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Editorial:

PHARMACOGENETICS: THE WAY
TO PERSONALIZED MEDICINE

Teresa Cabaleiro and Francisco Abad-Santos
Service of Clinical Pharmcology

Hospital Universitario de la Princesa

fabad.hlpr @ salud.madrid.org

Version espafiola

Genetic variability in drug response isunquestionable. In last yearsthere
have been identified genetic variants associated with diseaserisk (diabetes,
cardiovascular diseases, asthma, neur odegener ative diseases), with drug
response (schizophrenia and olanzapine, hypertension and tiazide,
rheumatoid arthritis and anti-TNF), and with adver se effects (liver toxicity by
ximelagatran, osteonecr osis by biphosphonates, myopathy by statins, or
hepatic disease by flucloxacillin).

Patient”s phar macogentic profile may allow a priori to assess which drug
show optimal balance between its efficiency and therisk of adver se effects.
Among phar macogenetic analysis benefits, thereisa decrease in adverse
effects, a more safety drug choice, a better adherence, higher therapeutic
success probability and areduced cost for the health system. These potential
benefits have motivated the incor poration of phar macogenetic datato clinical
resear ch.

Patient analysis befor e starting ther apy to assess capacity to metabolize
different drugsisakey and emergent research area. Although having an

http://biomed.uninet.edu/2011/n2/editorial-en.html
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incipient development, there are currently testsfor molecular diagnosis by
which physicians can select drugs and dosesfor each patient. One area where
phar macogenetics has made most progressin recent year s has been studying
the process of drug metabolism, which deter minesthe activity and much of
the adver se drug reactions. I n this sense, some genetic polymor phismson
cytochrome P450 enzymes wer e associated with higher or lower risk of
disease: CYP3A4* 1B alleleincreasestherisk of lung cancer in smoker men,
homozygotesfor functional alleles of CYP2D6 have higher risk of developing
liver cancer. On the other hand, the genetic test for HLA-B*5701 allelein
patientswho are going to initiate abacavir treatment has spread, and it
eliminatesrelated hyper sensitivity cases. M oreover, the association between
thiopurine-S-methyl transfer ase genotype and thiopurine response have
allowed genotypic analysis for adjusting dose and reducing adver se effects.

I ncor por ation of personalized medicinein the structure of the health care
system can help to resolve many inefficiencies, such astrial-and-error dose
adjustment, hospitalization of patients because of severe drug adver se events,
or delayed diagnostics. The integration of phar macogenetic teststo medical
practicein the future will largely depend on the acceptance of tests by
physicians and patients. Theinformation in the patient's personal genome
will allow physiciansto develop a more dynamic and per sonalized ther apeutic
approach, based on the patient's susceptibility to different diseases and the
possible treatment response. Unravelling the increasing complexity of the
human genome and under standing how genetic variability affects peoplein
their responseto drugs remains a challenge for the coming decades.

CORRESPONDENCE:

Dr. Francisco Abad-Santos

Service of Clinical Phar macology
Hospital Universitario dela Princesa
Mail: fabad.hlpr @ salud.madrid.org
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Editorial:

FARMACOGENETICA: DE CAMINO
A LA MEDICINA PERSONALIZADA

Teresa Cabaleiro y Francisco Abad-Santos

Servicio de Farmacologia Clinica
Hospital Universitario de la Princesa

fabad.hlpr @ salud.madrid.org

English Version

Lavariabilidad genética en larespuesta a los farmacos es indiscutible. En los
altimos afos se han identificado variantes genéticas asociadas al riesgo de
enfer medades (diabetes, enfer medades car diovascular es, asma, enfermedades
neur odegener ativas), a la respuesta a far macos (esquizofrenia 'y olanzapina,
hipertensién y tiazida, artritisreumatoidey anti-TNF), y a los efectos

adver sos de los mismos (hepatotoxicidad por ximelagatrén, osteonecr osis por
bifosfonatos, miopatia por estatinas, o lesion hepatica por flucloxacilina).

El perfil farmacogenético del paciente puede permitir valorar apriori qué
medicamento muestra el equilibrio éptimo entre su nivel dee€ficaciay el

riesgo de efectos adver sos. Entre los beneficios del andlisis farmacogenético se
encuentran la disminucion dela apariciéon de reacciones adver sas, una
eleccion del farmaco mas segura, un mejor cumplimiento del tratamiento, una
mayor probabilidad de éxito terapéutico y una disminucién del coste para €l
sistema sanitario. Estos beneficios potenciales han motivado la incor poracion
de los datos far macogenéticos a la investigacion clinica.

http://biomed.uninet.edu/2011/n2/editorial-es.html
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El andlisisdelos pacientes antesdeiniciar unaterapia para determinar la
capacidad de metabolizar diferentes clases de farmacos esun area clavey
emer gente deinvestigacion. Aunquetienen un desarrollo incipiente, ya
existen pruebas para el diagnéstico molecular mediante las cuales los médicos
pueden seleccionar losfarmacosy las dosis para cada paciente de forma
individual. Uno de los campos donde mas ha progresado la far macogenética
en los Ultimos afios ha sido en e estudio de las vias de metabolizacion de los
farmacos, que determinan la actividad y gran parte de susreacciones
adversas. Por g emplo, determinados polimor fismos genéticos en el citocromo
P450 se asocian con un mayor o menor riesgo de sufrir una enfermedad: el
alelo CYP3A4* 1B eleva €l riesgo de que un hombre fumador sufra un cancer
pulmonar, los homocigotos para alelos funcionales del CYP2D6 tienen un
riesgo mas elevado de desarrollar cancer hepatico. Por otrolado, €l test
genético para HLA-B*5701 en pacientes que van ainiciar €l tratamiento con
abacavir se ha extendido, y elimina los casos de hiper sensibilidad asociada
este farmaco. Asimismo, la asociacion entre € genotipo delatiopurina S-
metiltransferasay larespuesta a tiopurinas ha permitido el analisis genotipico
parael ajuste deladosisy lareduccion dela aparicién de efectos adver sos.

Laincor poracion de la medicina personalizada en la estructura del sistema de
atencion de salud puede ayudar a resolver muchas ineficiencias, como €l
establecimiento de dosis por ensayoy error, la hospitalizaciéon de los pacientes
por reacciones graves a un medicamento, o los diagnésticos tardios. La
integracion de las pruebas far macogenéticas en la practica médica en €
futuro depender @ en gran medida de la aceptacion de las pruebas por los
meédicosy los pacientes. Lainformacion del genoma personal del paciente
permitira alos médicos desarrollar un enfoque terapéutico mas dinamicoy
per sonalizado, basado en la susceptibilidad del paciente a diferentes
enfermedadesy la posible respuesta al tratamiento. Desentrafiar |la creciente
complgidad del genoma humano y la comprension de como la variabilidad
genética en las personas influye en su respuesta a las farmacos seguira siendo
un reto para las proximas décadas.

CORRESPONDENCIA:

Francisco Abad-Santos

Servicio de Farmacologia Clinica
Hospital Universitario dela Princesa
Mail: fabad.hlpr @ salud.madrid.org
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Editorial:
FARMACOVIGILANCIA

Beatriz Cuevas Ruiz PhD.

Servicio de Hematologia y Hemoterapia.
Complejo Asistencial Universitario de Burgos.
Burgos, Espafia

bcuevas @ hgy.es

English Version

De acuerdo con la definicion establecida por la Organizacion Mundial dela
Salud (OMS) la Farmacovigilancia esla ciencia que trata de recoger, vigilar,
investigar y evaluar la informacion sobr e los efectos de |os medicamentos,
productos biolégicos, plantas medicinalesy medicinastradicionales, con €
objetivo deidentificar informacion de nuevas r eacciones adver sas, conocer su
frecuenciay prevenir los dafios en los pacientes . Para ello en 1968 se puso en
mar cha el Programa OM S de Vigilancia Far macéutica Internacional con la
idea de aglutinar los datos existentes sobre lasreacciones adversas a los
medicamentost.

Derivado de esta iniciativa las administraciones sanitarias de cada pais han
articulado una nor mativa precisa para proteger alos pacientes delos posibles
dafios de los medicamentos. El Sistema Espariol de Far macovigilancia (SEFV)
esta integrado por los Centros de Far macovigilancia de cada Comunidad
Auténoma, la Agencia Espafiola del M edicamento (AEM) y los profesionales
sanitarios, siendo e Real Decreto 711/2002, de 19 dejulio, €l queregulala
farmacovigilancia de medicamentos de uso humano?.

Un aspecto novedoso de la legislacion europea en Far macovigilanciaesla

http://biomed.uninet.edu/2011/n2/editorial2-es.html
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potenciacion de la notificacion directa de los ciudadanos de las sospechas de
reacciones adver sas que se detecten 3 ; por ello la notificacién por los
pacientesy usuarios ocupara un lugar destacado en el futuro.

En Espafia, la notificacion de una reaccion adversa serealiza atravésde la
tarjeta amarilla comunicando este hecho a laindustria farmacéutica o alos
centrosregionales de far macovigilancia, existiendo actualmente la posibilidad
delanotificacion on linet.

El interésdela comunidad cientifica por e problema generado por las
reacciones adver sas queda patente en e incremento del nimero de
publicaciones observadas en los Gltimos afios. Asi, la publicacién de sospechas
dereacciones adver sas a medicamentos en los que se incluyen fitoter apia,
medicinas alter nativas, vacunas u otros productos biolégicos y sanitarios es
importante para la vigilancia post-comer cializacién, por o que serecomienda
seguir unasdirectrices avaladas por la Sociedad Internacional de

Far macoepidemiologia (ISPE) ®y y la Sociedad I nternacional de
Farmacovigilancia (IFOP)8.

Otra faceta muy importante son las actividades o |os proyectos asociados a la
ensefianzay al aprendizaje delas habilidades por parte de estudiantes o
personal sanitario en materia de farmacovigilancia, destacando dentro de esta
dimensién formativa la existencia de cur sos pudiendo el alumno ampliar éstos

L a farmacovigilancia tiene también una vertiente investigadora en relacion al
uso de medicamentosy su impacto en la poblacién; esto lleva alos Centros de
Farmacovigilancia a participar en diferentes proyectos, tanto en estudios de
farmacoepidemiologia, estudios para estimular las notificacionesy estudios
observacionales sobre ésta y estudios coste-efectividad, cuyos resultados
quedar &n posterior mente plasmados en sesiones bibliogr éficas, ponencias a
congresosy publicaciones.

Dentro delos proyectos de investigacion, destaca por su relevancia el

" proyecto EUDRAGENE" sobrelainfluencia de los polimorfismos genéticos
en las reacciones adver sas graves a los medicamentos8; proyecto internacional
financiado por la Comision Europeay que pretende identificar genéticamente
poblaciones en riesgo de desarrollar reacciones adver sas graves a
medicamentos. Hipétesis de trabaj o novedosa que ha generado gran
expectacion entrela comunidad cientifica®.

REFERENCIAS

1.- Organizacién Mundial dela Salud. Per spectivas politicas de la
OM S sobre medicamentosL a far macovigilancia: garantia de
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Beatriz Cuevas Ruiz PhD.

Department of de Hematology and Hemotherapy.
Complejo Asistencial Universitario de Burgos.
Burgos, Espafia
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Version en espanol

I'n accor dance with the definition established by the World Health
Organization (WHO), Phar macovigilanceisthe science that collects,
monitors, investigates and evaluates the infor mation on the effects of drugs,
biological products, medicinal plants, and traditional medicines, in order to
identify new adver se reactions, to deter minetheir frequency and prevent
danger to patients. To achieve this, WHO established the International
Phar macovigilance Program in 1968 with the idea of pooling all the existing
data on adverse drug reactionst.

Arising from thisinitiative the Health Authorities of each country have
drawn up precise guidelinesto protect patients from possible damages from
drugs. The Spanish Pharmacovigilance System (SEFV) comprisesthe

Phar macovigilance Centres of each Autonomous Community, the Spanish
Medicines Agency (AEMPS) and health professionals. Royal Decree 711/2002,
of 19 July, isthe law that regulates the phar macovigilance of drugsfor human
usein SpainZ.

One new aspect of European legisation on Phar macovigilanceisthe
encour agement of direct notification by the public of suspected adverse
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reactionsthat they detect3; for thisreason, notification by patients and users
will be of great importancein thefuture.

In Spain, natification of an adver se reaction is made using a yellow card
system communicating thisfact to the pharmaceutical industry or to Regional
Phar macovigilance Centres, with the current possibility of on-line

notification?4.

Theinterest of the scientific community on the problemsarising from adver se
reactionsisobvious by theincreased number of publications observed in the
last few years. Thus, the publication of suspected adver se drug reactions,
which include those found in phytother apy, alter native medicines, vaccines or
other biological or health productsisimportant for post-marketing
surveillance. For thisreason, it isrecommended to follow the directives
supported by the International Society for Phar macoepidemiology (I SPE)?
and the International Society of Phar macovigilance (I FoP)S.

Another important facet arethe activitiesor projects associated with the
teaching and learning of skills by students or health personnel on the subject
of Pharmacovigilance, highlighting, within thistraining dimension, the
existence of cour ses enabling the student to widen these skills by studying for
aMaster's Degree’.

Phar macovigilance also has a resear ch aspect related to the use of drugs and
their impact on the population; this hasled to Phar macovigilance Centres
participating in different projects, such as phar macoepidemiological studies,
studiesto stimulate notifications, and obser vational studies on this aspect, and
cost-effectiveness studies, where the results would subsequently be
communicated in literature sessions, presentations at confer ences, and
publications.

Among the research projects, highlighted for itsrelevance, isthe
"EUDRAGENE project" on the influence of genetic polymorphismsin
serious adver se drug reactionsS; an international project funded by the
European Commission, and which attemptsto genetically identify
populations at risk of developing serious adver se drug reactions; a new

wor king hypothesisthat has generated a sense of great expectancy among the

scientific community®.
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SUMMARY

This paper describes a conceptual or ganizing scheme for managing knowledge within a health setting. In this paper we present a
framework to implement a Knowledge Management System (KM s) to manage and evaluate the resear ch activitiesin a
Cardiology Department of a Public Hospital in Spain. Thisframework was derived from areview and analysis of the knowledge
management literature and from the author”s own experience.

KEY WORDS: K nowledge management. Knowledge translation. Health resear ch. Infor mation technology systems

RESUMEN:

Este articulo describe un plan conceptual para organizar la gestion del conocimiento en un entorno sanitario. Se presenta un
mar co paraimplementar un Sistema de Gestién del Conocimiento (KM s) para organizar y evaluar las actividades de
investigacion en un Servicio de Cardiologia de un Hospital Publico en Espafia.

Este marco sehadesarrollado atravésde unarevision y analisisde la literatura sobre la gestion del conocimientoy por las
propias experiencias de los autores.
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PALABRAS CLAVE: Gestion del conocimiento. Transferencia del conocimiento. I nvestigacion sanitaria. Sistemas de tecnologia
informatica

INTRODUCTION

Thelnstitute of Heart Sciences (ICICOR) isformed by the Cardiology and Cardiac Surgery Departments of the University
Clinical Hospital in Valladolid, Spain.

Our mission isto contribute to theimprovement of the cardiovascular health within the population of Castile and L eon by
promoting excellencein our activities: clinical assistance, teaching and resear ch.

Our framework isfocused just in our resear ch activities because we under stand health resear ch as one of the elements of the
welfare processsinceit isa strategy of intervention that instead of acting directly analyses and studies those health problems
whose causes or solutions are still unknown. Health resear ch also gener ates knowledge that has the potential to improve our
citizens health and strengthen healthcar e systems and economies which should be a must in any public hospital, but unlessthis
knowledge is put into action, these benefits will not be realized.

Before we explain our proposed knowledge management framework some basic notions of knowledgein our context must be
reviewed for a better under standing of it.

Knowledge is something that comes from information processed by using data. It includes experience, values, insights, and
contextual information and helpsin evaluation and incor poration of new experiences and creation of new knowledgel. Thereare
two types of knowledge: tacit and explicit knowledge. Tacit knowledge refersto a knowledge which is only known by an
individual and that isdifficult to communicateto therest of an organization. On the other hand, knowledge that iseasy to
communicateis called explicit knowledge.

Knowledge management (KM) refersto the developing body of methods, tools, techniques and values through which
organizations can acquire, develop, measure, distribute and provide areturn on their intellectual assets?. KM isalso an
integrated, systematic approach to identify, manage, and share all of the organization'sinformation assets, including databases,
documents, policies and procedures, aswell as previously unarticulated expertise and experienceresident in individual officers3.
KM creates a new working environment where knowledge and experience can easily be shared and also enables information and
knowledge to emerge and flow to theright people at the right time so they can act more efficiently and effectively 4.

Knowledge Management Systems (KMs) are used to discover, develop, exploit, disseminate and shar e or ganizational
knowledge®. Organizational knowledge has several dimensions: individual and group knowledge, internal and external
knowledge, and tacit and explicit knowledge®.

Knowledge Management Framework (KMF) isvery important for the organizationsthat intend to implement the KM system in
their organization. It will become asthe guidelinesin order to avoid the errorsand gain other benefitsin terms of time and effort
aswell as cost involvement”.

In practice, the framework hasto provide a coherent language and a point of view that enables the various organizational actors
to seetheir activitieswithin the overall effort to develop organizational knowledge management. Thisrequiresthat the current
state and the vision of the organization can be seen together, in a way that enables the or ganization developersto bridge the gap.

Knowledgetrandation (KT) isdescribed a structured processthat resultsin scientifically resear ched evidence being used to
improve the outcomes of professional practice.

Although KT may relate to any science-based field, the term is most commonly associated with medicine and health careS.

The Balance ScoreCard (BSC) is a strategy-related performance measurement method which models an organization from
innovation and lear ning, inter nal process, customer and financial per spectives. It provides a framework that not only provides
per formance measur ements, but helps planner sidentify what should be done and measured. It also enables organizationsto
translate vision and strategy into action. KM s can assist organization in fulfilling innovation strategy. Thus, theintegration of
BSC and KM s derives from perspectives and KM s functions.

KMsneed to be measured as any other management tool and need to be monitored as any other activity in any organization to
traceits progress and result because just what can be measured can be managed. The success of KMsis not predictable and
performance can be measured only after along time period®.

A Strategy map isadiagram that is used to document the primary strategic goals being pursued by an organisation or
management team. It is an element of the documentation associated with the Balanced Scor ecar d20.
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Key Performance I ndicators (KPI) are quantifiable measurementsthat reflect the critical successfactors of an organization.
Based on beforehand agreed measures, they reveal a high-level snapshot of the organization. They vary depending on the kind of
organization they characterize; for instance a business may have a KPI asthe annual sales volume, while KPIs of a health care
facility may have to do more with patient satisfaction or the cost of the treatment11,

MATERIAL AND METHODS:

The evolution of our research activity in thelast years (table 1) arose theidea of creating a KM sto manage this activity in a
mor e effective way and also to create a knowledge culture within our institution.

ThisKMswill enable usto manage and evaluate our activitiesin different periods of time. We also want that the knowledge
created by our research activity will be applied to the clinical practicein a faster way and that this knowledge could be used
again in the future creating at the same time new knowledge. Our KM swill also allow that individual knowledge will be
transformed into or ganizational knowledge.

Research activity at ICICOR 2006 2007 2008
Projects underway 14 17 23 28
Papers published 5 12 22 19
Total annual impact factor 11,127 40,156 | 41,500 | 59.810
Scientific meeting abstracts presented 19 22 27 41
Research awards k| 4 5 8
Research staff 4 3 8 14
ICICOR s research meeatings & 6 13 24
Table1. Evclution of the research activity at the ICICOR in the last four years

In order to define our goalswe have already designed a Balance Scorecard (BSC) following these steps (Figure 1):

1. Weplanned our strategy: we defined our mission, vision, and did a SWOT analysis (Strengths, Weaknesses,
Opportunities, and Threats).

2. Wecreated a strategic map: we defined our strategic objectives and their causality relations (Figure 2)
3. Weidentified our key performance indicators (KPI) and we also set the targets for each KPI

4. We developed our initiatives: we also identified our strategic actionsto translate strategy into action.

Define the
key indicators

Create a
strategic map

Define strategic Selact the key Identify the

objectives performance strategic actions
indicators
Create causality or
relations Set indicators’
targets Translate strategy
into action

Figurel. Stepsto createa BSC at the ICICOR
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Visian:

ICICOR is values-driven organization which will be recognized for excellence in patient care through the integration of care, research and
education

Hespital and Regional Government

[ Improved health outcomes ] [ Research tranglated to practice ] [ Better use of financial resources ][ Quality education and training ]

Provide gustanding service ] [ Maximize patient safety ] Deliver timely and effective Provide appropriate level of
care clinical services

Internal
Foster clinical research Facllitate and promate the
generation of new ideas.

Davelop research P sty
opportunities aligned with

targeted areas [ Optirnize staff efficency Create a culture of

Irepvation ﬂ
1 ﬂ ﬂ- T e e o ] IS
Learning and

Facflitate skill growth and
[lﬂdlﬂhlﬂ development J

Recognize and reward
Recrult and retain a highly Build strategic awareness leaders
skilled and engaged staff

Figure 2. The strategic map at the ICICOR

All our key performanceindicator s have some common characteristics: they are objective, quantifiable, relevant, easy to
understand, reliable, replicable, and delimited in time. And can be classified in three categories:

. Research: in this category some of the parametersthat areincluded are: number of projects, number of researchers,
resear ch funds, agreementswith companies, number of original and review articles, impact factor, communicationsto
congresses, patents, etc... One of our own indicatorsincluded in this section is the economic value of impact factor.

. Teaching: in this section some of theindicatorsthat areincluded are: the number of medical residents and staff in
training, courses and seminarsgiven, etc... Asan example of own indicator, we have included the number of coursesand
congressed attended by our residents and the staff in training

. Other merits: Awardsreceived, media interviews, etc... Asan own indicator, the number of meetings done by aresearch
group during a period of timeisincluded

Indicators are independent since they measur e different concepts and they cannot be reduced to a number. To know its
evolution, indicator s have to be compared in different periods of time.

The evaluation can carry out in different ways. overall to know theresearch activity of theinstitution, or by research groupsto
know the evolution of this specific research group, or individually to know the activity of each researcher.

In ahealth resear ch context as ours, the knowledge life cycle can berepresented asin Figure 3.

http://biomed.uninet.edu/2011/n2/velasco.html
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!

ORGAMNIZATIONAL KNOWLEDGE

Figure 3. The knowledge life cycle at the |ICICOR

Our proposal of knowledge management can be viewed as consisting of several dimensions wher e changed is needed and we have
to addressall of these to get knowledge management deployed.

1. Thefirst dimension is conceptual, as we need to under stand what knowledge s, how it isused, what doesits
management consists of, and how we could improve our knowledge processes to under stand and manage knowledge in
our organization in an efficient way. We have organized a set of informational meetingsin order toinform our staff
about these concepts.

2. The second dimension is change. Before new knowledge changes knowledge structures and systems of activity within
our Service, knowledge hasto be accessed, under stood, and accepted. We have already designed a web based informatic
tool to collect data, use and evaluate knowledge and also gener ate new knowledge which is structured in different
modules:

. Personnel: This module allows storing and managing the resear ch staff CV. It also allowsthe user to identify the
right specialist for a specific task, and browse a resear cher's web-based curriculum vitae. Furthermore, it is
possible to view the research activity for a particular researcher (higher publications, hisher projects underway,
thetype and duration of higher contract, or higher dedication to the different projectsto avoid
incompatibilities).

. Projects: Thismodule enables usersto learn about the resear ch goals of our institute through its past and
current projects. A visitor to a project'sweb page can view the CVs of researchersworking on that project and
all publicationsrelated to the project aswell as other relevant information about this project (legal and financial
information, etc) .

. Publications: Thismodule provides accessto indexed references of publications (technical reports, theses,
conference papers, journal articles) authored by our resear chers, with linksto the full-text original documents
whenever possible. Publications can be sorted by a resear cher, or aresearch group, or a project or in general by
aperiod of time.

. Newshboard: This module allows accessing all relevant information about relevant topics such as calls for
proposals announcements or meetings, etc. Our tool allowsthe entry all of the information needed to be able to
manage official announcements of research aid. Later, the applicationsresear chers complete for each one of the
official announcements may be stored. When the application is submitted for an official announcement, the
resear cher may report the detailed budget for the aid being requested. When reporting the aid data, data may be
taken from the application or the aid may be entered from scratch. When entering the aid, all the financial data
for theaid granted isreported with a breakdown of the budget by items and accounting periods. Once the aid
data has been entered, it is possible to financially monitor theincome, expenses and justifications through a
gateway to the budget accounting application. Thisis part of the project module.

. Diary: Thismoduleisused for managing all information about the meetings. It can be public or private. Public
means that all researcherscan accesstoit. It containsinformation about the research meetings (calls,
documentation, minutes, etc). The private diary can be used by a research group or aresearcher to organize
his’/hers own meetings.
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. Reports: Thismodule allows to automatically obtain our annual report based on the scientific activities entered
within therest of the modules. It also allows obtaining theinformation in different periods (two-year, five-year
period, etc)

Each module has an administrative interface for data entry and a user interface that enables browsing or sear ching of contents.
Both are accessible through the Internet with security levels of controlling data access and manipulation, and a username and
password arerequired to access the modules. We also believe that our tool will help usto understand better what our internal
knowledgeis. Our external knowledge comes from the periodical review of scientific papers, meetings with resear chersfrom
other institutions, congresses, experts' visitsto our institution through our annual program " The expertsin Valladolid" and also
through our " short stays program” in which our resear chersvisit other institutionsto learn new techniques for example.

3. Thethird dimension is measurement of knowledge. First of all, our Service has defined some goals focused in the
resear ch area and by measuring our knowledge we will be able to know if we are moving towar ds these goals or if not so
we can implement corrective actions. The key performanceindicatorswill allow evaluating our activities. Our system
allows controlling the current evolution of all activities but the evaluation will be made annually. The implantation of
this system has been done at the beginning of thisyear so at the moment we have not made any evaluation yet and we
cannot say if the system isworking properly or if we need to make some changestoit.

4. Thefourth dimension istools. Knowledge can be collected in different ways and we have already identified some of
them and we should be able to identify morein the future (web-based infor matic tool, web page, annual reports, leaflets,
bulletins, work documents, meetings minutesetc...)

5. Thefifth and last dimension isformal and informal organizational structure. We will have to define new roles and
responsibilitiesfor effective knowledge management and discuss ways to implement formal, informal and
communication structuresthat improve knowledge processing. To efficiently and effectively implement aKM Strategy
and to perform the new KM processes, some new roles and responsibilitiesarerequired. These new roles and
responsibilities may be absorbed within existing roles and/or they may be created as separate roles, depending on the
scope, size and duration of the KM initiative. Some or ganizations have created dedicated roles, for example, a'Chief
Knowledge Officer' permanently, others have created therolefor afew yearsuntil KM has become embedded
throughout the organization, as part of its culture, and others have chosen not to introduce these new roles and
responsibilitiesat all. The evidence shows that the most admired and successful KM initiatives have been those where
these new focused roles and responsibilities are recognized and performed. In our institution, theroles have been created
permanently to guar antee the success of the KM.

A 'knowledge worker' isnot so much a new role, although it may be for certain organizations, but is considered to be
recognition of a new responsibility for knowledge management and new per sonal knowledge management skillsthat all
worker s are expected to develop.

The organizational structure of theresearch area at the | CICOR has been decisive to define these new roles and responsibilities.
This structure has been represented in Figure 4 and is composed by:

. TheDirector of the | CICOR who isthe main responsible for the development of the research area at the |ICICOR.

. The Research Committee which isformed by the Director, each Resear ch area Coordinator, the Tutor of the Medical
Residents, the Chief of the Cardiac Surgery Department, and the Resear ch Coordinator. [tsmain responsibilitiesareto
approve new research areas or to close down some old ones, to

. The Research Support Unit which isformed by the Research Coordinator, a Statistician, and a Resear ch Assistant. It
provides support to all researchersin all the administrative and economical issues.

. Our current research areaswhich have been previously defined by the Research Committee are formed by a
Coordinator and some member s of the I nstitute (including residents and staff in training). The Research Committee also
triesto distribute the staff in each areain a proportional way so each area has enough workingin it.

Director
RESEARCH SUPPORT UNIT Research Area Coordinators

Research Coordinator Tutor of Residents

Statistician Chief of Cardiac Surgery Department
Research Assistamt tesearch Coordinator

STEM CELL THERAPY INFECTIVE ISCHEMIC CARDIAC IMAGING
ENDOCARDITIS AND CARDIOPATHY
VALVULOPATHIES
Coordinator Coordinator Coordinator Coordinator

Members Members Members Members

Figure 4. The organizational structure of the research area at the ICICOR
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According to this organizational structure we have defined the new key roles and responsibilities as follows:

Chief Knowledge Officer: Thisrole has been adopted by our Director. Heisableto place KM within a theoretical and historical
context aswell asto critically appraise KM solutions and to manage or ganizational knowledge effectively, as a strategic asset, to
further the organizations objectives.

Knowledge Manager: Thisrole has been adopted by our Resear ch Assistant. Sheisaware of the central importance and strategic
benefits of KM and under stands the underlying principles, processes, enabling tools and technologies. Sheis ableto better
manage knowledge effectively at an organizational and team level and sheisalso responsible for harvesting knowledge, ideas
generated and to identify and critically assess the value of knowledge in the organization. Sheis awar e of how the new
communications, collaboration and information technologies effectively support the KM processes, within and between
organizations. Sheisalso able to audit existing KM processes and intellectual capital and to develop KM objectives and strategy
to support inter-organizational and international organization KM processes as well asto educate and coach management and
facilitate the change to a knowledge based organization. She keeps periodical meetings with the Director and with the Resear ch
Areas Coordinatorsin order to keep them informed about the development of these activities.

Knowledge Worker: Thisrole has been adopted by our research line coor dinators. He/she should be able to better manage
knowledge effectively at an individual and team level and to manage information, time, tasks/processes and goals as well asto
better access, filter, analyze, synthesize, accumulate, store, communicate and apply knowledge. He/she should also able to better
collaboratein a dynamic, virtual team environment and to use communication, collaboration and infor mation management
technologies effectively to navigate the information and knowledge environment

RESULTS:

It ispossible to implement a KMsin a Public Hospital environment. In our case, the KMsisfocused in our research activities but
it could had been also focused in our clinical activitiesfor a better management of our clinical resour ces.

DISCUSSION:
A knowledge management system was implemented in our Department at the beginning of thisyear.

The system and its key performance indicatorswill be evaluated at the end of thisyear for thefirst time. This evaluation should
provide uswith the information necessary to decide if the proposed indicator sto achieve our objectives should be modified or
not.

Implantation of a knowledge management system should help usto trandate the results of our research to theclinical practicein
afaster way and also to manage our activitiesin a mor e effective way.

Success of KMsisnot predictable and performance can be measured only after along time period. Our KMsis quite young so
we will need moretimeto evaluate its success but we believe that a knowledge sharing culturewill only bring benefits not just
for all researchersbut for our institution in general. Some of the benefits of implementing a knowledge management system that
we have already experienced are:

. Theorganizational goals have been reviewed and approved by all staff
. A knowledge management sharing culture has been created

. Dataisstored in a safer and mor e accessible way

. Being ableto know the current status of our activities

. Propose corrective actions

. Learn from our mistakes and own experiences

. Transform individual knowledge into or ganizational knowledge

. Conduct deeper evaluations of our activities

. Transform information into knowledge

I'n our opinion, implementing a KMsisgood for any organization as benefits can be achieved in a short period of time.
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Health Carlos |l from the Ministry of Science and I nnovation.

REFERENCES:

1.- Abdullah R, Selamat M. A Framework for Knowledge M anagement System Implementation in Collabor ative
Environment for Higher Learning I nstitution. Journal of Knowledge Management Practice, 2005;6: Mar ch.

2.- Snowden D. Liberating knowledge. In: J. Reeves. Caspian Publishing (Editor), London. 1999. pp. 6-19

http://biomed.uninet.edu/2011/n2/velasco.html



Electron J Biomed 20011;2:20. Velasco et a. ... A KNOWLEDGE MANAGEMENT SYSTEM IN A PUBLIC HOSPITAL ENVIRONMENT

3.- Jones D. Knowledge and technical communication: a conver gence of ideas and skills. 2003. Available at:
https://faculty.washington.edu/mar kh/tc400

4.- Smith R. A roadmap for knowledge management. 2001. Available at:
https://www2.gca.or g/knowledgetechnol ogies/2001/pr oceeding

5.- Nissen ME. K nowledge-based knowledge management in the reengineering domain. Decision Support System.
1999;27:47-65

6.- Al-Ghassani AM, Robinson HS, Carrillo PM, Anumba CJ. A framework for selecting knowledge management tools,
in Proceedings of the 3rd European Conference on Knowledge Management (ECKM 2002). Trinity College Dublin, 24-
25 September 2002, pp. 37-48.

7.- Duffy J. Thetools and technologies needed for knowledge management. I nfor mation Management Jour nal. 2001; 35:
64-67

8.- Landry R, Amara N, Pablos-Mendes A, Shademani R, Gold |. The knowledge-value chain: A conceptual framework
for knowledge translation in health. Bulletin of the World Health Organization. 2006;84:597-602.

9.- Bontis N, Dragonetti NC, Jacobsen K, Roos, G. The knowledge toolbox: areview of the tools available to measure and
manage intangible resour ces. European Management Journal 1999; August.

10.- Gupta S, Sharma SL, Dutta K. Using K nowledge mapping to support knowledge management in health
organizations. Available at: https://library.igcar.gov.in/readit2007/conpr 0/s2/S2_5.pdf

11.- Bose R. Knowledge management metrics. | ndustrial Management & Data Systems. 2004; 104(6):457-69.

CORRESPONDENCE:

Berta Velasco Gaton.

ICICOR. Hospital Clinico Universitario.
Avda Ramon y Cajal 3, Séptima Este.
47005 Valladolid. Spain

Mail: bvelasco @ icicor .es

Comment of thereviewer José Luis Hernandez Caceres PhD. Full Professor. Havana Medical University. Cuba.

Knowledge is being widely recognized as a value, and the need for appropriate management of thisvaluein different
organizationsis an imperative of our time. Cardiology is an area where advancesin concepts, ideas and discoveries can
positively impact upon the health of patients and communities.

This paper isaimed at the establishment of a Knowledge M anagement (KM) system in a cardiovascular research center. | find
that thisisavalid goal, and success of thisresearch team can be a basisfor similar initiatives by other groups.

Comment of thereviewer Maria Jesis Coma MD. PhD. Resear ch Unit. Complejo Asistencial Universitario de Burgos, Espafia.

A task for all health professionalsto promote and support Scientific Research. We must put the best intellectual resour ces of
Health professionalsto serve the patient, especially by physicians.

Therealization of a good program for Research raisesthe challenge of integrating the objectives and strategiesin the short,
medium and long term of each clinical unit. Thelink with Clinical Research institutionsto develop joint projectsis always
advisable. Good management requires resour ces to disseminate the results of resear ch in the broader context aspossible,
preferably by scientific publications.

Thispaper of Velasco et al. isa good example of the performance of a planning of research activitiesin the Clinical setting.

Received: December 13, 2010. Received reviewed September 20, 2011
Published September 25, 2011

http://biomed.uninet.edu/2011/n2/velasco.html


https://faculty.washington.edu/markh/tc400
https://www2.gca.org/knowledgetechnologies/2001/proceeding
https://library.igcar.gov.in/readit2007/conpro/s2/S2_5.pdf
mailto:bvelasco @ icicor.es

Electron J Biomed 2011;2:21. Furonesy col. REACCIONES ADVERSAS POR MEDICAMENTOS EN EMBARAZADAS

I@[ﬁ gFleviEta‘- ElectronicajdelBiomedicin

GO Home REACCIONES ADVERSAS POR MEDICAMENTOS EN
Indice del EMBARAZADAS, REPORTADAS AL SISTEMA DE
FARMACOVIGILANCIA DE CUBA

EN LOS ANOS 2003 - 2007.

Comité Editorial
Editorial Board
Juan Antonio Furones Mourellel, Lisbet Lopez Verde?,

ggg:ﬁgenﬁﬁm Giset Jiménez Lopez3, Jenny Avila Pérez4.
Committee
1Escuela nacional de Salud Publica de Cuba.
Normas para los 2Instituto de Ciencias Basicas y Preclinicas "Victoria de Giron".
?ﬁ;ﬁﬁionm SUnidad Coordinadora Nacional de Farmacovigilancia (UCNFv).
Authors Departamento de Farmacoepidemiologia. Direccion de Medicamentos. MINSAP
4 Facultad de Ciencias Médicas "Manuel Fajardo".
Der echos de autor Instituto Nacional de Oncologiay Radiobiologia.

Copyright

La Habana. Cuba
Contacto/Contact:
[

furones @ infomed.sld.cu

Rev Electron Biomed / Electron J Biomed 2011;2:21-29.

Comentario del revisor Blanca de la Nogal Fernandez. Hospital del Bierzo. Ponferrada. L edn. Espafia

Comentario del revisor Martin de Frutos Herranz. Profesor dela Escuela Universitaria de Enfermeria dela Universidad de
Burgos. Burgos, Espaia.

RESUMEN:

Serealizé un estudio observacional, descriptivo, transversal, que por la fuente deinformacion esretr ospectivo, para caracterizar
las sospechas de reacciones adver sas a medicamentos (RAM) en embar azadas, notificadas a la Unidad Coordinadora Nacional
de Farmacovigilancia (UCNFV) en los afios 2003 al 2007, basado en € método de notificacion espontanea de sospecha de RAM.
Fueron seleccionados la totalidad de losreportes en el periodo de estudio. Seidentificaron los medicamentos que con mayor
frecuencia provocaron RAM y se clasificaron de acuerdo a las categor fas de riesgo en el embarazo. Las RAM fueron clasificadas
también seglin severidad, causalidad y frecuencia. Se determinaron las RAM evitablesy las causas de evitabilidad.

L os farmacos que con mayor frecuencia ocasionaron RAM fueron en primer lugar lastabletas de una combinacion a dosisfija
de fumarato ferroso, &cido félico, acido ascérbicoy retinol, conocida como Prenatal®, querepresento el 27.7% delasRAM y
que no tiene establecido la categor ia de riesgo en el embarazo, le siguieron el fumarato ferroso (6.9% )(categoria A),
metronidazol (5.9%) (categoria B) y lidocaina hiperbarica (4.8%) (categoria B). En cuanto a severidad predominaron lasRAM
leves (65.9%), en la causalidad las probables (63.8%) y en la frecuencia de aparicion, las frecuentes (66%). Las RAM evitables
constituyeron un 8.3% y las causas principales de evitabilidad fueron lasindicacionesy las dosisinadecuadas. Entre los
medicamentos que mas causar on efectos indeseables estan los que no tienen clasificacion deriesgo en el embar azo.

Las RAM en embar azadas se comportaron en cuanto a severidad y causalidad, de forma similar alasdescritas en la poblacién
general de Cuba durante el periodo de estudio, no asi para la frecuencia de aparicion, ya que en €l periodo de estudio a medida
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gue pasaron los afos, disminuy6 el nimero dereportes de RAM de baja frecuencia de aparicién en las embar azadas (de 39.2%
en el 2003 a29.6% en el 2007) y aumento en la poblacion general de Cuba (de 11.3% en el 2003 a 35.9% en el 2007). Una
peguefia proporcion de RAM fueron evitables, pero con grandes dafios para la salud, ya que 2 ocasionar on muertes.

PALABRAS CLAVE: Embarazadas. Farmacovigilancia. Reaccion adver sa por medicamento.

SUMMARY:: Our observational, descriptive, transversal and retrospective study was made to distinguish the suspicion of drugs
adver se effects (DAE) during pregnancy that wer e notified to the National Coordinator Pharmacovigilance Unit. The study
comprised since 2003 to 2007. It was based in the spontaneous natification method of suspicion of DAE. The completereports of
the choiced period of time were selected. The investigator sidentified the drugs more proclive to produce DAE. They were
classified according to their pregnancy risk. The DAE wer e classified pursuant to severity, causality and frequency. It was also
determined evitable DAE and avoidance’s causes.

Drugsthat provoke DAE more frequently were Prenatal® (a combination of fixed doses of ferrous fumarate, folic acid, ascorbic
acid and retinol) (27, 7%) (No pregnancy risk categorized), ferrousfumarate (6, 9%) (A category), metronidazol (5, 9%) (B
category) and hyperbaric lidocaine (4.8%). Mild (65.9%), probable (63.8%) and freguently (66% ) wer e the predominant DAE.
The avoidable DAE constituted an 8, 3% and the main avoidance causes wer e unsuitable doses and indications. Drugs without
pregnancy risk category werethe drugsthat provoked more DAE.

The severity and the causality were similar to those described in the general population of Cubain the study’s period of time,
except the frequency of the occurrence because low frequency DAE reports diminished in the progress of the years (from 39.2%
in 2003 to 29.6% in 2007) although in the Cuban general population low frequency DAE reportsincreased (from 11.3% in 2003
t0 35.9% in 2007). A small proportion of DAE wer e avoidable but they caused serious health damagesto health, provoking two
deaths.

KEYWORDS: Pregnant. Pharmacovigilance. Drug adver se effect.

INTRODUCCION

En Cuba desde €l afio 1977 se estan reportando efectos indeseables por medicamentosy desde 1994 se notifican al Sistema de
Farmacovigilancia I nternacional dela Organizacion Mundial de Salud. En 1996, esta actividad cobré un nuevo impulso con la
creacion delared nacional de Farmacoepidemiologia y la Unidad Coordinadora Nacional de Far macovigilancia (UCNFv)1-6,
gue hallevado a que sereporten por |os profesionales sanitarios cubanos mas de 28 000 notificaciones en €l afio 2000y que en €l
afio 2007 ocupara €l lugar 13 a nivel mundial en la tasa dereporte de efectosindeseables por habitante’.

Cuando se obtiene la apr obacién de comer cializacion de un farmaco, no significa que su administracién esté exenta de riesgos
por varios motivos. Esto tiene masimportancia en las poblaciones especiales como las gestantes, los nifios, los ancianos, pacientes
con insuficiencia renal o hepética, que se excluyen delos ensayos clinicos, donde se verifica la eficacia y seguridad delos
medicamentos. Por ello los efectos indeseables que se detectan en estas poblaciones de alta vulner abilidad, tienen una mar cada
importancia clinicay salubrista. Sin embargo, no siempre se reportan todos los efectos indeseables que se producen en la
practica clinica habitual y no se car acterizan oportunamente |los que se detectans,

L as embarazadas son una subpoblacion de gran inter és para la Far macovigilancia por que los medicamentos administrados a la
madre pueden causar reacciones adversasen ellay en el nifio. A pesar de esto, no siempr e se cuenta con la infor macién mas
actualizada sobre €l riesgo de los farmacos en las embar azadas por falta de andlisis de los datos disponibles.

El Sistema de Far macovigilancia Cubano no esta exento de laincidencia de reacciones adver sas por medicamentos (RAM) en
embarazadasy no cuenta con una descripcion de las mismas desde su creacién, por tanto se desconocen los medicamentos que
las causan, €l riesgo que estos representan para el feto, entre otr os aspectos. Conscientes de esta necesidad, se decidié hacer un
trabajo enmarcado dentro del campo de la far macovigilancia, que aportara informacion al respecto, con €l objetivo de describir
las sospechas de RAM en embar azadas, notificadas a la Unidad Coor dinadora Nacional de Far macovigilancia (UCNFv) de Cuba
en los afios 2003 al 2007.

MATERIAL Y METODOS

Serealizé un estudio observacional, descriptivo, transversal, que por la fuente deinformacion esretrospectivo y dentro del
campo de la farmacovigilancia se corresponde con una serie de casos; para caracterizar las sospechas de RAM en embar azadas
quefueron notificadas a la UCNFv en los afios 2003 al 2007, basado en el método de notificacion espontanea de sospecha de
RAM. Se selecciond latotalidad de losreportes de RAM por embarazada, por lo que trabajamos con el universo del periodo de
estudio.
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Utilizando la terminologia establecida por la Organizacion Mundial de la Salud®, seidentificaron las reacciones adver sas, asi
como los principales farmacos que las causar on, esto Gltimo, teniendo en cuenta la clasificacién que aparece en € Formulario
Nacional de M edicamentos de Cuba (FNM de Cuba)10.Estos far macos también fuer on analizados teniendo en cuenta la categor ia
deriesgo en el embarazo, establecida por la Food and Drug Administration (FDA)S.

Deacuerdo ala gravedad, lasreacciones adver sas se agr upar on en leves, moder adas, gravesy mortales. Este g e de clasificacion
analiza la necesidad de hospitalizacién o no, si la reaccion o efecto indeseable requirié cambio de terapia o antidototer apia, si
puso en peligro lavida, y/o si contribuy6 directa o indirectamente ala muerte del paciente®.

Sedetermind la frecuencia de aparicion dela RAM segiin € FNM de Cubal®y el British National For mulary11-12,

Al aplicar € algoritmo de Karch y Lasagna las RA, se agruparon en definitivas, probables, posibles, condicionalesy no
relacionadas. Este algoritmo de causalidad tiene en cuenta si existe 0 no una secuencia temporal plausibleentrela
administracion del medicamentoy la aparicién de la supuesta reaccién adver sa, causas alter nativas (otr os far macos, enfermedad
de base) que pudieran explicar lareaccion, s esunareaccion conocida o no, respuesta al suspender el farmacoy s hubo
reaparicion delos sintomastrasla reexposicion al mismo®.

Por Gltimo se clasificaron en evitablesy no evitables, de acuerdo al cuestionario de Schumock GT, Thornton JP13, En este
sentido se consider 6 que fue posible evitar la aparicion dela RA cuando la prescripcion (indicacién, dosisy pauta ter apéutica)
fueincorrecta segiin € Formulario Nacional de M edicamentoslO, en caso de automedicacion, y/o cuando la accion far macol 6gica
del medicamento podia explicar lareaccion.

Andlisis Estadistico.

Se aplicaron técnicas de estadistica descriptiva para cada variable. L os principalesresultados se presentaron en tablasy gréaficos
dedistribucion de frecuenciasy de clasificacion cruzada, para facilitar una mejor comprension de los mismos. Las medidas de
resumen utilizadas fueron la frecuenciarelativay la frecuencia absoluta.

RESULTADOSY DISCUSION

Gréfico 1. Farmacos con mayor frecuencia de reacciones adver sas en embar azadas.
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En el gréfico 1 se observaladistribucién de los farmacos con mayor nimer o de reportes de sospechas de r eacciones adver sas por
medicamentos (RAM). Entrelos 10 farmacos mas notificados se encontr6 en primer lugar €l Prenatal© -combinacién a dosisfija
defumarato ferroso, acido félico, acido ascorbico y retinol- con 137 (27.7%) seguido por €l fumarato ferroso con 34 (6.9%), el
metronidazol con 29 (5.9%), la lidocaina hiperbarica con 24 (4.8%), la betametasona con 21 (4.2%), metildopa con 20 (4.0%),
penicilina cristalina con 18 (3.6%), nifedipina con 16 (3.2%), glébulos o concetrados de hematies con 15 (3.0%) y nitrofurantoina
con 13 (2.6%).

Estos resultados se corresponden con los encontrados en un estudio de farmacovigilancia realizado en Pakistan en el afio 200814,
Consideramos que los resultados hallados estan en correspondencia con los cambios fisiolégicos que ocurren en e embarazo, en
el gue existe un aumento de la demanda de suplementos vitaminer ales para el feto en formacién, por lo queseleindican ala
embar azada y ademéas aumenta la predisposicion de padecer infecciones genitourinarias, lo que lleva al aumento en la
prescripcién de antimicr obianos como el metronidazol y la nitrofur antoina.
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Tabla 1- FArmacos por categoria de riesgo en el embarazo.

Categoria de Riesgo

B 173 | 34.9
Sin categoria 172 | 34.7
C 94 | 19.0
A 39 | 79
X 8 1.6

Categoria varia segun trimestre | 5 | 1.0

D 4 | 08

TOTAL 495 | 100

Fuente: Base de Datos Macional de Farmacovigilancia de Cuba
***sigte de ellos estan contraindicados en el embarazo.
****C en primer trimestre y D en tercer trimestre.

En latabla 1 mostramos el nimer o de fa&r macos causantes de RAM segun las categor ias de riesgo en el embarazo establecidas
por laFood and Drog Administration (FDA). Tenemos que los far macos corr espondientes a la categor ia B fueron los que mayor
ndmero de RAM ocasionaron con 173 notificaciones para un 34.9%, entre ellos se pueden citar el metronidazol, la lidocaina
hiperbérica, penicilina cristalina, nitrofurantoinay otros.

Lesiguieron losfarmacos sin categoria, con 172 reportes para un 34.7% entre los que encontramos lastabletas de Prenatal® -
combinacion a dosisfija de fumarato ferroso, &cido félico, &cido ascorbicoy retinol- , los glébulos o concentrado de hematiesy
otrosque a pesar de no estar clasificados entre las categor ias de riesgo en el embar azo estan contraindicados, como €
Espasmoforte® (compuesto por metamizol y camilofilina), el Dextran 40® y algunos anticonceptivos hormonales como el
Triquilar® o Trienor® -que esta formado por levonorgestrel y etinilestradiol- y el Noristerat® (enantato de nor etisterona).

A continuacion la categorfa C con 94 para un 19.0%, aqui se encontraron la betametasona, metildopa, nifedipino. Luego la
categoria A con 39 paraun 7.9%, entrelos que se destacé el fumarato ferroso. En la categoria X seencontraron 8 paraun 1.6%,
aqui los farmacos que ocasionaron las RAM fueron la oxitocinay el metotrexate, este Gltimo indicado en 3 casos de embar azo
molar. Encontramos 5 reportes (1.0%) de RAM correspondientes a la dipirona (metamizol sodico), cuya categor ia varia segin €l
trimestre de la gestacién, consider andose categor ia C cuando se administra en e primer trimestrey en la D cuando se
administra en el tercer trimestre. Por Ultimo la categoria D con 4 para un 0.8%, donde sereport6 el acido acetilsalicilico.

Al comparar estosresultados con un estudio de farmacovigilancia realizado en Addis Ababa, Etiopial®, publicado en enero de
2009, encontramos que nuestrosresultados difieren, ya que su mayor frecuencia de exposicion fue a los farmacos pertenecientes
alacategoriaderiesgo A, siguiendolaB, C, D y por dltimo la X, orden que no se cumplié en el nuestro.

Si tenemos en cuenta que €l Prenatal® no tiene clasificacion deriesgo en el Formulario Nacional de M edicamentos (FMN) de
Cubay que esta constituido por retinol 2000 U, fumarato ferroso 100 mg, acido félico 0.25 mg y acido ascor bico 150 mg, a dosis
fijas; losresultados obtenidos se verian afectados, ya que en e compuesto hay tres farmacos que pertenecen a la categoria de
riesgo A (retinol, dosismenor de 2500 Ul, fumarato ferroso y acido félico, dosis menor de 0.8 mg) y uno ala C (acido ascér bico).

Con este punto de vista seincrementaria el nimer o de medicamentos causantes de RAM correspondientes a las categoriasA 'y C.
Es por esto que recomendamos establecer por un grupo de expertos la categoria deriesgo en el embarazo del Prenatal® y que se
reflejeen e FNM de Cuba, ya que al no estar clasificado aumenta lainseguridad de su uso.
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Tabla 2. Reacciones adversas segun severidad en embarazadas

REACCIONES ADVERSAS SEGUN
SEVERIDAD

MODERADA MORTAL

N |9 N°© % o | N° 9%
2003 106 | 69.3 |43 281 |4 |26 |0 |O 153 | 100

2004 66 | 588 |46 404 (1 (09 |1 0.9 114|100
2005 75 | 685 |34 306 |1 |09 (1 0.9 | 111|100
2006 47 | 746 |14 222 (2 |32 |0 |O 63 | 100
2007 32 |593 |22 407 |0 |0 0o |0 54 | 100
TOTAL | 326 659 (159 (321 |8 |16 |2 |0.4 495|100

Fuente: Base de Datos Nacional de Farmacovigilancia de Cuba

En latabla 2 se puede apreciar la distribucion de las sospechas de RAM segln el grado de severidad. Hubo un predominio delas
reacciones adver sas leves que fueron 326 para un 65.9%, seguido de las moder adas con 159 para un 32.1%, luego las graves con
8paraun 1.6% y por altimo las mortales que fueron 2 para un 0.4%. Estos resultados se corresponden con los obtenidos en los
informes anuales de la UCNFv en los afios 200316, 200517, 200618y 200719 en los que predominaron las reacciones adver sas leves
sobre las moder adas, gravesy mortales. No encontramos estudios que abor daran las RAM segln este g e de clasificacion en
embarazadas.

Si tenemos en cuenta que los sistemas de farmacovigilancia estan disefiados para captar las RAM mortales, gravesy moder adas,
gue son las que gener almente no apar ecen en los ensayos clinicos controlados previos a la comer cializacion de los farmacos, en
los que por cuestiones éticas las embar azadas no son incluidas; entonces consider amos pertinente que debe mejorarsela calidad
en las notificaciones para detectar estostipos de RAM, mediante difer entes inter venciones como la educativay gerencial.

Tabla 3. Reacciones adversas segun frecuencia de aparicion en embarazadas.
REACCIONES ADVERSAS SEGUN

FRECUENCIA DE APARICION

FRECUENTE | OCASIONAL DESF:'J??ITA

N° Yo N° % N°| % N° %
2003 93 60.8 | 51 333 |9 | 59 0 0 153 | 100
2004 80 70.2 | 16 140 |18|158| O 0 114 | 100
2005 69 622 | 11 99 |27|243| 4 36 (111100
2006 47 74.6 6 9.5 4 | 6.3 6 9.5 63 | 100
2007 38 70.4 8 148 | 5| 93 3 586 54 | 100
TOTAL | 327 | 66.0 | 92 | 186 |63 |127| 13 26 |495 100

Fuente: Base de Datos Macional de Farmacovigilancia de Cuba.

En latabla 3 se muestran las RAM en cuanto a la frecuencia de aparicion. L as reacciones adver sas que predominaron en los
reportes de sospecha de RAM fueron las frecuentes con 93 en el afio 2003, 80 en el 2004, 69 en el 2005, 47 en el 2006y 38 en €l
2007. Al analizar €l total de RAM de baja frecuencia de aparicién por afio tenemos que fueron 60 en el afio 2003, 34 en el 2004,
42 en el 2005, 16 en € 2006 y 16 en el 2007. Es decir, que disminuyeron con € transcurso de los afios. Mereceresaltar 13 RAM no
descritasen el FNM de Cuba en esta poblacion especial.

Al comparar estosresultados con los reportados en losinfor mes anuales de la UCNFv16-20, correspondientes al periodo de
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estudio, obtuvimos que no fueron similares en cuanto a reportesde RAM de baja frecuencia, ya que en la poblacién general, el
ndmer o de reportes de baja frecuencia de aparicién fue aumentando (de 1428 en el afio 2003 a 2953 en €l afio 2007), lo que habla
afavor deun incremento en la calidad del sistema de farmacovigilancia, no ocurriendo asi en losreferentes a las embar azadas.
Consideramos que debe mejorarsela calidad de losreportes en esta poblacién especial, para ello se necesita una buena
formacién delos médicosy enfer mer as ginecobstetr as, de los especialistas en Medicina General Integral (MGI) y detodo el
personal de salud relacionado con las embar azadas, en los temas de far macoepidemiologia y farmacovigilancia.

Tabla 4. Reacciones adversas segun causalidad en embarazadas.

REACCIONES ADVERSAS SEGUN

CAUSALIDAD
JYNOX] DEFINITIVA | PROBABLE | POSIBLE | CONDICIONAL
% N° % N° | % %
2003 5 33 139|908 | 8 | 52 1 0.7 153 | 100
2004 4 3.5 | 52 | 456 | 55 | 48.2 3 26 114 | 100
2005 6 54 | 66 | 59.5 | 33 | 29.7 6 54 111 | 100
2006 2 32 | 29 | 460 | 27 | 429 5 79 63 | 100
2007 3 56 | 30 | 556 | 18 | 333 3 56 54 | 100
TOTAL | 20 40 | 316 | 63.8 | 141 | 285| 18 3.6 495|100

Fuente: Base de Datos Nacional de Farmacovigilancia de Cuba.

Al analizar en latabla 4 ladistribucion delas RAM seglin causalidad, obser vamos que predominaron las r eacciones adver sas
probables con 316 reportes para un 63.8%, luego las posibles con 141 (28.5% ), después las definitivas con 20 (4.0%) y por altimo
las condicionales con 18 (3.6% ). No se encontr 6 r eacciones adver sas no relacionadas. En losinfor mes anuales de la UCNFv,
correspondientes a los afios en estudiol6-20, también predominaron las reacciones adver sas probablesy posibles.

Estos resultados son alentador es, ya que son indicador es de una buena calidad en los reportes, asi como que haya pocas
notificaciones condicionalesy que no existan lasno relacionadas. Hay queresaltar como positivo, que las definitivas ocupen los
Gltimos lugar es, pues tienen como limitante la reexposicion del paciente al efecto adver so provocado por el farmaco, lo que
ocurreinfrecuentemente y eticamente no es correcto

Tabla 5. Evitabilidad de las RAM en embarazadas.
RAM RAM no
Evitables evitables Total

N° | % % %
2003 14 | 92 | 139 |90.8 | 153 | 100
2004 | 12 | 105 102 | 895 | 114 | 100
2005 7 6.3 104 [93.7 | 111 | 100

2006 5 79 58 | 92.1 63 | 100

2007 3 5.6 51 1944 | 54 | 100
TOTAL | 41 83 | 454 |91.7 | 495 | 100

Fuente: Base de Datos Nacional de Farmacovigilancia de Cuba.

Con respecto ala clasificacion segiin la evitabilidad o no delas RAM se encontr 6 que solo 41 de ellas se evaluar on como evitables
paraun 8.3% y las 454 restantes fueron no evitables para un 91.7% (tabla 5). No obstante, entre las evitables 2 fueron mortales.
Unaocurrida en octubre del 2005 por la automedicacion de 1 tableta (500 mg) de par acetamol por cefalea en una paciente de 18
afios, con 27,4 semanas de gestacion, sin antecedentes de enfermedad, que ocasion6 incontinencia urinaria como reaccion
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principal y ademés vomitos.

Estareaccion no se encuentra descritaen laliteraturay a pesar de que selerealiz6 autopsia a la paciente no se encontré otra
explicacion alamuerte, por lo que se clasificd como condicional de acuerdo a la causalidad. En este caso la causa de evitabilidad
fue la automedicacion de acuer do al algoritmo de Schumock y Thornton.

Laotraocurrié en marzo del 2004 por la administracion de 1 frasco (500 mL) de Dextran 40® (10%) paratratar hipotension,
ademas de 1 ampolla(10 mg=2 mL) de diazepam, ocasionando shock anafiléactico quellevé a un paro cardiorrespiratorio como
reaccion principal. En este caso la causa de evitabilidad fue indicacion inadecuada, ya que el Dextran-40 esta contraindicado en
el embarazo.

L as causas de evitabilidad se muestran en la tabla 6. Por indicacion inadecuada resultaron 26 reportes para un 63.4%, por dosis
inadecuada 13 (31.7%), por dosis, intervalo y duracion inadecuados 1 (2.4%), y por automedicacion 1 (2.4%).

Tabla 6. Causas de evitabilidad de las RAM en embarazadas.

Causas N° %
Indicacion inadecuada 26| 634
Dosis inadecuada 19| 31.F

Dosis, intervalo y duracién inadecuados | 1 | 2.4

Automedicacion 11| 2.4
Total de RAM Evitables 41| 100

Fuente: Base de Datos Nacional de Farmacovigilancia de Cuba

Al comparar estosresultados con un estudio nacional?l, los resultados no coincidieron. No hemaos encontr ado trabajos que
aborden €l andlisisde la evitabilidad delasRAM en embar azadas.

L os datos obtenidos ponen de manifiesto como la prescripcion inadecuada puede causar dafios a la salud tan graves como la
muerte del paciente, o que puede evitar se con €l perfeccionamiento de nuestro personal sanitario, exigiendo y brindando
herramientas para su preparacion, asi como insistiendo en la no automedicacion.

CONCLUSIONES L os medicamentos que con mayor frecuencia sereportaron causantes de reaccion adver sa fueron Prenatal® -
combinacion a dosis fija de fumar ato ferroso, acido félico, acido ascorbico y retinol-, fumarato ferroso, metronidazol y lidocaina
hiperbérica.

Detodos ellos los de mayor nimer o de reportes de sospechas de RAM no tienen clasificacion de riesgo en €l embarazo, lo que
incrementa la inseguridad de su uso.

LasRAM en embarazadas se comportaron en cuanto a severidad y causalidad de forma similar a como se describieron en la
poblacién general de Cuba, no siendo asi respecto a la frecuencia.

Una pequefia propor cion de RAM fue evitable pero con grandes dafios para la salud, ya que 2 ocasionaron muertes, siendo las
principales causas de evitabilidad las indicacionesy dosis inadecuadas.

RECOMENDACIONES Debe establecerse por un grupo de expertos la categoria de riesgo en € embarazo del medicamento
Prenatal® - combinacion a dosisfija de fumarato ferroso, acido félico, acido ascérbico y retinol- por ser el de mayor numero de
reportes, y que sereflejeen e FNM de Cuba.

Consideramos que ser ia oportuno disefiar y aplicar unaintervencion formativa-infor mativa sobre far macovigilanciay el uso
adecuado de los medicamentos en esta poblacion con car acter isticas especiales, asi como que seria muy Util desarrollar estudios
gueidentifiquen sefiales de alerta de RAM en embar azadas, aplicando métodos de avanzada (Reporting Odd Ratio, Proportional
Reporting Ratio).
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Desde |os efectos devastador es de la talidomida en los Gltimos afios de la década de los 50 y principios de los 60, se puso derelieve
la sumaimportancia de la Farmacovigilancia asi como del uso de medicamentos en el periodo del embarazoy la lactancia. Entre
los medicamentos pertenecientes a la categoria X dela FDA se encuentran: Misoprostol, todos losinhibidoresdelaHM G CoA
reductasa (lovastatina, fluvastatina, pravastatina, simvastatina, ator vastatina), isotr etionina, anticonceptivos hormonales,

metotr exato, medr oxiprogester ona, leuprorelina, goser elina, algunas benzodiazepinas como triazolam, flurazepam, nicotina en
chicles, efavirenz, ribavirina.

Antibidticos consider ados categoria D son: Voriconazol, Quinina, Doxiciclina, Clortetraciclina, Estreptomicina, Kanamicina,
metronidazol en el primer trimestre de embarazo. Entre los medicamentos consider ados segur 0s se encuentran: paracetamol,
labetalol, metildopa, lidocaina, penicilinas, macrolidos, heparinas, Cariban®© (doxilaminay piridoxina), zidovudina, insulina

Paraterminar recalcar la necesidad y la obligacion por parte del personal sanitario de la notificacion de sospechas de reacciones
adver sas asociadas a medicamentos al sistema de Farmacovigilancia del pais donde setrabaja, como €l articulo que presentamos
guedescribela situacion en Cuba, para valorar la verdadera frecuencia con la que ocurren estas reacciones (sobretodo en
poblaciones especiales como nifios, ancianos, mujer es embar azadas o en periodo de lactancia...), investigar las posibles causasy
buscar soluciones.

Bibliografia recomendada disponible en I nternet:

Pérez-Landeiro A, Allende-Bandrés MA y col. Teratogénesis: clasificaciones. Farm Hosp 2002; 26(3): 171-177.
Gesida. (Grupo de estudio del Sida).

Vallano A, Arnau JM. Antimicrobianosy embarazo. Enferm. Infecc Microbiolo Clin 2009; 27(9): 536-542.
Sociedad espafiola de farmacia hospitalaria. Dispone de un buscador en la parte superior derecha dela pagina web
Fichas técnicas de medicamentos comer cializados en Espafia:

Fisterra: directorio de guias clinicas en espafiol (medicina basada en la evidencia); seleccién de Ginecologia

Portal del servicio navarro desalud.

Sistema espariol de farmacovigilancia

Comentario del revisor Prof. Martin de Frutos Herranz. Profesor dela Escuela Universitaria de Enfermeria de la Universidad
de Burgos. Espafia

Laaprobacion parala comercializacion de un producto farmacéutico se basa en los ensayos clinicos en los que se comprueba su
eficaciay seguridad. Una vez dispuesto par la venta, es necesaria la informacion procedente de su empleo en las condiciones de la
practica clinica habitual, con especial atencién a los efectos indeseables que se puedan presentar.

El registro de estos acontecimientos es una herramienta eficaz para promover la educacion sanitaria tanto de los profesionales,
como de los pacientes, para minimizar aquellos. Especial caso es €l estudio de lasreacciones adver sas durante el embar azo, tanto
por la carga emocional que pueden suponer estos episodios, como por la posible trascendenciay repercusion sobre el feto.

El conocimiento de los datos que los autor es publican, deben servir paramejorar los procesos de educacién sanitaria, controlar
los riesgos de automedicacion y ajustar lasindicaciones precisas de los farmacos.

Recibido, 2 de mayo de 2011. Recibido revisado, 22 de agosto de 2011
Publicado, 30 de agosto de 2011
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SUMMARY

Objective: Theaim of this study wasto examine the ultrastructure of the mitochondria in trophablast cells of pregnant women
with preeclampsia and to relate it with apoptotic events.

Material and methods: Placentas at term wer e obtained immediately after cesarean delivery. Threebiopsies per placenta were
taken from the maternal basal surfacein the delivery room. Specimens from peripheral ramifications of the villoustree
(especially immatur einter mediate and terminal villi) were processed through conventional procedures of transmission electron
microscopy and opportunely compared with controls obtained from normal placentas.

Results: Ultrastructural degenerative changesin mitochondrial inner membrane and matrix of trophoblast cells (lysis of cristae
and matrix vacuolization) wer e visualized. Swollen mitochondriain diver se degener ative grades were found. Two types of
degenerated mitochondriain accor dance with the mitochondrial matrix were detected in apoptotic trophablast cells.

Conclusion: Mitochondrial ultrastructural changes appear to bethe origin of trophoblast cell death by apoptosis. Subsequently,
trophoblast debriswould fall from placental villi into the intervillous space and could become not only cor puscles damaging the
endothelium of the fetal-placental mater nal unit but one of the stimuli for endothelial dysfunction and the maintenance of the
pathogenesis of preeclampsia.

KEY WORDS: Hypoxia. Mitochondrial dysfunction. Trophoblast cell apoptosis. Pre eclampsia
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RESUMEN:

Objetivo: Examinar la ultraestructura de la mitocondria en células trofobléasticas de embar azadas con pre-eclampisay
relacionarla con sucesos apopt6ticos

Material y métodos: Fueron obtenidas placentas a término inmediatamente después de partos por ceséarea. En la sala de partos,
fueron tomadas tres biopsias de la superficie basal maternal en cada placenta. L os especimenes, cor respondientes a
ramificaciones periféricas del arbol velloso (en especial, vellosidadesinmadurasintermediasy terminales), fueron procesados
mediante técnica convencional para microscopia electr 6nica de trasmision y compar ados opor tunamente con controles obtenidos
de placentas normales a término.

Resultados: Se visualizaron cambios ultraestructur ales degener ativos en la membrana interna mitocondrial (lisisdelas crestas)
asi como en lamatriz mitocondrial (vacuolizacién matricial). Fueron halladas tanto hinchazén mitocondrial de diver sos grados
cuanto dos tipos de degener acién mitocondrial, segin el estado matricial, en las células trofoblasticas apoptoticas.

Conclusion: Los cambios ultraestructurales mitocondriales parecieran originar muerte celular trofoblastica por apoptosis. Con
posterioridad, los fragmentos trofoblasticos caer ian desde las vellosidades placentarias hacia espacio intervelloso y devendrian
no sélo cor pusculos capaces de dafiar €l endotelio dela unidad feto-placentaria sino uno delos estimulos para la disfuncion
endotelial y e mantenimiento de la patogénesis de la pre-eclampsia.

PALABRAS CLAVE: Hipoxia. Disfuncion mitocondrial. Apoptosis células trofoblasticas. Pre-eclampsia

INTRODUCTION

Preeclampsia has been correlated with mitochondrial dysfunction in obstetric and gynecological studies and characteristic
features of this disorder may be explained by thisinborn error in metabolism in which thereisafailurein the aerobic ener gy

productionl-2.

The genesis of preeclampsiaisclearly related to deficient trophoblast invasion and failure of uterine artery remodeling3-4.
Defective spiral artery remodeling in preeclampsia likely resultsin reduced uter oplacental perfusion and foci of placental
hypoxia or ischemia®. Bad placental perfusion could cause ultrastructural changes of preeclamptic placental tissue since
chorionic hypoxiaisa predisposing factor for preeclampsia®.

The ultrastructure of the trophoblast in pregnant women with preeclampsia, recently examined with special referenceto the
effects of hypoxia, revealed degenerative ultrastructural changes. Swollen mitochondriain diver se degener ative grade wer e seen
with particles electron densein their matrix’-8.

The mitochondrial damage may be a possibleinitial cause of trophoblastic apoptosis since hypoxiais apt to produce placental
degenerative changes at mitochondrial level. Consequently, a mitochondrial injure could lead not only to the trophoblast cell

death but to the detachment of its fragments from placental villous surface after the apoptotic changes associated to hypoxic

injury.

Taking into account the aforesaid considerations, this paper reports mitochondrial ultrastructural alterationsin apoptotic
trophoblast cells of placentas obtained from preeclamptic patients and relatesit with apoptotic events.

MATERIAL AND METHODS:

Ten pregnant patients under going hypoxia during preeclampsia wer e strictly studied following basic ethical principles of the
Declaration of Helsinki aswell astherules of the Ethical Committee of our institution.

Ten placentas at term wer e obtained immediately after cesarean delivery. Three biopsies per placenta were taken from the
mater nal basal surfacein the delivery room. Two to five mm specimens from peripheral ramifications of the villoustree
(especially immatur e intermediate and terminal villi) were instantly fixed in 4% glutaraldehyde - 0.1 M phosphate buffer, ph 7.4,
at 4°C. After itsdivision in one mm each, they wereimmersed in a fresh similar solution from 2 to 72 hoursfollowed by a
secondary fixation in 1% osmium tetroxide - 0.1 M phosphate buffer for 1 hour. Subsequently, samples wer e processed through
the conventional proceduresfor transmission electron microscopy’. Electronic micrographs wer e selected and compared with
those of normal placentas at term (controls).

Criteriarelated with tissue hypoxia wer e complementary taken into account®.
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RESULTS

Presence of villoustrophoblast with degener ative changes surrounding the peripheral area of placental villi was put into
evidence. I ncreased syncytial knots, syncytial sprouts, infarction of villi, apoptotic trophoblast cells, intervillous thrombi and
intervillous deposit of fibrinoids wer e also observed when semi-thin sections of biopsies wer e analyzed.

Regions of cytotrophoblast revealed dilated cisterns of rough endoplasmic reticulum. This organelle presented degranulation of
ribosomesin its membranes. Thiswas not seen in controls. A light hyaloplasmic and nucleoplasmic matrix was observed. In
some cases scar ce heter ochromatin was noted associated to inner nuclear membrane. Interrupted cytoplasmic microfilaments
wer e dispersed in the hyaloplasmic matrix of cytotrophoblast cell. Swollen electron-dense mitochondria wer e visualized with
interruption of membranes, cristolysis and obscure mitochondrial matrix. In control specimens, the integrity of the
mitochondrial ultrastructurewas preserved.

Regions of syncytiotrophaoblast in process of degener ative change wer e found. These regions were mor e abundant in
preeclamptic specimens. Some cytoplasmic prolongations of cytotr ophoblast cells were mor e obscure and located between the
cytotrophoblast cell and basal membrane. This appeared thickened and penetrated by collagen fibers. Different thickness was
noted in their trajectory (Fig 1).

dueto

mitochondrial matrix protein aggregation responsible for its osmiophilic property.
Collagen fibersare seen incrusted in trophoblast basement membranein the lower right-hand side of the micrograph. Bar: 1 um

There are zones of cytotrophoblast cellsthat contain two types of mitochondria, onesare of clear mitochondrial matrix and
others of electron dense mitochondrial matrix observed in degenerating trophoblast cells (Fig 2). The syncytiotrophoblast also
showed swollen mitochondria with strongly osmiophilic intramitochondrial granules. These mitochondria had interrupted
crystae and exhibited vacuolar zonein their light matrix (Fig 3) whilst in controlsimages of mitochondria preserved the normal
ultrastructure. The syncytiotrophoblast presented an interrupted plasma membrane, a vacuolar cytoplasm and apoptotic
nucleus (Fig 4). These features wer e not observed in most of control specimens.
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-

Fig.2.- Thickened and disor ganized basal membraneis observed in regions of trophoblast cells.
The cytotrophoblast contains two types of mitochondria (arrows) which differ in electron density from the mitochondrial matrix.
A region of vacuolated syncytiotrophoblast isvisualized in the upper left-hand side of the micrograph. Bar: 1 um

Fig.3.- Clearly swollen mitochondria (arrows) in degenerative process ar e observed in this micrograph of the
syncytiotrophoblastic zone.
Bar: 1pum
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g ok ) L : x 2
Fig.4.- Syncytiotrophoblastic region with apoptotic nucleus and cytoplasmic region showing ghost mitochondria (arrow).
Bar: 1pum

Syncytial knots wer e observed with plasma membrane showing microvilli in blebs, filamentous or battledoreform (Fig 5). These
wereincreased in preeclamptic specimens when compared with controls. Zones detached of trophoblast cell wereseen in
placental villi which presented subtrophoblastic edema (Fig 6). L ar ge ar eas of degenerating trophoblast appeared to be delivered
to theintervillous space (Fig7). Fragments of syncytiotrophoblast wer e expulsed to the maternal circulation by a process of
subtrophoblastic edematous change (Fig 8).

Fig.5.- A syncytial knot contain a notably modified plasma membrane and or ganelles with degener ative changes
Bar: 1pum
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Fig. 6.- A syncytlotrophoblastlc zone has been detached from the syncytlotrophoblast (arrow) Edembelow the basement
membraneisobserved (*).
Bar: 1 um

s o

Fig. 7.- Areas of degeneratlve syncytlotrophoblast (arrows) arenear to be daached from the surface of the placental villi.
Bar: 1pum
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Fig. 8.- Regions of syncytiotrophoblast (arrow) detached from cytotrophoblast cells and lar ge spaces with edema ar e visualized.
Bar: 1 um

DISCUSSION AND CONCLUSION

Several electron microscopic studies have suggested that lesions of placental tissuein preeclampsia could be discussed on the
basis of changesin endothelial cells or reduced perfusion by maternal blood®-13,

No characteristic findings wer e found associated to preeclampsia. Mitochondrial changes have been seen in vessels, myometrial
smooth muscle, myometrial interstitial cells, circulating leukocytes, epidermal and dermal cellsand in hepatocytes of
preeclamptic pregnant womenl4. The mitochondria of these preeclamptic tissues showed a central disruption. Similar structural
studies of mitochondriain cerebral edema and brain ischemia or anoxia have also been reported15. Theinjured mitochondrial
patternsarerelated with nerve cell death and postulated as markers of lethal nerve cell injury. Mitochondrial injury relateswith
hypoxic-ischemic processes and precedes tr ophoblastic apoptosiss:S.

Reduced utero - placental flood flow has been recognized in cases of severe preeclampsia with hypertension®. In these cases,
histological changes as decreased number of syncytial microvilli, proliferation of cytotrophoblastic cells, focal syncytial necrosis,
thickening of trophoblastic basement membrane and narrowing of fetal capillaries have been demonstrateds.

In this study, mitochondrial degenerative changes occur in trophoblast cells undergoing apoptosis. Chronic hypoxia or alternate
periods of hypoxia/re-oxygenation within intervillous space is expected to trigger tissue oxidative stress and increase placental
apoptosisté. Mitochondria contain the enzymatic systems which generates ATP through the Krebs cycle and oxidative
phosphorylation. The formation of ATP requires oxygen which diminishesin preeclampsia. In this condition, it is suggested that
trophoblast cells under go apoptotic events and fragments or debris are delivered into the intervillous space 7.

Previousreports pointed out that an increased release of syncytiotrophoblasts microparticles (STBM) of 0.2to 2um in size
formed by plasma membr ane blebbing during apoptosis aretriggered in excessinto the mater nal circulation7.18, The present
findings ar e congr uent with those reported by Bachmaier et al9. They also found swollen and degener ating mitochondriain
hypoxia condition at 34 mmHg of oxygen pressur e accor ding to their model of hypoxic dual in vitro placental perfusion.

Thus, mitochondrial death induces trophoblastic apoptosisin degenerating placental villi. The role of the mitochondriain
apoptotic cell death iswell known. Hypoxia acting as an exter nal stimulus changes the mitochondrial function. Mitochondria
discharge cytochromec, this protein actives the system of caspases and the trophoblast die by apoptosis. The increased apoptosis
in preeclampsia leads to greater number of syncytiotrophoblastic fragments being shed into the mater nal blood20. These
detached fragments, debris of trophoblast, microvilli from syncytium or syncytial microparticles could be considered as causing
endothelial damage, among other factors. Syncytiotrophoblastic detritus detached from the trophoblastic surface and resulting
from a continuous process of regeneration, reparation or apoptosis areincreased during preeclampsia. Being a consequence of a
poor blood supply subsequent to a spiral artery failure occurring in placental implantation, it constitutesthe stimulusfor a
permanent inflammatory response char acteristic in this common and danger ous pregnancy complication?l,
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During preeclampsia, the machinery maintaining the intracellular respiration and the biosynthesis of ATP in thetrophoblast is
damaged. Thetrophoblast isthen transformed in a tissue with tendency to be fragmented in smaller particles passing initially to
theintervillous space and subsequently to the endothelium of the fetal- placental maternal unit. These fragments of tissue
contacting mater nal endothelium could stimulate the process of disseminated intravascular coagulation, typical of preeclampsia.
Lapaireet al. (2007) reported that Schmorl in 1893 was one of the first researchersin recognizing the placental origin of
preeclampsia?2. These results obtained from transmission electron microscopy support it 118 years after.

I'n conclusion, these findings could be pointing out that in preeclampsia the trophoblast under go apoptosis caused by
mitochondrial damage, transforming it in a tissue with tendency to be fragmented. Such detritus detached from their surface
could become the stimulus for endothelial dysfunction during the maintenance of the analyzed pregnancy complication.
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RESUMEN:

Numer osos far macos presentan como efecto secundario latincién dental que puede ser permanente o transitoria. El antibi6tico | mipenem
presenta un amplio espectro de accion frente a gram positivosy negativos por lo que esté indicado en infecciones graves tanto en adultos
como en nifios.

Presentamos el caso de un nifio que desarroll6 una tincion dental transitoria tras el tratamiento con Imipenem

PALABRAS CLAVE: Tincion dental. Imipenem

SUMMARY: DENTAL TREATMENT AFTER STAINING IMIPENEM

Many drugs have the side effect of dental staining may be permanent or transitory. The antibiotic Imipenem has a broad spectrum of
activity against gram positive and negative which isindicated in severeinfectionsin both adultsand children.

We report the case of a child who developed a transient dental staining after treatment with Imipenem

KEY WORDS: Tooth staining. Imipenem.

INTRODUCCION

Imipenem es un car bapenem cuyo espectro de actividad incluye microor ganismos gram positivosy gram negativos. Esta disponible
combinado con cilastatina, un inhibidor enzimético que evita lalisis enzimética de imipenem en el rifidn.

En pediatriala dosisrecomendada es de 15 mg/kg de peso en nifios de 3 a 12 afios. La tincion dental es un efecto secundario que puede
presentar se excepcionalmente.

CASO CLiNICO

Nifio de 8 afios y de 25 kg de peso queingreso el 19 de enero de 2011 en €l Servicio de Cirugia Pediatrica por un cuadro de dolor abdominal y
vémitos de 5 dias de evolucidn; noreferiadisuriay las deposiciones eran nor males.

Como antecedentes per sonalesreferia estar operado de Anquiloglosia en octubre de 2009 y episodios de crisis asmatica, que no habian
requerido ingreso.
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A la exploracion se objetivé febricula (37,1° C), y una palpacién abdominal con dolor difuso masintenso en fosa iliaca derechay maniobra
de Blumber g positiva; las exploraciones ORL, neurolégicay respiratoria fueron normales.

Se solicité hemograma, bioquimica, coagulacion y una ecogr afia abdominal; el hemograma evidencio los siguientes valores Hb 15 g/dl, VCM
81 fl, Leucocitos 16,5 x 10 9/ |, (neutr &filos 13,7 x 10 9/ linfocitos 1, 71 x 10 9/1, monocitos 1,05 x 10 9/1) plaguetas 341 x 10 9/ |. El tiempo de
protrombina era del 80 % y la bioquimica mostr 6 unos valor es normales de glucosa, urea, creatinina, GPT, sodio, potasio y calcio. La
procalcitonina era de 0.2 ng/ml y la Proteina C reactiva de 69 mg/l.

En la ecogr afia abdominal se observaban multiples adenopatias en raiz mesentéricay en fosailiaca derecha, la mayor de unos 10 mm deegje
mayor . En fosa iliaca der echa se observaba una estructura compatible con apéndice muy engrosado (28 mm de diametro) con contenido en
su interior, con paredes mal definidasy apendicolito en su base, que asocia importante inflamacién dela grasa periapendicular y liquido en
vecindad.

Estos hallazgos eran compatibles con apendicitis aguda complicada por lo que fue intervenido ese mismo dia, siendo el postoperatorio lento
con ausencia de peristaltismo cursando e postoperatorio con figbre a pesar del tratamiento antibidtico pautado (Amoxicilina- Acido
Clavulénico 1.250 mg/ 24 horasintravenoso (iv) (del dia 19 de enero al 20 de enero), continuando con 850 mg/8 horas desde el 20 deenero al
27 de enero; seasocid Gentamicina 1.300 mg/24 horasiv desde el 20 de enero al 27 de enero.

Se solicité una ecogr afia abdominal el dia 28 de enero, en la que se apreciaba una coleccion bien definida subhepéticay lateral a colon
ascendente de 58 x 48 x 31 mm con areas mas ecogénicas en su interior. La grasa perilesional se encontraba hiperecogénica en relacion a
cambiosinflamatorios. En fosa iliaca derecha, se apreciaban adenopatias subcentrimétricasy pequefia lamina deliquido libre.

Ante la deteccion de un absceso residual subhepético, se sustituy6 el tratamiento antibiético por |mipenem 400 mg/6 horasiv, desde el 28 de
eneroal 5defebrero.

Asi mismo recibid tratamiento con Omeprazol 10 mg/24 horasiv (desde el 19 de enero al 24 de febrero) como protector gastricoy Nolotil 2,5
cc/6 horasiv (desde el 19 deenero al 5 de febrero) como analgésico.

En los dias posteriores el nifioinicié laingesta con buena tolerancia siendo la exploracion del abdomen normal por lo que seretir6 la sutura.
El estudio anatomopatol égico revel6 una Apendicitis aguda gangrenosa con periapendicitis.

El dia 3 defebrero, serealiz6 una nueva ecogr afia en la que se observé la resolucion del absceso.

Lamadre detecté la aparicion de una pigmentacién dental azul €l dia 1 de febrero, que posterior mente se tornd marronécea; dado quela
madr e tr abaj aba como per sonal sanitario auxiliar comunicé dicho hallazgo al pediatray serealizé un seguimiento del nifio, lo que per mitié
comprobar la progresiva desaparicion delatincion en las semanas posteriores. La resolucion total del cuadro se produjo el 9 de abril de
2011, esto es, 68 dias después del inicio. Una reproduccion fotogr &fica fué obtenida el dia 11 de marzoy en ella se aprecia unatincién marrén
claradelosdientes (Figura1).

Figura 1.- Piezas dentales color eadas.

Se comunicd el efecto secundario al servicio de farmacovigilanciaatravésdelatarjetaamarillay serealizé una basgueda bibliogr éfica para
documentar este caso einformar ala madre dela evolucion.
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DISCUSION

Son numer osos | os farmacos que producen tincion dental permanente o transitorial-2 estando también descrita la decolor acion causada por
antibidticos3-4. El andlisis de los farmacos usados en este caso: Amoxicilina-Acido Clavulénico, Gentamicina e | mipenem, hacen sospechar
que el Imipenem es el implicado en latincién dental dada la secuencia cronolégica del tratamiento. Este efecto secundario ya fue descrito por
Scanlon y cols en 19975,

El Imipenem esta indicado en el tratamiento deinfeccionesintraabdominales, del tracto respiratorio inferior, ginecolgicas, sepsis,
infecciones genitourinarias, 6seasy articulares, dela piel, tejidos blandosy endocar ditis.

También estaindicado en € tratamiento de infecciones mixtas causadas por cepas sensibles de bacterias aerobiasy anaer obias (sobre todo
bacter oidesfragilis).

El Imipenem en nifios de 3 meses 0o mayor es|a dosis habitual esde 15 mg/kg y estan descritosen masdel 1% delos pacientes,
fundamentalmente efectos secundarios digestivos (diarrea, gastroenteritis, vémitos), en piel (rash, irritacion en el lugar delainyeccién iv),
urogenital (coloracién urinaria) y cardiovascular (flebitis)

Dentro de las alteraciones analiticas estan descritas descenso de hemoglobina, hematocrito, aumento de eosinéfilosy plaquetas, aumento de
transaminasasy proteinuria®.

Losdatos publicados en laliteraturay las notificaciones espontaneas sugieren un espectro similar de efectos adver sos en adultosy en
pacientes pediatricos.

Dado que setrata de un efecto secundario de un antibi6tico en un nifio, se notificd atravésdelatarjeta amarilla a Centro Regional de
Farmacovigilancia de Castillay Leon?.
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RESUMEN:

El cancer y laterapia contra el cancer, estan asociadas con el estrés oxidativo y con desordenes en €l balance del sistema
antioxidante, esto podria estar implicado en la toxicidad y en los efectos secundarios asociados al tratamiento con agentes
antineoplasicos.

En estetrabajo se presenta unarevision bibliografica del efecto de los antioxidantes en el tratamiento quimioter apéutico contra
el cancer. Algunos estudios sugieren que suplementar la dieta con antioxidantes puede influir positivamenteen larespuestaala
guimioterapia, previniendo el dafio oxidativo generado por €l tratamiento, evitar el desarrollo de efectos adver sos,
incrementando la eficacia del mismo. Otros estudios muestran resultados negativos en la utilizacion de antioxidantes durante la
guimioterapia ya que pueden interferir con e mecanismo de accion de los agentes ter apéuticos disminuyendo su eficacia.

PALABRAS CLAVE: Antioxidantes naturales. Cancer. Quimioterapia

SUMMARY: NATURAL ANTIOXIDANTS AND ANTITUMORAL CHEMOTHERAPY

Cancer and cancer therapy, are associated with oxidative stress and balance disordersin the antioxidant system, thiscould be
implicated in the toxicity and side effects associated with treatment with antineoplastic agents.

Thispaper presentsaliteraturereview of the effect of antioxidants on cancer chemotherapy. Several studies suggest that
supplementing the diet with antioxidants may positively influence the response to chemother apy. These antioxidants prevent the
oxidative damage gener ated by the chemotherapy treatment and the development of adver se effects, increasing the effectiveness.
Other studies show negative resultsin the use of antioxidants during chemotherapy because they may interfere with the
mechanism of action of ther apeutic agents, reducing their effectiveness.

KEYWORDS: Natural antioxidants. Cancer. Chemother apy
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Una sustancia antioxidante es aquella que, a concentraciones r elativamente baj as, es capaz de competir con otros sustratos
oxidablesy por tanto, retrasar o inhibir la oxidacion de dichos sustratost. Cualquier antioxidante debe car acterizar se por tener
una elevada efectividad, variabilidad operativay ver satilidad para poder combinar se con una importante variedad de especies
deradicaleslibres. Para ello un buen antioxidante debe tener capacidad para unir se especificamente alosradicaleslibres,
quelar se con los metales redox, interaccionar con otros antioxidantes para su regeneracion, tener un efecto positivo sobre la
expresion génica, estar en una concentracion adecuada y suficiente en lostejidosy fluidos biologicosy trabajar en medios
acuosos y/o en dominios membr anosos.

En base a ello se puede decir que los mecanismos de defensa que han desarrollado los or ganismos vivos pueden actuar a distintos
niveles como preventivos, que previenen la formacién delosradicaleslibres o especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno
(ERONSs), estabilizador es que interaccionan con losradicaleslibresy los estabilizan, y los mecanismos repar ador es que son
aquellos que reconocen el dafio oxidativoy lo reparan.

L as defensas antioxidantes se pueden clasificar en funcion de su natur aleza como antioxidantes enziméaticosy no enziméticosy
en funcién de su procedencia como antioxidantes enddgenos y exégenos. L os mecanismos de defensa antioxidante endégenos, se
clasifican en enzimaticos (super éxido dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa, glutation transferasa, tiorredoxina reductasa) y
en no enzimaticos (glutatién, ceruloplasmina, tiorredoxina...) y los exdgenos, que son losingeridos con la dieta, ente ellos se
encuentran la vitamina C, vitamina E, car otenoides, compuestos fendlicos, etc.24.

Antioxidantes, cancer y quimioterapia

El papel delosantioxidantes de la dieta en la prevencién de enfer medades como el cancer estd estudiado a través de
investigaciones tanto epidemiol 6gicas como experimentales, aunque las conclusiones todavia no son claras. Algunos de estos
estudios muestran un efecto preventivo resultado del consumo de alimentos ricos en antioxidantes mientras que otr os estudios no
observan esa correlacion. Estas discrepancias se deben a que cada alimento contiene un gran nimer o de compuestos bioactivos
diferentes, algunos conocidos, cuantificadosy muy bien caracterizados, y otros desconocidos o dificiles de cuantificar, siendo
imposible determinar los efectos independientes de estos compuestosd. Por otro lado, es deter minante las condiciones
experimentales utilizadas en el estudio (dosis, tipo de células, las condiciones de cultivo y la duracion del tratamiento) parala
inter pretacion de losresultados, ya que el resultado bioldgico obtenido puede mostrar efectos opuestos a los esper ados®-7.

Entrelos compuestos bioactivos presentes en los alimentos se encuentran los polifenolesy las vitaminas (vitamina C,
carotenoides, vitamina E) cuya concentracion en plasmay tejidos depende de la biodisponibilidad y del metabolismo delos
mismos. Difer entes estudios epidemiol 6gicos sugier en que | os efectos beneficiosos de la combinacion de los multiples
antioxidantes presentes en los alimentos, es mayor que los efectos de estos mismos antioxidantes individualmente, por tanto es
necesario estimar las dosisfisiologicas relevantesy seguras de estos compuestos. Por otro lado, los efectos de un compuesto
antioxidante dependen en muchos casos de la dosis, un gjemplo es el tratamiento con beta-car oteno que puede actuar en algunas
circunstancias como antioxidantey en otras como prooxidante (aumenta la incidencia de cancer de pulmén en fumadores), o el
alfa-tocoferol en dosis elevadas (>400 | U/dia) puede actuar también como prooxidante asociado con un aumento dela
mortalidad3.

El papel delos antioxidantes durante la quimioterapia no es conocido y puedeinterferir con el mecanismo de accion de los
agentesterapéutico y por lo tanto disminuir o aumentar su eficacia3. Algunos far macos aplicados en la quimioter apia acttian
contra las células cancer osas a través de la formacion de ERONs, como los agentes alquilantes (melfalan, ciclofosfamida), las
antraciclinas como la doxorrubicina, los derivados de la podofilina como € etopésido, complejos de coor dinacion de platino
(cisplatino, carboplatino...), y las camptotecinas (topotecan...). Algunos de estos far macos no solo inducen estr és oxidativo en las
células cancer osas si no que actlian también sobre otras célulasy pueden causar o contribuir a los efectos secundarios (toxicidad
gastrointestinal, mutagénesis...) comunes a muchos far macos anticancer igenos8-9. En este sentido el tratamiento con
antioxidantes puede reducir o prevenir muchos de estos efectos secundarios. Estudiosin vitro han mostrado que las vitaminas A,
Cy E asi como los carotenoides, pueden incrementar la eficacia de la quimioterapia. Sin embargo, hay que tener en cuenta que
también existen ocasiones en las que al intervenir sobre su mecanismo de accion se puedeinterferir en el efecto dela

quimioter apia2810,

El papel delavitamina E en la prevencién del cancer es conocida, avalado por trabajos donde observar on mediante ensayos con
animales de experimentacion y en lineas celulares, que la administracion de diferentestipos de vitamina E natur ales asi como
sintéticas aumentaban la apoptosisy disminuian la proliferacion de las célulastumorales, o que indica la capacidad de ciertas
formas de vitamina E para actuar como agentes antitumor ales'1-12, Su papel en el tratamiento con quimioter apia también fue
estudiado por Al-Tonbary y col (2009) donde observaron que €l efecto del tratamiento con vitamina E combinado con NAC (N-
acetilcisteina) sobrelatoxicidad inducida por €l tratamiento de la leucemia linfoblastica aguda (LL A) en cuarenta nifios durante
el periodo intensivo de quimioter apia con metotrexato intratecal (protocolo BFM 76/79) y radioterapia. L osresultados revelaron
guelavitamina E podrian ser un eficaz adyuvante al reducir la toxicidad tanto dela quimioter apia como de la radioter apia,
obteniendo una disminucién en mar cador es de estr és oxidativo, en la incidencia de hepatitisy de la necesidad de transfusiones de
sangrey de plaquetas en comparacion con nifios a los que no se les administr 6 la vitamina E12. Estudios epidemiol dgicos como el
ATBC (Alpha-Tocopherol, Beta-car otene Cancer Prevention study), justifican el uso del alfa tocoferol como agente
quimiopreventivo del cancer de préstata, losresultados obtenidos muestran que a dosis de 50 mg/dia se encontraban diferencias
significativasy unareduccion en laincidencia de cancer de prostata, asi como una reduccion en la mortalidad en los pacientes’.
Estos efectos positivos se contraponen a los observados durante el estudio PSHII (The Physicians Health Study I1), en el que se
evaluaban dosis mas altas de alfa tocoferol, en periodos mas cortos de tiempo. Posteriormente en el estudio SELECT (Selenium
and Vitamin E Cancer Prevention Trial), donde se evaluaron tanto el selenio como la vitamina E aisladosy combinados, los
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resultados no mostraron ningln efecto sobre €l riesgo de padecer cancer de proéstata ni para el selenio ni paralavitamina E ni
parala combinacion de ambos compuestos’. En relacién a la vitamina C, potente antioxidante que estimula & sistemainmuney
protege contra lasinfecciones, existen teor fas contradictorias, puede aumentar los efectos citotoxicos de antineoplasicos o bien

€ er cen efectos adver sos sobre la sensibilidad a los farmacos durante e tratamiento del cancer. Estudios recientes!3-16 sostienen
gue ademasdelainduccion de la apoptosis se obser van efectos inhibitorios de la proliferacion de las células tumor ales,
interfiriendo en el ciclo celular. Kangy col (2005) muestran que tratando cultivos celular es de melanoma murino B16 con 10
mM devitamina C, una concentracion relativamente mas alta que la concentracion fisiolégica en seres humanos, presenta
efectos citotoxicos, induciendo la apoptosis en las células de melanoma y no dafiando células mononuclerares de sangre
periférical®. En relacion a los efectos durante el tratamiento con farmacos antitumor ales, se ha observado que lavitamina C a
dosis far macol égicas, aumenta la sensibilidad in vitro de las células tumorales de cancer de proéstata, potenciando los efectos
(docetaxel, epirubicina, irinotecan y 5-fluor our acilo), pero no para el oxaliplatino y vinor elbin14. Otros estudios realizados con
célulastumorales de cancer de proéstata, LNCaP y DU-145, tratadas con dosis bajas de etopésido (10 pg/ml) y dosis baja de
vitamina C (10 pg/ml) aumenta, la inhibicion del crecimientoy la apoptosis celular, estos resultados sugieren que el efecto
quimioter apéutico del etopdxido en € cancer de prostata podria ser mejorada por la accion combinada con vitamina C16.
Resultados similares se han obtenido con lineas de cancer de colon HCT 116 tratadas con cisplatino a las concentraciones de 0,1,
1,0y 10,0 pg/ml combinado con vitamina C (100 pg/ml) donde se observa que aumenta significativamente la apoptosis a través
delaregulacion de p53 en comparacion con las células no tratadas o tratadas solo con cisplatino, o que sugiere que la vitamina
C aumenta la sensibilidad al tratamientol3, L os carotenoides, son pigmentos solubles en medios lipidicos, y responsables de un
efecto beneficioso parala salud por sus propiedades antioxidantes, reducen el estrés oxidativo, al disminuir el dafio oxidativo a
biomoléculasy contribuir ala capacidad antioxidante del plasmay tejidos. Entre los distintos tipos de car otenoides esta el beta-
caroteno, Vardi y col (2010) realizaron estudios con este compuesto (10 mg/kg/dia), y observaron que podria ser unaterapia
eficaz parala proteccion del higado en animales de experimentacion tratados con metotrexato, antagonista del acido folico usado
como agente citotdxico en e tratamiento de leucemiasy otros tumoresl?. Otro car otenoide cuyo efecto preventivo es conocido en
el desarrollo del cancer de proéstata, es el licopeno, donde ademas se ha visto que muestra capacidad antioxidante contra EROs
producidas durante la quimioter apia (cisplatino, bleomicina, doxorrubicina, adriamicina), previniendo €l estrés oxidativo,
contrarrestando la car diotoxicidad, nefrotoxicidad, neurotoxicidad hepatotoxicidad y otr os efectos adver sos, obser vados en
estudios realizados en cultivos celularesy en modelos animalesS,

Otros estudios muestran el efecto genotdxico del tratamiento con vitaminas en presencia de citostaticosl9, donde estudiaron la
actividad genotoxica del irinotecan CPT-11 en presencia delasvitaminas A, C y E, a concentraciones 10 uM, 50 uM y 15 uM
respectivamente, en linfocitos de pacientes diagnosticados con carcinoma colorrectal in vitro. Observaron quelas vitaminas
actuan deforma sinérgica con el iritinotecan, aumentando el nivel delaslesionesdel DNA.

Losresultados del efecto de los antioxidantes en los tratamientos con quimioter apia r ealizados en animales de experimentacion
resultan también contradictorios, debido a las diferencias en las dosis utilizadas o al modelo experimental aplicado en los
animales de laboratorio. En este sentido esimportante la via de administracion de los antioxidantes, donde se ha observado que
lasviasintraperitoneal o intravenosa parecen ser mas efectivas que laingesta oral. May cols (2009) evaluaron la eficaciadela
dieta suplementada con antioxidantes (vitamina A, vitamina E, selenio) y combinada con aceite de pescado durante el
tratamiento con cisplatino intraperitoneal (7 mg/kg), utilizando ratonesimplantados or totdpicamente con células tumorales de
cancer de colon (COL O-205GFP) y observaron un aumento de la eficacia del cisplatinol8.

Existeun gran interésen el estudio delos polifenoles por sus conocidas propiedades bioldgicas, confieren una gran proteccién
frente a diver sas patologias, car diovascular es, neur odegener ativas, cancer. L a ingesta de flavonoides depende de los habitosy las
preferencias en los alimentos de los consumidor es?, es necesario conocer su biodisponibilidad después de su ingesta, ya que son
importantes a nivel nutricional y por su actividad biol6gica, pero el metabolismo de estos compuestos no esté bien car acterizado.
Diferentes estudios en animalesyy cultivos celulares corroboran el efecto protector delos polifenoles que se encuentran en
alimentosy bebidas, frentealainiciacién, promocidn y progresion de diferentestipos de cancer (pulmon, higado, colon,
estdmago, esdfago, laringe...). Estos compuestos actian inhibiendo el crecimiento celular, al detener € ciclo celular, o inducir la
apoptosis, ademés se ha obser vado que en algunos casosinhiben la angiogénesis36.19-21 En relacion al consumo de alimentos
ricos en polifenolesy cancer, los resultados son contradictorios, algunos no per miten observar una asociacion entre ambos,
mientras que otros estudios muestran una disminucién del riesgo o menor recurrencia en diferentestipos de cancer despuésde
consumir alimentos ricos en compuestos fenolicos®. Estudiosin vitro del acido tanico combinado con la doxorrubicina, se ha
observado que reducen la viabilidad celular en el cancer de mama?2, o e resveratrol, en experimentosin vitro en cultivo celular
asi como en estudios preclinicos con animales, indican que actia como antiinflamatorio y esta relacionado con lainhibicién dela
car cinogénesis, como quimiopreventivo y quimioter &pico?3.

El efecto delos polifenoles durante el tratamiento con quimioter apia todavia no esta claro. Algunos autor es han descrito
mediante estudios en cultivos celularesy en animales de experimentacion, la utilizacion de polifenoles como la curcumina como
agente terapedtico, al observar que puede sensibilizar tumores frente a difer entes agentes quimioter apicos como, doxorrubicina,
5-fluorouracilo (5-FU), paclitaxel, vinor elbina, melfalén, cisplatino, celecoxib, vinorelbina, gemcitabina, oxaliplatino, talidomida,
bortezomib, en diferentestipos de cancer (mama, colon, pancr eas, estémago, higado, leucemias, linfomas, etc), actuando como
guimiosensibilizador y radiosensibilizador para algunos tumores. También se ha demostrado que la curcumina, protege alos

6r ganos sanos como higado, rifién, mucosa oral, y el corazén delatoxicidad inducida por la quimio-radio terapia?4. Otros
estudios también con flavonoides en concreto la quer cetina, utilizan la estrategia de combinarlo como suplemento alimenticio
complementario ala quimioterapia intratumoral, los resultados indican que es un buen agente quimiopreventivo y

quimioter apico, que aumentala eficaciay reduce dela toxicidad, pudiendo ser una nueva estrategia eficaz para inducir la
respuesta inmune contra tumor es?>,

Ademas de los antioxidantes naturales, €l tratamiento con otros antioxidantes de bajo peso molecular que actian como agentes
reductores como el glutation, la N-acetil cisteinay &cido lipoico al ser nucledfilos fuertes se ha visto que pueden interferir con los
efectos anticancer igenos de los compl g os de coor dinacion de platino como cisplatino, car boplatino y agentes alquilantes®26.
Estudios preclinicosy en animales de laboratorio, sugieren que antioxidantes nucleofilicos como € glutation, por via intravenosa
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antes dela administracion del cisplatino, disminuye la toxicidad renal sin interferir en la accién antineoplasica del farmaco®.

Por lo tanto, esimportante tener en cuenta ala hora de desarrollar lasterapias antineoplasicas, que todos los antioxidantes no
pueden ser tratados como iguales en la evaluacion de su impacto en la quimioterapia y que un antioxidante de manera
individual, no se puede anticipar que tenga la misma actividad sobre todos |os agentes quimioter apéuticos.

En resumen, la mayoria delos estudios realizados son preclinicos, estudiosin vitro o en modelos animales, por lo tanto es
necesario profundizar masrealizando estudios clinicos que permitan considerar no solo las propiedades individuales de los
antioxidantes sino también como componentes de los alimentos, asi como el mecanismo de accién de los agentes antineoplasicos y
el efecto delos antioxidantes en su mecanismo de accion.
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Revisién narrativa, con bibliografia de calidad, del efecto antineoplasico de los antioxidantes, especificando las car acteristicas
gue les permiten prevenir laformacion deradicaleslibres o especies reactivas del oxigeno y nitr 6geno. Una vez clasificadas, se
expone cientificamente las discor dancias sobre su funcion en la prevencion del cancer y administracion durantela
quimioterapia. En este sentido, serevisa en profundidad €l papel delavitamina E, C, los car otenoides, polifenolesy otros
antioxidantes de bajo peso molecular.

Larevision esinstructivay recomendable, siendo necesario profundizar en el conocimiento de las propiedades de estos
compuestos.
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El presente trabajo constituye unarevisién exhaustiva y actualizada sobre la interaccion entrelos antioxidantes naturales
presentes en la dieta (vitaminas, carotenoidesy compuestos fenélicos) y los tratamientos quimioter apicos de distintos tipos de
cancer.

Ademés de constituir una vision bastante completa sobr e los Ultimos experimentos relativos a este tema, ofrece una vision critica
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del empleo combinado de estos antioxidantes naturales, advirtiendo en todo momento de la complegjidad de su utilizacién, debida
al efecto delasdosisy alas condiciones de ensayo.

Considero por tanto que la publicacion de este trabajo puederesultar de gran interés siendo una herramienta Gtil y actualizada
de gran aplicabilidad en el conocimiento del empleo de antioxidantes naturales en combinacién con el uso de terapias anticancer.

Recibido, 26 dejulio de 2011.
Publicado, 30 de agosto de 2011
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RESUMEN:

Por nefropatia obstructiva se entiende el dafo funcional y/o parenquimatoso renal secundario a la obstruccion del tracto
urinario en cualquier sector de su longitud. Las entidades que conducen a la misma varian segiin la edad y €l género del
paciente.

Fisiopatol 6gicamente, son varios los mecanismos que llevan al compromiso de la funcion renal en este disturbio: aumento dela
presién intraluminal, dilatacion ureteral y en consecuencia peristalsis ureteral inefectivay oposicion ala presion neta de
ultrafiltraciéon glomerular, vasoconstriccion intrarenal con la consiguiente reduccion en el flujo sanguineo glomerular, liberacién
de sustancias quimiotacticas que atraen monocitos y macr 6fogos que liberan localmente proteasasy radicales libres. Durante
una ur o-obstruccion puede ademas desencadenar se hipertension arterial (vasocontriccion-hipervolemia), hiperkalemia, acidosis
metabdlica (resistencia a la aldosterona) y diabetesinsipida (resistencia a la vasopresina).

Concluimos que la uropatia obstructiva es un mecanismo de insuficienciarenal, que dada su relativa simplicidad para ser
resuelto, debe ser sempretenido en cuenta entrelos diagnésticos diferenciales del fracaso renal.

PALABRAS CLAVE: Nefropatia obstructiva. Insuficiencia renal. Fisiopatologia.

SUMMARY:

Obstructive nephropathy isthe functional and /or parenchymal renal damage secondary to the urinary tract occlusion at any
part of it. Theinducing urinary obstruction diseases can vary depending on the patient’s age and gender .

Therearemany renal dysfunction inducing mechanismsinvolved in this entity: increasein theintra-luminal pressure, ureteral
dilatation with ineffective ureteral peristalsis, glomerular ultrafiltration net pressurereduction, intra-renal glomerular blood
flux reduction due to vasoconstriction, and local disease of chemotactic substances. Obstructive nephropathy can also lead to
hypertension (vasoconstriction-hypervolemia), hyperkalemia, metabolic acidosis (aldoster one resistance), diabetes insipidus
(vasopressineresistance).

I'n conclusion, since obstructive nephropathy is a potentially reversible cause of renal dysfunction, it should always be taken into
account among the differential diagnosis of renal failureinducing mechanisms.
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KEYWORDS: Obstructive nephropathy. Renal dysfunction. Phisiopathology

Introduccion:

Por nefropatia obstructiva se entiende el dafio funcional y/o parenquimatoso renal secundario ala obstruccién del tracto urinario
en cualquier sector de su longitud, y que puede ser causa potencial tanto de insuficiencia renal aguda como crénica. Asimismo,
cuando dicha obstruccion tiene lugar en cualquier punto localizado entrela pelvisrenal y el extremo distal dela uretra, ésta
recibe el nombre mas especifico de uropatia obstructiva. Cabe aclarar que se entiende por hidronefrosisa la dilatacién de la pelvis
y célicesrenales proximal al punto de obstruccion; y que dilatacion no es siempre sinénimo de obstruccion, ya que existen

formas de dilatacion no obstr uctivas conocidas como ectasiast. L as entidades que conducen a la nefropatia obstructiva var fan segin
laedad y el género del paciente (Tabla 1)

Tabla 1: Epidemiologia de la Obstrucciéon Urinaria
Causa mas frecuente

neonato valva de uretra posterior
infante estenosis urétero-piélica (congénita)
adulto/a litiasis renal

adulta joven embarazo

adulta mayor / anciana (265 arios) cancer ginecoldgico
hiperplasia prostatica benigna
anciano (265 anos)
cancer prostatico

Fisiopatologia24:

Laobstruccion al flujo urinario puede tener lugar tanto dentro de lostubulos renales como en cualquier tramo delaviaurinaria
(pelvisrenal, uréter, vejigay uretra). | ndependientemente del punto en que suceda la obstruccion urinaria, a partir dela misma,
comienzan a suceder se una serie de eventos, que de no ser corregidos, pueden conducir con €l tiempo al dafiorenal irreversibley
alaatrofiatubular. A partir delainstalacion de una obstruccion se produce un aumento de la presion correspondiente al tramo
proximal ala misma, debido al efecto dela presion neta defiltracion glomerular, la cual lleva a un aumento de la presion
intraluminal, que acarrea como mecanismo compensador una progresiva dilatacion ureteral (ley dela Lapace), de modo que se
reduce asi significativamente la diferencia de presion entre el uréter en estado de contraccion y de reposo, resultando de ello una
coaptacion inefectiva dela pared ureteral, y en consecuencia una peristalsis ureteral inefectiva. En ocasiones se produce ruptura
delos formices caliciales con la consiguiente formacién de urinomas.

Por otra parte, dicha presion setransmite hacia los sectores tubulares proximales a la obstruccion ocasionando una reduccién
del filtrado glomerular al contraponerse ala presion neta defiltracion glomerular. En este sentido, debe tener se presente que el
filtrado glomerular es el resultado de un juego de presiones que se establecen entrelos capilares del ovillo glomerular y la
capsula de Bowman, donde a favor delafiltracion se encuentran la presion hidrostatica del capilar (muy importante) y la
presién oncética de la capsula de Bowman (minima), mientras que en su contra se encuentran la presion oncética del capilar
(considerable) y la presion hidrostética de la cdpsula de Bowman (minima). Habitualmente predomina ampliamente la presién
hidrostatica glomerular de quien depende practicamente la presion neta de utrafiltracion. Lo que ocurre durante una uro-
obstruccién completay bilateral es que aumenta en forma muy importante la presion hidrostatica de la capsula de Bowman, la
cual puedellegar incluso a contrarestar ala presion neta de ultrafiltracion y conducir asi a unainsuficiencia renal obstructiva.

Por otra parte, e aumento de presion intratubular antes mencionado induce inicialmente la liberacién de prostaglandinas
vasodilatador as que dilatan la arteriola aferente incrementando €l flujo renal en un 40%. Sin embar go, con la prolongacion dela
obstruccién se produce vasoconstriccion intrarenal con la consiguiente reduccion en e flujo sanguineo glomerular. Este
fendmeno estaria mediado por la liberacién de angiotensina |l y tromboxano por parte de las nefronas obstruidas. La
consecuencia de este Ultimo fendmeno es que se evita la perfusién de las nefronas no funcionantes mediante la redistribucién de
flujo hacia aquellas que si lo estan.

http://biomed.uninet.edu/2011/n2/musso.html
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En casos de obstrucciones urinarias severasy prolongadas, € parénquima renal sereduce a un fino anillo detejido atr 6fico
como consecuencia en gran medida de la isquemia sufrida por su hipoperfusion sostenida. También se postula que los tubulos
danados liberarian una sustancia quimiotéactica que atr aeria a monocitos y macr 6fogos, los cualesinfiltrarian e parénquima
renal dafidndolo atravésdelaliberacion local de proteasasy radicaleslibres.

Durante una uro-obstruccién puede ademés desencadenar se hipertensién arterial la cual en un primer momento esté en general
mediada por la activacién del sistema renina-angiotensina-aldoster ona (vasocontriccion) y a posteriori, en caso de una

obstruccién total, se debe en gran medida a unaretencién hidrosalina (hipervolemia). Asimismo, la obstruccién urinaria puede
conducir auna disfuncién delos sectores nefronales distales (resistencia a la aldosterona y a la vasopresina), dificultando la
secrecion local de potasio y protones, asi como reduciendo la reabsorcién del agua, propiciando por consiguiente €l desarrollo de
hiperkalemia, acidosis metabdlica hiperclorémicay diabetes insipida nefr ogénica respectivamente. Esta Ultima conduce a la poliuria
caracteristica dela uro-patia obstructiva parcial.

En el caso de obstruccionesintra-tubulares (acido Urico, pigmentos, etc.), a los fendmenos fisio-patol 6gicos antes descriptos, se
suma el hecho de que estas noxas gener an ademas un dafio tubular local de tipo téxico-isquémico al propiciar per sela
formacién local deradicaleslibresy de vasoconstriccion

En cuanto a los mecanismos de obstruccion urinaria, pueden subdividir se en aquellos que son de ubicacion intra-renal
(intratubulares) y aquellos que son de localizacién extra-renal. Estos tltimos puede subdividir se en aquellos de causa intrinsecay
extrinseca alavia urinaria®®:

. Extrinsecas o por compresién externadelaviaurinaria
. tumores/ adenomegaliasretroperitoneales (compromiso ureteral)
. fibrosisretroperitoneal (compromiso ureteral): aneurisma de aorta abdominal, enfermedad de Crohn
. neoplasia prostética: hiperplasia (compresion dela uretra prostatica), carcinoma (compromiso ureteral por
infiltracion del trigono vesical)
. patologia ginecoldgica: neoplasia, prolapso, endometrosis
. ligaduraureteral quirdrgicainadvertida

. Intrinsecasoinherentesalaviaurinaria:
. a. Intraluminal: calculo urinario (pelvisy/o uréter), coagulos, necrosis papilar, bola fingica.
. b. Intramural: afeccion dela musculaturalisa ureteral, ya sea
. funcional: enfermedad (diabetes mellitus, parkinson, lesion medular espinal, etc.), far macos
(anticolinérgicos, levodopa)
. estructural: tuberculosis, estrechez ureteral/uretral, neoplasia

Resolucion de Desobstruccion Urinaria: fisiopatologia y consecuencias’:

Datos obtenidos de estudios realizados en modelos animales e infor macion obtenida de la evolucién de casos clinicos, sugieren
gue laresolucion de una obstruccion completa realizada antes de 8 -14 semanas de su instalacién puede conseguir que selogre
unarecuperacion total del filtrado glomerular. Una resolucion més tardia puede significar unarecuperacion parcial o nula,
dependiendo desde ya del tiempo de evolucién dela obstruccién, la edad del paciente, del nivel delavia urinaria adonde ocurra
laobstruccidn, y el grado de deterioro dela funcidn renal previo ala obstruccién.

Traslaresolucion de una obstruccion bilateral o una obstruccién unilateral en un paciente monorreno, seda unasituacion en la
cual se encuentran elevadoslos niveles séricos de los factores atriales, resistencia tubular ala vasopresina (reduccién en la
expresion delos canales de acuaporina 2 en los colector esy compromiso de la tonicidad medular), disminucién en la capacidad
dereabsorcién tubular de sodioy ureay la presencia de unaviaurinarialibre, por lo cual comienza a actuar el efecto diur ético
osmético delaureay e sodio no reabsorbidos, lo cual incrementa la diuresis provocando finalmente la expoliacion de potasio,
calcio, magnesio y fésforo la cual pone al paciente en riesgo de sufrir una severa deplecion hidroelectrolitica de no ser
adecuadamente monitoreadasy tratadas estas pérdidas. En general, este cuadr o, conocido como poliuria de desobstruccién, suele
autolimitarse en tresdiasy no se extiende méas all4 de una semana.

Conclusion:

La uropatia obstructiva es un mecanismo de insuficienciarenal, que dada su relativa smplicidad para ser resuelto, debe ser
siempretenido en cuenta entre los diagnoésticos diferenciales del fracaso renal.
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El trabajo derevisién de M usso y colaborador es sobr e |a fisiopatologia del dafio renal por obstruccién delasviasurinarias
(OVU), nos sefiala los difer entes mecanismos patogénicos que se obser van en esta situacion, resultantes del incremento dela
presion hidrostatica a nivel del aparato urinarioy sus consecuencias (dilatacion ureteral, peristalsis ureteral inefectiva, oposicion
alapresion de ultrafiltracion glomerular, vasoconstriccion intrarenal).

La OVU esuna causaimportante deinsuficienciarenal en nifiosy en ancianos, la nefropatia inducida por la OV U se asocia con
una temprana sobreregulacion del sistema renina-angiotensinaintrarrenal y vasoconstriccion renall, aumento del volumen
inter sticial debido ala deposicion de matriz y lainfiltracion de monocitos?. El estimulo mecanico inducido por la OV U, inducen

una serie derespuestas celular es caracterizadas por: @) una mayor expresion del factor de crecimiento transformante B 1(TGF

ﬁ 1) en las células epitelialesrenales, lo que induce transicion epitelial mesenquimal y fibrosis tubulointer sticial mediada por la
activacion de Smad 3 3, b) activacion de apoptosis tubular mediadas por caspasas?, ¢) Induccion del factor nuclear kappa BS,
estasrespuestas celularesy otras que se encuentran en estudio, determinan un medio favorable paralainflamacion y lafibrosis,
que conduce en estados mas avanzados a la glomer uloescler osis y fibrosis tubulointer sticial®.

Esimportante reconocer que el conocimiento de las alter aciones fisiopatol gicas que se observan en la OVU, no escompleto y
representa un campo para lainvestigacion, en particular el estudio de biomarcadores de progresién de la enfermedad que
permitan un abordaje terapéutico.
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Musso et al, presentan en estetrabajo, unarevisiéon simpley préactica dela etiologia y mecanismos de lesion renal (aguday
croénica) de una patologia tan frecuente como la nefropatia obstructiva y cuyo diagndéstico diferencial esfundamental en el
abordajediagnostico inicial delainsuficienciarenal.
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Aungue los mecanismos de esta lesién renal no estén perfectamente definidos, M usso et al nos ofrecen una aproximacién
fisiopatoldgica que ayuda a entender facilmente como estos mecanismos de presion, inflamacion eisquemia, contribuyen parala
lesion tabulo-intersticial de lainsuficiencia renal aguday cronica en la patologia obstructiva.

Ladiferente evolucién de ciertos casos clinicos, e especialmente aquellos con recuperacion parcial delafuncion renal tras
periodos prolongados de tratamiento substitutivo, hacen necesaria la continuacion dela investigacion para entender mejor la
fisiopatologia de la nefropatia obstructiva.

Recibido, 28 de agosto de 2011.
Publicado, 30 de septiembre de 2011
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RESUMEN:

En campos como la medicina, biologia y epidemiologia se tiene como objetivo principal de estudio determinar qué factoresinfluyen,
en funcion del tiempo, en la ocurrencia de un deter minado suceso.

En las Ultimas décadas se han desarrollado nuevos métodos estadisticos que per miten profundizar en el estudio de la supervivencia,
comparar suscurvasy estudiar losfactores prondstico. Entre estos métodos destacamos K aplan-Meier, test de Log-Rank y regresion
de Cox los cuales seran objeto de estudio en este articulo.

PALABRASCLAVE: Andlisissupervivencia. Kaplan-Meier, test de L og-Rank. Regresién de Cox.

SUMMARY: SURVIVAL ANALYSIS

In fields such as medicine, biology and epidemiology a major goal isto deter mine the influence of factorsin the occurrence of an
event, asa function of time.

In the last decades new methods allowed usto deepen the study of survival, the comparison of curves and study the influence of
multiple factors. Asobject of study in thisarticle, we emphasize Kaplan-Meier, log-rank test and Cox regression.

KEYWORDS: Survival analysis. Kaplan-Meier. Log-Rank test. Cox regression.

INTRODUCCION

El objetivo del andlisis de supervivencia es el analisisy la prediccion de tiempos de duracion de una deter minada situacion, que
termina con la ocurrencia de un evento. Para ello, se estudia el tiempo quetranscurre entre un momento inicial (diagndstico de un
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cancer, operacion quirurgica...) y laocurrencia de un evento (muerte, recidiva...).
En los estudios clinicos gener almente existe ausencia de infor macion (datos censur ados), debido a diferentes causast:

. Sedesconoce e momento inicial del tiempo de supervivencia (comienzo de la enfermedad,...).

. Sedesconoce el momento final del tiempo de supervivencia (el paciente siguevivo al finalizar el estudio).
. Existe abandono del paciente en e estudio.

. El paciente muere por causa ajena del objeto de estudio

Otro factor atener en cuenta en estetipo de estudios esla variacion del tiempo de seguimiento de los sujetos debida a sus diferentes
tiempos de incor poracion al estudio. Por €llo, no se suelen utilizar técnicas habituales como Anova de un factor2y serequieren de
técnicas especiales para poder analizar estetipo de datos que permitan aprovechar la informacion contenida en las pérdidas. Estas
técnicas se conocen como analisis de supervivencia.

ANALISISUNIVARIANTE: METODO DE KAPLAN-MEIER

Dentro delos andlisis de supervivencia univariantes, el méas destacado es el método de Kaplan-Meier en e cual se utilizan todas las
observaciones3. Este método nos per mite evaluar, de modo individual, los posibles factor es prondstico, calcular la supervivencia cada
Vez que un sujeto presenta el eventoy, al igual que otros métodos univariantes, nos permite comparar dos o mas curvasde
supervivencia alo largo del tiempo.

Para ello, nos aporta:

. Curvade supervivencia.

. Mediay mediana del tiempo de supervivencia.

. Tabladesupervivencia.

. Diferentestest para comparar las curvas de supervivencia.

Figura 1. Curva de Supervivencia por Kaplan-Meier
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Las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier son curvas escalonadas. L os escalones se forman a medida que transcurre e tiempo, de
modo que cada vez que ocurre el evento de estudio se genera un escalon hacia abajo, o cual conlleva una reduccion dela
supervivencia acumulada hasta ese instante. Se asume que los datos censur ados se compor taran del mismo modo que los que han sido
seguidos hasta € final y, aunque en la gr éfica estos datos no disminuyan la super vivencia acumulada, provocan un mayor tamafio en
el préximo escalon.

El método de Kaplan-Meier también nos aporta los valores dela mediay mediana (incluso los cuartiles, si se desea) del tiempo de
supervivencia, pero hay que tener en cuenta que en estetipo de estudios la media puede ver se afectada por los datos censuradost, por
tanto, el valor dela mediana nos aportar& mayor informacién al estudio.

Ademas, este método nos per mite estudiar la probabilidad acumulada de supervivencia en un determinado instante junto con €
namero de eventos ocurridos hasta el momento, tal y como se muestra en latabla 1.

http://biomed.uninet.edu/2011/n2/armesto.html
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Tabla 1. Tabla de Supervivencia por Kaplan-Meier

Tabla de supervivencia

Tiempo Estado Proporcian acumulada que N de N® de casos
sobrevive hasta el momento eventos que
Estimacian Error tipico acumulado permanacen
s
1 9,000 | Si 877 022 1 43
2 10,000 Si 955 031 2 42
3 11,000 | No . . 41
4 12000 | si 909 043 4 40
- 57,000 Si 055 038 39 2
2
4 58,000 | Si . . 40 1
3
4 58,000 | Si 000 ,000 M 0
4

Cuando, ademas, se desean comparar dos 0 mas curvas de supervivencia, existen diferentestest no paramétricos. EI méas empleado en
estudios clinicos es € test de Log-Rank quetiene en cuenta todo el periodo de observacion del estudio? .

Figura 2. Comparacion de dos tratamientos (datos ficticios)
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Enlafigura2, el test de Log-Rank tiene un p-valor=0.01, luego la tasa de supervivencia es estadisticamente mayor en el tratamiento B
queene A.

Sin embar go, no siempre es adecuado €l uso del test de L og-Rank en la comparacion de curvas de supervivencia debido a que puede
perder eficacia cuando las curvas se cruzan® (figura 3) en este caso al%unos autores aconsgjan realizar el test de Log-Rank dividiendo
el conjunto de datos en dos partes diferenciadas por e punto de cruce” (figura 4), mientras que otr os autor es establecen criterios de
eleccion de otrostest como son €l test de Breslow o de Tarone-War €.

Figura 3. Comparacion de dos tratamientos (datos ficticios)

http://biomed.uninet.edu/2011/n2/armesto.html
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Test de Breslow: p-valor=0.548, luego los tratamientos no presentan diferenciasalo largo del tiempo del estudio.

Test de Log-Rank: p-valor=0.403 luego si comparamoslas curvasalo largo detodo el tiempo de estudio no hay diferenciasentrelos
tratamientos.

Veamos que ocurre s dividimosla gréafica por € punto de crucey comparamos lostratamientos en las gr éficasresultantes.

Figuras4y 5. Gréficas de supervivenciaresultantes del corte de crucedelafigura 3.
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. Figura4: p-valor=0.356, luego no existen diferencias entrelostratamientos A y B desde €l inicio hasta los primeros 150 dias.
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. Figura5: p-valor=0.033, luego €l tratamiento B tiene mayor supervivencia que el tratamiento A, a partir delos 150 dias.
Luego € tratamiento B tiene una mayor supervivencia, alargo plazo, frente al tratamiento A.

ANALISISMULTIVARIADO: REGRESION DE COX

En los estudios clinicos de super vivencia una vez se hayan estudiado los factor es pronéstico de modo individual, se han de estudiar
éstos en su conjunto’ (para poder evaluar las posiblesiteracionesy variables de confusion) mediante anélisis multivariado.

Laregresion de Cox esun andlisis de supervivencia multivariado la cual se basa en el supuesto de riesgos propor cionales, es decir, se
presupone que los riesgos de los factor es son propor cionalesa lo largo del tiempo. Hay diferentes métodos de verificacion de este
supuesto, algunos autor es se basan en observar las curvas de supervivencia dadas por Kaplan-Meier y ver si éstas son paralelas?,
mientras que otr os autor es o verifican mediante el uso de diferentes residuos (residuos de martingala, residuos de Schoenfeld)8.

Laregresion de Cox se basa en obtener una funcién lineal delos posibles factor esindependientes que per mita estimar, en funcién del
tiempo, la probabilidad de que ocurra el evento de estudio. Para ello, nos aporta larazén deriesgo (probabilidad condicional de
presentar €l evento en el siguiente instante de tiempo, sin que éste se haya presentado antes del inicio de dicho instante).

Existen tres maneras de desarrollar un modelo de Cox™:

. Backward (hacia atr&s), ésta tal vez seala masrecomendaday se aplica introduciendo todas las variables del estudioy sevan
quitando del modelo de una en una hasta dar el modelo final con todas las variables que intervienen en €.

. Forward (hacia delante), se aplica introduciendo cada vez una variable en el modelo hasta conseguir € modelo final (no se
recomienda este modelo pues apar ecen todas las variables tanto s son significativas como si no).

. Stepwise (paso a paso), es una madificacion del anterior de modo que cada vez que se afiade una variable se verifica si alguna
delasvariablesintroducidas esno significativay s esto esasi dicha variable se elimina del modelo (con ello se consigue un
modelo final en el queintervienen Unicamente las variables significativas).

A lahoraderealizar unaregresion de Cox tenemos que tener en cuenta las posiblesinteracciones de las variables, es decir, puede que
el efecto deunavariable A dependa del efecto deunavariable B, luego ala hora derealizar unaregresién de Cox se ha de estudiar €l
efecto de lasinter acciones? sobre nuestro modelo final y, en caso, que éstas sean significativas frente al modelo sin las inter acciones
hay que elegir como modelo final € quelas contiene.

Tabla 2. Regresion de Cox (datos ficticios)

= gl Sig. Exp(B)
Metastasis 1.235 1 0.047 2.665
Edad 0.914 1 0.35 0.801

El resultado delatabla 2 muestra un g emplo ficticio de pacientes con cancer de mama en el que se evallan los factores: edad y
metéstasis.

El factor metastasistiene un p-valor=0.047 menor que alpha=0.05 luego tendriamos que la metastasis es un factor prondstico del
cancer de mama; laregresion de Cox también nos aporta la razén deriesgo (Exp(B)) quetiene por valor 2.656, lo cual indica que
aquellos pacientes con metastasis tienen un riesgo 2.665 veces mayor de mortalidad que los pacientes sin metastasis.

Sin embargo, para €l factor edad setiene un p-valor=0.35 mayor que alpha=0.05 luego setendria quela edad noinfluyeen la
mortalidad.

A lahoradeestudiar lainteraccién entrelasvariables se obtiene la siguiente tabla:

Tabla 3. Regresion de Cox con interaccion entre variables (datos ficticios)

Sig. Exp(B)
Metastasis 1.235 1 |1 0.035 | 2.005
Edad 0.914 1 |047 |0.658

Edad*Metastasis | -1.123 1 | 0.015 | 0.365

L uego, como puede observarse en latabla 3, si existe efecto deinteracciones. Por tanto, nuestro modelo final es el modelo delatabla
2.
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CONCLUSION
El andlisis de supervivencia es de gran importancia en biomedicina debido a que se muestra como una herramienta de ayuda
diagnostica al permitir predecir en queinstante pueden ocurrir determinados sucesosy que factoresinfluyen en ello.
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Sr. Editor:

L os problemasrelacionados con la reproduccion afectan a alrededor del 15-20% de las parejas en edad reproductiva en paises
desarrolladosl-2, y suponen una de las demandas mas impor tantes par a los sistemas de salud3. Aunque la esterilidad per se no
implica enfermedad fisica, si que produce un detrimento grave delasalud y €l bienestar psiquicoy social de las parejas con esta
problematica?. Por lo tanto, estos problemas reproductivos deben de ser afrontados desde un punto de vista dela pargjaen su
conjuntod, y determinando si laincapacidad parallevar até mino un embarazo es debida a un factor masculino, femeninoo a
ambos. Aunque las cifras varian dependiendo de distintas fuentesy diferentes articulos, las causas de esterilidad femenina
suponen cerca del 40%, al igual que las masculinas, y € 20% restante se engloban dentro de las causas de origen desconocido o
mixtasl6-7,

El objetivo de este articulo eslarevision delos términos que se utilizan para clasificar, de manera general, alos pacienteso las
parejas que presentan dificultades para reproducir se; asi como la presentacion de los factores masimportantes relacionados con
lafertilidad que deben detenerse en cuenta alahoradelavaloracién inicial de una pareja.

Esterilidad einfertilidad: la" esterilidad" se define como laincapacidad de completar un embar azo después de un tiempo
razonable de relaciones sexuales sin medidas anticonceptivas8. Sin embargo, lostérminos " esterilidad” e " infertilidad", en
muchas ocasiones, se usan de manera equivalente y algunas veces, incluso, definen poblaciones diferentes. En laliteratura
hispana, la definicion de la palabra " esterilidad" implica la dificultad delograr un embarazo, al tiempo que € término
"infertilidad" esutilizado cuando se desarrolla el embarazo, pero éste esinterrumpido en alglin momento8. Por el contrario, en
laliteraturainglesa, € término "infértil" serefiereala pareaqueno lograalcanzar un embarazo, ya sea por laimposibilidad
de quela mujer quede embar azada mediante los medios naturales (esterilidad), o cuando existen las posibilidades pero el
embarazo no ocurre (subfertilidad), o si el embarazo efectivamente se desarrolla pero no culmina con e nacimiento de un recién
nacido vivo’. Por el contrario, la poblacion " fértil" se define como la de aquellas mujer es que quedan embar azadas después de
un tiempo razonable de relaciones sexuales regulares’.

El concepto de " tiempo razonable' suele ser discutido, ya que tanto la Organizacion Mundial dela Salud® como la Sociedad
Europea de Reproduccién y Embriologia HumanalO recomiendan un plazo minimo de dos afios, manteniendo relaciones
sexuales sin métodos anticonceptivos, paralograr un embarazo; caso de no producirse, la pareja se considerar a estéril. Esto es
asi, porque en el ser humano latasa defertilidad por ciclo es, aproximadamente, del 20%, y la de embar azos acumulados en las
pargjas con fertilidad probada est4 alrededor del 90% después de un afio, y del 94% después de dos afios8. Sin embargo, desde
un punto de vista préctico, la mayoria delosclinicosinician el estudio de una par€ja estéril después de un afo de haber
intentado lograr un embar azol. Ademas, cuando una mujer tiene mas de 40 afios puede ser aconsejable comenzar € estudio
aungue solo hayan transcurrido seis meses intentando conseguir € embarazo!2.

Factores que afectan a la reproduccion: los estudios poblacionales no muestran evidencias que sugieran un aumento del nimero
de pargjas estériles en si mismas8; sin embar go, en los Gltimos afios se ha producido un aumento del nimer o de consultas en los
servicios sanitarios especializados!3. Esto es debido, sobretodo, a cuatro factores, esto es, la edad de la mujer, las alteraciones en
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la calidad del semen, los cambios en la conducta sexual, y la eliminacién de la mayoria de los tables relacionados con la
fertilidad y la mayor difusion de los estudios que abor dan esta probleméticay de los tratamientos disponibles para tratarlals,

Laedad delamujer esel factor masimportante al evaluar una pareja con problemas de fertilidad4. La edad promedio a la cual
lamujer desea quedar embarazada ha aumentado consider ablemente en las Ultimas décadas. Esto es debido a que su educacién
y participacion en diferentes actividades, asi como la necesidad de un avance profesional constante, la han llevado a posponer la
decision detener hijos hasta una edad de, aproximadamente, 35 afios!S. La disminucion de la fertilidad femenina comienza a los
30 afios de edad, y se hace méas pronunciada a los 40 afiosl6, acarreando una posibilidad de éxito muy baja en e embarazoy un
aumento del riesgo de padecer dolencias relacionadas con el mismo, como la preeclampsia o la diabetes, ademas de abortosy
anomalias cromosomicas del fetol?. Se ha observado que la probabilidad de que una mujer de 40 o mas afios quede embar azada
esun 50% menor que en mujeres menores de esta edad, mientras que la incidencia de abortos espontaneos se duplica o triplical8-
19, E| efecto que tiene la edad dela mujer sobre la capacidad reproductiva de la misma est, casi exclusivamente, deter minado
por la edad del ovocitol?. Esto es asi, debido a que el ovocito esincapaz de completar normalmente la primera division meidtica,
y por tanto, de comenzar de forma adecuada la segunda divisién mei6tica. Por consiguiente, se produce un defecto en el nimero
de cromosomas presentes en €l prontcleo femenino después de la fecundacion. Esto da lugar a un desequilibrio cromosémico
importante que impide la evolucion del embar azo0.

Ademés dela calidad del ovocito, la edad de la mujer también afecta al nimer o de foliculos disponibles para la ovulacion?L. Esto
se debe a que la cantidad de ovocitos de que dispone una mujer, a una edad en particular, depende del equilibrio entrelos
ovocitosen el quinto mesdelavidaintrauterina, y la proporcién de ovocitos perdidosalo largo dela vida debido a apoptosis, 0
como consecuencia de causas exter nas que pueden disminuir lareserva ovérica. Ademasdela edad, existen otros factores que
también pueden afectar alareservafolicular, como son las enfermedades autoinmunes, quimioter apia, radioter apia, cirugia,
endometriomas, infecciones o tabaquismo22-25, A pesar detodo esto, se ha observado que mediante la donacién de 6vulos de

muj er es j Gvenes se consigue aumentar |as probabilidades de embar azo de las mujeres de edad avanzada 26-27.

Lasalteraciones en la calidad de los parametr os seminales son otro factor deimportancia significativa a la hora de abordar €l
estudio de las par gjas estériles. Cada vez mas, se reconoce que tanto factor es ambientales como ocupacionales 2829y,
especialmente, genéticosy por patologias del aparato reproductor3%-34, contribuyen ala esterilidad masculina. Incluso, se ha

barajado la posibilidad de que deter minados habitos de vida, como el tabaquismo, €l alcoholismo o el consumo de drogas de
abuso, tengan unainfluencia consider able sobre la calidad del semen35-36,

En conclusion, al abordar e estudio clinico de una par eja con desér denes reproductivos es de gran importancia el distinguir
claramenteentrelostérminosde " esterilidad" e"infertilidad", asi como tener en consideracién los distintos factor es que afectan
ala capacidad reproductiva, muy especialmente la edad dela mujer, afin de poder establecer las mejores bases para un
diagndstico lo méas acertado posible, amén del tratamiento oportuno.
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TotheEditor:

Garcinia kola seeds are chewed as a masticatory substance to stimulate the flow of saliva, and widely consumed as snack1. Unlike
other kola nuts (Kola nitida, Kola acuminata), Garcinia kola is thought to clean the digestive system, without abdominal
problems, even when a lot of the nuts are eatenl. Garcinia kola is culturally very important for the Yoruba and Igbo tribes of
Nigeria and for many other people living in the sub-saharan Africa. For centuriesthe nuts have been an important part of their
lives from birth to death. They are used in traditional ceremonies, marking special eventslike births, marriages and conferring
chieftaincy titles. A Garcinia kola nut tree may be planted when a baby isborn with the child becomingitslifelong owner. In
proposals of marriage, young men offer Garcinia kola nutsto thefather of the bride, and an exchange of Garcinia kola nutsis
essential in many business dealings as well2.

The quest for naturally occurring compounds of herbal or plant origin that could be of benefit as contraceptive and fertility
control agents stimulated the interest of Isawumi3 in Garcinia kola, seedswhich arewidely consumed as a stimulant. The
traditional African medicinal usesinclude treatment of cough, purgative, anti-parasitic and anti-microbial4>. The seed isused in
thetreatment of diarrhoea® bronchitis and throat infections’:8 and liver disorder®. The Garcinia kola seeds enjoy a folk
reputation in Africa as a poison antidotel. I n addition, the plant possesses anti-hepatotoxic!112, antioxidant13, hypoglycemia®14
and aphrodisiac propertieslS. Garcinia kola seeds have been reported to have an anti-inflammatory activity416. These studies
have revealed that the process of ovulation is comparable to an inflammatory processt?. Anti-inflammatory drugs have been
employed in blocking ovulation?8,

Some flavonoids (including apigenin based) suppress the formation of cyclo-oxygenase-2 enzyme thus playing an important role
in the prevention of cancer and inflammation, partly via inhibiting cox-2 enzymes. This property isalso currently under trial in
chemopr evention potentials against human cancers as many types of cancer cells use cox-2 to propagatel’.

Garcinia kola seeds contain biflavonoid capable of having anti-inflammatory propertiesll and are a natural antioxidant13.19,
Constituents of the seed of Garcinia kolainclude 1 - 3, 8 - 11 benzophenones, Gar cinia biflavonones (GB-1, GB- 2) and kola
flavonone0. Apigenin based flavonoids represent 60% of thetotal flavonoids present in the diethyl ether fraction of Garcinia
kola seed?!. Phenolic compounds likely to be present in Garcinia kola are mostly secondary plant metabolites like tannin,
saponin, oxalates etc. High consumption of these compoundsis therefore dangerousto health. In conclusion, phar macologic
importance of Garcinia kola cannot beruled out all the same high quantity of Garcinia kola should not be consumed at a time
considering the adver se effects of high saponin, cyanogenic glycoside and other glycoside?0.
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Malnutrition isa general term for the medical condition caused by an improper or insufficient diet. It most often refersto
under nutrition resulting from inadequate consumption, poor absorption, or excessive loss of nutrients, but the term can also
encompass over nutrition, resulting from over eating or excessive intake of specific nutrients. An individual will experience
malnutrition if the appropriate amount of, or quality of nutrients comprising of healthy diet are not consumed for an extended
period of time. An extended period of malnutrition can result in starvation?2. Malnutrition, asthe lack of sufficient nutrientsto
maintain healthy bodily functions, istypically associated with extreme poverty in economically developing countries. It isa
common cause of reduced intelligencein parts of the world affected by famine such as Ethiopia23. Malnutrition as the result of
inappropriate dieting, over eating or the absence of a " balance diet" is often observed in economically developed countries (e.g.
asindicated by increasing levels of obesity). Most commonly, malnourished people either do not have enough caloriesin their
diet, or areeating a diet that lacks protein, vitamins, or trace minerals. Medical problemsarising from malnutrition are
commonly referred to as deficiency diseases. Scurvy isawell-known and now rare form of malnutrition, in which thevictim
lacks vitamin C.

Thirty-two adult mice with aver age weight of 20g were used. They were bred in the Animal Holdings of the Department of
Anatomy and Cell Biology, Obafemi Awolowo University, Ile-Ife, Nigeria. Four plastic cages were procured for the four
different groups of the animals. Proper care of the animals was based on L eader24 and the National | nstitute of Health (U.S.
PHS policy) on humane care of laboratory animal2s.

The malnourished feed with which the animals were fed was prepared in the Histology L aboratory of the Department of
Anatomy and Cell Biology, Obafemi Awolowo University, |le-Ife. The formulation of the feed is accor ding to Robinson26 and
Nwoha?7 as stated: Grains 72g, Casein 3g, Cellulose 8g, Oil 6g, Sucrose 5g, Vitamin 6g. Accurate measur ements of the
parameter s stated above was ensured with the use of Mettler Toledo sensitive balance. They were mixed together with water,
molded and oven dried before feeding the animals with it. Garcinia kola nuts were bought from the local market in lle-Ife,
Nigeria. The outer coatswereremoved, and the seeds wer e cut into pieces and air-dried. The dried-seeds were ground into fine
powder and cold extraction was done using distilled water in a soxhlet extraction kit at the Science Central Laboratory of the
Obafemi Awolowo University, |le-Ife, Nigeria. 20 g of the extract was weighed out and dissolved in 100 ml of distilled water to
give 200 mg/ml of aqueous extract of Garcinia kola.

3-Nitropropioic acid was obtained from Sigma Chemical Co. St. Louis, U.S.AA. Themicein the treatment groupsreceived 20
mg/kg body weight of 3-Nitropropioic acid intraperitoneally. The control groupsreceived an equivalent volume of distilled water
intraperitoneally. After administration the mice wereleft in their cagesfor the next three daysto allow for the neur otoxic effects
of the drug on the hippocampus?8.

The micewerecarried to thetest room in their home cages and tested one at a time for 5 minutes each. Mice were handled by
theend of their tailsat all times. They wer e taken from their home cages and placed randomly into the apparatus for
exploration. After the 5 minutestest, the mice werereturned to their cages and the apparatus was cleaned with 70% ethanol and
permitted to dry between tests.

Elevated plus maze was used to deter mine the anxiety level of the mice. This apparatus consists of two open arms and two arms
that are enclosed by high walls. The open armsare perpendicular to the closed arms, with the four armsintersecting to form the
shape of aplussign. The elevated plus-maze is usually elevated approximately 50cm above the floor. Security is provided by the
closed armswhile the open arms offer exploitatory value. Therefore, one might expect anxious miceto spend lesstimein the
open armsthan those that are less fearful29. The mice wer e placed in the centre of the elevated plus-maze and activitiesare
recorded for 5 minutes.

With regard to the behaviour of MM, MG and MGN, oneway ANOVA revealed that there was significant effect of intake of
Garcinia kola on number of entriesinto closearm (F2, 16 = 5.30; P<0.05); number of entriesinto open arm (F2, 16 = 5.31;
P<0.05) ; % entriesinto open arm (F2, 16 = 7.82; P<0.05); number of head-dip in open arm, (F2, 16 = 32.08; P<0.05); time head-
dipping (F2, 16 = 29.70; P<0.05); groomingin close arm (F2, 16 = 12.29; P<0.05), grooming in open arm (F2, 16 = 11.93; P<0.05);
freezing in closearm, (F2, 16 = 23.01; P<0.05); freezingin open arm (F2, 16 = 13.14; P<0.05), but has no significant effect on
number of entriesat the center stage (F2, 16 = 0.93; P<0.05) rearing in close arm (F2, 16 = 0.40; P<0.05), rearing in open arm
(F2, 16 = 0.74; P<0.05). Going by the (SNK) test, there were significant effects on number of entriesinto closearm, % entriesin
open arm, number of head-dip in open arm, Time head-dipping, number of time at the center stage, freezing in close arm and
freezing in open arm, but not significant on number of entriesinto open arm, grooming in open arm, grooming in close arm,
rearing in open arm and rearing in close arm (P<0.05) when comparing MM, and MN (Table 1).
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Table 1: MEAN BEHAVIOURAL STUDIES OF THE MALNOURISHED MICE
IN THE ELEVATED PLUS - MAZE

ELEVATED PLUS-MAZE TEST MEAN BEHAVIOURAL STUDIES

An=6 Bn=b Cn=6 Dn=7

N2, ENTRIES INTO CLOSE ARM 857+£116% | 4.50+031% 9.50+0.81* 6.71+0.44%
N2, ENTRIES INTO OPEN ARM 47140098 3831037 7501 1.05* 5.14+0.51*
% ENTRIES INTO OPEN ARM 3548 +5.78%% | 2580+192§ | 43.42+360% 43.15+2.70*
N2, HEAD-DIP IN OPEN ARM 7.29+0.80% | 15.83£107% | 2450+3.17* 37e7£291*
TIME HEAD-DIPPING 1443 +3.18% | 9.50+1.125 1983 +2.23* 62.71 £6.85*
Ne. TIME AT THE CENTER STAGE 11.00+£1285 | 633+051% 13.83+1.44 13.86 £0.74
GROOMING IN CLOSE ARM 15.00+1.78* | 11.17+4.50 8.0013.94* 9.43+2.88*
GROOMING IN OPEN ARM 0.14£0.13* 0.16+0.15 o* 0.71 £0.44*
REARING IM CLOSE ARM 20574317 2183+2.11 26.67 +4.05 24434135
REARING IN OPEN ARM 0.2910.26 1] 0 0.43+0.19
FREEZING IN CLOSE ARM 18.86:13.20%% | 37.17£17.81% 10.8315.82* 2.00+0.88*
FREEZING IN OPEN ARM 2.29+0.92*5 0§ 26.17+16.97* o*

A-Malnourished Mice (MM) B -Malnourished Mice with Neurotoxin | MN)

C-Malnourished Mice with Garcinia kola extract (MG)

D-Malnourished Mice with Neurotoxin and Garcinia Kolaextracts (MNG)

* - Implies significant effect at P <0.05 when comparing MM, MG and MNG using one way ANOVA,

§ - Implies significant effect at P <0.05 when comparing MM and MN using Student Newman-Keuls (SNK) test.

The elevated plus maze has been described as a simple method for assessing anxiety responses of rodents30. A task, usinga Y-
shaped appar atusthat included an elevated open alley, which produced a strong approach-avoidance conflict, and an enclosed
alley, which did not29. Thistask was modified into an elevated maze with four arms (two open and two enclosed) that are
arranged to form a plus shape and was described by Handley and Mithani33L. These author s described the assessment of anxiety
behavior of rodents by using theratio of time spent on the open armsto the time spent on the closed arms. Unlike other
behavioral assays used to assess anxiety responsesthat rely upon the presentation of noxious stimuli (i.e., electric shock,
food/water deprivation, loud noises, exposureto predator odor, etc.) that typically produce a conditioned response, the elevated
plus maze relies upon rodents' proclivity toward dark, enclosed spaces (approach) and an unconditioned fear of heights/open
spaces32. Thereisgreat diversity in possible applications of the elevated plus maze. To name a few, prescreening of newly
developed phar macological agentsfor treatment of anxiety-related disorders can be carried out. The anxiolytic and anxiogenic
effects of pharmacological agents, drugs of abuse and hormones can beinvestigated. The effects of reproductive senescence/aging
and/or pre-, peri- or postnatal exposureto various stressors can be assessed. Furthermore, beyond its utility asa model to detect
anxiolytic effects of benzodiazepine-related compounds, the elevated plus maze can be used as a behavioral assay to study the
brain sites (e.g., limbic regions, hippocampus, amygdala, dor sal r aphe nucleus, etc.)3334 and mechanisms (e.g., GABA,
glutamate, serotonin, hypothalamic-pituitary-adrenal axis neuromodulators, etc.)3% underlying anxiety behavior. Indeed, the
elevated plus maze has been used as a model of state, unconditioned anxiety for over two decades.

Behavioral responsesin the elevated plus maze ar e easily assessed and quantified by an observer. Briefly, rodentsare placed in
theintersection of the four arms of the elevated plus maze and their behavior istypically recorded for 5 min. Thiswas based
upon the early studies by Montgomery?29 that revealed that rats demonstrated the most robust avoidance responsesin thefirst 5
min after placement in the elevated open alleys. The behaviorsthat aretypically recorded when rodentsarein the elevated plus
maze ar e the time spent and entries made on the open and closed arms. Behavior in thistask (i.e., activity in the open arms)
reflects a conflict between the rodent's preference for protected areas (e.g., closed arms) and their innate motivation to explore
novel environments. Anti-anxiety behavior (increased open arm time and/or open arm entries) can be deter mined
simultaneously with a measur e of spontaneous motor activity (total and/or closed arm entries), albeit the arm entriesmadein the
maze may not be an optimal measur e of motor activity. Other ethological measuresthat can be observed in rodentsin the maze
arethe number of rears, head dips, fecal boli, freezing or stretched-attend postures.

In the elevated plus-maze, % entriesinto open arm was greatest in MG, followed by MNG, then by MM, and least in MN. The
% open arm entriesand % time spent in open armsare both measur es of fear and anxiety30.36, This showed that MN werethe
most fearful and demonstrated greatest level of anxiety. They have least head-dips and greatest gr ooming which showed that
they wereleast active. Freezing in both close and open arm wer e greatest in these mice which showed an evidence of being
fearful, and rearing both in close and open was least in them that indicated least locomotor activity.

Considering all the behavioural activities, it could be deduced that MN were most fear ful, dormant, anxious, less active, with low
exploratory activity but were protected from all these by feeding with ageous extract of Garcinia kola.
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