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EDITORIAL

La Reial Académia de Medicina de les llles Balears,
a favor de la implantacié d’estudis de Medicina

The Royal Academy of Medicine of the Balearic Islands supports
the implementation of medical studies

El Consell Editorial

La Reial Academia de Medicina de les llles Balears, la institucié cientifica més antiga de la nostra Comunitat,
reunida en sessio cientifica dia 4 de marg passat va expresar el seu suport al pojecte de la Universitat de les llles
Balears d’implantar els estudis de medicina amb el seglient manifest:

En relacio amb les noticies sobre la possible implanta-
cio d'estudis de Medicina a la nostra Comunitat, la Reial
Academia de Medicina de les llles Balears vol recordar
que ja el novembre de 2008 el ple de la corporacio va
acordar per unanimitat donar suport al projecte de crea-
ci® d'una facultat de Medicina, amb oferta d’estudis des
del primer any. Malauradament, raons diverses aturaren
aquell proposit docent quan ja disposava de I'aprovacio
de 'ANECA (Agencia Nacional d’Avaluacio de la Quali-
tat i Acreditacio).

Anys abans (abril de 2001) la nostra corporacid havia
aportat elements de reflexio al conjunt de la societat ba-
lear acollint un debat public on els ponents (provinents
del mon academic, col-legial i politic) s'expressaren tots
a favor de la creacid d'una facultat de Medicina. Altres
sessions cientifiques celebrades al llarg d'aquests da-
rrers anys | diverses publicacions proven linteres cons-
tant dels academics per aguesta quiestio.

El projecte actual de la Universitat de les llles Balears
(UIB) parteix d'un estudi economic que li dona viabilitat,
contempla la implantacio dels estudis de medicina que
corresponen al cursos de formacio clinica i dona Us do-
cent a les infraestructures disponibles de I'Hospital Son
Espases. Quant al nivell docent, el pla d'estudis de Me-
dicina de la UIB ha estat aprovat per 'ANECA i es troba a
punt per ser implantat i consolidat.

Un cop analitzada la quiestio en el context actual en ses-
sio cientifica de 4 de mar¢ de 2014, la Reial Academia de
Medicina de les lles Balears considera que persisteixen les
condicions per impulsar definitivament els estudis de medi-
cina a la nostra comunitat. El motiu principal que justifica el
suport de la Reial Acadéemia al projecte de la UIB és l'efecte
directe en la millora de la qualitat assistencial, docent i inves-
tigadora. A més d'aquest argument fonamental, altres raons
contribueixen també a recolzar-lo: uns estudis de medicina
milloren el nivell general de la professio medica, faciliten i
estimulen la recerca biomedica i repercuteixen positivament
sobre el desenvolupament economic per la via de la innova-
cio. Els estudis de Medicina poden també pal-liar la fuga de
professionals de les ciencies de la salut altament qualificats |
afavorir la possibilitat de captar talent de I'exterior.

Balears és I'inica Comunitat autonoma del territori nacio-
nal sense estudis de Medicina: a més del greuge com-
paratiu amb altres regions que aixo representa, aquest
fet porta a una perdua de competitivitat i a una reduccio
del foment de I'educacio a Balears.

La Reial Academia de Medicina, la institucid cientffica
meés antiga de la nostra Comunitat, vol destacar, final-
ment, la presencia en la nostra Comunitat d'investigadors
i metges assistencials de prestigi nacional i internacional
que, amb altres que poguessin incorporar-se aportarien
els coneixements teorics i practics necessaris per garan-
tir una formacio de qualitat.

Medicina Balear 2014; 29 (2): 8
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Calcificaciones ectopicas: mecanismos,
similitudes y diferencias
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Resumen

Introducciodn: £l plasma esta siempre sobresaturado en hidroxiapatita, ya gue si no fuera asi el hueso no se podria formar. A pe-
sar de ello las calcificaciones ectopicas no se dan de forma masiva, siendo su mecanismo de desarrollo todavia poco conocido.
En este trabajo se presentan tres casos de calcificacion ectopica muy diferentes, con el fin de profundizar en su mecanismo de
formacion, analizando analogias vy diferencias.

Pacientes y Métodos: Se seleccionaron tres pacientes con calcificaciones ectépicas: un paciente con calcificacion de cadera
resultado de la necrosis de la misma producida por un fuerte golpe. Un paciente con Sindrome de Solapamiento autoinmune que
presenta calcificaciones mdltiples en varias zonas del cuerpo y un paciente con tendinitis calcificante del hombro. Se efectuaron
estudios mineraldgicos de muestras extraidas de cada paciente mediante microscopia electronica de barrido y microanalisis por
energia dispersiva de Rayos X. Se determind también los niveles de fitato urinario en cada paciente.

Resultados: En el paciente con calcificacion en la cadera se detecto la presencia de materia organica e hidroxiapatita carbonata-
da no esferulitica de estructura compacta similar al hueso. En los otros dos pacientes se observo la presencia de materia organica
calcificada con hidroxiapatita carbonatada junto con gran cantidad de esferulitos o bien objetos esferoidales de carboxiapatita. En
todos los casos los valores de fitato urinario correspondieron a valores bajos (alrededor de 0.5 uM).

Discusion: Este estudio confirma que en cualquier caso, si se genera una calcificacion ectopica es porque se ha producido una
lesion tisular previa. La morfologia de dicha calcificacion dependera del tamanio y disposicion del espacio en la que se genere.
Asi, si se trata de regiones de tejido denso, con poco espacio vacio y sin excesiva renovacion de liquido, daré lugar a estructuras
compactas de carboxiapatita nucleada directamente sobre la materia organica. Si se trata de zonas con cavidades mas 0 menos
abiertas vy llenas de liquido, se formaran estructuras amorfas esferuliticas o esferoidales. Se discute también el papel de los inhibi-
dores de la cristalizacion y del sistema inmunitario en la evolucion de estos depositos.

Palabras clave: Calcificaciones ectopicas, carboapatitas, estructuras, mecanismos de formacion

Abstract

Introduction: Plasma is always supersaturated in hydroxyapatite, because if not the bone would not be formed. However ectopic
calcifications do not occur massively and, their formation mechanism is still poorly understood. In this work three cases of different
ectopic calcifications are presented and similarities and differences are analyzed in order to deepen in their formation mechanism.
Patients and Methods: Three patients with ectopic calcifications were selected. A patient with hip calcification as a result of necrosis
produced by a blow, a patient with a autoimmune overlap syndrome having multiple calcifications in several areas of the body and one
patient with calcifying tendinitis of the shoulder. Mineralogical studies of samples taken from each patient were performed using scan-
ning electron microscopy with microanalysis by X-ray dispersive energy. Urinary phytate levels in each patient were also determined.
Results: The presence of organic matter and no spherulitic carbonated hydroxyapatite with bone-like compact structure was detec-
ted in the patient with hip calcification. In the other two patients the presence of organic matter calcified with carbonated hydroxya-
patite with a lot of spherulites or spheroidal carboxyapatite objects was observed. In all cases the urinary phytate levels correspond
to low values (about 0.5 uM).

Discussion: This study confirms that in all cases, if an ectopic calcification is generated this is due to a previous tissue injury. The
morphology of that calcification will depend on the size and status of the available space where is generated. So, if it comes in re-

Medicina Balear 2014; 29 (2): 9-15 9



Félix Grases et al.

gions of dense tissues, with little empty space and without excessive fluid renewal, it will lead to compact carboxyapatite structures
that nucleate directly on organic matter . If the region has more or less open cavities fluid-filled, spherulitic or spheroidal amorphous
structures are formed. The role of crystallization inhibitors and immune system in the development of these deposits is also discussed.

Keywords: Ectopic calcifications, carboapatites, structures, formation mechanisms

Introduccion

Actualmente es conocido que la mayoria de tejidos del
cuerpo humano se calcifican progresivamente con la
edad' ?, aungue el grado de calcificacion depende en
gran medida de cada individuo. En ocasiones, y como
consecuencia de determinados procesos patologicos,
se producen calcificaciones ectopicas en drganos o teji-
dos concretos, independientemente de la edad del indi-
viduo. Asi son frecuentes las calcificaciones del sistema
cardiovascular®®, las calcificaciones tendinosas®, las cal-
cificaciones renales’ y las calcificaciones metastasicas®.

Los mecanismos y las causas por las que se generan
estas calcificaciones son todavia poco conocidos y es
evidente que mientras No se conozcan con detalle no
podran darse soluciones efectivas para evitarlas. Un
aspecto comun a todos estos procesos es que el soli-
do que se genera de manera incipiente es en todos los
casos muy parecido y corresponde a fosfatos calcicos
amorfos que con el tiempo acaban trasformandose en
apatitas o carbohidroxiapatitas, que corresponde al mis-
mo componente mineral que se encuentra en el hueso.

Para la correcta comprension de estos procesos debe
considerarse que el plasma humano (y de todos los ma-
miferos) esta siempre sobresaturado respecto a la hidro-
xiapatita (contiene mas cantidad de la que permite su
solublilidad). Se ha de tener encuentra que si no fuera
asl, los huesos no se podrian formar. Considerando este
hecho, resulta sorprendente que las calcificaciones tisu-
lares no sean mas frecuentes. En este sentido es pre-
Ciso sefnalar que son mas comunes de 10 que se cree,
aungue en muchas ocasiones permanecen silentes a
pesar de sus, en ocasiones, funestas consecuencias.
De todas maneras, considerando la sobresaturacion
permanente del plasma en fosfato calcico, deberian ser
mucho mas prevalentes. La explicacion a este hecho
hay que buscarla por una parte en las caracteristicas de
los procesos de cristalizacion en si mismos vy, por otra,
en la propia naturaleza de la vida. Asi, se ha de tener en
cuenta que la formacion de cristales a partir de un liqui-
do no es en absoluto facil. Implica pasar de un sistema
totalmente desordenado (estado liquido), a un sistema
mucho mas ordenado (estado solido). En disoluciones
puras este proceso es muy dificil desde el punto de vista
de su mecanismo y Unicamente cuando la sobresatura-
cion es muy elevada se forma la fase solida en tiempos
relativamente cortos. Por tanto, las disoluciones con so-
bresaturaciones no muy elevadas, aunque sean estados
metaestables, pueden aguantar horas, dias e incluso

anos sin cristalizar. Ahora bien, cuando las disoluciones
Nno son puras, la presencia de determinados solidos ya
formados puede acelerar notablemente el proceso de
cristalizacion. Estos solidos se conocen como nuclean-
tes heterogéneos vy actlan como inductores de la cris-
talizacion. En el plasma, asi como en el liquido intersti-
cial de un tejido sano, no encontramos particulas que
puedan actuar como nucleantes heterogéneos eficaces.
Como la propia naturaleza de la vida implica cambio vy
renovacion constantes, los tiempos de permanencia de
los liquidos en el interior de los tejidos no son lo suficien-
temente largos para dar lugar a procesos de cristaliza-
cion. Ahora bien, cuando por algin motivo se producen
lesiones en los tejidos, se generan diferentes residuos
celulares, alguno de los cuales puede actuar como nu-
cleante heterogéneo muy efectivo de la hidroxiapatita,
favoreciendo los procesos de calcificacion ectopica.

Es evidente que cuanto mas elevada sea la concentra-
cion de calcio y fosfato plasmatico, mas elevada sera la
sobresaturacion de la hidroxiapatita y por tanto mayor la
tendencia a cristalizar, a pesar de que el organismo dispo-
ne de mecanismos muy precisos para el control del fos-
fato y sobretodo del calcio plasmatico, de manera que la
hiperfosfatemia y la hipercalcemia son poco frecuentes®.

En la actualidad se sabe ademas que el organismo dis-
pone de tres mecanismos para evitar/controlar/ revertir los
procesos de calcificacion patologica. (I) Asl es conocido
que el sistema inmunitario a través de los macrdfagos o
células equivalentes (sistema fagocitico mononuclear que
antiguamente se conocia como el reticulo endotelial) tienen
capacidad para fagocitar y revertir los pequenos depdsitos
de hidroxiapatita ', (ll) En la sangre pueden encontrarse
moléculas de bajo peso molecular, algunas de origen en-
dodgeno, como el pirofosfato' '°, otras que proceden de la
dieta, como el fitato'® ' y otras que son de origen sintético
(farmacos), como los bisfosfonatos'™ ¢, que poseen una
gran capacidad para interferir en los procesos de cristaliza-
cion de la hidroxiapatita, evitando su formacion. Estas sus-
tancias se conocen como inhibidores de la cristalizacion.
(Il Finalmente, también se ha demostrado que en la sangre
existen proteinas como la fetuina, que por su estructura y
grupos funcionales, son capaces de captar calcio y fosfato
dando lugar a la formacion de nanoparticulas de hidroxia-
patita-fetuina, que son eliminadas por el organismo, o bien
depositandose en los huesos o siendo metabolizadas y ex-
cretadas®™ °', Es evidente que mediante este mecanismo
se retira fosfato y calcio de la sangre y por tanto se dismi-
nuye la sobresaturacion de hidroxiapatita, lo que dificulta su
proceso de cristalizacion.
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Calcificaciones ectopicas: mecanismos, similitudes y diferencias

En este trabajo presentamos tres casos muy diferentes
de calcificacion ectdpica, con el fin de profundizar en sus
mecanismos de formacion, de acuerdo con los aspec-
tos comentados, analizando sus analogias y diferencias.

Pacientes y métodos

Se seleccionaron tres pacientes con calcificaciones ec-
topicas de origen completamente distinto, de los que
por motivos terapéuticos pudiéramos disponer de una
muestra de tejido calcificado, para poder proceder a su
estudio mediante microscopia electronica de barrido y
microanalisis por energia dispersiva de Rayos X. Se revi-
s0 el historial médico de estos pacientes y se obtuvo una
muestra de orina de cada uno para su estudio poste-
rior. El estudio consistio en una evaluacion retrospectiva
de toda la informacion conseguida para cada paciente.
Cada voluntario firmo el correspondiente consentimiento
informado para que dicha informacion pudiera ser publi-
cada con fines cientfficos.

Paciente 1

Mujer de 37 afios sin historial clinico relevante previo.
Acude a consulta por presencia una masa calcificada en
musculo lliopsoas en la cadera derecha aparecida tras
un fuerte golpe (figura 2B). Con la finalidad de proceder
a su estudio histoldgico se le extrajo un fragmento de
esta calcificacion, de la que una pequefia parte conser-
vada en formol se suministré para efectuar un estudio mi-
neraldgico mediante microscopia electronica de barrido
y microandlisis por Rayos X.

Paciente 2

Mujer de 562 afios con Sindrome de Solapamiento autoin-
mune que presenta calcificaciones mdltiples en varias zo-
nas del cuerpo (figura 3D). Con la finalidad de proceder
a su estudio histolégico se le extrajo un fragmento de esta
calcificacion de un dedo de la mano izquierda de la que

una pegquefia parte conservada en formol se suministro
para efectuar un estudio mineraldgico mediante micros-
copia electronica de barrido y microanalisis por Rayos X.

Paciente 3

Mujer de 31 anos que acude a consulta como conse-
cuencia de un dolor agudo causado por una tendinitis
calcificante del hombro. La paciente no refiere otra infor-
macion clinica relevante. Los depdsitos calcificados se
extrajeron por puncion-aspiracion guiada por ecografia,
se filtraron y se secaron para su examen mediante micros-
copia electronica de barrido y microanalisis por rayos X.

Estudios mediante microscopia electrdnica de barri-
do y microanaélisis por energia dispersiva de rayos X
Las muestras se colocaron en un soporte metalico vy
sobre un film adhesivo de doble cara y se examinaron
utilizando un microscopio electronico Hitachi S 3400N
equipado con un analizador EDX (energia dispersiva de
Rayos X). Las muestras no se recubrieron con oro para
evitar la interferencia que la linea espectral de este metal
produce en la linea espectral del fosforo.

Anadlisis del fitato urinario

Para este andlisis se utilizd orina de 2 horas recogida en
ayunas por la manana. Las muestras se almacenaron a
una temperatura de 4°C y se enviaron al laboratorio para
su andlisis inmediato. La orina se analizd siguiendo el
protocolo habitual®®. Se utilizaron 20 mL de orina diluida
con 20 mL de agua, acidificado a un pH=3 con HCI 1:1.
La disolucion se agitd durante 15 minutos con 0,50 g de
resina de intercambio anidnico AG1-X8. Posteriormente,
se transfirid a una columna de extraccion en fase solida
de 20 mL de capacidad, con una frita. La resina se lavo
con 120 mL de HCI 50 mM, vy posteriormente con 2x5
mL de agua. La elucion del fitato de la resina se realizd
con 4x1 mL de NaCl 2 M. El método de determinacion
del fitato en dicho eluato se realizd mediante el uso del
complejo de aluminio y naranja de xilenol?®,

Figura 1: Iméagenes al microscopio electronico de barrido de la calcificacion del paciente 1. (A) a 7560 aumentos, y (B) a 1700 aumentos.
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Resultados

Como puede observarse en las Figuras 1A, 1B, 2A vy
2B, las muestras correspondientes al paciente 1 estan
constituidas por materia organica e hidroxiapatita carbo-
natada no esferulitica de estructura compacta similar al
hueso. El andlisis del fitato urinario dio un valor bajo de
0,47 UM,

En las Figuras 3A, 3B, 3C y 3D se muestran los resul-
tados del estudio de las muestras del paciente 2. Como
puede observarse, se detecta materia organica calcifica-
da con hidroxiapatita carbonatada junto con la presencia
de gran cantidad de esferulitos de hidroxiapatita. El anali-
sis de fitato urinario dio también valores bajos correspon-
dientes a 0,40 uM.

En las Figuras 4A, 4B, 4C v 4D aparecen los resultados
del estudio de las muestras del paciente 3. Como puede
observarse en todas las imagenes puede observarse que
las muestras estan constituidas por una mezcla de mate-
ria organica y objetos esferoidales de tamafios variables,
desde 20 pm a 200 pm de diametro. También pueden
observarse pequenas esferas de 5 um. La parte interma
de los objetos esferoidales esta constituida por material
amorfo en el que se encuentran inmersas peguenas es-
feras de alrededor de 5 um de diametro. Igual que en
el resto de muestras, la parte mineral esta formada por
hidroxiapatita carbonatada. El analisis de fitato urinario dio
un valor de 0.6 uM.

Discusion

Este estudio comparativo demuestra con claridad que en
cualquier caso el desarrollo de una calcificacion ectopica
es debido a la presencia de una lesion tisular previa, ya
sea consecuencia de un golpe fuerte (paciente 1), des-
truccion de tejido a causa del lupus (paciente 2) o rotura

de tendones (colageno) como, por ejemplo, consecuen-
cla de ejercicio fisico excesivo. Esta lesion generara en
cada caso detritus celulares que actuaran como nuclean-
tes heterogéneos de la hidroxiapatita, al estar la sangre
sobresaturada en esta sustancia. Ahora bien, la morfolo-
gla de la calcificacion generada dependeré de la morfo-
logia y disposicion del espacio donde se genere. Asl, si
se trata de regiones en el interior de los tejidos, con poco
espacio vacio y sin excesiva renovacion de liquidos, la
hidroxiapatita nucleara directamente sobre la materia or-
génica alterada, formando estructuras microcristalinas
cuyo crecimiento tendré lugar por difusion de unidades
de crecimiento a través del liquido intersticial, generando
microcristales columnares de precursores de la hidroxia-
patita (fosfato dicélcico, octacalcico o simplemente fos-
fato céalcico amorfo), que con el tiempo se transformara
en hidroxiapatita bioldgica, dando lugar a estructuras muy
compactas, como las observadas en el paciente 1. Este
tipo de calcificacion también es la que se encuentra en el
interior de las valvulas del corazon? 2°,

Si se trata de regiones con cavidades méas o menos
abiertas vy llenas de liquido donde existe cierta renova-
cién del mismo, los iones calcio y fosfato podran for-
mar especies como los llamados Posners clusters, que
sSoN agrupaciones de unos 12-15 iones calcio y fosfato
(Ca,(PO,),)*®, que a su vez por choques entre ellos po-
dran formar nanoparticulas que a su vez podran ser atrai-
das por los residuos organicos (por ejemplo colageno
desnaturalizado o cualquier otro resto proteico), dando
lugar a la formacion de estructuras amorfas esferoida-
les?’, como las observadas en el caso del paciente 3.
En el caso de que se den ambas circunstancias a la vez,
es decir zonas con tejidos alterados compactos, junto
con cavidades llenas de liquido y detritus organicos, se
daran ambos mecanismos de formacion y apareceran
estructuras como las del paciente 2, en las que se de-
tectan zonas con esferulitos de hidroxiapatita, junto con
zonas mineralizadas mas compactas.

Figura 2: (A) Microandlisis por rayos X de la calcificacion del paciente 1, en el que se muestran los componentes del mismo. (B) Tomografia Computerizada de cadera
derecha. Se observa calcificacion heterotdpica circunscrita que asienta en musculo iliopsoas distal.
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El papel protector de los inhibidores de la cristalizacion
en el desarrollo de calcificaciones patoldgicas como las
cardiovasculares o renales, ha sido demostrado amplia-
mente'+1928, En los tres casos estudiados en el presente
trabajo se observd un claro déficit en un potente inhibidor
de la cristalizacion, como es el caso del fitato. Asf los
valores urinarios detectados, que se ha demostrado que
correlacionan con los correspondientes valores plasma-
ticos?®, se encuentran alrededor de concentraciones 0.5
uM, mientras los valores normales suelen ser iguales o
superiores a 1uM. Este inhibidor, que no es de sintesis
enddgena, esta presente en el organismo al ser ingeri-
do a través de la dieta?®, y al ser un polifosfato tiene un
comportamiento muy parecido al de los bisfosfonatos, si
bien por ser un producto de origen natural no manifiesta
la toxicidad de aquéllos.

Es conocido que los macréfagos son capaces de de-
gradar los depositos de hidroxiapatita, utilizando &ci-
do para disolver el mineral y enzimas proteoliticas para
degradar la matriz proteica. Los macrofagos (0 células
equivalentes) internalizan estos componentes por endo-
citosis y transportan vy liberan sus contenidos mediante

transcitosis vesicular®®®2, En el caso de las tendinitis cal-
cificantes del hombro es frecuente observar como de
forma espontanea se dan procesos de reabsorcion del
material calcificado. Obviamente la facilidad con la que
una calcificacion pueda ser reabsorbida dependeréa de la
mayor 0 menor irrigacion del tejido y de la extension de la
calcificacion. Cuando por alguna razén se dan incremen-
tos anormales de calcio o/y fosfato en la sangre, para
evitar procesos masivos de calcificacion, existen protei-
nas como la fetuina que son capaces de captar calcio y
fosfato, formando nanoparticulas de hidroxiapatita-fetui-
na coloidal’® "%, Bl sistema fagocttico es también capaz
de destruir estas nanoparticulas, de manera que parece
que o bien las libera al tejido 6seo o bien las metaboliza
completamente hasta que son excretadas.

De los tres casos estudiados, Unicamente en las calcifi-
caciones del primero parece insinuarse estructura ésea,
aungue no se ha identificado como tal. De todas formas
en aguellas situaciones en las que se dan calcificaciones
masivas y densas en las que el organismo no es capaz
de reabsorberlas, la formacion de estructuras dseas es
solo una cuestion de tiempo. Este hecho no es en ab-
soluto extrano, ya que en un entorno rico en hidroxiapa-

Figura 3: (A, By C) Imégenes al microscopio electronico de barrido (1000 aumentos) de la calcificacion del paciente 2. (B) Radiografia anteroposterior de pelvis .Cal-
cificaciones heterotopicas musculares diseminadas en cintura pélvica.

Medicina Balear 2014; 29 (2): 9-15



Félix Grases et al.

tita bioldgica se acumularan marcadores ¢seos, ya que  identificando la zona como hueso e iniciaran las transfor-
ésta es el componente mineral del mismo. Por tanto las maciones adecuadas para adaptarse al mismo, iniciando
células madre que circulen por este entorno acabaran  un proceso de osificacion ectopica.

Figura 4: Iméagenes al microscopio electronico de barrido de diferentes zonas de la calcificacion del paciente 3. (A) a 200 aumentos; (B) a 500 aumentos; (C) a 750
aumentos y (D) a 1000 aumentos.
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Resumen

La Leucemia Mieloide Aguda (LMA) representa un grupo de neoplasias muy heterogéneo. Las aberraciones citogenéticas detecta-
das en el momento del diagndstico son el marcador prondstico mas comunmente utilizado. Sin embargo, el 20% de los casos de
LMA presentan un cariotipo normal. Dentro de este grupo de pacientes la presencia de mutaciones del tipo FLT3-ITD se considera
de mal prondstico. Sin embargo, la presencia de la mutacion NMP1 o AML1-ETO se asocia a un mejor pronéstico.

En este contexto, el objetivo de este trabajo es el desarrollo de una técnica de diagndstico molecular hematoldgico, que permita
la deteccion simultanea de mutaciones para estos tres genes. Hemos desarrollado un método basado en la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) que permite amplificar y visualizar simultaneamente estos 3 marcadores tanto desde ARN (un paso) como
desde ADNc (dos pasos). De las 28 muestras analizadas, 6 (21,42 %) muestras fueron positivas para FLT3-ITD, 7 para NPM-1
(256%) y otras 4 (14,28) para AML1-ETO. Al comparar ambos métodos (ADNc vs ARN) con métodos convencionales los resultados
de las 28 muestras estudiadas fue equivalente en el 100% de los casos, demostrando la robustez de los mismos.

Abstract

Acute Myeloid Leukemia (AML) is a heterogeneous group of neoplasms. The cytogenetic aberrations detected at the time of diagno-
sis are most commonly used as prognostic marker. However, 20% of AML patients exhibit a normal karyotype. Within this group of
patients the presence of FLT3 -ITD mutations type is considered of poor prognosis. However, the presence of AMLT —-ETO or NMP-1
or mutation is associated with a better prognosis.

In this context, the aim of this work is to develop a technique of molecular diagnostic in hematology, allowing the simultaneous de-
tection of mutations for these three genes. We have developed a method based on PCR that simultaneously amplifies and visualizes
these three molecular markers both from RNA (one- step) and from cDNA (step two). Of the 28 samples tested, 6 (21.42%) samples
were positive for FLT3 -[TD, 7 for NPM- 1 (25% ) and 4 ( 14,28 ) for AML1T -ETO . When comparing the two methods (CDNA vs RNA)
by conventional techniques the obtained results from the 28 samples tested was equivalent in 100% of cases, demonstrating the
robustness of this development.
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Introduccion

La leucemia mieloide aguda (LMA) comprende un gru-
po heterogéneo de neoplasias hematopoyéticas ma-
lignas caracterizado por la proliferacion de precursores
mieloides con una capacidad de diferenciacion celular
reducida. A nivel molecular, la caracterizacion de altera-
ciones genéticas en pacientes diagnosticados de LMA
con cariotipo normal permite identificar distintos subgru-
pos prondsticos’. Estas alteraciones se pueden eng-
lobar en: aguellas que se producen en proteinas que
interfieren con factores de transcripcion relacionados
con la regulacion de la diferenciacion hematopoyética
normal (AML1-ETO and NPM1) vy aquellas relacionadas
con las cascadas de transduccion de sefal asociadas
con la supervivencia celular o vias de muerte celular
programada o apoptosis (FLT3). La tirosin-quinasa 3
Fms-like es una proteina codificada por el gen FLT3.
Se ha demostrado la presencia de aberraciones ge-
nomicas de este gen en el 25-30% de los adultos con
LMA. Las mutaciones en el gen de la tirosin-quinasa
Fms-like suelen consistir en duplicaciones en tandem
(ITD) del dominio citoplasmatico en la region proxima
a la membrana (JM), induciendo la activacion consti-
tutiva del receptor tirosin-quinasa FLT3. La duplicacion
FLT3-ITD es por si misma un marcador prondstico®®.
Muchos estudios han observado que los pacientes con
LMA con mutaciones FLT3-ITD tienen tasas de supervi-
vencia libre de enfermedad peores debido a recaidas.
Aproximadamente el 25% de las LMA en adultos pre-
sentan duplicaciones en tandem en el dominio cercano
a la membrana (JM) del gen FLT3. Esto causa cambios
estructurales en la JM, alterando la conformacion auto
inhibitoria del receptor, promoviendo la activacion del
receptor y sus dianas moleculares. Por otra parte, el
gen NPM1 codifica la proteina nucleofosmina (NPM1),
con varias funciones celulares como la formacion de
proteinas, trasporte de ribosomas, replicacion del ADN
y progresion del ciclo celular® 7. En el nlcleo la NPM1
se une a otra proteina conocida como ARF, un supre-
sor tumoral, manteniéndola en la localizacion adecua-
da vy protegiéndola de la inactivacion. Las mutaciones
en el gen NPM-1 ocurren generalmente en el exdon
12; existen descritas 40 variantes moleculares de esta
mutacion, siendo la mas comun la duplicacion TCTG.
Una de las caracteristicas distintivas de las mutaciones
NPM1 es su localizacion aberrante en el citoplasma de
las células leucémicas, interfiiendo con las funciones
onco supresoras del ARF y esto se cree que lleva a la
produccion anormal de blastos®, La fusion de los genes
RUNX1T-RUNX1T1 1(8;21)(g22;922) se observaenel 7%
de adultos con reciente diagnostico de LMA (llegando
a mas del 40% en el caso de pacientes con LMA-M2).
Esta translocacion se yuxtapone el gen RUNXT (AMLT)
en el cromosoma 21 con el gen RUNX1T1 (ETO) en el
cromosoma 8. Este producto desregula multiples vias
de transduccion, promoviendo la auto renovacion de

células mieloides inmaduras e interfiiendo con la ade-
cuada diferenciacion hematopoyética® °. La presencia
de la proteina de fusion 1(8,27) AML1-ETO tiene un pro-
nostico favorable en adultos pero es un marcador de
prondstico incierto en poblacion pediatrica. Finalmente
cabe destacar que AML1-ETO se ha utilizado con éxito
como marcador de enfermedad minima residual en pa-
cientes con AML portadores de la translocacion'!, por
lo tanto ademas del factor prondstico es de alta utilidad
en el seguimiento posterior de la enfermedad por técni-
cas de PCR cuantitativa.

Material y métodos

Pacientes, recogida muestras, aislamiento de
ARN y sintesis de ADNc

Se analizd el ARNm de 28 pacientes (2006-2013) diag-
nosticados de LMA en nuestro centro. El protocolo fue
aprobado por el comité de Investigacion de Hospital Son
Espases. La edad mediana de los pacientes fue de 61
anos (29-78 anos) vy el ratio hombre/mujer del 50%. La
sangre periférica o Medula Osea se recogid en tubos
que contenian EDTA. La extraccion de ARNm se realizd
con el RNeasy® mini kit (QIAGEN, Valencia, California),
siguiendo las instrucciones del fabricante. Una vez aisla-
do, el ARNm se disolvid en 50 pl de agua destilada y se
cuantificd con un espectrofotometro Ultrosec 4300 pro
(Amersham Bioscience). Con el objetivo de estandarizar
las muestras, la concentracion del ARNm se ajustd a 50
ng/ ul. La sintesis de ADNc se realizo utilizando el kit DNAC
Transcriptor First Strand (Roche Diagnostics, Mannheim,
Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Disefo de Cebadores

Los cebadores utilizados en la reaccion PCR Multiplex
se obtuvieron de los manuscritos publicados por No-
guera et al. (Leukemia 2005) y Gabert et al (Leukemia
2003), sintetizados por TIB MOLBIOL (Berlin, Alemania).
Los cebadores se marcaron en su extremo 5’ con di-
ferentes fluorocromos 6-FAM (FLT-3), HEX (NPM-1) y
TAMRA (AML1-ETO) (Tabla I).

Condiciones de la Reaccidén en Cadena de la Poli-
merasa (PCR) desde ADNc. Polimerasa de Roche
Las muestras (salvajes y mutantes para los diferentes
genes estudiados) fueron previamente anonimizadas.
Una vez sintetizado ADNc se procedio a realizar, en
un termociclador Eppendorf Mastercycler Nexus, la
PCR multiplex con el kit de amplificacion Lightcycler®
FastStart DNA Master Hybprobe (Roche Diagnostics,
Mannheim, Alemania). 2 ul del ADNc se amplificaron
en un volumen total de 20 ul (Figura 1). La mezcla de
amplificacion contenia 11,8 ul de Agua destilada, 1,2 QI
de Cl.Mg (26mM), 0,5 pl de cada uno de los cebado-
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res (4 uM) (ver tabla ll) y 2 pl de la Polimerasa (10X) de
Roche. Las condiciones de la PCR vienen descritas en
la Tabla Il.

Condiciones de la Reaccion en Cadena de la Po-
limerasa (PCR) desde ARN. Polimerasa de Bioline
Paralelamente se realizd una PCR directamente desde
el ARNm con el Kit SensiFAST Probe No-ROX One-
Step de Bioline. Se hizo una mezcla para PCR de 20 Ll
que contenia 4 pl de ARN, 10 ul de SensiFAST Probe
No-ROC One-Step Mix (2X), 0,4 ul de RiboSafe RNase
Inhibitor, 0,2 ul de reverse Transcriptase, 2,4 ul de H,0
y 0,5 ul de cada cebador (4 UM). Las condiciones de la
PCR vienen descritas en la Tabla Il.

Deteccidn de la mutacioén por electroforesis capilar
Una vez realizada la PCR multiplex los productos de
PCR se visualizaron inicialmente en un gel de agarosa
(2%) vy posteriormente fueron analizados mediante elec-
troforesis capilar . Los productos de PCR obtenidos
fueron desnaturalizados a 95°C durante 3 minutos, rea-
lizandose posteriormente la electroforesis en el secuen-
clador ABI PRISM 3130xL Genetic analyzer (Applied
Biosystems®, Invitrogen Life Technologies, Carlsbad,
Ca, USA). Se aplico la matriz F (5-FAM, JOE,NED,ROX).
Los datos obtenido fueron analizados con el software
GeneMapper v4.1

Tabla I: Secuencia de los cebadores utilizados en la Técnica Triplex.

Nombre

FLT3
(Noguera et al,
Leukemia 2005)

Cebador Forward (Fluorocromo)

5'- 6FAM-GATCCTAGTACCTTCCCAAACTC-3

Sensibilidad de la técnica

Con el objetivo de conocer la sensibilidad de la técni-
ca, se realizaron diluciones seriadas de muestras (50
ng/ul) mutadas para FLT3, NPM-1 y AMLT-ETO, con
muestras (50 ng/ul) que no presentaban la mutacion
(100%, 80%, 60%, 40%, 20%, 10%, 5%). La electrofo-
resis capilar fue capaz de detectar las formas mutantes
por encima del 5%.

Resultados

Two-Step RT-PCR vs One-Step RT-PCR

Se compard el protocolo con retro transcripcion previa
(Polimerasa Roche)(dos reacciones) con el protocolo
que engloba la retro transcripcion del ARNm y la am-
plificacion del ADNc en una sola reaccion (Polimerasa
Bioline) (Tabla 1l). De las 28 muestras analizadas, 6
(21,42 %) muestras fueron positivas para FLT3-ITD, 7
para NPM-1 (25%) v otras 4 (14,28) para AML1-ETO.
En 3 de las muestras positivas para FLT3-ITD, también
se encontré el NPM-1 mutado (10,71%). No encontra-
mos ninguna muestra con reordenamiento AMLT-ETO
gue a su vez presentase las mutaciones FLT3-ITD o
NPM-1. Al comparar ambos métodos (ADNc vs ARN)
los resultados de las 28 muestras estudiadas fue equi-
valente en el 100% de los casos, demostrando la soli-
dez de los mismos.

Cebador Reverse

5'-GGTGTCCAGCAGTACTCTAAACAGGT-3

(Noguera et al,
Leukemia 2005)

5'-HEX-ACCATTTCCATGTCTGAGCACC-3'

5'-ATCAATTATGTGAAGAATTGCTTAC-3'

AM1-ETO
(Gabert et al,
Leukemia 2003)

Tabla 1l: PCR mix para el protocolo de amplificacion a partir de ADNc/ARN.

5'-TAMRA-CACCTACCACAGAGCCATCAAA-B’

5'-ATCCACAGGTGAGTCTGGCATT-3'

PCR (ADNCc) Volumen (pl) PCR (ARN) Volumen (pl)
H,0dd 118 H,0dd 2,4
CI2Mg (25 mM) 12 RiboSafe RNase Inhibitor 04
Reaction Mix (10X) 2 SensiFAST Probe No-ROC One-Step Mix (2X) 10
Cebador FW FLT3 (4uM) 0,5 Reverse Transcriptase 0,2
Cebador RV FLT3 (4uM) 05 Cebador FW FLT3 (4pM) 05
Cebador FW NPM-1(4pM) 0,5 Cebador RV FLT3 (4uM) 05
Cebador RV NPM-1 (4uM) 0,5 Cebador FW NPM-1(4uM) 0,5
Cebador AML-1 (4pM) 0,5 Cebador RV NPM-1 (4pM) 0,5
Cebador ETO (4uM) 0,5 Cebador AML-1 (4puM) 0,5
ADNc 2 Cebador ETO (4uM) 0,5
ARN (50ng/ml) 4
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Validacion de Resultados

Todas las muestras fueron previamente evaluadas para
FLT-3, NPM-1 usando un método ya publicado'. Asi-
mismo la translocacion AML1-ETO se validé por PCR
cuantitativa siguiendo el protocolo descrito por Gabert
et al.’®. Paralelamente se secuenciaron varias de las
muestras por con el objetivo de comparar nuestros re-
sultados con un método convencional de referencia.
La coincidencia entre los resultados obtenidos por se-
cuenciacion o PCR a tiempo Real vy los dos métodos
descritos en este manuscrito fue del 100%

Discusion

LMA es un grupo de neoplasias heterogéneo. Las abe-
rraciones citogenéticas detectadas en el momento del
diagndstico son el marcador prondstico mas comuin-
mente utilizado. Sin embargo, el 20% de los casos de
LMA presentan un cariotipo normal. Dentro de este gru-
po de pacientes la presencia de mutaciones del tipo
FLT3-ITD se considera de mal prondstico. Sin embargo,
la presencia de la mutacion NMP1 o AML1-ETO se aso-
cia a un mejor prondstico. En este contexto, el objetivo
de este trabajo es el desarrollo de una técnica de diag-
nostico molecular hematoldgico, que permita la detec-
cion simultanea de mutaciones para estos tres genes.
La técnica se basa en una PCR multiplex que permite
detectar las tres mutaciones desde ARN o ADNc. Hasta
la fecha ya se habia descrito la posibilidad de realizar la
deteccion simultanea de FLT-3 y NPM-1 desde ADNc'?,
Este método también se basa la visualizacion de bandas

PCR (ADNc) Polimerasa Roche

por electroforesis capilar. Desde nuestro laboratorio he-
mos ampliado el espectro de mutaciones que se pue-
den analizar afiadiendo la deteccion de la translocacion
AMLT-ETO vy ademas hemos configurado el método
para que la PCR se pueda realizar, con idéntica fiabili-
dad, directamente desde ARNm. Esta adaptacion téc-
nica permite ahorrar unas dos horas en el protocolo es-
tandar que obliga a realizar una retro transcripcion previa
del ARN a ADNc. Con este proposito se ha utilizado el
kit SensiFAST Probe No-ROX One-Step comercializado
por Bioline, como alternativa a la polimerasa de Roche,
Lightcycler® FastStart DNA Master Hybprobe, que a su
vez detecta las tres mutaciones desde ADNc. De esta
manera evitamos el previo paso de retro trascripcion
disminuyendo considerablemente el tiempo vy coste re-
querido para la realizacion de la prueba. Ademas al mi-
nimizar los pasos a realizar se reduce significativamente
la probabilidad de que se produzcan contaminaciones
cruzadas entre las muestras. Por otra parte, el hecho
de combinar el AML1-ETO con FLT-3 y NPM1 en un
protocolo diagnostico permitira la realizacion de estu-
dios prospectivos donde se podra estudiar/analizar el
significado clinico de la combinacion de estos genes en
pacientes con AML. En la bibliografia no existen datos
solidos que presenten de manera inequivoca cual es el
valor prondstico de la translocacion AML-1-ETO cuan-
do se encuentra en combinacion con FLT3-ITD, NPM-1
0 ambos. Finalmente, debido al creciente auge de las
pruebas de diagndstico molecular dirigidas a la estratifi-
cacion del tratamiento en pacientes con LMA se plantea
la posibilidad de anadir nuevos genes utilizando la estra-
tegia descrita en el presente manuscrito.

PCR (ARN) Polimerasa Bioline

Figura 1: Condiciones del termociclador para la amplificacion simultanea de FLT3, NPM-1y AML1- ETO.
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Figura 2: Electroforesis Capilar y gel de agarosa. Tamanos de cada uno de los genes (mutante y salvaje)
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Resumen

Introduccidn: |os indices aterogénicos son buenos indicadores para predecir las enfermedades cardiovasculares ya que reflejan
muy bien las interacciones clinicas y metabdlicas de las fracciones lipidicas.

Material y método: Estudio descriptivo y transversal en 60.798 trabajadores del area mediterranea espafnola en los que se deter-
minan diferentes indices aterogénicos y se valora la influencia que tienen en ellos diferentes habitos saludables como el consumo
de tabaco, la actividad fisica y la alimentacion.

Resultados: Al comparar los valores medios vy los porcentajes de valores normales en los diferentes indices aterogénicos vemos
que son mejores en todos los casos en personas que realizan actividad fisica regular y tienen una alimentacion cardiosaludable.
En los no fumadores los valores son igualmente mejores en todos los casos salvo en el indice de Castelli en el grupo de mujeres.
Conclusion: LL.os datos de nuestro estudio, especialmente los del analisis multivariante, muestran que todos los habitos cardiosa-
ludables afectan positivamente a los valores de todos los indices aterogénicos, siendo el que mas influencia tiene la actividad
fisica regular.

Palabras clave: Indice aterogénico, riesgo cardiovascular, prevencién, tabaco, actividad fisica

Abstract

Introduction: The atherogenic indexes are good indicators for predicting cardiovascular decease since the clinical and metabolic
interactions of lipid fractions are well reflected.

Tools and Methods: A descriptive cross-sectional study of 60798 workers from the Spanish Mediterranean area in which different
atherogenic indexes are determined ,after taking into consideration the influence that different habits, such as tobacco consumption,
physical activity and diet, may have on them.

Results: \When comparing the average values and the percentage of normal values in the different atherogenic indexes, we find that
without exception those who engage in physical activity regularly and eat a healthy diet have better results.  Likewise, the results for
the non-smokers are better with the exception of the Castelli index in the group of women.

Conclusion: The data from our study, especially the multivariate analysis, indicates that all heart- healthy habits have a positive effect
on all the results of atherogenic indexes; regular physical activity being the most decisive.

Keywords: Aterogenic index, cardiovascular risk, prevention, tobacco, physical activity
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Introduccion

Las enfermedades cardiovasculares constituyen la pri-
mera causa de morbi-mortalidad en los paises desarro-
llados. Sin embargo esta situacion no es exclusiva de
ellos, ya que en los Ultimos afos' cerca del 80% de las
muertes por enfermedades cardiovasculares se produ-
jeron en paises de renta media vy baja, y la mortalidad
seguira en aumento si no se frenan o se invierten las
tendencias actuales.

El proceso anatomopatoldgico subyacente en la mayoria
de los casos es la arteriosclerosis, en el cual se acumu-
lan lipidos, monocitos v linfocitos T en la intima, que lleva
ala migracion y proliferacion de células del musculo liso,
y a la elaboracion de colageno y matriz. La enfermedad
ateroesclerdtica, que empieza en las primeras décadas
de la vida, es un proceso relativamente benigno e inicial-
mente lento que suele permanecer asintomatico hasta
que aparece un compromiso significativo de la luz vas-
cular, una oclusion subita o complicaciones trombdticas.
Estos depdsitos son responsables de la oclusion parcial
o total de las arterias en tres localizaciones principales:
cerebro, corazdn y extremidades. Como la mayoria de
enfermedades cuya prevalencia aumenta con la edad,
obedece a una patologia compleja que depende de la
interaccion de factores genéticos y ambientales.?*

En el momento actual, la combinacion de una alimen-
tacion no saludable junto a la escasa actividad fisica,
constituye uno de los principales factores de riesgo para
el aumento de enfermedades cronicas no transmisibles
como obesidad, hipertension arterial y enfermedades
cardiovasculares.

Los estudios realizados en las Ultimas décadas orientan
al papel de la dieta como elemento fundamental en el de-
sarrollo de la arteriosclerosis.*® Los dos parametros que
con mayor frecuencia se asocian a la elevada incidencia
de la enfermedad cardiovascular, ambos fuertemente co-
rrelacionados entre si, son la proporcion de calorfas del
régimen alimentario suministradas por los &cidos grasos
saturados v la colesterolemia media, esta correlacion ya
fue descrita por Keys® y por el estudio MONICA."® Estu-
dios epidemiolégicos posteriores muestran que la altera-
cion en la composicion de los acidos grasos de la dieta
origina modificaciones en la concentracion plasméatica de
colesterol y de las distintas lipoproteinas. Estos cambios
dependeran, entre otros factores, del sexo, de la edad del
individuo, del tipo y cantidad de acidos grasos presentes
en la dieta, del tiempo de consumo de la misma y de la
eficiencia en el proceso de absorcion. La mayor inciden-
cla de enfermedad coronaria se relacionara con elevados
niveles plasmaticos de colesterol total, triglicéridos y LDL-
colesterol, y una baja concentracion de HDL-colesterol >

Para la OMS el 80% de las muertes prematuras debi-
das a enfermedades cardiovasculares y diabetes po-

drian evitarse controlando los factores de riesgo.'® El
consejo sanitario orientado a motivar a la poblacion a
implementar sencillos cambios alimentarios (sustitucion
de grasas saturadas por grasas polinsaturadas, reduc-
cion de la ingesta de sal, control del peso) vy de habitos
(incremento del gjercicio fisico), es una manera renta-
ble y sostenible de reducir los factores causantes de
enfermedades cardiovasculares, por ello, es aceptado
por los organismos internacionales que la practica de
actividades cardiosaludables, el realizar 30 minutos de
actividad fisica moderada por dia e ingerir dietas en las
cuales el porcentaje de lipidos (kcal lipidicas / 100 Kcal
de dieta) sea inferior al 30%, son basicas para disminuir
el riesgo de desarrollar enfermedades cardiovascula-
res.’® El conocimiento y deteccion de los factores de
riesgo desempefia un importante papel en la valoracion
del riesgo cardiovascular y es la pieza clave sobre la
gue giran las estrategias de intervencion.

El riesgo cardiovascular, no es mas que la probabilidad
de sufrir un evento cerebrovascular en un determinado
periodo de tiempo que habitualmente se cifra en diez
anos. Su calculo es una aproximacion indirecta a la carga
aterosclerdtica de un sujeto. Para determinar este riesgo
se han desarrollado varias tablas y ecuaciones, basadas
en estudios de cohortes, en las que introduciendo diver-
sS0s parametros (edad, sexo, presencia de factores de
riesgo) se obtiene una estimacion del riesgo de presentar
un evento cardiovascular en los anos siguientes.

La determinacion del riesgo cardiovascular es la base en
la que se sustentan la mayoria de guias médicas que se
ocupan de la prevencion cardiovascular. Aungue es bien
conocido el origen multifactorial del proceso que gene-
ramente da origen a las alteraciones cardiovasculares,
la arteriosclerosis, se sabe también que casi la mitad del
riesgo atribuible para una poblacion en lo relativo al ries-
go de desarrollar enfermedad cardiovascular esta rela-
cionado con el metabolismo lipidico.?®

Buscando un mayor grado de prediccion de las enfer-
medades cardiovasculares surgié la necesidad de crear
diferentes instrumentos que la valoraran mejor, vy en este
entorno se enmarcan los indices aterogénicos. Estos
indices proporcionan importante informacion sobre fac-
tores de riesgo dificiles de cuantificar mediante los ana-
lisis sistematicos clasicos y son un mejor reflejo de las
interacciones clinicas y metabdlicas de las fracciones
lipidicas. Existen en la literatura cientffica varios indices
o cocientes lipoproteicos, siendo los mas destacados:
relacion entre colesterol total/c-HDL (indice de Castell),
c-LDL/ ¢c-HDL (indice de Kannel), log TG/HDL, TG/c-
HDL, cociente c-LDL/Apo B, cociente c-HDL/ colesterol
no-HDL (indice de Rouffy) o cociente apoliproproteina B/
apolipoproteina A.

Creemos que los indices lipoproteicos han sido escasa-
mente utilizados en la prevencion cardiovascular aunque
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pueden aportar valiosa informacion sobre la valoracion
delriesgo. Su empleo como importantes predictores del
riesgo cardiovascular, se basa en un gran nimero de es-
tudios epidemioldgicos que han demostrado que estos
indices tiene una correlacion mayor con la enfermedad
cardiovasculary, por ello, son mejores predictores de ella
que los parametros lipidicos simples.?'22

Por ello, y en un intento de mejorar el grado de conoci-
miento de estas herramientas, el objetivo principal del
presente trabajo es determinar la influencia de determi-
nados habitos higiénicos, como el consumo de tabaco,
la alimentacion y el gjercicio fisico, en los valores de dife-
rentes indices aterogénicos en poblacion del area medi-
terranea esparnola.

Personas y método

Caracteristicas del estudio.

Se realiza un estudio descriptivo v transversal en 60.798
trabajadores (25.972 mujeres y 34.826 hombres) de las
Comunidades Autonomas de les llles Balears y Valenciana
y en el periodo comprendido entre enero de 2011 y di-
ciembre de 2012. Los trabajadores fueron seleccionados
entre los que acudieron a los reconocimientos médicos
laborales periodicos. Se informo a los Comités de Seguri-
dady Salud de las diferentes empresas vy se pidié el con-
sentimiento informado a todas las personas que entraron
en el estudio para cumplir con la legislacion vigente.

Criterios de inclusion/exclusion

Como criterios de inclusion se consideran: tener entre
20y 70 anos, aceptar el uso de los datos obtenidos en
los reconocimientos médicos con fines epidemiolégicos
y pertenecer a alguna de las empresas incluidas en el
estudio. Como criterios de exclusion se incluye: la no
aceptacion del trabajador en el uso de los datos para el
estudio, no realizarse extraccion de sangre por laborato-
rio concertado y no pertenecer a alguna de las empre-
sas que participantes. En el periodo citado se realizaron
61.227 reconocimientos médicos vy fueron descartados
429 trabajadores (85 por no ceder el uso de sus datos,
112 por no realizarse extraccion para muestra sanguinea
y 232 por no estar en el tramo de edad considerado en
el estudio).

Determinacion de variables.

Las diferentes mediciones antropomeétricas, clinicas y las
extracciones para las analfticas fueron realizadas por el
personal sanitario de las diferentes unidades de salud
laboral que intervenian en el estudio. Los analisis de san-
gre se realizaron en dos laboratorios, uno en cada co-
munidad autdnoma para evitar el sesgo interlaboratorio.

Para determinar los diferentes parametros antropomeétri-
COS se siguen las recomendaciones internacionales. La
altura y peso se determinaron mediante bascula-tallime-

tro homologada. El perimetro de cintura abdominal se
calculd con una cinta métrica colocada paralela al suelo
a nivel de la Ultima costilla flotante, es decir, se mide el
contormo del talle natural tomado entre la parte superior
del hueso de la cadera (crestas liacas) y la costilla infe-
rior, medido durante la respiracion normal con el sujeto
de pie y con el abdomen relajado.

El colesteral total (CT) v los triglicéridos se determinaron
por métodos enziméaticos automatizados, el C-HDL se
determind por precipitacion con dextrano-sulfato CI2Mg,
el colesteral ligado a lipoproteinas de baja densidad (C-
LDL) se calculd mediante la formula de Friedwald (siem-
pre que los triglicéridos fueron < 400 mg/dl), el VLDL se
obtuvo al dividir los triglicéridos entre 5. La extraccion de
sangre se realizd en la misma sesion y en el mismo lugar,
tras ayuno nocturmo de 12 horas. Las muestras se remi-
tieron al laboratorio de referencia y se procesaron en un
maximo de 72 horas, conservandolas a una temperatura
de -20°C.

La presion arterlal se determind empleando un
esfigmomandmetro automatico OMRON M3 calibrado;
tras un periodo de reposo de 10 minutos en decubito
supino, con tres mediciones realizadas a intervalos de 1
minuto de separacion entre ellas, calculandose la media
de las tres mediciones. Se considerd HTA cuando los
valores eran iguales o superiores a 140/90 mmHg.

Para calcular los diferentes indices aterogénicos se em-
plearon las siguientes formulas:

- Indice aterogénico de Castelli** = Colesterol total/c-
HDL.

« Indice aterogénico de Kannel= c-L.DL/c-HDL.

- indice aterogénico log triglicéridos/c-HDL

- indice aterogénico triglicéridos/c-HDL.

- indice aterogénico de Rouffy = c-HDL/(c-LDL+c-VLDL)

Para cada indice se establecieron diferentes puntos de
corte de acuerdo a los datos existentes en la bibliografia:
Se considero indice de Castelli con riesgo bajo® si los
valores eran inferiores a 4,5% en mujeres e inferiores a
5% en hombres, moderado entre 4,5-7% en mujeres y
5-9% en hombres y alto si era superior al 7y 9% res-
pectivamente. Indice de Kannel de riesgo bajo si era in-
ferior a 3% v alto a partir de ese valor. Los indices log
triglicéridos/c-HDL 'y triglicéridos/c-HDL se consideran
elevados a partir de 0,5% y 3%.

El consumo de tabaco, la alimentacion y el ejercicio fisico
se determinaron mediante entrevista clinica estructurada
y realizada durante el reconocimiento médico. Se con-
siderd fumador a aquella persona que fumaba de forma
regular al menos un cigarrillo al dia en el Ultimo mes vy ex
fumador a que llevaba al menos 12 meses sin fumar. De
acuerdo con el American College of Sport Medicine vy la
American Heart Association se considera una actividad
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fisica cardiosaludable cuando la persona realiza habitual-
mente 30 minutos de actividad fisica moderada al menos
5 dias a la semana o 20 minutos de actividad vigorosa
tres dias a la semana?®®, Para valorar la alimentacion car-
diosaludable se preguntd la frecuencia en el consumo
de frutas (tres 0 mas piezas) y verduras u hortalizas (al
menos dos raciones), considerandose correcto si este
consumo era diario.

Anadlisis estadistico.

Cuando la variable es continua se comparan las medias
mediante la prueba t de Student-Fischer si la variable
sigue una distribucion normal, o con la prueba no pa-
rameétrica test de U de Mann-Whitney si no se cumple
el principio de normalidad. Si la variable es cualitativa
se comparan las proporciones mediante la prueba chi
cuadrado de Pearson. Para el andlisis multivariante se
emplea la regresion logistica con el célculo de las odds
ratio. En todos los andlisis se aceptd como nivel de sig-
nificacion un valor de p inferior a 0,05.

Resultados

En total se incluyeron en el estudio 60.798 trabajadores
del area mediterranea espafnola, un 42,7% eran mujeres
y un 57,3% hombres. Las caracteristicas demogréficas,
clinicas y analiticas completas de la muestra se presentan
enla Tablal.

Los valores de todos los parametros, tanto demografi-
cos (edad), como antropométricos (peso, talla, indice de
masa corporal, perimetro de cintura), clinicos (tension ar-
terial sistdlica y diastdlica), analiticos (colesterol total, c-

Tabla I: Caracteristicas de la muestra.

mujeres
(n=25972)
media (dt) IC 95%
edad 39,5 (10,2) 39,4-39,6
altura 161,3 (6,9) 161,2-161,4
peso 65,1 (13,1) 64,9-65,3
IMC 25 (4,9 24,9-25,1
p cintura 75,4 (9,8) 75,2-75,6
TAS 114,6 (15,1) 114,4-114,8
TAD 70,4 (10,4) 70,3-70,6
Colesterol (CT) 193 (36,4) 192,6-193,4
HDL 55 (9,2) 54,9-55,1
LDL 120,5 (36,9 120,1-120,9
VLDL 17,6 (9,2) 17,6-17,7
Triglicéridos (tg) 87,9 (46) 87,3-88,5
glucemia 85,2 (15,1) 85-85,4
CT/HDL 3,6(1) 3,6-3,6
LDL/HDL 2,3(1) 2,3-2,3
log tg/HDL 0,2 (0,2) 0,2-0,2
tg/HDL 1,7 (1) 1,7-1,7
HDL/LDL+VLDL 0,4 (0,2) 0,4-0,4

HOL, c-LDL, c-VLDL, triglicéridos y glucemia) o de indices
aterogénicos son siempre mas desfavorables en los hom-
bres que en las mujeres, siendo en todos los casos las
diferencias estadisticamente significativas y con un nivel
de significacion muy elevado (p < 0.0001).

Cuando se valoran los distintos indices aterogénicos de
acuerdo a su catalogacion segun los diferentes puntos de
corte establecidos internacionalmente, se puede apreciar
que en las mujeres, y de acuerdo al consumo 0 no de
tabaco, el reparto en el indice de Castelli no muestra di-
ferencias estadisticamente significativas entre fumadores
y no fumadores (p 0.089), mientras que si se observan
diferencias en los otros indices, especialmente en el log
TG/c-HDL vy TG/c-HDL. De acuerdo al nivel de activi-
dad fisica y a la aimentacion se puede apreciar que los
porcentajes de indices aterogénicos catalogados como
bajos 0 normales son superiores en el grupo que hace
actividad fisica regular y se alimenta diariamente con frutas
y verduras, siendo en todos los casos las diferencias es-
tadisticamente muy significativas (p < 0.0001). Los datos
completos se presentan en la Tabla lla.

En los varones la situacion es similar a la observada en las
muijeres, en todos los casos con diferencias observadas
estadisticamente significativas y con unos valores de chi
cuadrado mayores gue los obtenidos en mujeres. Los da-
tos completos se presentan en la Tabla llb.

Al determinar el valor medio de los diferentes indices ate-
rogénicos, tanto en hombres como en mujeres, y tenien-
do en cuenta el consumo de tabaco, el de frutas, verdu-
ras y hortalizas y el nivel de actividad fisica realizado, se
aprecia que en todos los casos los valores son superiores

hombres
(n=34826)

media (dt) IC 95% p
40,4 (10,3) 40,3-40,5 < 0.0001
173,8 (7,1) 173,7-173,9 < 0.0001
81,3 (13,9) 81,1-81,5 < 0.0001
26,9 (4,2) 26,8-27 < 0.0001
88,6 (9,7) 88,56-88,7 < 0.0001
125,3 (15,7) 125,1-125,5 < 0.0001
76 (10,8) 75,9-76,1 < 0.0001
196,9 (38,7) 196,5-197,3 < 0.0001
50,5 (7,6) 50,4-50,6 < 0.0001
121,8(37,3) 121,4-122,2 < 0.0001
25,1 (17,8) 24,9-25,3 < 0.0001
125,3 (88,8) 124,4-126,2 < 0.0001
90,6 (21,2) 90,4-90,8 < 0.0001
4(1,2) 4-4,1 < 0.0001
2,5(1) 2,5-2,5 < 0.0001
0,3 (0,3) 0,3-0,3 < 0.0001
2,6 (2,3) 2,6-2,6 < 0.0001
0,4 (0,2) 0,4-0,4 < 0.0001
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Tabla lla: Porcentaje de mujeres incluidas en los diferentes grupos, seglin catalogacion en cada uno de los indices aterogénicos y atendiendo a sus habitos higiénicos.

mujeres
no fumador (n=14257) fumador (n=11715) chi? P
CT/HDL bajo 81,88 80,85 4,8 0.089
moderado 17,48 18,41
alto 0,64 0,74
LDL/HDL bajo 77,82 76,72 4,4 0.035
alto 22,18 23,28
log TG/HDL w> 0,5 6,00 7,28 17,3 < 0.0001
<0,5 94,00 92,72
TG/HDL >3 6,94 8,29 16,8 < 0.0001
<3 93,06 91,71
si ejercicio (n=13562) no ejercicio (n=12410)
CT/HDL bajo 96,43 65,01 42147 < 0.0001
moderado 3,31 33,56
alto 0,26 1,43
LDL/HDL bajo 92,69 60,54 3819,2 < 0.0001
alto 7,31 39,46
log TG/HDL >0,5 0,00 13,76 1997,9 < 0.0001
<0,5 100,00 86,24
TG/HDL >3 0,01 15,78 2307,7 < 0.0001
<3 99,99 84,22
fruta/verdura si (n=13143) fruta/verdura no (n=12829)
CT/HDL bajo 95,183 67,37 3307,2 < 0.0001
moderado 4,63 31,25
alto 0,24 1,38
LDL/HDL bajo 91,41 62,90 3010,4 < 0.0001
alto 8,59 37,10
log TG/HDL >0,5 0,34 12,96 1683 < 0.0001
<0,5 99,66 87,04
TG/HDL >3 0,45 14,82 1921,2 < 0.0001
<3 99,55 85,18

Tabla llb: Porcentaje de hombres incluidos en los diferentes grupos segun catalogacion en cada uno de los indices aterogénicos y atendiendo a sus habitos higiénicos.

hombres
no fumador (n=15942) fumador (n=18884) chi2 p
CT/HDL bajo 86,24 81,34 160 < 0.0001
moderado 13,61 18,25
alto 0,15 0,41
LDL/HDL bajo 88,22 84,19 117 < 0.0001
alto 11,78 15,81
log TG/HDL >0,5 19,32 26,47 247.,8 < 0.0001
<0,5 80,68 73,63
TG/HDL >3 21,35 28,87 2568,1 < 0.0001
<3 78,65 71,13
si ejercicio (n=15343) no ejercicio (n=19483)
CT/HDL bajo 98,80 71,60 4629,7 < 0.0001
moderado 1,15 27,88
alto 0,05 0,52
LDL/HDL bajo 98,57 76,16 3588,7 < 0.0001
alto 1,43 23,84
log TG/HDL >0,5 0,78 40,85 7738 < 0.0001
<0,5 99,22 59,15
TG/HDL >3 1,38 44,36 8362,3 < 0.0001
<3 08,62 55,64
fruta/verdura si (n=13956) fruta/verdura no (n=20870)
CT/HDL bajo 97,92 73,99 3490,2 < 0.0001
moderado 2,03 25,62
alto 0,05 0,49
LDL/HDL bajo 97,783 78,21 2650,9 < 0.0001
alto 2,27 21,79
log TG/HDL >0,5 1,67 37,59 6057,2 < 0.0001
<0,5 98,33 62,41
TG/HDL >3 2,44 40,80 6487,6 < 0.0001
<3 97,56 59,20
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en los hombres respecto a las mujeres.

En cada uno de los sexos los valores son méas elevados:
en las personas que fuman frente a las que no fuman, en
las que no realizan actividad fisica regularmente frente a los
que si la realizan y en los que no consumen diariamente
frutas, verduras y hortalizas en comparacion con los que
si las consumen. En todos los casos las diferencias ob-
servadas son estadisticamente significativas (p< 0.0001).

Los valores medios mas desfavorables de los cinco in-
dices aterogénicos estudiados, tanto en hombres como
en mujeres, corresponden al grupo de fumadores por en-
cima de las personas gue no hacen gjercicio 0 que No
comen frutas, verduras y hortalizas diariamente.

Los datos completos, asi como su representacion gréfica
se presentan en la Tabla Ill y graficas 1ay 1b.

Cuando se realiza andlisis multivariante y se calculan las
odds ratio en los indices aterogénicos se observa que
en los indices de Kannel y TG/c-HDL, tanto en mujeres

como en hombres, los cuatro factores analizados (edad,
tabaco, ejercicio y alimentacion) tienen influencia en los
resultados. Para el indice de Castelli en el grupo de las
mujeres ocurre lo mismo, mientras que en los varones no
se observa la influencia del factor alimentacion, aungue
si del resto de las variables. En ambos sexos la variable
que méas influye es el ejercicio fisico. Los datos completos
aparecen en la Tabla IV.

Discusion

El concepto global de factor de riesgo de la enfermedad
cardiovascular se aplica a aquellos signos y habitos ad-
quiridos que se encuentran con mas frecuencia entre los
enfermos de cardiopatia en relacion con la poblacion ge-
neral, permitiendo de esta manera la identificacion de po-
blaciones con mayor riesgo de presentar la enfermedad
en los proximos anos. Actualmente los factores de riesgo
parala enfermedad cardiovascular se dividen en modifica-
bles y no modificables. Los modificables son los que son
susceptibles de cambiar bien sea mejorando el estilo de

Grafica 1a: Valores medios de los diferentes indices aterogénicos en mujeres seglin consumo de tabaco, ejercicio fisico y alimentacion.
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Gréfica 1b: Valores medios de los diferentes indices aterogénicos en hombres segiin consumo de tabaco, ejercicio fisico y alimentacion.
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vida o con tratamiento médico vy los no modificables son
aquellos imposibles de cambiar como la edad, el género
y la herencia.?” La identificacion de todos estos factores y
el conocimiento de su distribucion en la poblacion es im-
portante dado que existe evidencia de que al actuar fren-
te a ellos, el riesgo de enfermedad cardiovascular puede
disminuir significativamente,2*2°

En los trabajos con una orientacion claramente preventiva
como el nuestro los mas interesantes para analizar son los
factores modificables y por ello hemos elegido para nues-
tro trabajo estudiar cdmo afectan tres de los principales
factores de riesgo modificables, tabaco, actividad fisica y
alimentacion, en unos parametros muy relacionados con el
riesgo cardiovascular como son los indices aterogénicos.

La principal aportacion de este estudio radica en poner de
manifiesto que todas las variables analizadas, tanto demo-
gréficas (edad) como de habitos saludables (tabaco, ejerci-
clo fisico y alimentacion) guardan relacion e influyen en los
valores de los diferentes indices aterogénicos estudiados.

En nuestro trabajo, tanto en los andlisis univariantes como
en el multivariante, se ha observado la influencia de la ac-
tividad fisica en el descenso de los valores de los dife-
rentes indices aterogénicos, estos datos coinciden con
los descritos en la gran mayoria de estudios consultados
realizados en poblacion general, tanto realizados en Espa-
fia*® como en otros paises,®’** lo mismo observamos en
un estudio realizado en poblacion laboral %

La relacion entre el consumo de tabaco y los valores de
los indices aterogénicos se centra principalmente en el
efecto que tiene sobre los niveles de adiponectina, en dos
estudios se observa gue las personas que dejan de fumar
aumentan los niveles de adiponectina de manera que dis-
minuye el riesgo de arteriosclerosis.*%

Los datos encontrados en la literatura cientffica sobre el
efecto de la dieta rica en frutas vy verduras sobre los indi-
ces aterogénicos coincide con los datos encontrados en
nuestra investigacion. Esos datos se corroboran tanto con
los estudios realizados en ratas®®*® como en humanos.**4°

Tabla IlI: Valores de la media y desviacion tipica de los diferentes indices aterogénicos en mujeres y hombres segin consumo de tabaco, ejercicio fisico y alimentacion.

n CT/HDL p LDL/HDL p logTG/HDL p TG/HDL p HDL/ p
(LDL+VLDL)
mujeres  no fumadores | 14257 | 3,59 (1,04) | <0.0001 | 2,26 (0,96) | <0.0001 | 0,15(0,21) |<0.0001 | 1,63 (1,00) = <0.0001 0,46 (0,20) ' < 0.0001
fumadores 11715 | 3,69 (1,04) 2,35 (0,95) 0,18 (0,21) 1,72 (1,08) 0,43 (0,18)
hombres no fumadores 15942 3,90 (1,15) < 0.0001 2,43(0,92) <0.0001 0,29(0,25) <0.0001 2,38(1,92) <0.0001 0,39(0,16) <0.0001
fumadores | 18884 4,13 (1,27) 2,57 (1,06) 0,36 (0,27) 2,87 (2,54) 0,37 (0,16)
mujeres si gjercicio | 13562 | 3,17 (0,69) | <0.0001 | 1,92 (0,66) | <0.0001 K 0,07 (0,16) |<0.0001 | 1,26(0,43) K <0.0001 | 0,52 (0,2) |<0.0001
no ejercicio 12410 4,15 (1,13) 2,72 (1,08) 0,27 (0,22) 2,12 (1,8) 0,37 (0,15)
hombres si ejercicio | 16343 | 3,42 (0,71) < 0.0001 @ 2,10 (0,66) | <0.0001 | 0,17 (0,17) ' <0.0001 1,69 (0,69) <0.0001 0,46 (0,17) ' <0.0001
no ejercicio 19483 4,51 (1,27) 2,83 (1,10) 0,46 (0,26) 3,47 (2,75) 0,32 (0,12)
mujeres  si fruta/verdura | 13143 | 3,19 (0,73) | <0.0001 | 1,93 (0,69) | <0.0001 | 0,08 (0,16) |<0.0001 | 1,30(0,49) | <0.0001 0,51 (0,20) | < 0.0001
no fruta/verdura 12829 4,09 (1,13) 2,68 (1,04) 0,25 (0,22) 2,05 (1,29) 0,37 (0,16)
hombres sifruta/verdura 13956 3,471 (0,73)  <0.0001 2,09 (0,67) <0.0001 0,17 (0,18) '<0.0001 1,61 (0,66) <0.0001 0,46 (0,17) <0.0001
no fruta/verdura | 20870 4,44 (1,26) 2,79 (1,08) 0,43 (0,27) 3,33 (2,70) 0,33 (0,13)
Tabla IV: indices aterogénicos: andlisis multivariante y odds ratio por sexo.
CT/c-HDL c-LDL/c-HDL TG/HDL
OR IC 95% OR IC 95% OR IC 95%
Mujeres
edad 2,16 2,01-2,32 2,23 2,09-2,38 1,42 1,29-1,57
tabaco 1,18 1,09-1,26 1,14 1,07-1,22 1,35 1,22-1,48
ejercicio 8,61 7,46-9,93 5,18 4,6-5,83 5 2,03-8,05
alimentacion 1,69 1,39-1,81 1,47 1,31-1,65 3,02 2,31-3,96
Hombres
edad 2,27 2,13-2,41 2,13 1,99-2,27 1,39 1,31-1,47
tabaco 1,29 1-21-1,38 1,26 1,18-1,35 1,44 1,36-1,52
ejercicio 3,15 2,57-4,32 2,43 1,95-3,3 4,26 3,48-5,21
alimentacion ns ns 1,4 1,15-1,7 1,29 1,09-1,54
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Resum

Introduccid: Les lesions més comuns en el futbol son les de turmell, genoll, pubalgies i lesions musculars de tronc inferior. Ac-
tualment hi ha pocs estudis en quant a la seva prevencié i causa.

Objectius: Coneixer les principals lesions degudes a la practica de futbol, la seva causa i incidencia. Dissenyar métodes de treball
per a prevenir aguestes lesions, aplicar-los i si és possible validar els resultats obtinguts.

Material i métode: S'han aplicat i estudiat els metodes de treballs dissenyats sobre un equip de futbol semi-professional de 19
jugadors de la Tercera Divisio Balear.

Resultats: Amb el metode aplicat s’ha reduit en un 45% la incidencia de pubalgies. Respecte a les altres lesions, no s’han ob-

servat millores.

Conclusions: Els metodes de prevencio de lesions son eficients per a prevenir lesions de pubis.

Paraules Clau: Futbol, lesions, prevencio, rendiment esportiu, exercicis alternatius

Abstract

Introduction: The most common injuries due to the football practice are ankle, knee, pubis and lower trunk muscle injuries. Currently

there are not enough studies about its prevention and cause.

Objectives: Recognize the main injuries due to the football practice, its cause and incidence. Design methods to prevent these

injuries, apply them and if it's possible validate the results.

Material and methods: The methods designed have been implemented and studied on a semi-professional football team of Balea-

ric Third Division, formed by 19 players.

Results: The incidence of pubis injuries has been reduced around 45% of its incidence. About the other injuries there are not signi-

ficant results.

Conclusions: Injury prevention methods are effective to prevent pubis injuries.

Keywords: Football, injuries, prevention, sports performance, alternative exercises

Introduccio

El grau d'incidencia de lesions en el futbol es defineix
com el nombre de noves lesions que es produeixen
durant un periode de temps determinat, dividit pel total
del nombre de jugadors exposats a aquest risc. A partir
d'aquesta definicio, podem trobar diferents teories del
rsc a que es veuen sotmesos els futbolistes, que mi-
rem com ho mirem estan exposats a un gran risc, molt
més del que ens podem imaginar. Segons Hawkins i
Fuller (1999), el risc de lesio que presenta el futbol és
1000 vegades superior que el que sofreixen els treba-
lladors d'una indUstria exposats a alt risc. Per altra ban-

da, segons Krosshaug, Andersen, Olsen, Myklebust i
Bahr (2005), tots els futbolistes d'elit tenen al menys
una lesio greu que els limiti el rendiment una vegada a
lany i els partits son de 4 a 6 vegades més agressius
que els entrenaments.

En funcid de molts aspectes del joc, ja sigui la superfi-
cie on es juga, el genere o edat dels jugadors o juga-
dores, el nivell de la competicio i fins i tot la posicio en
el camp, és produeixen amb major nombre un tipus de
lesions o altres i amb més o menys incidencia, perod en
definitiva després d'analitzar diferents estudis com el de
Andersen, Larsen, Tenga, Engebretsen i Bahr (2003),
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el de Wong i Hong (2005) o el de Fuller et al. (2007),
les lesions més comuns produides en aquest esport
les podem dividir en dos grups: les lesions musculars,
i lesions de articulacions (turmells, genolls i pelvis que
deriven en pubalgies).

J. Dvorak et al., 2007 i altres autors diuen que una de
les causes de l'augment de les lesions son l'exigencia
i professionalitat de les competicions en que es juga.
Per altra banda hi ha altres factor intrinsecs com als que
es refereixen Lehance, Binet, Bury i Croiser (2009) en
el seu estudi on exposen que la fortalesa muscular i el
poder anaerobic de les extremitats inferiors i altres varia-
bles neuromusculars, afecten al risc de sofrir lesions en
aguest esport. Els quadriceps sén els musculs més im-
portants a I'hora de prevenir problemes de genolls, men-
tre que els isquiotibials sén els que més sofreixen en el
moment del xut a porta en un treball excentric d'aquest.

Per a poder prevenir aquestes lesions, s'han de cuidar
molts factors com I'escalfament, estiraments i tornada a
la calma en entrenaments i partits, el descans i alimen-
tacio dels jugadors, I'us adequat de complements com
protectors de canyelles, protectors de turmells o planti-
lles,... Per0 sobre tot proposar un programa de preven-
ci6 de lesions per minimitzar el risc de lesions en un es-
port on existeixen grans descompensacions musculars.

En el moment d'aplicar un programa d’aquest tipus, el
primer que hem de fer és estudiar el col-lectiu sobre el
qual el volem aplicar i proposarlo de forma individualitza-
da (Petersen & Holmich, 2005). Greig i Siegler (2009),
en el seu estudi defensen la practica d’exercicis per po-
tenciar el moviment excentric del muscle i tonificar els
principals muscles implicats en les lesions més comuns.

Degut a que no s’han trobat fonts documentals deter-
minants sobre I'efectivitat de la prevencio de lesions en
el futbol, és adient realitzar un protocol teoric i posat
en practica en temps real a una poblacié dedicada a la
practica d’aquest esport.

A la documentacio revisada en aguesta seccid venen
explicites les principals referencies que fan possible

aconseguir els objectius plantejats en aquesta investi-
gacio. Agues son coneixer les principals lesions degu-
des a la practica de futbol', la seva causa, incidencia®
i a partir d'agui dissenyar un metode de treball per a
prevenir les lesions més frequents en el futbol® i validar
en el seu cas els seus resultats®,

Material i métode

Diseny de I’estudi i caracteristiques

dels participants

Es proposara una rutina de treball de 35 a 45 minuts
setmanals destinada a la prevencié de lesions de tur-
mell, genoll, pubis i musculars de tronc inferior, a 'equip
de futbol C.D.Montuiri de la Tercera Divisio Espanyola
del grup Xl durant la temporada 2012/13 considerant-lo
un equip semi-professional.

Un cop aplicat aquest treball durant tota la temporada,
analitzarem i treure’'m conclusions dels resultats ob-
tinguts del treball realitzat a través d'un formulari per a
cada un dels jugadors, en el que principalment es com-
parara les lesions sofertes durant aguesta temporada
amb relaci¢ a la temporada passada i a la seva carrera
esportiva, tenint en compte I'edat del jugadors, la posi-
ci6 que ocupa en el camp i sobre tot si és el primer cop
que realitza aquest tipus de treball de prevencio.

Instal-lacions i material

Tots els entrenaments | partits a casa es realitzen al
Camp Municipal de Montuiri, que disposa de gespa
artificial de segona generacio en mal estat. Aquesta és
una altra data significativa degut a que segons Ekstrand
et al. (2006), sobre gespa artificial de primera | segona
generacio és més freqlient la lesid de turmell que sobre
gespa natural. Durant la setmana es realitzen un minim
de 4 entrenaments i un partit.

Respecte al material necessari, el club disposa de tot el
que es necessita: Estoretes, cinturons russos, bancs,
barres, discs de 51 10 Kg, bosus, fitballs, discs de pro-
piocepcio, cons, patinets, tanques i pilotes de futbol.

Figura 1:
Passades sobre el bosu

Figura 2:

Quadriceps amb cinturd rus

Figura 3:
Excentric d'adductors

Figura 4:
“El patinent”
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Figura 5: Temporada 2011/12. Comparaiva entre jugadors que feren prevencio
de lesions i jugadors que no en feren
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Figura 6: Lesions dels juagadors que no feren prevencio de lesions de la temp.
2011/12 i dels de la temp. 2012/13
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Procediment de camp

Es proposara un circuit que es realitzara per parelles en
els que aniran fent de forma aleatoria alguns dels exer-
cicis proposats a continuacio. Només es fara una volta
al circuit, on cada exercici durara com a maxim 2 min en
total, i per tant hi haura de 12 a 15 postes.

Durant la temporada s'ha realitzat aquesta rutina des
del primer mes de pretemporada fins la darrera setma-
na d'entrenaments, al menys un cop a la setmana que
equival a 36 sessions i a unes 19 o 20 hores de treball
en tota la temporada.

Els exercicis proposats, els dividirem en els diferents
tipus de lesions als que estan predestinats.

Pel que fa referencia a les lesions de turmell, d’entre els
diferents metodes de treball que Andersen et al. (2004)
proposen en el seu estudi, que son de propiocepcio,
mitjancant exercicis de forca i un tercer que incloia or-
topedia, arribaren a la conclusio de que tots ells funcio-
nen. En el nostre cas, treballarem amb el primer meto-
de que son exercicis de propiocepcio, podeu veure un
exemple d'exercici a la figura 1.

Respecte a la prevencio de lesions de genoll, es realitzara
treball excentric d'isquictibials i quadriceps (figura 2), se-
guit en cada un dels casos d'una transferencia de carre-
ra d'uns 10 metres acostant talons al cul i d'elevacio de
genolls o (skiping) respectivament. Depenent de la sessio
també es realitzara treball concentric de quadriceps fent 72
squats amb transferencia de salts de tanca amb puc junts.

En aquest estudi, es considera que la lesic amb més
possibilitats de prevenir és la de pubalgia, per aixo li de-
dicarem especial atencid proposant multiples exercicis
que aniran variant d'una sessi¢ a l'altra en la que treba-
llarem el reforc dels mUsculs estabilitzadors implicats
en aquesta lesi6 com son els abdominals, lumbars,
abductors, adductors i glutis, pel que es realitzaran
exercicis excentrics (figura 3), concentrics (figura 4) |
isometrics amb possible transferencia.

Per a prevenir les lesions de genoll i pubis, s’ha
esmentat el treball de nombrosos musculs del tronc
inferior com soén el quadriceps, isquiotibials, bessons,
abductors, adductors i glutis que a I'hora ens servei-
xen per a prevenir lesions d'aquests, als que afegirem
la tonificacio de bessons amb transferencia amb salts
amb cames estirades per a prevenir lesions d'aquest
musculs degut a que soén bastant comuns entre els
futbolistes.

Resultats

Fent referencia a les principals lesions del futbol, en el
present estudi es dedueix que sén les musculars de
tronc inferior, les de turmell, pubis i genoll, per agquest
ordre (taula I). Respecte a les primeres, els mUlsculs
amb més tendencia a soffir lesions son els isquiotibials
amb un 63% d'incidencia (taula ).

Cal destacar que es tracta d'un equip jove, amb una
mitjana d’'edat de 21 anys, pel que sofreixen diferents
tipus de lesions que altres futbolistes amb major edat
que puguin acumular un major desgast articular i
muscular. Alataula lll podem veure una clara diferencia
un cop dividim el conjunt de jugadors de la plantilla en
dos grups segons la seva edat i analitzem qui ha sofert
pubalgia i qui no ho ha fet. Pel que es considera que
I'edat dels jugadors és un factor important i a tenir en
compte, en concret per aquest tipus de lesié de pubis
provocada per un descompensacioé dels musculs que
tenen insercio a la pelvis.

A les figures 5 i 6 podem veure que tant els juga-
dors que durant la temporada 2011/12 com els de
la 2012/13 que han fet prevencié de lesions, han tin-
gut una incidéncia de sofrir pubalgia molt més baixa.
Per tant, el métode de prevencid de lesions dissen-
yat i aplicat ha estat eficient en quant a la prevencio
d'aquest tipus de lesions, reduint de forma significativa
aguesta lesio respecte a les dades obtingudes pels
mateixos jugadors que no van realitzar una rutina de
prevencio de lesions de forma regular durant la tempo-
rada anterior amb un 45% menys de incidencia.

Respecte a la prevencio de lesions musculars de tronc
inferior, de genoll i turmell el metode de treball no ha
estat eficient.
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Tabla I: Tipus de lesions sofertes en funcio del periode de temps

TIPUS DE LESIO
Periode Juagdors Musculars de
estudiats Turmell Genoll Pubis tronc inferior
Total Carrera Esportiva 19 79% (15) 47% (9) 53% (10) 84% (16)
Total 19 32% (6) 5% (1) 37% (7) 47% (9)
Temporada Prevencio 9 o 9 9
2011/12 de lesions ° 44% (4) 0% () 22% (2) 67% (6)
No prevencié 10 20% (2) 10% (1) 50% () 30% (3)
de lesions
Temporada 2012/13 19 26% (5) 32% (6) 5% (1) 53% (10)
(prevencié de lesions)
Tabla Il: Tipus de lesions musculars en funcio del periode de temps
MUSCUL AFECTAT
Periode Juagdors N . )
estudiats Isquiotibial Quadriceps Bess6 Adductor  Abductor
Total Carrera Esportiva 16 63% (10) 44% (7) 38% (6) 25% (4) 6% (1)
Total 9 44% (4) 11% (1) 33% (3) 44% (4) 11% (1)
Temporada Prevencio o o 9 0 9
2011/12 de lesions 6 50% (3) 0% (0) 33% (2) 50% (3) 17% (1)
No prevencio 3 33% (1) 33% (1) 33% (1) 33% (1) 0% (0)
de lesions
Temporada 2012/13 10 40% (4) 20% (2) 0% (0)  10% (1) 0% (0)
(prevenci6 de lesions)
Tabla llI: Pubalgia segons edat
Nombre de Han sofert No han sofert
jugadors pubalgia pubalgia
Tots els juagadors de la plantilla 19 53% (10) 47% (9)
Nascuts entre 1985 - 1989 9 67% (6) 33% (3)
Nascuts entre 1990 - 1993 10 40% (4) 60% (6)

Discussio

Fent referencia a I'objectiu proposat de coneixer les
principals lesions degudes a la practica de futbol,
aquest estudi ha confirmat que les lesions més fre-
guients proposades per la majoria d'autors, com An-
dersen et al. (2003) o Drawer i Fuller (2002) son le-
sions produides sobre les articulacions com el turmell,
genoll i maluc, que és d'on prové la pubalgia.

Respecte al segon objectiu, que era analitzar la causa
i la incidencia de les lesions?, els autors ja comencen

a diferir amb les seves hipotesis. Respecte a la causa
d'aguestes, la majora d'ells com és el cas de Junge
et al. (2004), diuen gque la majoria de lesions son
degudes al contacte donant valors sobre un 70%
respecte a aquest tipus de lesions i un 30% sense
contacte. No obstant, trobem alguna excepcid com
l'estudi fet per Drawer i Fuller (2002), on diuen que
nomes el 39% de les lesions son degudes al contacte
i el 47% al moviments especffics d’aquest esport. No
s’han pogut treure conclusions significatives en aquest
estudi al respecte, degut a que no s’han estudiat les
lesions en funcid de si es van produir per contacte
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fisic o no. Respecte a la incidencia, els autors també
tenen diferents opinions pel que No podem validar els
resultats obtinguts.

El tercer objectiu que es va proposar era dissenyar
metodes de treball per a prevenir lesions®. La infor-
macio trobada de la recerca bibliografica sobre méto-
des utilitzats per a prevenir lesions ha estat molt limitat
pel que en molts de casos s’ha decidit per intuicio,
experiencia i conceptes assimilats anteriorment. Sem-
pre que s’ha pogut, s’ha individualitzat I'entrenament,
tal i com Petersen i Holmich (2005) recomanen en el
seu estudi. Per tant en repeticions, carregues, temps
d’execucio,... depenent del jugador es donaven indi-
cacions per augmentar o disminuir el que s’havia dit en
I'explicacio general del circuit.

Respecte al treball per a prevenir lesions musculars,
tal i com Grelig i Siegler (2009) diuen en el seu estudi,
s’han plantejat de forma majoritaria exercicis en el que
es treballin de forma excéntrica el mulscul. Segons
el seus estudis, en aquest tipus moviment muscular

és quan més lesions es produeixen en la practica de
futbol. Per altra banda també parlen de la transferencia
que s’ha de fer després de cada exercici per poder
aprofitar el treball fet en els moviments especifics de
I'esport. En el nostre cas, a les sessions de treball
proposades, el treball de transferencia no han estat
gests tecnics especifics de I'esport, sind que han estat
salts i diferents tipus de técnica de carrera.

Finalment, fent referencia al darrer dels objectius
redactats, que era validar o no els resultats del metode
aplicat en aquest estudi*, s'ha de dir que no han estat
els esperats en la majoria de les seccions d'estudi,
ja que només podem validar els que fan referencia
a la lesio de pubis. Deduim que és degut a que els
exercicis de les sessions proposades majoritariament
estaven destinats a la prevencio de pubalgia, i per altre
banda degut a un desgast excesiu de la plantilla al
ser més curta que les altres al estar formada per 19
jugadors davant els 22 jugadors permesos per plantilla
i aixo ha accentuat 'aparicio de lesions.
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Abstract

Olive oil is considered to be one of the most healthy dietary fats. There are, however, several types of olive oil present on the market.
With the data at present available, the most healthy of them is the virgin olive oil (VOO), rich in phenolic compounds. On November
2011, the European Food Safety Authority (EFSA) released a claim concerning the benefits of the daily ingestion of olive ol rich in
phenolic compounds, such as the VOO. In this review, we will summarize the work which have provided scientific evidence of the
penefits of VOO consumption over other type of edible oils even olive oils. Data from randomized, controlled human studies, will
be presented. This type of studies are able to provide evidence of Level | which is that required for performing nutritional recom-
mendations at population level.

Key words: Virgin olive aoil, benefits, nutritonial recomendations, tyrosol, hydroxytyrosol

Resumen

Se considera al aceite de oliva una de las grasas mas saludables de la dieta. Hay, sin embargo, varios tipos de aceite de oliva
presentes en el mercado. Con los datos actualmente disponibles, el mas saludable de ellos es el aceite de oliva virgen (AQV), rico
en compuestos fendlicos. En noviembre de 20711, la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) publicd un declaracion
acerca de los beneficios de la ingesta diaria de aceite de oliva rico en compuestos fendlicos, como el VOO. En esta revision,
vamos a resumir el trabajo que ha proporcionado la evidencia cientffica de los beneficios del consumo de AQV sobre otro tipo de
aceites comestibles e incluso sobre los otros tipos de aciete de oliva. Presentamos, asimismo, los datos de estudios aleatorizados
y controlados en humanos. Este tipo de estudios proporcionan evidencia de nivel |, que es el nivel requerido para ofrecer reco-
mendaciones nutricionales a nivel poblacional.

Palabras clave: Aceite de oliva virgen, beneficios, recomendaciones nutricionales, tirosol, hidroxitirosol

Introduction

Olive ail is the primary source of fat in the Mediterranean
diet which is associated with a low mortality for cardio-
vascular disease’. A large body of knowledge exists pro-
viding evidence of the benefits of olive oil consumption
on secondary end points for cardiovascular disease?. On
November 2004, the Federal Drug Administration (FDA)
of the U.S.A permitted a claim on olive il labels concer-
ning: “the benefits on the risk of coronary heart disease
of eating about 2 tablespoons (23 grams) of olive oil dally,
due to the monounsaturated fat (MUFA) in olive oil” ©. Re-
cently, results of large EPIC cohorts have reported an in-

verse relationship between olive oil consumption and co-
ronary heart disease (CHD) mortality and incidence®®. An
inverse relationship between olive oil consumption and
stroke risk in women has been reported in the Three-City
Stuady®.

Olive oll has major and minor components. The former
are the fatty acids, of which the monounsaturated fatty
acid (MUFA), the oleic acid, represents from 55% to 83%
of the total fatty acids’. The minor components of olive ol
constitute from 1% to 2% of the total content of an olive
oil and are classified as: 1) the unsaponifiable fraction,
which can be extracted with solvents after the saponi-
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fication of the oil and contains squalene and other tri-
terpenes, sterols, tocopherol, and pigments, and 2) the
soluble fraction that includes the phenolic compounds,
the complex forms called polyphenols. Phenolic com-
pounds are present as simple phenols or conjugated
forms (Figure 1). Tyrosol (Tyr), hydroxytyrosol (OHTyr),
and their secoiridoid derivatives make up around 90%
of the total phenolic content of a virgin olive oil. Pheno-
lic compounds from olive oil are the most studied and
best known components in terms of their benefits for
health’. The content of the minor components of an olive
oil varies, depending on the cultivar, climate, ripeness
of the olives at harvesting, and the processing system
employed to produce the olive oil. Olive oils currently
present on the market are: extra-virgin, virgin, olive oil
(UE, 19971), or pomace (also called orujo) olive ail. Virgin
olive oils (VOQOs) are those obtained from the fruit of the
olive tree solely by mechanical or other physical means
under conditions that do not lead to alteration in the oil.
Extra-VOOs are VOOs with a free acidity, expressed as
g of oleic acid/100 g of olive all, less than 0.8 g. VOOs
with an acidity greater than or equal to 3.3 (International
Olive Oil Council Regulation/ T.15/NC.n3.Rev2.Nov24,
2006) or greater than 2 in Europe (European Regulation
N. 1513/0) are submitted to a refining process in which
some components, mainly phenolic compounds, and to
a lesser degree squalene, are lost®, By mixing virgin and
refined olive oil an ordinary olive oil (olive oil, UE 1991)
is produced and marketed. After VOO production, the
rest of the olive drupe and seed is submitted to a refining
process, resulting in pomace olive oll, to which a certain
quantity of VOO is added before marketing®.

Here, we will summarize the key work which has provi-
ded evidence of the benefits of VOO consumption over
other type of edible oils even olive oils. We will focus on
data from randomized, controlled human studies, which
are those capable to provide the evidence of Level .
On the basis of the Evidence-Based Medicine, evidence
of Level | is which is required for performing nutritional
recommendations at population level.

Metabolic disposition of olive oil
phenolic compounds in humans from
real-life doses of natural olive oils.

One of the prerequisites for assessing the physiological
significance of olive oil phenolic compounds is the ability
to determine their bioavailability in human beings. Tyr and
OHTyr are absorbed by humans from olive oil in a dose-
dependent manner with the phenolic content of the olive
oiladministered both after a single dose or after sustained
olive oil consumption'"". This implies an accumulation in
the body even from moderate doses of olive oil (25 mL/d)
which are lower than the traditional daily dietary intake in
Mediterranean countries (30-50g/day). The bicavailability
of OHTyr, however, has been shown to change largely
depending on the matrix in which the phenolic com-
pounds are administered, the most effective matrix being
the olive oil'?. Around 98% of Tyr and OHTyr are present
in plasma and urine in conjugated forms, glucuronocon-
jugates or sulfates. This fact indicates the existence of an
extensive first-pass intestinal/hepatic metabolism of the
ingested primary forms'®,

Figure 1: Structures of the major phenoclic compounds identified in olives and olive oil. A, hydroxytyrosol; B, tyrosol; G, oleuropein glucoside; D, dialdehydic form of
oleuropein (SID-1); E, ligstroside (SID-2); F, aglycone form of oleuropein glucoside (SID-3); G, ligstroside SID-4; H, lignanes (+)-pinoresinal; I: (+)-1-acetoxypinoresinol.
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Lipoproteins and
Lipoprotein Oxidation

The replacement of saturated fatty acids (SFA) by oils
enriched in MUFA versus polyunsaturated fatty acids
(PUFA) had similar effects on lowering total and low den-
sity lipoproteins (LDL) cholesterol. The PUFA-enriched ol
had a slight triglyceride lowering effect, and there was
an increase in HDL cholesterol after MUFA consumption
in some studies™. There is, however, an issue in which
MUFA consumption prevails over the PUFA one: the li-
poprotein oxidation. Oleate-rich LDL are less susceptible
against oxidation than linoleate-rich particles. This is due
to the fact that PUFAs are the key substrate for lipid pe-
roxidation whose propagation chain is going on via the
double bonds of the fatty acid'®. From 14 studies com-
paring the resistance of LDL to oxidation only in 2 of them
did MUFA-rich diets not promote a higher resistance of
LDL to oxidation than PUFA-rich ones'®,

Oxidation of the lipid part, or directly of the apolipoprotein
(apo) B, of the LDL leads to a change in the lipoprotein
conformation by which the LDL is better able to enter
into the monocyte/macrophage system of the arterial
wall, and develop the atherosclerotic process'’. Oxidized
LDL has been shown to be independently associated
with 10-year coronary artery disease (CAD) events in the
general population, and improved the reclassification ca-
pacity of Framingham-derived CAD risk functions®.

Phenolic compounds present in VOO have proven to be
protective against LDL oxidation. On November 2011, the
European Food Safety Authority (EFSA) released a claim
conceming the benefits of the daily ingestion of olive all
rich in phenolic compounds, such as the virgin olive ail,
The Panel considers that in order to bear the claim, 5 mg
of OHTyr and its derivatives (e.g. oleuropein complex and
Tyr) in olive oil should be consumed daily. These quanti-
ties, if provided by moderate amounts of olive oil, can be
easily consumed in the context of a balanced diet’™®. Here
we will revise the main studies which supported this EFSA
claim conceming the benefits of phenolic compound-rich
olive oil such as VOO.

Human studies on the postprandial
effect of olive oil on oxidative stress
and oxidative damage

After meals, particularly those rich in fats, a postprandial
hyperlipemia and hyperglycemia occurs, which is linked
to oxidative stress. Although fasting hyperlipidemia is
considered an important risk for cardiovascular disease,
postprandial serum lipid levels have been found to corre-
late more closely to cardiovascular diseases than fasting
lipids®. Activation of peroxisome proliferator-activated
receptor-a (PPARe) suppresses postprandial lipidemia
through fatty acid oxidation in enterocytes?’. A functional

olive ail enriched with its own phenolic compounds has
shown to enhance the gene expression of PPARa in mo-
nonuclear cells of pre- and stage | hypertensive patients?.

Several data on the effect of clive ail rich in phenolic
compounds, such as VOO, on the postprandial oxidati-
ve stress have been reported. They are, however, diffi-
cult to compare because some studies do not mention
whether or not postprandial lipemia and/or hyperglycemia,
which could lead to oxidative stress, occur after olive all
ingestion, while in other studies neither hyperlipemia nor
hyperglycemia occur at postprandial state after the olive
oil ingestion” & . The ingestion of a 25 mL olive oil dose did
not promote postprandial oxidative stress, with indepen-
dence of the phenolic content of the olive oil, whereas
single doses of 40 mL and 50 mL did®, With olive oil doses
at which oxidative stress occurs, data from randomized,
cross-over, controlled studies in humans showed: i) an in-
crease in the serum antioxidant capacity after VOO inges-
tion, but not after ordinary olive oil, in comparison with corn
ail, suggesting a role for the phenolic compounds of the
VOO; and ii) the phenolic content of an olive oil modulates
the degree of lipid and LDL oxidation, the lipid oxidative
damage being lower after high- than after low-phenolic
content olive olf, In comparison with sunflower oil, meals
submitted to a deep frying with olive oils rich in phenolic
compounds, both natural and added, have shown to re-
duce the postprandial oxidative stress in obese people®.
Recently, it has been described that food fried in extra-
virgin olive oil improves postprandial insulin response, an
oxidative stress associated phenomenae, in obese, iNsu-
lin-resistant women?“,

Human studies of the sustained effect
of olive oil on oxidative stress and oxi-
dative damage

Controversial results have been obtained in short sample
size (N<30) human randomized controlled studies perfor-
med up to now on the effect of sustained doses of olive
oil phenolic compounds on oxidative stress” 8. Extensive
differences existed among the studies in the experimen-
tal. design, control of diet, sample population, age of the
participants, measurement or not of markers of the com-
pliance of the intervention, as well as in the sensitivity and
specificity of the oxidative stress biomarkers evaluated.
This fact could explain the differences of results obser-
ved among studies.

The results of the EUROLIVE study, however, have provi-
ded final evidence of the in vivo protective role of pheno-
lic compounds from olive oil on lipid oxidative damage in
humans, at real-life olive oil doses'. The EUROLIVE (The
effect of olive oil consumption on oxidative damage in Eu-
ropean populations) study was a large, crossover, multi-
centre, clinical trial performed in 200 individuals from five
European countries. Participants were randomly assigned
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to receive 25 mL/day of three similar olive oils, but with di-
fferences in their phenolic content (from 2.7 mg/ kg to 366
ma/kg of olive all), in intervention periods of 3 weeks pre-
ceded by 2 week washout periods. All olive oils increased
the HDL-cholesterol and the ratio between the reduced
and oxidized forms of glutathione. In the EUROLIVE study,
consumption of medium- and high-phenolic content olive
oil decreased lipid oxidative damage biomarkers such as
plasma oxidized LDL, uninduced conjugated dienes, and
hydroxy fatty acids, without changes in F2-isoprostanes.
But the most important results of the EUROLIVE study
were that the increase in HDL cholesterol and the decrea-
se in the lipid oxidative damage were linear with the phe-
nolic content of the olive oil consumed. The results of the
EUROLIVE study provided first level evidence that olive oll
is more than a MUFA fat.

Concerning DNA oxidative damage, the urinary excretion
of 8-oxo-deoxyguanosine (dGuo) is advocated as a bio-
marker of the whole body DNA oxidation, a risk factor for
cardiovascular and cancer diseases. A protective effect
of phenclic compounds from VOO has been reported on
in vivo DNA oxidation both in healthy male subjects and in
postmenopausal women®, Results of the EUROLIVE stu-
dy, however, show that consumption of 25 mL of olive oil
per day during 3 weeks reduced DNA oxidation in 182
healthy males, as measured by the 24 h urinary excretion

of dGuo, irrespective of the olive oil phenolic content.
Differences in the type of population involved (with or
without oxidative stress) could explain differences among
results. In this sense, one conclusion of the Consensus
Report made by the Expert Panel in the International Con-
ference of Olive Oil and Health held in Jaen, Spain, Oc-
tober 20047%° was that the protective effects on oxidation
markers in human trials were better displayed in oxidative
stress conditions.

Inflammation, endothelial function,
and blood pressure

Other pathological conditions, present in chronic degene-
rative diseases, such as cardiovascular, cancer, and neu-
rodegenerative, and linked to oxidative stress are inflam-
mation, endothelial dysfunction, hypertension etc. Here
we will revise the available information related conceming
the effects of VOO consumption on these conditions.

Although the protective mechanism of oleic acid—rich
diets on inflammation has been attributed to a decrease
in the LDL linoleic acid content, oleic acid is not the single
responsible factor for the anti-inflammatory properties of
olive oll. Several studies have examined the anti-inflam-
matory and vasculoprotective effect of olive oil phenolic

Table I: Randomized controlled studies on the effect of VOO on inflammatory and vasculoprotective markers.

Author, year Type of study Subjects Intervention Biomarkers Effects
(Reference)
Visioli et al. Randomized, crossover = Hyperlipidemic patients = VOO vs refined olive ail (intervention, ' Serum TBX? Decrease with the
2005°" (12 men and 10 women) 40 mL/d, 7 weeks; washout period, phenolic content of
4 weeks with usual diet) the olive ol
VOO vs oleic acid-rich sunflower il
Oubifa et al. | 2 consecutive 12 postmenopausal VOO vs oleic acid-rich sunflower oil | TXB2 in PRP Lower in VOO
200128 periods, no washout, | women TXB2 inurine  Similar
diets ad libitum 6-keto-PGF, Similar
Bogani et al.  Randomized, 12 healthy men VOO vs refined olive oil Plasma LTB, Decrease with the
2006%° crossover postprandial (50 mL with potatoes) Plasma TBX, phenolic content of
the olive oll
Fito et al. Randomized, crossover | 28 men with CHD VOO vs refined olive il (intervention 'hsCRP, IL-6 Decrease with the
2008%° period, 50 mL/d, 3 weeks; washout |Serum ICAM-1 | phenolic content of
period 2 weeks with refined olive oil |and the olive ol
ad libitum) VCAM-11 No changes
Moreno-Luna | Randomized, crossover | 24 women with high- Rich polyphenol-VOO (30 mg/day) | ADMA Decrease with the
etal. 2012% normal BP or stage 1 vs free polyphenal olive oil (2month;  hs-CRP phenolic content of
essential hypertension 4-week washout period) the olive ol
Pacheco et al. | Randomized, crossover, Healthy (14) and hyper- | Fat meal with VOO vs refined olive oil, ' Serum ICAM-1 | Decrease with the
2007 postprandial triglyceridemic (14) men | after 1 week of each (60 mg/m2 body and VCAM-1 phenolic content of

surface)

area under curve

the olive ol

Pérez-Herrera | Randomized, crossover | 20 obese participants Breakfast with VOO, sunflower oil TNF-e, IL-15, Decrease with oils
etal 2012 postprandial (SFO) and SFO+cancla oil (heated) | IL-6, MIF, JNK, | containing polyphe-
with added polyphenols or artificial ~ and LPS nols and antioxidants
antioxidants NF&B and su-
bunits activators
Windmer et Randomized, parallel 82 patients with early VOO* and VOO+ EECG (80mL/d,  ICAM-1 Decrease with VOO
al. 2013* atherosclerosis 4 months) White blood cells

TXB2, thromboxane B2; 6-keto- PGF, , 6-keto-prostaglandin, ; PRP, platelet-rich plasma; LTB4, leukotriene B4, ICAM-1, intercellular adhesion molecule-1; VCAM-1,
vascular cell adhesion molecule-1; CHD, coronary heart disease; hsCRP; high sensitivity C reactive protein; IL-8, interleukin 6 ADMA, asymmetric dimethylarginine;
TNF-2, tumour necrosis factor alpha; IL-18, interleukin 18;MIF, macrophage migration inhibitory factor; JNK, ¢-Jun Nterminal kinase; LPS, lipopolysaccharide.
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compounds in humans (Table ). In these studies, VOO
with high phenolic content has been shown to be effective
in reducing the eicosanoid inflammatory mediators deri-
ved from arachidonic acid, such as thromboxane B2 and
6-keto-prostaglandin F, 2%, as well as other inflammatory
markers, such as high-sensibility C-reactive protein or in-
terleukin-6°°°1, A decrease of intracellular adhesion mole-
cule-1 (ICAM-1) and valscular cell adhesion molecule-1
(VCAM-1) serum levels at postprandial state after VOO
when compared with refined olive oil ingestion has been
reported®. Also, the postprandial inflammatory response
after ingestion of heated oils in obese persons was redu-
ced by the presence of oils with phenolic compounds or
non natural antioxidants®, In this study®:, VOO or a mix
of sunflower and canola oil artificially enriched with olive
oil phenolic compounds and other antioxidants, lowered
the postprandial nuclear factor xappa B (NF-«B) activa-
tion, increased NF-«B inhibitor (IkB-«), and decreased
lipopolysaccharide (LPS) plasma concentration), compa-
red with sunflower ail. In sustained consumption studies,
a decrease in ICAM-1 after VOO, but not after VOO plus
epigallocatechin-3-galate (EGCG) in early atherosclerosis
patients has been reported®. However, no differences in
ICAM-1 or VCAM-1 levels were reported after sustained
virgin or refined olive oil consumption in coronary heart di-
sease (CHD) patients®.

Vasomotor, haemostatic, antioxidant, and inflammatory
activities are involved in endothelial dysfunction, a recent
focus of intense research in cardiovascular medicine®.
The effect of VOO reducing oxidative stress and oxidative
damage, as well as the inflammatory markers has been
described above. The postprandial prothrombotic profile
improved in healthy subjects and hypercholesterolemic
patients after intake of phenol-rich VOO versus a low-
phenolic content olive oil?. Several studies have reported
beneficial effects of VOO on the endothelial function. An
improved post-ischemic hyperemia via reduced oxidative
stress and increased nitric oxide metabolites was repor-
ted after the intake of phenol-rich VOO in comparison with
a low-phenal olive oil in hypercholesterolemic patients®.
The effect of VOO phenols on the postprandial endothelial
function seems to be mediated by the NOS3 Glu298Asp
polymorphism in patients with metabolic syndrome®’. Be-
neficial effects improving the endothelial function have
been observed after a 4-month diet with polyphenol-rich
olive oll in patients with early atherosclerosis®.

Consumption of olive oil reduces blood pressure?. Howe-
ver, phenolic compounds in VOO play also a beneficial
role. A decrease in systolic (SBP) and diastolic blood
pressure, with an improvement of endothelial function, has
been reported after a 2-month diet with rich-polyphenal
olive oil versus a low polyphenol one, in young women
with mild hypertension®'. In this study®', changes in blood
pressure and endothelial function were concomitant with
markers related with vasodilatation, such as an increase
in nitric oxide and a decrease in serum asymmetric di-

methylarginine, as well as a reduction in oxidized LDL and
hsCRP. VOO, reduced SBP in hypertensive women and
stable CHD patients in comparison with high-oleic sun-
flower oil and refined olive all, respectively®. In a parallel
study comparing the effect of VOO on blood pressure in
diabetic patients and healthy individuals, a reduction in
SBP was observed in both conditions®,

Mechanisms by which VOO and its
phenolic compounds can exert their
benefits in vivo in humans.

Although there is a huge body of experimental studies
concerning mechanisms by which VOO and its phenolic
compounds could exert their beneficial effects, up-to-date
only two have been reported to occur in vivo in humans:
1) an increase of the antioxidant content of the LDL, and
2) a nutrigenomic effect.

Consumption of VOO increases the antioxidant
content of the LDL

In human studies the best results obtained on lipid oxi-
dation markers after VOO consumption are displayed in
those markers directly associated with LDL. This was one
of the conclusions of the Consensus Report made by the
Expert Panel in the Interational Conference of Olive Oll
and Health held in Jaen, Spain, October 20047 ?® This
could be explained on one hand by the fact that ingestion
of any type of olive ol increases the plasma oleic acid con-
tent of the LDL lipoprotein. After olive oil ingestion, oleic
acid concentration in LDL increased and those of linoleic
and arachidonic acid decreased®. As has been referred
to before, oleate-rich LDL are less susceptible against oxi-
dation than linoleate-rich particles'. On the other hand,
the total polyphenol content bound to human LDL increa-
se in a dose dependent manner with the phenolic content
of the olive oil administered’®. OHTyr and Tyr metabolites,
glucuronides and sulfates, have been reported to bind
human LDL after VOO ingestion, but were not detected
after refined olive oil ingestion*®, An inverse relationship
between plasma levels of oxidized LDL and the content
of phenols bound to LDL has been reported®. Phenolic
compounds which can bind LDL are likely to perform their
peroxyl scavenging activity in the arterial intima, where full
DL oxidation occurs'’.

Nutrigenomic effect of VOO and its phenolic
compounds

Nutrigenomics embrace all “omics” fields, such as geno-
mics, transcriptomics, proteomics, and metabonomics
with the aim of understanding and characterizing how
nutrients and/or food act at molecular level. Here we will
focuse in the transcriptomic data available from human
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studies, and particularly in those studies in which different
types of olive oils have been tested with the same dietary
pattern as background. Several studies have examined
the transcriptomic profile after VOO, in comparison with
low phenolic content olive oil, both at postprandial state
and after sustained consumption*'. A breakfast based
on VOO, high in polyphenols (398 ppm), was able to
postprandially repress the expression of proinflammatory
genes when compared with a common olive oil based
breakfast (low in polyphenols, 70 ppm) in metabolic syn-
drome individuals. Microarray results showed 19 upre-
gulated and 79 downregulated genes, linked to obesity,
dyslipemia, and type 2 diabetes mellitus, after the intake
of VOO*', A VOO enriched with its own phenolic com-
pounds enhanced the postprandial expression of cho-
lesterol efflux related genes in vivo in humans versus
an standard VOO. In our pre- and stage | hypertensive
patients, we observed an increase in ATP binding cas-
sette transporter-A1(ABCAT), scavenger receptor class
B typel (SR-BT), peroxisome proliferator-activated re-
ceptors and binding protein (PPARBR, PPARa, PFPARp,
PPARS) and CD36 gene expression in white blood cells
at postprandial after high polyphenol VOO when compa-
red with standard VOO?,

Also within the frame of a Mediterranean diet (MeD), in a
parallel, controlled, 3-month intervention trial, 90 healthy
volunteers were randomized to three intervention dietary
patterns: ) MeD supplemented with rich-polyphenol VOO
(328ma/kg); Il) MeD supplemented with washed VOO (low
in polyphenols: 55 mg/kg); and Ill) habitual diet (control
group). Only after the MeD supplemented with rich-po-
lyphenol VOO there was a significant decrease, versus the
control group, in the expression of inflammatory genes: in-
terferon gamma (/FNp), Rho GTPase activating protein 15
(ARHGAP15), and interleukin 7 receptor (IL7R); and oxida-
tive stress: adrenergic b-2 receptor (ADRB2). Changes in
gene expression after the MeD supplemented with VOO
were concomitant with decreases in lipid oxidative dama-
ge and systemic inflammation markers®. In the frame of
the PREDIMED study, two studies have reported differen-
ces when an enrichment of the MeD with VOO occurs.
In the first*®, a 3-month intervention with VOO-enriched
MeD prevented the increase in cyclooxigenase-2 (COX2)
and LDL receptor-related protein (LRPT) genes, as well
as reduced the expression of monocyte chemoattractant
protein (MCP7) gene, compared with a MeD enriched

with nuts or with a low-fat diet. In the second, study*,
we compared 3-month changes in the whole genome of
peripheral blood mononuclear cells. Results of functional
annotation analyses showed that from 18 cardiovascular
canonical pathways, 9 were modulated by a MeD enri-
ched with VOO and 4 when the MeD was enriched with
nuts*. In a sub-study of the EUROLIVE study, we pro-
posed for the first time an integrated scheme for the in
vivo downregulation of the CD40/CD40L system and its
downstream products promoted by the consumption of
VOO*, Our results showed a decrease in the expression
of pro-atherogenic genes: CD40 antigen ligand (CD40L),
interleukin 23A (IL23A), ADRB2, oxidized LDL (lectin-like)
receptor 1 (OLRT), interleukin-8 receptor-a (IL8RA), and
IL7R) after consumption of VOO high in polyphenols when
compared with the refined olive oll, low in polyphenols.
The decrease in these genes was concomitant with the
decreasing trend of interlinked ones such as vascular en-
dothelial growth factor (VEGF), ICAM-1, and MCP1. In this
study*®, the reduction in LDL oxidation and the increase
in antioxidant polyphenals in LDL promoted by the regular
dietary intake of phenolic compound-rich VOO, were as-
sociated with a down regulation in the expression of genes
related with the CD40/CD40L pathway. Due to all referred
above, VOO and its phenolic compounds can modulate
the expression of atherosclerosis related genes towards a
protective mode in vivo in humans.

Conclusions

We have scientific data providing level | evidence that
VOO can promote additional benefits to those of provided
by other vegetable oils on risk factors for cardiovascular
disease such as lipids and lipid oxidation, inflammation,
endothelial dysfunction and systolic blood pressure. At
present, the known mechanisms by which VOO can exert
these beneficial effects in humans arethe increase in the
antioxidant content of LDL, and a nutrigenomic effect,
modulating towards a protective mode the expression of
atherosclerosis-related genes.
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Una mujer joven, sin patologia asociada, acude a Urgencias por disnea, rigidez y astenia de reciente aparicion. Un afio antes habia
presentado un cuadro similar, que se soluciond de forma ambulatoria. En Urgencias presenta empeoramiento subito en relacion
con administracion de farmacos. El ecocardiograma practicado de urgencia muestra disfuncion ventricular severa, que requiere
ingreso en Cuidados intensivos donde la paciente presenta disociacion electromecéanica y exitus sin haberse llegado a diagnostico
clinico definitivo, por lo que se solicita autopsia.

Palabras clave: muerte sUbita, miocarditis, disfuncion ventricular.

Abstract

A young woman with no co-morbidities comes to the emergency room with sudden onset- dyspnea, stiffness and asthenia. A year
ago she had suffered a similar episode, managed successiully as outpatient. In the emergency room she presents sudden dete-
rioration related to drug administration. The echocardiogram finds severe left ventricular dysfunction. She was referred to intensive
care unit, where the patient suffers an episode of electromechanical dissociation that did not respond to prolonged cardiopulmonary

resuscitation, and dies. An autopsy is requested because of the lack of definitive clinical diagnosis.

Keywords: Sudden death, myocarditis, ventricular disfunction.

Descripcidén del caso

Se trata de una mujer de 46 anos sin alergias, fumadora
de 10 cigarrillos diarios, exconsumidora de cocaina.

Acude al hospital presentando un episodio de 24 horas
de evolucion, con afectacion del estado general, rigidez
muscular y debilidad en contexto de cuadro catarral, Pre-
sent6 un cuadro similar siete meses antes, siendo dada
de alta desde Urgencias con pruebas complementarias
normales, mejorando en dias.

En la exploracion destaca edema palpebral bilateral, leve
taquipnea, aquicardia (136x’) con tension arterial mante-
nida vy afeboril.

En ECG presenta taquicardia sinusal a 120 X' con bajos
voltajes de QRS. En la analitica se objetiva leucocitosis.

La radiografia de torax es normal.

En el servicio de Urgencias solicita atencion en diversas
ocasiones por empeoramiento de estado general, sin
observarse cambios en la exploracion, en sus constan-
tes vitales 0 en el ECG. EI Dimero D es negativo. Por do-
lor y rigidez muscular se pauta paracetamol y diazepam
endovenoso con mejoria posterior. Pero tras una hora la
paciente muestra nerviosismo, dice que “se le cierra la
garganta”. No es posible explorar la via aérea y se pauta
dexclorfeniramina maleato y corticoides endovenosos,
presentando hipotension, hipotermia, cianosis y dismi-
nucion del nivel de conciencia.

Un nuevo ECG realizado es normal. Se solicita ecocardio-
grama (ETT) que objetiva disfuncion VI severa, sin signos de
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hipertension pulmonar. El resultado de las enzimas cardia-
cas es: CPK 1.383 U/L, CKMB y troponina | hemolizadas.

Se inicia la administracion de drogas vasoactivas e in-
gresa en UCI estuporosa, hipotensa y andrica. Tras au-
mento de inotrépicos e inicio de ventilacion mecanica
no invasiva (VMNI) y diurético en perfusion, la situacion
hemodinamica y neuroldgica mejora parcialmente aun-
que la paciente necesita dobutamina y noradrenalina a
dosis crecientes.

Se repite ETT, que revela los siguientes adtos de interés:
Ventriculos pequenos, restrictivos, no dilatados, hiperdi-
namicos con disfuncion sistdlica severa y diastolica tipo
restrictivo; engrosamiento de paredes ventriculares (1,8
cm) con hiperecogenicidad parcheada parengquimatosa
(“granular sparkling”) sugestiva de patologia infiltrativa;
auriculas de tamano conservado destacando engrosa-
miento de los velos mitrales y la presencia de probable
masa-engrosamiento de la pared auricular izquierda con
superficie mal delimitada, que ocupa la pared posterior
yuxtamitral sin comprometer funcion mitral; engrosa-
miento pericardico con derrame pericardico moderado
sin compromiso de la funcion cardiaca.

Inicialmente precisa VMNI, con 1o que se consigue me-
jorar la mecanica respiratoria y la oxigenacion. La radio-
grafia de térax no muestra cardiomegalia, ni infiltrados
radiolégicos significativos.

En la analitica destaca leucocitosis (23.70 10/3/ulL
(83%N)), hemoglobina 16 gr/dl con hematocrito 52,40%,
CPK 1.415 w/l, CKMB 39 ng/ml, troponina 1.038 ng/ml
y TSH normal con T4 0,64 ng/dl.

Alas 4 horas, presenta progresiva bradicardizacion, con
estupor, que requiere de resucitacion cardiopulmonar. La
evolucion es a disociacion electromecanica y exitus.

Discusion
La Tabla | muestra el diagndstico diferencial del caso

expuesto, en base a los hallazgos ecocardiograficos y
electrocardiograficos, sobre entidades que pueden pre-

Tabla |
Miocardiopatias Miocardiopatias Enfermedades
infiltrativas no infiltrativas por depdésito
Amiloidosis Miocardiopatia Hemocromatosis
cardiaca hipertréfica
Enfermedad
Infiltracion grasa Miocardiopatia de Fabry

del miocardio restrictiva idiopatica

Neoplasias

sentarse en forma de miocardiopatias con comporta-
miento hemodinamico principalmente restrictivo’-2,

1. Miocardiopatias infiltrativas

La amiloidosis es una enfermedad infiltrativa con afecta-
cion multiorganica, en especial cardiaca (tipos AL, AA y
ATTR)®. Debuta entre los 30 y 70 afios en forma de insu-
ficiencia cardiaca sistdlica y diastdlica, arritmias, derrame
pericardico vy, de manera excepcional, como shock car-
diogénico, con datos ecocardiograficos (hipertrofia simé-
trica, dilatacion auricular, patron miocardico en “granular
sparkling”, disfuncion biventricular, engrosamiento velos
valvulares, derrame pericardico, trombos intracavitarios) y
electrocardiograficos caracteristicos (bajos voltajes sobre
todo en el plano frontal, trastornos de la conduccion, etc)?.

En nuestro caso podria considerarse este diagndstico
como probable en el contexto de un proceso infeccioso
que haya descompensado el proceso.

La infiltracion grasa del miocardio es un hallazgo en hasta
un 3% de las autopsias®; su presentacion clinica mas
habitual es en forma de arritmias 0 muerte subita.

En referencia al hallazgo ecocardiografico de una masa
a nivel auricular, deberfa plantearse la posibilidad de in-
filtracion neoplasica, aungue los tumores primarios son
muy poco frecuentes y con localizaciones diferentes a
la descrita; ademas no disponemos de datos clinicos
gue puedan hacernos pensar en metastasis de pulmaon,
mama o melanoma®,

2. Miocardiopatias no infiltrativas

Cabe tener en cuenta la miocardiopatia hipertrofica, por
su comportamiento restrictivo y clinica de insuficiencia car-
diaca de predominio diastolico, aunque seria improbable
puesto que habitualmente se presenta en forma de muerte
sUbita en adultos jOvenes y atletas, ademas de asociarse a
herencia autosdmica dominante’. Los datos ecocardiogra-
ficos mas caracteristicos son hipertrofia ventricular izquier-
da asimétrica, de predominio septal con aspecto esmeri-
lado del miocardio y funcion sistdlica normal o aumentada.
La miocardiopatia restrictiva idiopatica presenta caracte-
risticas hemodinamicas muy similares a las que presenta

Infecciones Endocrinopatias Miscelanea
Miocarditis/ Hipotiroidismo Fibrosis
Miopericarditis endomiocérdica
Diabetes Mellitus
Esclerodermia
Acromegalia
LES
Feocromocitoma
Sarcoidosis
Toxicos
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la pericarditis constrictiva, siendo ademas un diagnostico
de exclusion.

3. Enfermedades por depdsito

La hemocromatosis® o la enfermedad de Fabry® pueden
cursar con disfuncion miocardica secundaria a depdsito
de hierro o glucolipidos lisosémicos, respectivamente.
No obstante la afectacion cardiaca nunca es aislada.

4. Infecciones

La paciente presenta un cuadro que podria sugerir un
proceso infeccioso virico, con el antecedente de un pro-
ceso similar. Una posibilidad diagnostica a considerar
serfa una miocarditis infecciosa.

Principalmente es causada por virus (Coxsackie B, En-
terovirus, Adenovirus, Parvovirus B19, VHC v VHS6) la
miocarditis bacteriana o por otros microorganismos es
muy infrecuente en individuos sin inmunodeficiencias.
Cursa con insuficiencia cardiaca de debut en sujetos jo-
venes sin antecedentes de cardiopatia, pericarditis, arrit-
mias o shock cardiogénico.

Presenta signos electrocardiograficos con bajos volta-
jes, alteraciones en la repolarizacion vy trastornos de la
conduccion. En la ecocardiografia se puede encontrar €l
caracteristico miocardio en “granular sparkling”, hipertro-
fia de paredes, disfuncion sistolica/diastélica y derrame
pericardico asociado, ademas de elevacion de biomar-
cadores de dafo miocardico™®.

5. Metabolopatias y endocrinopatias

El hipotiroidismo puede presentar alteraciones cardia-
cas, como hipertrofia septal asimétrica, patron diastélico
restrictivo y derrame pericérdico, asi como electrocardio-
gréficas con disminucion llamativa de voltajes v alteracio-
nes insepecfficas de la repolarizacion. Su presentacion
mas grave, el coma mixedematoso, habitualmente se
desencadena tras una infeccion, exposicion al frio, even-
to isquémico o tras administracion de farmacos como
las benzodiacepinas'?, como en el caso expuesto. En
contra de este diagndstico, la analitica de hormonas ti-
roideas era normal y la paciente presentaba taquicardia.
Otras endocrinopatias como Diabetes Mellitus's, acro-
megalia o feocromocitoma, resultan improbables por no
presentar el caso sintomas clinicos.

6. Miscelanea

La fibrosis endomiocardica es la forma mas comun de
miocardiopatia restrictiva. De etiologia incierta, se han
propuesto desencadenantes como la eosinofilia, infec-
ciones (parasitos, fiebre reumatica), exposicion ambiental
(cerio), inmunoldgica o genética. Ecocardiograficamente
presentaria fiorosis apical, “tethering” de musculos pa-
pilares, auriculas dilatadas, patron diastdlico restrictivo,
trombos apicales y derrame pericardico. Es méas fre-
cuente en areas tropicales.

En la esclerodermia es frecuente la pericarditis, la afec-
tacion parcheada del miocardio por colageno v las arrit-
mias cardiacas; sin embargo, por la afectacion multior-
ganica serfa improbable en el caso de estudio.

Ellupus eritematoso sistémico puede presentar afectacion
cardiaca en forma de valvulopatia, pericarditis, disfuncion
miocardica (miocarditis) y endocarditis (Libman-Sacks),
aunque se desconocen datos clinicos de afectacion mul-
tiorganica que pudiesen sugerir esta entidad.

En la sarcoidosis, aungue el compromiso cardiaco esta
presente en un 20-30% de los pacientes, sélo un 5%
presenta sintomas. La ausencia de afectacion pulmonar,
de los ganglios intratoracicos, piel, ocular o hepatica la
descartaria.

Los farmacos quimioterapicos constituyen la causa mas
frecuente de miocardiopatia toxica, especialmente las
antraciclinas. En la paciente de referencia, no consta ex-
posicion a dichos farmacos.

Diagnéstico de presuncién
Los diagnosticos mas probables serian miocarditis ful-
minante y amiloidosis cardiaca.

Una RM cardiaca podria haber aportado datos impor-
tantes de cara a diferenciarlas segin el patron de realce
tardio con gadoalinio.

Hallazgos autépsicos

Examen externo
Cadaver de mujer de edad media, de raza caucasica.
Edema palpebral evidente. Resto sin relevancia.

Examen interno
Los hallazgos en la autopsia se centran en el corazon y
a nivel pumonar.

El corazon pesa 2869, con aspecto macroscopico nor-
mal. Al corte el miocardio presenta un punteado blan-
guecino formado por lesiones de menos de Tmm, sin
otras alteraciones (Imagen 1) que, tras fijacion, se ob-
serva con mayor nitidez.

El estudio histoldgico muestra expansion intersticial del pa-
rénquima cardiaco por edema e infiltrado celular (Imagen 2).

Este infiltrado intersticial esta compuesto, predominante-
mente, por linfocitos sin atipia, con ocasionales neutrdfi-
los y eosindfilos.

Los linfocitos estan focalmente en relacion con miocar-
diocitos necrdticos (Imagen 3). No se observan absce-
s0s, granulomas, células gigantes, infiltrado eosindfilo
denso ni areas sugestivas de isquemia aguda.
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Por inmunohistoguimica se objetiva que el infiltrado difu-
so linfocitario  es de predominio T (CD3 +), con mezcla
de linfocitos CD4 y CD8, acompariado de escasos ma-
créfagos y neutrdfilos Imagen 4. Los cambios corres-
ponden a una miocarditis linfocitaria.

Los pumones, de apariencia muy congestiva, pesan 723

g el derecho y 619 g el izquierdo. No se aprecian masas
ni signos de TEP, macroscopicamente ni derrame pleural.

Imagen 1

A nivel histolégico se aprecian zonas de hemorragia, fo-
cos con descamacion alveolar, hiperplasia de neumo-
citos tipo II'y focales acumulos densos linfocitarios sin
atipia a nivel intersticial y peribronquial. Los cambios no
son especificos, pero pueden verse asociados a neu-
monias viricas. No se aprecian fendmenos trombdticos
ni inflamatorios agudos, ni lesiones neoplasicas.

Imagen 2

Diagnésticos

1. Miocarditis aguda linfocitaria

1.1 Shock cardiogénico

1.2 Edema y hemorragia pulmonar

1.3 Isquemia aguda renal bilateral

1.4 Congestion pasiva hepatica aguda

Imagen 4. Expansion intersticial por edema y numerosas células linfociticas de
estirpe T, principaimente en VI'y septo. Predominio de CD8 sobre CD4.

2. Cambios compatibles con neumonia virica no
especifica

3. Mioma uterino. Leiomioma en trompa.

4. Cambio mixoide de la valvula mitral con trombo
adherido

5. Examen neuropatoldgico: Arterioloesclerosis

moderada, localizada predominantemente en
vasos cerebelosos. Resto del examen neuropa-
tolégico sin alteraciones.

50

Medicina Balear 2014; 29 (2); 47-52



Mujer joven con astenia, disnea y muerte subita

Causa probable de la muerte: Shock cardiogénico
secundario a miocarditis de probable origen virico.

La miocarditis linfocftica se caracteriza histoldgicamente
por infiltrado linfocitario rico en células Ty macrdfagos de
distribucion difusa, con necrosis focal de miocardiocitos'®.,

Se asocia mayoritariamente a procesos infecciosos de
origen virico, aunque puede verse en procesos autoin-
munes, por toxicidad o idiopaticos'®,

En las primeras fases de la miocarditis viral podria existir
un infiltrado neutréfilo que haga pensar en etiologia bac-
teriana o fungica.

El diagnostico de miocarditis linfocitaria puede ser dificil y
requerir biopsia endomiocardica, aungue se indica solo
si existe insuficiencia cardiaca.

Tabla 2. Criterios de Dallas para el dagnéstico de miocarditis

Miocartditis activa
Presencia de infiltrado inflamatorio y necrosis miocitaria

Miocarditis borderline
Presencia de infiltrado inflamatorio en ausencia de necrosis

Ausencia de miocarditis
Ausencia de inflitrado inflamatorio y necrosis miocitaria

Los criterios de Dallas para el diagndstico por biopsia de la
miocarditis, establecidos en 1987, valoran la necrosis de
los miocitos vy la inflamacion. Una biopsia, sin embargo, no
siempre se correlaciona con los sintomas clinicos'”.

Actualmente cualquier tipo de inflamacion cronica en una
biopsia cardiaca en contexto de insuficiencia cardiaca de
debut, se considera diagndstica de miocarditis.

Histoldgicamente, existe cierta superposicion entre las ca-
tegorias de miocarditis aguda. En general, los patrones
histolégicos se dividen en las siguientes categorias'® '* 20,

1. Linfocitaria (virales y autoinmunes).
2. Eosinofilica (hipersensibilidad, sindrome hipereosinofiico).

3. Granulomatosas (sarcoidosis y miocarditis de células
gigantes).

4., Neutrofilica (Formas bacterianas, fungicas miocarditis
virica incipiente).

La inflamacion debida a la isquemia es uno de los principa-
les diagndsticos diferenciales histopatoldgicos en la autop-
sia, ya que en el borde de los infartos de reperfusion puede
haber un infiltrado rico en neutrdfilos. Se trata de lesiones
con localizacion subendocardica, con gran proporcion de
neutrdfilos y relacionadas con zonas extensas de necrosis.
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La ingesta de liquids i el risc de cancer vesical
en els Estudis de Salut d’Infermeria

Antoni Gelabert Mas, MD, PhD
Serveil | Catedra d’Urologia. Hospital del Mar. UAB - UPF

Comentari al treball de I'International Journal of Cancer, Feb. 2014. DOl : 10.1002/ijc.28764, titulat:
Fluid intake and risk of bladder cancer in the Nurses’ Health Studies
Jiachen Zhou , Karl T. Kelsey , Edward Giovannucci and Dominique S. Michaud

What’s new?. Increase in fluid intake may reduce bladder cancer risk by decreasing the contact time between carci-
nogens in urine and bladder epithelium. However, this association has not been examined in a large cohort of women.
The association between total fluid intake and bladder cancer risk in two large prospective women’s cohorts with 427
incident bladder cancer cases was examined. Detailed information on total fluid intake was collected by repeated food
frequency questionnaires over time. The findings suggested that total fluid intake may reduce bladder cancer risk for
female smokers, as well as reduce the risk of invasive bladder cancer.

Increased fluid intake means more dilute urine and more frequent urination, which according to the urogenous contact
hypothesis may limit the amount of time that potential carcinogens are in contact with the bladder uroepithelium, thereby
reducing the risk of bladder cancer. This study examined the urogenous contact hypothesis in two large female popula-
tions, uncovering a possible inverse relationship between fluid intake and bladder cancer risk. The relationship was most
pronounced among female cigarette smokers, where a generous amount of total fluid intake was linked to a reduction in

bladder cancer and invasive bladder cancer risk.

Que hi ha de nou?: Un interessant article que des del
meu punt de vista té un triple interes:

a) es tracta d'un treball epidemiologic amb una cohort molt
extensa de pacients estudiats, el que Ii confereix validesa
estadistica amb un potencia de calcul molt elevada;

b) es conclou que hi ha una significativa disminucio en la
incidencia de Ca vesical en pacients femenines fumado-
res, amb especial incidencia en les molt fumadores, en
relacio a un augment significatiu en la ingesta de liquids;

c) l'aspecte que des del meu personal analisi, trobo més
interessant, i alhora més controvertit. Parla de “hipotesi
del contacte urotelial“ com a mecanisme de carcino-
genesi, en contraposicio a les teories ampliament accep-
tades de la lesio gengética per via sistemica.

Analitzem la discussi6 :

La gran cohort de l'estudi ofereix fiabilitat a les conclu-
sions donada la metodologia correcta seguida. Perd com
sabem, la gran majoria de grans estudis epidemiologics
només relacionen dades i fenomens, les conclusions no
suposen relacio de causalitat.

Certament agquest treball tampoc cau en aquest gap
d'interpretacio, perd només fins a cert punt . D'aqui la
controversia. Hi ha altres estudis on les conclusions no
relacionen ni suggereixen el menor risc de cancer vesical
amb ingesta abundant de liquids.

Son coneguts estudis que descriuen la preséncia de
carcinbgens potencials en laigua de beguda corrent.
D'aqui la necessitat de plantejar-se noves investigacions
amb una definicid prévia d'objectius directament enfo-
cats a identificar i recongixer carcinogenics, superant la

simple relacié casual i no causal de dades i d’aquesta
manera aproximar-nos a l'etiopatogenia.

Fem emfasi que la teoria de uropatogénesis tumoral de
contacte en el Cancer urotelial t& poc predicament ac-
tualment, per dues raons basicament:

1) les hipotetigues molecules causants de la malignitza-
Ci6 no travessen la barrera de les cel-lules en paraigua
de la capa superficial urotelial, es a dir, no s'esmuny per
entre la paret urotelial, i per contra si sabem que el tumor
s'inicia en les capes bassals, aquestes dues evidencies
estan en total contradiccio.

2) com podriem explicar el cancer urotelial de uréter, si
l'orina amb les seves substancies carcinogenéticas en
suspensio nomeés té contacte amb 'uroteli per periodes
de temps de decimes de segon durant el seu trasllat des
de la pelvis renal fins a la bufeta urinaria?.

Hi ha encara llacunes en el coneixement de la via
d'induccio a la carcinogenesi en el cancer urotelial, en
contraposicio a uns coneixements cada dia més preci-
sos de les passes de malignitzacio de la cel-lula urotelial
i de les alteracions genetiques que la caracteritzen en
els distints estadis i graus.

No obstant aixo la prevencié encara descansa en evitar el
contacte amb aguests molécules inductores, com es evi-
tar absolutament fumar activa i/o passivament, actitud uni-
versalment acceptada, perd moduladors de la seva efecti-
vitat, actualment no existeixen 0 sdbn molt poc concloents.
Aquest treball abunda en aixo, perd donades els contra-
dictoris resultats que coneixem per la literatura, hem de ser
cauts en la seva valoracio. Es necessita més investigacio
causal en el Ca de uroteli i en les mesures de prevencio.
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