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EDITORIAL

Zika: alerta, prevencién y calma. Tres en uno

Jika. waming, prevention and calm. Three in one

Joan Carles March Cerda
Director de la Escuela Andaluza de Salud Publica

1. Las alertas:

El 7 de mayo de 2015, la Organizacion Panamericana de
la Salud (OPS) emitié una alerta sobre la posible transmi-
sidn de virus Zika en el noreste de Brasil. Esto fue con-
firmado por la amplia propagacion de la enfermedad, lo
que subrayaba el potencial del virus Zika para que se
pudiera extender a nivel mundial, de forma similar al den-
gue y al virus chikungunya.

El 1 de febrero, la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) emitic una alerta sobre las posibles consecuen-
cias fetales del brote de virus Zika después de que las
autoridades brasilenas informaron de un aumento anor-
mal en el nimero de casos de recién nacidos que nacian
con microcefalia.

Desde entonces, segun la OPS, 20 paises ya han infor-
mado de la deteccion del zika en su territorio: Barbados,
Bolivia, Brasil, Colombia, Ecuador, El Salvador, Guadalu-
pe, Guatemala, Guyana, la Guayana Francesa, Haitf, Hon-
duras, Martinica, México, Panamé, Paraguay, Puerto Rico,
la isla de San Martin, Surinam y Venezuela. Pero la OPS
sefala que el recuento crece cada dia y considera que
acabara llegando a todos los paises de América Latina.

Pero, los casos vienen de antes. El virus del Zika fue ais-
lado por primera vez de un mono Rhesus en Uganda, en
1947. Este arbovirus esta relacionada con el dengue vy
tienen una epidemiologia similar y el ciclo de transmision
en entornos urbanos. Hasta hace poco, sdlo se habian
informado de infecciones por el virus del zika en huma-
nos de forma muy esporéadica. En 2007, se encontrd por
primera vez el virus del Zlka fuera de Asia y Africa y pos-
teriormente, causd una epidemia en la isla de Yap en los
Estados Federados de Micronesia, que fue seguido por
una gran epidemia en la Polinesia francesa en 2013-14.
Posteriormente, se extendio el virus del Zika a varios pal-
ses de Oceania.

Durante los brotes de la enfermedad por el virus de Zika
en 2013 en la Polinesia Francesa y 2015 en el Brasil,
las autoridades sanitarias nacionales notificaron poten-
ciales complicaciones neuroldgicas y autoinmunes de la
enfermedad del virus Zika. Recientemente en Brasil, las
autoridades sanitarias locales observaron también un au-
mento del sindrome de Guillain-Barré coincidiendo con

un brote de la enfermedad, asi como un aumento en los
bebés nacidos con microcefalia en el noreste del pais.
Por tanto, los organismos que estan investigando 1os
brotes por este virus plantean que son necesarias mas
investigaciones para entender mejor la posible relacion.
Debe mencionarse, que a diferencia de otras arbovirosis,
existen evidencias de que Zika puede potencialmente
transmitirse también sexualmente.

Para que las alertas estén basadas en los hechos, es
necesario mayor investigacion vy vigilancia.

2. Prevencion:

La enfermedad por el virus Zika es una enfermedad in-
fecciosa que se transmite por mosquitos del género Ae-
des. En general, la enfermedad produce sintomas leves
en el ser humano v, de hecho, la mayoria de las per-
sonas gue se infectan no manifiestan ningun sintoma.
La principal preocupacion alrededor de este virus se ha
producido por la descripcion de cuadros neuroldgicos
tipo Sindrome de Guillain Barré y anomalias congénitas
(microcefalia) en recién nacidos de madres que, durante
la gestacion, tuvieron infeccion por virus Zika, lo que con-
vierte a las embarazadas en el grupo de mayor riesgo.

En Espana existe la posibilidad de introduccion de este
virus a través de personas infectadas procedentes de
paises donde existe transmision, de hecho se han notifi-
cado ya varios casos importados en diferentes comuni-
dades autonomas. Hay que tener en cuenta que Espana
tiene una estrecha relacion con las zonas en las que se
estéa registrando una alta incidencia de la enfermedad.
Ademas, uno de los vectores competentes para la trans-

Medicina Balear 2016; 31 (1): 8-9
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mision del virus Zika, el mosqguito Aedes albopictus, esta
presente en parte del territorio espanol (fundamental-
mente en la costa mediterranea). Por ello, no se puede
descartar que se pueda producir algin caso autéctono
en nuestro pais en los meses en los que este mosqguito
esta presente (en general entre mayo y noviembre). Sin
embargo, hay que tener en cuenta que para que se pro-
duzca un caso autdctono, debe coincidir en el espacio y
en el tiempo un caso en fase virémica y un vector com-
petente que le pique vy a su vez sea capaz de transmitir
el virus a otra persona. En este momento, debido a que
estamos en periodo invernal, el riesgo de que se produz-
ca alglin caso autdctono en Espafa puede considerarse
practicamente nulo dada la dudosa actividad vectorial.

En este momento, las recomendaciones y acciones de
prevencion deben ir dirigidas a las personas que van a
vigjar a las zonas de riesgo, teniendo en cuanta de for-
ma especial a las mujeres embarazadas. Los vigjeros a
estas zonas deben tomar medidas de proteccion indi-
vidual frente a la picadura de mosquitos, y delben estar
concienciados de la importancia de acudir a los servicios
sanitarios a la vuelta de su viaje si presentan sintomas
compatibles con la enfermedad, y en el caso de las em-
barazadas, ademas, mencionar el viaje en las revisiones
prenatales para que sean evaluadas adecuadamente.

La prevencion vy el control de la propagacion del virus
dependen de la reduccion del nimero de mosquitos a
través de la reduccion de sus fuentes (eliminacion y mo-
dificacion de los lugares de cria) v de la disminucion de
los contactos entre los mosquitos y las personas.

Para evitar las picaduras conviene Utilizar repelentes de
insectos regularmente, ponerse ropa que cubra al maxi-
mo el cuerpo, utilizar barreras v si fuera necesario utilizar
proteccion personal adicional, como dormir con mosagui-
teros durante el dia. También es sumamente importante
vaciar, limpiar o cubrir regularmente los contenedores
gue puedan acumular agua, como cubos, barriles, ma-
cetas, etc. Se deberfan limpiar o eliminar otros posibles
criaderos de mosqguitos, como macetas, neuméticos
usados y canalones.

1. Organizacion Panamericana de la Salud. Alerta Epidemiolégica. Zika
De mayo de 2015.

2. OMS. Declaracion de la OMS sobre la primera reunion del Regla-
mento Sanitario Internacional (2005) (RS 2005) Comité de Emergencia
sobre el virus Zika y aumento observado en 10s trastormos neuroldgicos
y malformaciones neonatales. Http://Awww.who.int/mediacentre/news/
statements / 2016 / 1°-emergencia-comité zika / es /

3. Correspondance de Myrielle Dupont-Rouzeyrol, Antoine Biron, Olivia
O'Connor, Emilie Huguon, Elodie Descloux Infectious Zika viral par-
ficles in breastmik. htto://www.thelancet.com/pdfs/jounals/lancet/
PIS0140-6736(16)00625-5.pdf

Hay que prestar especial atenciéon y ayuda a quienes no
pueden protegerse adecuadamente por si solos, como
los ninos, los enfermos o los ancianos. Asimismo, la pre-
vencion a nivel sexual, es otro aspecto a tener en cuenta

Ante ello, vigilancia especffica de la enfermedad por
este virus a través, entre otros de la Red Nacional de
Vigilancia Epidemioldgica vy la puesta en marcha de un
protocolo de vigilancia de esta enfermedad e informa-
cion a profesionales sanitarios y ciudadania, con accio-
nes coordinadas de los gobiernos central, autondmico vy
local, con concienciacion individual de cada una de las
personas en aspectos de prevencion y control, en un
abordaje integral que contemple la coordinacion de los
diferentes sectores implicados.

3. Calma:

Por todo ello, consideramos importante, zika y calima,
tranquilizando a la poblacion residente en nuestro pais,
dado que el riesgo de transmision del virus Zika en este
momento es practicamente nulo y estan en marcha las
medidas oportunas para minimizar el riesgo asociado a
la importacion de casos en las zonas y periodos donde
puede circular el mosquito vector.

En conclusion:

Las enfermedades emergentes siguen retandonos vy
debe por ello incrementarse la capacitacion en las mis-
mas, la preparacion en el ambito asistencial, en el cam-
po de la salud publica y en también en investigacion.

El futuro del zika es impredecible, pero la difusion mun-
dial del Dengue y chikKungunya y su estrecha ligazon a
las tendencias de la urbanizacion vy la globalizacion, su-
giere que el virus del Zika tiene el potencial de seguir su
camino. Ante ello, vigilancia y alerta, prevencion e infor-
macion y mientras tanto, caima.

4. Schuler-Faccini, L, Ribeiro, EM, Feitosa, IML y col. Posible asocia-
cién entre la infeccion por el virus Zika y microcefalia-Brasil, 2015. Morb
Mortal Wkly Rep . 2016 ; 65 : 59-62

5. Centro Europeo para la Prevencion y Control de Enfermedades. Eva-
luacion del riesgo rapido: Zika brote de infeccion por el virus . EDCD

6. DECLARACION DE LA SOCIEDAD ESPANIOLA DE EPIDEMIOLOGIA
SOBRE LA ENFERMEDAD POR VIRUS ZIKA http://www.seepidemiolo-
gia.es/documents/dummy/COMUNICADOSEE . ZIKA. pdf
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Resumen

Introduccion: La gripe es una enfermedad infecciosa causada por los virus gripales Ay B que afecta a la poblacion general. La
gripe B parece predominar en la poblacion infantil (<15 afios). El objetivo de este estudio en comparar el patrén etario de presen-
tacion de los casos de gripe B.

Meétodos: Se ha realizado un estudio prospectivo comparativo entre la distribucion etéria de los casos de gripe B diagnosticados
durante las temporadas gripales 2012/13 y 2014/15. La deteccion viral se realizd mediante una RT-PCR en tiempo real.
Resultados: En la temporada 2012/13 se diagnosticaron 290 casos de gripe correspondiendo 204 a gripe B (70.3%), de ellos
38 (18.6%) en la RedC y 166 (81.4%) en el &mbito hospitalario. En la temporada 2014/15 los casos de gripe fueron 618 y de
ellos 107 (17.3%) correspondieron a gripe B; la RedC aportd 26 (24.2%) casos y el Hosp 81 (75.8%). La distribucion de casos
por edad fueron de 128 (62.7%) en menores de 15 afios y 76 (37.3%) en mayores de esa edad en la temporada 2012/13 y de
35 casos (32.7%) y 72 casos (67.3%) respectivamente en la temporada 2014/15. El niUmero de casos graves de la temporada
2012/13 fueron de 38, de los cuales 19 (60%) eran <15 afios; en la temporada 2014/15 el nimero de casos graves fue de 59,
6 (10.1%) de los cuales eran gripe B.

Conclusiones: En este estudio se confirma que globalmente la gripe B se presenta en los menores de 15 afios, aunque deberia
aceptarse que lo mas concreto serfa decir en los menores de 50 afnos. El patron epidemiolégico de la gripe B puede ser variable de
modo que en una temporada puede afectar mayoritariamente a la poblacion infantil y en otra a la adulta.

Palabras clave: Gripe B, distribucion etaria, epidemiologia

Abstract

Introduction: Influenza is an infectious disease caused by influenza viruses A and B that affects the general population. Influenza B seems
to predominate in children (<15 years). The aim of this study was to compare the age pattem of presentation of cases of influenza B.
Methods: \We performed a prospective study comparing the age distribution of influenza B cases diagnosed during influenza seasons
2012/13 and 2014/15. Viral detection was performed by RT-PCR in real time.

Results: In 2012/13 290 204 cases of influenza corresponding to influenza B (70.3%), of which 38 (18.6%) in the RedC and 166
(81.4%) in hospitals were diagnosed. In season 2014/15 flu cases were 618 and 107 of them (17.3%) were influenza B; the RedC
provided 26 (24.2%) cases and Hosp 81 (75.8%). The distribution of cases by age were 128 (62.7%) in children under 15 years
and 76 (37.3%) in older in 2012/13 and 35 cases (32.7%) and 72 cases (67.3%) respectively in the 2014/15 season. The number
of severe cases of the 2012/13 season were 38, of which 19 (50%) were <15 years; in the 2014/15 season the number of severe
cases was 59, 6 (10.1%) of whom were influenza B.

Conclusions: This study confirms that overall influenza B occurs in children under 15 years, although it should be accepted that the
most concrete would say in those under 50 years. The epidemiological pattern of influenza B can be variable so that in one season
may largely affect children and another on the adults.

Keywords: Influenza B, age distribution, epidemiology
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Introduccion

La gripe es una enfermedad infecciosa causada por los
virus gripales Ay B que afecta a la poblacion general de
forma epidémica o pandémica. Desde el punto de vista
epidemiolégico la gripe A produce epidemias cada ano
(temporada gripal), mientras que la gripe B acostumbra
a presentarse cada 2-3 anos, ademas con porcentajes
de participacion media del 20% (aunque puede oscilar
entre el 0-90%)'.

La gripe A afecta en general a todas las personas en
diferentes edades de la vida pero presenta una mayor
morbilidad y mortalidad en los extremos de la misma
(<4 ahos y >65 afos). La gripe B por el contrario parece
afectar preferentemente a la poblacion infantil (<15 afios)
debido ala falta de inmunidad previa frente a la misma 46,

Sin embargo debe tenerse en cuenta gue la epidemio-
logia de la gripe estacional se ve muy influenciada por
la edad de la poblacion y las caracteristicas antigénicas
de los virus gripales’. Asi en general las mayores tasas
de notificacion se producen en la poblacion infantil, aun-
que la presentacion clinica de la misma varia en funcion
de la edad del paciente. Por debajo de los 4-5 anos
la inespecificidad clinica del cuadro respiratorio dificulta
Su caracterizacion como gripe®. En la poblacion adulta
y especialmente en los >65 anos la gripe se somete a
un mayor control y vigilancia activa por los riesgos incre-
mentados en este tipo de poblacion® ',

Debido a que el numero de casos de gripe B de-
tectados en dos temporadas distintas recientes ha
sido elevado, hemos estudiado la distribucion etéaria
de los mismos y su comparacion para comprobar el
patron epidemioldgico de la gripe B en funcion de
la edad de los pacientes afectados. También se ha
estudiado la distribucion etaria en funcion del origen
del paciente infectado.

Pacientes y métodos

Se ha realizado un estudio prospectivo comparativo en-
tre la distribucion etaria de los casos de gripe B diag-
nosticados durante las temporadas gripales 2012/13 y
2014/15 en las Islas Baleares.

A cada paciente con sospecha clinica de gripe o de
infeccion respiratoria aguda que acudia a urgencias o
era hospitalizado se le tomdé un frotis faringeo. A los
pacientes procedentes de la red centinela, formada
por 25 médicos de familia y 9 pediatras, que cum-
plian criterios clinicos de gripe también se les tomo
un frotis faringeo' 8.

Todas las muestras fueron procesadas, en menos de
24 horas, mediante una técnica de amplificacion mo-

lecular tipo RT-PCR comercial que permite la deteccion
simultanea y diferencial de 16 virus respiratorios distintos
(Anyplex RV16; Seegen, Corea del Sur).

Los datos clinicos referentes a la edad de los pacientes
fueron obtenidos de las hojas de solicitud analitica viro-
l6gica. Se han considerado como pacientes pediétricos
los menores de 15 anos. Los casos se han agrupado en
funcion del origen de los pacientes: red centinela (RedC)
y ambito hospitalario (urgencias de pediatria, urgencias
de adultos e ingresos de adultos). Los casos graves
hospitalizados cumplian los criterios recomendados',

Resultados

En la temporada 2012/13 se diagnosticaron 290 casos
de gripe correspondiendo 204 a gripe B (70.3%), de
ellos 38 (18.6%) en la RedC y 166 (81.4%) en el ambi-
to hospitalario. En la temporada 2014/15 los casos de
gripe fueron 618 y de ellos 107 (17.3%) correspondie-
ron a gripe B; la RedC aportd 26 (24.2%) casos vy el
Hosp 81 (75.8%). La distribucion de casos de gripe B
por edad fueron de 128 (62.7%) en menores de 15 anos
y 76 (87.3%) en mayores de esa edad en la tempora-
da 2012/13 y de 35 casos (32.7%) y 72 casos (67.3%)
respectivamente en la temporada 2014/15. El nimero
de casos graves de la temporada 2012/13 fueron de
38, de los cuales 19 (60%) eran <15 afios; en la tempo-
rada 2014/15 el ndmero de casos graves fue de 59, 6
(10.1%) de los cuales eran gripe B.

En las Tablas | se expone la distribucion etaria de todos
los casos de gripe B diagnosticados en la temporada
2014/15 y en la Tabla Il sdlo los diagnosticados en los
adultos. Ningun paciente pediatrico requirid de ingreso
hospitalario, mientras que si lo precisaron 21 pacientes
adultos (19.6% de todos los casos vy el 29.2% de los
pertenecientes a este grupo etario). Globalmente los
mayores de 65 anos y el grupo de entre 15-50 anos
han presentaba el mayor porcentaje de casos (28.9% vy
24.3% respectivamente).

Tabla I: Distribucion etéria de todos los casos de gripe B diagnosticados en la
temporada 2014-2015

Edades* RedC  UrgPed UrgA IngAd Total
04 | 188 | 15(563.5) 0 0  16(14.9
5-14  6(23.1)  13(46.5) 0 0 19(17.7)
15-50 | 15 (57.6) 0| 8(25.0 | 3(14.2) | 26(24.3)
51-65 = 3(11.5) 0 8250  4(19.1) 15(14.1)
>65 | 1(38) 0 16(50.0) | 14 (66.6) | 31 (28.9)

26 (24.3)  28(26.1) 32(29.9) | 21(19.6) 107

*Edades en afios; **nimero de casos (%) sobre total
RedC= Red Centinela; UrgPed= urgencias de pediatria; UrgA= urgencias de
adultos; IngAd= ingresados adultos.
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Tabla II: Distribucion etéria de los casos de gripe B en la poblacion adulta diag-
nosticados en la temporada 2014-2015

Edades* RedC UrgA IngAd Total
16-80 15 (79.1)* 8 (25.0) 3(14.2) 26 (36.1)
51-65 3(15.7) 8(29.0) 4(19.1) 15 (20.8)

>65 1(6.2) | 16(60.0) 14 (66.6) 31 43.1)
19(26.4) | 27415 |21(29.2) 72

*Edades en afios; **nimero de casos (%) sobre total
RedC= Red Centinela; UrgPed= urgencias de pediatria; UrgA= urgencias de
adultos; IngAd= ingresados adultos.

Tabla Ill: Comparacion en la distribucion etéria de los casos de gripe B diagnos-
ticados en la temporada 2012/13 'y 2014/15

2012/13 2014/15 2012/13 2014/15
Edades* RedC RedC Hosp Hosp Total
0-4  1(29) 3.8) | 68(40.9) | 16(18.5) | 85 (27.3)
5-14 | 5(13.1) (23 1) 54(32.5)  13(16.1) 78 25.1)
15-60 | 23 (60.5) | 15 (57.6) | 22 (13.2) | 11 (13.5) | 71 (22.8)
5165 | 8(21.1)  3(11.5)  9(5.4) 12(14.8) 32(10.2)
>65 1(2.6) 18.8 | 13(7.8) 1 30(37.0) | 45(14.4)
38 26 166 81 311

*Edades en afios; **nlimero de casos (%) sobre total
RedC= Red Centinela; Hosp= Pacientes hospitalarios

La mayoria de los pacientes con gripe B de la RedC
(79.1%) pertenecian al grupo de 15-50 afios, mientras
que los diagnosticados en el ambito hospitalario predo-
minaban entre los mayores de 65 afios (96.6%). También
este mismo grupo de edad presentaba el porcentaje
mas alto de ingreso hospitalario (66.6%) (Tabla 1l).

La comparacion entre la distribucion etéria observada
entre las dos temporadas analizadas (Tabla Ill) demues-
tra que en la RedC no se han producido cambios signifi-
cativos entre los diferentes grupos de edad. Se confirma
al grupo de entre 15-50 anos como el predominante en
ambas temporadas.

Los cambios mas significativos se han producido en 10s
casos diagnosticados en el ambito hospitalario (Tabla 1ll).
Destaca el predominio de los casos pediatricos (73.4%)
en la temporada 2012/13 frente al predominio de los ca-
s0s en adultos (65.5%) de la Ultima temporada. Asi como
el porcentaje de pacientes adultos de >65 anos del 37%
en la ultima temporada frente a tan solo el 7.8% de la
temporada 2012/13.

En la Figura 1 se presenta la distribucion porcentual de
los casos de gripe Ay B diagnosticados en la temporada
2014/15. Se observa un predominio global de la gripe
B en el segmento de edad comprendido entre los 5-65
anos y tan solo una minima diferencia en los >65 anos
(32.1% gripe Ay 28.4% gripe B).

Figura 1: Distribucion etaria de los casos de gripe Ay gripe B diagnosticados en
la temporada 2014/15.
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A partir de los datos analizados, resulta evidente que se
han estudiado dos brotes gripales tipo B totalmente dis-
tintos. El primero de ellos (temporada 2012/13) afecto,
siguiendo el patron clasico®*"', a la poblacion infantil
menor de 15 afos (62.7%). En esa temporada cocir-
cularon dos cepas del linaje Yamagata (80%) (B/Esto-
Nia/556669/2011 v B/Wisconsin/1/2010) y una del linaje
Victoria (20%) (B/Brisbane/60/2008) vy la vacuna conte-
nia la cepa B/Wisconsin/1/2010 (linaje Yamagata), no
considerandose que hubiera una significativa diferencia
antigénica entre las cepas circulantes y la vacunal, salvo
con las cepas del linaje Victoria.

En la Ultima temporada (2014/15) la gripe B ha presen-
tado una menor incidencia de casos que en la 2012/13
(17.3% frente a 70.3%). En esta temporada los mayo-
res de 15 anos representaron el 67.3% de todos los
casos; es decir afectd preferentemente a la poblacion
adulta. Las cepas de gripe B circulantes en esta tem-
porada fueron las pertenecientes al linaje Yamagata (B/
Phuket/3073/2013) y no se identificaron diferencias anti-
génicas con la cepa vacunal (B/Massachusetts/2/2012)
del mismo linaje’®.

Por todo ello no parece que la falta de coincidencia o
concordancia antigénica entre las cepas circulantes y las
vacunales sean la causa directa de esta diferencia en la
distribucion etéaria de los casos de gripe B observados
entre ambas temporadas. Sin embargo, Socan et al.’®
han comprobado como los pacientes infectados con el
linaje Victoria son significativamente mas jovenes que los
infectados por el linaje Yamagata. De este modo el linaje
Victoria predominaria en el grupo de 15-34 afos tanto en
los pacientes comunitarios como ambulatorios. En la po-
blacion de menor edad (0-4 anos) los linajes afectarian
por igual (55% frente 45%).

El predominio de la edad pediatrica en la temporada
2012/13 coincide con los datos comunicados a nivel
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europeo y nacional” ', Sin embargo en nuestro estudio,
los casos de gripe B comunicados en esa temporada
por la RedC predominaron en el grupo de entre 15-50
afos (60.5%) y de todos ellos el 84.3% eran mayores de
15 afos. Donde se produjo el cambio etario fue en los
pacientes que que acudian a urgencias hospitalarias; en
esta situacion el 73.4% de los casos de gripe eran <15
anos. En estudios previos se ha comprobado que debi-
do a las dificultades para comprobar el cumplimiento de
los criterios definitorios de gripe, los pediatras de la RedC
sélo toman muestras de pacientes mayores de 4 afos®.
Este hecho podria explicar el mayor nimero de casos de
entre 0-4 observados en urgencias.

Lo gue llama la atencion en este estudio es la distribu-
cion etéria de la temporada 2014/15; tal y como se ha
mencionado mostrd un predominio claro en la poblacion
adulta y especialmente en los mayores de 65 anos. Al
compararla por el origen de los pacientes, puede obser-
varse como en los procedentes de la RedC no existen
diferencias entre los diferentes grupos etérios entre las
dos temporadas. En la Ultima de ellas predomind el grupo
de 15-50 afos y se incrementd el de los situados entre
5-14 anos; todo ello determind que en esta temporada
el 73.1% de los casos de la RedC tuvieran >15 afos
(84.3% en la temporada 2012/13). Asi pues en el ambito
comunitario no pueden apreciarse diferencias en la distri-
bucion de los casos de gripe B entre las dos temporadas
analizadas. Se confira con ello que a nivel comunitario
el 79.6% (51/64) de todos los casos de gripe B diagnos-
ticados en estas dos temporadas a través de la RedC
se presentaron en >15 afos. Clasicamente se habia co-
municado que la gripe B presentaba menor morbilidad
porque afectaba preferentemente a la poblacion infantil,
frente a la cual carecen de inmunidad previa 416,

Al comparar los casos diagnosticados en el ambito
hospitalario se observa una diferencia significativa en
los casos de pacientes <156 afios. Asf en la temporada
2012/13 el 73.4% de los pacientes pertenecian a este
grupo etario, mientras que en la Ultima temporada tan
solo representaron el 34.5%. Por lo tanto resulta eviden-
te, al menos en nuestra Comunidad Autbnoma, que en
la temporada 2014/15 la gripe B ha afectado preferen-
temente a la poblacion adulta (65.5%). Ademas dentro
de este grupo, el mayor porcentaje se ha detectado en
los >65 afos (37%), de los cuales el 66.6% requirieron
ingreso hospitalario. En la temporada 2012/13 solo el
7.8% de los casos eran >65 anos, 1o cual determina un
incremento significativo en este grupo etario.

La gripe afecta generalmente a toda la poblacion aunque
se concentra preferentemente en las edades extremas
de la vida"?’. Globalmente, entre las dos temporadas
analizadas, los casos de gripe B han predominado lige-
ramente en los <15 afos (52.5%) a pesar de que este
grupo contiene un menor ndmero de personas suscep-
tibles. Los casos detectados en adultos han supuesto el

47.5%, a pesar del cambio etario observado en la Ultima
temporada gripal, siendo los >65 anos el 14.4% de los
afectados y predominando entre los situados entre los
15-50 aflos (22.8%). De este modo se podria afirmar
que la gripe B afecta predominantemente a las personas
<50 afios (75.2%), estando afectadas en el 24.8% las
situadas por encima de esta edad'®. En el estudio de
Harvala et al.™, que analiza la distribucion por edades de
los casos de gripe B desde el ano 2000 hasta 2012, se
comunica que el 20.1% de los casos se presentan en
menores de 5 anos y el 41.2% en menores de 15 anos
(568.8% en adultos). La incidencia de gripe B en los ma-
yores de 65 anos es del 10.4%, algo inferior a la nuestra
(14.4%), aungue el nimero de casos analizados en este
estudio es mucho mayor al nuestro y ademas abarca un
periodo de tiempo mas prolongado.

El analisis comparativo entre la distribucion etaria de los
casos de gripe Ay gripe B en la temporada 2014/15
refleja un predominio en los pacientes con gripe B en las
edades comprendidas entre 5-65 anos, con porcentajes
ligeramente superiores a la gripe A. Este hecho se ha
producido a pesar de la falta de concordancia entre las
cepas de gripe A circulantes y las incluidas en la vacu-
na's, En la poblacion de >65 arios los porcentajes de
gripe B han sido del 28.4% frente al 32.1% de gripe A,
confirmando la mayor afectacion de este grupo de edad
debido a la presencia de patologias de base que incre-
mentan la morbilidad gripal (7,20). Datos algo inferiores
han sido comunicados en Escocia, afectando la gripe B
al 10.4% de los >65 afios frente al 27.8% de la gripe A,

En resumen en este estudio se confirma que globalmen-
te la gripe B predomina en los menores de 15 anos, aun-
que deberia aceptarse que lo mas concreto seria decir
en los menores de 50 arfios. El patréon epidemioldgico
de la gripe B puede ser variable de modo que en una
temporada puede afectar mayoritariamente a la pobla-
cion infantily en otra a la adulta. No parece, al menos en
nuestro caso, gque el cambio de comportamiento pueda
atribuirse a la discordancia entre las cepas circulantes y
vacunales, pues en ambas circuld preferentemente algu-
na variedad antigénica del linaje Yamagata.
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Resumen

Antecedentes: El incremento de pacientes diabéticos infradiagnosticados y sin antecedentes familiares, recomienda el uso de
modelos predictivos para una precoz prevencion y deteccion del riesgo.

Objetivos: identificar graficamente mediante nomograma, variables que pueden influir en presentar valores de glucemia basal > 100
mg/dl como factor de riesgo de diabetes.

Material y método: En 6.345 trabajadores, de ambos sexos (56,8% mujeres, 43,2% hombres) vy 41 afios de edad media se
analiza la relacion de variables independientes, con tener una glucemia basal > 100 mg/dl o <100 mg/d! (variable dependiente
0 respuesta) vy, a partir de modelo multivariante se desarrolla uno de regresion para disefiar un nomograma que relaciona estas
variables.

Resultados: puntuaciones entre rangos de O a 11 (mejor/peor prondstico) definen los grupos de riesgo: bajo (0-2), medio (3-8)
o alto (> 9), v la probabilidad asignada a cada grupo de tener un nivel glucémico > 100 mg/dl

Se estima la probabilidad de que las cifras altas de glucemia evolucionen hacia diabetes tipo 2: 35.1% para personas de riesgo
alto, 1.6% parariesgo bajoy 5.2% y 13.6% en los grupos medios de riesgo.

Conclusiones: | os resultados podrian facilitar actuaciones preventivas precoces desde las empresas y de utilidad en Salud Publica.

Palabras clave: Nomograma, Regresion logistica multivariante, algoritmo de riesgo, Prevencion de Diabetes, Salud Publica, Salud Laboral

Abstract

Background: The growing number of people with undiagnosed diabetes and no previous family history approaches the use of
predictive models for prevention and early detection of risk.

Objectives: to identify graphically, using a nomograph, the variables that can influence a person has blood glucose basal level >
100 mg/dl as a risk factor for diabetes.

Patients and methods: \Ve analyse in 6.345 workers of both sexes (56.8% female, 43.2% male), mean age 41 years, the rela-
tionship between independent variables and the basal levels of blood glucose > 100 mg/dl or <100 mg/dl. A regression model is
done to design a nomogram that relates these variables.

Results: scores ranging from 0-11 (better / worse prognosis) classified in four risk groups: low (0-2), medium (3-8) or high (> 9).
The probability of having a glycemic levels > 100 mg/d! is assigned to each group. The nomograph predicts the probability of
evolution to high blood glucose levels and potential diabetes type 2: 35.1% for the high risk group, 1.6% for the low risk group and
5.2 %-13.6% for the media risk groups.

Conclusions: this result could provide early preventive actions from the companies, being useful in Public Health.

Keywords: Nomogram, Multivariate logistic regression, risk algorithm, Diabetes prevention, Public Health, Occupational Health
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Introduccion

La Diabetes es considerada a nivel mundial como la gran
epidemia del siglo XX|, una enfermedad cronica con un
rapido incremento en su incidencia y prevalencia en los
Ultimos anos. Se estima que actualmente existen 382
millones de personas diabéticas y que siguiendo los pa-
trones demogréaficos actuales, mas de 592 millones de
personas estaran afectadas de diabetes en la proxima
generacion con un creciente nimero de muertes prema-
turas en menores de 60 anos'.

Entre los factores de riesgo de diabetes se encuentra el
sobrepeso, cuyo incremento con la edad, especialmen-
te en mujeres, se asocia con cifras elevadas de gluce-
mia basal y un alto riesgo de desarrollo de patologias de
riesgo cardiovascular tanto en pacientes diabéticos ya
conocidos como en otros no diagnosticados todavia?,

Entre los aspectos preventivos a desarrollar para hacer
frente a esta pandemia, destaca la importancia de reali-
zar actuaciones precoces para control y disminucion del
riesgo cardiovascular, tanto en lo relacionado con cifras
de glucemia > 100 mg/dl como con variables vinculadas
a la obesidad, consideradas conjuntamente con otros
factores de riesgo cardiovascular (RCV).

Recientes estudios llevados a cabo en &mbito laboral po-
nen de manifiesto que, a medida que aumentan el valor
de estas variables relacionadas con RCV (peso, indice
de Masa Corporal-IMC- perimetro de cintura grasa vis-
ceral, grasa corporal, metabolismo basal, edad, Presion
Arterial-PA-, nivel de HobA1c, el colesterol total, triglicéri-
dos, edad cardiaca, afos perdidos y Framingham real y
tedrico), lo hace la probabilidad de pertenecer al grupo
de glucemia > 100 mg/dl, riesgo que esta incrementa-
do en varones. Se observa también gue las personas
con diagndsticos previos de enfermedades asociadas al
RCV, pese a estar ya sometidas a control farmacoldgico,
tienen mayor probabilidad de pertenecer al grupo de per-
sonas con > 100 mg/dl de glucemia®.

Del andlisis de los datos epidemioldgicos se concluye
que resulta importante identificar los factores que pue-
den ser determinantes en la aparicion de cifras conside-
radas de riesgo en diabetes, asi como disponer de una
herramienta clinica que permita aprovechar esta informa-
cion para optimizar el tratamiento y seguimiento de los
pacientes. Si el paciente no alcanza las cifras considera-
das de riesgo, se podré actuar en prevencion a partir de
este factor pronostico.

Hasta el momento no se cuenta con una herramienta
sencilla que permita una facil interpretacion de la relacion
de determinados factores clinicos y analfticos con valo-
res elevados de glucemia predisponentes al desarrollo de
diabetes. Una herramienta de estas caracteristicas es el
nomograma, nacido a finales del siglo XIX con el traba-
jo de Maurice D'Ocagne* como una forma grafica de re-

presentar relaciones entre cantidades. L.os nomogramas
proporcionan una excelente organizacion gréfica de todas
las variables de un modelo y permiten al usuario obtener
manualmente los valores que se infieren a partir de los pre-
dictores®. Se parte de un modelo de regresion que asigna
una puntuacion a cada factor predictor de un individuo,
en base a la puntuacion total obtenida, permite calcular la
probabilidad del riesgo o de la recaida. Es muy amplio el
ndmero de nomogramas desarrollados para aplicaciones
estadisticas®’. En medicina se estan aplicando actualmen-
te en la prediccion de recaidas en cancer de prostata, de
rifon®® en vejiga’® y en tabaquismo', asf como para la
deteccion de diabetes infradiagnosticadas™ o el estudio
DESIR de 2008 en base a la valoracion de polimorfismos
genéticos v a la relacion entre obesidad y diabetes'.

La utilizacion de modelos predictivos del riesgo en dia-
betes ha sido creciente en los Ultimos afios con base,
en la mayor parte de los estudios a variables como el
peso, la edad, el sexo, el perimetro de cintura v la historia
familiar previa de diabetes™. Las revisiones sistematicas
realizadas evidencian la importancia de actuaciones pre-
ventivas mediante el uso de modelos predictivos’™ y de
su utilidad en Salud Publica’.

Es objetivo de este trabajo unificar toda la informacion en
cuanto a parametros de riesgo en diabetes en una he-
rramienta sencilla y gréfica, que permita al médico decidir
el protocolo de seguimiento y tratamiento mas adecuado
en relacion con la situacion de la enfermedad del pacien-
te y actuar como herramienta predictiva y especialmente
en prevencion primaria.

Material y métodos

Se realiza la recogida de datos en un colectivo de 6345
trabajadores del area mediterranea espafola y de di-
versas empresas de servicios del sector publico desde
enero a diciembre de 2013, durante los reconocimientos
periddicos de vigilancia de la salud.

Cumpliendo la legislacion vigente, se informo de la rea-
lizacion del estudio a los Comités de Seguridad y Salud
de las empresas participantes y se registrd por escrito el
consentimiento informado de las personas que se inclu-
yeron en el mismo.

Se incluyen como variables del estudio: edad, sexo, pre-
sion arterial, IMC, Perimetro de cintura, parametros lipidi-
cos, edad del corazon y riesgo cardiovascular.

Se considera actividad fisica cuando se realiza habitual-
mente al menos 30 minutos al dia o 4 horas semanales
tanto en el trabajo como en el tiempo libre.

La presion arterial se determind empleando  un
esfigmomandémetro automatico OMRON M3 calibrado;
tras un periodo de reposo de 10 minutos en decubito
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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 la edad del corazén se calculd mediante la
herramienta denominada “Heart age calculator”, disponi-
ble en la pagina web: www.heartage.me. El peso de cada
uno de los parametros analizados sobre la edad del co-
razéon es similar al que tienen esos mismos factores en
la determinacion del riesgo cardiovascular segun el mo-
delo de Framingham. Los parametros necesarios para el
célculo de la edad del corazdn son los siguientes: edad,
sexo, altura (en centimetros), peso (en kilogramos), peri-
metro de cintura (en centimetros), antecedentes de en-
fermedad cardiovascular de madre o padre y edad que
tenfan cuando la sufrieron por primera vez, presencia o
no de diabetes, consumo de tabaco (si no se fuma en
la actualidad también se pregunta si se ha abandonado
el consumo en el Ultimo afo), valores de colesterol total
y HDL colesteral y finalmente valores de presion sistolica
y si se esta actualmente en tratamiento antinipertensivo.
Al restar del valor obtenido de la herramienta la edad real
obtenemos el nimero de afos que la persona ha “gana-
do o perdido”. Una limitacion de esta herramienta es que
se obtienen valores comprendidos entre mas-menos 20
anos de edad, es decir la persona no podra tener 20 afos
mas o0 menos de su edad biolégica, ni tampoco menos
de 18 afos ni mas de 80 afios de edad del corazon.

El ejercicio fisico se determind mediante entrevista clinica
estructurada vy realizada durante el reconocimiento mé-
dico. De acuerdo con el American College of Sport Me-
dicine y la American Heart Association se considera una
actividad fisica cardiosaludable cuando la persona realiza
habituaimente 30 minutos de actividad fisica moderada
al menos 5 dias a la semana o 20 minutos de actividad
vigorosa tres dias a la semana'”.

Se realiza en primer lugar el estudio descriptivo de los
datos, para conocer los rasgos basicos de la poblacion
estudiada. Se han excluido para el célculo del normogra-
ma 217 pacientes con diagnostico de diabetes previa vy
255 de los que no se disponia de cifras de hemoglobina
glicosilada. Con el resto de la muestra (5,873 pacientes)
se detallan, mediante un andlisis univariante, las carac-
teristicas medidas en la poblacion, utiizando tablas de
frecuencias y graficos en el caso de variables cualitati-
vas y medias en el caso de variables cuantitativas. Este
descriptivo debe servir ademas para identificar posibles
errores de sesgo, que deben ser corregidos para las fa-
ses posteriores del estudio.

En un segundo paso, mediante estudio estadistico bi-
variante, se lleva a cabo un andlisis de dependencias
para determinar la posible relacion de dependencia en-
tre: tener un nivel de glucemia (categorizada en los ni-
veles <100 o > 100 mg/dl) y cada una de las deméas

variables recogidas, como una primera aproximacion en
la identificacion de “factores de riesgo” o relaciones cau-
sales entre las variables recogidas vy el nivel de glucemia.
Cuando la variable sea continua se hara la comparacion
de medias vy se utilizara la prueba t de Student-Fisher,
aplicandose la prueba no paramétrica correspondiente
(test U de Mann-Whitney) en caso de no cumplirse el
principio de normalidad. Cuando la variable sea cualita-
tiva, se realizaréd la comparacion de proporciones y se
utilizara la prueba chi-cuadrado de Pearson. En todos los
célculos se acepta como nivel de significacion un valor
de p inferior a 0.05.

Finalmente, en una tercera fase se realiza estudio multi-
variante para identificar las variables que estan vinculadas
mediante una relacion causal con un nivel de glucemia
de riesgo, (considerando como tal un nivel de glucemia
basal > 100 mg/dl) esto es, los factores predictores de
diabetes (de pertenecer al grupo de nivel de glucemia >
100 mg/dl). Para ello, se ha analizado la relacion de cada
una de las variables independientes (las caracteristicas
recogidas en cada una de las preguntas) en relacion con
la variable dependiente o respuesta (nivel de glucemia
pasal > 100 mg/dl > 6 < 100 mg/dl). Entre las variables
independientes se han analizado: edad, sexo, actividad
fisica relacionada con el puesto de trabajo, presion ar-
terial, antecedentes diabetes, peso, talla, IMC, circunfe-
rencia de cintura, colesterol, triglicéridos, tabaco, edad
cardiaca (EC), afos perdidos de EC, RCV medido con
escala Framingham real y tedrico. Se entiende que son
caracteristicas prevalentes y preexistentes en los sujetos
(se han observado los sujetos en el tempo, lo que garan-
tiza que estas variables estan presentes antes que la va-
riable respuesta para considerarlas responsables, 10 que
permitira de manera mas adecuada realizar este estudio).

La relacion entre las variables independientes (y posibles
factores de riesgo) v la variable dependiente (o variable
respuesta; nivel de glucemia) se ha estudiado mediante
regresion logistica univariante en un primer paso, deter-
minando la odds ratio con los intervalos de confianza al
95%. Posteriormente se ha utilizado la regresion logistica
multivariante para establecer la relacion conjunta entre
las variables predictoras vy la probabilidad de sufrir diabe-
tes (utilizando el nivel de glucemia). En el estudio multiva-
riante se utilizan las variables que resultaron significativas
en el estudio univariante, a las que se asignan unas pun-
tuaciones que permitiran incluir a las personas en el co-
rrespondiente grupo de riesgo. Estos grupos de riesgo
establecen la probabilidad asignada a cada uno de tener
un nivel glucémico > 100 mg/dl. La puntuacion total que
puede obtener una persona oscila en el rango que va
desde O (mejor prondstico) hasta 11 (peor prondstico).
Se considera nivel bajo de probabilidad de tener un nivel
glucémico > 100 mg/dl si se obtienen de 0 a 2 puntos;
un nivel medio-bajo si se obtienen de 3 a 5 puntos; un
nivel medio-alto si se obtienen entre 6y 8 puntos; y un
nivel alto a partir de 9 puntos.
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Se concreta esta informacion en una herramienta sencilla 'y
grafica, que permite clasificar a los pacientes en grupos de
riesgo asignando a cada uno una puntuacion que se ob-
tiene a partir de las caracteristicas medidas. El nomograma
mediante la puntuacion refleja la contribucion conjunta de
todos los factores prondstico del individuo. Dicha puntua-
cion se convierte en una medida clinicamente interpretable.

Para leer el nomograma se debe dibujar una linea verti-
cal desde cada marca que indica el valor del predictor
hasta la linea superior (Points) de los puntos, se han de
calcular los puntos totales correspondientes y localizarlos

Tabla I: Caracteristicas de la muestra.

Variables Cuantitativas n media dt
Edad 6345 41,2 10,1
PA sistélica (mmHg) 6345 121,83 17,4
PA diastolica (mmHg) 6345 76,1 11,4
indice de Masa Corporal 6345 25,0 5,9
Perimetro cintura (cm) 6345 86,6 13,7
Colesterol Total (mg/dl) 6345 199,1 36,4
Colesterol LDL (mg/dl) 6345 126,17 35,0
Colesterol HDL (mg/dl) 6345 5319 N3S
Triglicéridos (mg/dl) 6345 101,6 69,0
Anos perdidos edad corazon 6345 2,5 9,3
Framingham real 4565 2,8 2,2
Framingham tedrico 4565 1,9 0,6
Variables cualitativas n %
Antecedentes familiares diabetes no = 3908 83,1
Antecedentes familiares diabetes si 2437 51,9
Hombre 2741 43,2

Mujer 3604 56,8
Diabetes Diagnosticada: no 6128 96,6
Diabetes Diagnosticada: si 217 3,4
Glucemia <100 mg/dl 5645 96,1
Glucemia =100 mg/dl 700 11,9

No Fumador 3695  74,2%
Ex-Fumador 371 7,5%
Fumador 2279 | 45,8%

Tabla lI: Valores de los diferentes parémetros segin nivel de glucemia.

Glucemia < 100 (n=5225)

Variables cuantitativas media dt

Edad 40,6 10,0
PA sistélica (mmHg) 121,0 16,5
PA diastolica (mmHg) 75,8 111
indice masa corporal 24,6 5,8
Perimetro cintura (cm) 86,4 12,9
Colesterol (mg/dl) 197,8 36,4
c-LDL (mg/dl) 1245 34,7
c-HDL (mg/dl) 54,5 13,4
Triglicéridos (mg/dl) 94,6 57,1
Afos perdidos edad corazéon 1,9 8,9
Framingham real (*) 2,5 1,9
Framingham tedrico (*) 1,9 0,6
Variables Cualitativas n %

Sexo: hombre 2228 83,9
Sexo: mujer 2997 93,1

en el gje de los puntos totales (Total Points). Finalmente
se dibuja una linea vertical hacia abajo para obtener la
probabilidad de tener un nivel glucémico > 100 mg/dl.

Resultados

El descriptivo de la muestra se describe en la Tabla | ca-
tegorizando las cifras de glucemia en: <100 mg/d! (89%)
y > 100 mg/d! (11%).

Los resultados del estudio bivariante se muestran en la
Tabla Il y muestran gue: son mas jovenes las perso-
nas del grupo de glucemia < 100; que existe asociacion
significativamente no nula entre el nivel de glucemia y el
sexo, que no tienen el mismo comportamiento los nive-
les maximo y minimo de PA en cada grupo de Glucemia;
que tener antecedentes de diabetes familiares es un fac-
tor de riesgo significativo de tener Glucemia > 100 mg/
dl; que los valores de IMC son mayores en el grupo de
glucemia > 100 mg/dl; que existe diferencia significativa
en la circunferencia de cintura, siendo mayor en el grupo
con glucemia > 100 mg/dl; que existen diferencias sig-
nificativas en los valores lipidicos, siendo superiores en
las personas con glucemia > 100 mg/dl, si bien el coles-
terol HDL muestra niveles inferiores de media para este
grupo; en los valores de edad cardiaca y anos perdidos,
ambos son mayores en el grupo de glucemia > 100 mg/
dl; se observan diferencias significativas en los niveles
de Framingham real y tedrico entre ambos grupos.

Los resultados del Multivariante se muestran en la Ta-
bla lll. La relacion entre las variables independientes (y
posibles factores de riesgo) v la variable dependiente (0
variable respuesta: nivel de glucemia) permite estable-
cer la relacion conjunta entre las variables predictoras
y la probabilidad de sufrir diabetes (utilizando el nivel de
glucemia de riesgo > 100 mg/dl). Se observa que las

Glucemia > 100 (n=648)

media dt o}
47,9 8,8 <0.0001
133,7 19,4 <0.0001
82,3 13,0 <0.0001
27,9 6,3 <0.0001
96,7 12,9 <0.0001
208,6 39,7 <0.0001
131,9 37,7 <0.0001
471 12,1 <0.0001
150,9 117,5 <0.0001
10,8 9,2 <0.0001
4,5 3,0 <0.0001
2,2 0,6 <0.0001

n % P
427 16,1 <0.0001
221 6,9 <0.0001

(*) El nimero de personas en esta categoria con glucemia <100mg/dl es de 3702 y con glucemia >100mg/dl es de 593. Framingham se calcula a partir de 35 afos,
por lo tanto los trabajadores menores de esa edad se pierden en el célculo.

Medicina Balear 2016; 31 (1): 16-23



M? Teofila Vicente-Herrero et al.

Tabla llI: Regresion Logistica univariante y mdiltiple.

Regresion logistica univariante
Variable Coef

Edad 0.080
Sexo (ref. Hombre) -0.955

Err.Est

0.005
0.087

Wald

274.728
119.262

Actividad fisica asociada al puesto de trabajo (ref. Baja Act. Fis.)

Intermedia Act. Fis. -0.063 0.095 0.440
Alta Actividad Fis. -0.298 0.110 7.426
Actividad fisica extralaboral (ref. Baja/lnterm Act. Fis.)

Alta Actividad Fis. -0.272 0.102 7.076
PA Min. 0.045 0.0083 170.798
PA Max. 0.037 0.002 272.034
Antecedentes diabetes (ref. No)

Si 0.437 0.087 25.274
Peso 0.039 0.0083 236.006
Talla 0.018 0.005 15.645
IMC 0.187 0.008 268.228
Cintura 0.056 0.003 308.243
Colesterol total 0.008 0.001 49.056
Colesterol LDL 0.006 0.001 25.399
Colesterol HDL -0.050 0.004 169.611
Triglicéridos 0.008 0.001 247.508
Tabaco (ref. No fuma)

Exfumador -0.329 0.221 2.218
Fumador -0.089 0.100 0.792
Edad cardiaca 0.067 0.003 489.512
Anos perdidos 0.103 0.005 445,925
Fram. Real 0.324 0.019 293.746
Fram. Tedrico 0.797 0.071 124.938
Regresion logistica multiple

Variable Coef Err.Est Chi2
Edad 0.048 0.005 78.655
IMC 0.041 0.016 6.871
Cintura 0.004 0.001 39.378
Triglicéridos 0.017 0.006 8.050
Anos perdidos

Edad del corazon 0.057 0.006 97.920
Constante -7.676 0.405 358.748

variables edad, presion arterial maxima y minima, peso,
talla, IMC, circunferencia de cintura, metabolismo ba-
sal, colesterol total y LDL, triglicéridos, la edad cardiaca,
anos perdidos, Framingham real y tedrico presentan co-
eficientes estimados positivos (Odds superior a 1) y que
a medida que aumentan (en concreto, por cada unidad
que aumente su valor) se incrementa la probabilidad de
pertenecer al grupo de glucemia > 100 mg/dl. A medida
que aumenta el nivel de colesterol HDL, se reduce el
riesgo de superar el nivel de glucemia de 100. Respecto
al sexo, las mujeres presentan menor peligro de tener
niveles altos de glucemia que los hombres (el riesgo se
reduce aproximadamente un tercio en las mujeres). Se
observa también que las personas con alta actividad
fisica relacionada con el puesto de trabajo reducen el
riesgo de pertenecer al grupo de glucemia > 100 mg/dl.
Las personas con antecedentes familiares de diabetes
también presentan un riesgo incrementado de pertene-
cer a este grupo de glucemia.

jo) Odds Ratio O.R inf.95% O.R sup.95%

0.000 1.083 1.073 1.093
0.000 0.385 0.324 0.457
0.507 0.939 0.779 1.132
0.006 0.742 0.599 0.920
0.008 0.762 0.623 0.931
0.000 1.046 1.039 1.053
0.000 1.037 1.033 1.042
0.000 1.548 1.305 1.836
0.000 1.040 1.035 1.045
0.000 1.018 1.009 1.028
0.000 1.147 1.129 1.166
0.000 1.058 1.051 1.065
0.000 1.008 1.005 1.010
0.000 1.006 1.004 1.008
0.000 0.951 0.944 0.959
0.000 1.008 1.007 1.010
0.136 0.719 0.466 1.110
0.373 0.915 0.466 1.110
0.000 1.069 1.063 1.076
0.000 1.109 1.098 1.119
0.000 1.383 1.332 1.435
0.000 2.220 1.930 2.553
p Odds Ratio O.R inf.95% O.R sup.95%
0.000 1.049 1.038 1.061
0.009 1.042 1.011 1.075
0.000 1.004 1.002 1.005
0.005 1.017 1.005 1.029
0.000 1.058 1.046 1.070
0.000 0.000

El modelo, mediante regresion logistica, clasifica el pro-
nostico en un 89.4% de los casos (Tabla V).

La Tabla IV permite ver que, una vez asignadas las pun-
tuaciones a las variables incluidas en el modelo v, defini-
das las probabilidades de tener unas cifras de glucémia
> 100 mg/dl se concluye que, cuando se pertenece al
grupo de riesgo Alto, las posibilidades de pertenecer al
grupo glucemia > 100 mg/dl son del 35.1%, en los de
Riesgo Bajo las probabilidades son del 1.6% y en los gru-
pos medios entre un 5.2% y un 13.6% respectivamente.

La figura 1 muestra la representacion grafica y la puntua-
cion conjunta de todos los factores prondsticos para su
interpretacion clinico-preventiva que se puede apreciar
mejor con un ejemplo practico:

Si partimos de un individuo de 40 afios (2 puntos), con un
IMC superior a 25 (1 punto), con valor de cintura 90 (1 pun-
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Tabla IV: Clasificacion del Pronosticado y Puntuacion del Riesgo.

Clasificacion del Pronosticado*

Pronosticado
Observado Gluoemia menor o Porcentaje
mayor/igual a 100 correcto
Glucemia<100 Glucemia= 100
Glucemia menor Glucemia<100 5192 32 99,40
o mayor/igual a 100 Glucemia> 100 590 57 8,80
Porcentaje global 89,40
a. El valor de corte es ,500
Puntuacion de Riesgo Estimado
Variables Puntuacion
Edad <35
36-50 2
> 50 3
IMC <25 0
> 25 1
Triglicéridos <150 0
150-200 1
>200 2
Perimetro de Cintura <80 0
80.01-95 1
> 95 2
Anos perdidos < 5 anos 0
(edad del corazoén) Entre -5y 5 aflos 2
> 5 anos 3

Riesgo Bajo (0-2 puntos)

1.6% 5.2%

*Este modelo clasifica un 89.4% de los casos correctamente

to), nivel de triglicéridos 210 mg/dl (2 puntos) vy valor en la
variable anos perdidos 2 (2 puntos). El total de los puntos
de este individuo es de 8 puntos, por lo que se encuentra
dentro del grupo de “Riesgo Medio-Alto”. Su probabilidad de
estar en el grupo de glucemia > 100 mg/dl sera del 13,6%.

Discusion

La utilizacion de nomogramas en Medicina es una prac-
tica de uso cada vez mas habitual, especialmente en el
ditimo  quinguenio. Un nomograma es una herramienta
mateméatica que permite representar graficamente mo-
delos de regresion multivariante que recogen informa-
cion de diversos factores prondsticos. Es decir, se trata
de relacionar los diversos factores prondsticos en un sis-
tema gréafico para una interpretacion Unica. La utilizacion
de este instrumento podria suponer una serie de venta-
jas para la practica clinica y, en el caso de la Medicina
del Trabajo en actividades preventivas y de Promocion
de la salud. Proporciona al facultativo una mayor infor-
macion respecto al estado y expectativas de desarrollo
de la enfermedad o proceso en cada paciente. Ello per-
mitirfa disponer de mas informacion de cara a planificar

Riesgo Medio-Bajo (3-5 puntos) Riesgo Medio-Alto (6-8 puntos)

Riesgo Alto (9-11 puntos)

13.6% 35.1%

el tratamiento, control y/o seguimiento, con lo que re-
dundaria en una mejor utilizacion de recursos: disminuir
el nimero de consultas No necesarias, priorizar y prestar
mayor atencion y medios a los casos que o requieran
y rentabilizar mejor el tiempo vy el gasto clinico-sanitario.

Figura 1: Nomograma.
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El uso del nomograma ya ha sido descrito, como se ha
comentado con anterioridad en gran cantidad de éareas
médicas como seguimiento del cancer de prostata, de
rifidn, de vejiga, en tabagquismo y en ginecologia para va-
lorar las dosis hormonales mas adecuadas en patologias
como el ovario poliquistico’®, o la edad bioldgica/cronold-
gica en mujeres infértiles o subfertiles'®?°, En pediatria se
ha usado en neumologia pediatrica para validar el uso de
fonoespirometria en nifos asméaticos en periodo de exa-
cerbacion de sus sintomas?!, o en periodo fetal para esta-
blecer referencias entre las semanas 2°°" de gestacion®.
También se ha usado en cirugia oftalmoldgica en técnicas
especificas como la recesion rectolateral en procesos de
exotropia®® y en oncologia uroldgica para predecir la toxici-
dad urinaria tardia después de aplicar radioterapia, al ob-
jeto de apoyar en la toma de decisiones en el tratamiento
a aplicar®. En cardiologia para evaluar el riesgo de muerte
en pacientes con insuficiencia cardiaca cronica®,

En el area médica que aqui tratamos, la diabetes, tam-
bién se han usado nomogramas en algunos aspectos
terapéuticos como por ejemplo, para valorar la efectivi-
dad de los inhibidores de la DPP-4 en la reduccion de
la HbATc absoluta y sobre la glucosa en ayunas, y que
apoyan la varianza observada entre los distintos farma-
cos de este grupo tras realizar una revision de metaana-
lisis en ensayos clinicos randomizados y controlados en
pacientes con diabetes tipo 226. También se han utili-
zado para estimar la proporcion de pacientes objetivo
para cada clase de farmaco no insulinico teniendo como
referencia la HbA1C en cifras de < 7 % y en pacientes
con diabetes tipo 2y, como en el caso anterior, en una
revision amplia de ensayos clinicos randomizados?®’.

Desde un punto de vista clinico-preventivo y, en una linea
de trabajo similar a la referida en nuestro trabajo, algunos
autores han utilizado nomogramas como herramientas
de utiidad para predecir el riesgo de Diabetes Mellitus
en poblacion general asintomatica, utilizando como re-
ferencia algoritmos de riesgo basados/no basados en
el laboratorio®®. En nuestro caso para la aplicacion del
nomograma se incorporan variables de riesgo previa-
mente seleccionadas en el estudio estadistico bivariante
y multivariante que aportan una mayor sensibilidad al re-
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Abstract

Introduction: Chlorpyrifos (CPF) is an organophosphate insecticide reported to induce both after acute and repeated exposure
learing and memory dysfunctions, although the mechanism is not completely known. CPF produces basal forebrain cholinergic
neuronal loss, involved on leaming and memory regulation, which could be the cause of such cognitive disorders. This effect was
reported to be mediated through apoptotic process, although neuronal necrosis was also described after CPF exposure. Otherwise,
neuronal dendritic spines were reported to be also involved on learning and memory process regulation and their alteration could also
contribute to this effect. In this regard, CPF has been reported to induce an alteration in the dendritic spines density in the prefrontal
cortex and hippocampus after acute and repeated exposure to subclinical doses respectively, thus their alteration in basal forebrain
cholinergic neurons could also mediate cognitive disorders.

Objectives and methods: Accordingly, we hypothesized that CPF induces basal forebrain cholinergic dendritic spine alteration at
low concentrations and at higher concentrations produces necrotic and apoptotic cell death. We evaluated in septal SN56 basal
forebrain cholinergic neurons, the CPF effect after 24 h and 14 days exposure on dendritic spines, the necrosis induction and the
apoptotic and necrotic gene expression pathways.

Results: This study shows that CPF induces after acute and long-term exposure an alteration of dendritic spines at lower concen-
trations than which induces cell death. Evaluation of cell death pathways and genes related to dendritic spine plasticity revealed that
some of them are altered at lower concentrations than which produces the effects observed and below the No Observed Adverse
Effect (NOAEL).

Conclusions: The present finding suggest that the use of gene expression profile could be a more sensitive and accurate way to
determine the NOAEL.

Keywords: Basal forebrain cholinergic neurons, chlorpyrifos, necrosis, apoptosis, dendritic spines, LOATEL, health legislation

Resumen

Introduccidn: El clorpirifos (CPF) es un insecticida organofosforado que tras la exposicion aguda y repetida, induce disfunciones de
los procesos de aprendizaje y memoria, aungue el mecanismo por el cual se produce este efecto no se conoce por completo. El
CPF produce en la region cerebral basal anterior la pérdida de neuronas colinérgicas, que participan en la regulacion de los procesos
de aprendizaje y la memoria, pudiendo ser esta la causa de tales trastornos cognitivos. Se ha observado que este efecto esta medi-
ado a través del proceso de apoptosis, aunque también se ha descrito que se produce necrosis neuronal tras la exposicion a CPF.
Por ofra parte, también se ha demostrado que las espinas dendrfticas participan en la regulacion de los procesos de aprendizaje vy
memoria y su disrupcion también podria contribuir a la alteracion de dichos procesos. En este sentido, se ha descrito que el CPF
altera la densidad de las espinas dendriticas en la corteza prefrontal y el hipocampo tras la exposicion aguda y repetida a dosis sub-
clinicas, respectivamente, por lo que su perturbacion en las neuronas colinérgicas de la region basal anterior también podria mediar
estos trastornos cognitivos.

Objetivos y métodos: De acuerdo con lo expuesto, nosotros hipotetizamos que el CPF induce, en las neuronas colinérgicas de
la regiéon basal anterior, una alteracion de las espinas dendrfticas a bajas concentraciones y a concentraciones mas altas produce
muerte celular por apoptosis y necrosis. Evaluamos en neuronas colinérgicas SN56 de la region basal anterior, el efecto del CPF
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después de 24 horas y 14 dias de exposicion sobre las espinas dendriticas, la induccion de necrosis v las vias de expresion génica
que median la induccion de apoptosis y necrosis.

Resultados: Este estudio demuestra que el CPF induce, tras la exposicion aguda y a largo plazo, una alteracion de las espinas den-
drfticas, a concentraciones mas bajas de aguellas a las gue induce la muerte celular. La evaluacion de las vias de muerte celular y los
genes relacionados con la plasticidad de la espina dendritica reveld que algunos de estos genes estan alterados a concentraciones
mas bajas de aquellas a las que producen muerte celular o alteracion de las espinas dendriticas y por debajo del Nivel sin efecto
adverso observable (NOAEL) .

Conclusiones: El presente studio sugiere que el uso del perfil de expresion génica podria ser una manera mas sensible y precisa
para la determinacion del NOAEL.

Palabras clave: Neuronas colinérgicas de la region basal anterior basal, clorpirifos, necrosis, apoptosis, espinas dendriticas,

LOATEL, regulacion sanitaria

Introduction

Chlorpyrifos (CPF) is an organophosphate (OP) insec-
ticide widely used in domestic, agricultural, and indus-
trial applications’. Human epidemiological studies have
related OPs occupational exposure with neurological
and neuro-behavioral deficits including impairments of
learning and memory process?®. In this regard, CPF has
been shown to produce leaming deficits in rats, after acu-
te and repeated administration*®. It has been suggested
that inhibition of cholinesterase activity by CPF could be
involved in these effects’. However, human studies of
occupational exposure to OPs often fail to find a signi-
ficant correlation between blood cholinesterase activity
and neuro-behavioral deficits?S,

Otherwise, degeneration of septal cholinergic neurons
that project to hippocampus has been linked to memory
deficits that result from cholinergic modulation of hippo-
campal synaptic circuit loss®. Degeneration of septo-hip-
pocampal cholinergic neurons, as seen in AD and other
neurodegenerative diseases, results in loss of cholinergic
modulation of septo-hippocampal synaptic circuits that
leads to memory deficits®. In fact, the severity of memory
deficit is strongly correlated with the degree of choliner-
gic cell loss®. Thus, cholinergic neuronal loss in this re-
gion could be related with CPF impairment of memory
function among other actions'®.

In this regard, Lopez-Granero et al* reported that chronic
dietary exposure in rats produced cognitive and emo-
tional disorders related with changes in AChE forms. In
addition, Del Pino et al'" reported that CPF induced, af-
ter acute and long-term exposure, apoptotic cell death
in cholinergic neurons from the basal forebrain and this
effect was independent of AChE inhibition and acetylcho-
line level alteration, but was mediated partially by AChE-R
and AChE-S overexpression, supporting the idea that the
cognitive disorders reported after CPF exposures may be
produced by induction of basal forebrain cholinergic cell
loss mediated partially through AChE forms alteration. In
addition, CPF has also been reported to induce neuronal
cell death through necrosis process after CPF acute and
long-term exposure'®'®, thus the cell death observed
could be also mediated through necrosis induction by
CPF. In this regard, previously Del Pino et al'* reported

that AChE-R and AChE-S overexpression induces at low
concentrations apoptosis and necrosis at high concen-
trations in basal forebrain cholinergic neurons, supporting
our hypothesis.

Otherwise, loss of dendritic spines has been reported in
neurodegenerative disorders as AD affecting mostly selec-
tive neuronal networks of critical importance for memory
and cognition, such as the basal forebrain cholinergic
system, the medial temporal regions, the hippocampus
and many neocortical association areas' inducing cogni-
tive disorders’®'’, In this regard, CPF has been reported
to induce an alteration in the dendritic spines density in
the prefrontal cortex and hippocampus after acute and
repeated exposure to subclinical doses respectively '@,
Moreover, cognitive disorder has been reported to be
produce from subclinical doses and from a lower doses
from which basal forebrain cholinergic cell loss has been
reported®, as happens with dendritic spines alteration.

According to these data, we hypothesized that CPF in-
duces basal forebrain cholinergic dendritic spine altera-
tion at low concentrations and at higher concentrations
produces neuronal loss through necrosis and apoptosis.
The present work intends to study the CPF mechanisms
of basal forebrain cholinergic neuronal loss and dendritic
spine alteration, due to the importance of these effects to
explain CPF toxicity on cognitive disorders and neurode-
generative diseases symptoms like. To reach this aim we
treated with CPF for 24 h or repeatedly for 14 days, wild
type or transfected with siRNA for AChE, SN56 cells from
basal forebrain as an in vitro model of cholinergic neuronal
cells from this region to research the CPF effect on den-
dritic spines and expression of genes involved in dendritic
outgrowth, the necrotic cell death induction through AChE
splice variants alteration and the apoptotic and necrotic
gene expression pathways related to cell death process.

Materials and methods

Chemicals

The compounds chlorpyrifos (99.99%), poly-L-lysine,
dibutyryl-cAMP, retinoic acid, 3,3™-diaminobenzidinetetra-
chloride, anti-microtubule-associated protein-2 (MAP-2)
monoclonal antibody and paraformaldehyde were obtai-
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ned from Sigma (Madrid, Spain). All other chemicals were
reagent grade of the highest laboratory purity available.

Culture of SN56 cells

SN56 cells, a cholinergic murine neuroblastoma cell line
derived from septal neurons?®', were used as a model
of cholinergic neurons from basal forebrain to evaluate
CPF toxic effects on this specific type of neurons and the
mechanisms through which they are induced. The cells
were maintained at 37°C and 5% CO, in Dulbecco's Mo-
dified Eagle’s Medium (DMEM) supplemented with 10%
fetal bovine serum (FBS), penicillin/streptomycin, 2 mM
L-glutamine (Sigma, Madrid, Spain), and 1 mM sodium
pyruvate. Medium was changed every 48 h??, Differen-
tiation of the cells was achieved by culturing for 3 days
with T mM dibutyryl-cAMP and 1 uM retinoic acid as des-
cribed?*24, which produce morphological maturation and
3-4-fold increase of ChAT activity and acetylcholine level
in the cells. Differentiated cells have been reported to be
more sensitive to neurotoxic compound that affects cho-
linergic pathways?*2,

In order to determine the dendritic spine density, the ce-
llular lactate dehydrogenate (LDH) content in wild type
and siRNA AChE transfected cells, the apoptotic and
necrotic main gene expression pathways, and the ex-
pression of the main genes related with dendritic spines
plasticity, cells were seeded in 6-well plates at a density
of 10° cells/well. Cells were treated for 24 h or for 14
days with CPF in concentrations between 0.01 UM to
70 uM and 0.01 UM to 40 pM respectively. At least 3
replicate wells/treatment were used. A vehicle group was
employed in parallel for each experiment as a control.

In the literature, 10-100 UM chlorpyrifos has been routi-
nely used to study chlorpyrifos toxicity?>-2¢, although the-
re are not enough data regarding the relative distribution
or concentration of CPF in human brain after acute and
chronic exposure. In addition, studies have shown that
the blood plasma concentration of CPF from human vo-
lunteers were similar to 0.1 UM?°, Moreover, whole-body
molar concentrations associated with the doses of CPF
(2.5-25.0 mg/kg/day) used in behavioral experiments
have been reported to be calculated as ranging between
approximately 7.0 and 8.0 to 70.0 and 80.0 uM®°, The
NOAEL set for CPF is 0.1 mg/kg bw per day®®, which
would be around 0.3 pM concentration in the tissues
according to Terry et al®®. The used doses appear to
be relevant to study the cognitive disorders according
to all described above. Furthermore, we chose CPF 30
UM concentration, which was the lowest concentration
observed to induce cell death after acute exposure'’, to
study the CPF necrotic and apoptotic mechanisms.

Lactate dehydrogenase (LDH) assay

The necrotic cell death was assessed by measuring the
LDH released into the culture medium using Lactate De-
hydrogenase Activity Assay Kit (Sigma-Aldrich, Madrid,

Spain) according to the manufacturer’s instructions. Brie-
fly, the culture medium was removed and pipetted into
96-well plates. The Master Mix reagent was added, and
after 3 min colorimetric intensity was determined at 450
nm over every 5 min using a microplate spectrophoto-
meter (Fluoroskan Ascent FLL Microplate Fluorometer and
Luminometer, ThermoFisher Scientific, Madrid, Spain).

Gene knockdown

SN56 cells were transfected with siRNAs in 6-well plates
(1 x10° cells/well) using HiPerfect Transfection reagent
according to the manufacturer’s instructions (Qiagen,
Barcelona, Spain). Two sets of siRNA duplexes (Qiagen,
Barcelona, Spain) homologous to mouse AChE sequen-
ce were designed using the Hi-Performance Design Al-
gorithm (Norvatis AG) and were purchased from Qiagen
(catalog numbers GS11423 a). As a transfection control,
an All Stars Negative Control siRNA (Qiagen, Barcelona,
Spain) was used. 48 h after transfection, the efficiency
of siRNA-mediated AChE was determined by RT-PCR
using primers specific for mouse AChE mRNA (Qiagen,
Barcelona, Spain). The effects of AChE knockdown on
cell injury were tested by LDH cell viability assay. After 24
h of incubation with the siRNAs, the cells were washed
with PBS and incubated for a further 24 h or 14 days in
culture medium with or without CPF.

Protein determination

At the end of the treatments, SN56 cells were washed
with pre-chilled PBS, collected by scrapping, and lysed
using RIPA buffer (Thermo Scientific, Madrid, Spain) with
freshly added protease inhibitors cocktail (ThermoFisher
Scientific, Madrid, Spain). After centrifugation at 10,000
x g for 10 min at 4°C, cell lysate supematant was collec-
ted. Protein concentration was assayed using a BCA kit
(ThermoFisher Scientific, Madrid, Spain) and normalized.

Dendritic spines density determination.

SN56 differentiated cell were suspended in DEMEM me-
dium. Cells suspension was plated at a density of 106
cell/ml onto poly-L-lysine 0.10 mg/mL coated glass co-
verslips (22 mm diameter) placed in plastic Petri dishes
(35 mm diameter) coated with poly-L-lysine. Coverslips
with adhered SN56 cells were fixed with ice-cold 4% (w/v)
paraformaldehyde for 15 min and then placed into 0.5 M
potassium/PBS (KPBS) until use. Coverslips were was-
hed three times in KPBS, and cells were permeabilized
with 50% ethanaol for 1 h and blocked with 10% normal
goat serum in 0.1% Triton X-100-supplemented KPBS
(0.1% KPBST). After three 15 min KPBS washes, covers-
lipped cells were then incubated overnight in primary anti-
microtubule-associated protein-2 (MAP-2) monoclonal
antibody at 1:1000 dilution in 0.1% KPBST at 4°C. Three
washes of 0.1% KPBST was then followed by immersion
for 2 hin secondary anti-mouse antibody conjugated to
biotin (Vector Laboratories) diluted 1:500 in 0.1% KPBST,
washed in 0.1% KPBST, and visualized using Vectastai-
navidin—biotin horseradish peroxidase complex (Vector
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Laboratories, Barcelona, Spain) at 1:1000 dilution in 0.1%
KPBST for 1 h before staining with 0.05% (w/v) 3,3-dia-
minobenzidinetetrachloride, 0.005% (v/v) H,0O,, and 2.5%
(w/v) nickel (I)sulfate in 0.175 M sodium acetate®'. MAP-2
protein is not localized in dendritic spines but allows for

accurate quantification of dendritic spine density.

Real-time PCR analysis

Total RNA was extracted using the Trizol Reagent method
(Invitrogen, Madrid, Spain). The final RNA concentration
was determined using a spectrophotometer Nanodrop
2000 (ThermoFisher Scientific, Madrid, Spain) and the
quality of total RNA samples was assessed using an Ex-
perionLabChip (Bio-Rad, Madrid, Spain) gel. First-strand
cDNA was synthesized with 1000 ng of cRNA by using
a PCR array first strand-synthesis kit (C-02; SuperArray-
Bioscience, Madrid, Spain) following the manufacturer’s
instructions and including a genomic DNA elimination
step and external RNA controls. After reverse transcrip-
tion, we performed QPCR using the mouse Cell Death
PathwayFinder PCR Array (PAMM-2127) used to analyze
mMRNA levels of 84 key genes involved in cell death, in a
96-well format, according to the manufacturer's instruc-
tions (SABiosciencesinc). Reactions were run on a CFX96
using Real-Time SYBR Green PCR master mix PA-012
(SABiosciencesinc). The thermocycler parameters were
95°C for 10 minutes, followed by 40 cycles of 95°C for
156 seconds and 60°C for 1 minute. Relative changes in
gene expression were calculated via SuperArray PCR
Array Data Analysis Software using the cycle threshold
(Ct) method with normalization of the raw data to several
housekeeping genes. The expression data are presented
as actual change multiples. We also performed QPCR
using prevalidated primer sets (SuperArray Bioscience)
for mRNAs encoding Postsynaptic Density Protein 95
(PSD95; PPHO1848A), Spinophilin (SPN; PPM34114A),
Synaptophysin  (SYP; PPM03241A), N-Methyl-D-As-
partate Receptor Subunit NR1 (NMDAR1;PPHO1823F),
AChE (PPM35356A), and ACTB (PPM02945B). We used
ACTB as an internal control for normalization. Reactions
were run on a CFX96 using Real-Time SYBR Green PCR
master mix PA-012 (SuperArray Bioscience). The thermo-
cycler parameters were 95°C for 10 minutes, followed by
40 cycles of 95°C for 15 seconds and 72°C for 30 se-
conds. Relative changes in gene expression were calcu-
lated using the Ct (cycle threshold) method. The expres-
sion data are presented as actual change multiples32
(Livak and Schmittgen 2001).

We chose PSD95, NMDAR1, SPN and SYP genes to
determine the effect of CPF on dendritic spine density,
because both genes are the main regulators of dendritic
spine plasticity®*<°,

Statistical analysis

At least three replicates for each experimental condition
were performed, and the presented results were repre-
sentative of these replicates. Data are represented as

means =+ standard deviation (SD). Comparisons bet-
ween experimental and control groups were performed
by Student’s t test and ANOVA analyses followed by the
Tukey post-hoc test. Statistical difference was accepted
when p< 0.05. Statistical analysis of data was carried out
by computer using GraphPad software.

Results

Effect of CPF on SN56 cell viability

We used the LDH assay to evaluate cell survival after 24
h and 14 days exposure to CPF at increasing concen-
trations. LDH is released from cells as a result of loss of
plasma membrane integrity and it is indicative of necrotic
cell death mechanism. An increased LDH release to the
medium was observed in a dose dependent way after
24 h and long-term CPF exposure from 50 puM and 20
UM concentrations respectively compared with vehicle-
treated cells (control negative) (Figure 1). Moreover, after
CPF treatment of SN56 AChE silenced cells amelioration
in LDH release was also observed (Figure 1). There was
no significant difference between data of vehicle-treated
cells and control cells.

AChE gene knockdown

To investigate the protection afforded by the knockdown
of the AChE during cell death, we introduced siRNA oli-
gonucleotides into SN56 cells by transfection directed
against AChE. Transfection of cells with control siRNA
showed no effect on AChE gene expression or cell viabi-
lity, but the AChE siRNA caused large reductions in AChE
gene expression (Figure 2). Cultures transfected with
control siRNA compared with culture transfected against
AChE, showed no effect in cell viability by LDH assays
(Figure 2).

Effect of CPF on dendritic spine density

We observed that CPF induces acute (from 1 uM) and
long-term (from 0.1 pM), concentration-dependent, re-
duction in the number of dendritic spine-like processes
per length of neurite compared with vehicle treated on
SN56 cultured neurons (Figure 3). There was no effect
of treatment on mean soma size or the number of neuri-
tes per neuron (Data not shown).

Real-time PCR analysis

After incubation for 24 h and 14 days with 0.01 uM and
30 uM concentrations of CPF in SN56 cells, necrotic and
apoptotic gene expression profile of CPF was analyzed
with our Real-time PCR arrays. Moreover, the CPF effect
on AChE and the main regulator dendritic spines synaptic
plasticity gene expression in AChE silenced Cells and wild
type respectively were analyzed. The gene expression
profile of CPF was significantly different from normal con-
trol. The results show that after 24 h and 14 days exposu-
re at 0.01 UM concentration of CPF only the expression of
TNF, TNFRSF1A, TNFRSF10A, TNFRSF11B proapoptotic
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Figure 1: CPF (0.01 to 70 uM) effect on cell viability of SN56 wild type or AChE silenced was determined by LDH release assays. Results are expressed as percentages
of LDH release after subtracting the control values. Data represents the mean + SD of three separate experiments from cells of different cultures, each one performed in

triplicate. ***p<0.001 compared to control. #4p<0.001 compared to CPF treatment.
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genes, TRAF2, BICR2 and BIRC3 antiapoptotic genes
and MAG, ST00A7A and KCN1P1 genes related with ne-
crosis process was induced (Table | and 1l). Moreover,
after 24 h exposure at 30 uM concentration of CPF 27 ge-
nes were up-regulated and 5 genes were down-regulated
with a fold change higher and lower than 1.5 respectively
for CPF compared with normal control (Table 1). In addi-
tion, after and 14 days exposure at 30 uM concentration
of CPF 43 genes were up-regulated and 7 genes were
down-regulated with a fold change higher and lower than
1.5 respectively for CPF compared with normal control
(Table II). Finally, we observed that after acute (from 0.01
uM) and long term (from 0.01 M) CPF exposure, a con-
centration-dependent reduction in PSD95 and SYP gene
expression (Figure 4A and 4B), but we only observed
a concentration-dependent gene expression reduction of
SPN and NMDANR1 after acute exposure from 1 uM CPF
concentration and after long-term exposure from 0.1 UM

Figure 2: Downregulation of AChE in SN56 cells and its impact on cell viability
and gene expression was determined. Control: SN56 cells transfected without
siRNA. Negative (Neg.) control: SN56 cells transfected with scrambled siRNA.
AChE-siRNA: transfected with siRNA against AChE. (A) LDH assays shows that
AChE downregulation did not significantly induce cell damage after 48 h. (B) AChE
downregulation could be detected by RT-PCR analysis 48 h after transfection.
Values are given as mean + SD of three separate experiments from cells of diffe-
rent cultures, each one performed in triplicate. ***p<0.001 compared to control.
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In the present work we show that CPF induces acute gt
(from 50uM) and long-term (from 20 pM), concentration- <
dependent, necrotic cell death on septal SN56 choliner- 0 cTL Neg. CTL AChE-siRNA
gic basal forebrain neurons. These results are suppor-
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ted by previous works which showed that CPF induced
neuronal cell death through necrosis process after CPF
acute and long-term exposure’® '3, Previously, we found
that CPF induces acute (from 30uM) and long-term (from
1 uM), concentration-dependent, cell death on septal
SN56 cholinergic basal forebrain neurons, showing that
apoptotic process is involved in this effect mediated par-
tially by AChE variants overexpression''. Moreover, we
show that the increase in LDH release was mediated par-
tially by AChE overexpression. In this regard, Del Pino et

al™ reported that AChE-R and AChE-S overexpression
induces at low concentrations apoptosis and necrosis at
higher concentrations in basal forebrain cholinergic neu-
rons, supporting our results. Basal forebrain cholinergic
neurons loss has been related with cognitive deficits®®-4°,
In fact, the severity of memory deficit is strongly corre-
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Figure 3: Effects of different CPF concentrations for 24 h or 14 days on dendritic spine density were determined in neurite SN56 cells. Dendritic spine density is indicated
as % of control (CTL, white column). Data represents the mean + SD of three independent experiments in triplicate. ***p<0.001 compared to control.
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Figure 4: Shows results from real-time PCR arrays targeting (A) PSD95, (B) SYR, (B) SPN and (D) NMDART genes after 24 h and 14 days CPF treatment. SD95, SYR,
SPN and NMDAR1 gene expression was compared with controls. Each bar represents mean + SD of 6 samples. Levels were measured using QPCR. ACTB was used
as an intemal control. **p<0.001, significantly different from controls.
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Table I: Fold-change of cell death related genes after 24 h CPF treatment. Values on red or blue mean a fold change upper or downer than 2

GenBank Fold Change
Gene Symbol )
Accession No. 0.01pM 30pM
ABL1 NM_005157 1,11° 1,23
AKT1 NM_005163 1,02 1,05
APAF1 NM_001160 1,15 2,52
APP NM_000484 1,16 1,412
ATG12 NM_004707 1178 1,13
ATG16L1 NM_017974 1,212 1,16°
ATG3 NM_022488 1,04 1,112
ATG5 NM_004849 1,01 1,212
ATG7 NM_006395 1,04 1,04
ATP6V1G2 NM_130463 1,02 1,02
BAX NM_004324 1,05 2,54
BCL2 NM_000633 1,100 1,150
BCL2A1 NM_004049 1,02 1,04
BCL2L1 NM_138578 113 2,23
BCL2L11 NM_006538 1,01 2,32
BECN1 NM_003766 1,03 1,06
BIRC2 NM_001166 1,728 -1,43¢
BIRC3 NM_001165 1,69° -1,592
BMF NM_033503 1,06 1,06
Clorf159 NM_017891 1,13 1,162
CASP1 NM_033292 1,05 2,212
CASP2 NM_032982 1,01 1,09
CASP3 NM_004346 1,05 1,57
CASP6 NM_032992 1,06 1,25
CASP7 NM_001227 1,02 2,312
CASP9 NM_001229 1,01 1,692
ccDC103 NM_213607 1,07 1,05
CD40 NM_001250 1,08 3,312
CD40LG NM_000074 1,06 3,56°
CFLAR NM_003879 1,212 1,112
COMMD4 NM_017828 1,02 1,02
CTSB NM_001908 1,13 1,05
CTSS NM_004079 1,08 1,04
CYLD NM_015247 1122 1,08
DEFB1 NM_005218 1,01 1,01
DENND4A NM_005848 1,03 1,33
DFFA NM_004401 1,05 1,09
DPYSL4 NM_006426 1,01 1,05
EIF5B NM_015904 1,03 1,33
ESR1 NM_000125 1,04 1,07
FAS NM_000043 1,02 2,312
FASLG NM_000639 1,06 2,118

ap < 0.001 compared to the control.  ® p < 0.05 compared to the control.

lated with the degree of cholinergic cell loss®. Thus, the
observed effects on cholinergic basal forebrain neurons
may be, in part, responsible for the learning deficits and
neurodegenerative disease symptoms like observed af-
ter acute and long-term exposure to CPF,

Moreover, after acute (from 0.01 uM) and long-term (from
0.01 pM) CPF exposure we only observed an induction
in the gene expression of TNF, TNFRSF1A, TNFRSF10A,
TNFRSF11B proapoptotic genes, TRAF2, BICR2 and
BIRC3 antiapoptotic genes and MAG, S100A7A and
KCN1P1 genes related with necrosis process. Apoptosis
is triggered through the extrinsic pathway when extrace-
llular stimuli and the cytokines CD40L, FASLG, TNFSF10
and TNF-a inducing cytokine receptors, including FAS
receptor and tumor necrosis factor super family recep-
tors (TNFRs) like TNFRSF1A, TNFRSF1B, TNFRSF10B
and CD40, are activated*'“2. Inhibitors of apoptosis

GenBank Fold Change
Gene Symbol )

Accession No. 0.01pM 30pM

FOXI1 NM_012188 1,122 0,07
GAA NM_000152 1,09 1,19
GADD45A NM_001924 1,112 2,24
GALNTS NM_014568 1,03 1.05
GRB2 NM_002086 1,06 1,09
HSPBAP1 NM_024610 1,05 1,13
HTT NM_002111 1,06 1,23
IFNG NM_000619 1,07 1,08
1GF1 NM_000618 1,01 1,142
IGF1IR NM_000875 1,02 1,09
INS NM_000207 1,07 1,11°
IRGM NM_001145805 1,13 1,28
JPH3 NM_020655 1,09 1,06
KCNIP1 NM_014592 251" 21
MAG NM_002361 2,128 2,69°
MAP1LC3A NM_181509 1,08 2.5
MAPK8 NM_002750 1,07 1,17°
MCL1 NM_021960 1,142 1,272
NFKB1 NM_003998 1,02 1,06
NOL3 NM_003946 1,05 1,04
OR10J3 NM_001004467 1,01 1,07
PARP1 NM_001618 1,112 1,03
PARP2 NM_005484 1,06 1,01
PIK3C3 NM_002647 1.07 1.05
PVR NM_006505 1,06 1,100
RAB25 NM_020387 1,03 1,02
RPS6KB1 NM_003161 1,27 1,312
S100A7A NM_176823 2,172 2,47°
SNCA NM_000345 1,06 1,25°
SPATA2 NM_006038 1122 2,412
SQSTM1 NM_003900 1,172 1,128
SYCP2 NM_014258 1,03 1,66°
TMEM57 NM_018202 1,112 1,152
TNF NM_000594 jF563 1,69°
TNFRSF10A NM_003844 1,61° 1,78
TNFRSF11B NM_002546 2,01° 2,37°
TNFRSF1A NM_001065 1,750 1,912
TP53 NM_000546 1,10 1,672
TRAF2 NM_021138 2,22 2,72
TXNL4B NM_017853 1,01 1,69°
ULK1 NM_003565 1,02 1,04
XIAP NM_001167 1,05 1,01

BIRC3 and BIRC2, through TRAF2, can prevent its acti-
vation*®, According to this, CPF could activate cell death
through extrinsic partway, but was blocked by activation
of apoptosis inhibitors. Otherwise, MAG and ST00A7A
genes have been related with necrosis induction** and
KChIP1 expression has been reported to play a protecti-
ve role against cell death and its downregulation leads to
the induction of necrotic cell death*®. Therefore, KChIP1
overexpression after CPF exposure could be a protective
mechanism against cell injury produced by CPF,

In addition, after acute (30 uM) CPF exposure the gene
expression resultant showed a fold change greater or
lower than 1.5 in the expression of the 29 genes rela-
ted to apoptosis and necrosis for CPF treatment. Our
research showed that CPF increased the expression of
CD40, CD40LG, FAS, FASLG, TNF, TNFRSF10A, TN-
FRSF1A, TNFRSF11B, which likely leaded to induce
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Table II: Fold-change of cell death related genes after 14 days CPF treatment. Values on red or blue mean a fold change upper or downer than 2

GenBank Fold Change
Gene Symbol )
Accession No. 0.01pM 30pM
ABL1 NM_005157 1,15 1,32
AKT1 NM_005163 1,07 1,08
APAF1 NM_001160 1,18 2,56°
APP NM_000484 1,19 1,312
ATG12 NM_004707 1,18 1,242
ATG16L1 NM_017974 1,19 1,33
ATG3 NM_022488 1,07 1,19
ATG5 NM_004849 1,04 1,622
ATG7 NM_006395 1,03 1,842
ATP6V1G2 NM_130463 1,01 1,59
BAX NM_004324 1,09 2,69°
BCL2 NM_000633 1,13 1,19
BCL2A1 NM_004049 1,05 1,08
BCL2L1 NM_138578 1,08 2,27°
BCL2L11 NM_006538 1,07 2,342
BECN1 NM_003766 1,07 1,09
BIRC2 NM_001166 1,86° -1,622
BIRC3 NM_001165 1,822 =1 SeF
BMF NM_033503 1,09 2,95
Clorf159 NM_017891 1,12 3,76
CASP1 NM_033292 1,02 2,19
CASP2 NM_032982 1,03 1,152
CASP3 NM_004346 1,07 1,728
CASP6 NM_032992 1,04 1,23
CASP7 NM_001227 1,03 2,228
CASP9 NM_001229 1,06 1,68°
ccDC103 NM_213607 1,13 2,312
CD40 NM_001250 1,08 4,48
CD40LG NM_000074 1,06 3,16°
CFLAR NM_003879 1,212 1,272
COMMD4 NM_017828 1,02 2,128
CTSB NM_001908 1,13 D
CTSS NM_004079 1,05 2,26
CYLD NM_015247 1,10° 2,22°
DEFB1 NM_005218 1,04 1,93
DENND4A NM_005848 1,01 1085
DFFA NM_004401 1,03 1,03
DPYSL4 NM_006426 1,06 2,81
EIF5B NM_015904 1,01 1,33
ESR1 NM_000125 1,02 1,01
FAS NM_000043 1,05 2,36°
FASLG NM_000639 1,03 2,46°

ap < 0.001 compared to the control.  ® p < 0.05 compared to the control.

apoptosis through extrinsic pathway. CPF increased also
the expression of TRAF2 and decreased BIRC3 and
BIRC2 antiapoptotic genes allowing caspases activation
which expression was increased. Besides, CPF indu-
ced GADD45A, and TP53 genes expression. The P53-
GADD45A pathway has been shown to primarily play a
role in the control of G2-M arrest following certain DNA-
damaging agents*®#, thus their induction could lead to
cell arrest. Moreover, CPF increased the expression of
BAX and BCL2L11 proapoptotic genes and BCL2L1
antiapoptoptic gene*®, further decrease the ratio BCL2/
BAX which regulated the induction of apoptosis* leading
to apoptosis. Finally, CPF increased the expression of
CASP1, CASP3, CASP7, CASP9 which executed apop-
tosis. Besides, CPF increased the expression of KC-
N1P1, MAG and ST00AT7A genes related to necrosis as
happened at lower concentrations indicating that necro-
sis is prevented.

G GenBank Fold Change
ene Symbol )
Accession No. 0.01pM 30pM
FOXI1 NM_012188 1,15 2,142
GAA NM_000152 1,04 1,322
GADD45A NM_001924 1,142 2,202
GALNT5 NM_014568 1,06 -1,64
GRB2 NM_002086 1,04 2,512
HSPBAP1 NM_024610 1,07 1,69°
HTT NM_002111 1,03 1,13
IFNG NM_000619 1,05 1,02
IGF1 NM_000618 1,06 1,16°
IGF1R NM_000875 1,03 1,05
INS NM_000207 1,06 1,112
IRGM NM_001145805 1,10° 1,29
JPH3 NM_020655 1,05 2,38°
KCNIP1 NM_014592 2,62 -3,672
MAG NM_002361 2,252 -3,42¢
MAP1LC3A NM_181509 1,04 2,422
MAPK8 NM_002750 1,02 1,21°
MCL1 NM_021960 1,100 1,292
NFKB1 NM_003998 1,03 1,07
NOL3 NM_003946 1,06 1,02
0R10J3 NM_001004467 1,05 -3,67%
PARP1 NM_001618 1,137 1,742
PARP2 NM_005484 1,02 1,812
PIK3C3 NM_002647 1.05 2,282
PVR NM_006505 1,08 1,49
RAB25 NM_020387 1,04 1,04
RPS6KB1 NM_003161 1,152 1,192
S100A7A NM_176823 2,282 -2,73¢
SNCA NM_000345 1,03 1,292
SPATA2 NM_006038 1,10° 2,36°
SQSTM1 NM_003900 1,122 1,192
SYCP2 NM_014258 1,05 1,672
TMEM57 NM_018202 1,13 1,242
TNF NM_000594 1,59 1,66°
TNFRSF10A NM_003844 1,722 1,792
TNFRSF11B NM_002546 2,140 2,26°
TNFRSF1A NM_001065 1,83 1,912
TP53 NM_000546 1,18 1,85
TRAF2 NM_021138 2,312 3,142
TXNL4B NM_017853 1,11 1,69
ULK1 NM_003565 1,09 1,02
XIAP NM_001167 1,06 1,04

After long-term CPF exposure (30 uM), besides the
effect on the same genes commented after acute ex-
posure, CPF increased the expression of ATPBVG2,
BMF, CLORF189, CCDC103, COMMD4, CTSB, STSS,
CYLD, DEFB1, DPYSL4, FOXILT, GRB2, HSPBAPT,
JPHB, PARP1, PARP2, PIK3C3, PVR, TXNL4B and de-
creased the expression of GALNTLS, OR10J3, KCN1P1,
MAG and STO0A7A genes related to necrosis according
with the research of Hitomi et al**. Our study indicates
that CPF exerts its cell death effects by involving apopto-
sis and necrosis pathways.

Otherwise, we observed that CPF induces acute (from 1
uM) and long-term (from 0.1 pM), concentration-depen-
dent, reduction in the number of dendritic spine density
on septal SN56 cholinergic basal forebrain neurons. In this
regard, CPF has been reported to induce an alteration in
the dendritic spines density in the prefrontal cortex and hip-
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pocampus after acute and repeated exposure to subclini-
cal doses respectively'?, supporting our results. Dendritic
spines loss has been reported in neurodegenerative disor-
ders as AD, affecting mostly selective neuronal networks of
critical importance for memory and cognition, such as the
basal forebrain cholinergic system, the medial temporal re-
gions, the hippocampus and many neocortical association
areas'® inducing cognitive disorders'®'”, Moreover, cogni-
tive disorders have been reported to be produced from
subclinical doses and from lower doses from which basal
forebrain cholinergic cell loss has been reported®, as hap-
pens with dendritic spines alteration, suggesting that both
processes are implicated in cognitive disorders induction,
at low doses only through dendritic spine alteration and at
higher doses through both mechanisms.

In addition, we observed that after acute (from 0.01 UM)
and long term (from 0.01 uM) CPF exposure, a concentra-
tion-dependent downregulation in PSD95 and SYP gene
expression was produced. It has been suggested that SYP
plays a role in formation and stabilization of synapses®,
regulating dendritic spine density and shape®'°?. Moreover,
PSD95 was described to play a role in determining the
size and the strength of synapses®®, formation of synap-
se assemblies® and spine-maturation®°¢, Therefore, both
genes alteration could be implicated in the effects obser-
ved on dendritic spines. Our results show that PSD95 and
SYP gene expression is altered below the concentration
from which dendritic spine density disruption is evident,
which indicates that the harmful effects of CPF exposure
on dendritic spines could be started and detected before
they would be manifest and these genes could be used
as biomarker of this effect. Moreover, PSD95 and SYP are
both involved in dendritic spine morphology regulation and
their alteration by CPF exposure may be involved with a
disruption of dendrite spine shape, contributing to the cog-
nitive disorders observed. Otherwise, we only observed a
concentration-dependent SPN and NMDANR1 gene ex-
pression downregulation after acute exposure from 1 puM
CPF concentration and after long-term exposure from 0.1
uM CPF concentrations as seen with dendritic spines den-
sity reduction, suggesting both genes are directly correla-
ted with this effect. In this regard, SPN, a key cytoskeletal
protein in the formation and maintenance of dendritic spi-
nes, has been reported to modulate dendritic morphology
and number® and an increase in dendritic spine densi-
ty has been correlated with an increase in the spinophilin
expression®, In addition, N-methyl-D-aspartate (NMDA)
receptor, is also involved in synaptic plasticity as well as
learning and memory processes regulation®” and the N-
methyl-D-aspartate receptor antagonists reduce dendritic
spine density and neurite growth®. Future studies are nee-
ded to determine the implication of these genes in dendritic
spine shape and density disruption mechanisms.

According to all exposed above, CPF induced changes on
cell death and dendritic spines plasticity pathways were
detected at doses below those required to induce manifest

apoptotic and necrotic cell death and alter dendritic spines
plasticity. These results support the suggestion that gene
expression changes could potentially be more sensitive
measures of effects at early stages and at lower doses
than many typical toxicological measures®® and that alte-
red toxicogenomic profiles contributing to toxicologically-
relevant pathways provide useful tools for more precise
determination of toxicological mechanisms as compared
to traditional toxicological endpoints and for reducing un-
certainty in establishing lowest observed adverse effect le-
vel (LOAEL), no observed adverse effect level (NOAEL), or
benchmark dose (BMD)**%?, Therefore, the toxicogenomic
profile analysis could offer means to improve human health
risk assessment generally based on standard toxicity test
results. Previously, this approach has been employed in
different studies as the published by Lobenhofer et al®®
that examines in vitro transcriptional responses to very low
concentrations of estrogen, confirming that estrogen con-
centrations below those which are physiologically relevant
did not induce a measurable transcriptional response. That
concentration threshold was referred to as the No Obser-
vable Transcriptional Effect Level (NOTEL). In our studly, it
was shown that the CPF Lowest Observed Adverse Trans-
criptional Expression Levels (LOATEL) for 12 responding
genes was at least 100-fold lower than the NOAEL that
was based on observable inhibition of erythrocyte acetyl-
cholinesterase activity in humans®. Therefore, lower doses
would be needed in order to observe no transcriptional
effects. Examination of data from the group of 12 respon-
ding genes leads us to propose 0.003-0.004 mg/kg/day
as LOATEL for CPF. The present study did not, therefore,
establish a No Observed Adverse Transcriptional Effect
Level (NOATEL) for CPF. These subclinical transcriptio-
nal changes may be employed as predictors of adverse
effects from toxic compounds exposure and thereby used
to improve risk assessment and safety evaluation. Further
studies are required to confirm this LOATEL.

Conclusion

Taking all together, it can be concluded that after acute and
long-term exposure, CPF induces at low concentration a
dendritic spine density reduction and at higher concentra-
tions induces cell death on cholinergic neurons from basal
forebrain through apoptotic and necrotic mechanisms, de-
pending on the exposure concentration mediated in part
though AChE variants overexpression and these effects
were initiated at lower concentration that which they are
manifest, as indicated by transcriptional alterations of key
genes. Our results, particularly those for CPF treatment,
suggest that toxicogenomic profiles provide a sensitive
tool for identifying and characterizing thresholds of toxicity
for potentially toxic compounds based upon a transcrip-
tome-level of insight into their mechanisms. These effects
could explain cognitive alterations and neurodegenerative
diseases induced by CPF. In this regard, all the mecha-
nisms that we reported to induce cholinergic cell loss in
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basal forebrain have been described to be involved with
the induction of cognitive disorders, which supports this
hypothesis. Future studies should be developed to de-
termine the other mechanisms implicated in these effects
observed on cholinergic neurons. These results are of in-
terest, since they provide new information on the mecha-
nisms that mediate dendritic spine density alteration and
cell death induce by CPF, and because they lead to a bet-
ter understanding of some effects related to CPF toxicity
and highlight the need for a new NOAEL and LOAEL and
a new risk assessment of this pesticide.
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Resumen

Salud y medioambiente estan intimamente relacionados, y conseguir garantias de seguridad y salud involucra al sistema politico,
académico, sanitario y social de los paises, compitiendo al estado, sus instituciones, universidad, profesionales de la salud vy
poblacion general.

Destacan las sustancias neurotdxicas, con afinidad por el tejido nervioso, que ocasionan alteraciones funcionales con cambios
de la conducta, disturbios de los procesos psicolégicos o de la personalidad. Sus efectos varian segiin sea aguda o crénica la
exposicion y de su intensidad y duracion.

LLa exposicion en épocas perinatales a quimicos ambientales, puede ocasionar cambios celulares 0 moleculares, con repercusion
de déficits neuroconductuales o susceptibilidad aumentada a enfermedades neurodegenerativas en etapas posteriores de la vida.

Es necesario incrementar la formacion e investigacion en esta materia con mayor participacion de la Medicina del Trabajo, de Salud
Laboral, Publica y Medioambiental como partes esenciales en cualquier planteamiento preventivo.

Palabras Clave: toxicidad medioambiental, neurotoxicidad, neurodesarrollo, salud laboral

Abstract

Health and Environment are closely related and get security guarantees in health involves the political, academic, health and social
systems of the countries competing to the state, its institutions, college, health professionals and the general population.

Stand neurotoxic substances with affinity for nerve tissue, causing behaviour changes, disturbances of psychological processes or
personality impaired functions. Its effects vary according to acute or chronic exposure and its intensity and duration.

The environmental chemicals exposure, in perinatal time can cause cellular or molecular changes with impact of neurobehavioral
deficits, or increased to neurodegenerative diseases in later life stages.

We need to increase training and research in this field and greater participation of Occupational Medicine, Occupational Health,
Public and Environmental as essential parts in any preventive approach.

Keywords: environmental toxicity, neurotoxicity, neurodevelopment, occupational health
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Introduccion

La salud y el medio que nos rodea estan intimamente re-
lacionados. El aire, el agua, el entormo laboral o el interior
de los edificios tienen una gran repercusion en nuestro
bienestar y salud. Por ese motivo, la calidad vy la salubri-
dad del entorno son esenciales para conseguir garantias
de seguridad y salud.

Trabajar sobre la Salud ambiental es un desafio que in-
volucra al sistema politico, académico, sanitario y social
de los paises. Es por ello competencia del Estado y sus
instituciones, de la Universidad, de los profesionales de
los equipos de salud, con sus tareas asistenciales y pre-
ventivas, y de cada uno de los ciudadanos, a través del
conocimiento vy responsabilidad individual.

En los Ultimos afos, se observa una creciente inquietud
ante las posibles implicaciones sanitarias derivadas del
contacto con el agua o los alimentos con sustancias po-
tencialmente toxicas y con radiaciones procedentes de la
emision de antenas y dispositivos de telefonia movil, etc.

La politica medicambiental de la Union Europea (UE) se
ha venido guiando desde sus inicios por consideracio-
nes de orden fundamentalmente sanitario. Quedan adn
por resolver muchos problemas de medio ambiente y sa-
lud, especialmente la dificultad que plantea el establecer
un vinculo causal entre determinados factores medioam-
bientales y los efectos perjudiciales para la salud, vy el
estudio de las consecuencias sanitarias derivadas de la
exposicion cronica a algunas sustancias toxicas.

Durante mucho tiempo, las evaluaciones ambientales y
las medidas politicas de la UE se han centrado en con-
taminantes concretos de ambitos medioambientales
especificos (la atmdsfera, el agua, el suelo, etc.), sub-
estimando las repercusiones sanitarias porque, en la
préactica, los contaminantes se desplazan de un ambito
medioambiental a otro (de la atmdsfera al suelo, al agua,
etc.) y las personas estan expuestas a un conjunto de
contaminantes que interaccionan con el medio ambiente
y con el organismo humano.

Aspectos legislativos

Los estados vy la Union Europea han desarrollado la Es-
trategia Europea de Medio Ambiente y Salud' (iniciativa
SCALE) que proporciona un marco de garantia para la
proteccion de la sociedad en su conjunto. Su objetivo es
reducir en Europa las enfermedades provocadas por los
factores ambientales, con especial énfasis en los nifos.
Esta estrategia desarrolld su primer ciclo a través del Plan
de Accion de Medio Ambiente y Salud (2004-2010) se-
leccionando como prioritarias las enfermedades respirato-
rias, los trastornos del desarrollo neurologico, el cancer y
las alteraciones endocrinas. Nace con el objetivo de de-

sarrollar un sistema comunitario que integre toda la infor-
macion sobre medio ambiente, ecosistema y salud huma-
na, facllitando la evaluacion del impacto medioambiental
global sobre la salud tomando en consideracion todos los
efectos sobre la misma, tales como el efecto “coctel’, la
exposicion combinada, los efectos acumulativos, etc.

En Espafia, es la Subdireccion General de Sanidad Am-
biental y Salud Laboral, integrada en la Direccion General
de Salud PUblica, Calidad e Innovacion del Ministerio de
Sanidad, Servicios Sociales e Igualdad, quien realiza ac-
clones de vigilancia, control, actualizacion y defensa de
la salud ante las agresiones de origen medioambiental.
Otras de sus labores fundamentales son la vigilancia legis-
lativa, seguimiento de acuerdos intermacionales vy la par-
ticipacion en organismos internacionales (Union Europea,
Organizacion Mundial de la Salud etc.).

Una relacion exhaustiva de la legislacion de referencia en
toxicidad medioambiental y ocupacional Nacional e Inter-
nacional se muestra en la Tabla I.

Efectos Neurotdxicos
por exposicion ocupacional

De la revision efectuada se concluye que actualmente hay
identificados 1.300 neurotéxicos. La legislacion Espafiola
recoge en el RD Real Decreto 363/1995° la Notificacion,
Clasificacion, Envasado vy Etiquetado de Sustancias Peli-
grosas y en el R.D. 1299/2006°, de Enfermedades Pro-
fesionales, se contemplan buena parte de los mismos vy
a ellos se unen referencias recientes, como las referidas
al efecto neurotdxico de nanoparticulas de tamano mayor
de 100 nmy cuyo efecto neurodegenerativo se anadiria al
ya estudiado respiratorio”.

Sin embargo, se calcula que hay mas de 100.000 sustan-
cias quimicas comercializadas circulando por el mercado
europeo, para muchas de las cuales no se han estudiado
los posibles riesgos para la salud.

Las manifestaciones clinicas por neurotoxicidad pueden
englobarse en diferentes cuadros clinicos: Encefalopatias
Toxicas, Sindrome Cerebeloso Toxico, Sindrome Parkinso-
niano de Origen Téxico y Neuropatias Periféricas Toxicas®.

Datos procedentes de la Encuesta Nacional de Condi-
ciones de trabajo de 20115, muestran que el 14,9% de
los trabajadores manifestd que en su puesto de trabajo
manipulan sustancias o productos nocivos o toxicos. El
sector Agrario continda presentando el mayor porcentaje
de trabajadores expuestos (23,3%), seguido por la Indus-
tria (20,2%), Construccion (19,0%) y Servicios (13,0%).

Segun estos datos del Observatorio Estatal de Condi-
ciones de Trabajo, distinguiendo por ramas de actividad,
destacan en la manipulacion de sustancias o productos
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Tabla I: Recopilacion legislativa en toxicidad medioambiental y ocupacional

R.D. 363/1995, de 10 de marzo, Reglamento de Notificacién de Sustancias Nuevas
y Clasificacion, Envasado y Etiquetado de Sustancias Peligrosas. Modificado por:

comercializacién y al uso de ciertas sustancias y preparados peligrosos (niquel y
sus compuestos) (BOE de 16.12.2000).

Orden 13 de septiembre de 1995, por la que se modifica el Anexo | del Reglamen-
to aprobado por R.D. 363/1995.

Orden de 21 de febrero de 1997, por la que se modifica el Anexo | del Reglamento
aprobado por R.D. 363/1995.

R.D. 700/1998, de 24 de abril, por el que se modifica el Reglamento sobre notifi-
cacion de sustancias nuevas y clasificacion, envasado y etiquetado de sustancias
peligrosas, aprobado por el Real Decreto 363/1995, de 10 de marzo.

Orden de 30 de junio de 1998, por la que se modifican los anexos |, I, V'y VI del Regla-
mento sobre notificacion de sustancias nuevas y clasificacion, envasado y etiquetado de
sustancias peligrosas, aprobado por el Real Decreto 363/1995, de 10 de marzo.

Orden de 11 de septiembre de 1998, por la que se modifican los anexos |y VI
del Reglamento sobre notificacion de sustancias nuevas y clasificacion, envasado
y etiquetado de sustancias peligrosas, aprobado por el Real Decreto 363/1995,
de 10 de marzo.

Orden de 8 de enero de 1999, por la que se modifica la clasificacién del hexafluo-
rosilicato de magnesio.

Orden 16 de julio de 1999, por la que se modifican los Anexos |y V del Reglamen-
to aprobado por R.D. 363/1995.

Orden de 5 de octubre de 2000, por la que se modifican los anexos |, lll, IV y VI
del Reglamento sobre notificacién de sustancias nuevas y clasificacion, envasado
y etiquetado de sustancias peligrosas, aprobado por el Real Decreto 363/1995,
de 10 de marzo.

Orden de 5 de abril de 2001, por la que se modifican los anexos I, IV, V, VI'y IX del
Reglamento sobre notificacion de sustancias nuevas y clasificacién, envasa- do
y etiquetado de sustancias peligrosas, aprobado por el Real Decreto 363/1995,
de 10 de marzo.

R.D. 507/2001, de 11 de mayo, por el que se modifica el Reglamento sobre notifi-
cacion de sustancias nuevas y clasificacion, envasado y etiquetado de sustancias
peligrosas, aprobado por el Real Decreto 363/1995, de 10 de marzo.

Orden PRE 2317/2002, de 16 de septiembre, que modifican los Anexos |, V, VIl A
y VIIl'y sustituye los Anexos I, Ill, IV'y VI.

R.D. 99/20083, de 24 de enero, que modifica el Reglamento de Sustancias Peli-
grosas, aprobado por R.D. 363/1995 de 10 de marzo.

Directiva 2004/73/CE, de 29 de abril, por la que se adapta, por vigésima novena
vez, al progreso técnico la Directiva 67/548/CEE del Consejo relativa a la aproxi-
macion de las disposiciones legales, reglamentarias y administrativas en materia
de clasificacién, embalaje y etiquetado de las sustancias peligrosas.

R.D. 255/2003, de 28 de febrero, por el que se aprueba Reglamento de Clasifica-
cion, Envasado y Etiquetado de Preparados Peligrosos.

Directiva 2006/8/CE, de 23 de enero, por la que se modifican, para su adaptacion
al progreso técnico, los anexos II, Il y V de la Directiva 1999/45/CE, sobre la
aproximacion de las disposiciones legales, reglamentarias y administrativas de
los Estados miembros relativas a la clasificacion, el envasado y el etiquetado de
preparados peligrosos.

R.D. 1054 /2002, de 11 de octubre, por el que se regula el proceso de Evaluacion
para el Registro, Autorizacién y Comercializacion de Biocidas.

R.D. 2549/1994, de 29 de diciembre, que modifica la Instruccion Técnica Com-
plementaria MIE-AP3 del Reglamento de aparatos a presion, referente a genera-
dores de aerosoles.

R.D. 1406/1989, de 10 de noviembre, por el que se imponen limitaciones a la
comercializacion y al uso de ciertas sustancias y preparados peligrosos. Modi-
ficado por:

Orden del Ministerio de Relaciones con las Cortes y de la Secretaria del Gobierno,
de 11 de diciembre de 1990, que modifica el Anexo | del R.D. 1406/1989, de 10
de noviembre, por el que se imponen limitaciones a la comercializacién y uso de
ciertas sustancias y preparados peligrosos (BOE de 14.12.1990).

Orden del Ministerio de Relaciones con las Cortes y de la Secretaria del Gobierno
de 31 de agosto de 1992, que modifica el Anexo | del R.D. 1406/1989, de 10
de noviembre, por el que se imponen limitaciones a la comercializacién y uso de
ciertas sustancias y preparados peligrosos (BOE de 10.9.1992).

Orden del Ministerio de la Presidencia de 30 de diciembre de 1993, que modifica
el Anexo | del R.D. 1406/1989, de 10 de noviembre, por el que se imponen limita-
ciones a la comercializacion y uso de ciertas sustancias y preparados peligrosos
(BOE de 5.1.1994).

Orden del Ministerio de la Presidencia de 14 de mayo de 1998, por la que se
modifica el anexo | del Real Decreto 1406/1989, de 10 de noviembre, por el que
se imponen limitaciones a la comercializacion y uso de ciertas sustancias y prepa-
rados peligrosos (BOE de 21.5.1998).

Orden del Ministerio de la Presidencia de 15 de julio 1998, por la que se modifica
Anexo | del Real Decreto 1406/89, de 10 de noviembre, por el que se imponen
limitaciones a la comercializacion y uso de ciertas sustancias y preparados peli-
grosos (BOE de 21.7.1998).

Orden de 15 de diciembre 1998, por la que se modifica el Anexo | del Real Decreto
1406/1989, de 10 de noviembre, por el que se imponen limitaciones a la comerciali-
zacion y al uso de ciertas sustancias y preparados peligrosos (BOE de 22.12.1998).
Orden de 11 de febrero de 2000, por la que se modifica el anexo | del Real De-
creto 1406/1989, de 10 de noviembre, por el que se imponen limitaciones a la

Orden de 24 de marzo de 2000, por la que se modifica el anexo | del Real Decreto
1406/1989, de 10 de noviembre, por el que se imponen limitaciones a la comer-
cializacién y al uso de ciertas sustancias y preparados peligrosos (compuestos
organoestanicos y pentaclorofenol) (BOE de 30.03.2000).

Orden de 6 de julio de 2000, por la que se modifica el Anexo | del Real Decreto
1406/1989, de 10 de noviembre, por el que se imponen limitaciones a la co-
mercializacion y al uso de ciertas sustancias y preparados peligrosos (BOE de
11.07.2000).

Orden de 25 de octubre de 2000, por la que se modifica el anexo 1 del Real
Decreto 45/1996, de 19 de enero, por el que se regulan diversos aspectos rela-
cionados con las pilas y los acumuladores que contengan determinadas materias
peligrosas, y el anexo | del Real Decreto 1406/1989, de 10 de noviembre, por el
que se imponen limitaciones a la comercializacion y uso de ciertas sustancias y
preparados peligrosos (Pilas y acumuladores) (BOE de 27.10.2000).

Orden del Ministerio de la Presidencia, de 7 de diciembre de 2001, por la que se
modifica el anexo | del Real Decreto 1406/1989, por el que se imponen limitacio-
nes a la comercializacién y al uso de ciertas sustancias y preparados peligrosos
(fibras de amianto) (BOE de 14.12.2001).

Orden PRE/1624/2002, de 25 de junio, por la que se modifica la parte 2 del
anexo | del Real Decreto 1406/1989, de 10 de noviembre, por el que se imponen
limitaciones a la comercializacion y al uso de ciertas sustancias y preparados
peligrosos (BOE de 29.06.2002).

Orden PRE/2666/2002, de 25 de octubre, por la que se modifica el anexo | del
Real Decreto 1406/1989, de 10 de noviembre, por el que se imponen limitaciones
ala comercializacion y al uso de ciertas sustancias y preparados peligrosos (creo-
sota y hexacloroetano) (BOE de 31.10.2002).

Orden PRE/375/2003, de 24 de febrero, por la que se modifica el anexo | del Real
Decreto 1406/1989, de 10 de noviembre, por el que se imponen limitaciones a
la comercializacion y al uso de ciertas sustancias y preparados peligrosos (com-
puestos organoestanicos) (BOE de 25.2.2003).

Orden PRE/730/2003, de 25 de marzo, por la que se modifica el anexo | del Real
Decreto 1406/1989, de 10 de noviembre, por el que se imponen limitaciones a la
comercializacién y al uso de ciertas sustancias y preparados peligrosos (parafinas
cloradas de cadena corta y colorantes azoicos) (BOE de 2.4.2003).

Orden PRE/2277/2003, de 4 de agosto, por la que se modifica el Anexo | del Real
Decreto 1406/1989, de 10 de noviembre, por el que se imponen limitaciones a la
comercializacion y al uso de ciertas sustancias y preparados peligrosos (arsénico
y colorante azul) (BOE de 9.8.2003).

Orden PRE/473/2004, de 25 de febrero, que modifica el Anexo | del R.D.
1406/1989, que impone limitaciones de comercializacion y uso de ciertas sus-
tancias y preparados (éter de pentabromo difenilo, éter de octabromo difenilo)
(BOE de 27.2.2004).

Orden PRE/1895/2004, de 17 de junio, que modifica la parte 2 del Anexo | del
R.D. 1406/1989, que impone limitaciones de comercializacion y uso de ciertas
sustancias y preparados (sustancias clasificadas como carcinbgenas, mutagenas
y toxicas para la reproduccion) (BOE 19.6.2004).

Orden PRE/1954/2004, de 22 de junio, que modifica el Anexo | del R.D.
1406/1989, que impone limitaciones de comercializacién y uso de ciertas sustan-
cias y preparados (nonilfenal, etoxilatos de nonilfenol y cemento) (BOE 24.6.2004).
Orden PRE/3159/2004, de 28 de septiembre, por la que se modifica el anexo | del
Real Decreto 1406/1989, de 10 de noviembre, por el que se imponen limitaciones
a la comercializacion y al uso de ciertas sustancias y preparados peligrosos (mé-
todos de ensayo de colorantes azoicos) (BOE de 5.10.204).

Orden PRE/556/2005, de 10 de marzo, por la que se modifica la Orden
PRE/473/2004, de 25 de febrero, por la que se modifica el anexo | del Real De-
creto 1406/1989, de 10 de noviembre, por el que se imponen limitaciones a la
comercializacién y al uso de ciertas sustancias y preparados peligrosos (éter de
pentabromodifenilo, éter de octabromodifenilo) (BOE de 11.3.2005).

Orden PRE/1933/2005, de 17 de junio, por la que se modifica el anexo | del Real
Decreto 1406/1989, de 10 de noviembre, por el que se imponen limitaciones a la
comercializacion y al uso de ciertas sustancias y preparados peligrosos (dispositi-
vos de perforacion) (BOE de 23.6.2005)

Directiva 2005/59/CE, de 26 de octubre, por la que se modifica por vigesimoc-
tava vez la Directiva 76/769/CEE del Consejo relativa a la aproximacion de las
disposiciones legales, reglamentarias y administrativas de los Estados miembros
que limitan la comercializacion y el uso de determinadas sustancias y preparados
peligrosos (tolueno vy triclorobenceno).

Reglamento (CEE) num. 793/1993, de 23 marzo. Evaluacion y control del riesgo
de las sustancias existentes.

Reglamento (CE) nim. 1.179/1994, de 25 mayo, relativo a la primera lista de
sustancias prioritarias prevista en el Reglamento (CEE) n. © 793/93 del Consgjo.
Reglamento (CE) nim. 2.268/1995, de 25 septiembre, relativo a la segunda lista
de sustancias prioritarias prevista en el Reglamento (CEE) n. © 793/93 del Consejo.
Reglamento (CE) nim. 143/1997, de 25 enero, relativo a la tercera lista de sustan-
cias prioritarias prevista en el Reglamento (CEE) n. © 793/93 del Consegjo.
Reglamento (CE) nim. 2.364/2000, de 25 octubre, relativo a la cuarta lista de
sustancias prioritarias prevista en el Reglamento (CEE) n. © 793/93 del Consejo.
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Tabla II: Neurotoxicos laborales

Sustancia neurotéxica

Arsénico

Plomo

Manganeso

Mercurio

Cobre

Sulfuro de Carbono

N- hexano

N-butil-cetona

Percloroetileno

Tolueno

Tricloroetileno

Organo-fosforados

Carbamatos

Bromuro de Metilo

Monéxido de Carbono

Oxido de Etileno

Fuente: Lezaun Gofi M, Machin Azparren M, (2008).

Fuente de exposicion
METALES

Pesticidas
Pigmentos
Industria electroplatino
Semiconductores

Soldadores
Insecticidas
Pinturas

Soldadura
Fertilizantes
Fabricacion de baterias secas

Instrumentos cientificos
Equipos eléctricos
Amalgamas dentales
Industria electroplatino
Fotografia
Soldaduras
Componentes electrénicos
Plasticos polivinilos
Fungicidas

DISOLVENTES

Fabricacion de rayén de viscosa
Fabricacion acelerantes caucho
Fabricacion herbicidas
Pinturas
Industria del calzado

Lacas
Barnices
Decapantes de pinturas
Colas y adhesivos

Decapantes de pinturas
Desengransantes,
Agentes extractores, Industria textil

Agentes limpiadores, Colas
Manufactura del benceno
Gasolina, Pinturas
Desgrasantes
Industria de la pintura
Barnices, Industria del lavado en seco

PLAGUICIDAS

Agricultura
Manufactura y aplicacion

Agricultura
Manufactura y aplicacion

GASES

Combustion incompleta de materiales
organicos como gasolina, gases

(metano y propano)

Esterilizacion en unidades
Hospitalarias
Industria de equipos médicos

Cuadro clinico

Encefalopatia aguda
Neuropatia periférica

Encefalopatia
Encefalopatia y Neuropatia periférica

Encefalopatia
Parkinsonismo

Agudo: cefaleas, nauseas, temblores
Cronico: ataxia, neuropatia
periférica y encefalopatia

Agudo: defectos de memoria,
convulsiones, desorientacion
Cronico: encefalomielopatia

Agudo: encefalopatia
Cronico: neuropatia periférica

Narcosis
Neuropatia periférica

Narcosis
Neuropatia periférica

Agudo: narcosis
Cronico: neuropatia periférica,
Encefalopatia

Agudo: narcosis
Cronico: encefalopatia, ataxia

Agudo: narcosis
Cronico: encefalopatia, neuropatia
Craneal

Agudo: envenenamiento colinérgico
Cronico: ataxia, pardlisis, neuropatia
periférica
Aguda: sindrome colinérgico
Cronico: temblor y neuropatia
Periférica
Polineuropatia periférica

Agudo: cefalea, mareo, nausea,
alteracion en funciones
cognoscitivas, pérdida de conciencia
Cronico: Parkinsonismo, tras
un periodo de pseudorecuperacion

Aguda: irritacion del tracto
respiratorio, nausea, cefalea, vértigo
Cronica: neuropatia periférica
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Tabla llI: Enfermedades del sistema nervioso central y periférico con relacion laboral

CAUSADAS AGRAVADAS
POR POR
EL TRABAJO EL TRABAJO
Enfermedades
agudas del Sistema 9 3
Nervioso Central
Trastornos
localizados 345 80
de los Nervios
Neuropatias y 4 1
Polineuropatias
TOTAL 358 84

Fuente: Patologias laborales no trauméticas. Observatorio de Enfermedades
Profesionales y de enfermedades causadas o agravadas por el trabajo. Informe
anual 2013.

NoCivos o toxicos por parte de los trabajadores, las activi-
dades sanitarias, veterinarias y servicios sociales (con un
28,2%) y la industria quimica, de saneamiento y extractiva
(27,6% de trabajadores)’.

De acuerdo con la Agencia Europea de Seguridad y Salud
en el Trabajo, el 19% de los trabajadores de la Union Eu-
ropea declara estar expuestos a vapores toxicos durante
una cuarta parte 0 mas de su horario laboral, mientras que
el 15% de los trabajadores tiene que manipular sustancias
peligrosas como parte de su trabajo cotidianc®.

Los principales neurotdxicos, sus fuentes de exposicion y
los efectos clinicos asociados, ordenados en 4 grandes
grupos segun las caracteristicas quimicas de cada una
de las sustancias se muestran en la tabla ll.

Los resultados del informe anual del Observatorio de En-
fermedades Profesionales y de enfermedades causadas
0 agravadas por el trabajo referido a 2013, recogidas en
el PANOTRATSS (patologias no traumaticas), se muestran
en la tabla Ill.

En la tabla IV se muestran los principales cuadros toxicos
por exposicion ambiental u ocupacional.

Neurotoxicidad Ambiental
y Neurodesarrollo

Tal y como se ha visto previamente, se ha trabajado en
los efectos toxicos por exposicion ocupacional y por
exposicion medioambiental a sustancias como plagui-
cidas, metales o farmacos, pero existe un desconoci-
miento notorio respecto a las exposiciones toxicas que
se asocian con alteraciones del neurodesarrollo® '°,

Se calcula que aproximadamente un 3% de los trastor-
nos del neurodesarrollo son el resultado directo de la
exposicion ambiental a distintos compuestos quimicos y
que otro 25% se originan a través de interacciones entre

factores ambientales y factores de susceptibilidad gené-
tica individual™.

Las afecciones mas comunes del neurodesarrollo, como
el autismo, retardo mental, hiperactividad y dislexia, ocu-
rren en aproximadamente 3-8% de los recién nacidos
de Estados Unidos'™?, registrandose un aumento de la
prevalencia de estos cuadros en situaciones de mayor
exposicion a distintos agentes neurotéxicos.

La exposicion en épocas perinatales a distintos guimicos
ambientales, puede ocasionar cambios a nivel celular o
molecular, que se expresan como déficit funcionales en
la esfera neuroconductual’, u ocasionan una suscepti-
bilidad aumentada a enfermedades neurodegenerativas
en etapas posteriores de la vida',

Las principales sustancias relacionadas con afectacion
en desarrollo neuronal v los efectos mas frecuentes por
toxicidad medioambiental se muestran en la tabla IV.

Discusion

En el momento actual, aunque persisten muchas lagu-
nas en el conocimiento, es sabido que un gran NUMero
de sustancias de amplio uso industrial producen severos
efectos negativos sobre la salud de los individuos.

Por su peculiar agresividad destacan las llamadas sus-
tancias neurotoxicas, entendiendo como tales aquellas
que tienen una especial afinidad por el tejido nervioso vy
que ocasionan alteraciones funcionales en este siste-
ma, que se traducen de forma mas o0 menos directa en
cambios de la conducta, y/o en disturbios de los proce-
S0S psicologicos vy de la personalidad. Sus efectos va-
rian segun la exposicion ambiental sea de caracter agu-
do o cronico y en funcion de su intensidad y duracion.

Se ha comprobado que los limites higiénico-sanitarios
no son todo 10 seguros que se desearia y estan muy
alejados de garantizar una “no agresion” a la salud del
trabajador, por 1o que se impone la necesidad de con-
siderar un enfoque preventivo para evitar que las mani-
festaciones del llamado “dano temprano” se conviertan
en lesiones irreversibles en cuanto a la funcionalidad y
estructura del sistema nervioso. Por ello, se requiere de
un mayor desarrollo en medios diagnosticos capaces de
detectar, con una alta sensibilidad las llamadas altera-
ciones tempranas, generalmente no consideradas en el
campo de la clinica médica tradicional.

Dentro de los agentes neurotdxicos mas conocidos, €l
problema de los plaguicidas se ve superado en la actua-
lidad con el incremento del uso de los solventes orga-
nicos en una gran cantidad de procesos  relacionados
con la produccion de bienes de consumo, Como ropas,
pieles artificiales, zapatos y utensilios de todo tipo v te-
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Enfermedades por exposicion a disolventes

Enfermedades por exposicion a metales

Enfermedades por exposicion a gases

Farmacos con efecto neurotéxico*

Tabla IV: Principales cuadros toxicos por exposicion ambiental u ocupacional

Encefalopatias téxicas cronicas

Sindrome narcoético por tolueno o N- hexano

Neuropatia por N- Hexano:

Enfermedades por exposicion a pesticidas organofosforados
Plomo: Encefalopatia saturnina crénica, Neuropatia periférica motora,

Encefalopatia toxica aguda por plomo

Mercurio: neuropatia,

Intoxicacion aguda por mondxido de carbono

Principios usados para el corazon
o la presion arterial

Principios usados para combatir
el cancer:

Principios usados empleados
en el tratamiento de infecciones

Principios empleados en
enfermedades autoinmunes
Principios para combatir el VIH

Principios usados
en enfermedades de la piel

Principios empleados
como anticonvulsivos:

Medicamentos antialcohdlicos

Principios usados en el tratamiento
de enfermedades reumaticas

Principios usados en el tratamiento
de enfermedades psiquiatricas

Amiodarona, Hidralazina, Perhexilina

Cisplatino, Docetaxel, Paclitaxel, Su-
ramin, Vincristina, Doxorubicina, Mi-
soniazida, Taxol

Cloroquina, Isoniazida, Metronidazol,
Nitrofurantoina, Talidomida, Cloranfe-
nicol, Estreptomicina

Etanercept, Infliximab, Leflunomida
Didanosina, Estavudina, Zalcitabina

Dapsona, Piridinetiona

Fenitoina (difenilhidantoina)

Disulfiram

Colchicina, Oro

Litio

Principios usados como
antiparasitarios

Fuente: Medline plus; Regidor et al, 1998.

niendo en cuenta que se considera a este tipo de agen-
tes neurotdxicos como unos de los mas agresivos para
el sistema nervioso por sus propiedades lipotrdficas y
otras propiedades fisico-quimicas. En el caso del plomo,
baste senalar su influencia en la industria automotriz, en
la fabricacion de baterias, entre otros multiples usos.

Cuando se plantea una valoracion de las alteraciones del
desarrollo neuroldgico en relacion con el medio ambien-
te, se observa gue las enfermedades relacionadas con
efectos de sustancias quimicas sobre el sistema nervio-
SO presentan variaciones en funcion de la edad de la
persona expuesta al agente. Asl, los efectos observados
durante el desarrollo neuronal son diferentes cualitativa
y cuantitativamente con las exposiciones en adultos, ya
que la secuencia critica de sucesos cerebrales constitu-
ye un elemento de vulnerabilidad que se extiende desde
la etapa precoz fetal hasta la adolescencia.

Los factores ambientales y especialmente la exposicion
a sustancias quimicas neurotdxicas o que afectan al de-
sarrollo neurobioldgico, son un riesgo bien reconocido
en la mayoria de casos, pero no obstante, con un in-
suficiente estudio acerca de su mecanismo de neuro-

Piretrina, Kainato

toxicidad vy los efectos sobre desarrollo neurobioldgico.
Muchas sustancias quimicas pueden alterar el desarrollo
y funciones del sistema nervioso de manera especifica
y de forma permanente, pero solo unas pocas han sido
ampliamente investigadas en sus efectos, mecanismos
de toxicidad y su comportamiento epidemioldgico, ejem-
plo de ellas son: plomo, mercurio, algunos plaguicidas y
algunos disolventes.

De los resultados de esta revision se deriva la necesi-
dad de actuar en prevencion con implicacion tanto de
las empresas como de las Administraciones Publicas vy
Entidades afectadas.

Resulta evidente la necesidad de incrementar los aspec-
tos de investigacion en esta materia con una mayor parti-
cipacion de la Medicina del Trabajo y de la Salud Laboral
y Medioambiental como partes esenciales en cualquier
planteamiento preventivo a desarrollar y la imprescindible
colaboracion con técnicos de prevencion y sanitarios de
las especialidades médico-asistenciales implicadas.

Las actuaciones preventivas abarcan tanto el control de
los factores de riesgo, especialmente en los sectores
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Tabla V: Sustancias y efectos mas frecuentes en neurodesarrollo por toxicos
PRINCIPALES SUSTANCIAS PRINCIPALES EFECTOS

Metilmercurio ; o e
guaje, atencion y memoria

Plomo

PCBs

Etanol cién y comportamiento®
Pesticidas Trastornos del espectro autista®
Arsénico

Otros quimicos:
manganeso, fluor,
perclorato y solventes

profesionales o colectivos mas afectados, como actuan-
do entre los profesionales de la salud fomentando la in-
vestigacion basica, clinica, monitorizacion ambiental con
muestras no invasivas y epidemiolégica.

Interesa potenciar la formacion y docencia para logar la
capacitacion de profesionales en aras de una adecuada
deteccion y manejo de los problemas de salud medioam-
biental relacionada con exposicion a neurotoxicos. Esto
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Resum

Es presenta el cas clinic d'un home de 58 anys amb 'antecedent de cirrosi hepatica d’etiologia alcohdlica que presenta un quadre
confusional agut atribuible en principi a una descompensacié de la seua hepatopatia, perd en el qual quan es descarten altres
possibles causes de la seua clinica, es descobreix un nou diagnostic d’hipercalcemia per hiperparatiroidisme primari, el que de-
mostra com el clinic no ha d'acceptar d'immediat una explicacio que sembla manifesta. L'hiperparatiroidisme primari s la causa
més freqUent d’hipercalcemia en pacients ambulatoris.

Paraules clau: hipercalcemia, hiperparatiroidisme primari, cirrosi hepatica

Abstract

We present a case of a 58 year-old man with a history of alcoholic liver cirrhosis who presents an acute confuse state which is attri-
buted to a decompensation of their liver. We discover a new diagnosis of hypercalcemia due to primary hyperparathyroidism when
we are discarding other possible causes of this syndrome, which demonstrates how the clinician must not accept an explanation

that seems immediately evident. The primary hyperparathyroidism is the most common cause of hypercalcemia in outpatients.

Keywords: hypercalcemia, primary hyperparathyroidism, liver cirrhosis

Introduccio

El quadre clinic que ens ocupa es tracta d’'un episodi
confusional agut atribuible en principi a una descompen-
sacio de I'hepatopatia cronica del pacient, perd que obli-
ga a descartar-ne altres causes i evitar aixi el tancament
prematur del diagnostic.

Cas clinic

El pacient referit en aguest cas és un home de 58 anys
que consulta per un deteriorament progressiu de 'estat
general, junt amb nausees, vomits, dificultat per a la marxa
i per a la ingesta i confusio. Entre els seus antecedents
personals s'’ha de destacar una cirrosi hepatica d'etiologia
alcoholica amb mdtiples descompensacions —tant icte-
ricohidropiques com encefalopatiques— que 'han obligat
a diversos ingressos hospitalaris, aixi com hipertensio ar-
terial (HTA). Segueix tractament amb espironolactona (100
mg cada 12 h), furosemida (40 mg cada 24 h), verapamil/
trandolapril (180/2 mg cada 24 h), vitamina B1/B6/B12

(250/250/0.5 mg cada 12 h), lactitol (10 g cada 12 h) y
clometiazole (192 mg cada 24 h). En I'exploracio el pa-
cient apareix afebril, conscient i bradipsiquic. Presenta es-
tigmes cutanis d’hepatopatia cronica i lesions per gratada.
No existeix ascites valorable. Hi ha flapping i edemes amb
fovea en els membres inferiors. En les exploracions com-
plementaries es troba una lleugera anemia (hemoglobina
de 12.8 g/l) amb macrocitosi (volum corpuscular mitja de
107.9 1)) i un index de Quick del 67%. En I'analisi bioquimi-
ca de la sang apareix una urea de 118 mg/dl, un potassi
de 5.6 mEg/l, el sodi és de 133 mmal/l, la creatinina de
2.6 mg/mliels enzims hepatics, I'alaninaaminotransferasa
i laspartataminotransferasa eren de 71 U/l'y 154 U/l res-
pectivament. Destaca un calci de 16.2 mg/dl. La radio-
grafia de torax i el sediment d’orina son normals.

Per aix0, amb el diagnostic de cirrosi hepatica alcoholi-
ca, encefalopatia hepatica grau II-lIl/IV, insuficiencia renal
aguda, hiperpotassemia lleu i hipercalcemia a estudi, es
remet el pacient a 'hospital per a ingrés.

Davant la persistencia de la hipercalcemia, es confirma
amb la calcemia corregida (=15.76). Per al diagnostic
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diferencial de la hipercalcemia se sollicita una tomo-
grafia axial computada (TAC) toracoabdominopelviana,
nivells d’normona paratiroidal (PFTH en les seues sigles
en anglés, parathyroid hormone), enzim conversiu de
I'angiotensina (ECA), antigen prostatic especific (PSA en
les seues sigles en anglés, prostate-specific antigen) |
hormona estimulant del tiroide (TSH en les seues si-
gles en anglés, thyroid-stimulating hormone), aixi com
un proteinograma.

La TAC informa d'un fetge de mides augmentades, so-
bretot el lobul dret, d'aspecte inflamatori cronic amb la
superficie lleugerament lobulada i sense lesions focals.
En el pancreas es troba una petita formacio hipodensa
a la cua compatible amb un pseudoquist. Hi ha una mo-
derada esplenomegalia i no s’hi veu liquid liure. Tot aixo
descarta I'origen tumoral de la hipercalcemia. En I'analisi
sanguinia destaguen els seguents valors: acid Uric, 12
mg/dl; bilirubina total, 2.4 mg/dl; PSA, 0.22 ng/ml, que
descarta un tumor prostatic; TSH, 2.11 mU/I, que des-
carta un hipertiroidisme; proteinograma normal, que des-
carta un mieloma; albumina, 3.63 g/dl; ECA, 67 mU/ml,
que descarta una sarcoidosi; | PTH intacta de 132 pg/
ml, que ddna el diagnostic d’hiperparatiroidisme primari.

A partir d'aquest diagnostic s'inicia un tractament amb
acid zoledronic intravends (iv) per a reduir la calcemia. Es
practica una gammagrafia amb tecneci 99 metaestable-
sestamibi (“"Tc-sestamibi) en que es detecta diposit
d'activitat anormal aparentment sobre el pol inferior del
[obul tiroidal dret, tant en fase preco¢ com en fase de
rentatge (figura 1), que és compatible amb una pato-
logia paratiroidal dreta. Una vegada corregida la calce-
mia, amb el diagnostic d'hipercalcemia simptomatica per
hiperparatiroidisme primari, es deriva a Cirurgia per a la
realitzacié d'una paratiroidectomia.

Discussio

Es parla d'hipercalcemia quan les xifres de calci total son
majors de 10.5 mg/dl. La seua prevalenca es del 0.1-
1% de la poblacio, segons les series, augmenta amb
l'edat i €s més freqUent en dones (3:1), sobretot des-
prés de la menopausa. De fet, el 70% de casos nous
son dones postmenopausiques. Els mecanismes fisio-
patologics d'instauracio de la hipercalcemia son tres: a)
augment de la resorcio per osteoclasts (90%), que és el
cas de I'niperparatiroidisme primari o de la hipercalcemia
tumoral; b) augment de l'absorcio intestinal de calci, el
que s'esdevé en malalties granulomatoses o limfomes;
i c) disminuci6 de I'excrecio renal de calci, associat a
I's de ditretics. Dins de l'eticlogia de la hipercalcemia
s’hi distingeixen dos grans grups, les mitiancades per la
PTH iles no mitiangcades por aguesta (taula I). Entre les
primeres destaca I'hiperparatiroidisme primari, que és la
causa més frequent d'hipercalcemia en pacients ambu-
latoris | entre les segones, la hipercalcemia tumoral, que

és la causa més freqUent d’hipercalcemia en pacients
hospitalitzats.

El més freglent és que la hipercalcemia tinga un curs
asimptomatic, perd quan apareix clinica poden pre-
sentar-se signes i simptomes a qualsevol nivell: renals
(nefrolitiasi, nefrocalcinosi, insuficiencia renal, polidria,
nictdria amb deshidratacio), gastrointestinals (nausees,
vomits, anorexia, perdua ponderal, restrenyiment, dolor
abdominal, Ulcera peptica, pancreatitis aguda), ossis
(osteoporosi, osteltis fiorosa quistica, pseudogota, con-
drocalcinosi, artritis, artralgies), neuromusculars (cansa-
ment, dolor muscular), neuropsiquiatriques (confusio,
estupor, coma, depressio, ansietat, irtabilitat, psicosi),
cardiovasculars (HTA, interval QT curt, arftmies, calcifica-

clons valvulars) o altres (pruija, queratopatia de franges).

En el maneig diagnostic de la hipercalcemia, en primer
lloc s’ha de confirmar aquesta mitancant el calcul de la
calcemia corregida per a l'albumina serica. Es conside-
ra hipercalcemia quan els nivells superen els 10.5 mg/
dl. Fins a 12 mg/dl es considera lleu. Entre aquest valor |
14 mg/dl, moderada i és greu quan supera aquest Ultim
valor. Una vegada diagnosticada la hipercalcemia s’ha de
fer una anamnesi i un examen fisic exhaustiu a la recerca
de possibles causes, medicacions, etc. i mesurar la PTH
intacta. Aquesta la podem trobar suprimida, normal o alta.
En cas de trobar-la suprimida, s'ha de sol-licitar la protei-
na relacionada amb I'hormona paratiroidal (PTHP en les
seues sigles en anglés, parathyroid hormone related pro-
tein) a la recerca de neoplasies solides i altres marcadors
tumorals (PSA, fosfatasa alcalina a la recerca d'ostedlisi,
etc.). Sino es troben tumors, s’han de descartar altres en-
docrinopaties com I'hipertiroidisme (mitiangant la determi-
nacio de TSH), insuficiencia adrenal (mitjiangant el cortisol
plasmatic) o malalties granulomatoses (mitjangant el calci-
triol). Si s'obtenen uns nivells de PTH normals o alts, s'ha
de sol-licitar la calcilria de 24 hores. Si aquesta és baixa,
ens trobem davant una hipercalcemia hipocalcidrica fa-
miliar (HHF). Si els valors en sén normals estem davant
un hiperparatiroidisme terciari i si en son baixos, es tracta
d'un hiperparatiroidisme primari.

En el tractament de la hipercalcemia aguda s’han de
prendre, en primer lloc, una serie de mesures generals,
com retirar medicacions afavoridores si n'hi- haguera,
evitar la immobilitat, corregir-ne la causa i procedir a la
hidrataci® adequada del pacient. Després de tot aco,
es procedeix a I'administracid de furosemida iv i inhibi-
dors de la resorcio ossia, com ara bifosfonats iv (pami-
dronat, clodronat o zoledronat) i/o calcitonina de salmd
intramuscular o subcutania. Quan la hipercalcemia és
deguda a malalties granulomatoses, intoxicacions per
vitamina D o en alguns tumors, es fan servir corticoides
com a inhibidors de I'absorcio intestinal de calci. Pero
el tractament etiologic en el hiperparatiroidisme primar
és la paratiroidectomia, que és el tractament d'eleccio
en tots els pacients simptomatics (amb nefrolitiasi o ne-
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frocalcinosi, amb malaltia 0ssia radiologica, amb malaltia
neuromuscular classica, amb un episodi previ de crisi
hipercalcemica o amb hiperparatiroidisme familiar) i en
tots els pacients asimptomatics que tinguen una serie
de criteris establerts en un consens de 1990, revisat el
2002 i novament el 2008 (taula ll).

Taula I: Eticlogia de la hipercalcemia

ETIOLOGIA DE LA HIPERCALCEMIA

HIPERCALCEMIA MITJANGADA
PER HORMONA PARATIROIDAL (PTH):

-Hiperparatiroidisme primari:

Adenoma esporadic (80-85%).

Hiperplasia (15-20%).

Carcinoma (~1%).

Sindromes familiars:
- Neoplasia endocrina multiple 1.
- Neoplasia endocrina multiple 2A.
- Hiperparatiroidisme primari familiar aillat.
- Hipercalcémia hipocalcitrica familiar.

- Hiperparatiroidisme terciari: Les glandules paratiroides continuen
produint un excés de PTH, malgrat que el nivell de calci ha retornat al seu
rang normal. Ocorre com a complicacié d’un hiperparatiroidisme secun-
dari cronic en la insuficiencia renal o després d’un trasplantament renal.

HIPERCALCEMIAS NO MITJANCADES PER LA PTH:
- Tumoral:

Hipercalcemia tumoral humoral o paraneoplastica mitjangada per la
proteina relacionada amb la PTH (PTHrP), factor de creixement tumo-
ral B-1 (TGF-f1), interleucina 1 (IL-1) o per secreci6 ectopica de PTH:
Tumors solids epidermoides de pulmd, de cel-lules escamoses de cap
i coll, esofag, hipernefroma, ovari, cervix, colangiocarcinoma, VIPoma.
Hipercalcemia tumoral per osteolisi local mitiangada o no per citocines:

- Mieloma multiple.

- Limfomes.

- Cancer de mamella.

- Cancer de pulmo.

« Cancer de pancreas.
- Malalties endocrines:

Hipertiroidisme.

Insuficiéncia adrenal.

Feocromocitoma.

- Farmacs: DiUretics tiazidics, liti, teofil-lina, sobredosi de vitamina D o
dels seus metabolits, sindrome de llet i alcalins, foscarnet, tamoxifen.

- Malalties granulomatoses: Sarcoidosi, beril-liosi, granulomatosi in-
duida per parafina o silicona, malaltia de Wegener, granuloma eosinofil,
tuberculosi, candidosi, coccidioidomicosi, lepra, histoplasmosi.
- Miscel-lania:

Immobilitat prolongada per malaltia de Paget.

Rabdomidlisi.

Intoxicacié per manganes.

Taula IlI: Indicacions quirlrgiques de I'hiperparatiroidisme primari asimptomatic

INDICACIONS QUIRURGIQUES EN .
L’HIPERPARATIROIDISME PRIMARI ASIMPTOMATIC

- Edat inferior a 50 anys.
- Calci seric major d’1 mg/dL per sobre del limit superior de referencia.

- Densitat 0ssia T-score menor de -2.5 desviacions estandard en qual-
sevol lloc i/o fractura prévia per fragilitat.

- Depuracio6 de creatinina menor de 60 ml/min.
- Abséncia de garantia d’un adequat monitoratge cronic.

Figura 1: Gammagrafia amb “"Tc-sestamibi; a) fase precog; b) fase de rentatge

Conclusions

Malgrat els antecedents d'hepatopatia del pacient i trac-
tar-se d’'un quadre clinic compatible amb descompen-
sacio, va obligar a descartar altres causes de la clini-
ca. Es molt ilustratiu de com el clinic no ha d’acceptar
d'immediat una explicacid que sembla clara. La hipercal-
cemia pot produir una sindrome bigarrada que pot ser
confosa amb molts altres processos. En aquest cas, la
insuficiencia renal aguda, la anoréxia, les nausees, els
vomits, 'estat de confusio i estupor i la pruija van ser atri-
buits a la hipercalcemia simptomatica. Cal recordar que
davant qualsevol estat confusional és obligatori demanar
els nivells de calcemia. El diagnostic d’hiperparatiroidisme
primari esta basat en la determinacid de la PTH junt a
proves d'imatge (gammagrafia), alhora que es descarten
altres causes d’hipercalcemia.
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Resum

Varén de 53 afios con trasplante alogénico como tratamiento de un mieloma multiple que presenta, en el dia 54 postrasplante, fiebre,
tos y afectacion del estado general por lo que ingresa en el hospital. Presenta infiltrados pulmonares bilaterales y mala respuesta a
tratamiento empirico, por lo que ingresa en UCI con distress respiratorio, falleciendo durante el ingreso por fallo multiorganico.

Paraules clau: infiltrados pulmonares bilaterales, mieloma mdiltiple, fiebre

Abstract

53 years old male with a multiple myeloma treated with allogenic transplant comes to the emergency unit with fever, cought and
bad condition. He is admitted to the hospital. A CT shows bilateral pulmonary infiltrates and, despite empirical broad sprectrum
antibiotics, he is admitted to the ICU because of lack of response and acute respiratory distress syndrome. He suffers multiorganic
shock, dying at the ICU.

Keywords: bilateral pumonary infiltrates, multiple myeloma, fever

11 dias de tratamiento (628 copias/mL). También se
realizd radiografia de térax y TAC toracica que mostro
areas parcheadas bilaterales de condensacion pulmonar

Caso clinico

Se trata de un vardn de 53 afos diagnosticado de Mie-

loma de cadenas ligeras Lambda estadio A que fue
tratado con quimioterapia (Lena-DXM 11 ciclos) y RT
sobre plasmocitomas con buena respuesta, y posterior-
mente recibid un trasplante alogénico Nno mieloablativo
emparentado presentando, como complicaciones tras el
trasplante, un EICH (enfermedad injerto contra huésped)
grado Il hepatico y cutaneo.

El dia + 54 postrasplante presentd empeoramiento del
estado general con tos vy fiebre por lo que ingreso en el
hospital, destacando Unicamente en las pruebas comple-
mentarias una serologia para CMV positiva (17462 copias/
mL) con galactomanano negativo. Se inicid tratamiento
con ganciclovir por sospecha de infeccion respiratoria.

Presentd buena evolucion durante los dias siguientes,
con estabilidad clinica y mejoria de los sintomas que
se acompand de descenso de copias de CMV tras

asociadas con areas en vidrio deslustrado, algunas de
morfologia pseudonodular, de distribucion subpleural vy
peribroncovascular (ver imagen 1).

Imagen 1
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Imagen 2

Imagen 3

En los dias posteriores, a pesar de tratamiento con anti-
bioterapia de amplio espectro, el paciente sufrio empeo-
ramiento clinico rapidamente progresivo con aumento de
condensaciones a nivel puimonar e insuficiencia respira-
toria grave, que progreso a distress respiratorio y requirio
ingreso en UCI (ver imagenes 2y 3)

Al ingreso en UCI preciso de intubacion y conexion a
ventilacion mecanica, reposicion de volemia abundante y
soporte vasoactivo con noradrenalina a dosis elevadas.
Sufrié progresivo deterioro de la funcion renal y acidosis
metabdlica con &cido lactico elevado que requirid de te-
rapia continua de sustitucion renal.

Durante el ingreso en UCI se solicitaron cultivos, de los
que Unicamente resultd positivo un frotis faringeo para
VRS, vy se solicitaron copias de CMV que fueron 152/
mL, y galactomanano, que resultd negativo. Recibid
tratamiento con meropenem, ganciclovir, cotrimoxazol,
voriconazol y ribavirina inhalada de forma empirica. Fi-
nalmente, a pesar del tratamiento instaurado el paciente
fallecio tras 32 dias de ingreso hospitalario por shock
séptico con fracaso multiorganico refractario.

Discusion

La discusion de este caso se centra en las complicacio-
nes post-trasplante que justificarian la clinica respiratoria
dentro de los primeros 3 meses y que podrian haberse
desarrollado en nuestro paciente. Hablariamos de infec-
ciones, sindromes endoteliales vasculares, EICH v fallo
de injerto y, por ultimo, toxicidad por farmacos’.

Infecciones:
La patologia infecciosa es muy susceptible de estar
presente en pacientes con enfermedades hematolo-

gicas, principalmente en trasplantados alogénicos (in-
munodeprimidos)?.

Nuestro paciente presentd en todo momento hemoculti-
VoS negativos, por o que en principio se podrian descar-
tar las infecciones por bacterias, y permite centrarnos en
los hongos v las infecciones virales (tabla 1)°.

Tabla I: Infecciones

Bacterias Cocos gram positivos
Bacilos gram negativos
Anaerobios

Hongos Aspergillus spp
Pneumocystis jirovecii

Virus Citomegalovirus (CMV)

Virus Herpes Humano 6 (VHHG6)
Virus Respiratorio Sincitial (VRS)
Influenza

Adenovirus

Los factores de riesgo se describen en la tabla Il

Tabla IlI: Factores de riesgo

Estado de No remisién completa de la enferme-
inmunosupresion dad de base
Neutropenia
Tratamiento con glucocorticoides
(>1mg/kg/dia)
Infeccion viral concomitante
<40 anos
Disfuncion Presencia de mucositis
organica
Tipo de Alogénico
trasplante
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El diagndstico de infeccion viral tiene un amplio espec-
tro clinico, pudiendo producir una clinica de insuficiencia
respiratoria con un patrén pulmonar de infiltrado difuso
0 parcheado, y siendo un factor de riesgo en este caso
el antecedente del uso de Fludarabina como acondicio-
namiento del trasplante. Por otro lado, la ya confirmada
infeccion por CMV aumentaria la probabilidad de coin-
feccion por otro virus, siendo el mas probable el VRS,

Los factores de riesgo que aumentarian el riesgo de in-
feccion fungica en nuestro caso son los mostrados en
la tabla I1I*;

Tabla llI: Factores de riesgo para infeccion fungica

Mucositis

Tratamiento con corticoides
Neutropenia

Infeccion viral concomitante

Nuestra primera sospecha seria la infeccion por Asper-
gillus spp, ya que concordaria con la clinica presente,
siendo tipica la afectacion de senos paranasales, y pu-
diendo no ser descartada a pesar de presentar antige-
nos de galactomanano negativos (falsos negativos).

Es una infeccion con una alta mortalidad y que se confir-
marfa por positividad de las muestras recogidas mediante
fibrobroncoscopia (pendientes en el momento del exitus).

Otra posibilidad serfa la infeccion por Pneumocystis jiro-
vecii, aungue hoy en dia, debido a la profilaxis con Trimeto-
prim-sulfametoxazol, ha disminuido mucho su incidencia.

Sindromes endoteliales vasculares

Dentro de ellos, como diagndstico muy probable y con
alta mortalidad, hablar de la hemorragia alveolar®. Nos
haria pensar en ella la clinica respiratoria con el patron
radiolégico presente vy la presencia de sangrado en au-
mento en lavados broncoalveolares consecutivos. Debi-
do a gque la causa es multifactorial, las infecciones ten-
drian un valor agui. Como factores de riesgo, el mismo
trasplante alogénico 1o serfa y aunque no esta descrita
la plaguetopenia como tal, si que se ha visto que puede
ser un factor agravante.

Otras entidades menos probables, por su momento de
instauracion y clinica producida, serian los sindromes de
obstruccion sinusoidal®, de prendimiento’, de hiperper-
meabilidad capilar y de neumonia idiopatica.

EICH y fallo de injerto

El tercer grupo de patologias englobadas en nuestro
diagnostico diferencial serfa las de origen inmunoldgico,
debido a que el trasplante alogénico las hace mas proba-
bles. Una de ellas seria el EICH agudo de origen hepati-
CO, gue seria poco probable ya que suele coexistir con la

afectacion digestiva (inexistente en nuestro caso), y habi-
tualmente cursa con aumento de enzimas de colestasis.
La presencia de fiebre no nos descartaria el diagnostico.

Toxicidad por farmacos

Una posibilidad serfa la neumonitis inflamatoria, poco pro-
bable en este caso. A pesar de que puede producirse
secundariamente al tratamiento con Melfalan, suele ser
aparecer mas tardiamente vy sin aislamiento infeccioso.

Diagndstico clinico: posibilidades.

- Probable fallo multiorganico por shock séptico secun-
dario a CMV.

- Infeccion por hongo Aspergillus spp.

- Posible coinfeccion/sobreinfeccion por VRS.

- Hemorragia alveolar difusa.

Estudio anatomopatoldégico

Hombre adulto de raza caucasica que presentaba exten-
sas lesiones cutaneas de aspecto necrético hemorragico
tipo epidermolisis en cuello y pared toracica anterior. El
examen intero de la cavidad toracica mostraba un derra-
me pleural seroso bilateral masivo, pulmones con pleura
prillante, muy aumentados de peso, (2450g conjuntos),
con parénquima de aspecto congestivo (imagen 4a),
edematoso con areas hemorragicas inferiores al 20% del
volumen pulmonar v sin lesiones ocupantes de espacio.

En la cavidad abdominal no se observaba derrame y las
visceras presentaban signos congestivos agudos sin
otras particularidades. La cavidad craneal presentaba
meninges de aspecto congestivo y los cortes coronales
del cerebro mostraban una lesion sugestiva de infarto
hemorragico de 4 cm en ldbulo frontal izquierdo (imagen
4b) y un area reblandecida de aproximadamente 5 cm
a nivel parietal derecho. Asimismo se observaban areas
hemorragicas petequiales en cuerpo calloso, mesence-
falo, base del puente y sustancia blanca del cerebelo. La
médula 6sea mostraba una coloracion palida amarillenta
sin lesiones macroscopicas residuales.

Estudio histologico:

La médula 6sea era hipocelular con formas de las tres
series y sin infiltracion neoplésica residual (imagen 5).
Los pulmones estaban afectados de forma difusa por
edema, necrosis alveolar y descamacion de neumaoci-
tos, con material fibrinaceo y formacion de membranas
hialinas (imagen 6), asociadas a areas de hemorragia
que ocupaban menos del 20-25% de la superficie pul-
monar (imagen 7). Se apreciaban neumocitos aislados
con atipia citologica inespecifica de tipo citopatico sin
claras inclusiones viricas (imagen 8), correspondiendo
todo ello a un patron de dano alveolar difuso (DAD) de
etiologia multifactorial y asociado a infeccion por VRS (la
muestra pulmonar remitida para cultivo microbioldgico
mostro amplificacion gendémica del grupo del VRS).
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nar. En el cerebro las lesiones descritas se correspon-

dian a infartos hemorragicos.

Imagen 4b

El resto de érganos mostraba congestion aguda genera-
lizada secundaria a disfuncion organica por fallo pulmo-
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Imagen 4a
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DIAGNOSTICOS

- Estado post TCMH autélogo por Mieloma Mltiple
- Ausencia de infiltracion neoplasica
- Hipoplasia medular post TCMH
- DAD asociado a
- Neumonia por VRS
- Hemorragia alveolar focal asociada a infeccion
- Infartos cerebrales
- Congestion visceral generalizada
- Epidermolisis NE

En los pacientes con trasplante de células madre hema-
topoyéticas, las complicaciones pumonares aparecen
en un 30-60% de los casos y son la causa inmediata
en el 60% de las muertes. Pueden ser infecciosas © No
infecciosas, siendo éstas las mas frecuentes.
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tes alogénicos. En la fase inicial los microorganismos son
bacterias, candidas y aspergillus en neutropenias. Poste-
riormente predominan el CMV, virus respiratorios comuni-
tarios (VRS) y pneumocystis. En infecciones mas tardias
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