renal, como principales
manifestaciones de una vasculitis que afecta va-
sos de pequefio calibrel, Su etiologia es desco-
nocida, pero la demostracién en la inmunofiuo-
rescencia (IF) renal y cutdnea de depésitos de
inmunoglobulinas, fundamentaimente IgA2,
hizo pensar que complejos antigeno-anticuerpo
guardarian relacién con el desarrollo del pro-
ceso.

Estas sospechas se confirmaron con la de-
mostracién de niveles séricos elevados de IgA3,
crioglobulinas* y posteriormente de inmuno-
complejos circulantes (ICC) formados funda-
mentalmente por anticuerpos del tipo (gAS®,
Sin embargo, los datos existentes sobre las ba-
ses celulares que intenten explicar este aumento
de lgA son escasos y en ocasiones discordan-
tes. Sakai et al” observan un aumento del nu-
mero de linfocitos circulantes con IgA en su
membrana; Beale et al®, un aumento policlonal
de la sintesis de inmunoglobulinas por células
mononucleares de sangre periférica (CMSP) en
situacién basal y una disminucién de esta sin-
tesis tras estimulo con mitdgeno de pokeweed
(PWM}, mientras Egido et al®, a diferencia de
Beale, observan un aumento Unicamente de IgA
polimérica en sobrenadantes de cultivos de
CMSP estimuladas con PWM. Por tanto, a pe-
sar de que la IgA parece desempenar un papel
fundamental en la PSH, se desconocen las al-
teraciones celulares responsables de su sinte-
sis en esta patologia.

En 1968, Berger y Hinglaisi® observaron la
presencia de depdsitos fundamentalmente me-
sangiales de IgA y en menor grado 1gG en una
serie de pacientes con proteinuria menor de
1 g/24 h y hematuria microscopica que se trans-
formaba en macroscépica tras episodios de in-
feccidn respiratoria de vias altas. Actualmente,
{a enfermedad de Berger o nefropatia igA se de-
fine por la presencia de IgA en la inmunofiuo-
rescencia con o sin otras inmunoglobulinas, en
ausencia de evidencia clinica o bioguimica de
enfermedad sistémica, considerandose respon-
sable de un 10-20 % de los casos de enferme-
dad renal terminal en adultos.

Como sucede en la PSH, la etiologia es des-
conocida y también la IgA parece desempefiar
un papel fundamental. Se han constatado ni-
veles séricos elevados de IgAll, depésitos de
esta inmunoglobulina en la inmunofluorescen-
cia renal y cutaneal? y presencia de ICC forma-
dos por anticuerpos fundamentalmente del tipo
IgAL314, Aunque existen mas estudios sobre las
bases celulares que tratan de explicar estas al-
teracicnes, los datos son contradictorios.

Mientras Sakai et all® encuentran un aumen-
to del numero de linfocitos circulantes con IgA
en su membrana en pacientes y familiares de
pacientes con enfermedad de Berger, Alno-
Nakal et al y Fiorinni et al'®17 no son capaces
de demostrar estas alteraciones en sus respec-
tivas series. Tampoco existe acuerdo sobre las
subpoblaciones T implicadas en estos trastor-
nos; mientras algunos autores no encuentran al-
teraciones en la relacion OKT4/OKT818, otros
observan un aumento de las células facilitado-
ras OKT41920 o una disminucion de las supre-
soras OKT821, Por tanto, también en la enfer-
medad de Berger la IgA parece desempefar un
papel fundamental, sin que gueden claras las
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bases celulares reguladeras de los hallazgos co-
mentados.

Aunque los datos sobre el tipo de IgA encon-
tradas en las lesiones son discordantes??.23, |a
mayoria de autores han observado 1gA; en am-
bas entidades2*25,

A la luz de los datos comentados, es evidente
la existencia de similitudes entre estas dos en-
fermedades, que han llevado a numercsos auto-
res a considerarlas variantes de una misma en-
tidad nosoldgica, con mecanismos patogénicos
analogos. Sin embargo, la presencia de mani-
festaciones clinicas extrarrenales y |a evolucion
generalmente aguda y autolimitada de la PSH,
en contra de la evolucién crénica de la enfer-
medad de Berger, hacen sospechar que deben
existir diferencias, y mas cuando autores como
Kauffman et al26 han observado que ios ICC
envueltos en la patogenia de ambas enferme-
dades parecen distintos en tamafo y caracte-
risticas. Ademas, se desconocer: en realidad las
bases celulares de las atteraciores observadas.

Por este motivo nos propusimos estudiar una
serie de pacientes con PSH y enfermedad de
Berger, determinando el ndmero de células cir-
culantes secretoras de cada clase de inmuno-
globulina y la posible existencia de anormalida-
des en los mecanismos reguladores de esta
sintesis mediante: a) respuesta al PWM: b) res-
puesta tras estimulo inducido por el cultivo mixta
autélogo (CMA), v ¢) valoracion de la activacion
funcional de linfocitos T autdlogos generadas
tras estimulo con concanavalina A. Por otro ladoe,
estudiamos la posible existencia de correlacion
entre actividad clinica y respuesta inmunologi-
ca observada. Ademads, comprobamos la espe-
cificidad de los hallazgos obtenidos, mediante
comparacion de los resultados con controles
normales, individuos portadores de infeccion
respiratoria de vias altas, proceso implicado
como desencadenante ocasional de la enferme-
dad y modeio de estimulo antigénico en muco-
sas y pacientes con otra vasculitis leucocitoclas-
tica distinta de la PSH.

Pacientes y métodos

Se estudiaron 64 pacientes diagnosticados
de PSH, por la presencia, junto ai exantema
cutaneo tipico, de al menos dos de las tres
manifestaciones clinicas siguientes: a) afecta-
cidn articular (artralgias/artritis); b) sintomato-
logia abdominal (dolor abdominal, vémitos, he-
morragia), y ¢) afectacién renal (hematuria > 10
hematies/c; proteinuria =50 mg/24 h). La en-
fermedad se considerd activa en 28 pacientes
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{20 varones y 8 muijeres, con una edad media
de 10,3 +13,7 anos, rango: 3-78 anos), al
presentar junto al exantema cutaneo tipico
al menos dos de las tres afectaciones clinicas
fundamentales. En 11 de ellos, la biopsia cuté-
nea mostraba una vasculitis leucocitoclastica y
en 10 existia afectacion renal con hematurig,
que se asociaba a proteinuria menor de 1 g/24 h
en 4 individuos. Mostraban sintomas articula-
res 27 pacientes y alteraciones gastrointesti-
nales, 24 pacientes.

La enfermedad se considerd inactiva en 46
pacientes (30 varones y 16 mujeres con una
edad media de 11,2 +7,9 afios, rango: 3-40
ahos), que habiendo padecido un cuadro clini-
co tipico de PSH se encontraban completarmen-
te asintomaticos y sin afectacion renal. Diez ca-
s0s se estudiaron tanto en la fase activa como
durante su inactividad.

Dentro de la enfermedad de Berger se inciu-
yeron 33 pacientes (24 varones y 9 mujeres, con
una edad media de 19,2 +12 5 anos, rango:
4-57 afios), que en la biopsia renal presenta-
ban depositos de IgA demostrados por inmu-
nofluorescencia, con o sin otras inmunoglobu-
linas, en ausencia de evidencia clinica o
bioguimica de enfermedad sistémica. La dura-
cion media de la enfermedad era de 6,4 afos,
y el estudio se realizaba en un momento cual-
quiera de evolucidn de la enfermedad, no coin-
cidente o inmediatamente siguiente a exacer-
bacién de la hematuria por |RVA, infeccién
respiratoria de las vias altas, gastroenteritis u
otro tipo de procesc. En el momento del estu-
dio todos presentaban algtn grado de hematu-
ria, que en 14 casos se asociaba a ligera pro-
teinuria, cuatro mostraban hipertensidn arterial
ligera y en ningun caso existia fallo renal.

Los resultados obtenidos se compararon con
los de 77 controles normales, divididos en gru-
pos de edad y sexo similares a las poblaciones
de PSH y enfermedad de Berger.

Dentro del grupo con infeccién respiratoria de
vias altas se incluian 27 individuos, diganosti-
cados entre 3y 7 dias antes de su estucio de
faringitis o infeccidn respiratoria (16 mujeres y
11 varones), con una edad media de 13+
12,1 afios, rango: 2-39 afios).

Por dltimo se estudiaban 10 casos diagnosti-
cados mediante biopsia cutdnea de vasculitis
leucocitocldstica distinta de la PSH.

Para determinar el nimero de células circu-
lantes secretoras de inmunoglobulinas y sus ci-
fras tras estimulo policlonal con PWM, se obte-
nian las CMSP de sangre venosa heparinizada
mediante centrifugacién en gradiente de Ficoll-
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TABLA |
NUMERC DE CELULAS CIRCULANTES SECRETORAS DE INMUNOGLOBULINAS

Nutmero de células secretoras
de inmunoglobulinas/10% CMSP

Poblaciones N® de casos  Edad media  Sexo (V/M) lgG IgA g
PSH activa 28 10,3 20/8 79%5,9 104416 248726
PSH inactiva 46 1.2 30716 43%4.2 3437%2,0 123%2,2
Controles PSH 22 7,8 12/10 6874,2 336*1,7 143%2,0
IRVA 27 13,0 11/16 - 86%4,0 b19%1,7 175%3,4
VL 10 53,6 5/5 34%3,0 309x1,6 87%2,0
EB 23 21,1 16/7 94744 6577:1,8 12072.3
Controles EB 44 22, 27/17 30:3,4 32717 1177%2,0

PSH: plrpura de Schonlein Feroch; IRVA: infeccidn respiratoria ce ias vias allas; VL: vasculils leucocitaclastica; EB;
entermedad do Berger, CM SP: células mononucleares en sangre perilérica.

TABLA I
RESPUESTA INDUCIDA TRAS ESTIMULO POLICLONAL CON PWM

Namero de células secretoras
de inmunoglobulinas/ 108 CMSP

Poblaciones N? de casos IgG IgA gt

PSH activa 18 5.800%1,% 3.999%2,3 9.208%2,7
PSH inactiva 34 5.467%2,2 4.01972,3 8.206%2,2
Controles PSH 15 5.519%1,8 4.00671,6 8.2897 2,1
EB 24 6.83572,0 5.427%1,9 6.739%2,2
Controles EB 40 7.07072.0 5.509%1,7 8.33172,2

PSH: plrpura de Schianlein-Henock; EB: enfermedad de Berger; CMS?: células mononuclearos en sangre per férica.

Hypaque??, cuantificando el nimero de células
secretoras mediante ensayo hemalitico con protef-
na A de estafilococo o plaque forming celf assay
(PFC). Una parte de estas CMSP se mantenian
en cultivo durante 7 dias estimuladas con
10 pg/ml de PWM. Posteriormente eran recogi-
das y calculado el ndmero de células secretoras
tras dicho estimulo policlonal mediante el PFC.

Para estudiar las células secretoras tras culti-
vo mixto autdlogo, las CMSP se separaban en
subpoblaciones T y noT mediante formacién de
rosetas con hematies de carnero (SRBC) pre-
viamente tratados con S-2-aminoetil-isotiouronio-
bromida-hidrobromida (AET). La pureza de las
poblaciones obtenidas se comprobd por medio
de la formacion de rosetas E28, inmunogiobuli-
nas de superficie por inmunofluorescencia 29 y
tratamiento con alfa-naftil-acetatoesterasa®. El
cultivo mixto autélogo se realizé de acuerdo con
el método descrito por Gatenby et al3!,

La actividad T suprescra tras estimulo con
concanavalina A se estudiaba mediante un co-
cultivo autélogo compuesto por células T esti-

muladas o no con concanavalina A durante 48
horas y células B autdlogas, que posteriormen-
te se mantenian durante 6 dias en cultivo esti-
mulado con PWM. A continuacién, se cuantifi-
caba el ndmero de células secretoras mediante
el PFC.

La técnica del PFC se realiz6 segin una mo-
dificacion de Hammarstrom et at32, que utiliza
SRBC a los que se ha adherido proteina A de
estafilococo como células indicadoras, antinmu-
noglobulina humana de conejo especifica y
complemento de cobayo.

Pare la presentacion de los datos se escogié
la media geomérica * DE, como el método
mas apropiado. La significacién de las diferen-
cias en el nimero de PFC entre fos grupos se
analizd mediante ANOVA y test de Tukey.

Resultados

Los resultados sabre el ndmero de células cir-
culantes secretoras de inmunoglobulinas en los
distintos grupos se presentan en la tabla |.
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TABLA I
NUMERQ DE CELULAS SECRETORAS GENERADAS TRAS CULTIVO MIXTO AUTOLOGO
Poblaciones N? de casos PFC-IgA PFC-1gG PEC-IgM
Controles 18 752%1,8 288~%6,8 230%3,0
PSH inactiva 12 1223%1.,6 65974.,6 641:2,9
EB 17 16897%2,0 872%2,6 280%2,6

PSH: purpura de Schénlein-Henoch; EB: enfermedad de Berger;, PFC: plaque forming cell assay.

TABLA IV
ACTIVIDAD SUPRESORA GENERADA TRAS ESTIMULO CON CONCANAVALINA A
Y CULTUVO AUTOLOGO

PFC-IgG T Con A+ B+ PWM T sin Con A+ B+ PWh -E(%)
Controles 2.790%1,9 5.632%2,1 50,4 (1)
EB 5.156%3,5 4.635%2,6 11,2 (E)
PSH inactiva 3.681x2,1 b.986%1,7 38,5 (1)
PFC-IgA

Controles 2.380x1,7 4.310%2,5 44,8 (1)
EB 4.662%2,9 4.296%3,2 8,b (E)
PSH inactiva 2.196%2,2 3.124%1,7 29,7 (1)
PFC-IgM

Controles 2.633%1,9 5.362%4,8 50,9 {1)
EB 4.332%3,3 4.261%2,2 1,7 {B)
PSH inactiva 3.334%2,4 4.989%2,5 33,2 (i

PSH: parpura de Schonlein-Henoch; EB: enfermedad de Berger; PFC: plaque forming cell assay; |- inhibicién;,

E: estimulacion.

El ndmero de células circulantes secretoras
de IgA en fa PSH activa era significativamente
mayor que el observado en la PSH inactiva
(p<0,001), que en los controles norma-
les (p< 0,001), individuos con infeccién respi-
ratoria de las vias altas (p < 0,001) y casos con
vasculitis leucocitoclastica. El nimero de célu-
las circulantes secretoras de {gM en la PSH ac-
tiva era también estad(sticamente superior a fas
cifras encontradas en el resto de los grupos. En
la enfermedad de Berger el nlimero de células
circulantes secretoras de 1gG (p < 0,005) e IgA
(p<0,001) eran estadisticamente superiores a
los encontrados en los controles normales.

La respuesta inducida tras estimulo policlo-
nal con PWM se representa en la tabla 1l

No existian diferencias significativas entre nin-
guna de las poblaciones estudiadas tras este es-
timulo policlonal.

Con objeto de profundizar sobre posibles at-
teraciones de la regulacion en la sintesis de in-
munoglobulinas en estos pracesos, se estudia-
ron el nUmero de células secretoras generadas
tras cultiva mixto autdlogo. Los resultados se
presentan en la tabla IIl,
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El nimero de células secretoras de IgA genera-
das tras cultivo mixto autdlogo era significativa-
mente mayor en la enfermedad de Berger que en
los controles normales {(p<0,01). No se encon-
traron diferencias para el resto de enfermedad
de céluias secretoras de inmunoglobulinas.

La actividad supresora generada tras estimulo
con concanavalina A y cultivo autélogo se estu-
dié en 15 pacientes con enfermedad de Ber-
ger, 10 individuos gue habian padecido PSH y
8 controies normales. Los resultados se mues-
tran en la tabla IV, expresandose en porcenta-
jes de inhibicidn (1) o estimulacién (E). Para su
calculo se aplicd la férmula:

Porcentaje de I—E=100—(n? de PFC conca-
navalina A/ n® PFC sin concanavalina Ax 100)

Comentario

Como se deduce de estos resultados, el esti-
mulo con concanavalina A no fue capaz de ge-
nerar actividad suprescra en la enfermedad de
Berger a diferencia de lo que ocurrfa en la PSH
v en los controles normales. Nuestro estudio de-
muestra que, en los pacientes con PSH, durante
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la fase activa existe un aumento en el numerc
de células circulantes secretoras de IgAy en me-
nor grado IgM, que persiste durante la fase de
actividad clinica del proceso. Este dato apoya
un posible papel patogénico de esta inmuno-
globulina en la enfermedad, en concordancia
con su observacién en las lesiones cutaneas y
renales? y con la demostracion de niveles ele-
vados de ICC conteniendc anticuerpos funda-
mentalmente del tipo 1gA>E,

El aumento del nimero de células secreto-
ras de IgA no se ha cbservado en otros tipos
de vasculitis leucocitoclastica, por lo que su de-
terminacion puede tener utilidad para el diag-
néstico diferencial de la PSH.

También en los paises con enfermedad de
Berger se ha observade un aumento en el nd-
mero de células circulantes secretoras de IgA,
independiente del tiempo de evolucidn de en-
fermedad, grado de hematuria, proteinuria y da-
tos de la inmunofluorescencia renal.

La respuesta B en el cultivo mixto autdlogo
apoya la existencia de anomalias en los meca-
nismos reguladores de la produccién de anti-
cuerpos en la enfermedad de Berger. Nuestros
hallazgos podrian interpretarse como el resul-
tado de una excesiva proliferacion de células
Ta, como un defecto en las influencias supre-
soras de los linfocitos Tg y/o monocitos ¢ alter-
nativamente por la existencia de una hiperacti-
vidad B como defecto primario. A este respecto
se han descrito en la enfermedad de Berger dis-
tintas anormalidades en la cooperacion T-B. Al-
gunos autores han observado un aumento de
la relacién IKT4/QKT8 debido a una disminucién
de la subpoblacién OKT82! un incremento de
la OKT4!%20 o por una combinacion de [as
anteriores??. Otros autores no han encontrado
alteraciones en estas subpaoblaciones celula-
reslé. Estas diferencias podrian explicarse por
varios motivos, como la diferente fase de ac-
tividad de la enfermedad al realizar el estudic,
por la ausencia de una Unica funcién celular en
las subpoblaciones definidas por anticuerpos
monoclonales o por los pocos clones de ambas
subpoblaciones envueltos en la secrecion
de IgA. :

Con objeto de profundizar en estas posibles
alteraciones, estudiamos la actividad funcional
T supresora generada tras estimulo con conca-
navalina A en estos pacientes. Es evidente que
en nuestro ensaya la concanavalina A genera-
ba, tanto en los controles como en los casos con
PSH, una actividad supresora que disminuia la
respuesta B al estimulo inducido por PWM, de
forma similar a la observada por otros autores.

Por el contrario, en la enfermedad de Berger,
en lugar de generar supresion la concanavali-
na A producfa una respuesta estimuladora
opuesta a [a de los controles. Este hallazgo es-
taria parcialmente de acuerdo con los de Egi-
do et al?%, gue han descrito alteraciones en la
generacion de células supresoras especificas
para la igA tras estimulo con concanavalina A.
Estos mismos autores sospechan que la altera-
cién podria ser secundaria a un aumento de la
actividad T facilitadora. Sin embargo, la simili-
tud de respuesta con la poblacién control ob-
servada en nuestro ensayo tras el cocultivo sin
estimular con conicanavalina A, frente al fraca-
so en la generacién de supresion en el coculti-
va estimulado, apoya la sospecha de que la al-
teracion radicaria fundamentalmente en una
respuesta primariamente alterada de los linfo-
citos T a la concanavalina A. Nuestros hallaz-
gos estarian de acuerdo con los estudios de
Rothschild y Chatenaud33, que sugieren un dé-
ficit de funcidn supresora en aigunos pacientes
al encontrar un aumento de la sintesis de IgA
por CMSP deplecionadas de la subpoblacién
OKT8*. Esta disminucidn de actividad supreso-
ra, al igual que en nuestras observaciones, no
estarfa restringida a un Unico tipo de inmuno-
globulina, y tampoco se encontraria en todos los
pacientes estudiados. También Cagnoli et ai34,
mediante estudic con anticuerpos monoclona-
les OKT4 y OKTS8, detectan en algunos pacien-
tes una reduccién de la actividad supresora,
mientras que en otros casos aprecian aumento
de la actividad facilitadora especffica o hiperac-
tividad B especifica para IgA. Esta disuniformi-
dad de hallazgos se justificaria por una posible
heterogeneidad de pacientes dentro de la en-
fermedad de Berger y de las subpoblaciones lin-
focitarias incluidas dentro de las OKT4 y OKT8,

Una explicacién alternativa, como la existen-
cia de una disminucion de la actividad supre-
sora de los monocitos, no parece probable, ya
que se sabe que los monocitos no desempefian
un papel importante en la respuesta a ia con-
canavalina A, y que los factores secretados por
estas células en presencia del mitégeno estan
implicados en la proliferacién Ty no en la inhi-
bicién de produccion de inmunoglobulinas por
células B3®,

En la PSH, el nimero de células secretoras
de inmunoglobulinas tras cultivo mixto autdlo-
g0, aunque algo més elevado que el obtenido
en los controles, no mostraba diferencias esta-
disticamente significativas. La concanavalina A
generaba en este grupo una actividad supresora
ligeramente inferior a la encontrada en los con-
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troles normales, sin que tampoco en este caso
la diferencias resultaran significativas. Algunos
autores han descrito en la PSH un defecto ce-
lular supresor similar al observado en el lupus
eritematoso sistémico, Nuestros datos estarfan
mas acordes con los resultados obtenidos por
Clarkson et al®®, que observan |a desaparicién
de este efecto supresor tras plasmaféresis, lo
que sugiere que factores solubles, ICC o anti-
cuerpos contra células T pueden ser los respon-
sables de esta modulacién alterada.

La observacion del desarrollo del cuadro tras
infecciones respiratorias altas y de que la IgA
encontrada en |as lesiones sean dimeros o po-
limeros fundamentalmente de IgA;24 hace pen-
sar en un origen mucoso para esta IgA deposi-
tada en las lesiones. A este respecto, Egido et
al*’ han observado en amigdalas de pacientes
con enfermedad de Berger un incremento en
el nimero de linfocitos portadores de [gA, con
inversion de la relacion IgA/dgG, y un incremento
de la produccién de 1gA polimérica tras estimulo
con PWM similar a la observada en CMSP de
estos pacientes. Kawanishi et al*® han demos-
trado que algunas clonas de células T de las pla-
cas Peyer (PP) del ratén, estimuladas con
concanavalina A, son capaces de inducir trans-
formacién de células B portadoras de IgM de
superficie (IlgMs) a células B con IgA de super-
ficie (IgAs) sin modificar la poblacién portadora
de IgG. Esta subpoblacién es capaz de colabo-
rar en la produccién de anticuerpos del tipo IgA
cuando se cultivan con células B purificadas y
antigeno, han mostrado expresar receptores
Fca y aumentar la sintesis de IgA en cultivos es-
timulados con PWM. Los pacientes con enfer-
medad de Berger presentan un aumento en el
ntmero de linfocitos circulantes portadores de
RFce® y un mecanismo por el que clonas T de
PP promueven cambios de células B IgMs* a
la expresién de IgAs es via produccién de RFc.
Ademds se sabe que la mayoria de linfocitos T
RFco presentan fenotipo supresor/citotdxico
(OKT8+) y su expresidn puede ser inducida por
IgA dimérica.

A la luz de nuestros hallazgos y de 1os datos
aqui comentados, una hipétesis sugestiva en-
tenderfa la patogenia de al menos ciertos ca-
sos de enfermedad de Berger por la existencia
de alteraciones en clonas supresoras T en mu-
cosas, que tras estimulo antigénico promove-
rian cambios de células B 1gMs a la expresion
de IgAs, aumentando el nimero de células se-
cretoras de IgA; dimérica o polimérica y expre-
sando RFca, no descartdandose que la hetero-
geneidad existente en este proceso implique
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otras alteraciones inmunitarias en algunos ca-
s0s. Que esta alteracién resuite persistente
podria explicarse por una predisposicién geng-
ticamente adquirida, gque justificaria las anor-
malidades observadas en familiares de estos pa-
cientes, o por el mantenimiento permanente de
una funcion alterada de las clonas T una vez ac-
tivadas por el antigeno. A este respecto se ha
observado in vitro que clonas T de las PP pue-
den mantenerse en cultivo durante extensos pe-
riodos de tiempo sin perder su actividad?©.
En la enfermedad de Berger, nuestras obser-
vaciones apoeyarian la existencia de anorma-
lidades en los mecanismos de cooperacion
celular reguladores de la sintesis de 1gA, pro-
bablemente genéticamente adquiridos, y que
residirian al menaos parcialmente en un fallo en
la generacion de supresién, permitiendo expli-
car el curso crénico de la enfermedad. En la
PSH la respuesta inmunitaria podtia estar alte-
rada para algunos antigenos, diferentes en dis-
tintos pacientes, y que permitirian explicar ias
alteraciones producidas en la sintesis de IgA du-
rante la fase aguda de la pUrpura, justificando
el curso habitualmente agudo y autolimitado.
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DISCUSION

A. OrDINAS: Quiero felicitar al doctor Casanue- terminamos el nimero de linfocitos B circu-

va por esta amplia casufstica de dos enferme-
dades gue realmente son poco frecuentes en
nuestro ambiente médico.

Quisiera preguntarle si ha ocbservado correla-
cidn entre alguno de los pardmetros evalua-
dos en su estudio y la afectacion renal, por otra
parte no excesivamente frecuente, en pacien-
tes con purpura de Schénlein-Henoch.

B. Casanueva: Nuestro estudio incluia pocos ca-
sos de purpura de Schénlein-Henoch con
afectacién renat, por lo que no evaluamos la
posible relacion entre el nimero de células cir-
culantes secretoras de inmunogiobulinas y este
dato clinico. Observamos que en tres de los
4 pacientes que presentaron afectacion renal,
el nimero de células circulantes secretoras de
IgA se mantuvo elevado durante todo el estu-
dio de seguimiente, que fue de un afo. Este
hallazgo podria tener cierta impiicacién pato-
génica y servir tal vez como pardmetro de con-
trol de estos pacientes. A diferencia de los ca-
s0s con afectacion renal, el nimero de células
circulantes secretoras de 1gA en aquellos pa-
cientes que no la desarrollaron, disminufa en
el estudio de seguimiento, permaneciendo en
Iimites normales.

JV. CAsTELL: ;COmo es posible que no exista re-
facidn entre esta inmunoglobulina y los nive-
les sericos? Es algo que me ha llamado la aten-
cién.

B. CasanUEva: Efectivamente no encontramos
correlacion entre el nimero de células circu-
lantes secretoras de IgA y los niveles séricos
de esta inmunoglobulina. La mayor parte de
la IgA sérica es monomérica y sélo un 10-15 %
se halla en forma de polimeros. Los estudios
sobre produccién de ambas formas de IgAen
tejidos humanos muestran gue la [gA mono-
mérica es sintetizada fundamentaimente en
medula dsea y bazo. Ademds, la IgA del sue-
ro esta formada en un 90 % de IgA) y un
10 % de IgA;, proporcidn similar a fa encon-
trada en la medula dsea. Aunque la contribu-
cion de cada uno de los compartimientos ce-
lulares a la cifra de IgA circulante no esta
aclarada, los datos comentados hacen pensar
que la mayor parte de la IgA sérica estaria
sintetizada por células plasmaéticas de bazoy
medula ¢sea. Se sabe gue las células B de
amigdalas, ganglios linfaticos y sangre perifé-
rica secretan proporciones similares de IgA
monomérica y polimérica, composicién dife-
rente a [a encontrada en el suero. Nosotros de-
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lantes secretores de IgA, con un origen distin-
to en su mayor parte que el de la IgA sérica.

JV. CasTELL: Una matizacién al respecto. ;Han

sido estimuladas estas células para el experi-
mento de formacién de placas?

B. CasaNUEvA: Nosotros (o hicimos de varias for-

mas. En primer lugar estudiamos el nimero
de células circulantes secretoras de inmuno-
globulinas en condiciones basales, sin estimu-
lo. Existia un aumento de las secretoras de IgA
¥ no existia correlacién entre su ndmero y los
niveles séricos de inmunoglobulinas. Posterior-
mente, determindbamos la respuesta tras di-
ferentes estimulos con mitégenos, como el po-
keweed y Ja concanavalina A, y también tras
cultivo mixto autélogo.

JV. CaAsTELL: El motivo de la pregunta era la po-

sibilidad de que fueran las propias condicio-
nes del ensayo las gue de alguna forma hu-
bieran condicionado una respuesta anormal,
aungue por lo gue usted ha comentado pare-
ce que no fue asi. Es decir, que en condicio-
nes basales existe realmente un mayor nimero
de células secretoras y que ademas éstas es-
tan secretando mas IgA.

B. CasaNUEVA: Si. En sangre periférica de estos

pacientes observamos un aumento del nime-
ro de células secretoras de IgA. El problema
residirfa en cémo interpretar los otros resulta-
dos obtenidos en el laboratorio. Es evidente
que tanto tras estimulo policlonal con PWM,
como en los estudios de [a funcidn T supreso-
ra con concanavalina A, o de la respuesta al
cultive mixto autdlogo, existia siempre una po-
blacién control en la que las condiciones del
€ensayo eran idénticas a las de los paciertes.
Ademads, en el estudio con la cancanavalina
A separamos células T estimuladas y sin esti-
mular con el mitdgeno, observando que los va-
lores obtenidos para la generacién de placas
con células T no estimutadas eran similares,
tanto para los pacientes con purpura de
Schénlein-Henoch como para los controles
normales y los casos de nefropatia IgA. Sin em-
bargo, tras estimulo supresor la respuesta es
cempletamente distinta, y mientras en los con-
troles y pacientes con purpura se produce una
disminucién de la respuesta, en los casos de
nefropatia IgA la concanavalina A produce una
estimulacion en la generacién de placas. Por
consiguiente, la respuesta alterada no parece
depender, al menos en principio, de las pro-
pias condiciones del ensayo.
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S. ERrILL: Quisiera preguntar si alguien ha reali-
zado estudios de este tipo de células secreto-
ras de IgA en condiciones de infeccidn mu-
cosa.

B. CasANUEvA: Efectivamente, se han realizado
estudios en otras muchas enfermedades. No-
sotros seleccionamos precisamente un grupo
de pacientes con infeccién respiratoria de vias
altas, como modelo de infeccidn en mucosas,
debido a que este tino de afectacién se ha im-
plicado como factor desencadenante, tanto de
la purpura de Schdnlein-Henoch como de la
nefropatia IgA.

J. Secovia: El Dr. Casanueva ha hablado de en-
fermedades que cursan a brotes. Mi pregun-
ta se refiere a si en el curso de su investiga-
cién identifico alglin pardmetro experimental
que pudiera alertar al clinico sobre un posi-
ble nueva brote de estas enfermedades.

B. CASANUEVA: Basandonos en nuestro estudio
de seguimiento y aunque no podamos extraer
conclusiones definitivas por lo limitado del nu-
mero de casos, la determinacién seriada del
ndmero de células circulantes secretoras de
IgA podria predecir, en teoria, qué pacientes
con purpura de Schonlein-Henoch van a de-
sarroliar afectacién renal y cudles no.

J. SEGovIA: Yo me referia no tan sélo a los as-

pectos prendsticos, sino también a si previa-
mente al brote individual existirfa algin hallaz-
g0 que permitiera predecirlo.

B. CASANUEVA: No sabemos si inmediatamente

antes de las manifestaciones clinicas de la pur-
pura de Schénlein-Henech se encuentra ya un
aumento en el nimero de células circulantes
secretoras de IgA que pudiera predecir el ini-
cio del brote o de la enfermedad. Es evidente
que en el conjunto de la poblacion general es
muy dificil realizar este tipo de estudio. Sin em-
bargo, se ha descrito en familiares de pacien-
tes con purpura de Schénlein-Henoch un ma-
yor niimero de células circulantes con IgA en
su membrana que tal vez suponga una pre-
disposicion genética a desarrollar el sindrome.
No existen estudios sobre una posible mayor
incidencia de la enfermedad en estos familia-
res. Tampaco hemos podido comprobar mo-
dificaciones previas en el numero de células
circulantes secretoras de IgA al brote de he-
maturia en la enfermedad de Berger. En dos
casos estudiados durante el brote de hema-
turia y no presentados en nuestro trabajo, el
numero de células circulantes secretoras de
igA se encontraba extraordinariamente eleva-
do con respecto a las cifras obtenidas en si-
tuacién basal.

33



Desarrollo de un modelo animal para el sindrome
de Lesch-Nyhan*

M. Casas

Laboratorio de Neuropsicofarmacologia. Fundacié d’investigacié de la Santa Creu i Sant Pau.
Hospital de la Santa Creu i Sant Pau. Barcelona.

Etiopatogenia y sintomatologia clinica
del sindrome de Lesch-Nyhan

Michel Lesch y William Nyhan describieron
por primera vez, en 1964, un trastorno congé-
nito del metabolismo de las purinas, de aparente
transmisién genética recesiva ligado ai sexo,
desencadenado por una disminucidn en la ac-
tividad de la enzima hipoxantina-guanina-fos-
foribosil-transferasa (HGPRT), que generaba un
gran aumento en [a sintesis de purinas, con el
consiguiente exceso y acumulacion de acido Uri-
o circulante y que se caracterizaba clinicamen-
te por retraso mental, espasticidad, coreoateto-
sis, conducta automutilante, hiperuricemia,
litiasis renal, nefropatfa y artritis gotosal®,

Han sido mdiltiples los trabajos que han apa-
recido en la literatura cientifica describiendc
nuevos casos de pacientes, tratando de delimi-
tar cada vez con mayor precisién la sintomato-
logfa sistémica y conductual caracteristica de
este sindrome y, principalmente, intentando pro-
fundizar en los procesos etiopatogénicos que lo
desencadenan. La revisidn de este conjunto de
trabajos nos permite realizar un breve resumen
de los conocimientos de que se dispone en la
actualidad en relacién a este trastornc.

Los casos estudiados de este sindrome son
varones, aungue ha sido descrito excepcional-
mente en mujeres®3. Los pacientes presentan
una exploracidn neurolégica normal durante los
primeros meses de vida, observandose sélo ais-
ladamente alteraciones en el tono muscular,
siendo correcta la evolucion psicomotriz. Entre
el sexto y octavo mes comienza una regresidn
psciomotriz global, con pérdida de las adquisi-
ciones y afectacion progresiva del fono muscu-
lar, tendiendo hacia una franca hipertonia ge-
neralizada, que llega a impedir totalmente el
inicio de la deambulacién. Aparece al mismo

* Trabajo realizado gracias a la Ayuda de Investigacidn de la
Fundacidn Bartalomé March del afio 1986.

tiempo irritabilidad continua y movimientos co-
reoatetdsicos con afectacion distdnica de la mus-
culatura laringea v faringea, lo cual genera di-
sartria, disfagia grave e hiperemesis, asociadas
a las consiguientes dificultades para la ingesta,
agravada por la frecuente propension & la aspi-
racion alimentaria.

Unido a esta amplia semiologfa neurolégica,
los pacientes afectos del sindrome de Lesch-
Nyhan presentan manifestacicnes sistémicas,
secundarias al aumento de &cido Urico circulan-
te, totalmente superponibles a las que presen-
tan los enfermos gotosos: hematuria, cristalu-
ria, litiasis renal, anemia, artritis gotosa, etc.

Se considera que todos los pacientes presen-
tan retrasc mental, con un coeficiente intelec-
tual (Cl) igual o inferior a 50, aunque este dato
gueda un tanto dudoso en la literatura, ya que
contrasta con el aspecto de alerta facial y las
reacciones animicas que en ellos puede obser-
varse. Estan descritos, sin embargo, casos ais-
lados con coeficiente intelectual précticamen-
te normal*, Debe tenerse presente al medir el
Cl en estos pacientes la dificultad que entrafa
realizar en ellos un estudio psicométrico correc-
to, dada la distonia generalizada que padecen
y a conducta autoagresiva gue presentan cuan-
do se les retiran las contenciones fisicas que im-
piden su automutilacién,

La manifestacion clinica mas llamativa de este
sindrome es, sin duda, la conducta automuti-
fante impulsiva gue presentan los pacientes des-
de el inicio de la denticion. Esta conducta pue-
de conllevar una pérdida de tejido alrededor de
los labios y amputaciones parciales de los de-
dos realizadas con los dientes, asi como autoa-
gresiones efectuadas con diversos objetos a su
alcance (cuchillos, cbjetos de decoracidn, etc.),
todo ello asociado a una gran agresividad ver-
bal. Sorprendentemente, al limitar ia posibilidad
de autoagresién con protecciones con guantes,
vendajes, etc. el paciente adopta una conduc-
ta relajada y muestra un semblante feliz.
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La enzima HGPRT convierte las bases puri-
nicas hipoxantina y guanina en sus respectivos
nucledtidos, acidos iosinico y guanilico. En
condiciones normales esta enzima esta presente
en todos los tejidos del organismo, aunque
parece encontrarse en mayor cantidad en los
ganglios basales. En los pacientes afectos del
sindrome de Lasch-Nyhan, la actividad de esta
enzima se ha demostrado disminuida en todos
los tejidos, llegando a estar ausente en los gan-
glios basales®?. Recientemente, Lloyd et all€
realizaron determinaciones de neurotransmiso-
res en el tejido cerebral de 3 pacientes falleci-
dos con dicha enfermedad, demostrando en to-
dos ellos: a) actividad HGPRT muy disminuida;
b} déficit global del funcicnalismo del sistema
dopaminérgico, con descenso en los niveles de
dopamina, acido homovanilico, dopadescarbo-
xilasa y tirosina hidroxilasa en las regiones ricas
en terminales dopaminérgicas (seglin estos
autores ello indicaria una pérdida funcional del
65 al 90 % de las terminaciones dopaminérgi-
cas mesolimbicas y nigroestriatales), y ¢) nive-
les normales de dopamina en los cuerpos neu-
ronales.

Mientras que el proceso fisiopatoldgico res-
ponsable de la sobreproduccién de purinas y
distribucioén de acido Urico en los tejidos orgs-
nicos en el sindrome de Lesch-Nyhan es bien
conocido actualmente, la etiopatogénesis de los
trastornos neurolégicos y conductuales no esta
aclarada, y no puede ser explicada, como se
creyd originariamente, por la accidn tdxica di-
recta de la hiperuricemia sobre el sistema ner-
vioso central. Por ello, la presencia de estos tras-
tornos supone en la actualidad uno de los
interrogantes més importantes planteados en la
investigacién de este sindrome. Los escasos es-
tudios realizados en autopsias de pacientes fa-
llecidos con este trastorno no han aportado
datos significativos mas que la ya conocida de-
ficiencia de la enzima HGPRTS, a excepcion de
los trabajos de Lloyd et all® y otros, que des-
criben un proceso de degeneracion de las vias
dopaminérgicas nigroestriatales y una disminu-
cion de la presencia de aminodcidos esencia-
les en diversas regiones cerebrales, que podria
redundar en una serie de alteraciones de los
procesos de neurotransmision centrales, espe-
cialmente ligados al sistema dopaminérgico.

Se han descrito casos de sindrome de Lesch-
Nyhan caon deficiencia completa de la enzima
HGPRT y manifestaciones conductuales autoa-
gresivas atenuadas!!, e incluso pacientes con
este sindrome sin conducta automutilantel13)
aungue es discutible el hecho de que se les

36

pueda etiquetar realmente con esta denomi-
nacion al faltar esta sintomatologia tan carac-
terfstica. Sin embargo, debe tenerse en cuenta
que en algunos pacientes la conducta autoa-
gresiva puede aparecer retrasada respecto del
resto de manifestaciones soméaticas, por lo que
la observacién de un caso sin automutilacio-
nes No presupone gue éstas no puedan apare-
cer en un estadio mas avanzado de la enfer-
medad!2.14,

Parece ser que la conducta autoagresiva po-
dria disminuir en su intensidad con la edad de!
paciente, si éste logra sobrevivir al conjunto de
alteraciones sistémicas. Asi, Mizuno describid
en 1986 en un amplio grupo de pacientes la
progresiva desaparicidn de esta conducta a par-
tir de los 10 afios.

En la actualidad el tratamiento de la abiga-
rrada sintomatologia que compone el sindrome
de Lesch-Nyhan es, por desgracia, solamente
de tipo sintomatico. Por un lado se centra en
disminuir los niveles plasmaticos de acido Uri-
co utilizando diversos tratamientas como el
alopurinol?15.16 3 pesar de la frecuente apari-
cién de célculos xantinicos en el rifidn1®17-:9 i
adenina asociada a alopuridol?, la benzbroma-
rona®, etc.; por otro, en controlar los devas-
tadores efectos de la conducta autoagresiva a
través de tratamientos basados en terapia com-
portamental?l23, manipulacién de diversos sis-
temas de neurotransmision, entre los que des-
tacan el dopaminérgico y el serotoninérgico?4,
tratamientos psicofarmacoldgicos diversos2® y
principalmente con la aplicacion de medidas
protectoras como vendajes, férulas, guantes,
etc., tendentes a evitar la automutilacidén25-28,
No se descartan medidas quirdrgicas, principal-
mente estomatoldgicas, consistentes en extrac-
ciones dentarias?6:23, tendentes a imposibilitar
que los pacientes puedan morderse.

Los resultados son, no obstante, extremada-
mente pobres, debido a la imposibilidad que tie-
nen todos estos tratamientos de actuar a nivel
etiopatogénico?®.14, Sin embargo, dado que el
interés cientifico y clinico por este trastorno va
aumentando en los Ultimos anos, es de espe-
rar gue en un futuro préximo vayan siendo in-
troducidos nuevos tratamientos més especificos,
basados en los conocimientos fisiopatoldgicos
que progresivamente vienen obteniéndose.
Cabe destacar en este sentido los trabajos de
Nyhan, primer cientifico en describir el sindro-
me, que ha estudiado recientemente la posibi-
lidad de efectuar trasplantes de medula 6sea
en estos pacientes, con resultados aparente-
mente esperanzadores303L,
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Al igual que en la mayoria de enfermedades
gue afectan al ser humano, se ha intentado de-
sarrollar un modelo animal capaz de reprodu-
cir en lo posible la sintomatologia clinica obser-
vada en el hombre, con el fin de disponer de
un medio de investigacion Util en el ensayo
de nuevaos enfoques terapéuticos. Han sido va-
rias las modalidades utilizadas en el estudio del
sindrome de Lesch-Nyhan, aunque el modelo
animal actualmente mas utilizado es la conducta
automutilante inducida en la rata a través de la
administracién de altas dosis de cafe(na durante
un perfodo de tiempo que oscila entre 10y 15
dias?2, No esta establecido cué! es el mecanis-
mo por el que la cafeina genera esta conducta
autoagresiva, habiéndose tratado de explicar,
de forma poco satisfactoria, a través de los me-
canismos de accion cldsicamente aceptados
para las metilxantinas, es decir, inhibicién de
{a fosfadiesterasa, traslocacion del calcio intra
y extracelular y antagonismo adenosinico.,

Dentro del proyecto de estudio de una posi-
ble actividad dopaminérgica de las metilxanti-
nas que se desarrolla desde 1980 en el Labo-
ratorio de Neuropsicofarmacologia del Hospital
de la Santa Creu i Sant Pau de Barcelona33-38,
se observd repetidamente que los animales que
presentaban una hipersensibilizacion unilateraf
de los receptores dopaminérgicos estriatales
después de |z lesién de las vias nigroestriatales
con B-hidroxidopamina, presentaban, tras la ad-
ministracién de cafeina y teofilina, conductas
autocagresivas con una mayor frecuencia € inten-
sidad que las observadas en las ratas intactas.
Asi mismo, las dosis de xantina que se precisa-
ban para la aparicién de esta conducta autoa-
gresiva eran mucho menores que las necesa-
rias para desarroller la misma conducta en el
modelo animal del sindrome de Lesch-Nyhan
utilizado comlnmente. Estas observaciones
condujeron a iniciar un proyecio de investiga-
cién tendente a desarrollar un nuevo modelo
animal para este sindrome, en el que utilizan-
do metilxantinas, a través de la manipulacién
de las vias nigroestriatales del sistema de neu-
rotransmisién dopaminérgico, se consiga obte-
ner conductas autoagresivas de mayor intensi-
dad y con una frecuencia de aparicién més
elevada que permitan mejorar el estudio de los
diversos factores que determinan su aparicion.

Justificacion del objetivo propuesto

El modelo utilizado hasta la actualidad para
el estudio de la conducta autoagresiva en el sin-

drome de Lesch-Nyhan se obtiene administran-
do altisimas dosis de cafelna (200-300 mg/dia)
por via oral a ratas de la cepa Sprague-Dawley.
Con este modelo se obtienen lesiones lives v
moderadas en las patas delanteras y en |1 coly,
entre el sexto y décimo dia de la administracion
de cafeina, en un 10-20 % de animales.

Las eievadas dosis de cafeina, la baja frecuen-
cia de aparicidn de autolesiones, su poca inten-
sidad, el excesivo tiempo de latencia en su apa-
ricién y el absoluto desconocimiento de la causa
gue genera la conducta autoagresiva en estos
animales intoxicados con cafeina hacen que
este modelo animal haya seguido usédndose,
mas por la circunstancia de ser el Unico exis-
tente que por su utifidad real.

Es conocido el hecho de que la utilizacién de
la cafeina en este modelo animal surgié del in-
tento de utitizar como substancia inductora de
autolesiones algin derivado de las purinas, al
ser la acumulacion de estas bases el signo men-
surable mds caracteristico del conjunto de tras-
tornos gue componen esta enfermedad. Sin em-
bargo, la acumulacién de purinas, si bien
justifica la aparicidn de hiperuricemia, retraso
mental, etc., no puede explicar de forma con-
cluyente ia aparicién de autolesiones. Por ello,
fa mayorfa de autores han estado hipotetizan-
do respecto de la presencia de otros factores
que, por si solos, determinaran la aparicién de
conductas autoagresivas o activaran determina-
dos mecanismos, hasta el momento descono-
cidos, que permitieran que una acumulacion de
bases puricas provocara estas conductas abe-
rrantes.

Las observaciones de Ungerstedt et al?®, con
hallazgo de autolesiones al administrar altas do-
sis de agonistas dopaminérgicos a ratas con de-
nervacién unilateral de las vias dopaminérgicas
nigroestriatales, y por tanto con hipersensibili-
zacién de los receptores dopaminérgicos post-
sinépticos estriatales, de Lloyd et a9, al en-
contrar fendmenos completos de denervacién
bilateral de las vias dopaminérgicas nigroestria-
tales en pacientes fallecidos por este sindrome,
y las del propio autor de este trabajo al consta-
tar un significativo aumentc en la frecuencia de
aparicidn de las conductas autoagresivas y en
la intensidad de las lesiones que éstas genera-
ban, en ratas con denervacion unilateral de la
via dopaminérgica nigroestriatal, al administrar-
les dosis moderadas de cafeina y teofilina, per-
mitieron disefar, en 1981, una hipdtesis de tra-
bajo que contemplaba la posibilidad de poner
a punto un modelo animal del sindrome de
Lesch-Nyhan mucho mas efectivo, fiable y préac-
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tico basado en la manipulacién neuroguimica
y farmacoldgica de las vias dopaminérgicas ni-
groestriatales.

Descripcion cronolégica del proceso de
desarrollo del modelo animal del sindrome
de Lesch-Nyhan

El desarrollo del modelo animal para el sin-
drome de Lesh-Nyhan gue se expone en el
presente trabajo no surgi¢ de una hipdtesis de
técnica enunciada y programada de forma com-
pleta desde su inicio, sino que ha sido el pro-
ducto de una continua y dinamica reflexién so-
bre los resultados obtenides en las distintas fases
de las investigaciones que se iban realizando en
el laboratorio de Neuropsicofarmacologia del
Hospital de la Santa Creu i Sant Pau, y las posi-
bles direcciones a seguir en funcién de la pro-
gresiva incorporacion al proyecto de los malti-
pies datos obtenidos en el.desarrollo de los
distintos experimentos que lo componen. En el
curso de este andlisis conceptual y metodolégi-
co constante es preciso reconocer que, en di-
versas ocasiones, el avance experimental ha sido
facilitado por hailazgos obtenidos a través de un
proceso de serendipity, 1o cual al tiempo que
ilustra sobre la complejidad del estudio realiza-
do, realza |a bondad de la metodologia de in-
vestigacion empleada.

E! progresiva desarrollo conceptual de la hi-
pétesis de trabajo, que ha conducido a las con-
clusiones gque se dimanan de este proyecto, y
gue pueden concretarse en la propuesta de un
modelo animal que es mucho mas efectivo, sen-
sible y eficaz para el sindrome de Lesch-Nyhan
que el utilizado hasta la actualidad, ha sido ela-
borado a través de los hallazgos y reflexiones
que se describen a continuacién, ordenados por
orden cronoldgico:

1979-1980

En los afios 1979 y 1980, e. autor de este pro-
yecto observd repetidamente, en la Division de
Neuropsicofarmacologfa del Instituto Karolins-
ka de Estocolmo (Suecia), que los animales tra-
tados con aminofilina que se utilizaban en el es-
tudio de una posible actividad dopaminérgica
de las metilxantinas presentaban una elevada
frecuencia de aparicién de conductas automu-
tilantes. Dado que Ungerstedt habia descrito en
1971 la aparicién de conductas autoagresivas
en animales denegrvados en las vias nigroestria-
tales con 6-hidroxidopamina (6-OHDA) al admi-
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nistrarles altas dosis de agonistas dopaminér-
gicos, se considerd (a posibilidad de que fas
autolesiones inducidas por la aminofilina fueran
Lna prueba més, susceptible de ser estudiada,
de la posible actividad dopaminérgica directa de
las metilxantinas que se intentaba estudiar en
aquellos momentos.

1980-1981

Se crea, en el Hospital de la Santa Creu i Sant
Pau de Barcelona, el Laboratario de Neuropsi-
cofarmacologia Experimental y Clinica. Este la-
boratorio tiene como plan de trabajo inicial el
estudio de los mecanismos basicos de la con-
ducta rotadora inducida por agonistas dopami-
nérgicos en ratas con hipersensibilidad de los
receptores dopaminérgicos estriatales y la deli-
mitacién de una posible actividad dopaminér-
gica directa de las metilxantinas.

En 1981, siguiendo el proyecto destinado a
comprobar la posible actividad dopaminérgica
de las xantinas, se iniciaron los estudios do-
sis/respuesta con cafelna, teofilina y teckbromi-
na utilizando el modelo animal de la rata rota-
dora, con el fin de delimitar las caracteristicas
de la respuesta rotatoria de los animales con re-
ceptores dopaminérgicos estriatales hipersensi-
bilizados en funcién de la dosis de metilxantina
administrada. Se observd gue con cafeina y teo-
filina y a dosis de 30, 60, 90y 120 mg/kg, apa-
recian entre un 20 % y un 30 % de animales
con signos de autolesiones. No parecia existir
una correlacién entre la dosis de xantina admi-
nistrada y el nimero de ratas lesionadas o la in-
tensidad de fa lesién, aunque sf existfa entre la
intensidad de la rotacién y la aparicién de le-
siones. No se observaron conductas autoagre-
sivas con la administracién de teobromina a las
dosis utilizadas (de 5 a 150 mg/kg), lo cual pa-
recia confirmar, al ser muy pobre el paso de esta
metilxantina a través de la barrera hematoen-
cefélica, gue la induccién de autolesiones por
estas substancias vendria mediatizada por un
efecto sobre el sistema nervioso central.

En 1981 se puklicé el trabajo de Lloyd el all©,
en el que se relacionaban por primera vez los
fendmenos de denervacion de las vias dopami-
nérgicas nigroestriataies y el sindrome de Lesch-
Nyhan, en pacientes afectos de este trastorno.
Los datos de Lloyd et al sugerian gue la relacién
entre automutilacién y xantinas podia estar me-
diatizada por el sistema dopaminérgico.

Decidimos ese afio iniciar una serie de estu-
dios reglados de la relacién existente entre ad-
ministracién de cafeina y tecfilina, denervacién
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de las vias dopaminérgicas nigroestriatales y
conductas automutilantes en ratas de la cepa
Sprague-Dawley.

1981-1982

En una primera fase, y una vez reproducido
el modelo animal clésico del sindrome de Lesch-
Nyhan, se intenté estudiar el efecto de la cafef-
na en animales con las vias dopaminérgicas ni-
groestriataies bilateraimente denervadas con
6-0OHDA, afin de desarrollar fendmenos bilate-
rales de hipersensibilizacién de los receptores
dopaminérgicos estriatales, tal como aparente-
mente se encontraban en los pacientes descri-
tos por Lioyd et al. La exigencia de denervacion
completa evaluada a través del cuadre de afa-
gia, adipsia y acinesia que se generaba en los
animales bilateralmente denervados, hacia im-
posible, con la metodologia disponible, poder
recuperar a los animales e incluso mantener-
los vivos el periodo de 4-6 semanas que se con-
sideraba adecuado para permitir el desarrollo
de fendmenos completos de hipersensibilidad
en los receptores dopaminérgicos estriatales. A
pesar de gue se observaron intensos fendme-
nos de automutilacién en estos animales con do-
sis de cafelna de 5y 15 mg/kg en la primera
semana después de la denervacién, la imposi-
bilidad de efectuar una correcta evaluacién con-
ductual del grado de denervacién, las presumi-
bles diferencias interindividuales en el desarrolio
del proceso de hipersensibilizacion de los recep-
tores estriatales, el elevado nimero de muer-
tes y la imposibilidad de lograr posteriormente
la supervivencia del animal, aconsejaron aban-
donar este método de denervacion bilateral,
puesto que a pesar de tener un gran interés des-
de el punto de vista bioquimico, no lo tenia des-
de el punto de vista conductual.

Debe destacarse, sin embargo, el impartan-
te aporte tedrico que estos estudios facilitaran
al proyecto basado en la buisqueda de una ac-
tividad agonista dopaminérgica para las metil-
xantinas, dado que estas substancias revertian
completamente el modelo de adipsia, afagia y
acinesia de forma parecida a como o harian los
agonistas dopaminérgicos directos, tales como
la apomarfina o la bromocriptina,

1982-1983

Después de este primer estudio con ratas bi-
lateralmente denervadas, todos los experimen-
tos posteriores fueron realizados con animales
unilateralmente denervados.

El primer estudio reglado con ratas unilate-
ralmente denervadas, cumpliendo los requisi-
tos de rotacién en dos picos, indicador de de-
nervacion correcta3?, tuvo por objeto delimitar
la incidencia de automutilaciones que presen-
taban estos animales en funcién de las dosis de
cafeina y teofitina administradas (30, 60, 90 y
120 mg/kg por via subcutanea durante 10 dias),
comparandolo con grupos control de animales
no denervados. Los resultados mostraron que
en las ratas no denervadas no aparecia ningin
tipe de conducta automutilante, mientras que
en los animales denervados, la incidencia de
automutilaciones estaba situada entre el 20 %
y el 30 %, sin que existiera, sin embargo, una
correlacidn directa entre la dosis de metilxanti-
na administrada v ia incidencia o intensidad de
las conductas autoagresivas.

1983-1984

Dado que los estudios realizados con ! mo-
delo animal de la rata rotadora indicaban que
no todos los animales correctamente denerva-
dos y con rotaciones en dos picos presentaban
una adecuada rotacién con cafeina y teofilina,
se decidié repetir los experimentos anteriores
con ratas denervadas que presentaran rotacidn
en dos picos con 0,05 mg/kg de apomorfina por
via subcutdnea s.c. y rotaciones de mas de
1.500 vueltas completas con 30 mg/kg de ca-
felna por via subcuténea. Utilizando esta nue-
va metodologfa, la incidencia de automutilacio-
nes aumentd al 40-50 % de los animales al
administrar 60 y 90 mg/kg de cafeina. Aumen-
16, asf mismo, el nimero de animales muertos
con la dosis de 90 y 120 mg/kg, hasta el punto
de que se desecharon totalmente estas dosis
en la programacién de los posteriores experi-
mentos.

Hasta este momento los estudios sobre auto-
lesiones se habfan realizado controlando al mis-
mo tiempo el tipo de patrdn rotacional de los
animales utilizados. Ello implicaba gue los ani-
males permanecian un minimo de 12 horas en
los rotémetros durante el periodo oscuridad, es
decir, el perfodo de maxima actividad. En 1981,
al independizar el presente proyecto de bdsque-
da de un nuevo modelo animal para el sindro-
me de Lesch-Nyhan del estudio de una posible
actividad dopaminérgica de las xantinas, los
estudios centrados en la induccién de autole-
siones empezaron a efectuarse en jaulas indi-
viduales. Sorprendentemente, a partir de este
momento no se consiguié reproducir los resul-
tados obtenidos anteriormente, siendo la fre-
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cuencia e intensidad de las autolesiones muy

variable y en todo casc siempre inferior al 40 %

de 1os animales estudiados.

Indudablemente existia un factor diferencial
entre la capacidad de induccidén de autole-
siones en las ratas situadas en los rotometros,
respecto de las situadas en cajas individuales.
Se inicié por ello un estudio sistematico para
conseguir averiguar cuales eran los factores di-
ferenciales. Fueron valoradas y estudiadas las
siguientes variables en animales unilateralmente
denervados con 6-OHDA y que presentaban ro-
tacién en dos picos con apomorfina y rotacion
de mas de 1.500 vueltas con 30 mg/kg de ca-
feina, administrando 60 mg/kg por via subcu-
tdnea durante un periodo de 10 dias:

1. Estancia en jaulas individuales durante todo
el experimento versus estancia de 12 horas
aisladas en los rotémetros y 12 en jaulas co-
munes. Los resultados fueron negativos, sin
que hubiera correlacion.

2. Realizacion de las inyecciones en el perfo-
do de maxima actividad, es decir, en el pe-
rfodo de 12 horas de oscuridad. Los resul-
tados fueron negativos, es decir, no existia
correlacion.

3. Sujeccién de un arnés apretado alrededor
del cuerpo, en ratas inyectadas en sus jau-
las, al igual gue se efectuaba en los rotéme-
tros. Los resultados fueron negativos, no
existia correlacion.

4. Abandeono de los animales sin agua ni co-
mida durante las 12 horas siguientes a la in-
yeccién de cafeina (inyeccién al inicio del pe-
rfodo de luz). Los resultados segufan siendo
muy variables, aunque aumentaron en la fre-
cuencia de presentacidn. Por lo tanto, la falta
de agua y comida, de forma similar a la de-
privacidn a que estaban sometidas as ratas
en lo rotdmetros, parecia aumentar la fre-
cuencia de aparicién de las autolesiones.

5. Para intentar diferenciar entre deprivacién
de bebida y deprivacion de comida se con-
trolaron las siguientes variables: a) anima-
les con 24 horas de deprivacién de bebida
con posibilidad de comer ad libitum; b) ra-
tas con 24 horas de deprivacion de comida
con posibilidad de beber ad fibitum, y ¢) ani-
males con 24 horas de deprivacién completa
de bebida y comida.

Los resultados mostraron gque era la falta
de ingesta de solidos la que potenciaba la
automutilacion. Estos resultados podrian asimi-
larse al problema nutricional que presentan
la mayorfa de los pacientes que padecen este
sindrome.
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1984-1985

Con el fin de estandarizar y a ser posible acre-
centar el efecto potenciador de los fenémenos
de automutilacion gue tiene la deprivacion de
comida, se ensayd el proceso de adelgazar
de forma progresiva a los animales hasta con-
seguir estabilizarlos en un 80 % de su peso
corporal normal. Se pretendfa con elio estan-
darizar el grado de deprivacion gue debian pre-
sentar los animales a fin de conseguir un Mo-
delo reproducible y consistente, Los resultados
fueron concluyentes, dado gue el nimero de
animales que presentaban fendmenos de auto-
mutilacion aumento hasta un 70 %, aumentan-
do asi mismo la intensidad de las autolesiones.

En el transcurso del proceso descrite anterior-
mente y en el proyecto paralelo que sobre el as-
tudio de una posible actividad dopaminérgica
de las metilxantinas se venia desarrollando en
nuestro faboratorio, se habfan ohservado unocs
intensos fendmenos de tolerancia en la conduc-
ta rotatoria inducida por estas substancias cuan-
do eran administradas en intervalos de 24 ho-
ras. Posteriormente, nuestro grupo de trabajo
consiguid inhibir este procesc de folerancia
administrando un pretratamiento con el antico-
linérgico de accidn central escopolamina, sien-
do inefectiva la metilescopolamina, anticolinér-
gico que no pasa la barrera hematoencefalica.

Con el fin de averiguar si estos fendmenos de
tolerancia cbservados en la actividad dopami-
nérgica de las metilxantinas podian interferir en
la aparicién de las conductas autoagresivas de
los animales que estudidbamos, se administra-
ron diferentes dosis de escopalamina y metiles-
copolamina asociadas a la cafelna y teofilina.

Los resultados fueron aitamente satisfactorios,
obteniéndose autolesiones en el 100 % de ani-
males con la administracidn de 60 mg/kg de ca-
feina y 20 mg/kg de escopolamina. La dosis de
90 mg/kg de cafeina fue desechada porque
aungue se obtenian ef 100 % de animales auto-
mutilados, mataba a un 70-90 % de ellos en los
tres primeros dias de estudio.

Con el fin de evitar en o posible los efectos
periféricos de la escopolamina se afadié el an-
ticolinérgico de accién periférica neostigmina a
la dosis de 0,4 mg/kg. Con ello mejord enorme-
mente la sintomatologia periférica de bloqueo
atropinico.

1985-1986

Tomando como modelo ideal la administra-
cidn a ratas deprivadas hasta un adelgazamien-
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to del 20 % de su peso corporal, de escopola-
mina, 20 mg/kg, mas neostigmina, 0,4 mg/kg,
mdés cafefna 60, mg/kg, o bien teofilina, 60
mg/kg, el siguiente paso fue intentar bloquear
la conducta automutilante con haloperidot. Los
resultados fueron altamente sorprendentes, al
obtener con dosis de haloperidol de 0,5, 1,5y
3 mg/kg un aumento en la intensidad de las
autolesiones, siendo este fenémeno més eviden-
te con las dosis de 1,5 mg/kg. Para lograr la su-
presién de la conducta autoagresiva, el animal
debe quedar cataleptizado, cosa que sucede
con la dosis de 5 mg/kg. Esta dosis, extraordi-
nariamente alta comparada con la dosis que se
precisa para inducir catalepsia en una rata in-
tacta (0,5 mg/dia), puede ser explicada a tra-
vés del efecto dopaminérgico de las xantinas.

Dado que el haloperidol es un neuroléptico
con efecto blogqueador predominante sobre los
receptores Do, aunque también provisto de
efecto blogueador Dy, se repitié el resultado
con dos neurolépticos blogueadores especificos
de los receptores Dy y D,. Se escogid el neu-
roléptico SCH-23390 para los receptores D
(0,1, 0,25, 0,5y 1 mg/kg por via subcuténea)
y el sulpiride para los receptores Dz (0,25, 0,5,
1y 5 mg/kg por via subcutéanea). Los resulta-
dos fueron concluyentes: el neuroléptico SCH-
23390 bloqueaba perfectamente las autolesic-
nes a la dosis de 0,5 mg/kg; por el contrario,
el sulpiride potenciaba estas autolesiones a la
dosis de 1 mg/kg.

Conclusion

Los estudios antes expuestos permiten propo-
ner un nueve modelo animal para el sihdrome de
|Lesch-Nyhan gue consiste en la administracién
de cafeina o tecfilina a dosis de 60 mg/kg por
via subcuténea a ratas Sprague-Dawley con de-
nervacion unilateral de las vias dopaminérgicas
nigroestriatales con 6-OHDA, disminucién de un
20 % de su peso corporal, inhibicién de las vias
colinérgicas centrales con escopolamina 20
mg/kg y bloqueo selectivo de los receptores do-
paminérgicos D2 con sulpiride 5 mg/kg.

Con la estandarizacién conductual del mode-
lo, se ha considerado terminada esta primera
fase de estudio experimental, que debera ser
seguida por otra que reproduzca los hallazgos
obtenidos, estudiando los cambios moleculares
que existen en el cuerpo estudiado. Ello se rea-
lizara a través de la implantacion de canulas en
cuerpo estriado vy el posteior analisis in vivo de
los neurotransmisores y substancias activas im-
plicados en el proceso de autolesiones. De una

progresiva delimitacién de los factores que in-
tervienen en el desarrollc de las autolesiones en
el modelo animal descrito en este trabajo se po-
dran, con toda seguridad, inferir nuevas apro-
ximaciones terapéuticas que contribuyan a un
tratamiento mas efectivo de la conducta auto-
mutilante de los pacientes afectos del sindro-
me de Lesch-Nyhan.
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J.E. FELU: (Tiene usted alguna evidencia de
que todos estos tratamientos a los que se so-
meten los animales tengan aiglin efecto sobre
los niveles de la enzima hipoxantina-guanina-
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fosforribosil-transferasa?

M. Casas: No disponemos de los medios nece-
sarios, pero en Valencia estd el grupo del Prof,
Santiago Grisolia, que trabaja intensamente
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sobre cafeina y niveles de metilxantinas a ni-
vel central y sus efectos sobre esta enzima.

J.E. FEuu: Es decir, que todo este tratamiento
no afecta en ningtn momento a la expresion
0 a la actividad de la enzima que en principio
es causa de la enfermedad.

M. CAsAS: En principic no. Ademds, otros auto-
res estan consiguiendo esas autolesiones ad-
ministrando dosis altas de apomorfina.

J.E. Feuu: ;Y cudl es su interpretacion de la
necesidad del ayuno? ;Cree usted que ésto
podrifa explicarse por la situacién hormonal
que acompafia al ayuno, o guizd por el estrés
afiadido?

M. Casas: Pienso que puede tratarse de algin
problema metabélico relacionado con el ayu-
no. En cualquier caso, los pacientes con sin-
drome de Lesch-Nyhan siempre presentan
desnutricién.

Otro aspectc a destacar es €l condiciona-
miento de los estimulos ambientales media-
dos por la activacion del sistema dopaminér-
gico. Por poner un ejemplo, tuvimos unas
ratas a las que habfamos inducido autolesio-
nes, almacenadas durante 6 meses pendien-
tes de envio y como no las enviamos las volvi-
mos a colocar casualmente en el mismo lugar

en gue se habian automutilado. Con gran sor-
presa constatamos que volvieron a automuti-
larse, aungue con menor intensidad. Es de-
cir, sin farmaco, por estimulacién del sistema
dopaminérgico y por haber aprendido una se-
rie de conductas, las ratas eran capaces de
repetir la conducta automutilante en respuesta
al medio ambiente. Eso complica mucho més
las cosas, perque los nifios con sindrome de
Lesch-Nyhan tienen un problema enzimético,
naturalmente, pero al mismo tiempo presen-
tan una desaferentizacion de las vias dopami-
nérgicas estriatales, y se autolesionan en el
mismo ambiente, es decir, que los fendme-
nos de automutilacién en estos pacientes son
realmente mas complejos de lo que en un
principio podria parecer.

S. ERILL: Querla preguntar al Dr. Casas en rela-

cién con los animales en los que se consigue un
75 % de autolesiones en este modelo, en los
que no se ha empleade escopolamina sino exclu-
sivamente denervacion, ;qué piensa que po-
dria suceder si se administrara fisostigmina,
es decir, un farmaco con efectos colinérgicos?

M. Casas: Pues no lo sé, pero esta interesante

cuestién estd incluida en la memoria de inves-
tigacién de los préximos afos.
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Automatismo cardiaco normal y anormal

J. Cosin, A, Hernandiz, T. Caffarena, F. Andrés y B. Graullera

Centro de Investigacion. Hosoital La Fe. Valencia.

No existe un criterio Unico, ni tan siquiera
un grupo de criterios que aplicados a una
determinada manifestacién de automatismo
cardiaco permitan discernir si estamos ante
un mecanismo de automatismo normal o
anormal.

Consideramos gue la propiedad del automa-
tismo cardfaco reside en el nédulo sinusal, el
cual es el marcapasos primario del corazén, Sin
embargo, en aquellas condiciones en las que la
activacion del nddulo sinusal no puede alcan-
zar a auriculas y/o ventriculos, otros automatis-
mos subsidiarios de reserva pueden mantener
la vida del individuo y deben considerarse
normales-.

En electrofisiologfa celular se identifica la
despolarizacion diastélica por fase 4 secunda-
ria al decaimiento de la corriente de extrusion
del potasio (ik2) como el sustrato idnico normai
de la actividad marcapasos?. Sin embargo, los
automatismos que la destruccién del nédule
sinusal libera en las auriculas se producen pro-
bablemente por la cooperacion entre automa-
tismos por fase 4 y automatismos dependien-
tes de pospotenciales, la llamada actividad
evocada.

En electrofisiologia cardiaca experimental y cli-
nica juzgamos la normalidad o anormalidad de
un automatismo segun la longitud de los ciclos
de descarga que produce, segln la respuesta
a la estimulacién eléctrica en diversas modali-
dades, segun la sensibilidad que muestra al sis-
tema nervioso vegetativo y segln los efectos que
causan los diferentes farmacos cardioactivos.
Sin embargo, los diversos tipos de automatismo
cardiaco que hemos sefialado tienen diferentes
modos de comportamiento electrofisiolégico
normal.

Finalmente el clinico cualifica un automatis-
mo cardiaco como normal cuando su funciona-
miento no origina signos o sintomas de disfun-
cién o arritmia.,

Automatismo cardiaco supone generar impul-
s0s que se transmitan al resto del corazdn, den-

tro del rango de frecuencias bicldgicamente Util
para cada situacién. Un automatismo anormal
puede serlo por generar ciclos excesivamente lar-
g0s, €s lo que ocurre con un automatismo sinu-
sal disfuncionante (enfermedad del seno) y con
automatismos subsidiarios disfuncionantes o ina-
decuados. En el punte opuesto, un automatismo
puede generar sintomas si sus ciclos son muy
cortos (faquicardias) bien por autormatismos por
fase 4 acelerados, bien por actividad evocada.

Habitualmente el clinico estd interesado en
saber sobre la normalidad de un automatismo
para tomar una decision terapéutica bien de su-
presion (farmacos, ablacién, cirugia) o bien de
substitucién (marcapasos implantable). Pero la
adquisicidn de conocimientos sobre el normal
funcionamiento de los diversos automatismos
que pueden aparecer en un corazén puede ser
(til ademas para la mejor interpretacidn del
comportamiento eléctrico del corazdn en las di-
ferentes situaciones. Asi mismo la definicion de
algunas caracteristicas de la enfermedad de los
matcapasos puede resultar un marcador que
permita entrever la extension y evolucién de las
lesiones cardiacas.

Métodos

Con mucha frecuencia y en el contexto de las
arritmias este tema se desarrolla haciendo re-
ferencia a la importancia y caracteristicas de la
actividad evocada en la génesis de las taquicar-
dias. Desde un punto de vista que queremos
gue sea mds amplio, vamos a describir las ca-
racteristicas de los automatismas cardiacos sub-
sidiarios auriculares y ventriculares para poder
tener una idea sobre su normalidad electrofisio-
logica y sobre su papel en la enfermedad del
nédulo sinusal, en el bloqueo auriculoventricu-
lar. Para ello, nos vamos a basar en diversas se-
ries clinicas y experimentales desarrolladas en
la Unidad de Investigacién del Hospital La Fe
y en colaboracién con los Servicios de Cardio-
logfa Clinica del mismo hospitat.
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TABLA |
RESPUESTA DEL AUTOMATISMO SUBSIDIARIO AURCULAR A LA SOBREESTIMULACION

Primera pausa (TRA)

Pausas secundarias

Duracion  Origen (frecuencia de estimulacion

Incidencia Duracion Frecuencia de estimulacion

(% CB) (180-300 iaticdos/mirn} 1% TRA) (180-300 latides/min)
Ritmo 1 (16 %) AD Frecuencias altas ] 9] )
sinusal bloqueo de entrada
Numero 1
Ritmo 190 %) . AD @160 %) (200 %) Duracién 1
subsidiaric o Alt Precocidad 1

CB: ciclo basico; AD: auricula cerecta; Al; auricJla izquierda; TRA: tiempo de recuperacion del marcapasos auricular, @1 no se produce

el ifenomano descrito para la otra sizuacion

Resultados

Automatismo auricular extrasinusal

Aparicion experimental del ritmo auricular. La
escision quirdrgica del nddulo sinusal en las pre-
paraciones de corazén aislado de cobayo pro-
dujo la aparicién de un ritmo de escape de la
unién auriculoventricular de modo inmediato en
2/3 partes de los experimentos. Menos frecuen-
te fue el establecimiento de un ritmo originado
en las aurfculas. Después de un periodo de
tiempo variable, normalmente menor de 15 min,

el ritmo de la unién es progresivamente substi-
tuide por un ritmo auricular relativamente esta-
ble, con frecuentes pausas que dan origen a
escapes de la unién o de otros focos auricula-
res*, Este comportamiento se da igual en pe-
rros a tos que se les destruye el seno por otros
métodos®®.

El origen del ritmo auricular puede variar de
un experimento a otro e incluso dentro de la mis-
ma experiencia®8. Se ha sefialado como pun-
to de origen més frecuente la union entre la vena
cava y la auricula derecha, y sobre todo a lo largo
del surco terminal>’

—

Reseccion nodo sinusal

R
|

Sty

[

. 180 latides /min
P

300 latidos /rin |

L N
125 mm/seg

T

Fig. 1. Sobreestimulacion auricular de un corazon aistade de cobayo sin nddulo sinusal a dos frecuencias (180
¥ 300 latidos/min). Al incrementar ia frecuencia de estimilacion 1as pausas secundarias se incrementan en nd-
mero y duracion. Para fa misma frecuencia de estimulacion tanto el primer escape como las pausas secundarias
tienen una duracion similar.
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Fig. 2. Efecto de la perfusion de acetilcolina sobre el ritmo auricufar en un corazdn aislado de cobayo sin nddulo
sinusal. La primera tira muestra las caracteristicas del ritmo auricular subsidiario. La segunda tira muestra la apa-
ricién de frecuentes pausas secundarias creadas por un escape nodal (efecto acetilcolina). La tercera tira (a mas
dosis) muestra la desaparicion del ritmo auricutar v su substitucion por un ritmo nodal de escape, menos sensi-
ble a los efectos de la acetilcolina.
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fig. 3. Efecto de la nifedipina sobre el ritmo auricular en corazén aislado de cobayo, tras la sobreestimulacion
{s) auricular a 250 latidos/min. Las dosis altas (2,5 mg/min) deprimen el ritmo auricular hasta casi suprimirio
y estimulan un ritmo de la unidn auriculoventricular, produciendo la substitucién de uno por otro y desaparecien-
do paraddjicamente las pausas secundarias.

Caracteristicas electrofisioldgicas del automatis- que el sinusal, los intervalos P-P son variables.
mo auricular. La onda P del ritmo auricular ex- La frecuencia auricular es ligeramente inferior
trasinusal tiene aspecto sinusal, es diferente de (22 %) a la sinusal previa. En realidad el ritmo
la sinusal previa, con cambios espontdneos en auricular aparece en cortos periodos de una du-
su morfologia. Elintervalo PR es igual o inferior racién de alrededor de 15 seg que terminan en
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Fig. 4. Paciente con enfermedad del seno gue muestra el inicio de una taquicardia auricular lenta (P’) tras una
depresion del considerado como ritmo del seno enfermo (P).
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Fig. 5. Efecto de la estimulacion eléctrica dei ganglio estreliado en un perro con el corazon intacto. Ademds de

los cambios de la repolarizacién, el ritmo sinusal es substituido por una taquicardia nodal, probablemente A2
(véase texto).

una parada que dura entre 1 y 6 y que da ori- para parametros de estimulacién similares el

gen a un escape de otro foco auricular o de la
unién auriculoventriculart2,

Respuestas a la sobreestimutacion. a) Primera
pausa (tiempo de recuperacion auricular, TRA):

48

TRA es similar o ligeramente inferior al TRS ob-
tenido previamente a la escision (tabla {). £n el
95 % de las ocasiones el primer escape es auri-
cular, originado en una u otra auricula. No en-
contramos relacién matematica entre los para-
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Fig. 6. A: electrocardio- {
grama (ECG) y electro- i
grama del haz de His cv

(H en EHH) de un co-
razon aislado de coba-
vo. B: idénticos regis-
tros tras la supresion de
ambas auriculas. £l rit-
mo considerado se ori-
gina en el haz de His
dando fugar a un H-V
figeramente més corto
que en A.

Vel, 100 mm/seg
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metros de estimulacion y el TRA. b) Pausas se-
cundarias: en el 60 % de las experiencias tras
el TRA se producen pausas secundarias supe-
riores al doble del TRA (tabla |). Suelen apare-
cer antes del latido 15. Tras las pausas se pro-
ducen escapes auriculares o de la unidn
auriculoventricular (fig. 1). Son en cierto mede
repetibles las caracteristicas de las pausas se-
cundarias para similares pardmetros de estimu-
lacién y en la misma experiencia. El incremen-
to de la frecuencia de estimulacién hace que
aparezcan pausas secundarias si previamente
no se produjeron 0 que éstas sean més dura-
deras, més frecuentes y/o mas precoces (fig. 1).

Respuesta a otros modos de estimuiacion. Los
ritmos auriculares (RA) son muy sensibles a la
estimulacién a latido Unicol®, Esto explicaria el
fenémeno de underdrive suppression que mues-
tran los RA de las preparaciones de corazdn ais-
lado, los cuales pueden ser suprimidos median-
te estimulacion eléctrica a frecuencias inferiores
a la suya sin mostrar competencia con el ritmo
de estimulacién.

Respuesta a los mediadores neurovegetalti-
vos. En nuestra experiencia el isoproterenol ace-
lerd los ritmos auriculares, redujo la duracién del
TRA, vy descendio la incidencia y duracion de
las pausas secundatrias y de escapes de la unién
auriculoventricular. Por contra, la acetilcolina
descendi¢ la frecuencia del RA e incrementd la
incidencia hasta el 100 % de las pausas secun-
darias y también su duracién. El RA se mostrd
més sensible a la acetiicolina que el RS y que los
ritmos de la unidn auriculoventricular (fig. 2)49.

Respuesta a farmacos. Todos los farmacos an-
tiarritmicos que hemos utilizado deprimen tos
ritmos auriculares, sobre todo los antagonistas
del calcio, la amiodarona vy los blogueadores
beta. La depresidn se hace evidente por la pro-
longacién del intervalo P-P del RA, la aparicién
mas frecuente de pausas secundarias, mas pro-
longadas, y la mayor sensibilidad a la sobreesti-
mulacidn. Los antagonistas del calcio, que pro-
ducen estimulacidén de los automatismos de la
unién auriculoventricular, consiguen substituir el
ritmo auricular por el ritme de la unién (fig. 3)4.
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Fig. 7. Efecto de la estimulacidn eléctrica {s) del vago cervical derecho (VD) e izquierdo (VI) a 20 y a 40 voltios
en un perro al que se le ha producido un bloqueo auriculoventricular completo. Obsérvese cémo se produce
una bradicardia del ritmo ventricular de escape que depende del vago estimulado y de las caracteristicas de

la estimutacion.

Electrofisiotogia celular del automatismo subsidia-
rip aurictlar, Diversos trabajos coinciden en admi-
tir la presencia de dos mecanismos electrofisiold-
gicos celulares como sustrato del automatismo
auricular autosostenido: despolarizacién diastd-
lica por fase 4 y pospotenciales (actividad evoca-
da)y>il, Ambos mecanismos se complementan
en su finalidad de mantener ritmos autososte-
nidos. En fibras auriculares se ha descrito la pre-
sencia espontanea de dos tipos de pospoten-
ciales: precoces y tardios, estos Ultimos situados
a lo largo de la crista terminalis3.11,

Automatismo auricular y taquicardia auricular
lenta. En un estudio realizado en 32 pacientes
con enfermedad del nédulo sinusal’?, el 19 %
presentaban frecuentes periodos de ritmos auri-
culares con una frecuencia, oscilando entre 50
y 110 latidos/min, con ondas P diferentes a las
que considerdbamos como sinusales, de mor-
fologfa frecuentemente cambiante, con interva-
los P-P variables, que aparecfan como ritmos
de escape y que se mantenian por periodos cor-
tos para terminar en un escape nodal o auricu-
lar de otra arigen. Estos ritmos los denominamos
taquicardias auriculares lentas y sugerimos que
pudieran ser automatismos subsidiarios (fig. 4).
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Otros autores?s también han identificaco es-
tos ritmos con el automatismo subsidiario auri-
cular, que en tal caso serfan automatismos fi-
siopatolégicamente «normales» y a los que para
su correcta interpretacion y tratamiento se les
podrian aplicar los conocimientos experimenta-
les adquiridos.

Automatismo subsidario de la union
auriculoventricular

Tipos de automatismo. Experimentalmente, des-
de el punto de vista electrofisioldgico podemos
diferenciar varios tipos de automatismos:

1. Los nodchisianos!®: AVJ;, que se pone en
evidencia inyectando prostigmina en la arteria
sinusal y que debe corresponder al gue normal-
mente se escapa en as lesiones sinusales, y el
AVl,, inyectando prostigmina en la arteria del
nodo y que debe ser el gue incrementa mucho
su frecuencia por la estimulacién de estructu-
ras simpéticas (podrfan corresponder a algunos
ritmos de escape de 10s bloqueos suprahisianos)
{fig. 5).

2. Los hisianos, que hemos puesto en eviden-
cia mediante la reseccidn de ambas auricuias
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Fig. 8. Similar preparacion que en la figura 7. El iempo de recuperacion de la unién auriculoventricular se incre-
menta con fa estimulacion simultanea del vago cervical y al incrementar fas frecuencias de estimulacion ventricular,

en las preparaciones de corazon aislado de co-
bayo y que presentan una morfologia y duracién
del QRS iguales a las previas a la reseccién, con
un intervalo H-V ligeramente inferior al del rit-
mo sinusal (19 +2/20 +1 mseg) (fig. 6)i°.

3. Los infrahisianos, que han aparecido cuan-
do hemos desconectado auriculas de ventricu-
los en perros por la destruccidn de las estruc-
turas nodohisianas mediante inyeccion de
formaldehido ¢ ablacidn eléctrica. Estos tienen
un complejo QRS ancho (84 + 19/52 + 2 mseg
en RS) y aberrado, una frecuencia de escape
lenta (39 + 107115 + 24 latidos/min en RS) y no
iban precedidos de electrograma del haz de His.
Estos Uitimos ritmos, los hisianos e infrahisiancs,
pueden corresponder con 10s que escapan en
las situaciones clinicas de blogueo intrahisiano
e infrahisianols,

Los resultados experimentales los contrasta-
mos con series clinicas de pacientes afectos de
enfermedad del seno o blogueo auriculoventri-
cular crénico.

Respuesta al sistema nervioso auténomo. Los
automatismos subsidiarios de la unién auricu-
loventricular se han mostrado sensibles a la es-
timulacién simpatica y parasimpaética. Los auto-
matismos nodohisianos han modificado su
frecuencia por la estimulacion eiéctrica del vago
y de los ganglios estrellados {fig. ). Los auto-

matismos hisianos fueron sensibles a 10s neu-
rotransmisores (isoproterenol, acetilcolina, pros-
tigmina, atropina, bloqueadores beta). Los auto-
matismos infrahisianos fueron sensibles a la
estimulacién eléctrica simpética y parasimpati-
ca, descendiendo la frecuencia del ritmo de es-
cape e incrementandase el tiempo de recupe-
racién de la unidén auriculoventricular con la
estimulacién del vago cervical (figs. 7 y 8).

De modo similar y coincidiendc con otros
autores, hemos podido comprobat como el auto-
matismo de escape de los bloqueos intra € in-
frahisianos puede ser sensible al masaje del
seno carotidec, por lo que no se puede descar-
tar al hipertono vagal como un desencadenan-
te de los sincopes en estos pacientesi16,

Respuesta a la sobreestimulacion. Los automa-
tismos de la unién auriculoventricular gue he-
mos estudiado, tantc experimentales (hisianos
e infrahisianos) como clinicos (blogueo auricu-
loventricutar completo de diversas localizacio-
nes) han mostrado un comportamiento similar
que es diferente al sinusal y al auricular que he-
mos descritol®:

1. Primera pausa, tiempo de recuperacién de
la unién auriculoventricular (TRU). Tras la so-
breestimulacién ventricular se produce una pri-
mera pausa que es significativamente mas pro-
jongada que el intervalo bésico del ciclo del
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Fig. 9. A: Relacién entre fa longitud def ciclo basico (CB) y el tiempo de recuperacion de la unidn auriculoventricu-
far (TRU) en corazones aisiados de cobayo sin auriculas. B: Lo mismo en perros a los que se les habia producido
un blogueo auriculoventricutlar completo y con ritmo de escape ventricular.
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Fig. 10. Pacientes con bloqueo auriculoventricuiar (AV) completo de diversas localizaciones. El TRU depende de
fos pardmetros (frecuencia y duracion) de la estimulacion ventricular,

marcapasos, y constituye el tiempo de recupe-
racién del marcapasos de la unidn auriculoven-
fricular (TRU).

El TRU dependid en todas las series del ciclo
bésica del marcapasos (fig. 9}, de los parame-
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tros de estimulacién (frecuencia y tiempo de es-
timuiacidn) (fig. 10} vy de la actividad del siste-
ma nervioso vegetativo. Ello obliga a utilizar
siempre pardmetros de estimulacion estandar
y repetibles, para poder obtener resultados com-
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parables entre enfermos y entre distintas series.
Et TRU se prolongé con la estimulacion eléctri-
ca del vago cervical, hecho que esta de acuer-
do con nuestra experiencia sobre la sensibilidad
de los automatismos subsidiarios al sistema ner-
vioso parasimpatico (fig. 8).

En la serie clinica el TRU también dependid
del nivel del blogueg, siendo los mas prolonga-
dos los correspondientes a la localizacién infra-
hisiana (tabla I1). La correlacion entre el ciclo ba-
sico del marcapasos y el TRU, con pardmetros
de estimulacién similares, permitié descubrir
dos tipos de comportamiento diferentes entre
pacientes con sincopes y pacientes sin sinco-
pes. Los pacientes con sincopes presentan una
mayor sensibilidad a la sobreestimulacién can
un TRU anormalmente mas prolongado {fig. 11).
De este modo el TRU depende también de la
enfermedad del marcapasos (tabla iil).

2. Proceso completo de recuperacidn!st/,
Calentamiento de un foco: la depresion postes-
fimulacién en los marcapasos subsidiarios dura
mas que ¢l primer ciclo. La frecuencia basal se
alcanza de modo progresivo. En corazones ais-
lados de cobayo este proceso se realiza a tra-
vés de: a) Una primera fase de recuperacion
rapida, que supone los ciclos iniciales y medios
y recupera el 70 % del ciclo bésico, y b) una fase
final de recuperacién lenta (lineal). La recupe-
racién rapida se puede asimilar a un movimiento
uniformemente acelerado en el cual la acelera-
cion (a) resultd ser independiente de los para-
metros de estimulacion y correlaciond estrecha-
mente con el ciclo basico (fig 12, 13).

i

TRU
60x60" | _1 6% —474; 120,91
{mseg)
y=94x —12.059; r=0,95
p<0,01

o]

9.0001
7.000

o Stokes

5.000
i ® Sin Stokes

3.0004

1.0001 5

300 1500 2.°00 CB (mseg)

S

Fig. 11. Pacientes con blogueo auriculoventricular
completo de diversas localizaciones. El TRU depen-
de del ciclo basico (CB), pero se puede observar como
es posible trazar dos iineas de regresién diferentes
(p<0,01) entre los pacientes que habian padecido cri-
sfs de Stokes y los que no (véase texto).

En las series clinicas se estudio este fendme-
no, y en cinco de 9 pacientes la recuperacién
se producla mucho mas rapidamente de lo es-
perado, de modo similar a lo que ocurre en el

Fig. 12. Preparaciones de co- Duracién
razén aislado sin auriculas. R-R (mseg}
Ritmo hisiano de escape. Se 7.0001 A
puede observar cémo fos

intervalos R-R se van acor- 6.000
tando progresivamente si-

guiendo un modelo unifor- 5.0001 ¢

memente acelerado, con una A

A S 240 latidos/min; a=2,23x10—8 mseg—2
® S: 180 latidos/min; a=2,28x10-8 mseg—=2
M S: 120 latidos/min; a=2,25x10-8 mseg 2

aceleracion (a) calculada si- 4.000 - O Praceso final comin

milar para frecuencias de es- oA 309

timulacion diferentes (240, 30001 m'eA A » TRT

180 y 120 fatidos/min). Este 2000  mS'ed 4

modefo de movimiento uni- R-R basal u [ 000

formemente acelerado alcan- 1.000 L) O0co o

za hasta una recuperacion de

un ciclo bdsico que es un : . . .
30 % mads largo que el basal. TRU  5&° 10° 15¢ 200

Posteriormente fa recupera-
cién sigue un modelo lineal
hasta la recuperacion total
(TRT). L

Intervalos R-R
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TABLA I
TRU Y NIVEL DEL BLOQUEO
Suprahisiano Intrahisiano infrahisiano
[ p<0,02 1
TRU 60x60 seg 1.814 + B8 2.046 ¢ 1197 5.601 +3.330
imseq} n=7 n=4 n=o6
R-R 1.260 + 223 1.20% + 202 1.900 + 299
imseg) ‘ - p<0,01 |
TABLA il
TRU E INC.DENCIA DE STOKES
Stokes Sin Stokes
TRU 60x60 seg 5.63b +3.154 p<0,01 1.611 +262,9
(mseg)
TRU 90x60 seg 7.513 +3.900 p<0,056 3.318 +2.082
{mseq)

nadulo sinusal, probablemente por reflejo adre-
nérgico originado por la primera pausa. Por ello,
aquellos pracesos de recuperacién excesiva-
mente lentos implican una anormalidad del mar-
capasos (fig. 14).

Respuesta a la estimulacicn ventricular eléctri-
ca programada. Tanto en ritmos hisianos de pre-
paraciones de corazén aislado como en perros
con bloqueo auriculoventricular por ablacion
eléctrica como en pacientes con blogueo auri-
culoventricular espontaneo de diferente locali-

a
(108 mseg—2)
)

4,04

3,21

2,44

1,64

700 900 1.100 1.300 CB
{mseg)

Fig. 13. Preparaciones de corazon aislado de coba-
yo. Correlacion entre la aceleracion (a) (véase texio
y figura 12) y la duracion del ciclo basico (CB).
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zacion (6 intrahisiano y 12 infrahisiano) se ha
comprobado que!™18; g) estimulos tnicos con
cualguier periodo de acoplamiento no inducen
depresién del ritmo de escape; b) la respuesta
a la estimulacidn eléctrica programada es dife-
rente a la obtenida a nivel del nddulo sinusal,
la llamada zona | del diagrama de Straus es muy
corta, la zona I! es generalmente predominan-
te, y la zona il aparece sélo en algunos casos
(16 %) (fig. 14, y ¢) ni el blogueo autondémico
ni la estimulacidn eléctrica del vago o la perfu-
sidn de acetilcelina o isoproterenol modificd el
tipo de respuesta obtenido.

Por tanto, creemas que ciclos de retorno anar-
malmente prolongados son un signo de enfer-
medad del automatismo subsidiario.

Respuesta a tarmacos. Los automatismos sub-
sidiarios se deprimen por practicamente todos
los farmacos antiarritmicos prolongando el in-
tervaloc R-R y también prolongando el tiempo de
recuperacién de la unién auriculoventricular.,
36.0 los farmacos antagonistas del calcio ace-
leran el ritmo de escape de la unidn auriculo-
ventricular y acortan el TRU; estos efectos se
han podido demostrar de igual modo en prepa-
raciones de corazon aislado, en perros aneste-
siados con tdérax abierto, en perros despiertos
con bloqueo auriculoventricular crénico por
abiacion y tras blogueo autondmico y en pacien-
tes con blogueo auriculoventricular!s.19-22,

Esta caracteristica constituye otra diferencia
con respecto al automatismoe sinusal y al auri-
cular, debe ser secundaria a diferencias en el
mecanismgo ionico y al ser discriminante de auto-
matismos puede resultar de utilidad ante depre-
siones sinusales y auriculares por mecanismos
que antagonicen el calcio®.
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Duracién
R-R
(mseg)
Fig. 14. Mismo tipo
de diagrama que el
de la figura 12, pero 5 0004

en un paciente con
bloqueo auriculoven-
tricular completo in-
trahisiano. Se produ-
ce una recuperacion

del ciclo bdsico prac- 3.000
ticamente en el se-

gundo latido de esca-

pe, no pudiéndose R-R basal
aplicar las considera- 1.0004

ciones tedricas del
modelo experimen-

Sobreestimulacién
[ 120x60"

O 60x90"

A 60x60"

tal, por lo que no ad- T T
mite el calculo de la
aceleracion (a) (véa-
se texto).

T T T T
15° Intervalos R-R

Conclusiones

El automatismo cardfaco es una propiedad de
todo el corazdn, no sélo del nédulo sinusal.

Los automatismos subsidiarios deben consi-
derarse fisiopatolédgicamente normales.

Las caracterfsticas electrocardiogréficas, elec-
trofisiolégicas, la dependencia del SNAy la res-
puesta a los fdrmacos cardioactivos son diferen-
tes para cada tipo de automatismo.

Estas caracteristicas diferenciales deben uti-
lizarse para la cualificacién e interpretacién de
los automatismos cardiacos en situaciones cli-
nicas.

Una unidad de investigacién de cardiologia
es un punto de encuentro entre las preguntas
que se plantee un profesional que trabaja en
cardiologia y unos medios adecuados para re-
solverlos.

Los medios de investigacién en cardiologia
pueden ser experimentales y/o clinicos.

BIBLIOGRAFIA

1. GARcla Civera R, CaBADES A, CosiN J. Automatismo
y conduccién cardfacos, 2.2 ed. Barcelona, MCR,
1987.

2. NoBLE D. The initiation of the beat. Oxford, Cla-
rendon Press, 1975.

3. Samo T, OtoGURO M, MaTsaBara T. Electrophysio-
logical studies on the mechanism of electrically in-
duced sustained rhythmic activity in the rabbit right
atrium. Circ Res 1978; 42:193-206.

4. LLACER A, CosiN J, GARCiA CIVERA R, MAINAR V. Fi-
siopatologia de la conduccién y el automatismo
auricular. En: Garcia Civera R, Cabadés A, Cosin
J, eds. Automatismo y conduccién cardiacos, 2.2
ed. 1987; 237-275.

5. Jones SB, EnLer DE, Harbpie E, RanpaiL WC,
BryNJOLESSON G. Comparison of SA nodal and
subsidiary atrial pacemaker function and location
in the dog. Am J Physiol 1978; 234:471-476.

6. RanpALLWC, Tawamo J, Kave MP ENLER D, JONES S,
BryNJOLESSON G. Cardiac pacemakers in abcen-
se of SA node responses to exercise and autono-
mic blockade. Am J Physiol 1978; 234H:465-470.

7. Loes JM, ENLEr DE, Ranpall WC, Moran JF,
BryNJOLESSON G. Cardiac arrhythmias after chro-
nic embolization of the sinus node artery: Altera-
tions in parasympathetic pacemaker control. Cir-
culation 1980; 61:192-198.

8. ENLER DE, Jones SB, GUNNAR WP, SLeBa JM. MUR-
pock DK, RanpatL WC. Cardiac arrhythmias in the
concious dog after excision of the sinoatrial node
and crista terminalis.  Circulation 1979;
59:468-475.

9. CosIN J, HERNANDIZ A, CoLLADO V, SALVADOR A, CAMA-
Nas A, MARTIN G. Automatismo auricular subsidiario.
6.° Seminario Internazionale di Cardiologia. Procee-
dings Book. Prof. Furlanelio. Marilleva (Trento) 1984,

10. Loes JM, Murpock DK, Ranpall WC, Enter DE.
Supraventricular pacemaker underdrive in the ab-
sence of sinus nodal influences in the concious
dog. Circ Res 1979; 44:329-334.

11. RaBINE LM, HorpoF AJ, DaNILO P, MALM JR, ROSEN
MR. Mechanisms for impulse initiation in isolated
human atrial fibers. Circ Res 1980; 47:267-277.

12. Cosin J. Clinica y diagnéstico de la enfermedad
del nédulo sinusal. En: Bayés A, Cosin J, eds. Diag-
nostico y tratamiento de las arritmias cardiacas.
Barcelona, Doyma, 1978; 476-486.

55



S, ERILLY J.V. CASTELL

13. FerreR |. Significance of slow atrial rhythm. Am
J Cardiol 1980; 46:176-177.

14. James TN, Isose JH, URTHALER F. Correlative
electrophysiological and anatomical studies con-
cerning the site of origin of escape rhythm during
complete atrioventricular block in the dog. Circ Res
1979; 45:108-119.

15. Cosin J, Casapes A, FERRaNDO C, GIMENO JV, Her-
NANDIZ A. Fisiopatologia y farmacologia del auto-
matismo subsidiario de la unién auriculoventricu-
lar. En: Garcia Civera R, Cabadés A, Cosin J, eds.
Automatismo y conduccién cardiacos, 2° ed. Bar-
celona, MCR, 1987; 347-383.

16. CristaLLo £, Rizzo A, CiFareLt A, COLONNA L. Va-
gal inhibition of His-Purkinje automaticity in men.
En: Furlanello F, Disertori M, Dieme G, eds. Le
Nouve Frontiere delle aritmia, Trento 1982;
126-128.

17. Cosin J, GIMENO JV, MARTIN G, RuaNo M, CABADES
A, Ferranpo C. New experimental parameters for
evaluation of functional automaticity. Adv. Cardiol
Karger Basel 1981; 28:143-147.

18. FerranDo C, COSIN J, HERNANDIZ A, CABADES A.
Programmed electrical stimulation of subsidiary

DISCUSION

pacemakers. Experimental and Clinical study. N
Trends arrhyth 1986; 11:113-117.

19. CosiN J, GIMENO JV, LasTRA L, MARTIN G, GARCIA DE

JALON PA, BAGueNA J. Efecto de los farmacos an-
tiarritmicos sobre el automatismo de la unién auri-
culoventricular. Estudio experimental. Rev Lat Car-
diol 1980: 1:50-59.

20. CosiN J, GIMENO JV, CABADES A, FERRANDO C, RuA-

NO M, BAGUENA J. Efect of calcium antagonist
drugs on overdrive suppression in junctional pa-
cemakers. Pace 1981; 4:A-6.

21. HERNANDIZ A, Cosin J, CoLLADO V, MARTINEZ FABRA

J, CaBaDES A, FErranDO C. Effect of autonomic
blockade and nifedipine on junctional recovery
time in dogs with block by His bundle ablation.
En: Pérez Gémez F, ed. Cardiac pacing electroph-
ysiologi tachyarrhythmias. Madrid, Grouz 1985,
y Nueva York, Futura Publishing Co., 1985; 41-46.

22. Cosin J, HERNANDIZ A, CoLLapo V, CABADES A, FE-

RRANDO C, SALVADOR A. Antiarrhytmic drug effects
on ventricular subsidiary pacemakers in concious
dogs with chronic AV block. En: Pérez Gémez F,
ed. Cardiac Pacing. Madrid, Grouz 1985, y Nue-
va York, Futura Publishing Co., 1985; 47-53.

J. M. REVUELTA: Me ha parecido muy interesan-
te el trabajo presentado por el Dr. Cosin, es-
pecialmente por la referencia a los automatis-
mos subsidiarios auriculares, y su relacién con
el hecho de que los haces internodales no exis-
tan como tales, morfoldégicamente hablando,
s5ino como sistemas funcionales. No puedo de-
jar de evocar que los haces internodales se
describieron hace ya muchos afnos y que fi-
guraban, incluso con los méas minimos deta-
lles sobre su anatomia, en todos los libros de
texto. Frente a estos conceptos contrastaba el
hecho de que en intervenciones quirlrgicas
importantes, como en la correccién de la trans-
posicién de grandes arterias, los cirujanos des-
trulamos —tedricamente— estas supuestas es-
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tructuras y en el postoperatorio los pacientes
conservaban el ritmo sinusal. Me gustaria co-
nocer la opinién del Dr. Cosin al respecto.

J. Caosin: En el momento actual, mi opinién so-

bre los haces internodales es que existen unas
vias de conduccidén preferenciales en las auri-
culas, lo cual no implica en modo alguno que
se trate de un tejido especifico diferente al auri-
cular banal. Se sabe que hay dos tipos de cé-
lulas auriculares, una de respuesta rapida y
otra de respuesta lenta, y jalonando la aurf-
cula existirian algunas zonas donde habrfa
mas células de este tipo. No se trata de una
estructura anatémica, sino de una facilitacion
funcional, probablemente relacionada con los
principios de la anisotropia miocérdica.
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Introduccion

Tal como indica Lebovitz en un reciente articu-
lo, la investigacidn clinica y béasica scbre hipo-
glucemiantes orales se ha intensificado marca-
damente desde 1980 hasta nuestros dias. Entre
las causas que este autor destaca figuran: a) el
mejor conocimiento de la regulacién del meta-
bolismo de la glucosa y del mecanismo de ac-
cion de la insuiina; b} los avances realizados en
la comprensién de la fisiopatologia de la diabe-
tes mellitus, y ¢) los progresos recientes en la
farmacologia de la sulfonilureas.

Las sulfonilureas forman una de las familias
de hipoglucemiantes crales, ampliamente utili-
zados en el tfratamiento de la diabetes mellitus
tipo 1l o diabetes de la madurez. El efecto hipo-
glucemiante de estos farmacos fue descubier-
to casualmente por Janbon et al2 durante la
Segunda Guerra Mundial, al abservar cuadros
de hipoglucemia en pacientes tifaideos tratados
con cierta sulfonamida modificada. Experimen-
tos llevados a cabo por Loubatiéres en ani-
males permitieron establecer que la accién hi-
poglucemiante de la sulfonamida modificada
tenia lugar por estimulacidn de la secrecién de
insulina3,

La primera sulfonilurea utilizada en la clinica
fue la carbutamida, en realidad un agente anti-
microbiano bastante téxico que cayd pronto en
desuso. En la década de los afnos cincuenta apa-
rece ta tolbutamida, sulfonilurea de uso muy ex-
tendido y con frecuencia empleada como mo-
deio y referencia en estudios sobre las acciones
metabdlicas de estos fArmacos.

*Este trabajo ha sido realizado con Ayudas del Fondo de {r-
vestigaciones Sanitarias de la Seguridad Sccial, Instituto Ne-
cional de la Salud, y de la Comision Asesora para la Investi-
gacion Cientffica y Técnica.

La estructura guimica general de estos hipo-
glucemiantes orales se muestra en la figura 1.
Son arilsulfonilureas con substituciones en los
grupos benceno y urea. Sin entrar en detalles
estructurales, en una primera generacion de es-
tos farmacos podemos incluir a la tolbutamida,
clorpropamida, tolazamida y acetohexamida.
Posteriormente se desarrollaron 1as ilamadas sul-
fonilureas de la segunda generacidn, caracteri-
zadas por poseer en su estructura substituyen-
te mas lipofflicos que dan-a la molécula original
una mayor potencia hipoglucemiante. En este
grupo podemos incluir a la glibenclamida, gli-
picida y glibornurida, entre otras.

Si bien est4 fuera de toda duda que la accidn
hipoglucemiante de las sulfonilureas tras su ad-
ministracion aguda tiene lugar por la liberacién
de la insulina preformada presente en las célu-
las beta del pancreas?, el mecanismo de la ac-
cidn hipoglucemiante en los tratamientos cré-
nicos es todavia motivo de controversia®6,
Numerosos estudios han demostrado que en los
pacientes diabéticos tratados con sulfonilureas
durante semanas ¢ meses, en muchas ocasio-
nes la mejorfa en la glucemia no se acompafia
de un aumento de la concentracién de la insu-
lina circulante. Ellc parece indicar que la accién
hipoglucemiante de las sulfonilureas en los tra-
tamientos crénicos tienen que ver con acciones
extrapancreaticas de estos farmacos, ejercidas
sobre el higado o los tejidos periféricos’®,

Ry S0p-NH-CO-NH=-R»

L

fig. 1. Estructura quimica general de las sulfonilureas.
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Potenciacién
de la accién de la insulina
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@’ ) G’) Tejidos

Higado ~—Zgm Glucemia —Z g periféricos

~ .
~ <

Accion directa
de las sulfonilureas

Fig. 2. Posibles mecanismos generales de accion de
las sulfonilureas a nivel extrapancreatico.

Una aproximacion esquematica a este proble-
ma se muestra en la figura 2. La glucemia en
un momento determinado es el resultado de la
produccién hepética de glucosa y del consumo
de la misma en los tejidos periféricos (musculo
y tejido adiposo, fundamentalmente). Dos po-
sibles mecanismos podrian explicar la disminu-
cién de la glucemia llevada a cabo por las sul-
fonilureas actuando a nivel extrapancredtico: por
accion directa de las sulfonilureas, disminu-
yendo la produccidn hepética de glucosa y/o
aumentando su consumo a nivel periférico,
mientras que el mecanismo de accién apunta-
do por los autores esta relacionado con la po-
tenciacion de la accion de la insulina'®12, Es
bien sabido que esta hormona bloguea a nivel
hepético la produccidn de glucosa, y que a ni-
vel de tejidos periféricos estimula, en general,
el consumo de este azlcar. En la literatura se
pueden encontrar evidencias experimentales y
clinicas que apoyan cada uno de los dos meca-
nismos generales de accion propuestos.

En cuanto al modo por el cual las sulfonilu-
reas ejercen su efecto potenciador de la accién
de la insulina, pueden distinguirse dos corrien-
tes de opinidn. Hace unos arios, gand gran acep-
tacidn la hipotesis que localizaba el mecanismo
potenciador en el receptor de la insulinal®14, £l
tratamiento con sulfonilureas de pacientes con
diabetes tipo Il provoca en muchos casos un
aumento de la sensibilidad a la insulina, gue se
relaciond con un aumento del ndrero de recep-
tores para esta hormona, en estudios llevado a
cabo en monocitos circulantes’ ¢ en fibroblas-
tos!®, Sin embargo, resultados discrepantes
aparecidos en la literatura hicieron que esta hi-
pétesis perdiera aceptacién.

La otra hipétesis, gue es hoy mayoritariamen-
te compartida, sitia el efecto potenciador de
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las sulfonilureas sobre la accion de la insulina
al nivel dencminado postreceptor, es decir, afec-
tando el metabolismo hepatico o de los tejidos
periféricos, de tal modo que la accién de la in-
sulina sobre estos tejidos estd marcadamente
reforzadais1s,

Con todo, un paso importante en el conoci-
miento del modo por el cual las sulfonilureas me-
joran los niveles de glucemia en los tratamien-
tos crénicos, ha venido dado por la aplicacién
de técnicas isotdpicas que permiten medir si-
multdneamente en pacientes diabéticos trata-
aos con estos farmacos la produccién hepatica
de glucosa y su consumo por los tejidos pe-
riféricos. Los resultados de De Fronzo y Simon-
soni? indican que las sulfonilureas mejoran la
tolerancia a la glucosa en los tratamientos cro-
nicos por disminucién de la produccion de glu-
cosa en el higado.

Sin embargo, esté por determinar ef meca-
nismo por el cual las sulfonilureas reducen la
formacién de glucosa en el higado. Basandonos
en una serie de evidencias indirectas, hace unos
afos Nos propusimos en nuestro laboratorio exa-
minar la influencia de las sulfonilureas sobre los
niveles hepéticos de fructosa 2,6-bisfosfato
(F-2,6-P,). Mencionaremas que el F-2,6-P, es
un nueve Metabolito regulagor descubierto en
1980 por Hers et al en Bruselas, y que parece
jugar un pape! muy relevante en el control de
los flujos metabdlicos glucolitico y gluconeogé-
nico en el higado?2! Este metabolito, cuya
concentracién hepatica se sitlia entre 2 y 20 uM,
constituye el mas potente activador conocido de
la 6-fosfofructo 1-cinasa y es ademas un inhibi-
dor alostérico de la fructosa 1,6-bifosfatasa?223,
La concentracién hepética de F-2,6-P, esta
bajo control hormonal42.23, habiéndose estable-
cido una estrecha relacién directa entre los ni-
veles de este metabolito regulador y la veloci-
dad de! flujo glucolitico en diferentes tejidos,
incluido el higado. Asi mismo, en este drgano,
niveles elevados de F-2,6-P, se corresponden
en general con una disminucion del flujo gluco-
necgeénico, y viceversa.

Material y métodos

Nuestros estudios se realizaron en prepara-
cicnes de hepatocitos aislados de rata, obteni-
dos por perfusién del higado con colagenasa<4.

Los hepatocitos asi obtenidos se incubaron en
medio Krebs-Henseleit en presencia de glucosa
10 mM, a 37 °C, con agitacion {100 golpes/
min) y en ambiente de carbdgenc (95 % 0s y
5 % COy). Las sulfonilureas, a concentracio-
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Fig. 3. Curso en el tiempo dél efecto de fa tolbutami-
da (I mM) sobre los niveles de F-2.6-P2 en hepato-
citos aislados de rata. Las células fueron preincuba-
das en medio Krebs-Henseleit en presenicia de glucosa
(10 mM), antes de adicionarles salino (O) o tolbuta-
mida (@®). Los valores son la media * EEM de tres
experimentos. Los asteriscos representan diferencias
estadfsticamente significativas (test de la f de Student)
entre los hepatocitos control y los incubados con tol-
butamida (*p<0,05;, **p<0,01).

nes situadas en el rango de las detectadas en
pacientes tratados crénicamente con estos
férmacos?s, se afadieron directamente a la
suspensién de hepatocitos. La gluconeogénesis
se midid por fa conversién de piruvato (U-14C)
en glucosaZ®. La concentracién celular de F-
2,6-P, se estimd seglin métodos enzimaticos
habituales?’.

Resultados

Tal come muestra la figura 3, la presencia de
tolbutamida (1 mM) en el medio de incubacidn
provocd a los pocos minutos un aumento pro-
gresivo de los niveles de F-2,6-P;, desde un va-
tor de 14,6 + 1,3 nmel/g de células a tiempo O
min hasta valgres de 18,0 0,58 nmol/g de
células tras 16 min de incubacidn (p<0,05;
n=4 experimentos). En este momento de la in-
cubacion, la concentracion de F-2,6-Pz en los
hepatocitos tratados con tolbutamida fue un
45 % mas elevada que la medida en los hepa-
tocitos control.

La acumulacién de F-2,6-P,» en los hepato-
citos causada por la tolbutamida fue depen-
diente de la concentracidn de sulfonilurea

Fig. 4. Efecto de diferentes concentraciones de tol-
butamida sobre la gluconecgénesis basal y sobre los
niveles de F-2,6-P» en hepatocitos aislados de rata.
Las céiulas fueron incubadas durante 30 minutos en
medio Krebs-Henseleit con glucosa 10 mM, en ausen-
cia 0 en presencia de las concentraciones indicadas
de suffonilurea. Al cabo de este tiempo, el precursor
gluconeogénico piruvato (U-19C) (2 mM) fue anadido
al medio de incubacion; 10 minutos mds tarde, se to-
maron alicuotas de la suspensidn de células para va-
forar en eflas el F-2,6-P2. La gluconeogénesis se ex-
presa en micromoles de piruvato (U-14C) convertidos
en glucosa g de células y en 20 minutos. Los valores
son la media + EEM de 4 experimentos. Los asteris-
cos representan diferencias estadisticamente signifi-
cativas (test de la t de Student) entre los hepatocitos
incubados en ausencia y en presencia de sulffonilu-
rea (*p<0,05, **p<0,01).

empleada. En la figura 4 puede observarse
coémo una concentracion de tolbutamida de
0,2 mM ya provocé un pequeho pero estadisti-
camente significativo aumento de la concentra-
cién de F-2,6-P, en relacién con los niveles de
este metabolito medidos en hepatocitos incuba-
dos en ausencia de sulfonilurea (11,66 + 1,28
versus 9,45 + 1,16 nmol/g de células; n=4 ex-
perimentos; p<0,05). En la misma figura 4 se
muestra cémo simultdneamente con el incre-
mento de los niveles de F-2,6-P,, con tolbuta-
mida 0,5 mM, concentracién situada en el in-
tervalo de los valores detectados en el plasma
de pacientes diabéticos tratados crénicamente
con este farmaco?s, la gluconeogénesis basal
fue inhibida en un 35 % (0,77 + 0,05 versus
1,18 +0,13 umol de piruvato (U-14C) converti-
dos en glucosa/g de células x 20 minutos; n=4
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Fig. 5. Efecto de diferentes concentraciones de tol-
butamida sobre la gluconeogénesis estimulada por
una concentracion subdptima de giucagon (0,3 nM)
(A) y sobre fos niveles de F-2,6-P2 (B), en hepatoci-
tos aislados de rata incubados en ausencia (circulos)
¢ en presencia (tridngulos, de insulina 1 nM. Las cé-
lulas se aistaron de ratas normalmente alimentadas
y fueron incubadas en medio Krebs-Henselejt con glu-
cosa 10 mM durante 30 minutos. Al cabo de este tiem-
po, el glucagén y el precursor gluconeogénico, asi
como Ia tolbutamida o el salino, fueron afiadides a la
suspension de células. Cuando la insulina estuvo pre-
sente en la incubacion, ésta se afiadio 3 minutos an-
tes que el glucagon. Los valores son la media + EEM
de 5 experimentos. Los asteriscos representan dife-
rencias estadisticamente significativas entre fos hepa-
tocitos incubados en ausencia y en presencia de in-
sufina ("p<0,05; *"p<0,01). La gluconeogénesis se
expresa en micromoles de piruvato (U-19C) converti-
dos en glucosa/g de células por 20 minutos.
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experimentos; p<0,01). Ademas en esta serie
de experimentos se pudo establecer una estre-
cha relacién inversa entre la concentracion de
F-2,6-P2 en los hepatocitos y la velocidad del
flujo gluconeogénico (r=0,953; n=4 experimen-
tos; p<0,01).

Tai como se ha mencionado, las sulfoniiureas
pueden también afectar el metabolismo hepé-
tico de {a glucosa potenciando Ia accidn de la
insulinalt12, £n este sentido, estudiamos el
efecto combinado de la insulina y de |a tolbuta-
mida tanto sobre l0s niveles de F-2,6-P» coma
sobre el flujo gluconeogénico, en hepatocitos in-
cubados con una concentracion subdptima de
glucagén (0,3 nM). Es bien conocida la capaci-
dad de la insulina para antagonizar los efectos
metabdlicos de concentraciones subdptimas de
glucagone,

En la figura 5A se muestra c6mo concentra-
ciones crecientes de tolbutamida provocan la
progresiva inhibicién del flujo gluconeogénico en
los hepatocitos tratados con glucagdn. Asi mis-
mo, esta sulfonilurea fue capaz de potenciar la
conocida accién inhibidora de la insulina sobre
la gluconeogénesis estimulada por esta hormo-
na hiperglucemiante.

En justa correspondencia con los datos pu-
blicados en la literatura223, |os niveles de F-
2,6-P» medidos en los hepatocitos tratados con
glucagdn muestran una marcada disminucion
{fig. 5B). Sin embargo, la presencia de tolbuta-
mida en el medio de incubacién, simultdnea-
mente con su efecto inhibidor de la gluconeo-
génesis, incrementd los niveles celulares de
F-2,6-P3, muy disminuidos por efecto de esta
hormona. La tolbutamida potencid también la
accion de la insulina incrementando los niveles
celulares de este metabolito regulador (fig. 5B),
ya que la presencia conjunta de insulina y tol-
butamida en el medio de incubacion provocd
un mayor aumento de los niveles de F-2,6-P»
en los hepatocitos que cuando actuaron cada
uno de estos agentes por separado.

Comentario

Como ya hemos indicado, estudios ilevados
a cabo tanto in vivol81® como in vitro’ 2 han
demastrado que las sulfonilureas pueden dis-
minuir la produccién hepatica de glucosa por
accién directa sobre el higado. Ademas, exis-
ten evidencias de que estos farmacos pueden
potenciar la accién de la insulina sobre el
metabolismo de la giucosa en diferentes teji-
dos®17.18, Sin embargo, el mecanismo por el
cual las sulfonilureas ejercen sus acciones me-
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tabdlicas en tejidos extrapancreaticos es toda-
via motivo de controversialb,

Recientemente, resultados obtenidos por
nuestro grupo?’.2% y también en el laboratorio
de Kaneko323! han mostrado cémo las sulfoni-
lureas pueden incrementar los niveles de F-2,6-
P», respectivamente, en hepatocitos aislados
de rata'y en preparaciones de higado perfundi-
do. De acuerdo con el papel relevante de este
metabolito en el control de los flujos glucolitico
y gluconeogénico en el higado, el aumento de
los niveles de F-2,6-P, causado por las sulfo-
nilureas se acompafa de una aceleracién de la
produccién de lactato, asi como de una inhibi-
cion de la gluconeogénesis hepética, tal como
se ha mostrado en este trabajo. Hay que afa-
dir que resultados semejantes se han obtenido
con hepatocitos aislados de ratas diabéticas por
tratamiento con aloxana o estreptozotocina?e,

Asi pues, si el mecanismo de accién aqui des-
crito fuese operativo in vivo en el animal diabé-
tico podria dar cuenta tanto de los efectos di-
rectos de las sulfonilureas disminuyendo la
produccién hepética de glucosa, como de la ac-
cién potenciadora de la insulina ejercida por es-
tos farmacos a nivel hepatico. De esta forma,
las sulfonilureas podrfan ejercer su accién hi-
poglucemiante en los tratamientos crénicos in-
dependientemente de su accidn a nivel pan-
credtico,

Evidentemente, guedan todavia muchas in-
cbgnitas por resolver acerca de la accion de las
sulfonilureas a nivel extrapancreédtico. Una de
ellas es sin duda saber cémo las sulfonilureas
incrementan los niveles hepéticos de F-2,6-Po.
Uno de los aspectos de las acciones de estos
farmacos estd siendo actualmente investigado
en nuestro laboratorio.

BIBLIOGRAFIA

1. Leeovitz HE. Oral hypoglycemic agents. En: Alber-
ti KGMM, Krall L, eds. The Diabetes Annual. Ams-
terdam, Elsevier, 1985; 93-110.

2. JaNBON M, CHAPTAL J, VEDEL A. SCHAAP J. Accidents
hypoglycemiques graves par un sufamidothiadia-
zol. Montpell Med, 1942; 21-22: 441-444,

3. Lousatieres A. The discovery of hypoglycemic sul-
fonamides and particularly of their action mecha-
nism. Acta Diabet Lat 6 (supl 1): 1969; 20-56.

4, Grobsky GM, EpsTeiN GH, FANSKA R, KAram JH.
Pancreatic actions of sutfonylureas. Fed Proc 1977;
36:2.714-2.719.

5. FELoMAN JM, LeBoviTz HE, Appraisal of the extra-
pancreatic actions of sulfonylureas. Arch Intern
Med 1969; 123:314-322.

6. KolTERMAN OG, GRAY RS, SHAPIRO G, SCARLETT JA,
GRIFFIN J, OLEFsky JM. The acute and chronic ef-
fects of sulfonylurea therapy in Type |l diabetics
subjects. Diabetes 1984; 33:346-354.

7. Levey GS. The effects of sulfonylureas on perip-
heral metabolic processes. Fed Proc 1977; 36:
2.720-2.273.

8. Daviporr F. Hepatic effects of oral hypoglycemic
drugs. Fed Proc 1977; 36:2.724-2.727.

9. Lesovitz HE, Feinaos MN. Sulfonylurea drugs:
mechanisms of antidiabetic action and therapeu-
tic usefulness. Diabetes Care 1978; 1:189-198.

10. CowweLL AR. Potentiation of insulin action on the
liver hy tolbutamide. Metabolism 1964; 13:
1.310-1.317.

11. BiumenTtHAL SA. Potentiation of the hepatic action
of insulin by chlorpropamide. Diabetes 1977; 26:
485-489,

12. SALHANICK Al, KoNnowiTz P, AMATRUDA JM, Potentia-
tion of insulin action by a sulfonylurea in primary
culture of hepatocytes from normal and diabetic
rats. Diabetes 1983; 32:206-212.

13. OLersky JM, Reaven GM. Effects of sulfonylurea
therapy on insulin binding to mononuclear leukocy-
tes of diabetis patients. Am J Med 1976; 60:89-95.

14. Fenaclos MN, Lesovitz HE. Sulfonylureas increa-
se the number of insulin receptors. Nature 1978;
276: 184-186.

15. PrINCE MJ, OLEFsky JM. Direct in vitro effect of a
sulfonylurea to increase human fibroblast insulin
receptor. J Clin Invest 1980; 66:608-611.

16. Pover C, FeLoMaN J. Effect of chronic tolbutamide
administration on normal and obese-hypergly-
cemic mice: evidence for post-receptor potentia-
tion in insulin action. Res Commun Chem Pathol
Pharmacol 1982; 35:355-359.

17. WarD G, Harrsion LC, PROIETTO J, AiTken P Nau-
Kervis A. Gliclazide therapy is associated with po-
tentiation of postbinding insulin action in obese
non-insulin dependent diabetic subjects. Diabe-
tes 1985; 34:241-246.

18. ManpariNo NJ, GericH JE. Prolonged sulfonylurea
administration decreases insulin resistance and
increases insulin secretion in non-insulin depen-
dent diabetes mellitus: evidence for improved in-
sulin action at a postreceptor site in hepatic as well
as extrahepatic tissues. Diabetes Care 1984; 7
(supl 1):89-99.

19. De Fronzo RA, Simonson DC. Oral sulfonylurea
agents suppress hepatic glucose production in
non-insulin dependent diabetic individuals. Dia-
betes Care 1984; 7 (supl 1):72-80.

20. HErs HG, VAN ScHAFTINGEN E. Fructose 2,6-
bisphosphate: 2 years after its discovery. Biochem
J 1982; 206:1-12.

21. Hers HG, HuEe L. Gluconeogenesis and related as-
pects of glycolysis. Ann Rev Biochem 1983;
52:617-653.

22. PiLkis SJ, EL-MAGHRABI MR, MCGRANE M, PILKIS J.
Fox E. Fructose 6-phosphateffructose 1,6-bisp-

6l



S.ER'LL Y J.V. CASTELL

hosphate substrate cycle. Mol Cell Zndocrino
1982; 25:245-266.

23. Uveoa K, Furuya E, RicHarDs CS, Yokorama M.
Fructose 2-6-P»: chemistry and biological func-
tions. Mo! Cell Biochem 1982; 48:97-120.

24. Feuu JE, HUEe L, Hers HG. Hormonal control of
pyruvate kinase activity and of gluconeogenesis
in isolated rat hepatocytes. Proc Natl Acad Sci
USA 1976; 73:2.762-2.766.

25, MEWANDER G, SARTOR G, WAHLIN E, SCERsTEN B,
Birzen PO. Serum tolbutamide and chlorpropa-
mide concentrations in patients with diabetes me-
llitus. Br Med J 1978; 1:142-144.

26. Feuu JE, MoJENA M, SILvESTRE RA, MonGE L, MaR-
co J. Stimulatory effect of vasoactive intestinal
peptide on glycogenolysis and gluconeogenesis in
isolated rat hepatocytes: Antagonism by insulin.
Endocrinclogy 1983; 112:2.120-2.125.

27. Monge |, MoleNa M, OrTEGA JL, SamPER B, CABE-

DISCUSION

LLo MA, FELu JE. Chlorpropamide raises fructo-
se 2,b-bisphosphate concentration and inhibits
gluconeongenesis in isolated rat hepatocytes. Dia-
betes 1986; 35:89-96.

28. ExTon JH, MaLLETTE LE, JEFFERSON LS, WoneG EHA,
FriEoMAan N. Hormonal control of hepatic gluco-
neogenesis. Rec Prog Horm Res 1970; 26:
411-457.

29. CaeLLo MA, Monge L, OrTega JL, SAMPER B, Ft-
Liu JE. Effect of glipizide on hepatic fructose 2,6-
bisphosphate concentration and glucose metabo-
lism. Metabolism 1987 (en prensa).

30. MaTsuTant A, Kaku K, Kaneko T. Tolbutamide sti-
mulates fructose 2,6-bisphosphate formation in
perfused rat liver. Diabetes 1984; 33:495-498.

31. Kaku K, Matsupa M, Matsutant A, Kanexe T. Ef-
fect of tolbutamide on fructose 6-phosphate 2-
kinase and fructose 2,6-bisphosphatase in rat li-
ver. Biochem Biophys Res Commun 1986;
139:687-692.

JV. CasTELL: Tengo una pregunta inmediata a
hacer. No sé si lo ha mencionado pero creo
entender que este tipo de respuesta se ha ob-
tenido con hepatocitos nomales. ;Es asi?

J.E. FELIU: Si, y también con hepatocitos oote-
nidos de ratas diabéticas.

L. AGUILERA: ;Y cdmo responden los hepatoci-
tos de ratas diabéticas? ;jmejor?, ;peor?, ide
forma similar?, jes reproducible?

J.E. FEULU: Es reproducible en tanto no exista
acetosis. En hepatocitos obtenidos de ratas
diabéticas sin cetoslis, existe un aumento de
la concentracidn de fructosa 2,6-bifosfato pa-
tente y reproducible por la accién de las sul-
fonilureas. Légicamente los resultados aquf
presentados se refieren a estudios llevados a
cabo con hepatocitos aislados mantenidos en
suspensién, pero ;qué ocurre en hepatocitos
cultivados cuando se exponen a las sulfonilu-
reas durante varios dias?

Lo que hemos visto en células aisladas, pue-
de ocurrir también en el animal con diabetes
inducida con estreptotocina y en pacientes tra-
tados con sulfonilureas.

J. BiGoRrA: Me ha parecido entender que la
teoria de los receptores estaba en descredito;
sin embargo, hay también datos gue la apo-
yan. Mi pregunta seria si ambas teorias son
combinables o mejor dicho si vislumbra usted
la posibilidad de gue sean combinables.

J.E. FELU: Exactamente. Ese es un punto muy
interesante. Se sabe gue las sulfonilureas no
aumentan la insulinogénesis, segln se ha de-
mostrado en animales tratados con estos far-
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macos, y en cultivos de células betapancrea-
ticas. Es decir, [a cantidad de insulina que sin-
tetiza el pancreas de un animal no aumenta
al tratarlo durante semanas con sulfonilureas,
sino que la insulinogénesis incluso puede dis-
minuir. En los estudios encaminados a evaluar
la influencia de las sulfonilureas sobre el nd-
mero de receptores de insulina en los mono-
citos circulantes de pacientes tratados con es-
tos farmacos, es importante tener en cuenta
la insulinemia previa al tratamiento, que en ge-
neral estd normal o elevada en el paciente con
diabetes tipo i, que suele presentar resistan-
cia a la insulina. Asi, en el caso de existir hi-
perinsulinemia habré una disminucién del nd-
mero de receptores de insulina en los tejidos
diana por un fenémeno de down regulation.
Por tanto, tras un tratamiento crénico con sul-
fonilureas gue provocara una disminucion de
la insulinogénesis y de la insulinemia, serfa
pues de esperar un aumento del nimero de
receptores en las células de los tejidos perifé-
ricos 0 un fendmeno de up regulation. Ade-
maés, hemos de considerar el hecho demos-
trado de que el tratamiento con sulfonilureas
disminuye la resistencia a la insulina del higa-
do y tejidos periféricos por un mecanismo si-
tuado a nivel postreceptor, es decir, modifican-
do de alguna forma el metabolismo celular,
con la gue los requerimientos de insulina dis-
minuyen. De este modo se provocaria también
un descenso de la insulinemia, 10 que en con-
secuencia aumentarfa el nimero de recepto-
res de insulina en los tejidos diana.
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J. GoNzALEZ DE Dios: Es curioso observar cémo
en pocos afnos se ha pasado de atribuir todos
jos efectos al funcionalismo de la célula beta,
después se centraron en ei papel de los re-
ceptores periféricos y actualmente se habla de
los efectos a nivel hepatico. Recuerdo que
hace algtn tiempo se hablaba de la diabetes
asociada a los distintos tipos de acantosis
nigricans de una forma bastante esquemati-
zada en cuanto al nivel etiolégico de la pato-
logia, ya fuera prerreceptor, receptor o pos-
treceptor. Quisiera preguntar al Dr. Feliu qué
gueda hoy dia de estas teorfas.

J.E. FELIU: Como pasa en todas las ramas de
la ciencia, y el estudio de la diabetes no es
una excepcion, existen corrientes de opinién
que van modificandose en funcién de los da-
tos experimentales, es decir, cualquier des-
cubrimiento nuevo pretende justificar todo lo
anterior.

La causa de la diabetes que aparece aso-
ciada a la acantosis nigricans tipo A o tipo B
es todavia motivo de estudio. Hay datos que
apoyan la posibilidad de que en estos sindro-
mes complejos exista una disminucién del nd-
mero de receptores. En otros casos lo que dis-

minuye es la afinidad del receptor, y en otros
no se afecta ninguno de ambos aspectos; en-
tonces lo que se postula es que la lesion est
en la generacion de la sefial por el receptor.
Se sabe que el receptor tiene una capacidad
autofosforilante, y parece ser en que algunos
casos de diabetes por acantosis nigricans tipo
B, ni et nmero ni la afinidad de los recepto-
res ha cambiado, lo que ocurre es que el re-
ceptor ha perdido la capacidad autofosforilan-
te. Si ésta es la causa de la diabetes o de la
falta de respuesta a la insulina, es algo que
estd todavia en estudio. Ademds, y esto es
muy reciente, en los tltimos meses Shaltiel,
en EE.UU., y José M.? Mato en Espafa han
descrito un probable oligosacéarido que se ge-
nera por tratamiento de células con insulina
y que es capaz de simular las acciones de la
misma. Este oligosacarido podria ser, y esto
es solo hipotético, ese segundo mensajero de
la insulina cuya busqueda ha ocupado a un
gran nimero de investigadores durante mu-
chos anos. Entonces puede légicamente ha-
ber diabetes por falta de generacién del se-
gundo mensajero, Este sigue siendo un tema
abierto a la investigacion.
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Estudio clinico experimental
de la reparacion Osea

F. Girvent

Servicio de Traumatologia. Hospital de Sabadell, Clinica Santa Fe. Sabadell. Barcelona.

El callo 6seo constituye una concatenacién de
fendmenos que se desencadenan después de la
lesién mecanica del hueso. En este proceso pue-
den influir multiples causas, tanto locales (ten-
sidn mecanica, vascularizacion del huese, tipo
de hueso, etc.), como generales (edad, enfer-
medades sistémicas, farmacos, efc.). La forma-
cidn, esponténea, del callo éseo tiende a la con-
solidacién de la fractura. Las manipulaciones del
foco de fractura que realiza el cirujano para ob-
tener una restitucién anatémica del hueso, que
permite una funcién correcta, tienden a entor-
pecer este fenémeno, en mayor 0 menor cuan-
tia, dependiendo de la técnica utilizada. Como
ilustracién de esta idea, observamos con el Dr.
J. Huguet cdmo en las ratas albinas las fractu-
ras aleatorias de huesos diafisarios de la pata
posterior siempre curaron con un exuberante ca-
llo dseo, aunque con evidentes deformidades
anatémicas de todo tipo, especialmente con
gran acortamiento del miembro (fig. 1). Aunque
este experimento no sea extrapolable, aporta da-
{os acerca de la espontaneidad del proceso y
cémo las manipulaciones para obtener una bue-
na reduccién, en aras de una correcta funcién,
pueden entorpecer €l proceso de curacién, al
fesionar la vascularizacién y alterar mecanica-
mente la zona.

Comportamiento del callo éseo

Estudios experimentales

Junio con el Dr. Domingo, postulamos que era
posible trasplantar un fragmento de perigstio hi-
pertrofiado previamente por una irritacidén qui-
mica del hueso, a una zona de hueso resecado
y excluida mecdnicamente por una ostecsinte-
sis estable, para asi observar su capacidad os-
teogénica.

Tomamos como animal de experimentacién
al perro, fundamentalmente por motivos de dis-

ponibilidad, y realizamos una reseccion 6sea de
2 cm en la digfisis femoral, estabilizandola me-
diante un clavo intramedular fijado a! hueso por
tres tornillos a cada lado de la osteotomia.
En los casos en que el montaje era estable,
se observd un progresivo engrosamiento de la
cortical ésea en fa zona de anclaje, con reab-
sorcion del hueso de la zona mecénicamente
excluida (fig. 2); en estos casos se realizé el tras-
plante de periostic hipertrofiado en un grupo,
dejando el resto de testigo, obteniéndose asi una
consolidacién dsea significativamente superior
a la del grupo testigo. Las biopsias seriadas del

Fig. 1. Osteosintesis estable. Obsérvese la reabsorcion
Osea en la zona mecanicamente excluida y el engro-
samiento en las zonas de anclaje dseo.
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Fig. 2. Osteosintesis inestable. Gran reaccidn perids-
tica que acaba por pontear el drea de reseccidn dsea.

Fig. 3. Evolucion espontéanea a la consolidacion de una
fraciura aleatoria del fémur de una rata de laboratorio.

Fig. 4. A: osteosintesis rigida. Espongializacion de las corticales mecanicamente excluidas. B: osteosintesis eldsti-
ca. Gran respuesta peridstica con engrosarmiento de las corticales.

tejido trasplantado mostraron una superviven-
cia de (as células periosticas.

Si por el contrario el montaje no era estable,
se provocaba una reaccion peridstica progresi-
va, periostitis mecanica que acaba por englo-
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bar al material de osteosintesis muchas veces
hasta conseguir la consolidacion dsea del foca
de ostectomia (fig. 3).

Independientemente del objetivo inicial, el
trasplante de periostio hipertrofiado, observamos
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como la exclusion del hueso del area de influen-
cia mecanica comporta una reabsorcion dsea.
Esto nos hace ser criticos con los sistemas de
fijacion dsea excesivamente rigidos, que secues-
tran de forma excesiva la tensidén mecénica en
el foco de fractura.

Estudios clinfcos

La observacién de la evolucién radiologica de
los callos de fractura en la clinica nos permite
ver que cuanto mas rigido es el mecanismo de
contencion del hueso, menor y en general mas
lento es el callo obtenido, e incluso en las fija-
ciones con placas se observa una reabsorcion
de las corticales sometidas a osteosintesis, fe-
némeno denominado espongializacion, produ-
cido por reabsorcién 6sea (fig. 4A). Los fijado-
res externos rigidos con frecuencia provocan
retardos de consolidacién, e incluso seudoar-
trosis, por excesivo blogueo de la tensién me-
canica de compresién-distraccion en el foco de
fractura. Los métodos de estabilizacion ésea que
producen callos dseos exuberantes son los que
permiten una compresién axial intermitente y
una carga precoz, con lo cual el proceso de re-
paracion 6sea se efectla en el contexto de una
carga progresiva, con lo que se obvian los pro-
blemas de distrofia osteomusculocutanea
producidos por la falta de estimulo mecénico.
A este grupo pertenecen los enclavados intra-
medulares (Kuntscher, Enders, etc.) y los fija-
dores externos como el de llizarov. También pro-

DISCUSION

ducen callos éseos los yesos clasicos con car-
ga precoz y los funcionales (fig. 4B).

Conclusiones

El callo 6seo es un proceso activo que se de-
sencadena en el momento de la lesidn dsea, in-
fluenciado por mdltiples factores locales y ge-
nerales. Entre los factores locales, son muy
importantes la calidad y cantidad de tensién me-
cénica a que se somete, demostrandase tanto
clinica como experimentalmente que esta ten-
sién mecanica sobre el callo dseo representa un
estimulo osteogénico, especialmente la traccién-
compresidn intermitents, |0 que se consigue
mediante un sistema de contencion del hueso
que no la bloquee y a la vez permita una utili-
zacidn precoz y progresiva del miembro afecto.
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F.J. GonzALEZ DE Dios: Aparte de los factores lo-
cales que influyen sobre el callo dseo, como
la vascularizacién y el factor mecanice, recien-
temente se han descrito los posibles efectos
beneficiosos de la electricidad. Me gustarfa co-
nocer su opinién sobre las potenciales aplica-
ciones terapéuticas de este hallazgo.

F. GirvenT: Nosotros hemos utilizado esporadi-
camente este procedimiento con fines varics.
Nosotros hemas aplicado unas corrientes fa-
radicas intermitentes en forma de pulsos cua-
drados, aunque hay otros métodos. Aparte de
lo caro y engorroso que es, no nos ha pareci-
do que se asociara a una clara diferencia en
cuanto a una mejor evolucion del callo de frac-
tura. No obstante, mi experiencia con esta téc-
nica es muy limitada. Lo que si me gustaria
recalcar es que la ausencia de estimulo me-

canico en el foco de fractura es una causa de
reabsorcion ésea. Esta observacién me pare-
ce muy importante, ya que cuando empecé
a trabajar en estos temas se decfa que lo fun-
damental era que el foco de fractura estuvie-
ra absolutamente fijo.

D. ANDREU: Me parece recordar que el efecto
principal del fluido eléctrico se ejercia sobre
los cristales de hidroxiapatita. En otro orden
de cosas, me gustaria que el Dr. Girvent nos
hiciera un peguefio resumen sobre las dificul-
tades que entrafa montar un laboratorio de
cirugia experimental.

F. GIRVENT: Personalmente tengo la suerte de
trabajar en un centro donde gracias al empe-
fio de una persona concreta, el Dr. Domingo,
existe un laboratorio de cirugfa experimental,
con muchas limitaciones, pero que nos ha per-
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mitido hacer muchas cosas. Aparte de las
fineas de investigacién que puedan desarro-
llarse, un laboratorio de este tipo es también
extraordinariamente Util como centro de for-
macion. En cuanto a los medios necesarios
para montar un centro experimental, pienso
que no se necesita gran cosa, ya que en ex-
perimentacion la modestia es buena y el em-
pezar con poco no diré que sea importante,
pero no nos tiene que frenar. Por citar un
ejemplo concreto, hubo una época en que
este centro de cirugla experimental se cerrd
por dificultades econdmicas, ya que €l man-
tenimiento de los animales con que trabaja-
mos, concretamente perros, €s muy caro; sin
embargo, con la rata es distinto, por lo que
empezamos a trabajar con ratas, pero para
manipular quirlirgicamente un animal peque-
Ao es necesario emplear la lupa. En este mo-
mento estamos haciendo microcirugia, es de-
cir, que gracias al cataclismo econdmico del
centro de cirugia experimental, actualmente
podemos afirmar que somos unc de los cen-
tros reconocidos de microcirugfa.
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J. Cosin: Me gustaria que ei Dr. Girvent comen-

tara con un poco mas de detalle el significa-
do del ejemplo que ha presentado de implante
de periostio,

F. GIRVENT: Quizd no me haya explicado muy

bien, puesto que en realidad lo que he pre-
tendido presentar es una conclusion colate-
ral de un proceso experimental. Nos plantea-
mos una hipdtesis experimental que parecia
tener cierta validez de acuerdo con los datos
de la literatura. Sin embargo, lo que observa-
mos es gue cuando se extrala un fragmento
de hueso y se mantenia mecanicamente si-
lente, el hueso no solamente no proliferaba,
sino gque se reabsorbia, y cuando esta ostec-
sintesis estable no se producia por fracaso del
procedimiento, entonces se producia esta pro-
liferacién. Este hallazgo nos llevd a dudar de
que la osteosintesis rigida, la fijacion rigida de
un foco de fractura fuera favorable para la con-
solidacién de la misma. £s decir, al seguir una
linea experimental surgieron hallazgos colate-
rales mas relevantes que el planteamiento ori-
ginal.
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Introduccion

La interaccidn de las plaquetas con el suben-
dotelic es uno de los primeros eventos gue tie-
ne lugar al desencadenarse el mecanismo de
la hemostasial2, La monocapa de células, que
tapiza los vasos sangufneos, no es reactiva para
las plaquetas y por lo tanto la adhesién de las
mismas sobre el endotelio vascular no se pro-
duce en condiciones de integridad vascular; sin
embargoe, la pérdida de una o varias células en-
doteliales produce la exposicion de la denomi-
nada matriz extracelular, cuya composicién tie-
ne propiedades activadoras. Cuando se produce
la lesidn vascular, las plaquetas circulantes en-
tran en contacto con los componentes del sub-
endotelio emitiendo seuddpodos y extendiéndo-
se sobre la zona expuesta. Las plaguetas
activadas liberan el contenido de sus granulos,
los cuales, entre otras substancias activas, libe-
ran productos que favorecen la interaccién
plagueta-plagueta, y que inician la formacién de
los agregados plaquetarios. Entre los productos
liberados por las plaquetas hay también facto-
res guimotécticos y mitogénicos, los cuales pro-
mueven la migracién y la proliferacién de las cé-
[ulas musculares lisas. Este fendmeno constituye
una importante fase en los procesos de repara-
cidn vascular, pero también se relaciona con la
patogénesis de la metastasis y la arterioscle-
1osis®5,

Se han descrito varios factores que modulan
la interaccién de las plaquetas con el subendo-
telio vascular. El transporte de las plaquetas ha-
cia la zona periférica del vaso esta influenciado
por ciertos parametros de naturaleza mecani-
ca y hemodinamica, tales como el coeficiente
de cizallamiento, el hematdcrito y el tamafio y
deformabilidad de los hematiesb8. Aparte de
estos factores fisicos, la reactividad de varios

componentes subendoteliales es asi mismo im-
portante en la interaccién de las plaguetas.

El subendotelio vascular estd constituido por
diferentes tipos de coldgenos, tejido eldstico,
proteoglicanos y proteinas tales como laminina,
nidogén, factor de von Willebrand, fibronectina
y trombospondina®1°, Ciertas proteinas plasma-
ticas estén asi mismo implicadas en la adhesion
de las plaguetas a uno o varios de los compo-
nentes del subendoteliol, Estas uniones se
producen con participacién de los receptores
especificos existentes en la membrana plague-
tarial2,

Con el fin de estudiar detalladamente los fe-
nomenos relacionados con la interaccién de las
plaguetas y el subendotelio vascular, se han de-
sarrollado varios modelos experimentales, los
cuales han tenido en cuenta los fendmenos reo-
l6gicos que en condiciones fisiolbgicas regulan
la mayor parte de estas interacciones.

De entre estos modelos experimentales de-
nominados genéricamente sistemas de perfu-
sién, los mas utilizados son el sistema de per-
fusién anular de Baumgartner y el sistema de
flujo laminar de Sakariassen.

Sistema de perfusién de Baumgartner

Consiste en un camara de pléstico en cuyo
interior se ajusta un eje, también de plastico, en
el cual se han colocado une 0 dos segmentos
vasculares evertidos. Dicho eje queda en la parte
central de la cdmara y puede ser expuesto al
contacto de sangre circulante!3. El espacic anu-
lar, calculado de forma que corresponde al lu-
men vascular humano, entre la superficie y la
camara exterior permanece constante. De esta
forma los pardmetros reclégicos como el flujo
y el coeficiente de cizallamiento pueden calcu-
larse para simular un sistema fisiolégico!416, La
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Fig. 1 Detalle de la camara de perfusion anular de
Baumgartner.

Reserverio

Bano termostatado

Fig. 2. Esquema completo del sistema de perfusion
de Baumgartner.

Fig. 3. Camara de perfusion plana (Sakariassen).

figura 1 muestra en detalle la cdmara de Baum-
gartner.

En este sistema de perfusion la sangre circula
desde un reservorio a la bomba, la cual le confie-
re la velocidad deseada; después la sangre pasa
a través de la cdmara y vuelve al reservorio. Todo
el sistema se halla termostatado a 37 °C.

En la figura 2 se puede observar un esque-
ma del sistema de perfusion anular de Baum-
gartner.
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Una vez transcurrido el tiempo de perfusion,
las plaquetas que han interaccionado con el seg-
mento vascular perfundido pueden cuantificarse
por métodos isotdpicos, en el caso de que es-
tas plaguetas hubieran estado previamente mar-
cadas con algin isétopo radiactivo, o bien pue-
den valorarse por métodos morfométrices. La
valoracién morfométrica es mucho mas exacta
y permite un estudio mas detzallado de las pla-
quetas en interaccién con el subendotelio, ya
que permite no sélo una evaluacién global del
nlimero de plaguetas, sino también conocer el
estado de estas plaguetas en interaccion!’.

Sistema de perfusién en camara plana

El modelo de perfusidn en cdmara plana (Sa-
kariassen) cansta de una cdmara de plastico de
dimensiones calculadas!® con una ranura inter-
na, modelada en el plastico de la propia cama-
ra, por la cual se hace circular la sangre impul-
sada por una bomba. En la zona interna de la
camara se coloca un cubreobjetos recubierto
con la superficie elegida para el estudio de in-
teraccién plaquetaria (fig. 3). Esta superficie
puede ser una proteina purificada o la matriz
extracelular generada por las células endotelia-
les en cultivo. Las plagquetas interaccionan con
la mencionada superficie durante el tiempao de
perfusion en las condiciones previamente fija-
das, pudiéndose estudiar la reactividad de los
distintos componentes del subendotelio?®,

La evaluacién de las plaguetas en interaccion
con la superficie perfundida se puede efectuar
de la misma forma descrita para la técnica de
perfusidn continua de Baumgartner.

La aplicacién de esta técnica de perfusién ha
sido de gran utilidad para el estudio de la con-
tribucion de los distintos componentes del teji-
do subendotelial en la adhesién de las plaque-
tas y en la formacién del trombo plaguetario2,

Utilidad de las técnicas de perfusion

El desarrollo de los métodos de perfusion ha
permitido no sélo profundizar en el conocimiento
de los mecanismos reguladores de la interac-
cion de las plaquetas al subendatelio, sino que
ademés ha sido de gran ayuda para confirmar
el diagnostico de sindromes hemorragicos pre-
viamente descritos, asi como para el estudio de
nuevas deficiencias plaquetarias y plasmaticas.

De esta forma se ha podido elucidar que la
carencia de glucoproteina Ib en la membrana
de las plaquetas en la enfermedad de Bernard
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y Soulier se correlaciona directamente con un
defecto en la adhesién de las plaquetas al su-
bendotelio vasculart, También la ausencia del
complejo glucoprotéico Hb/llla que ocurre en la
trombastenia de Glanzman se ha asociado a los
defectos de las plaquetas en cuanto a la capa-
cidad de adherirse al subendotelio una vez han
contactado con él, y a la facultad de formar
agregados®,

Por otra parte, la utilizacién de los sistemas
de perfusién bajo condiciones reoldgicas defi-
nidas ha permitido distinguir el papel de algu-
no de los factores plasméticos que se presen-
tan ausentes o deficitarios en ciertos tipos de
patologfas. Asf, se ha podido observar el papel
fundamental del factor de von Willebrand como
puente de unién entre las plaquetas y el suben-
dotelio, y que este proceso se presenta en zo-
nas del arbol vascular donde se produce un ele-
vado indice de cizallamiento, y no en otras zonas
donde los coeficientes de colisién de las plague-
tas con las estructuras del subendotelio son
menores?3,

También se han utilizado estas técnicas para
la elucidacién de los mecanismos relacionados
con las complicaciones trombéticas asociadas
a la enfermedad cancerosa, estudiandose la ac-
cién trombogénica de distintos tipos de células
tumorales humanas, asi como los factores plas-
madticos implicados en estos fenémenos de
activacién24.25,

Como una de las Ultimas aplicaciones de los
métodos de perfusién, tanto desde el punto de
vista de investigacion bésica como de futuras
perspectivas clinicas, hay que citar la utilizacién
de anticuerpos monoclonales especificos diri-
gidos contra epitopes determinados de las mo-
leculas que intervienen en los fendmenos de
interaccién de las plaquetas con el subendo-
telio?,

Por otra parte, ha sido de interés terapéutico
la informacion obtenida con estas técnicas en
cuanto a la determinacién de la potencia relati-
va de distintos tipos de farmacos antiplaqueta-
rios en la inhibicién de la interaccién de las pla-
quetas con el subendotelio vascular o de la
interaccion de las plaquetas entre si2l,
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J. CosiN: Querfa hacer un comentario de orden
préactico en relacién con las plaguetas. Existe
en cardiologia un creciente interés por la fisio-
logfa de la activacién y la agregacion plaque-
tar y su influencia en la oclusién vascular, no
solo la aguda por espasmo o por liberacion de
substancias vasoactivas, sino en la crénica por
aterosclerosis. De modo tradicional se admi-
nistran antiagregantes en aquellas situaciones
donde se sospecha que las plaquetas puedan
estar activadas, por ejemplo en los pacientes
con antecedentes de infarto agudo de miocar-
dio. Esta terapéutica se administra muchas ve-
ces de forma empirica, ya que no parece exis-
tir una prueba in vivo que permita saber en
primer fugar qué pacientes deben recibir an-
tiagregantes y en segundo fugar qué farma-
cos son Utiles en cada tipo de pacientes para
lograr ef efecto terapéutico adecuado. En con-
secuencia, da la impresién de que seguimos
una serie de modas a la espera de una reco-
mendacion definitiva.

A. ORDINAS: Estoy totalmente de acuerdo, pero
conviene tener en cuenta que nos enfrenta-
mos a una enfermedad multifactorial que es
la aterosclerosis. No se puede enfocar el pro-
blema del infarto agudo de miocardio simple-
mente intentando ajustar la dosis de un nue-
vo antiagregante mediante una prueba que
sirva de orientacién para administrar 500 mg
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0 150 mg de acido acetilsalicilico, diariamen-
te 0 a dfas alternos, efervescentes o no. Los
Ultimos estudios sobre la permeabilidad del
bypass aortocoronario sugieren que el acido
acetilsalicilico asociado a dipiridamol es la te-
rapia mas adecuada. Sin embargo, es posible
que sea la més adecuada para la prevencién
de la oclusién del bypass, pero no para la pre-
vencién de la claudicacién intermitente. Opi-
no que actualmente es imposible sentar unas
recomendaciones rigidas, por lo que cada cual
debe actuar de acuerdo con su propio crite-
rio y su experiencia, ya que extrapolar las con-
clusiones de unos ensayos clinicos multicén-
tricos a los casos concretos de cada uno no
es tan sencillo. Ademds, aparte de las plague-
tas intervienen otros muchos factores.

J. CosiN: La cuestién es que la agregacion pla-
quetaria, uno de los aspectos importantes del
problema multifactorial, es algo que de modo
crénico se nos escapa y al parecer se nos va
a seguir escapando.

A. ORDINAS: Lamentablemente, creo que efec-
tivamente asf es.

F.J. GonzALEZ DE Dios: En relacién con la pre-
gunta anterior y con respecto al &cido acetil-
salicilico, jtiene algo que ver la diferencia de
dosis? ;Podria usted comentar este «didlogo»
que se dice que existe entre la plaqueta y la
pared vascular?
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A. ORrRDINAS: Hace ya algtin tiempo, al profun-
dizar en el estudio del metabolismo de las
prostaglandinas se comprobé que el produc-
to final del mismo en la plaqueta era el trom-
boxano, que es un potente vasoconstrictor y
ademds es proagregante plaquetario. Por el
contrario, a nivel endotelial el metabolismo de
las prostaglandinas es similar al de las plaque-
tas, pero el producto final en lugar de ser el
tromboxano es la prostaciclina.

La prostaciclina es el antiagregante mas po-
tente que se conoce y ademds es un vasodi-
latador. Tanto el tromboxano como la prosta-
ciclina proceden del 4cido araquiddnico a
través de la via de la ciclooxigenasa, y el aci-
do acetilsalicilico bloquea esta enzima, con lo
cual se interrumpe la sintesis de tromboxano
gue es nocivo porque es proagregante, pero
también se bloquea la sintesis de la prostaci-
clina que es antiagregante. Y de aqui surge
el dilema de qué dosis de 4cido acetilsalicili-
co administrar para intentar bloquear una via
sin afectar a la otra, aunque en realidad este
dilema es tedrico, ya que en la plagueta, dado
que la misma carece de capacidad de sinte-
sis de nuevas proteinas, el efecto del dcido
acetilsalicllico es irreversible, mientras que en
la célula endotelial el efecto se reversibiliza a
las pocas horas por su capacidad de produ-
Cir nuevos enzimas.

C. SERRANO: En primer lugar, me ha llamado la
atencién el hecho de que el hematécrito in-
fluya sobre la agregacién de las plaquetas y
la adherencia de éstas a la pared vascular. En
este contexto mi pregunta se refiere a en qué
forma el hematdcrito influye sobre esta adhe-
rencia, y en segundo lugar, quisiera pregun-
tar si los pacientes con hematdcrito elevado
tienen tendencia a una mayor agregabilidad
y serfan por tanto candidatos a un tratamien-
to con antiagregantes plaquetarios. Es decir,
si independientemente de su mayor propen-
sién a la trombosis por hiperviscosidad tam-
bién serian candidatos a tratamiento antiagre-
gante a efectos de influir sobre las plaguetas.
A. ORDINAS: La respuesta a la primera pregun-
ta se basa simplemente en principios fisicos.
Es decir, las particulas de mayor tamafio que
son los hematfes ocupan la parte central del
flujo circulatorio y empujan a particulas mas
pequefas, como las plaquetas, contra las
paredes. Si hay pocos hematies, las plaque-

tas circularan més por el centro, y su interac-
cidn con la pared vascular serd menor.

En cuanto a la segunda cuestidn, se han in-
tentado iniciar algunos ensayos multicéntricos
en pacientes con patologias tales como la he-
mocromatosis, gque cursan con un aumento
del nimero de hematies. Pero curiosamente,
en estos pacientes no se sabe exactamente
por qué razén coincide un trombopatfa, es de-
cir, sus plaguetas estan funcionalmente alte-
radas. Por eso no se han continuado los estu-
dios de antiagregacién plaquetaria en dichas
situaciones, que cursan con hematécrito ele-
vado.

J.V. CASTELL: Quisiera preguntar al Dr. Ordinas

si en ausencia de fibronectina tiene lugar la
agregacién plaquetaria in vitro.

A. ORDINAS: Estd disminuida en mayor o menor

grado, dependiendo del agente agregante uti-
lizado. Los conocimientos que hemos adqui-
rido sobre el papel de las glucoproteinas de
membrana son gracias a que existe una pa-
tologfa congénita que cursa con ausencia de
alguno de estos receptores. Sabemos que la
glucoproteina | es muy importante para la ad-
hesién plaquetaria, porque en una enferme-
dad congénita como es el sindrome de Ber-
nard-Soulier no existe esta glucoproteina, y
hay una alteracién de la adhesién plaqueta-
ria. Conocemos también el papel del factor
von Wilebrand cuyo déficit cursa con una pro-
longacién del tiempo de sangrfa, entre otros
ejemplos. Sin embargo, el déficit congénito de
fibronectina no existe porque es incompatible
con la vida; la fibronectina es importante no
tan sélo para la hemostasia sino también para
multitud de procesos.

J.V. CasTteLL: Ahora bien, existen situaciones

patoldgicas en las cuales los niveles de fibro-
nectina son bajos. ;De alguna forma han te-
nido experiencia o conocen situaciones en las
cuales la fibronectina esté baja y ello se tra-
duzca en una disminucién de la agregacién
plaquetaria, in vivo en este caso?

A. OrRDINAS: No, porque aunque en determina-

das situaciones se han podido demostrar an-
tigénicamente unos niveles bajos de fibronec-
tina en plasma, la fibronectina que se libera
de otros elementos celulares, independiente-
mente del déficit plasmético, compensa el de-
fecto, con lo cual no aparecen manifestacio-
nes clinicas.
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Introduccion

La pancreatitis aguda es una enfermedad fre-
cuente en el drea de influencia de nuestro hos-
pital. Durante los 9 afios transcurridos desde su
apertura, esta enfermedad ha supuesto aproxi-
madamente el 18-20 % de los ingresos de la
Unidad de Gastroenterologfa. De manera apro-
ximada, estas cifras suponen una incidencia
4 veces superior a la comunicada por Gatell et
all en el 4rea de Barcelona.

Sin duda, esta elevada frecuencia de la en-
fermedad ha provocado un especial interés por
esta entidad en nuestro grupo de trabajo. Fruto
de ello han sido diversas publicaciones y traba-
jos clinicos, de los que es de destacar un estu-
dio doble ciego sobre la eficacia de cimetidina
en pancreatitis aguda2.

En ia actualidad, el tratamiento de la pancrea-
titis aguda se basa en medidas sintomaticas y
mantenimiento del estado general, sin que se
haya probado que ningun tratamiento, tedrica-
mente especifico, sea de utilidad. Por ello, la in-
vestigacién de nuevos tratamientos de una en-
tidad potencialmente mortal, sigue siendo objeto
de trabajo de numerosos grupos. Por nuestra
parte, hemos pretendido incorporarnos a ese es-
fuerzo con el desarrollo de investigacién bésica
en este campo, asi como con el ensayo de nue-
vas terapéuticas con potencial utilidad clinica.

Modelos experimentales de pancreatitis
aguda

Los modelos experimentales de enfermeda-
des clinicas son, en general, lesiones inducidas
en animales de laboratorio que se parecen a las
que suceden en humanos. El grado de esta se-
mejanza puede variar considerablemente en na-
turaleza e intensidad. Por ejemplo, ios procesos
clinicos y experimentales pueden ser similares
en términos de agente precipitante, patrén de
progresién, biologia molecular y fisiopatologfa,
respuesta al tratamiento y/o secuelas. Ei mode-
lo experimental ideal de una enfermedad debe-
rfa semejarse a la enfermedad clinica en todos
estos hechos, pero tales modelos se consiguen
en pocas ocasiones, destacando quiza las en-
fermedades infecciosas. En otros casos, los in-
vestigadores se ven forzados a emplear mode-
los menos ideales y que se parecen sblo
parcialmente al fendmeno clinico. Ello es par-
ticularmente cierto para la pancreatitis, una
enfermedad de etiologia incierta que no desa-
rrollan espontdneamente los animales de expe-
rimentacién.

Se han desarrollado varios modelos experi-
mentales de pancreatitis (tabla 1)3, divididos ar-
bitrariamente en aquellos que requieren una
intervencién quirdrgica y los inducidos por mé-
todos no invasivos, Hace algunos afios, los es-

TABLA |
MODELOS EXPERIMENTALES DE PANCREATITIS

Modelos invasivos
Inyeccién ductal retrégrada
[nyeccién intraparenquimatosa
Asa duodenal cerrada

Ligadura del ducto con estimulo de secrecion

Modelos no invasivos
Insecticidas anticolinesterasicos

Dosis hiperestimulantes de secretagogos

Dieta deficiente en colina y con suplemento de etionina

Tomada de Steer y Meldolesi, 1984.
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TABLA I
RESULTADOS EN RATAS CONTROL Y CON ASA DUODENAL CERRADA

n Pancreatitis Supervivencia Ascitis Perforacion
Primer grupo 12 0 12 0 0]
Segundo grupo 5 Q 5 2 1
Tercer grupo 5 5 o) 4 2
Cuarto grupo 5 5 Q b 4

TABLA 1l
AMILASEMIA Y CREATININEMIA EN RATAS CONTROL
Y CON LIGADURA DEL CONDUCTO PANCREATICO

Amilasemia (U/mi)*

Creatininemia (mmol/1)*

Control 3.845 1 481 26,25 + 11,29
Ligadura 44 450 + 8.653 22,20 +7,08
*X + DE.

tudiosos del tema estaban de acuerdo en que
la enfermedad resulta del reflujo de bilis y/o jugo
duodenal en el conducto pancredtico v, a con-
tinuacién, en el parénquima pancreatico. Como
consecuencia, se disefiaron modelos que mime-
tizaban este proceso, inyectando bajo distintzs
presiones diversos agentes en el conducto pan-
credtico o en el propio parénguima. Algunos de
estos agentes utilizados han sido sales biliares,
sangre, jugo duodenal y enzimas pancreati-
cas activadas. La creacién de un asa duodenal
cerrada* se ha utilizado también con el objeti-
vo de inducir reflujo pancratico; en este Ulti-
mo caso, la pancreatitis puede reflejar el desa-
rrollo de isquemia pancreatica como resultado
del compromiso de la vascularizacion.

Sin embargo, la mayorfa de estas formas in-
vasivas de pancreatitis experimental son de di-
ficil contral y se caracterizan por destruccion ra-
pida y masiva de la gldnduia. Estos hechos han
obstaculizado las investigaciones para conocer
la fisiopatologia y evolucidn de la pancreatitis
aguda y han complicado los trabajos disefiados
para ensayar nuevos tratamientos®. Para ob-
viar estos problemas, en la Ultima década se han
desarrollade 2 nuevos modelos exoerimentales,
no invasivos, mas facilmente controlables, como
son la hiperestimulacién con dosis altas de
secretagogos® y la alimentaciéon con dieta de-
ficiente en colina y suplementada con etionina.
Usando estos dos modelos, se ha podido estu-
diar la sintesis, transporte intracelular y secre-
cién de enzimas digestivas en la célula acinar
durante las fases precoces de la enfermedads.

En la pancreatitis inducida por dieta, se blo-
quea la exocitosis, acumulandose las enzimas
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digestivas y granulos de cimdgeno. Estos se fun-
den con los lisosomas (crinofagia), originando
amplias vacuclas que contienen hidrolasas y ci-
mégenos digestivos. Este modelo produce una
pancreatitis necrohemorragica. En la pancrea-
titis inducida por secretagogo, la separacién de
enzimas lisosomales y las enzimas digestivas
son segregadas juntas, formando vacuolas in-
maduras que contienen ambas. Con este mo-
delc se produce una forma edematosa no le-
tal. Estos hechos pueden explicar el mecanismo
por el que se pueden activar precozmente ias
enzimas digestivas intracelularmente y produ-
cir eventualmente la lesidn celular, a diferencia
de lo clésicamente aceptado.

Resultados con diversos modelos
experimentales

Datos previos

El desarrollo de nuestras experiencias en pan-
creatitis aguda se ha fundamentado parcialmen-
te en los trabajos del Departamento de Cirugia
de la Universidad de Alicante®, con el que co-
laboramos y que amablemente nos cedid sus
instalaciones para realizar nuestro estudio. Di-
chos trabzjos previos se realizaron con el obje-
tivo de conocer detalladamente cada modelo ex-
perimental. Para eilo, se tomaron 54 ratas Wistar
(250-300 g) separadas en 3 grupos de 18 ratas
cada uno, adjudicandolos a modelos distintos.
A su vez, cada grupo fue subdividido en otros
tres, a fin de observar la evolucion a las 4,8 y
12 horas. Los animates fueron anestesiados con
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pentotal intraperitoneal. También se les practi-
cd venotomia de la vena yugular externa a to-
dos ellos para perfusidn intravenosa continua.

Primer grupo: figadura de colédoco. Tras reali-
zar laparotomia media, se expuso el duodeno,
ligdndose el conducto biliar en el punto de en-
trada en el duodeno.

Segundo grupo: ligadura doble duodenal. Se
realiza con doble ligadura distal y proximal al co-
lédoco; posteriormente se inyectan 0,4 ml de
taurocolato sddico al 2 %.

Tercer griipo: infusién de colecistocinina. Se ad-
ministré por via intravenosa, a razén de 3
ug/kg/h, durante 4,8 y 12 horas.

En los 3 modelos se tomarcn muestras inicia-
les y finales de sangre, orina, liguido ascftico y
pleural, determinando amilasa, lipasa y creati-
nina. Se realizd estudio anatomopatoldgico a to-
dos los animales, De manera sintética, los ha-
llazgos biolégicos més destacables fueron los
siguientes: amilasemia: maxima elevacion en-
tre las 4 y 8 horas para los dos primeros mode-
los y pendiente todavia en ascenso a las 12 ho-
ras para el tercero. Lipasemia: maxima elevacién
a las 4 horas para los dos primeros modelos, jun-
to a la elevacién constante, similar a la amilase-
mia, en las pancreatitis inducidas por CCK. Ami-
lasa y lipasa en liquide ascitico y pleural: de una
manera global, siguen las alteraciones enzima-
ticas plasmaticas.

Desde el punto de vista morfoldgico, en los
dos primeros modelos se observan zonas de ne-
crosis grasa y hemorrégicas, con el retroperito-
neo claramente edematoso. En este grupo se
observd gran produccién de liquido ascitico y
aparicidn de esteatonecrosis, asl como perfora-
cién intestinal, que llegd hasta el 22 % del se-
gundo grupo. En las pancreatitis inducidas me-
diante la infusidén de CCK, lo Unico evidenciable
fue el edema, localizado en la cola del péncreas.

Las conclusiones mas destacables de este es-
tudio son las siguientes: a) todos los modelos
estudiados inducen pancreatitis aguda; b) la se-
veridad de las lesiones no se carresponde con
la intensidad de las alteraciones analfticas; ¢
existe una correlacién entre las variaciones ana-
liticas y tiempo de evolucién de cada modelo,
y d) cada modelo presenta una alteracion mor-
folégica diferente.

Segunda serie

Con estos resultados, decidimes comprobar
la adecuacion de los modelos experimentales

52,51

50+

47,54

454 —

42,51

U/mlx1.000

C L+CE

Fig. 1. Niveles plasmdticos medios + DE de amilasa
en ratas control (C) y con ligadura de conducto pan-
credtico mas ceruteina (L +CE).

referidos para el desarrollo de nuestras investi-
gaciones terapéuticas.

Para ello, se tomaron 27 ratas Wistar machos,
de 250-300 g de peso, divididos en 4 grupos.
Todos ellos fueron anestesiados con pentotal a
razén de 40 mg/kg por via intraperitoneal. Los
resultados se resumen en la tabla 1l

Primer grupo: Se realizd solamente una laparo-
tomia y cierre de la misma, componiendo el gru-
po de control con intervencion simulada. Todos
los animales vivian a las 24 horas, momento en
gue fueron sacrificados. Se extrajo el pancreas,
comprobandose su normalidad macro y micros-
cépica. En este grupo de control se realizaron,
ademas, las siguientes determinaciones: Ami-
lasemia: método enzimatico, con sustrato de
dextrina. Creatinina en plasma: método colori-
métrico de Jaffé. Los resultados se muestran en
la tabla il y figura 1.

Segundo grupo: Se practicé asa duodenal ce-
rrada, segin se ha descrito. Se sacrificaron a
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Fig. 2. Doble ligadura duodenal y pancreatitis necro-
hemorragica.

las 24 horas. Dos ratas habian desarroliado as-
citis pero no pancreatitis.

Tercer grupo: Se realizé asa duodenal cerrada
y se estimuld el pancreas con ceruleina (1 ng/g
por via intraperitoneal). La ceruleina se disolvio
en seroalblmina bovina y suero fisiolégico. Se
sacrificaron a las 24 horas y todos presentaban
pancreatitis aguda.

Cuarto grupo: Igual al anterior, mas inyeccién de
2 ml de agua destilada intraduodenal. Todos 10s
animales fallecieron antes de las 24 horas y to-
dos desarrollaron pancreatitis aguda severa ne-
crohemorragica (fig. 2 y 3).

Es de destacar el alto porcentaje de perforacio-
nes duodenales con peritonitis secundaria en
esta serie. Ello plantea el problema de que las
repercusiones en el animal no se deban sélo a
pancreatitis, sino a la necrosis intestinal y posi-
ble peritonitis posterior, como ya habian criticado
algunos autores®, lo que indujo a la blsqueda
de un modelo mas adecuado.

Eleccion de un modelo idoneo

En nuestro ambiente, la litiasis biliar es el fac-
tor etioldégico mas frecuentemente asociado a
pancreatitis aguda. Conforme ha mejorado la
metodologia diagndstica hemos podido compro-
bar que gran parte de las pancreatitis agudas
previamente catalogadas como idiopaticas son
de etiologfa biliarl®. Un ndmero notable de
estudios, particularmente los de Acosta y
Ledesmall, han mostrado que las crisis de
pancreatitis biliar suceden cuando los célculos
se impactan en el conducto biliar terminal o pa-
san al duodeno a través del esfinter de Oddi.
Como consecuencia de ello, se acepta que la
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Fig. 3. Microfotogr.fia de un septo pancreético ede-
matoso y con foces hemorragicos.

pancreatitis biliar se produce por hipertension
en el conducto pancredtico debida a la obstruc-
cién y secrecién pancredtica mantenida. La
ligadura del conducto pancreatico junto con es-
timulacion de la secrecién, un modelo experi-
mental curiosamente poco utilizado hasta el mo-
mento, reproduce con bastante similitud esta
secuencia de hechos3. Ademas, podria espe-
cularse que la hipertensién ductal impidiera la
exocitosis de los granulos de cimdgeno, produ-
ciéndose un contacto con las enzimas lisosoma-
les y activacion intraceiular de aquelios, como
se demostrd con los modelos no invasivos3.

La reproduccién y caracterizacién de este mo-
delo en nuestro medio se realizd de la siguien-
te forma: tras una preparacién semejante a la
previamente descrita, se procedié a la ligadura
del conducto pancreatico y estimulacion con ce-
ruleina por via intraperitoneal a dosis de 1 ng/g,
segun se ha especificado en grupos anteriores.
Se intervinieron 15 animales, divididos en 2 gru-
pos (tabla 1V):

Primer grupo: Compuesto por 5 ratas. Los 5 ani-
males supervivieron a las 24 horas. Todos pre-
sentaban pancreatitis macro y microscépica. Las
cifras medias de amilasemia y creatininemia se
muestran en la tabla lll y figura 1.

Segundo grupo: Compuesto por 10 ratas. A las
48 horas sélo sobrevivian 2 animales, aunque
en todos existia pancreatitis severa (fig. 4). La
amilasemia de los 2 supervivientes eran llama-
tivamente normal.

Los principales hallazgos histoldgicos en este
grupo de animales es el edema, necrosis aci-
nar, infiltracion inflamatoria, focos hemorragicos
y necrosis de las grasa peripancreatica (fig. 5).
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Fig. 4. Ligadura del conducto ¥ pancreatitis aguda se-
vera.

Estos hechos son superponibles a los encontra-
dos en la pancreatitis aguda humana.

En conjunto, pensamos que la ligadura del
conducto pancredtico junto con estimulacién
con ceruleina es el modelo que semeja mas es-
trechamente a la pancreatitis aguda biliar hu-
mana y, por lo tanto, es el que pensamos adop-
tar para futuros estudios.

Estudios en curso

Objetivo

Hemaos comenzado un estudio sobre la efec-
tividad de una substancia (gabexato mesilato,
FOY) con potente actividad antiproteasica, en el
tratamiento de la pancreatitis aguda.

Antecedentes

Distintos inhibidores de las proteasas se han
ensayado experimentalmente en pancreatitis
aguda, a menudo con buenos resultadosie,
Sélo unos cuantos se han probado en humanos.
El mas conocido de ellos, la aprotinina (PM
7.000), tras unos resultados iniciales muy pro-
metedores, tanto experimentales como en cli-
nica!314, cayd en desuso a causa de la negati-

LN { A o b ¥ ¢
Fig. 5. Necrosis enzimdtica con destruccion acinar.

vidad de varios ensayos bien controlados!®16,
No obstante, dado que la autodigestion pancrea-
tica sigue siendo aceptada como mecanismo le-
sional en la pancreatitis aguda, alguncs auto-
res insisten en la posible efectividad de las
substancias antiprotedsicas, recomendando que
se investigue su eficacia usadas precozmente
y en dosis masivasi3V, El FOY es otro inhibidor
de las proteasas de peso molecular més bajo
(PM 417). Tiene actividad antikalicreina, antitrip-
sina y antiplasminal®. También tiene efectos
antifosfolipasa Ay, comprobandose experimen-
talmente que reduce la produccién de
lisolecitina-®. Su diferencia con la aprotinina es-
tribarfa en que, gracias a sumenor peso mole-
cular, podria actuar intracelularmente, lo cual
es muy interesante a la vista de la secuencia de
activacién enzimatica en las fases precoces de
la pancreatitis aguda, como se vio con los mo-
delos no invasivos. Los resultados iniciales
experimentales? y clinicos?! son alentadores.

Disefio del estudio

Ademas de un ensayo clinico en humanos, se
ha programado un estudio experimental en ra-
tas con FQY de la siguiente forma.

TABLA IV
RESULTADOS EN RATAS CON LIGADURA DEL CONDUCTO PANCREATICO
Y ESTIMULACION CON CERULEINA

n Presencia de pancreatitis Supervivencia
Grupo 24 h 5 5 5
Grupo 48 h 10 10 2
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Primer grupo: A 20 ratas se les produce pan-
creatitis con ligadura del conducto pancreatico
y estimulacién con ceruleina 1 ng/g. Se canu-
lara la vena yugular externa y se perfundird sue-
ro salino 1 ml/kg/h.

Segundo grupo: A su vez, dividido en 4 subgru-
pos de 20 ratas cada uno. Se provocara en to-
dos ellos pancreatitis aguda como en el grupo
anterior. Estos animales recibirdn FQY a razén
de 5 mg/kg/min durante 6 horas, comenzando
dicha administraciénenlas 0, 6, 12 y 18 horas
posteriores a la intervencién. Dentro de cada
subgrupo, el 50 % sera examinado a las 24 ho-
ras y el resto a las 48 horas.

Parametros que se van a valorar

1. Observacion del efecto del FOY sobre la su-
pervivencia en los momentos estimados.

2. Determinacion del hematdcrito, creatinine-
mia y amilasemia en todos los animales.

3. Examen microscépico del pancreas, con
valoracién del tipo y grado de lesién pancreatica.
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F. ALamILLOS: Yo querfa preguntar si la simple
administracién de ceruleina sin necesidad de
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M. PEREz MATEO: Si, de igual modo que la co-
lecistocinina. Es decir, la ceruleina y la cole-
cistocinina se utilizan indistintamente como es-
timulantes pancreaticos a dosis elevadas y son
capaces de inducir pancreatitis. Lo que ocu-
rre es que la utilizacién de dosis hiperestimu-
lantes de secretagogos produce una lesién re-
lativamente leve, tan sélo una pancreatitis
edematosa que hasta cierto punto resulta
poco rentable de cara a la valoracidn de las
pancreatitis graves, que son las que extrapo-
lando a la practica clinica realmente nos preo-
cupan.

F. AtmiLLos: ;Cuadl es la via de administracién
de la cerulefna?

M. PEREZ MATEQ: Se puede administrar por via
intravenosa o por via intraperitoneal. En el pre-
sente estudio se administré via intraperitoneal.

S. ERILL: Queria decir al Dr. Pérez Mateo que
comentara lo que representa su trabajo expe-
rimental con respecto a la observacién clini-
ca relativa al escaso valor predictivo de la ami-
lasemia.

M. PEREZ MATEO: Efectivamente, desde hace
tiempo nos habia llamado la atencién en cli-
nica la ausencia de una relacién entre la gra-
vedad de la enfermedad y la amilasemia al in-
greso, asf como el hecho de que una rapida
disminucién de los valores de amilasemia no
tuviera necesariamente una implicacién pro-
néstica positiva. Estos criterios se utilizan en
muchos estudios clinicos para apoyar la efec-
tividad de diversos tratamientos, cuando real-
mente esto no es asi. De hecho, como ha
podido apreciarse en la presentacion, las pan-
creatitis mas leves, las inducidas por colecis-
tocinina son las que cursaron con unas al-
teraciones biolégicas mas llamativas que no
obligatoriamente se corresponden con altera-
ciones morfolégicas muy severas.

J.M. LoPez VEGA: Si la amilasemia que es un
factor facilmente valorable, no es un buen in-
dice por si misma ;han encontrado ustedes
en su modelo experimental algin otro factor
facilmente medible que permita predecir la
posible evolucién de la pancreatitis?

M. PEReZ MATEQ: Como usted muy bien sabe,
en la practica clinica se utilizan una serie de
criterios de gravedad de la pancreatitis agu-
da, tanto en el momento del ingreso como a
las 48 horas de evolucién. Sélo quisiera se-
Aalar que entre estos criterios no se incluye
la amilasemia.

J.M. Lorez VeGA: Por supuesto, perc yo me re-
feria mds que a los criterios de utilizacién cli-
nica a si han observado algun factor asocia-
do por s{ mismo a mal pronéstico en su
modelo experimental.

M. P£Rez MATEQ: La técnica utilizada tiene 16-
gicamente una gran influencia, concretamente
la ligadura con estimulacién se asocia a una
mortalidad de casi el 80 % de los animales a
las 48 horas.

J.M. Lorez VeGa: Una de las medidas terapéu-
ticas habituales en la clinica es la aspiracién
géstrica a efectos de mantener el pancreas en
reposo. Me gustarfa conocer su opinién sobre
esta préctica y las posibles alternativas a la
misma.

M. PErez MaTe0: En estudios bien controlados
se ha demostrado que la aspiracién nasogés-
trica no aporta ventajas adicionales a la dieta
absoluta en la pancreatitis aguda en humanos
aunque sea una practica clinica rutinaria en
la mayorfa de centros. En nuestro modelo ex-
perimental, inyectamos agua a efectos de va-
lorar si la presién dentro del asa duodenal
aumentaba la gravedad de la enfermedad y
realmente asi fue. Ello sugiere que no es so-
lamente la calidad del liquido sino también la
presion existente en el asa duodenal en ese
modelo experimental la que agrava el pronds-
tico.

G. VAzquez: ;Ha podido usted comprobar cudl
es el mecanismo de muerte en estos animales?

M. PErez MATEO: No, el mecanismo de muerte
no.

G. VAzQuez: Es dificil especular pero ;podrian
haber fallecido por hipovolemia en presencia
de un tercer espacio?

M.PEREZ MATEO: No me atrevo a pronunciarme.
Esto es dificil de comprobar.
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Resumen

La insuficiencia mitral severa debida a elon-
gacion o rotura de cuerdas tendinosas de la vél-
vula mitral puede ser reparada con éxito cuan-
do la patologia afecta a la valva posterior. Sin
embargo, la afectacién de las cuerdas de fa valva
anterior se considera indicacién de recambio
valvular debido a los resultados postoperatorios
insatisfactorios.

En este trabajo se presenta una técnica qui-
rdrgica original, simple y reproducible de subs-
titucién protésica de las cuerdas principales de
la mitral. Se ha utilizado como material protési-
co el politetrafluoroetileno expandido (e-PTFE)
ya gue se trata de un material inerte, poco trom-
bogénico y estable a largo plazo.

Se ha implantado en 30 ovejas jévenes subs-
tituyendo las cuerdas principales de la valva an-
terior. Sobrevivieron a la cirugfa 25 animales que
fueron estudiados desde el punto de vista clini-
co, hemodinamico y anatomopatolégico.

Los resultados obtenidos demuestran que este
método de cirugfa conservadora es estable a lar-
g0 plazo y permite reconstruir las cuerdas ten-
dinosas afectadas.

Introduccion

La cirugfa reconstructora de la valvula mitral
suele enfrentarse con una serie de inconvenien-
tes de indole anatémico, particularmente cuan-
do existen anomalias de las cuerdas tendinosas.

La existencia de una elongacién significativa
o rotura de las cuerdas tendinosas principales
de la vélvula mitral puede solucionarse, en de-
terminadas ocasiones, mediante técnicas con-
servadoras. La cirugia de reparacién de cuer-

*Becado por el Fonde de Investigaciones Sanitarias
de la Seguridad Social.

das tendinosas més aceptada mundialmente es
la descrita por Carpentier!, Esta técnica consis-
te esencialmente en corregir el prolapso de la
valva afectada mediante una reseccién exten-
sa del tejido valvular. Cuando la cuerda ten-
dinosa rota o elongada pertenece a la valva
posterior, los resultados suelen ser muy satisfac-
torios2. Por el contrario, la patologia de cuerdas
correspondiente a la valva anterior se conside-
ra actualmente indicacién de recambio valvu-
lar por los malos resultados postoperatorios3.

En este estudio experimental se analizan los
resultados postoperatorios tardios obtenidos tras
la substitucién de las cuerdas tendinosas prin-
cipales de la valva anterior de la mitral en la ove-
ja. Se describe una técnica quirlrgica original
y sencilla para la substitucién protésica de es-
tas cuerdas.

Material y métodos

Para llevar a cabo este estudio se utilizaron
30 ovejas jovenes con un peso medio de
22,3+2,7 kg.

Para la substitucién de las cuerdas tendino-
sas principales o marginales de la vélvula mi-
tral se utilizé una nueva sutura de monofila-
mento poroso no absorbible que se compone
de politetrafluoroetileno expandido (e-PTFE)
(GORETEX™). Esta sutura no produce reaccién
alérgica ni inflamatoria, ni tampoco se degrada
in vivo ni es debilitada por las bacterias o las
enzimas histicas®. Es un material escasamen-
te trombogénico, habiéndose comprobado in vi-
tro que puede resistir hasta tres veces la ten-
sién que normalmente soporta una cuerda
tendinosa humana. Las propiedades de este
material se basan en la estructura fundamen-
tal del e-PTFE. Su molécula consta de dos 4to-
mos de carbono unidos por cuatro de fldior que
forman una cubierta que protege a los 4tomos
de carbono del ataque de agentes quimicos®.
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Fig. 1. Aspecto macroscdpico de la vdlvula mitral
9 meses después de la cirugia. Resulta dificil diferen-
ciar la cuerda protésica de las nativas.

Los animales se mantuvieron en ayunas du-
rante 24 horas antes de la cirugfa. La anestesia
se llevd a cabo mediante la administracion in-
travenosa de tiopental sédico (2 mg/kg de peso)
y respiracién controlada con un ventilador me-
cénico. Se efectud toracotomia lateral izquier-
da por cuarto espacio intercostal para exponer
el corazdn. Se instaurd la circulacién extracor-
pdrea (CEC) por medio de canulacién de la auri-
cula derecha y la arteria femoral. Durante la CEC
el corazén se mantuvo latiendo en normotermia
sin utilizar solucién cardioplégica. El abordaje
de la vélvula mitral se llevé a cabo mediante auri-
culotomia izquierda amplia con una incisién des-
de la orejuela izquierda hasta la vena putmonar
izquierda inferior.

Después de seccionar una o dos cuerdas mar-
ginales de la valva anterior, se efectud substitu-
cién protésica de las mismas con sutura de e-
PTFE de 2/0 (7 animales) y 3/0 (23 animales).
Dicha sutura se pasé a través de la clspide del
musculo papilar anterior, protegida con un pe-
quefo fragmento de teflén para evitar desgarros
del papilar. La nueva cuerda se sutura al tejido
de la valva anterior comenzando en el borde li-
bre y, tras varios pasos a través de la valva, se
alcanza el anillo, donde la sutura se sujeta con
otro fragmento de tefién. En este momento el
ventriculo izquierdo se rellena de sangre a pre-
sién a través de un vent colocado en el apex y
conectado a la linea arterial. De esta manera se
comprueba la competencia valvular, pues al te-
ner las cuerdas tendinosas principales seccio-
nadas, existird una insuficiencia mitral severa.
Traccionando suavemente de ambos extremos
de la sutura de e-PTFE se llegara a corregir di-
cha insuficiencia valvular. Cuando la valvula a
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tension es totalmente competente, la sutura es
anudada. Es preciso fijar la cuerda protésica al
borde libre de la valva anterior con dos suturas
de polipropileno 5/0 para prevenir el enrolla-
miento de la valva sobre la sutura.

Una vez completada la reparacién valvular se
cierra la auricula y el térax segun la técnica ha-
bitual. El tubo toracico de drenaje se extrae tan
pronto como esté despierto el animal.

Se efectla antibioterapia profilacticacon 1 g
de cefamandol intramuscular durante 3 dias.

Los animales son trasladados al campo tras
permanecer 7 dias en el laboratorio experimen-
tal. Realizan una vida normal, efectudndose
reconocimientos periédicos para comprobar la
posible aparicién de soplos o signos de insufi-
ciencia cardiaca.

Se efectud un estudio hemodinamico posto-
peratorio en todos los animales de forma elec-
tiva alos 3, 6, 9y 16 meses después de la ci-
rugia.

Posteriormente fueron sacrificados para estu-
dio macro y microscopico. Se administraron
3 mg/kg de heparina sédica intravenosa antes
de extraer la pieza con el objeto de evitar trom-
bos intracardiacos post mortem.

Resultados

Dentro de las primeras 48 horas del postope-
ratorio fallecieron tres ovejas debido a insuficien-
cia respiratoria y una a causa de neumotérax.
Un animal fallecié a los 31 dfas de la cirugia a
consecuencia de un accidente en la granja.

En ninglin caso se encontraron signos de in-
suficiencia cardfaca o tromboembolismo reco-
nocible. Tampoco se observaron signos de in-
suficiencia mitral severa en esta serie, aunque
en una oveja se ausculté un soplo sistélico
1/6 sin repercusion hemodindmica.

El estudio hemodinamico efectuado en todos
los animales inmediatamente antes de su sacri-
ficio, demostrd la existencia de una presién
media de la auricula izquierda de 7,33+
1,48 mmHg con ausencia de onda «v» y pre-
sién sistdlica del ventriculo izquierdo de 105 +
17 mmHg, con una frecuencia cardiaca media
de 92 ppm (82-147 ppm).

Se efectud sacrificio electivo del animal a los
3 meses (n=5), 6 meses (n=5), 9 meses (n=5)
y 18 meses (n=10) después de la cirugfa.

El examen macroscdpico de las piezas demos-
tr6 la ausencia de trombos intracavitarios. La val-
vula mitral tenfa un aspecto completamente
normal sin signos de endocarditis, trombosis,
calcificacion o rotura. La valva anterior mostra-
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ba una cicatrizacidon completa en los puntos de
perforacién de la sutura. Esta estaba incorpo-
rada perfectamente en tejido valvular y el mis-
culo papilar. El aparato subvalvular también pre-
sentaba una estructura macroscépica normal
{fig. 1). No resultd facil identificar Ia cuerda pro-
tésica, ya que presentaba una apariencia idén-
tica a las cuerdas nativas. La sutura de e-PTFE
mantenfa sus caracteristicas y tamafio origi-
nales.

MicroscOpicamente la vélvula mitral presen-
ta una ligera reaccidn cicatrizal en torno a la
cuerda protésica. Esta dltima aparece recubierta
de una capa de tejido colageno organizado que
reproduce practicamente de manera idéntica la
estructura de la cuerda nativa: endotelio de re-
cubrimiento, capa externa de tejido colageno es-
ponjoso y capa interna de tejido colageno den-
so (fig. 2)5. En la interfase entre el tejido
colageno y el material de e-PTFE se ohservé una
ligera reaccién macrofagica con ocasionales cé-
lulas gigantes. La cuerda protésica permanecia
estable sin ser penetrada u organizada por €l
tejido colageno.

Comentario

La insuficiencia mitral debida a rotura o elon-
gacién de las cuerdas tendinosas constituye una
entidad dificil de tratar con técnicas reconstruc-
toras cuando fas cuerdas de la valva anterior es-
tan afectadas. En 1960 McGoon describié por
primera vez la reparacién de la insuficiencia mi-
tral debida a rotura de cuerdas mediante plica-
tura del tejido valvular’. Desde entonces, se
han descrito diferentes técnicas quirlrgicas para
tratar esta patologia valvular pero con resulta-
dos postoperatorios insatisfactorios. Se ha inten-
tado la substitucién protésica de las cuerdas ten-
dinosas con diversos materiales como seda,
teflon, nildn y otros substitutos artificiales?, aun-
que tampoco han tenido éxito.

La utilizacién de pericardio autdlogo o hete-
rblogo para substituir las cuerdas tendinosas ha
demostrado ser un material no idéneo debido
a los cambios degenerativos que aparecen
precozmentes,

En esta serie experimental hemos utilizado un
nuevo material, el politetrafluoroetileno expan-
dido. La sutura de e-PTFE presenta una microes-
tructura porosa no sujeta a hidrolisis ni degra-
dacién quimica, biocompatible e inerte. Dicha
estructura le confiere unas caracteristicas pe-
culiares, de manera que actla como los esla-
bones de una cadena cuando se €jercitan fuer-
zas laterales sobre @ misma. Este hecho le

Fig. 2. Seccién transversal de la cuerda protésica. A
la lzauierda se observa la sutura de e-PTFE (Gore-
Tex™) recubierta por una capa de tejido coldgeno or-
ganizado, de caracterfsticas microscépicas idénticas
a la cuerda nativa (x500).

Fig. 3. Ultraestructura de la capa de tefido coldgenc

de la cuerda protésica. Fibroblasto maduro rodeado
de coldgeno organizado (x20.000).

confiere una especial resistencia a la fatiga de
flexién vy traccidn.

Por otro ladeo, hemos disefiado una técnica
quirargica muy simple y facilmente reproduci-
ble que evita las complicadas mediciones del
aparato subvalvular a las que estaban obligadas
las técnicas descritas hasta la actualidad.

Desde 1982 venimos utilizando este excelente
material en otros animales de experimentacion
con resultados muy satisfactorios. Los estudios
clinicos y hemadindmicos realizados sugieren
que la sutura de e-PTFE es un material estable
a largo plazo en la oveja.

La nueva cuerda tendinosa aparece comple-
tamente recubierta de un tejido coldgeno arga-
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nizado 3 meses después de la cirugia. Hemos
observado que el grosor de este tejido de recu-
brimiento no aumenta con el transcurso del
tiempo.

La microscopia dptica y electrénica (TEM y
SEM) demostrd una estructura idéntica de este
tejido colageno de recubrimiento respecto a la
estructura de una cuerda nativa fig. 2 y 3).
La nueva sutura de e-PTFE no sdlo asumio la
funcién de la cuerda seccionada, sino que fue
la matriz de una nueva cuerda biolégica, una
cuerda tendinosa cultivada.

En conclusion este estudio experimental ha
demaostrado que la substitucion protésica de las
cuerdas tendinosas de la valvula mitral, inclu-
s¢ de la valva anterior, es factible y estable a
largo ptazo. Su aplicacién en clinica parece es-
tar justificada en el momento actual.
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J. Cosin: Quisiera preguntar como pedrian se-
leccionarse en un futuro los pacientes candi-
datos a una substitucién protésica de cuerda
tendinosa contando con la ecocardiografia
Doppler que probablemente pueda aportar
algo en este sentido y qué seguridad se pue-
de tener de que el procedimiento no va a aca-
bar en un recambio valvular. Por otra parte me
gustarfa conocer también su recomendacion
actual al plantearse la cirugia mitral en un de-
terminado paciente.

J.M. Revuea: Como usted mismo apuntaba, la
exploracion que hoy dfa aporta mayor informa-
cién, mas que la propia hemodinamica es la
ecocardiografia Doppler. Nosotros tenemos
como norma no intervenir a los pacientes mi-
trales en clase funcional |l puesto que siem-
pre se corre el riesgo de tener que acabar con
una prétesis valvuiar, o sea que intentamos
siempre intervenir a los pacientes en clase fun-
cional lll en adelante. La excepcion a esta nor-
ma serfa un claro caso de cirugia conserva-
dora. Es decir, un paciente joven sin signos de
calcificacion, con una buena flexibilidad del
velo valvulat y con poca rigidez del aparato

86

subvalvular. En pacientes en clase Il y IV nc-
hay problema, parque si uno se ve abocado
a cambiar la vélvula iqué mds da perder
23 0 14 minutos cuando a veces se pierden
simplemente en comentar si debe colocarse
tal o cual valvula? Es decir gue yo piensc que
siempre se debe intentar, y no desesperarse
si hay que acabar en prétesis, 1o cual ocurre
algunas veces.

J. CosiN: Muchas gracias. Existe otro aspecto

que me gustaria que aclarara. Me pregunto si
existe la pasibilidad como ocurre con otros fe-
némenos fibrosos del corazdn, de que a la lar-
ga la cuerda implantada pueda dar lugar a re-
traccién del borde libre de la valvula o incluso
llegar a deformarla. ;Disponen de algdn dato
experimental sobre esta posibilidad?

J.M. REvUELTA: Esta es una magnifica pregunta

Gue yo no sabfa contestar y fue un anatomo-
patdlogo quien me la respondié. Ciertamente
existia temor por nuestra parte a que el pro-
Ceso mas o menos organizade pudiera pene-
trar en el velo valvular, condicionar cierta rigi-
dez y a la larga calcificacion del mismo. En
realidad, lo que nosotros hacemos con esta
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técnica es introducir un factor iniciador o de-
sencadenante. Filogenéticamente la cuerda
tendinosa empieza en la clspide del mdscu-
lo papilar y se extiende en direccidn al velo
valvular. Esto es lo que hemos observado al
sacrificar animales muy precczmente después
de la intervencion. Hemos visto que la cuer-
da estaba completamente normal y que ha ido
creciendo desde papilar en direccion craneal,
hasta el punto de que al cabo de algunos me-
ses todavia se encuentra en el borde marginal
de la vélvula y no existe tejido de neoforma-
cién. Desde el punto de vista anatomopatold-
gico es dificil que este tejido especifico de
cuerda tendinosa invada otras localizaciones.
En animales estudiados durante un tiempo
equivalente de 15 a 18 anos en el hombre no
hemos visto ningun caso.

F. ALamiLLos: El riesgo de endocarditis posqui-
rdrgica con esta técnica ;es tedricamente ma-
yor, menor o igual que la substitucién valvular?

J.M. RevUELTA: Carezco de informacidn previa.
En principio se introduce un material extrario,
aungue si transcurre un tiempo suficiente para
que se recubra habré que pensar que a par-
tir de este momento las posibilidades de en-
docarditis son minimas, pero mientras no esté
recubierto yo diria que la situacion es pareci-
da a lo que ocurre con cualguier otra préte-
sis, aungue no dispengo de datos para poderlo
confirmar.

D. ANDREU: Yo pensaba, quizas para acabar de
redondear el experimento, si se les ha ocurri-
do extraer la sutura a modo de gufa para com-
praobar sila cuerda necformada puede aguan-
tar el esfuerzo mecanico.

J.M. RevueLta: En imdgenes de microscopia
dptica de superficie se observa perfectamen-
te como la sutura ocupa la parte central ro-
deada de este tejido. O sea, que en principio
serfa factible. Ei problema reside en que la su-
tura est4 enclavaca en el papilar y [égicamente
en el velo, y yo pienso que este tejido aun sien-
do hipotéticamente una nueva cuerda tendi-
nosa, debe ser bastante fragil. Ademas en hu-

manos comportaria el problema y el riesgo adi-
cional de una reintervencién para extraer la
sutura.

J. Secovia: En primer lugar queria felicitar al Dr.
Revuelta por su brillante trabajo, que me ha
parecido francamente emocionante. Me gusta-
rfa preguntarle cudles son a su juicio las impii-
caciones futuras de esta Iinea de investigacidn.

J.M. REVUELTA: Estamos en fase muy inicial to-
davia, por lo que conviene ser prudentes. Con-
flo en que dentro de un par de afios quiza po-
damos disponer de resultados preliminares en
clinica. De momento es prontc para hacer
conjeturas.

F. GIRVENT: Yo tengo también una pregunta
para el Dr. Revuelta después de felicitarle por
su excelente trabajo. El material utilizado, ;se
trata de politetrafluorurc de carbono?

J.M. REVUELTA: Es politetrafluoroetilenc expan-
dido, el cual se emplea en prétesis vascula-
res, y de ahi la experiencia previa con este ma-
terial gue no es trombogénico.

A. OrDINAS: Creo que existe una amplia expe-
riencia con este material, y se ha comproba-
do que en medic de cultivo parecido a la téc-
nica gue nosotros utilizamos en el cultivo de
célula endotelial, se caracteriza por la gran fa-
cilidad que tiene de inducir nuevo material
vascular de tal forma que en muestras clini-
cas resulta a veces dificil diferenciar el mate-
rial sintético del nuevo tejido vascular. Yo creo
que ha side uno de los descubrimientos més
importantes en cuanto a material protésico sin-
tética en los Ultimos afios. Sin embargo, cu-
riosamente este material no da buenos resul-
tados cuando se utiliza en bypass coronarios.

J.M. RevUELTA: Es cierto, no ha dado buenos
resultados. Nosotros lo hemos utilizado en so-
lamente dos pacientes y no dio resultado; hay
ademas estadisticas a nivel internacional que
lo demuestran. Sin embargo, es el tnico ma-
terial sintético de que se dispone cuando por
una razén u otra na es posible utilizar un pon-
taje con vena, aunque el porcentaje de oclu-
sién es muy superior.
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La medicina clinica experimenta una revolu-
cién cientffica al haberse creacdo un cuerpo de
doctrina asistencial basado en el método cien-
tifico de investigacion bioldgica, y por tanto ca-
paz de objetivar el hecho clinico. Esta renova-
cidn metoldgica se ha desarrollado en las dltimas
décadas, con un fenémeno de aceleracién pro-
gresiva, y se ha basado en campos cientfficos
paralelos a la medicina clinica, tales como la
bicestadistica, epidemiologfa, bioingenierfa, etc.
El objetivo del presente trabajo es describir esta
metodologla a grandes rasgos, aplicada a la neu-
mologia, y ésta a su vez desarroltada en un ser-
vicio de medicina intensiva.

La investigacidn basica es aquella dirigida a
dilucidar aspectos de la fisiologia, fisiopatologia,
etc. en si mismos, y cuando le ahadimos ia pa-
labra aplicada, nos referimos a la investigacién
de problemas ligados al contexto asistencial, con
la finalidad de mejorar los conocimientos de
cualquier indole relacionada con ellos, buscan-
do su aprovechamiento directo. Entre ambos ti-
pos de investigacién, con indudables conexio-
nes directas, la infraestructura serfa el principal
medio diferenciador. La armonizacién entre los
medios disponibles y los objetivos a alcanzar ha-
cen que la mayor parte de los servicios asisten-
ciales sélo puedan afrontar la investigacién ba-
sica aplicada, siendo este campo en el que
nosotros estamos trabajando.

La investigacidn bésica aplicada tiene tres eta-
pas: la primera es la deteccién de los proble-
mas, la segunda el disefio del trabajo de inves-
tigacién, y la tercera se corresponde con la
aplicacién de los resultados. Légicamente la me-
todologia desarrollada en cada etapa es distin-
ta, y podria denominarse programa de investi-
gacion, que en el caso de los servicios de
medicina intensiva se aplica en pacientes ca-
racterizados por la presencia de alteraciones
multiorganicas, y sometidos a multiples medi-
das terapéuticas simultdneas. A lo largo de la

exposicién vamos a utilizar un ejemplo relacio-
nado con la neumologfa, que nos lleve de la
mano para describir las diversas etapas €n que
debe desarrollarse un programa de investigacion
basica aplicada.

Proceso de seleccion de objetivos y toma
de decisiones

La investigacién bésica aplicada requiere en
su primer eslabdn la deteccidén de los proble-
mas asistenciales y su cuantificacién. En nues-
tro caso, y acorde con nuestra especialidad, he-
mos recurrido al seguimiento epidemioldgico
disefado para 5 ahos de duracién con el obje-
tivo de estudiar las curvas de mortalidad y mor-
bididad de 1.230 pacientes ingresados en nues-
tro servicio. La finalidad de este seguimientc
epidemiolégico es detectar aquellas poblacio-
nes de enfermos en las que se pueda disenar
programas de asistencia o investigacién intra/ex-
tra hospitalarios. Para el ejemplo concreto que
queremos desarrollar en este trabajo hemos se-
leccionado el sindrome de distrés respiratorio
del adulto (SDRA), cuya mortalidad es predo-
minantemente hospitalaria, y oscila alrededor
del 60 %, siendo la causa mas importante de
mortalidad intra-UCI, por lo cual puede consi-
derarse un campo pricritario de investigacion.

El SDRA es multietioldgico, y esta caracteri-
zado por una afectacion pulmonar difusa y bi-
lateral, que cursa con un perfil agudo de pre-
sentacién, una hipoxemia grave cuyo limite se
ha fijado con caracter arbitrario en una PaQz in-
ferior a 60 mmHg respirando una fraccion de
oxigeno superior a 0,5, siendo ademads impres-
cindible que la funcién ventricular izquierda sea
normal, fenémeno objetivado con una presidn
pulmonar de enclavamiento inferior a 18 mmHg.

La patogenia de este sindrome esta ligada a
la ley de Starling, reguladora de flujos de ligui-
dos a través de las membranas. Dicha ley se
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TABLA |
MORTALIDAD GLOBAL DEL SINDROME DE DISTRES RESPIRATORIO DEL ADULTO

Mortalidad Década 70" Década 80™*
Global 50/70 % 55/72 %

FMO No descrito Causa principal
CIR >70 anos Excepcional Rutinaria
Inmunodeprimidos Excepcional En aumento
Hipoxemia refractaria Causa principal Excepcional

*Corresponde a 1974-1977. **Corresponde a 1983-1986. FMO: fracaso multiorganico.

aplica en la estructura alveolar en dos niveles
distintos: el primero lo constituye el espacio de-
limitado entre la luz capilar y el intersticio alveo-
lar, existiendo en condiciones de normalidad un
trasvase de liquido que se reabsorbe, ya sea por
la propia ley de Starling, ya sea por el sistema
linfatico, que constituye una verdadera bomba
de seguridad para el alveolo; el segundo nivel
esta constituido por el intersticio y la luz alveo-
lar propiamente dicha; sin embargo, esta estruc-
tura sélo mantiene un equilibrio de presiones,
pues por definicién la luz alveolar debe perma-
necer seca.

Cuando el intersticio acumula liguido, o bien
éste en una segunda etapa inunda el alveolo,
hablamos de edema agudo de pulmédn; si éste
se ha producido por una alteracién de los vec-
tores hemodinamicos, hablamos de edema de
pulmén propiamente dicho, y cuando el equili-
brio de la ley de Starling se ha roto por una al-
teracién directa de la permeabilidad, hablamos
de SDRA. El proceso de resolucién del liquido
alveolar no puede verse como un simple meca-
nismo a la inversa del proceso de formacién,
sSino que existen suficientes datos experimenta-
les acumulados para aceptar la hipétesis de una
reabsorcién en parte activa, fendmeno por otro
lado fisiolégico, que existe en el pulmdn fetal.

La mortalidad global del SDRA queda objeti-
vada en la tabla |, en la que se comparan los
porcentajes pertenecientes a dos periodos dis-
tintos, y que abarcan una década, resaltando
la estabilidad de dichos porcentajes a lo largo
de la década. Estas cifras, que coinciden con
las de otros autores, pueden aportar mas datos
si se examina el motivo del fallecimiento; asi se
observa que en la década pasada las hipoxe-
mias refractarias, es decir, aquellas hipoxemias
gue no podian corregirse con los métodos y téc-
nicas disponibles, constituian la causa mas im-
portante de mortalidad, y sin embargo en los
dltimos afios constituyen un problema margi-
nal. Esto se debe a gue la investigacién basica
en la década pasada se concentrd en resolver
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este problema, creando un conjunto de cono-
cimientos en biocingenieria, que unidos a un
espectacular desarrollo del conocimiento de la
fisiopatologia del enfermo critico, permitié su
correccion, o al menos su control. Sin embar-
g0, la correccion de la hipoxemia no ha rebaja-
do la mortalidad global del SDRA, habiendo ex-
clusivamente permitido emerger otras causas de
muerte, lideradas por un nuevo sindrome cono-
cido como fracaso multiorgdnico (FMO). Este
nuevo sindrome se caracteriza por la instaura-
cidén de manera progresiva del fallo de funcién
de diversos érganos o sistemas. Estaria relacio-
nado en parte con el mayor periodo de tiempo
transcurrido desde la instauracién del SDRA
hasta el fallecimiento, en algunos casos supe-
rior a los 60 dias. Ante esta nueva situacion es
evidente que debe abrirse una nueva investiga-
cién, centrada en un enfoque biolégico, en con-
traposicién al enfoque mecanicista que predo-
mind en la década pasada. La seleccién de una
poblacién, con SDRA, basada en su alta mor-
talidad no modificada por la anterior etapa de
investigacién, y por tanto la necesidad objetiva
de recambiar la via de trabajo, constituyen la
etapa previa obligatoria al disefio de la investi-
gacion, quedando también en evidencia que la
metodologia sobre la que se ha basado ésta, es
decir, la epidemiologia, constituye otra caracte-
ristica diferenciadora de la etapa que pasamos
a describir.

Disefo de la investigacion

Justificacion e hipdtesis de trabajo

La alteracion de la permeabilidad del endo-
telio vascular se produciria por la activacién o
accién directa de diversas substancias, entre las
que destacan la fraccién Cba del complemen-
to, y los radicales libres de oxigeno liberados por
los neutrdfilos activados. Estos fendmenos bio-
guimicos han abierto nuevas perspectivas tera-
péuticas, pues ciertos farmacos presentan una
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TABLA Il A
CRITERIOS PARA SELECCIONAR UNA TECNICA®

1. Sensibilidad, o capacidad para detectar las minimas variaciones posibles en el volumen total

del agua pulmonar

2. Especificidad, o capacidad de no ser influenciada por otros compartimientos con agua
extraputlmonar, como pudiera ser un derrame pleural
3. Reproducibilidad, o capacidad de reproducir los mismos valores, siempre que las condiciones

de trabajo no hayan variado
. Minimo nivel de invasividad
. Manejo facil
. Bajo coste

o O

"En nuestro caso para la determinaciéon del agua pulmonar.

TABLA 1l
ETAPAS PARA LA INTRODUCCION DE NUEVAS TECNOLOGIAS EN LA ASISTENCIA

| Desarrollo en bioingenieria
[l Comprobacion experimental
Il Estandarizacién experimental
IV Introduccién clinica experimental
V Introduccion clinica rutinaria

actividad selectiva 0 antagonista de dichas subs-
tancias (p. €j., anticuerpos monoclonales anti-
fraccion C5a, modernos antiinflamatorios no
esteroides), La demostracion de la eficacia te-
rapéutica de estos farmacos requiere el disefio
de un modelo experimental, destacando entre
los diversos modelos propuestos la cuantifica-
cién directa de las variaciones inducidas en el
propio edema pulmonar. Entre las ventajas de
este modelo figuraria el poder trabajar con se-
ries pequefas de pacientes, en contraposicion
a otros disefos tales como los basados directa-
mente en la mortalidad, que requieren series
muy amplias sélo susceptibles de reunirse en
estudios multicéntricos.

En una primera aproximacion a este tema de-
cidimos como objetivos prioritarios la seleccion
de una técnica de cuantificacién del agua pul-
monar y verificar su sensibilidad en el contexto
clinico, mediante dos pruebas sencillas, la pri-
mera consistente en el empleo de medicién de
la presién positiva espiratoria final, y comproban-
do si ésta induce cambios en la cuantificacién
del agua pulmonar, ¢ bien ventilando a los pa-
cientes con fracciones inspiradas de oxigeno su-
periores al 0,8, y comprobando si los fenéme-
nos de atelectasias por reabsorcién que se
producen, con los consiguientes trastornos lo-
cales de perfusién que conllevan, varian la cuan-
tificacion del agua pulmonar. Ambos mecanis-
mos propuestos maodifican profundamente los

parametros de funcién respiratoria, hemoding-
micos y gasométricos, por lo que cabe suponer
que exista algun tipo de correlacién entre dichos
pardmetros y el agua pulmonar.

Seleccion de la técnica de cuantificacion del
agua pulmonar y bases fisiopatoldgicas para
su empleo

Atendiendo a los criterios expuestos en la ta-
bla Il'y teniendo en cuenta que el trabajo se iba
a desarrollar en pacientes en situacion critica,
se selecciondé el método de doble marcador in-
travascular. A su vez esta técnica debe englo-
barse entre las etapas [l y IV de la tabla Ill, que
detalla las etapas que cualquier técnica debe
seguir para su introduccién en la clinica.

La cuantificacion del agua pulmonar se basa
en una proporcion clasica, C1V1 = C2V2, don-
de C y V representan concentraciones y volu-
menes. Un marcador faciimente detectable, que
en nuestro caso es el suero giucosado a tem-
peraturas entre 0 y 5 °C, actuando la propia
temperatura como marcador, junto con el colo-
rante verde de indocianina, que actla a su vez
también como marcador. C1 y V1 se controlan
al prepararse para su inyeccién en el territorio
vascular de arteria pulmonar, mientras que
C2 se conoce por la lectura de un dispositivo ter-
mo o fotosensible en territorio adrtico, por lo que
V2 puede derivarse facimente. V2 se correspon-
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de con el teiritorio pulmonar, donde el agua pul-
monar se distribuye en dos compartimientos dis-
tintos, uno extravascular y otro intravascular;
éste es el motivo de que para objetivar el agua
pulmonar propiamente dicha sea necesario sus-
traer del volumen total detectado de agua, el
agua del compartimiento vascular. Este objeti-
v0 se consigue utilizando dos marcadores, uno
de libre difusién y otro puramente intravascu-
lar, o bien 2l mismo marcador analizado en dis-
tintos momentos de su transito por el territorio
vascular. En este Uitimo caso es el propio sue-
ro glucosado frio el marcador que se utiliza. No-
sotros hemos optado inicialmente por esta téc-
nica, no sélo por ajustarse bien a los requisitos
de la tabla Il, sino también por haberse demos-
trado experimentalmente una superponibilidad
entre la masa térmica detectada por el marca-
dor y el volumen de agua real extravascular, de-
terminado por gravimetria, superior al 80 %. El
agua pulmonar extravascular puede, a su vez,
dividirse en varios subcompartimientos, que se-
rfan intersticial, peribronquiolar e intraalveolar,
cada uno a distintas distancias al capilar alveo-
lar, lo que introduce a su vez variaciones en los
tiempos de equilibrio entre los subcomparti-
mientos citados y el marcador. Finalmente en
el caso de estar excluida la perfusién de una
zona del pulmdén, pueden quedar excluidas am-
plias zonas de edema, que no entran en con-
tacto con el marcador, falseando los resultados
cuantitativos del agua pulmonar. Finalmente, y
teniendo también en cuenta la tabla Il la repro-
ducibilidad del método sélo permite tomar en
cuenta variaciones superiores al 8 % en rela-
cién con el valor basal, para atribuir dicha va-
riacion a factores bioldgicos ajenos a dicho fe-
némeno de reproducibilidad.

Material y método

El estudio del agua pulmonar requiere el ma-
nejo de las siguientes técnicas complementa-
rias:

1. Asistencia ventilatoria mecénica con res-
pirador volumétrico, que pueda manejarse
como minimo en modalidad controlada o mo-
dalidad asictida intermitente. Entre sus presta-
ciones debe poseer la presion positiva espira-
toria final (PEEP), y que permite mantener una
presién residual supraatmosférica, con lo que
se consigue estabilizar las pequenas vias aéreas
e incrementar la capacidad residual funcional.

2. Cateterizacion de aorta y arteria pulmonar,
con posibilidad simultanea de medicién de pre-
siones, temperatura del torrente circulatorio y
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gasto cardfaco. La monitorizacién debe permi-
tir el registro de los valores obtenidos, para des-
cartar artefactos.

3. Microprocesador para derivar el agua pul-
monar mediante los gastos cardiacos obtenidos
por los catéteres arterial pulmonar y adrtico y
sus tiempos medios de declive. En caso de no
disponer del microprocesador, todo el proceso
puede hacerse manualmente, mediante plani-
metria de los gastos cardiacos.

4. Registro de dos canales y alta sensibilidad
para visualizar las curvas de temperatura obte-
nidas por los dos termosensores, pulmonar y
adrtico.

5. Gasémetro calibrado para altas concentra-
ciones de oxigeno.

Poblacién a estudiar

1. Normalizacién de la muestra para que los
resultados sean comparables. En medicina in-
tensiva esto se consigue mediante tres sistemas
de valoracién; a) simplified acute physiologic
score (SAPS), en el que mediante 14 pardme-
tros de recogida normal en una UCI se deriva
una puntuacién proporcional a la gravedad del
paciente, permitiendo agrupar a los enfermos
por probabilidades de supervivencia; b) thera-
peutic intervention score system, que cuantifi-
ca niveles de actuacién terapéutica a la cabe-
cera del paciente (los mayores niveles de
actuacién se corresponden con mayor mortali-
dad), y ¢) cuantificacién de la funcion de los di-
versos Organos y sistemas del organismo, cuan-
do éstos fracasan. Merced a estos tres sistemas
de normalizacion, se puede trabajar con pobla-
ciones homogéneas.

2. Criterios de inclusién, gue en nuestro es-
tudio inicial han quedado reducidos a presen-
tar un SDRA, superior a 48 h de evolucién para
que el sustrato anatdémico fuese un edema lo
mas puro posible, y que no existieran variacio-
nes hemodinamicas superiores al 20 % de los
valores basales a lo largo del tiempo del estudio.

3. Criterios de exclusidn: inestabilidad hemo-
dindmica o lesiones a distancia que contraindi-
casen el empleo de PEEP.

4. En esta misma subetapa debe introdu-
cirse, como primer paso, la informacién al pa-
ciente o a sus familiares, y la autorizacion, a ser
posible escrita, para la realizaciéon de la prue-
ba. Es obligado recordar siempre que bajo
ninguna circunstancia puede someterse al pa-
ciente a ningun riesgo adicional por realizar una
prueba.
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TABLA IV
COMPARACION APEV-PEEP (FI0,< 1)
Basal PEEP Ie}
Total(nl} 1.004 + BN 1.044 + 442 NS
Peso {ml/kg) 14+6 13+5 NS
Porcentaje 100 97 +15 NS
TABLA V
COMPARACION APEV-FIO;
INCREMENTO FIO,; BASAL-FIO, =1
FIO, basal FlO;=1 p
Total (nl) 976 t+ 461 953 + 417 NS
Peso (ml/kg) 12+5 12+4 NS
Porcentaje 100 99 +18 NS
Protocolo Resultados

Engloba los subapartados que presentamos
a continuacion:

1. Definicién del grupo control. En nuestro
caso se utiliza un control interno, pues son los
propios pacientes quienes sirven para definir las
condiciones basales.

2. Registro de los pardmetros elementales,
constituidos por los valores hemodindmicos, ga-
sométricos, de funcidn respiratoria, y de agua
puimonar,

3. Célculo de los pardmetros derivados de los
elementales y normalizacién de los mismos.

4, Célculo de los valores de las presiones me-
diastinicas para derivar las presiones transmu-
rales.

5. Introduccién de las modificaciones en
cuanto a ZEEP/PEEP de +10 cmH20, vy
FIO»<0,8/F102>0,8 con intervalos de 20 en-
tre las diversas lecturas de los valores elemen-
tales.

6. Realizacién de la prueba por personal en-
trenado y cualificado para el mismo.

Apoyo estadistico e informatico

Debe realizarse inicialmente para definir la
amplitud de la muestra a estudiar y su técnica
de agrupacién. En nuestro caso el muestreo se
ha realizado sobre 21 pacientes, con un maxi-
mo de tres estudios por paciente, separados por
un intervalo minimo de 12-h. En cuanto a las
pruebas estadisticas utilizadas para el anélisis
final, han sido la prueba de t, el ANOVAYy la re-
gresién lineal multiple.

Quedan reflejados en las tablas 1V, Vy VI. El
incremento de la PEEP no ha producido ningu-
na variacién estadisticamente significativa en re-
lacién con el agua pulmonar.

El incremento de la fraccién inspirada de oxi-
geno tampoco ha producido ninguna variacién
estadisticamente significativa en relacion cop el
agua pulmonar.

La evolucién de los valores hemodinamicos
y de oxigenacién ha presentado variaciones es-
tadisticamente significativas y superponibles a
los valores caracteristicos definidos en otros tra-
bajos. Solo existe una correlacién positiva en-
tre los pardmetros de agua pulmonar y gradiente
alveoloarterial de oxigeno, junto con el indice de
oxigenacion,

Andalisis de los resuftados

Pone de manifiesto que la técnica de cuantifi-
cacién del agua puimonar mediante un solo mar-
cador no ha demostrado ninguna variacién es-
tadisticamente significativa en el agua pulmonar.

Analisis de los resultados, conclusiones
y fijacion de objetivos

Tal como sefaldbamos, el método de cuanti-
ficacion del agua pulmonar por un solo marca-
dor no ha detectado variaciones estadisticamen-
te significativas al analizar los cambios inducidos
al modificar la PEEP o la FIO,. El andlisis de es-
tos resultados puede evidenciar determinadas
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) TABLA VI
COMPARACION PEEP-HEMODINAMICA, INCREMENTO ZEEP-PEEP
Parametro Basal PEEP Ie
IC (I/min/m?) 45*t1,6 39+1,4 <0,05
TA {mmHg) 74 +1b 73+1,4 NS
PAP (mmHg) 24 +5 2615 <0,05
PCP (mmHg) 12+3 14+3 <0,05
PVC (mmHg) 10+3 11 +4 NS
RPT (din.seg.cm5) 497 +250 647 + 339 <0,05

conclusiones de las que se deriven objetivos
operativos. Un paso previo es revisar todos los
eslabones del trabajo que hayan podido influir
en ellos:

1. Error técnico: en la lectura de los resulta-
dos, producido por fendmenos de recirculacion
del marcador. Su comprobacion requiere el es-
tudio comparativo con un nuevo marcador para
que dicho fendmeno de recirculacion pusda ob-
jetivarse. Incremento en los tiempos de transi-
to del marcador producido por una mayor anor-
malidad de la relacion ventilacion/perfusion, que
debe ser comprobado mediante curvas de acla-
ramiento isotépico pulmonar. Finalmente, en
caso de no detectarse ningln error, deberd
volverse a comprobar la relacion entre la masa
térmica detectada y el volumen real de agua
pulmonar extravascular, objetivado mediante
gravimetria en animales de experimentacion.

2. Error en el diseno estadistico, ya sea en la
fase inicial de definicién de la muestra, ya sea
en la fase de andlisis estadistico de los resulta-
dos. Requieren un replanteamiente del misma.

3. Finalmente, el andlisis de los resultados no
necesariamente indica falta de sensibilidad de
la técnica, sino que pudiera tener otras explica-
ciones, como la redistribucion del edema ha-
cia los manguitos peribronquiolares, que por es-
tar a mayor distancia de los capilares no se
equilibraran o incluso quedaran excluidos del
computo de agua total, lo cual compensar3
otras zonas adyacentes al marcador tanto con
el empleo de PEEP como con el empleo de
F10,>0,8. En cualquier caso la comprobacion
de este extremo requiere la repeticion del dise-
Ao global del trabajo variando los niveles de

DISCUSION

PEEP utilizados y los tiempos de muestreo. Asf
misme, el estudio anatomopatolégico del pul-
moén en animales de experimentacién constitui-
ria el completo ideal de este aspecto del trabajo.

4. En cuanto a la técnica en si misma debe
considerarse en fase experimental todavia, o lo
que es lo mismo, rechazar su empleo en la clf-
nica humana como prueba asistencial, pues no
es Util para decisiones en este contexto.

Recomendaciones finales

A lo largo de este trabajo hemos intentado
combinar la exposicién de unos de los campos
de investigacion bésicos en el paciente neumo-
légico, a la vez que se han recalcado las eta-
pas de un programa de investigacion bésica
aplicada.
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S. ERiLL: Yo quisiera preguntar si en el curso de
estos trabajos o de otros a los que no haya po-
dido hacer referencia ha utitizado estas técni-
cas para evaluar el efecto de algln farmaco.
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G. VAzauez: No. El problema radica en que en
la dlitima década el distrés respiratorio del adul-
to se orientd con una concepcidn puramente
mecanicista, enfocando el tratamiento a la sim-
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ple correccidn de la hipoxemia con ventilacién
asistida y otras técnicas de apoyo cardiorres-
piratorio. Sin embargo, se ha demaostrado que
esto no es real. La hipoxemia se controla pero
la mortalidad persiste. A partir de ahi es im-
perativa la evaluacion de nuevas terapéuticas
que necesariamente incluirdn medidas farma-
coldgicas, lo cual requiere un modelo experi-
mental en clinica muy bien validado. Lo que
aqui se ha presentado corresponde a la com-
probacién de un modelo experimental.

S. EriLL: Desde hace mucho tiempo me ha in-
teresado un aspecto del edema agude de pul-
modn que se desarrolla en los heroinémanos
y en el cual cabe especular que pueda haber
una participaciéon de histamina liberada por
la heroina, puesto que como es sabido los nar-
cdticos son potentes liberadores de histami-
na. Se han ensayadc en esta situacion anti-
histaminicos de tipo Hi, pero no se han
ensayado, que yo sepa, antagonistas de tipo
Hz, v me gustaria especular sobre la posibili-
dad de que técnicas de este tipo pudieran, por
lo menos en un modelo animal, permitir ob-
servar un cierto efecto de unos y otros, y even-
tualmente la sumacién de efectos si se em-
plearan ambos.

G. VAzauez: Es un enfogue interesante pero
creo que el edema agudo de pulmén de los
heroindmanos es un mal ejemplo del distrés
respiratorio del adulto, porgue no se asocia
a mortalidad, es decir, tiene un perfil de evo-
lucién muy rapido, es reversible, en 24 o0 48
horas se ha recuperado el paciente y basta
mantenerlo ventilado o despierto con antago-
nistas. Ello implica que cualquier ensayo te-
rapéutico basado en la evaluacién de la mor-
talidad o morbididad seria practicamente
inviable, aunque légicamente si podrian estu-
diarse los efectos del fendmena sobre aspec-
tos hemodinamicos o de funcionalismo respi-
ratorio.

J. CosIn: Una pregunta muy concreta ¢inyec-
tan uno de los marcadores por via venosa?

G. VAzQUEZz: En arteria pulmonar.

J. Cosin: ;Y el otro marcador?

G. VAzquez: Simultaneamente en la misma je-
ringuilla.

J. CosiN: ;Han utilizado algin marcador por via
inhalatoria?

G. VAzQUEZ: Hay técnicas descritas con marca-
dores administrados por esta via. Aunque pue-
den en algunas ocasiones tener mayor sensi-
bilidad, no son reproducibles en el enfermo
critico ni se pueden repetir seriadamente a la
cabecera del paciente. Nuestra técnica es re-

producible y sélo requiere la inyeccién como
maximo de 20 ml de dextrosa por estudio.

J. Cosin: De todas formas, el verde de indocia-
nina es de manejo bastante dificii porque di-
funde muchisimo, y a veces al repetir la me-
dicién del gasto en dos momentos distintos se
obtienen valores completamente diferentes.
Hace algunos afos lo utilizamos y siempre te-
nfamos problemas.

G. VAzQuEZ: Légicamente, un aspecto a tener
€n cuenta es la variabilidad interindividual en-
tre distintos observadores al utilizar esta téc-
nica. Conviene controlar este factor para op-
timizar en 1o posible la reproducibilidad del
método.

A. ORDINAS: Quisiera hacer un comentario aje-
nc a ésta ponencia, dirigido a los jévenes MIR
presentes en esta reunion. Quiza pueda dar
la impresién de gue los médicos investigado-
res que hemos presentado nuestras comuni-
caciones a 1o largo del dia hemos dispuesto
de grandes medios o grandes facilidades para
llevar a cabo nuestros proyectos. Al menos por
lo gue a mi respecta, aunque crec que sera
un sentimiento compartido por la mayoria de
ponentes, ha supuesto un extraordinario es-
fuerzo personal llevar a cabo proyectos de
investigacién dentro de las instituciones sani-
tarias, porque el concepto del médico inves-
tigador no estad muy extendido, es decir, la car-
ga asistencial es tan enorme gque es casi
imposible intentar llevar a cabo alguna inves-
tigacién durante la jernada de trabajo, por lo
que es obligado utilizar por ejemplo los fines
de semana. Sin embargo, comentabamos con
el Dr. Cosin que probablemente en un futuro
préximo el nimero de médicos dedicados ex-
clusivamente a [a asistencia de alguna mane-
ra se ird saturando y tendrd que surgir la figu-
ra del médico que casi por obligacién deba
dedicar al menos parte de su tiempo a la inves-
tigacién. Ademas, ha de llegar el momento en
que un gran numero de médicos de las insti-
tuciones sanitarias hagan investigacién porque
ésta es la (nica manera de que vaya progre-
sando la sanidad en nuestro pais, como se ha
demostrado en los paises donde ya se aplica.
Es recomendable que en los cuatro afios que
ustedes van a estar en instituciones sanitarias
y a pesar de la enorme carga asistencial, pro-
curen dedicar parte de su tiempo a la investi-
gacién, ya que en un future no muy a largo
plazo les va a ser de gran utilidad. Y pienso
que los jefes de servicio que reciban a estos
nuevos MIR tendrian que insistir en esto, por-
que la formacién de un médico residente no
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es sblc asistencial sino que tiene que ser tam-
bién investigadora.

J. Cosin: Probablemente en un futuro, si este
pals sigue una evolucién occidental normal,
los puestos de trabajo de la medicina asisten-
cial van a decrecer en favor de los de la medi-
cina investigadora. Y nc sélo eso, sino que los
puestos de trabajo en instituciones de la red
hospitalaria de este pals contemplaran proba-
blementc la dedicacién parcial a la investiga-
cién. A titulo de primicia quisiera anunciar que
en nuestra especialidad de cardiologia, la Co-
misién de la Especialidad ha aprobado formal-
mente la posibilidad de dedicar un afio de la
residencia en Cardiologfa a la investigacidn.
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Es de esperar que a esta iniciativa sigan otras
parecidas.

S. ErILL: Me parece que ha llegado el momen-

to de dar las gracias a todos los participan-
tes. Es evidente que la investigacién es siem-
pre una aventura intelectual y que a todos
aquellos que de una u otra manera tenemos
una relacién con esta aventura nos ha de sa-
tisfacer ver que se puede compaginar el tra-
bajo clinico con la investigacién. Debo decir
que, por lo menos para mi, la asistencia a esta
mesa redonda ha sido enormemente enrique-
cedora. Y quizd pueda hablar en nombre de
todos. Muchas gracias.
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