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Editorial:

ANALISIS MUTACIONAL DE K-Ras EN
CARCINOMA COLORRECTAL
METASTASICO. IMPLICACIONES
TERAPEUTICAS.

Marta Herreros-Villanueva® y Carlos Garcia-Giron™

*Unidad de Investigaciéon y ™ Servicio de Oncologia.
Hospital General Yague. Burgos. Espafia

mhv @ hgy.es

English version

El gen Ras, codifica para una proteina G de membrana que actia como un interruptor
molecular en la transduccion de sefialesrelacionadas con la proliferacion y
diferenciacion celular. Hasta el momento se han descrito tres proto-oncogenes Ras que
codifican pequefias GTPasas (H-Ras, N-Ras, K-Ras4A y K-Ras4A). Estas proteinas se
encuentran unidas a membranay operan como moléculas binarias que se ciclan entre
formasinactivas, unidasa GDP y formas activas que llevan unido GTP 1. Cada GTPasa
posee la capacidad detransduccir sefiales desde los receptores hasta el citoplasma a
través de rutas efectoras que regulan el crecimiento celular, la diferenciacion y la
apoptosis. La GTPasa, K-Ras selocaliza en el cromosoma 12p12y tiene
aproximadamente 45 Kb de extension2. La proteina codificada por este gen adopta una
conformacion estructural con un peso de 21 Kd, selocalizan en la membrana plasmatica
y participa en la via de transduccion de sefialesy en diferenciacion celular 3, 4.

L a conformacién activa de Ras depende de la tasa derecambio GDP/GTP, estando
inactiva cuando lleva unido GDP y activa cuando posee unido GTP5. La union de GDP
0 GTP depende de factor es proteicos como el GEFs (factor es de cambios de nucledtidos
de guanina) que seune a Rasy acelera la disociacién de GDP o de proteinas de unién de

http://biomed.uninet.edu/2008/n1/editorial.html
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actividad GTPasa (GAPs) queincrementa la actividad GTPasa intrinseca de Ras. Un
defecto en la desactivacion de este ciclo posee graves implicaciones sobr e patologias
humanas. L as proteinas que tienen puntos de mutacioén especificos que confieren
insensibilidad GTPasa, per manecen blogueadas en un estado per manente unidoa GTP
produciendo activacion aberrante de cascadas de sefializacion dependientes de
Ras6.Esto puede promover proliferacion celular y proteccion frente a la apoptosis, por
lo que aproximadamente el 30% de los cancer es humanos poseen Ras mutado. Estas
mutaciones son frecuentes en cancer colorrectal, pancreatico, pulmonar, de vejiga,
conducto biliar y tiroideo y su estudio pueden indicar prognosticoy predecir en parte, la
respuesta a tratamientos. L as alteraciones cruciales de este gen, responsables de la
alteracion maligna, se encuentran en los codones 12, 13y 617, 8.

Unadelasdianasactualesen mCRC es el receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR), € cual esta activado en car cinogénesis colorrectal atravésdelaunion deun
ligando en su dominio extracelular. La autofosforilacion del dominio tirosin kinasa de
EGFR activa las vias de sefializacion activadas incluyendo la constituida por Rasy en la
queinterfiere apoptosis, proliferacion celular, angiogénesisy metastasis.

Estudios en los Ultimos afios sobr e tratamientos del de cancer colorrectal metastatico
(mCRC) han mostrado buenas respuestas empleando ter apias basadas en anticuer pos
monoclonales como Panitumumab o Cetuximab, directamenterelacionado con la
activacion delaruta de sefializacion de K-Ras9, 10, 11, 12. Ambos anticuer pos estan
dirigidos contra €l receptor de crecimiento epidérmico (EGFR): Cetuximab esun
anticuer po humanizado mientras que Panitumumab es humano.

Ademas, recientemente distintos trabajos muestran que las mutaciones de K-Ras en
estos tumor es pueden tener implicaciones en la respuesta clinica a Panitumumab. Estos
estudios indican que la eficacia en mCRC esta confinada a pacientes con tumor es que
carecen de mutaciones en K-Ras. Asi, los pacientes con K-Ras salvaje que reciben
Panitumumab presentan mejoresrespuestas que los pacientes que recibieron el mejor
tratamiento de soporte. Por e contrario, no existen diferencias entre los pacientes con
mejor tratamiento de soportey los que reciben Panitumumab cuando poseen K-Ras
mutadol3.

Laconclusién es que Panitumumab y Cetuximab mejoran la tasa de supervivencialibre
deprogresién y mejoran la calidad de vida de pacientes con cancer colorrectal que no
poseen mutaciones en K-Ras. Debido a que serequiere K-Ras salvaj e para obser var
eficacia en pacientes con mCRC, debe ser considerado € andlisis mutacional de K-Ras
como criterio de seleccion de pacientes candidatos a recibir terapia Panitumumab o
Cetuximab.

REFERENCIAS

1.- Hancock JF. Ras proteins: different signalsfrom different locations. Nature
Rev Mol Cell Biol. 2003; 4, 373-384.

http://biomed.uninet.edu/2008/n1/editorial.html



Rev Electron Biomed / Electron J Biomed 2008;1:5. Editorial: ...K-Ras EN CARCINOMA COLORRECTAL METASTASICO...

2.- Mu DQ, Peng Y S, Xu QJ. Values of mutations of K-Ras oncogene at codon 12
in detection of pancreatic cancer: 15-year experience. World J Gastr oenterol
2004;10:471 -475.

3.-RoaJC, Roal, de Aretxabala X, Melo A, Faria G, Tapia O. Mutacion del gen
K-Rasgeneen € cancer delavesicula biliar. Rev Med Chil 2004; 132:955-60.

4.- Walsh AB, Bar -Sagi D. Differential activation of the Rac pathway by Ha-Ras
and K-Ras. J Biol Chem 2001;276:15609 -15615.

5.- Bourne HR, Sanders DA, McCormick F. The GTPase superfamily a
conserved switch for diverse cell functions. Nature. 1990; 348:125-132.

6.- Downward J. Targeting Ras signalling pathways in cancer therapy. Nat Rev
Cancer 2003;3:11-22.

7.- KiarisH, Spandidos DA: Mutations of Ras genesin humantumours (Review).
Int J Oncol. 1995; 7: 413-421, .

8.- Finkelstein SD, Sayegh R, Bakker A and Swalsky P: Deter mination of tumor
aggressivenessin color ectal cancer by K-Ras-2 analysis. Arch Surg 1993; 128:
526-531.

9.- Hilger RA, Scheulen ME, Strumberg D. The Ras-Raf-M EK-ERK Pathway in
the Treatment of Cancer. Onkologie 2002;25: 511-518.

10.- Pao W, Wang TY, Riely GJ, Miller VA, Pan Q, Ladanyi M, Zakowski M SF,
Heelan RT, KrisMG, Varmus HE. K-Ras M utations and Primary Resistance of
L ung Adenocar cinomasto Gefitinib or Erlotinib. PloS Medicine. 2005; 2:57-61.

11.- Lievre A, Bachet JB, Le Corre D, Boige V, Landi B, Cote JF, Tomasic G,
Penna C, Ducreux M, Rougier P, Penault-LlorcaF, Laurent-Puig P. K-Ras
Mutation Statusis Predictive of Responseto Cetuximab Therapy in Colorectal
Cancer. Cancer Res 2006; 66: 3992-3995.

12.- Benvenuti S, Sartore-Bianchi A, Di Nicolantonio F, Zanon C, Moroni M,
Veronese S, Siena S, Bardelli A. Cancer Res 2007;67: 2643-2648.

13.- Amado RG, Wolf M, Peeters M, Van Cutsem E, Siena S, Freeman DJ, Juan
T, Sikorski R, Suggs S, Radinsky R, Patterson SD, Chang DD. Wild-Type K-Ras
IsRequired for Panitumumab Efficacy in Patients With M etastatic Color ectal
Cancer. J Clin Oncol. 2008 Mar 3; [Epub ahead of print]

http://biomed.uninet.edu/2008/n1/editorial.html



Rev Electron Biomed / Electron J Biomed 2008;1:6. Editorial: ... K-Ras IN METASTATIC COLORECTAL CANCERS.

Comité Editorial
Editorial Board

Comité Cientifico
Scientific
Committee

Normas paralos
autores
Instruction to
Authors

Der echos de autor
Copyright

Contacto/Contact:
[

1"Fllz'mrlstal Electronica de Bmmedu:lnaf
Electrﬁﬁl

urnaiorBiomedicin "

Rev Electron Biomed / Electron J Biomed 2008;1:6-8

Editorial:

MUTATIONAL ANALYSIS OF K-Ras IN
METASTATIC COLORECTAL CANCERS
AND THERAPEUTIC IMPLICATIONS.

Marta Herreros-Villanueva® and Carlos Garcia-Giréon™

* Research Unit and ™ Oncology Department.
Hospital General Yague. Burgos. Espafia

mhv @ hgy.es

Version espafnola

Three human Ras proto-oncogenes encode small GTPases (HRas,N-Ras, K-Ras4A and
K-Ras4B) that operate as binary molecular switchesthat cycle between an inactive GDP-
bound form and an active GTP-bound form at the membranel. K-Rasislocalizated in
cromosome 12p12 and has 45 Kb in extension2. The protein codificated by this gene
have a structural conformation with 21 Kd in cytoplasm membrane.

Each GTPase has the capacity to transduce signals from cell-surface receptorsinto the
cytoplasm through specific effector pathwaysthat regulate cell growth, differentiation
and apoptosis3, 4.

Rasin an active conformation depends on the rates of GDP/GTP exchange. When Rasis
bound to GDP isinactive and when it isbound to GTP is active5.Guanine-nucleotide

exchange factors (GEFs) bind to Ras and markedly accelerate therate of GDP
dissociation. By contrast, deactivation requiresthe binding of GTPase-activating
proteins (GAPs) that significantly enhance theintrinsic GTPase activity. A defective'off’
switch in thiscycle has major implicationsfor human disease. Proteinsthat have specific
point mutationsthat render the GTPase insensitive are locked in the GTP-bound state,
causing aberrant downstream signalling6.This can promote cell proliferation and
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protection from apoptosis; indeed, approximately 30% of human cancer s contain
mutation in Ras genes.

The mutations are common in colorectal cancer, pancreatic cancer, lung

adenocar cinoma, gall bladder cancer, bile duct cancer and thyroid cancer. Also can
indicate prognosis and may be predictive of drug response. The crucial alterations of the
K-Ras gene which areresponsible for malignant transformation ar e point mutationsin
codons 12, 13and 617, 8.

One of the most promising targetsin mCRC isthe epidermal growth factor receptor
(EGFR), which isactivated in colorectal carcinogenesis by the binding of a ligand on the
extracellular part of it. The autophosphorylation of theintracellular tyrosine kinase
domain of the EGFR activates downstream signaling pathways, including the Ras
pathway, which interfere with apoptosis, cell proliferation, angiogenesis, and the
metastatic process.

In particular, recent publications have shown that the successful treatment of metastatic
Colorectal Cancer (mCRC), using monoclonal antibody therapies such as Panitumumab
or Cetuximab, isdirectly linked to the oncogenic activation of the K-Ras signalling
pathw9, 10, 11, 12.Thismonoclonal antibodies directed against the epidermal growth
factor receptor (EGFR): Cetuximab isa chimeric antibody while Panitumumab isfully
human.

Recent studies have suggested that mutationsin K-Rasin tumors may impact the
clinical response to Panitumumab. The efficacy in mCRC is confined to patienswith
tumor slacking K-Ras mutations. Wild type K-Ras patients receiving Panitumumab
have better CRC symptoms ver sus best supportive care patients. On the other hand
thereisno difference between patientstreated with best supportive care and
Panitumumab patients when they have K -Ras mutation13.

Panitumumab and Cetuximab improves overall survival and progression-free survival
and preserves quality-of-life measuresin patients with colorectal cancer in whom have
no K-Ras mutations. As, wild type K-Rasisrequired for efficacy in patientswith
MCRC, K-Ras status should be considered in selecting patients with as candidates for
Panitumumab or Cetuximab therapy.
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RESUMEN

INTRODUCCION. Valorar la eficacia bacteriol 6gica de un tratamiento con quinolonas en tuber culosis genitourinaria, en un
seguimiento de méas de diez afios.

MATERIAL Y METODOS. Veintey nueve pacientes con TBU, casos nuevos, fueron tratados con ofloxacino (200 mg cada 12 h. vo., 6
meses), rifampicina (600 mg/dia vo., 3 meses) eisoniacida (300 mg/dia vo., 3 meses), entre 1989 y 1992, diagnosticados por aislamiento
de M tuberculosisdelas orinas procesadas. Se asumio la conversién bacteriol6gica (negativizacién) como un signo clinico de eficacia,
compar andola, como Unica variable, con un grupo control de 150 enfer mos con tuber culosis genitourinaria querecibieron
tratamiento convencional. El seguimiento fuerealizado, en ambos grupos, mensualmente durante los seis primer os meses, seis meses
mastardey, posteriormente alo largo de diez afios después de la finalizacion del tratamiento.

RESULTADOS. El cultivo fue positivo con méas de 100 colonias en el 62% de los pacientes, siendo €l frotis positivo en el 56% . Todas
las cepas de M tuberculosis fueron sensibles a rifampicina, isoniacida y ofloxacino. Tres pacientes abandonaron €l tratamiento. La
conversion bacterioldgica (negativizacion) fue (en por centajes) del 92.6 (primeroy segundo mes) y 100 en los siguientes estudios. En el
grupo control, con terapia tradicional, la conversién fue: 90, 87, 93y 100 en los restantes. El tratamiento con ofloxacino mostr6 una
conversion bacteriolégica similar al tratamiento convencional (p>0.05, test exacto de Fisher).

CONCLUSION. Ofloxacino, en combinacion con rifampicina e isoniacida, mostr6 una respuesta bacteriol6gica y clinica eficaz, en la
tuberculosis genitourinaria.

PALABRASCLAVE: Tratamiento delatuberculosis; Tuberculosisurinaria; Ofloxacino; Conversién bacterioldgica, quinolonas.

SUMMARY

BACKGROUND. The aim of thisstudy wasto evaluate the antibiotic ther apy efficacy of quinolonesin genitourinary tuberculosis.
MATERIAL AND METHODS. Twenty nine patientswith urinary tuber culosiswer e treated with ofloxacin (200 mg/12 h, 6 months),
rifampin (600 mg/day, 3 months) and isoniazid (300 mg/day, 3 months) between 1989 and 1992. All patients, new cases, were
diagnosed by isolation of Mycobacterium tuber culosisin one of the three mor ning urine samples. Bacteriological culture conversion
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(negativization) was assesed as a clinical guide of efficacy, comparing it, asthe only parameter, against a control group (150 patients)
with genitourinary tuberculosis and conventional therapy. Bacteriological follow-up studies were performed in both groups monthly
for 6 months, then again 6 monthslater and then every year for 10 yearsafter completion of treatment.

RESULTS. In the 29 patients, theinitial culturewas positive with over 100 colonies per culture (62%), and the smear was positivein
56% of the patients. All strainswer e susceptible to rifampicin, isoniazid and ofloxacin. Three patients discontinued therapy, one due
toliver disease and another dueto an allergic reaction and thethird for not compliance. Beginning with the first month of treatment,
the bacteriological conversion was 92.6% (first and second month) and 100% in the remaining contrals. In the control group, wich
received conventional treatment, the conversion was: 90%, 87%, 93% and 100% in the remaining controls. Treatment with ofloxacin
showed a bacteriological conversion similar to the conventional treatment (p>0.05, Fisher s exact test).

CONCLUSION. After 10 yearsof patient follow-up, we conclude that ofloxacin, in combination with rifampin and isoniazid (both for
3 montsonly) is effectivein genitourinary tuberculosis, providing satisfactory bacteriological and clinical efficacy.

KEY WORDS: Tuberculosistherapy; Urinary tuberculosis; Ofloxacino; Tuber culosis conversion, quinolones.

INTRODUCCION

Latuberculosis(TB), enfermedad causada por Mycobacterium tuberculosis, puede ser mortal si no selatrata adecuadamente. La
incidencia de tuber culosis estd aumentando aproximadamente un 0.4% por afio, observandose este incremento principalmente en el
Africa subsaharianay en los diferentes paises de la antigua Unién Soviética (WHO 2003a). En cuanto a la morbi-mortalidad, cada
afio contraen la enfermedad unos ocho millones de per sonas, muriendo apr oximadamente dos millonest.

En todas sus for mas de presentacion clinica, la tuber culosis contindia teniendo una incidencia alta en nuestro medio?. Actualmente, las
pautas de tratamiento, que estan bien definidas3->, tienen una duracion de 6 meses (pauta corta) o de 9 meses. En la pauta corta se
adiciona, piracinamida a la combinacion de rifampicina (RMP) eisoniacida (INH). Aunque la eficacia de este tratamiento ha sido
demostrada plenamente, su uso puede originar efectos secundariosindeseables. De ahi la blsqueda constante de nuevas posibilidades
terapéuticas’, cuyos objetivos pretenden reducir la duracién del mismo, sin perder la eficacia, disminuyendo los efectos secundarios
de los farmacos utilizados, propiciando la adhesion al mismo por parte del paciente.

Laaparicién delas quinolonas fluoradas, con actividad frentea M tuber culosis, las hace inter esantes en el tratamiento dela TB, por
disponer de una farmacocinética favor able y de una baja toxicidad®12. Ofloxacino presenta una buena biodisponibilidad
consiguiendo concentraciones sanguineas altas, siendo la eliminacién renal superior al 90% durante las primeras 24 horas después de
su administracionl3. Por otra parte, también ha demostrado su eficacia en €l tratamiento de la tuber culosis primaria, tanto en
monoter apia como asociado a otr os far macos antituber culosos!4, con los cuales no presenta ni antagonismos ni reacciones cr uzadas!>
16, En general, las fluor oquinolonas pueden aportar los siguientes beneficios en los regimenes antituber culosos: por un lado,
incrementan €l efecto bactericiday esterilizador del tratamiento combinado al inhibir la girasa-ADN, aumentando la penetracion en
los focos de lainfeccidn, y, en segundo lugar, mejoran e cumplimiento del tratamiento, debido al perfil de seguridad que presentan??.

Por todo €ello, consideramos oportuno, en 1989, investigar |a eficacia de ofloxacino, asociado a otros farmacos antituber culosos
(isoniacida y rifampicina), en el tratamiento dela TB genitourinaria. Como mar cador dela eficacia del tratamiento se consider¢ la
conversion bacteriolégica (negativizacion) de las muestras urinarias estudiadas, asi como el seguimiento realizado en casi dos décadas
alos 29 pacientesincluidos dentro del estudio con objeto de detectar recaidas o fracasos del mismo. Este estudio se compar é con un
grupo control de 150 pacientes tratados con la pauta corta de seis meses. Finalmente, se valora la novedad que representd, en aquel
momento, dicho régimen ter apéutico en nuestro Pais.

MATERIAL Y METODOS

Pacientes: criteriosdeinclusion

a. Pacientes tratados con ofloxacino

Fueron incluidos 29 pacientes (14 mujeresy 15 hombres), con edades comprendidas entre 16 y 67 afios (media de 50.7 afios) con
tuberculosis genitourinaria confirmada bacteriol 6gicamente. Se excluyeron embar azadas, madres en periodo de lactanciay menores
de 15 afios (Tabla 1). Todos er an casos nuevos, es decir, pacientes que no habian sido diagnosticados ni tratados previamente de
tuberculosis. Todos los pacientes fuer on infor mados seglin las nor mas establecidas, dando su consentimiento. La tuberculosis
genitourinaria fue diagnosticada por aislamiento de M tuberculosis de una delastres muestras de orina matutina remitidas al
laboratorio.

http://biomed.uninet.edu/2008/n1/alberte.html
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TABLA 1. Pacientes incluidos en el protocolo v clinica inicial
Paciente Edad Sexo

1

| sl Y| Cistitis

2 29 M| Colico nefritico

3 i Vo | Epudidimatis

4 S0 M| Dolor lumbar. Cistitis.

i i Vo | Prostautis

[i] 45 W Dolor lumbar

7 16 M) Cistiis

£ 4 M) Cistins

9 4 M| Cistitis, Sindrome constitucional
Li1 a7 Vo | Cistilis

11 38 V| Cistitis

12 63 M| Dolor lumbar

12 62 W Dolor lumbar

14 45 Y| Epididimitis belateral. Prostatitis
15 44 M| Cistins

16 56 M| Dolor lumbar

17 il Y | Epididimitis. Prostatitis

1§ 54 M| Piclonefring, Incontinencia

14 3 Y Dolor lumbar
20 35 | Dolor lumbar
2l 46 M| Colice nefritico derecho
22 44 W Piuna v hematunia
23 44 Yo | Cistitis
24 40 M| Colico nefritico 1zdo. Cistitis. Sind. constifucional
25 24 M) Cistitis
26 52 Y Dolor lumbar
27 36 Y| Epudidimitis bilateral
28 i M| Cistitis
29 52 W Calico nefritico. Mal de Pou

M= mujer; V= varon

b. Grupo control

Constituido por 150 pacientes diagnosticados micr obiol6gicamente de tuber culosis genitourinaria en los cinco afios anteriores, alos
cuales se les habiarealizado € mismo protocolo de seguimiento bacterioldgico que el grupo de estudio, con objeto de comparar la
eficacia de ambas pautas en términos de conver sion bacteriol 6gica.

Definiciones

. Caso nuevo. Paciente sin antecedentes de tuber culosis ni de tratamiento antituber culoso previo.

. Fracaso detratamiento. No observar conversién bacteriol6gica después de tres meses de tratamiento.

. Recaida. Hallazgo de un frotis positivo (BAAR) y/o aislamiento de M tuberculosis en un paciente que completa los 6 meses de
tratamiento.

. Curaprobable. Paciente en €l que, una vez finalizados los 6 meses de tratamiento, no sufre ni recaida ni fracaso de
tratamiento.

. Cura. Paciente en €l que, unavez finalizado su tratamiento, no se observa ningunarecaida después de 12 meses de
seguimiento posterior.

Investigacién y contr oles micr obiol 6gicos

Las muestras fueron procesadas siguiendo la técnica de decontaminacion con acido sulfdrico al 6% 18, procediéndose, a partir del
sedimento obtenido, arealizar el frotispara visualizacion y el cultivo en medio de L owenstein Jensen y piruvato, incubandose a 35°C
durante un periodo méximo de 8 semanas. Una vez observado crecimiento en los medios solidos, se procedio a la identificacion
utilizando sondas de M tuberculosis complex (Accuprobe, GenProbe, bioM érieux).

Antibioterapia

Estudio con ofloxacino. Ofloxacino se administré por via oral, 200 mg/12 horas, durante 6 meses. En los tres primer os meses se asocio
rifampicina (600 mg/dia, oral) eisoniacida (300 mg/dia, oral)

Grupo control. Se administr 6 rifampicina (600 mg/dia, oral) e isoniacida (300 mg/dia, oral) durantelos seis meses que dur6 €
tratamiento. Durante los dos primer os meses se asociaron pirazinamida (25 mg/kg/dia, oral) y etambutol (25 mg/kg/dia, oral).

Seguimiento microbiol6gico
Durante d tratamiento se llevé a cabo procesandose mensualmente tres muestras de orina matutinas. Una vez finalizado el
tratamiento serealizar on controles microbioldgicos a los 6 mesesy cada afio después de la finalizacién del tratamiento.

http://biomed.uninet.edu/2008/n1/alberte.html
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Controlesclinicos

L os estudios basicos incluyer on: perfil sanguineo completo, pruebas de funcién renal y hepética, radiografia de térax y urograma
endovenoso. L as pruebas sanguineas se repitieron cada mes, al igual que lasde lafuncién renal y hepética. El urograma intravenoso
serepitio alos 3y 6 meses de tratamiento.

Determinacién de la sensibilidad de M tuberculosis

A ofloxacino

La prueba de sensibilidad a ofloxacino (DL 8280 Hoechst-Roussel, ahora Aventis) se determin6 en Mycobacteria 7H11 agar (Difco,
Detr ait), suplementado con Middlebrook OADC enrichment (Difco). En primer lugar, se prepar 6 una solucion madre con 10 mg de
ofloxacino que se disolvieron en 0.3 ml de NaOH 0.1 N, afiadiendo a continuacién 9.4 ml deH20, y finaimente 0.3 ml de CIH 0.1 N,
con lo que se obtuvo una solucién de 1000 mecg/ml, con un pH de 5.8. Dicha solucién se diluyé de forma adecuada con agua,
afiadiéndose asépticamente al medio antes esterilizado, para conseguir las concentraciones criticasde 1y 4 mcg/ml. Los medios, con
los antibiéticos, se distribuyeron en tubos de tapdn de rosca, solidificandolos en posicién inclinada. L osinéculos de cada cepa fueron
preparados a unaturbidez igual a MacFarland n°. 1, diluidos posteriormente al 1/10010. L a ausencia de crecimiento en €l tubo con la
concentracion de 1 meg/ml seinter preté como cepa sensibley el crecimiento a las concentraciones de 1y 4 mcg/ml, como resistente.

A rifampicina eisoniacida
Se siguid el método de las propor ciones de Canettil®. Una cepa se consider 6 resistente cuando el niimer o de colonias creciendo en e
medio con farmacos era superior oigual al 1% del que se apreci6 en €l medio exento delos mismos.

Estudio estadistico

Lasdiferencias en losresultados entre los regimenes ter apéuticos se compar aron mediante el programa EPI INFO Versién 6.0 (USD
Incor porated, Stone Mountain, Ga, USA). L as propor ciones fueron compar adas por €l test de chi cuadrado o test exacto de Fisher. La
negativizacion del cultivo fuela variable estudiada. Se consider 6 que la diferencia entre ambos r egimenes er a estadisticamente
significativa para valores de p<=0.05.

RESULTADOS
Pacientes

Tres pacientes abandonaron el protocolo. Un paciente por embarazo, alos 4 meses de iniciado este. La evolucion clinica, analiticay
microbioldgica durante ese periodo habia sido satisfactoria, desarrollandose nor malmente tanto la gestacion como el parto. Otro
paciente present6 una hepatopatia aguda al inicio del protocolo y se decidié excluirle de este. El tercer paciente fué excluido al inicio
del protocolo, por falta de colaboracion. La evolucién delosrestantes pacientes fue satisfactoria, remitiendo los sintomas una vez
comenzado € tratamiento, siendo muy positiva la colabor acion de todos ellos, asi como latolerancia a la medicacion.

Estudiosy seguimiento microbiol 6gico

Laaplicacién del protocolo exigia un diagnéstico microbioldgico. El cultivo fue positivo en los 29 pacientes (62% con un nimero de
colonias mayor de 100). Latincion fue positiva en 16 pacientes (56%), (Tabla 2). Todas las cepas de M tuberculosis aisladas fueron
sensibles a los antibi6ticos antituber culosos estudiados.

http://biomed.uninet.edu/2008/n1/alberte.html
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TABLA 2.

Efecto de la aplicacion del tratamiento en la tincidn v en el cultive del BK

Paciente  Bacteriologia  Controles bacterioligicos efectuados (meses)
n* inigial "
11} afios
1 Frotis 4+ 2+ |- - - - Z g z
Cultive x - - - - - e - -
2 Frous + - - - - Abandono
Cultivo 10} - - - =
3 Frotis - - = - - - - - 3
Cultive 20 - - - - - = = &
4 Frotis 4+ A = & 2 % = . 2
Cultive x - - - - - - - -
5 Frotis - - = - - - - - -
Cultive x - - - - - = ‘ 2
3] Frotis 2+ I+ |- - = i = = 3
Cultive x - | - - = u - -
7 Frotis 4+ B & & A - = ¥ 2
Cultive x - - - - = - = &
3 Frotis - Abandono
Cultive 3
9 Frois - - - - - - 2 Z =
Cultive 4 - - - - - N - -
10 Frinis 3+ - = - - - 5 5 5
Cultivo X - - - - - - . 2
11 Frotis 2+ - = = - w = 5 =
Cultivo X - - - - = = - 5
12 Frovtis 1+ R = & i - = 5 2
Cultivo 20 - - - - - - = &
13 Frois - - = - - - N = 3
Cultive 30 - |- - - = ] :
14 Frotis 1+ = - % 2 T 2 % i
Cultivo 100 f- - = - - - - -
13 Frots - - - - - = - z g
Cultivo ) - - - - - o d =
1 Frotis - - = - - - - - =
Cultivo 10 - - = - - = = &
17 Frotis - - - - a - i 5 5
Cultivo 1) |- - - - - - - -
15 Frotis - - = - - - - - -
Cultive 1 - - - - - £ . )
1% Frois - = - - - i = = 3
Cultivo X - - - - = u - -
20 Frotis - - - = A - = = z
Cullivo 1) |- - - = = - = &
21 Frotis - - = - - - e = z
Cultive 30 > |- - - - - ] 2
a2 Frois I+ 2+ | Abandono de protocolo
Cultive x
23 Frolis 24 - = = - = 7, = M
Cultivo 1) |- - - - - - . 2
24 Frotis 1+ i+ |- = = & - 5 =
Cultive x - - - = - = = )
25 Frotis 1+ + |- |- [= - - |- A
Cultive x 6 |- = = = - = &
2 Frots I+ - - L F = - 3
Cultive x = = - = = - = =
27 Frois M+ = - % 2 T 2 % i
Cultive  x = - - = - - - -
28 Frotis I+ - - - - = = = i
Cultive  x - - - = - e % =
29 Frotis - - = - - - - - =
Cultiva LD - - = - - = = &

-y 1+, 242 phservacidn microscipica segion normas CDC.

Se observar on cultivos positivos en el primer mes en los pacientes 21y 25, con 2y 6 colonias respectivamente, y en el segundo mesen
los pacientes 6y 13 con 1y 30 colonias respectivamente. Frotis positivos con bacilos &cido alcohol resistentes se observaron en el
primer mes de tratamiento en cinco pacientes (1,6, 22, 24y 25) y en €l tercer mesen el paciente 26. Ulteriores exdmenes fueron
negativos.

Evaluacién clinica

http://biomed.uninet.edu/2008/n1/alberte.html



Electron J Biomed 2008;1:14. Albertey col. ... QUINOLONAS EN TUBERCULOSIS GENITOURINARIA...

No se evidenciaron cambios en el hemograma o en la funcién renal durante el seguimiento. Las transaminasas de 5 pacientes (17.2%)
seincrementaron durante los primer os 3 meses de tratamiento, nor malizandose cuando seretiraron rifampicina e isoniacida.
Asimismo, 6 pacientes (20.7%) presentaron una elevacion de su velocidad de sedimentacién eritrocitaria (VSE), normalizandose
posteriormente (Tabla 3).

TABLA 3. Efecto del tratamiento en los parimetros analiticos estudiados

Paciente n*

| Elevacion de transaminasas v WSE en los tres primeros meses
2 Mormal

3 Maormal

4 Maormal

5 Mommal

5] Elevacion de la VSE en los tres primeros mesus

I Elevacion de la V5E en los tres pimeros mesces

3

) Elevacion de transaminasas v VSE en los tres primeros meses
10 Elevacion de transaminasas v WSE en los tres primeros meses
11 Elevacion de transaminzasas en los tres primeros meses

12 Maormal

13 Maormal

14 Maormal

15 Marmal

iz Marmal

17 Maormal

18 Maormal

|4 Maormal

2 Maormal

21 MNormal

22

23 Maormal

2 Elevacion di la VSE ¢n los tres pnmeros meses

23 Maormal

20 Marmal

27 Mormal

28 Elevacion de las transaminasas en los tres pnmeros meses

29 Maormal

V5E = velocidad de sedimentacion eritrocitaria

En laTabla 4 se observan losresultados de las urogr afiasrealizadas al inicio del tratamientoy alos 3y 6 meses. La columnadela
derecharesume los datos de la evolucién radiogr afica. 12 (39.3%) pacientes no experimentaron cambios, otros 11 (39.6%)
experimentaron mejoriay 6 (21.4%) mostraron un empeoramiento de su funcién renal.

http://biomed.uninet.edu/2008/n1/alberte.html
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TABLA 4: Resultados de Ias urografins realizadas de acuerdo al

Pre-tratamiento

rotocolo v resumen de la evo

Evoluciin radiogrifica

RD: normal. RI: piclonefritis cronica mun RDx normal. RI: Anolacion Similar a la anterior Empeorn funcion renal.
intensa Giran defecto de repleceion vesical funcional, Vepiza normal Mejoria de la via (vejiza)

z RD: Pequedia lesion en papila nfion deho. Mormal Mormal Mijorin

3 Mormal Mommal Mormal Sin cambios

4 RO normael. BRI Cavidades en parénguima renal | RD- igual. Similar a la primera Sin cambios
tzqdo, diverticulo en caliz superior egdo. Rl: Anulacion funcional del radiografin
Estendsis uréter distal wegdao. rifion Legquierdo

A Mormal Mormal Mormal Sin cambios,

& RD: Mala funcion renal doha. Estenosis calie RDx Anulacion funcional. R | Simalar a la antenior Empeoramiento de ln
superior deho. R normal normal funcidn renal

7 RD: Pieloneintis cromica rifion deho, Moy mala | RD: Anolacion funcional Similar a la antenior Empeoramiento de la
funcion renal deha, RI: normal funcion renal

3 Mormal Mommal Mormal Sin cambios

o RD- normal. RI: Dilatacion caliz superior tegdo. | Simlar a la anterior Sirmlar a la anterior Sin cambios

1] RO normal. R1: Dilatacion cavidades renales RDx normal. RI: Disminucion | Simalar a la antenior, Empeoramiento de ln
1egdo. Mala funcion renal izqda. del tamanio. Mala funcion funcidn renal

11 RD: normal. RI: Prelonefntis eromica nion RD: normal. Simlar a la antenar. Empeoramiento de la
1eqdo. Mala funcion renal izqda. Rl Anulacion funcional, funcidn renal

12 RD: normal. BRI Mecrosis polo supenor sagdo. | Similar a la anterior Similar a la antenior Sin cambios

13 Maormal Mormal Mormal Sin cambios

14 RD: normal. BRI Estenosis uréter distal wegdo R normal. RI: Desaparicion | Normal. Miejorin de la via (ureter)
Prostata aumentada con cavidades en su infenior, | de la estencsis ureteral Mejoria de la prostata,

15 RD: Cicatrices en parénguima Similar a la anterior Similar a la anterior Sin cambios
RI: normal

5] RO normel. BRI Prelonefritis cronicn rifion RD: normal. RI: Anolacion Similar a la antenior Empeoramiento de In
1eqdo. Mala funcion renal izqda. funcional del nfion guiendo. funcidn renal

17 R Pequetias caleificaciones. RI- normal Similar a la anterior Similar a la anterior Sin cambios

15 Mormal Similar a la anterior Similar a la anterior Sin cambios

14 RD: nommal. BRI Desereta dilatacion via renal MNomal Marmal Mejoria de la via (ureler)

20 RO Dalatacion via renal deha. Cavidades Mormal Mormal Mijoria de la via (ureter)
renales deha RE: normal

21 RD: Dalatncion via renal deha. por estenosis de | Similar a la anterior Sumlar a la antenor Sin cambios
uréter iliseo. RI: nommal

2 RO Dalatacion de todos los calices. Retraceion
piclica Masa vesical en cara laderal derecha

23 RD: Ectasia ureteral deha. RI: normal MNormal Narmal Mejoria de la via (ureter)

24 R normal. R} normal; R1: sumento | Empeora 1 funcion renal
RI: Mecrosis papilar polo supenior deho de cicatrices renales

25 RD: normal. RD: normal, R1: Empeora Sumlar a la antenar Mejoria en ureter;
RI: Retraccion piéhica wegda. Dilatncion calie estenosis infundibular. Mejorin cmpeoramiento en
renal iedo. Estenosis urter distal indo. cslenosis ureteral infundibulo

e RED: normal. RI: Estenosis mfundibulo superior El: no varia I estenosis | Mejorin de la via {(ureter
izqdo. Estenosis ureter distal iagdo. Masa del infundibulo. Mejoria | v vejiga)
vesical eara segda de la estenosis ureteral

Desaparece masa vesical

27 RO Estenosis ureter lumbar deho. Con RLx Discreta mejoria con Discretn mejoria de la Miegorin de la via (ureter)
dilatacion piclica v calicial. Caleificaciones sonda doble 1. dilatacion.
nion deho, R normal

I% RD: Mastic. BI: Cavidades renales vzgdo. RD: igual. BRI Tgual Similar a la anterior Mejoria de la via (vepga)
Wejiga disminuida de tamafio Desaparecen cavidades,

Aumento tamaio vejiza,
9 RD: nommal. BRI Masa polo supersor . RD: Disminucion de masa, Similar a la anterior Mejorie de su proceso
Resto normal. inflamatono

Abreviaturas: RD = rifion derecho: RI = rifidn izquierdo,

http://biomed.uninet.edu/2008/n1/alberte.html

Conversion bacterioldgicay comparacién entre los dos grupos

Unavez iniciado €l tratamiento, la conversion bacteriolégica de los cultivos (negativizacion) en el grupo tratado con ofloxacino fue del
92.6% €l primeroy segundo mes, y del 100% a partir del tercer mes. En e grupo control de 150 pacientes, asimismo con TBU, la
conversion fue del 90% el primer mes, 87% €l segundoy 93% €l tercero. A partir del cuarto mesla conversion fuedel 100%. La
evolucion delosfrotisy delos cultivos de ambas series se describe en la Tabla 5.
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TABLA 5. Conversiin bacteriologica observada en las dos serics

Coatrol Grapo OFLOXACING  Grupo CONTROL

(meses) 29 paciestes 150 paciestes
Frotis Cultivo Frotis Cultivo

4 448 {0 48 L]

| 813 2.6 il i)

2 [{iH] 926 74 57

3 0.1 Ji a3 a3
4 [{H] L0 44 141
5 [{i1] L JE1TH] 141
i [{i4] L0 10 140
12 L [ [L1TH] 10
11} anos Y] L 100 106

DISCUSION

Varios son los puntos que deben consider ar se en esta discusion: actividad frente a M tuberculosis de las quinolonas fluoradas
(especialmente ofloxacino), biodisponibilidad del producto, tolerancia, inter acciones con otr os far macos antituber culosos, valor acién
bacterioldgicay clinica eimpacto presentey futuro de esta pauta terapéutica, y de las quinolonas en general, en € tratamiento de la
tuberculosisurinaria.

Con relacion ala actividad in vitro, esta es buena frente a cepas de M tuberculosis, constituyendo uno de los grupos mas prometedor es
en este campo?0-22, En nuestro caso, todas las cepas se mostraron sensibles a isoniacida y rifampicina. L as concentr aciones minimas
inhibitorias (CM1s) observadas a ofloxacino fueron inferioresa 1 meg/ml, similares a lasreferidas por otros autor es?3-24, Asimismo,
todaslas cepas de M tuberculosis se mostraron sensibles aisoniaciday rifampicina. La biodisponibilidad por via oral de ofloxacino es
excelente. La posologia de 200 mg cada 12 horas, unido a la farmacocinética favor able, per mite conseguir unas concentraciones
medias en orina que superan ampliamente aquellas CM 125,

Sin duda, la busgueda de nuevas sustancias para el tratamiento de la tuber culosis debe de per seguir la colaboracion del paciente. Al
igual que otros autor es?6, consideramos que un régimen corto con antibidticos bien tolerados evita el abandono del tratamiento, los
fracasosy el incremento de los niveles deresistencia primaria en € entorno?’. Por ello, la utilizacion de este tratamiento corto
pretendié paliar parte delosinconvenientes obser vados en las pautas establecidas, sin menoscabo de la eficacia ter apéutica,
basandose en las propiedades de la quinolona ofloxacino?8,

Una situacién que se debe detener en cuenta esla posibleinteraccion con otros farmacos antituber culosos. Asi, es conocida la accién
inhibitoria de las quinolonas fluoradas sobre el sistema citocromo P-450 (CY P450) que puede acarrear unainteraccion negativa con
rifampicina2. Sin embargo, aunque este hecho ha sido puesto de manifiesto frente a cipr ofloxacino, no existe constancia de que se
presente con ofloxacino. Por €llo, la ausencia deresistencias cruzadas, y la posibilidad de un efecto sinérgico con los antibiéticos
antituber culosos utilizados, constituyer on una situacién de partida prometedor a30. Ultimamente, se han descrito cepas de M
tuberculosis resistentes a ofloxacino, derivados de un posible mal uso de la misma3l.

Por otra parte, la utilizacién deisoniacida y rifampicina en lostres primer os meses de tratamiento, creemos que fue fundamental
debido alaréapida accion esterilizante de las lesiones, eliminando tanto la poblacion extracelular como aquella presente en laslesiones
cerradasy en los macr 6fagost6. 32,

En este estudio de seguimiento, todos los pacientes se curaron, sin observar se recaidas ulteriores. Consideramos asimismo que, en dos
de los pacientes que seretiraron del protocolo, no hubo razones objetivas para atribuir toxicidad hepética, renal, hematoldgica ni
efectos ter at6genos a ofloxacino33,

Aungue la negativizacion delos esputos en |os casos de tuber culosis pulmonar se suele conseguir, de acuerdo a algunos autor es en dos
meses cuando el régimen terapéutico incorpora INH y RMP, no se poseen datos concr etos con respecto a la tuberculosis
genitourinaria. Nuestrosresultados, con la terapia que incor por a ofloxacino, sefialan que, a partir del tercer mes, se alcanza € 100%
de negativizacién. No obstante, se evidencian controles bacteriol égicos positivos en €l seguimiento, aislandose colonias de M
tuberculosis, en el primer mes (dos pacientes) con menos de 6 coloniasy en el segundo mes (dos pacientes) con 1y 30 colonias
respectivamente. Conviene sefialar, con respecto a losfrotis, la visualizacion de bacilos &cido alcohol resistentes en el primer control
en cinco pacientesy en el tercer mesen un paciente. En ninguno de estos pacientes se aislar on cepas de M tuberculosis, ya que, de
acuerdo con nuestra experiencia, estos se negativizan mas lentamente que los cultivos.

El seguimiento cuidadoso de los pacientes a lo largo de méas de una década, sin incidentes resefiables, pone de manifiesto la bondad del
esquema terapéutico presentado. Por ello no resulta extrafio que al compararlo con el grupo control, no se observen diferencias
significativas.

Sin duda, son necesarios estudios mas amplios que incluyan las nuevas alter nativas ter apéuticas que puedan aportar, en iguales
condiciones de eficacia, mejoras que eviten los efectos adver sos de los medicamentos y que potencien el grado de colaboracion de los
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pacientes34. Asimismo, convienetener presente que, en este régimen ter apéutico, se establece una monoter apia a lo largo de la mitad
del mismo. Si el poder esterilizante de dos far macos antituber culosos (RMP e INH) esfundamental en losinicios del tratamiento, la
actuacion de ofloxacino puede culminar posteriormentela misma. Creemos que se puede abrir una nueva per spectiva terapéutica, la
cual, aunque novedosa de acuer do a las referencias bibliogr aficas revisadas, basa su eficacia en el uso controlado de ofloxacino, en €l
seguimiento cuidadoso de los pacientes a lo largo de un tiempo prolongado, y en la conver sién bacterioldgica de los cultivos de M
tuberculosis que son una prueba de la eficacia del régimen utilizado.

Ladisponibilidad de las actuales quinolonas, més potentes, perfila un nuevo escenario en el tratamiento de la tuberculosis,
especialmente la genitourinaria. L as dudas que se cer nian hace dieciocho afios sobr e la eficacia real de este régimen expuesto, desde
algunos sector es sanitarios, deberian de quedar esclarecidos al observar la evolucién y buena colaboracién de los pacientes. En
conclusion, la utilizacién de esta o de otras quinolonas abr e una via de nuevas posibilidades ter apéuticas, las cuales, sin duda, pueden
aportar ventajas en todas las formas de tuber culosis, incluyendo aquellas en las que se aislen cepas multirresistentesy que constituyen
una seria amenaza en el momento actual.
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Latuberculosis es una infeccion que requier e tratamiento antibiético prolongado con varios far macos que producen frecuentemente
efectos adver sos, lo que dificulta el cumplimiento terapéuticoy se asocia ala aparicion deresistencias. Por este motivo es necesario
buscar nuevos far macos eficaces que sean bien tolerados a largo plazo. En este estudio se incluyeron 29 pacientes con tuber culosis
genitourinaria que fueron tratados con ofloxacino, una fluorquinolona oral, durante 6 meses. Durante los primer os 3 meses se
asociaron los farmacos de refer encia en esta patologia, isoniacida y rifampicina. El tratamiento fue eficaz y bien tolerado en todos los
pacientesy solamente se comunicaron algunos efectos adver sos en los primer os 3 meses, principalmente elevacion de transaminasas
relacionadas con los antituber culosos convencionales.

Este estudio demuestra la eficacia y tolerabilidad de esta nueva pauta per o son necesarios ensayos clinicos compar ativos con €l
tratamiento habitual para definir su papel en la terapéutica.

Comentario del revisor Prof. José Maria Eir6s Bouza MD. PhD. Titular de Microbiologia dela Universidad de Valladolid. Valladolid.
Espafia

En el presentetrabajo Alberteet al realizan una aportacion original en el ambito de la terapia antituber culosa en su focalidad génito-
urinaria.

Entre sus contribuciones cabe destacar al menostres. En primer término e prolongado periodo de estudio, en segundo lugar su
cuidada valoracién microbiolégicay en tercerainstancia la oportunidad de su apuesta por las quinolonas como opcién terapéutica.
Todo ello garantizado por la solidez de un grupo de trabajo bien consolidado en el &mbito de la micobacteriologia, en un centro
hospitalario dereferencia para cuantostrabajamos en Castillay Leon.
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ABSTRACT:

The histological effect of oral administration of artesunate, commonly used for the treatment of Malaria on the medial geniculate
body (MGB) of adult wistar rat was carefully studied. Therats of both sexes (n=24), aver age weight of 210g wer e randomly
assigned into three treatment (n=18) and control (n6) groups.

Theratsin thetreatment group 'A' received 4mg/kg body weight of artesunate base dissolved in distilled water for 3 days. The
animalsin groups'B' and 'C' received 4mg/kg body weight of artesunate dissolved in distilled water for thefirst day and
thereafter received 2mg/kg body weight daily for six and thirteen day respectively. The control group D, received equal volume
of distilled water daily using the Orogastric tube. Theratswere fed with grower's mash obtained from Edo Feeds and Flour Mill
Ltd, Ewu, Edo State, Nigeria and wer e given water liberally. Theratswere sacrificed on day fourth, eight and fifteenth of the
experiment. The medial geniculate body was car efully dissected out and quickly fixed in 10% formal salinefor histological
studies.

The histological findings after H& E method indicated that the treated section of the medial geniculate body showed some
decreased cellular population, degener ative changes, cellular hypertrophy, with some vacuolations appearing in the stroma.

Varying dosage and long administration of artesunate may have some deleterious effects on the neurons of the Medial geniculate
body and this may probably have some adver se effects on auditory sensibilities by its deleterious effects on the cells of the medial
geniculate body of adult wistar rats. It isthereforerecommended that further studiesaimed at corroborating these observations
becarried out.

Key words: Artesunate, medial geniculate body, decrease cellular population, vacuolation.
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RESUMEN: ESTUDIO HISTOLOGICO DE LOSEFECTOSDE LA ADMINISTRACION ORAL DE ARTESUNATO EN
CUERPO GENICULADO MEDIO DE RATASWISTAR ADULTAS

El efecto histolégico dela administracion oral de artesunate, cominmente utilizado para el tratamiento delamalariaen el
cuerpo geniculado medio (M GB) derataswistar adultas, fue cuidadosamente estudiado. Ratas de ambos sexos (n = 24), con peso
promedio de 210 g fueron distribuidas de forma aleatoria en tres grupos de tratamiento (n = 18) y control (n = 6).

Lasratasdel grupo detratamiento” A" recibieron 4mg/kg peso cor poral de artesunate base, disuelto en agua destilada, durante
3dias. Losanimalesen losgrupos" B" y " C" recibieron 4mg/kg peso corporal de artesunate disuelto en agua destilada €l primer
diay posteriormente recibieron 2mg/kg peso corporal al dia durante seisy trece dias respectivamente. El grupo control D,
recibid igual volumen de agua destilada al dia, utilizando sonda nasogr &strica. Lasratas fueron alimentadas con pienso de Edo
Feedsy Flour Mill Ltd, Ewu, Estado de Edo, Nigeriay seles proporcion6 agua libremente. Lasratas fueron sacrificadasen el
dia cuarto, octavo y décimo quinto de la prueba. El cuer po geniculado medio fue cuidadosamente disecado y rapidamente fijado
en el 10% de solucién de formol salina para el estudio histol6gico.

L os hallazgos histol 6gicos obser vados en secciones del cuer po geniculado medio, tefiidas con H& E indicaron que €l tratamiento
disminuye la poblacion celular, con cambios degener ativos, hipertrofia celular, y aparecen en el estroma algunas
vacuolizaciones.

Variando ladosisy tiempo de administracion de artesunate, pueden ver se algunos efectos perjudiciales sobre las neuronas del
cuer po geniculado medio y pueden probablemente tener algunos efectos negativos sobre la sensibilidad auditiva por sus efectos
nocivos sobrelas células del cuerpo geniculado medio de lasratas wistar adultas. Por consiguiente, serecomiendarealiar nuevos
estudios para corroborar estas observaciones.

Palabras Clave: Artesunate, cuer po geniculado medio, disminucién de poblacion celular, vacuolazion.

INTRODUCTION

M alariaremains one of the world's most significant health problems despite increasing research and control effortsl. The
occurrence of malaria during pregnancy exposes the mother and infantsto seriousrisks. It isthereforeimperative that pregnant
women be protected against malaria; and that pregnant women with malaria receive treatment as soon as possible2.

Artesunateisone of the numerous drugs for malariaintervention in Nigeria. It isa semi synthetic derivative of artemisinin, the
active compound of the Chinese herb Artemisia annua which consist of the sodium succinyl salt of dehyroartemisinin3.
Artemisinin-type compounds reduce malaria parasitemia morerapidly than any other known antimalarial drugsand are
effective against multi drug resistant malaria parasites*5. Artesunate is highly effective against multi-drug resistant strains of
plasmodium falciparum henceitsincreasingly wide usage for the treatment and management of malaria®. Artesunate iswell
tolerated at therapeutic doses; therefore alot of people, pregnant women inclusive take the drug.

Several studies have shown that high doses of artesunate can produce neur otoxicity such as selective damage to brainstem
centresin mice and rats’-9. Artesunate have been reported to cause gait disturbances, loss of spinal cord and pain response
mechanismsin animalsl0-11,

Thelnferior colliculusand Medial geniculate body constitutetheintracranial auditory relay centres. The medial geniculate body
isthetarget of ascending projections from theinferior colliculus and descending input from the auditory cortex; thisisthe
obligatory synaptic target in the thalamusfor hearing. It containsinterleaved and overlapping tonotopic and aural bands!2. The
cerebral cortex strongly affects the medial geniculate body through descending projections which are thought to consist
primarily of small areaswith slow conduction velocities!3,

Cerebral nuclei such asthe medial and lateral geniculate bodies, inferior and superior colliculi have higher glucose utilization
than other structures. Thereisalso a correlation between functional activity and metabolic rate such asin the visual and
auditory system14,

The effects of artesunate on theintracranial auditory relay centre may not have been documented, but there have been reports
that it may beimplicated in varied symptoms of dizziness, itching, vomiting, abdominal pain, headaches, diarrhea, tinnitus,
increase hearing loss, macular rash, neutropenia and convulsion. It is probable that the adver se effects of artesunate on hearing
such astinnitus may be dueto direct effect of artesunate on this auditory relay centre. This present study wasto elucidate the
histological effects of artesunate on the medial geniculate body of adult wistar rats.
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MATERIALSAND METHODS

ANIMALS:

Twenty-four (24) adult wistar rats of both sexes with average weight of 210g wererandomly assigned into four groupsA, B, C
and D of (n=6) in each group. Groups A, B, and C of (n=18) serves astreatments groups while group D (n=6) isthe control. The
ratswere obtained and maintained in the Animal holdings of the Department of Anatomy, School of Basic M edical Sciences,
University of Benin, Benin city, Nigeria. They were fed with grower's marsh obtained from Edo feed and flour mill limited, Ewu,
Edo state) and were given water liberally. The rats were allowed to gain maximum acclimatization beforethe actual
commencement of the experiment. The Artesunate tablets were obtained from the University of Benin Teaching Hospital
Pharmacy, Benin City, Edo state, Nigeria.

ARTESUNATE ADMINISTRATION:

Theratsin thetreatment groups (A, B, & C) received 4mg/kg body weight of Artesunate base dissolved in distilled water for the
first day. Animalsin thetreatment group 'A' continued with this dosage for the next two days, while animalsin groupsB & C
recelved 2mg/kg once daily for six and thirteen daysrespectively. The control group D received equal volume of distilled water
using orogastric tube. Thetreated ratsin groups A, B, and C were sacrificed by cervical dislocation on the 4th, 8th and 15th day
of the experiment respectively, while that of the control group D was sacrificed at the end of the experiment. The skullswere
opened using bone for cepsto expose the brain of the rat, and the medial geniculate body was quickly dissected out and fixed
in10% formal saline for routine histological techniques.

HISTOLOGICAL STUDY:

Thetissue wer e dehydrated in an ascending grade of alcohol (ethanol), cleared in xylene and embedded in paraffin wax. Serial
sections of 7 micronsthick were obtained using arotatory microtome. Some of the depar affinised sections wer e stained routinely
with haematoxyline and eosin (H& E) method15. The digital photomicrographs of the desired sections were made in the
Department of Anatomy resear ch laboratory, University of Benin, Nigeria for further observations.

RESULTS

The sections of the medial geniculate body (M SG) from the control group showed normal histological featureswith the neurons
appearing distinct and the glial cells normal without vacuolation in the stroma (Figure 1).

Figure1 (GROUP D): Photomicrograph reprweningthecontrol section
of the medial geniculate body (Original magnificacion x 400).

The sections of the medial geniculate body from the treatment (A, B, & C) groups showed some decreasein cellular population,
degenerative changes, cellular hypertrophy and vacuolations appearing in the stroma (Figure 2, 3 & 4).
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Figure 2 (GROUP A): Photomicrograph representing the treatment section of the medial geniculate body (group A),
that received 4mg/kg of artesunate for 3 days. (Original magnificacion x 400).

Figure 3 (GROUP B): Photomicrograph representing the treatment section of the medial geniculate body (group B)
that received 4mg/kg 1st day and thereafter 2mg/kg for 6 days of artesunate. (Original magnificacion x 400).

Figure 4 (GROUP C): Photomicrograph representing the treatment section of the medial geniculate body (group C),
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that received 4mg/kg 1st day and thereafter 2mg/kg for 13 days of artesunate. (Original magnificacion x 400).

All theratsin each group wer e affected equally, with theratsin group C more severe than groups A and B. Affectation of the
ratsin group A was mild and Group B appearsto be moder ate.

DISCUSSION

Theresults(H & E) revealed that administration of artesunate showed some decreased cellular population, degener ative
changes, cellular hypertrophy and vacuolations which appeared in the stroma of the treatment groups compared with the
control section of the medial geniculate body. Neuronal degeneration has been reported to result in cell death, which is of two
types, namely apoptotic and necrotic cell death. These two types differ mor phologically and biochemically16. Pathological or
accidental cell death isregarded as necrotic and could result from extrinsic insultsto the cell such as osmotic, thermal, toxic and
traumatic effectsl?. It wasreported that cell death in response to neurotoxins might trigger an apoptotic death pathway within
brain cells18. Cell death in response to neurotoxins occur s as a controlled event involving a genetic programmein which caspase
enzymes ar e activated18.

The process of cellular necrosisinvolves disruption of the membranes structural and functional integrity. Cellular necrosisis not
induced by stimuli intrinsic to the cellsasin programmed cell death (PCD), but by an abrupt environmental perturbation and
departurefrom the normal physiological conditions19. Thereisthe need to further investigate the actual mechanism by which
artesunate induced neuronal degeneration in the medial geniculate body of adult wistar rat in this study.

Extensive cell death in the central nervous system is present in all neur odegener ative diseases!8. The type of nerve cell loss and
the particular part of the brain affected dictate the symptoms associated with an individual disease!8. In thisstudy artesunate
may have acted astoxin to the cells of the medial geniculate body, affecting their cellular integrity and causing defect in
membrane per meability and cell volume homeostasis.

In cellular necrosis, therate of progression depends on the severity of the environmental insults. The greater the severity of the
insultsthe morerapid the progression of neuronal injury9. The principle holdstrue for toxicological insult to the brain and
other organs?. The prime candidates for inducing the massive cell destruction observed in neur odegener ation are neur otoxinst8,
These may be substances present in small amountsin the environment, or even naturally occurring chemicals such as glutamate
used by the brain astransmitter's substances!8. The latter when present at a critical level can betoxic to the brain cellsthey
normally excitel8. It isinferred from thisresultsthat prolonged and high dose of artesunate resulted in increased toxic effects on
the MGB. Thedecreasein cellular population observed in this study may have been asaresult of cell death caused by thetoxic
effect of artesunate. In the same way, it has been reported that chronic administration of chloroquineresulted in the cellular
degener ative changes, sparse cellular population and vacuolation appearing in the stroma with some autophagic vacuolesin the
medial geniculate body and inferior colliculus of adult wistar rats?1-22. Chloroquine intoxication has been reported toresult in
the accumulation of lysosomal membranesrich in phospholipids and gangliosides due to the inhibition of lysosomal enzymes?3.

Thevacuolation observed in the stroma of the medial geniculate body in this experiment may be dueto artesunate interference,
sinceit has been reported that artesunate may be neur otoxic to the developing nervous system of wistar rats?4. The cellular
hypertrophy observed in this experiment may be due to the adver se effects of artesunate on the medial geniculate body. This
study may underlie the possible neur ogenic symptoms such as dizziness and tinnitusfor high doses of artesunate has been
reported to produce neurotoxicity such as selective damage to brainstem centresin mice and rats’®.

CONCLUSION

Our study revealed that high doses and long term administration of artesunate causes spares cellular population, cellular
degener ative changes, cellular hypertrophy and vacuolation in the medial geniculate body of adult wistar rats. These results may
indicate that the functions of the medial geniculate body in auditory sensibility may be adver sely affected.
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Comment of thereviewer Prof Pilar Mufiiz Rodriguez, PhD. Titular del Area de Bioguimicay Biologia Molecular dela Facultad
de Ciencias de la Universidad de Burgos. Espafia

Artemisinins are the fastest acting antimalarials, and they are being increasingly deployed in the global fight against falciparum
malaria. These compounds ar e also being developed for use against other parasitesand in cancer chemotherapy. The

artemisinins ar e sesquiter pine lactones characterized by possession of an endoper oxidering. Animal studies have consistently
revealed a unique pattern of artemisinin induced brainstem injury, and concerns have lingered over possible neurotoxicity in
humans.

Eweka and Adjene studied the histological effect of oral administration of artesuante, on the medial geniculate body of adult
Wistar rat. They observed that long administration or high doses may be neurotoxic to developing cellular hypertrophy and
degenerative changesin the medial geniculate body. The present work undobtedly is a valuable addition to more detailed studies
of the neurotoxicity of artesunate.

Comment of thereviewer Erhan Siileymanoglu. PhD. G.U.E.F., Department of Pharmaceutical Chemistry, Gazi University.
Gazi Mahallesi, Ankara. Turkey

The present study examines effects of orally administered antimalarial Artesunate on the medial geniculate body of adult wistar
rats.

Certain mor phological alterations found, could further be used in establishing dose-dependent deleterious effects of the drug on
thisbody neurons. The basic features of Artesunate, the objective of this study, aswell asthe experimental design are well
presented. Undoubtedly, thiswork isanother contribution to the efforts of under standing the cellular mechanisms of Artesunate
induced neuronal degeneration and cell death in animal models, and thus deservesto be published.
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FIRST DIGIT DISTRIBUTION IN SOME BIOLOGICAL DATA
SETS. POSSIBLE EXPLANATIONS FOR DEPARTURES
FROM BENFORD'S LAW.
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SUMMARY

Aim: To explorewhether thefirst digit law (FDL) isabided by data sets from biological origin.

Materials and Methods: Data were collected from different sour ces, including gene data length for bacteria, pre-vaccination
measles incidence data and absolute values from human MEG recordings. First digit frequencies wer e computed and compar ed
to predictionsfrom FDL. Simulationsincluded a smple model for two-dimensional epidemics spread and arandomly set upper
bound model aimed to explain the behaviour of MEG data.

Results: We observed that FDL isobeyed in a case of epidemic datareported at a putative focus of spread (pre-vaccination
measlesincidence for Preston, England). However, peculiar departureswere observed for gene length distribution in

microor ganisms, magneto-encephalograms (MEG), and epidemic data pooled from lar ge geogr aphical regions.

Conclusions: Simulation studiesrevealed that averaging data on a scenario of propagating waves can explain some of the
observed distortionsfrom FDL. This could help to understand the behaviour of epidemicsdata. A randomly set upper bound
model (RUBM) can likely explain the observed behaviour of MEG data. Explanation for gene length data behaviour requires
further theoretical work.

KEY WORDS: First digit law, Epidemics, M agnetoencephalogram, Genes.

RESUMEN

Objetivos: Explorar si laley del primer digito (L PD) se cumple en datos de origen biolégico.

Materialesy Métodos. Se analizar on datos tomados de difer entes fuentes que incluian longitud de genes en bacterias, datos de
incidencia de sarampion en la era pre-vacunacion y valores absolutos de MEG registrados en humanos. Las frecuencias de
aparicién del primer digito se comparaban con las prediccionestedricasde la L PD. Serealizaron simulaciones para modelar la
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propagacién bidimensional de una epidemiay un modelo con cota superior aleatoria para explicar la conducta delos datos de
MEG.

Resultados: Se observo quela LPD secumple en el caso de datos de una epidemia reportados desde un presunto sitio de
propagacion (incidencia de sarampidn en la era pre-vacunacion en Preston, Inglaterra). Sin embar go, se aprecian no-
correspondencias peculiares en el caso de la distribucién delalongitud de genes en microor ganismos, magneto-encefalogramas
(MEG) y una epidemia promediada par a una zona geogr afica extensa.

Conclusiones. Estudios de simulacion mostraron que la promediacion de datos en un escenario de ondas que se propagan
pudiera explicar algunas de las distor siones observadas, y esto ayudar ia a comprender las car acter isticas de los datos de
epidemias. Un modelo con limite maximo aleatorio pudiera explicar los datos de MEG. L a consideracién de los datos de longitud
de genesrequierede un trabajo tedrico ulterior.

PALABRASCLAVE: Ley del primer digito, Epidemia, M agnetoencefalograma, Genes.

INTRODUCCION

Thefirst digit law (FDL) or Benford's L aw lingers among the most intriguing mathematical curiositiesl. In 1881 Simon
Newcomb noticed that the first pages of logarithmic tables corresponding to digit " 1" weredirtier than thosefor larger digits.
From this Newcomb concluded that people prefer to use numbersstarting with smaller digits.

An empirical law, based on Newcomb's conclusion that " the first significant digit is oftener 1 than any other digit, and the
frequency diminishesup to 9", was formulated for the probability of a given figureto start with the digit k=1, 2 ...9 asfollows?:

P(k)=log(1+1/k) (*)

Thus, according to (*) the probabilities P(1), P(2), and P(9) ar e, respectively 0.305, 0.17, and 0.045. The law remained unnoticed
for almost 60 years. In 1938 the American physicist F. Benford, again noticing the soiled pages of the logarithmstablein his
university'slibrary, rediscovered thefirst digit’slaw. After rediscovering the relationship between digits, Benford ran testson
mor e than 20,000 entries from about 20 tables of different statistical data3-.

An illustration on how diver se the applicability of thislaw can beisprovided in Tablel, where empirical distributionsfor home
numbersin Havana streets, the ar eas of modern countries aswell asthe fist 1400 numbers of the Fibonacci series are compared
with theoretical predictions.

Fibonacci Areas of Havana Street
Digit Theory Series Countries Numbers
1 0.3010300 0.301480515 0.281385281 | 0.276843487
2 017608126 | 0.176151762 0.207792208 | 0.184893532
3 0.12492788 | 0.124661247 0.103896104 | 012160414
4 0.08651001 0.096883468 0.103896104 | 0.108667529
5 0.07918125 | 0.079268283 0.077922078 | 0.094437257
& 0.06684679 | 0.066385664 0.060806061 | 0.08080207
7 0.05799195 | 0.0575588078 0.060806081 | 0.072445019
8 0.05115252 | 0.052168022 0.047619048 | 0.038808832
9 0.04575749 | 0.045352954 0.056277056 | 0.041397154

Table 1. Theoretical predictions from FDL compared to observed first digit Trequencies
among:  the first 1400 numbers of the Fibonacc series, the areas (in square kilometres) of
modern countries (N=231), and home address numbers for a random sample of 731 entries
taken from Havana Telephone Directory.

An outstanding feature of the expression (*) isitsscaleinvariance. In practical terms, this meansthat the same distribution
would be obtained if country areaswere expressed in square kilometres or square feet aswell.

Unlike other "universal" laws, it ishard to find out a theoretical framework leading to a rational explanation of the law. Recent
attempts based on " Modern Probability Theory" 7 leave open the question of how a strictly deterministic succession, (e. g. the
Fibonacci series) convergesin an apparently exact way into FDL“s predictions (seetablel).
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On the other hand, almost untouched has been the question of the possibility for finding clues predicting whether a data set will
convey to FDL or not.

Thiswork isaimed at exploring first digit distributions with various data sets of biomedical interest. An attempt to provide some
plausible explanation for some of them will also be presented.

MATERIALSAND METHODS

Data: We explored three different data sets: Genelength in published microor ganism genomes, measlesincidence from pre-
vaccination erain England and Wales and magneto-encephalogr aphic (M EG) data from human subjects.

Genelength. The complete genomes from the following species wer e downloaded via " ftp" from the site
ftp://ftp.nchi.nih.gov/genbank/genomes/Bacteria/ Bordetella parapertussis, Aeropyrum pernix, and Bacillus halodurans. A special
" C" program was developed by one of us (CMMO) for estimating each individual gene'slength (in bases). Genelength is
estimated via substraction of initial and final positions of the corresponding base in the DNA molecule. It works specifically for
datain theformat of the NCBI data bases. A total of 10464 genes wer e pooled from the three species.

M easles data. Measlesincidence data for England and Walesfor the period 1944-1966 wer e drawn from Registrar General’s
Weekly Reports, and are dowloadableasa " .txt" file from the site http://asi23.ent.psu.edu/onb1/publ/bcf/data.html. Data were
presented as a 60-column matrix, each column corresponding to one of the 60 cities from England and Wales reported. Columns
correspond to each fortnight starting from the first fortnight of 1944 until thelast fortnight of 1966.

MEG Data. M agneto-encephal ograms from a healthy subject weretaken from an apparently healthy male subject using the
MEG machine at the HSC in Toronto. Absolute values of magnetic field intensity were collected and submitted to further
treatment.

Simulations: First digit distributions wer e generated from two models. One model attempted to emulate the geogr aphic spread
of a"realistic" epidemic from a focus. The second model considered the possible influence of upper bounds on digit distribution.
We call the model Random Upper Bound Model (RUBM)

Epidemic spread model: Weimplemented ssmulations based on the following very smple model for spreading epidemics.

. Beaset of N linearly citieswith identical populations, all evenly located at the nodes of a linear array being*"'-'"— the
distance between neighbouring cities.

. Al oneend of thelinear array, an epidemic may start. Thetime seriesfor incidenceisidentical to that factually observed
for the city of Preston.

. Bethat the epidemics spreadsinto neighbouring cities at a speed equal toﬂ /1. Thismeansthat neighbouring cities
display the sameincidence patter n shifted in time by one time unit (e. g. one fortnight).

RUBM: It seems plausible to explore whether the first digit law is a consequence of the finite nature of real data sets. The RUBM
assumes that natural numbers span from 1 till an upper bound (for example 250); We call the number 250 " upper bound" . For
the case of uniform distribution of probability, number 1 will appear with a probability of 111/250=0.44, number 2 appearswith
61/250= 0,244, etc. RUBM assumes that the upper bound changesrandomly. For each upper bound a number wasrandomly
picked out and 10000 simulations wer e performed for obtaining a frequency distribution histogram.

RESULTSAND DISCUSSION

Genelength data. In figure 1a, first digit frequencies from gene length data for atotal of 10464 genes has been provided.
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Figure 1-A. Observed first digit frequencies (red) and FDL theoretical probabahities (blue) for gene length data
pocled from the genomes of three microorgenisms. Axes: abscissas- digit; ordinates-relative frequency.

As appreciable, thetheoretical distribution from FDL isunlikely for these data. However, eye inspection suggests a tendency for
the digit 1to bethe most frequent. Other digitsappear in arather uniform pattern.

Measlesdata. In figure 1b, the distribution of first digitsis presented for the sum of data collected from all the 60 England and
Wales cities from the data set. L ess evident than in figure 1a, the tendency to a higher presence of digit 1 compared to other
digitsisstill likely.
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Figure 1-B. Observed first digit frequencies (blue) and FDL theorebical probabihities (red) for measles
incidence data avernged from 60 England and Wales cities taken cvery fortmight (1944- 15%66). Axes: abscissas-
digi; ordinates-relative frequency.
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MEG data. Asfigure 1c reveals, MEG data follow a different pattern, wheredigit " 1" islessfrequent, and digits" 2" and " 3"
aremore frequent than theoretically expected. Unlike other data gene length data and measlesincidence, here we observe a
strict monotonous behaviour that seemsto become well established asthe number of data points exceeds10000.
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Figure 1-C. Observed first digat frequencies and FDL theoretical probaluliies for MEG recording absolute
values. Mumbers in the lepend block commespond to the number of data point taken for relative requency
computation. Axes: abscissas- digil; ordinates- relabive frequency.

Travelling waves and thefirst digit law. In arecent report, Hernandez Caceres et al8 obtained that the port city of Preston wasa
likely forerunner of measles epidemicsin pre-vaccination England. In figure 2 the distribution of digits corresponding to measles
incidence for Preston are presented.
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Figure 2. FDL theoretical probabilities {red), and observed first digit frequencies (blue) for measles incidence
data for Preston, a putative forerunner or focus of cpidemics spread. Axes: abscissas- digit; ordinates- relative
frequency .

If we compar e these results with those of all the 60 cities pooled together, (figure 1b) a better agreement with FDL is suggestive.
Comparison of the two images may provide a clue for the departure from FDL distribution observed for some biological data
sets. Certain epidemics (measlesis an example) behave as propagating waves. |f data collected at an original focus of epidemics
one can expect to have a data set in agreement with FDL.

Collecting data from alarger area meansto obtain a" smeared" picture of more than one wave coexisting in time. In this case,
departuresfrom FDL distribution may be observed. We use a very simple epidemic spread model to put thisideato test.

Even when thismodel may seem very simplistic, without losing generality, some morerealistic situations can be handled by just
changing the algorithm used in our simulations. Thusthe morereliable case of a circularly spreading 2-d epidemic maybe
attained by multiplying adjacent columns of the matrix by a progressively increasing factor, etc.

After carrying out our simulationswe obtained overall valuesfor different lengths of thearray. Then first digit frequencieswere
estimated for the resulting time series.

Figure 3illustrates someresultsfrom our simulations. Asit can be noticed, when arelatively small "area" (N ranging from 1to
3) isconsidered, data arein good agreement with FDL.
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Figure 3. Simulation of first digit distributions for a region where an epidemic 15 spreading. Numbers in the
legend block correspond to the “arca™ taken for data collechon. Axes: abscissas- digil ordinates-relative
frequency.

Asthenumber N increases, the distribution changes dramatically. In particular, an increasein the probability for digit " 1"
takes place. It isnot excluded that more shrewd manipulations of the model can mimic other patterns observed with real data.

Thusour ssimulationsrevealed that the presence of propagating waves can lead to some of the observed peculiarities of digit
distribution with somereal data of biological origin.

In figure4theresult of RUBM simulationsis compared with predictions from FDL aswell aswith real MEG data. Apparently,
MEG data seem to fit better into the scenario with RUBM
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Figure 4 RUBM Simulation of first digit distributions compared o predictions from FDL and real MEG
recording. Axes: abscissas- digit; ordinates-relative frequency.

In this section wetried to offer reasons supporting theidea that propagating waves presence might lead to the empirical
observationswith epidemicsincidence data. If it would be proven that thisisthe case, the degree of agreement of real data with
FDL could beused asa criterion for homogeneity of data taken from a certain region.

In the case of MEG data, even when the presence of propagating brain wavesis amply documented, the better agreement with a
model of randomly set upper bound might suggest that this mechanism isplaying arole.

At this moment we did not find yet a plausible explanation for the observed distribution of gene lengths. Perhapswe need a
better explanation of what dictates gene length distribution among DNA strands.

Thuswe conclude that some biological data setsdepart from FDL, usually showing high frequenciesfor digits" 1" and/or "2".In
some cases thismight be either a consequence of a wave propagation mechanism or a randomly set upper bound distribution.
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Puente E. Pre vaccination measles outbreaksin England and Wales: Nonlinear Association Analysis suggests a leading
Rolefor Preston. Electron J Biomed 2006;2: 7-13.

Comment of thereviewer Prof. José Maria Eir6s Bouza. MD. PhD. Professor of Microbiology. Faculty of Medicine. University of
Valladolid. Valladolid. Spain.

In the present paper Her ndndez-Céceres et al explore whether thefist digit law (FDL) is abided by data sets from biological
origin. Theinformation that studiesthetopicisdiscordant in several series. Of the originality of the contribution it givesidea the
fact that of the methodology followed by the authors. They gathered information of data from different sour ces, including gene
datalength for bacteria, pre-vaccination measlesincidence data and absolute values from human MEG recordings. First digit
frequencies were computed and compar ed to predictionsfrom FDL.

Simulationsincluded a simple model for two-dimensional epidemics spread and arandomly set upper bound model aimed to
explain the behaviour of MEG data. From my point of view simulation studiesrevealed that averaging data on a scenario of
propagating waves can explain some of the observed distortions from FDL.

Explanation for gene length data behaviour requiresfurther theoretical work. It can be opportune that models wer e developed
by other groupsin thisfield of the scientific area.

Comment of thereviewer Prof. Sorana D. Bolboaca MD. PhD. " luliu Hatieganu" . University of Medicine and Pharmacy Cluj-
Napoca. Cluj. Romania.

Development of communication and information technologies leads to the possibility of sharethe knowledge resulted from
different fields of research. On the other hand, the development of computer s opens new pathwaysin research on all fields.

TheBenford'sLaw statesthat in alist of numbersfrom real-life sour ces of data, the leading digit is 1 and largest numbers
occurs asthe leading digit with less and less frequency asthey grow in magnitude. The concept was introduced by the
astronomer Simon Newcomb in 1881.

The present research applied the Benford's Law on a series of biological data: (1) gene length of Bordetella parapertussis,
Aeropyrum pernix, and Bacillus halodurans; (2) measlesincidence from pre-vaccination erain England; and (3) Wales and
magneto-encephalogr aphic data from human subjects.

This study explained the results obtained by applying the Benford's L aw on the measlesincidence data and magneto-
encephalographic data. The study opensa new pathway in resear ch of genelengthsin order show theway to a plausible
explanation for the observed distribution.
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RESUMEN

Este trabajo analiza, mediante densidad dptica (DO), residuos glucidicos en glomérulosy tibulos contor neados proximales,
superficialesy yuxtamedulares, de dos lineas de ratas diabéticas: eSSy eSMT al afio de edad. 10 ratas macho eSS, 12, eSMT y
10, Wistar (controles) fueron estudiadas con distintas lectinas (PNA, RCA, Con-A, DBA, SBA, WGA y UEA-I). Ladensidad
Optica (DO) fue determinada mediante el Programa | mage-pro Plusversion 1.1, estableciéndose rangos para la evaluacion dela
reaccion cromogénica (> 200 = 0 (negativa); entre 150 y 200 = 1-2 (débil o moder ada positividad), y < 150 = 3 (fuerte positividad).
Los principalesresultados diferenciales fueron registrados: (a) en los glomér ulos superficiales: WGA: eSMT (DO=3) versus eSS
y Wistar (DO = 1-2), y UEA-l y Con-A: Wistar (DO= 3) versuslineas diabéticas (DO =1-2); (b) en los glomérulos
yuxtamedulares: WGA: Wistar y eSMT (DO = 3) versus eSS (DO= 1-2), UEA-I: lineas diabéticas (DO= 3) versus Wistar (DO=1-
2),y Con-A: Wistar (DO =3) versuslineasdiabéticas (DO = 1-2), y (c) en las células de los tlbulos proximales yuxtamedulares:
WGA y Con-A: lineas diabéticas (DO=1-2) versus Wistar (DO= 3), y UEA-I|: eSS (DO=3) versuseSMT y Wistar (DO=1-2). Las
diferencias entreratas diabéticasy controles podrian atribuirse a su dismetabolismo, y lasde las lineas diabéticas entre si, a sus
distintos origenes. Asimismo, podrian sefialar alteracionesen lafiltracion y en procesos tubularesintracelulares, coincidiendo
con trabajos previos acer ca de una nefropatia en evolucién a esta edad en eSSy eSMT.

PALABRAS CLAVE:Densidad optica. L ectinas. Glucidos. Rifién. Ratas. Diabetes.

SUMMARY

This paper analyzes glucidic residues through optical density (OD) in superficial and juxtamedullary glomeruli and convoluted
proximal tubules of two one-year-old diabetic lines of rats; eSSand eSMT. 10 eSS, 12 eSMT and 10 Wistar male rats (controls)
wer e studied with different lectins (PNA, RCA, Con-A, DBA, SBA, WGA and UEA-I). The OD was deter mined using the Image-
pro Plus Software 1.1. Ranges wer e established for evaluating the chromogenic reaction (> 200 = 0 (negative); between 150 and
200 = 1-2 (weakly or moder ately positive), and < 150 = 3 (strongly positive). Main differential resultswereregistered. (a) in
superficial glomeruli: WGA: eSMT (OD=3) versus eSS and Wistar (OD = 1-2), and UEA-I and Con-A: Wistar (OD = 3) versus
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diabetic lines (OD =1-2); (b) in juxtamedullary glomeruli: WGA: Wistar and eSMT (OD = 3) versus eSS (OD = 1-2), UEA-I:
diabetic lines (OD = 3) versus Wistar (OD =1-2), and Con-A: Wistar (OD =3) versusdiabetic lines (OD = 1-2), and (c) in
juxtamedullary proximal tubules cells: WGA and Con-A: diabetic lines (OD =1-2) versus Wistar (OD = 3), and UEA-|: eSS (OD
=3) versuseSM T and Wistar (OD =1-2). Differ ences between diabetic lines and controls may be attributed to its dysmetabolism
whilst those between diabetic lines, to itsdistinct origins. Likewise, alterationsin filtration and in intracellular tubular processes
could be put into evidence in congruence with previousreports about a diabetic nephropathy in eSSand eSMT at thisage.

KEY WORDS:Optical Density. L ectins. Car bohydrates. Kidney. Rats. Diabetes

INTRODUCCION

Ladiabetestipo 2 se caracteriza por anomalias metabdlicasy complicaciones a largo plazo, resultantes de tales anomalias en
general y dela hiperglucemia en particular, que afectan esencialmente a 0j 0s, sistema nervioso, pi€l, vasos sanguineosy rifiones.
En estos Ultimos, suele provocar un conjunto de lesiones reunidas bajo la denominacion de nefropatia diabética y queincluye
primordialmente a la glomerulopatia, la hialinizacién de las arteriolas aferente y efer ente, lesiones tubulares asi como
susceptibilidad al desarrollo de pielonefritisy de necrosis papilar?.

Ladiabetes es causarelevante de insuficiencia renal crénica, cuya expresion primera suele ser la proteinuria persistente. Si bien
en lasfasesiniciales dela afeccion renal el control metabdlico es un condicionante de la evolucién de la enfermedad, su
trascendencia es menor en |os estadios méas avanzados?-7.

Para el estudio de la diabetesy sus complicaciones, la OM S postula e uso de modelos animales. En tal sentido, la Facultad de
Ciencias M édicas dispone en la Céatedra de Biologia de dos lineas de ratas diabéticas tipo 2; una, espontanea (eSS) y otra,
sintética (eSMT). Lalinea eSS, no obesa, revela un sindrome diabético temprano, mas sever o en machos, car acterizado por
intolerancia a la glucosa, hiperglucemiay glucosuria asi como por cambios morfoldgicos diacr 6nicos compatibles con nefropatia
diabética. A su vez, lalinea eSMT, obtenida mediante & cruce deratas eSS con ratas 3 - genéticamente obesas y diabéticastipo 2
tardias - presentan al afio de edad un sindrome diabético mas severo que €l de su linea parenteral eSS, de mayor gravedad en
machos, y desarrollan, como €SS, una nefropatia diabética con el paso de la edad89.

L a nefropatia diabética, con sus alter aciones concomitantes en los mecanismos de glucosilacion, puede ser indagada de variadas
maner as. Una de ellas, denominada lectinhistoquimica, se basa en el empleo de lectinas, grupo heter ogéneo de proteinas o de
hidratos de carbono unidos a proteinas, de origen no inmuney con capacidad para localizar, reconocer y unir se especifica,
sensibley reversiblemente a car bohidratos simplesy a glucoconjugados, en tejidos normalesy patol 6gicosto-11,

Para brindar mayor objetividad, validez y fiabilidad a los datos histoquimicos resultantes del uso de lectinasserecurrié al
analisis de la densidad dptica (DO)2, procedimiento analitico de iméagenes que provee informacion acer ca de la cantidad de
lectinas fijadas a componentes glucidos, mediante laintensidad de luz transmitida que logra atravesarlos; vale decir, la lectina se
fija especificamente a un grupo glicido y la DO mide la cantidad de ella adherida al mismo.

En tal contexto, € presentetrabajo estudia, mediantela DO, radicales glucidicos localizados en deter minados segmentos del
nefron de dos lineas autéctonas de ratas diabéticas eSS (espontanea) y eSM T (sintética) al afio de edad e intenta aportar
conductas précticas derivadas de dicho estudio.

MATERIAL Y METODO

22 ratas diabéticas macho (10, eSSy 12, eSMT) y 10 ratas macho Wistar, empleadas como controles, fueron sacrificadas al afio
de edad con sobredosis de éter bajo campana devidrio, previa pesada de las mismasy respetando las nor mas éticas querigen
para esta clase experiencias. Se accedi6 a la celda renal mediante una incision mediana longitudinal del abdomen y apartamiento
delosintestinos. Trasdisecar lagrasa perirrenal, losrifiones fueron pesados, seccionadosy fijados en liquido de Bouin (45
minutos) y Formol al 10% en PBS (Buffer salino de Fosfato 0,01 M) (3 horas). Dichos ér ganos se procesaron con la técnica
habitual deinclusion en par afina, realizandose cortes de 6 um de espesor, para su posterior desparafinacién y rehidratacién. La
peroxidasa endégena se inactivé con una solucion de H202 (100V) al 3% en metanol. L uego, los especimenes fueron lavados con
PBS, secadosy tratados con una solucién de Albimina Sérica Bovina. Seguidamente, fueron expuestos a las siguientes lectinas:
Arachis hypogaea (PNA), Ricinus communis (RCA), Canavalis ensiformis (Concanavalina A/ Con-A), Dolichos biflorus (DBA),
Glycine max (SBA), Triticum vulgaris (WGA) y Urex europeus (UEA-I) eincubados a 4° C durante toda la noche. Al dia
siguiente, selavaron con PBS, se cubrieron con el complejo CAB (Complejo Avidina-Biotina), fuer on nuevamente lavados con
PBS, sometidos a la DAB (Diaminobencidina), lavados con agua destilada y coloreados con hematoxilina a modo de contraste.
Finalmente, fueron deshidratados, montadosy colocados en un microscopio optico de investigacion Zeiss dotado de una
videocamar a digital color modelo Sony Exwavehad.
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Lasfotos digitales obtenidas en color real fueron seleccionadasy transfor madas en una imagen en escala de grises para, luego,
determinar las densidades pticas en cor pusculosy tubulos contor neados proximales (TCP), superficialesy yuxtamedular es,
mediante el Programa Image-pro Plusversién 1.1 (Media Cyber netics)13-16,

Para establecer la escala méas abajo detallada se midieron las estructurasrenales citadas a 400 aumentos arazon de 8
contajes/estructur a/animal El programa provey6 automaticamente € promedio + desvio estandar defijacion delectina para
cada contaje, procediéndose finalmente a establecer € promedio final defijacién lectinica en latotalidad de contajes efectuados
en cada estructura de cada linea deratas. El cero se seleccion6 a partir de una zona no reactiva a laslectinasy su valor maximo,
cercano a 250, se obtuvo de la zona de mayor reactividad lectinica (figura 1).

Mean:
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Gré&fica obtenida con promedio, desvio estandar y medidas maximay minima (rango)
obtenidas tras 8 mediciones con Arachis hypogaea (PNA) en célulasde un
tabulo contor neado proximal derata eSS macho de un afio de edad.

L a evaluacion microscopica, visual y cualitativa, fue (++)

20

1

Partiendo de los promedios obtenidos, la DO delas lectinas se gradud seglin la escala semicuantitativa que sigue: DO =200 =
negativa - 0 -, DO entre 150 y 200 = débil a moder adamente positiva- 1 a 2- y DO = 150 = fuertemente positiva - 3 -.

RESULTADOS

El epitelio parietal dela capsula de Bowman en los cor pusculos superficialesy yuxtamedularesresulté reactivo a todas las
lectinas en todas lasratas salvo para UEA-1: Wistar (DO=1-2) ver sus ambas lineas de r atas diabéticas (DO=0).

L osglomérulos superficialesy yuxtamedulares fueron DO = 1-2 paralaslectinas en la totalidad de las lineas murinas analizadas
con excepcion de las que se enumeran:

1. Glomérulos superficiales: WGA: rataseSMT (DO=3) versusrataseSSy Wistar (DO = 1-2), y UEA-I y Con-A: ratas Wistar
(DO= 3) versus ambas lineas diabéticas (DO =1-2)

2. Glomérulos yuxtamedulares: WGA: ratasWistar y eSMT (DO = 3) versusratas eSS (DO= 1-2), UEA-I: ambas|ineas
diabéticas (DO= 3) versusratas Wistar (DO=1-2), y Con-A: ratas Wistar (DO =3) versus ambas lineas diabéticas (DO = 1-2)

A su vez, lascélulasdelos
1. TCP superficiales: evidenciaron DO= 1-2 en todas lasratas estudiadas para cualquier lectina de las empleadas

2. TCP yuxtamedulares: tuvieron DO=1-2 en lasratas analizadas par a las lectinas utilizadas salvo en WGA y Con-A: ambas
lineas diabéticas (DO=1-2) versusratas Wistar (DO=3),y en UEA-I: ratas eSS (DO=3) versusrataseSMT y Wistar (DO=1-2).

Losribetesen cepillo delos TCP superficialesy yuxtamedulares mostraron DO = 3 en todaslasratasy paratodaslaslectinas.
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Ejemplo lectinhistoquimico cualitativo cuya densidad éptica fueigual a 3.
Se observan dos cor pusculos yuxtamedular es vecinos e hiperreactivos a la lectina WGA en e centro del campo micr oscopico.
Rata Wistar (control). 400 aumentos.

.. L ! i N : ' i -
Ejemplo lectinhistoquimico cualitativo cuya densidad optica fueigual a 1-2.
Se observa un cor pusculo yuxtamedular débilmentereactivo alalectina WGA en e centro del campo microscépico.
Rata diabética eSS. 400 aumentos.
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Ejemplo lectinhistoquimico cualitativo cuya densidad éptica fueigual a 0.
Se observan dos cor pusculos yuxtamedular es vecinosy no reactivos a la lectina UEA-I en el centro del campo micr oscopico.
Rata diabéticaeSM T diabética. 400 aumentos.

DISCUSION

L osresultados fueron inter pretados de acuerdo con los grupos glucidicos con los que reacciona cada lectina empleada. En ese
sentido, corresponde sefialar que PNA y RCA se unen primordialmente con N-acetil-alfa-D-galactosamina, RCA, ademas,
presenta afinidad por oligosacaridos con &cido N-acetilneuraminico 6 Neu5Ac en posicion alfa 2-6, Con-A reacciona
fundamentalmente con alfa-D-manosay alfa- D- glucosa, DBA marcaresiduos de alfa -N- acetil D-galactosamina, SBA lo hace
con N-acetil glucosaminay N-acetilgalactosamina, WGA con alfa- N-acetil- D-glucosaminay €l acido N-acetilneuraminico, y
UEA - I, con alfa- L-fucosay D-Galactosal.

Lasdiferencias detectadas entre ambas lineas diabéticas y lasratas controles pueden atribuirse a su dismetabolismo mientras
quelas observadas entre ambas lineas diabéticas entre si podrian deber se a su origen, sefialado en la I ntroduccion.

La presencia diferencial de determinadas lectinas en los glomérulos superficialesy profundos podria estar sefialando su posible
participacion en la barrera hemo-renal durante el proceso defiltracion. De modo similar, losresultados en las células de los TCP
primordialmente yuxtamedular es par ecerian mas r elacionados con procesos intracelular es que en las zonas reabsor tivas de sus
ribetes en cepillo con DO = 3 en todaslaslineasderatasy paralatotalidad delectinas analizadas.

Nuestros resultados coinciden parcialmente con los obtenidos por otros autor es que detectaron alteraciones en residuos
glucidicos de estructur as semejantes. Sin embar go, cabe destacar que estos estudios no emplear on densidad épticay fueron
realizados en otraslineas murinas diabéticas, diabetizadas con estreptozotocinay, también, en pacientes?5: 8-10, 18,

Resumiendo, los datos sefialarian modificaciones en residuos glucidicos de cor plsculos y tubulos contor neados proximales en
estos dos modelos murinos autéctonos de diabetes tipo 2, ampliando con €llo trabajos publicados previos en los que, valiéndonos
de otrastécnicas, fue demostrada a esta edad una nefropatia diabética en per ceptible evolucion19-21,

Si bien estosresultados en ratas no son directamente extrapolables al ser humano, podrian resultar de utilidad indicativay
comparativa en clinica nefrolégica.
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Ladiabetesmellitusy lainsuficienciarenal cronica asociada a la nefropatia diabética, constituyen actualmente una " epidemia
mundial" lgostodavia de alcanzar su maxima prevalencia. Son muchos los esfuer zos de la comunidad cientifica inter nacional
paramejorar el conocimiento delafisiopatologia dela diabetesy concr etamente en la nefropatia diabética para per mitir asi una
estrategia terapeutica mas acertada.

La utilizacion de lectinas, para muchos poco conocidas per o ampliamente utilizadas en investigacién, puede ayudar a
caracterizar las alteraciones asociadas a la diabetes, con gran potencial en e estudio de la enfermedad renal.

El trabajo presentado por Frontini et al, basado en la caracterizacion renal delosresiduos glucidicos por lecitinhistoquimica en
ratas diabéticas utilizando la densidad Optica para el andlisis, supone un paso mas en este desafio.
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Setrata de un trabajo de investigacion interesante tanto por la técnica novedosa de deteccidn que emplea como por los datos
aportados en ratas diabéticas.

Con la técnica de lectinhistoquimica analizando la densidad Optica, es posible conocer la distribucion delosresiduos glucidicos
gue confor man oligoconjugados. Esto es posible debido a la especificidad de las lectinas empleadas para €l andlisis. Esta técnica
podria ser empleada para estudiar la evolucién de la patologia nefr 6tica en diabetes asi como para clasificar otros sindromes
nefr 6ticos o incluso patologias metabdlicas de grupos glucidicos.
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RESUMEN

Se ha estudiado la expresion del Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico (EGFR) en el tumor primario y metastasico de
50 pacientes consecutivos atendidos en €l Servicio de Oncologia del Hospital General Y aglie de Burgos, por presentar enfermedad
metastasica de un tumor colorrectal.

Ademasdevalorar la expresion del marcador en el tumor primario y metastasico, se analiz6 la relacion entre € tipo histolégico o
grado dediferenciacion tumoral y el grado de atipia citolégica con la expresiéon del EGFR, y las diferenciasen e tiempo de
progresion dela enfermedad y la diferenciacion tumoral cuando € EGFR se expresa tanto en el tumor primario como en la
metéstasis, 0 cuando dicha expresion ocurre Unicamente en €l tumor primario o solo en las metastasis.

Nuestros datos ponen de manifiesto que la expresién del EGFR puede aparecer en el tumor primitivo, en la metastasis, o en ambos
casos, pero no se puede predecir si lametastasis expresara o no ese factor a partir de su expresion en el tumor primario. Por otro
lado, la expresion del Factor de Crecimiento Epidérmico no guarda relacion con la atipia citologica del tumor considerada
aisladamente respecto de la diferenciacion tumoral, pero si con la diferenciacion tumoral, siendo mas frecuente su aparicion
cuanto mas desdiferenciado esta el tumor, y esa relacion tiene significacion estadistica.

PALABRASCLAVE: Cancer colorrectal. Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico. dianas terapéuticas

SUMMARY: EPIDERMAL GROWTH FACTOR RECEPTOR (EGFR) EXPRESSION IN PRIMARY AND METASTATIC
COLORECTAL CANCER
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We studied Epider mal Growth Factor Receptor (EGFR) expression in primary and metastatic tumor of 50 consecutive patients
treated at the Oncology Servicein General Yague Hospital in Burgos, with metastatic disease of colorectal tumours.

In addition to evaluate EGFR expression in primary and metastatic tumor, we analyzed the relationship between the histological
type or degree of tumor differentiation, and the degree of cytologic atypia with EGFR expression, and the differencesin timeto
progression of the disease and the tumor differentiation when EGFR is expressed both in the primary tumor and metastasis, or
when that expression occursonly in the primary tumor or metastasisonly.

Our data show that EGFR expression can appear on the primary tumour, metastasis, or both, but we can not predict whether or
not metastasis expressed that factor from itsexpression in the primary tumor. On the other hand, Epidermal Growth Factor
expression isnot related to cytologic atypia alone regar ding the tumor differentiation, but yesif tumor differentiation is
considered. It ismore frequent in mor e undifferentiated tumors, and this relationship have statistical significance.

KEY WORDS: Colorectal cancer. Epidermal Growth Factor Receptor. Targeted therapies

INTRODUCCION

El Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico (EGFR) es una glicopr oteina trans-membr ana involucrada en los mecanismos
implicados en el crecimiento, la diferenciacion y la proliferacion celular. El EGFR pertenece a la familia de receptores del factor
de crecimiento con actividad tirosina-quinasa. El EGFR se expresa en muchostgjidos humanos normalesy la activacion de este
protooncogén provoca su sobreexpresion en muchos tipos de tumor es humanos. Como glicopr oteina transmembrana, el dominio
extracelular del EGFR esun sitio deligadura para el factor de crecimiento transformante alfa (TGFa), el factor de crecimiento
epidérmico (EGF) y otrosfactores.

Traslaunién del ligando, se activa el dominio intracelular del EGFR, lo que desencadena mecanismos celular es que incrementan
la proliferacion celular, la metastasisy la angiogénesis 1. 2. Andlisisin vitro utilizando células que expr esan grandes cantidades de
EGFR y producen ligandos par a esos r eceptor es, han demostrado que el EGFR puede ser activado a través de una via autocrina,
induciendo asi la proliferacion de células en cultivo3. Para inhibir la proliferacion de célulasricas en EGFR, se han producido
antagonistas del EGFR quebloguean € sitio de unioén al ligando.

Se ha demostrado que los anticuer pos monoclonales contra el EGFR inhiben la proliferacion de las células que producen TGFay
EGFRA4. Un antagonista dirigido contra el sitio de union al ligando del EGFR ofrece un enfoque inter esante para el tratamiento de
los cancer es en los que intervienen vias dependientes de aumento de EGFRS. Entre los cancer es que sobreexpresan €l EGFR se
encuentran algunos de los mas prevalentes el cancer colorrectal (72%), el cancer de cabezay cuello, (92%), el cancer pancreatico
(95%), de ovario (35-70%), de células renales (50-90% ), el cancer pulmonar no microcitico (40-80%) y los gliomas (40-50%). El
prondstico para muchas de esas neoplasias malignas es malo si no se diagnostican en una etapa tempranay € tratamiento parala
enfermedad avanzada es limitado®7.

Se han investigado los efectos del bloqueo delos EGFR en el progreso del ciclo celular en variostipos celulares humanos, entre
elloslas células del adenocar cinoma de colon. Estos estudios sugieren que el bloqueo de los EGFR con anticuer pos monoclonales
induce la detencion del ciclo celular en la Fase GI,8 y se ha demostrado también que el bloqueo del EGFR induce la muerte celular
mediante apoptosis en las células de adenocar cinoma de colon®.

Losestudiosiniciales sobre el uso de anticuer pos monoclonales dirigidos dir ectamente contra el sitio de union del EGFR han
mostrado resultados prometedores en el tratamiento del cancer colorrectal metastasicoy se espera que aumente en el futuro los
tratamientos disponibles para los pacientes diagnosticados con esta enfer medad10-16,

Actualmente se asume que hay una correlacion entrela expresion del EGFR en células cancerosasy larespuesta al tratamiento
con farmacos dirigidos al EGFR. La evaluacién inmunohistoquimica de la expresién del EGFR es el método mas ampliamente
utilizado para lainclusion de pacientes en ensayos clinicos que investigan el uso de anticuerposdirigidos al EGFR.

Sin embargo, en estos ensayos, una consider able proporcién de tumores colorrectales con elevada expresion del EGFR han sido
refractarios al tratamiento, mientras que pacientes con tumor es que muestran una baja expresion del EGFR respondieron al
tratamiento. Sorprendentemente, han sido referidas respuestas objetivas aiin en tumor es colorrectales avanzados EGFR negativos
tratados con anticuer pos monoclonales contra el EGFRY7. Estos hallazgos muestran el fracaso en demostrar que el nivel de EGFR
pudiese tener algun papel en la prediccién de la tasa de respuesta.

Aunque diver sos mecanismos podrian explicar esta aparente falta de correlacién entre el estado del EGFR y la eficaciadela
terapiadirigida contra el EGFR con anticuer pos monoclonales, es posible que la deteccion del EGFR, que habitualmente es
realizado en el tumor primario, no siempre correlacione con la situacion del EGFR en lasdistintas metastasis, siendo asi
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resistentes al tratamiento a las células cancer osas en estos sitios.

Por lo tanto, parece importante corroborar s lostumores que expresan € EGFR en tumor primario, o expresan también en los
sitios metastasicos, asi como si existe relacion con otra serie de car acter isticas histoldgicas y de localizacion.

El objetivo principal de este estudio fue analizar el grado de concordancia en la expresion del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR) entre el tumor primarioy las metastasis en lostumores colorrectales. Y secundariamente, analizar si €l tipo histolégico 6
grado de diferenciacion tumoral y €l grado citol6gico en lostumor es de colon son diferentes cuando la expresion del EGFR ocurre
en el tumor primarioy en las metastasis, respecto a los que dicha expresion sélo ocurre en € tumor primario.

MATERIAL Y METODOS

El trabajo fuerealizado alo largo de 1 afio, correspondiendo a los casos en que la progresién aparecié en € afio 2004 0 2005. L os
pacientesincluidos en € estudio fueron seleccionados en €l Servicio de Oncologia por padecer cancer colorrectal en fase
metastasica, previa obtencion del consentimiento infor mado. Asimismo se recogier on los datos clinicos pertinentes.

En los pacientes seleccionados, se procedi6 ala obtencion de nuevos cortes histolégicos del tumor primitivo, a partir del bloque de
tgjido incluido en parafina existente en €l archivo de biopsias, en los que serealizar on técnicas histopatolégicasrutinariasy
técnicas de inmunohistoquimica con los anticuer pos monoclonales anti EGFR (DAKO®, K-1492).

La observacién de las prepar aciones microscopicasy la valoracion del resultado de la técnica histoquimica fue realizado por dos
patdlogos de forma aleatoriay ciega respecto del estadio clinico del paciente (MCC y BPM), quedando registrados los resultados.

Sellevé a cabo un estudio retrospectivo, con 50 pacientes vistos en € servicio de Oncologia M édica, seleccionados por padecer
adenocar cinoma de colon con progresion dela enfermedad, que disponian de biopsia del tumor metastasico y/o primario
archivada o disponible en el Servicio de Patologia del Hospital General Yagiie de Burgos.

Serevisaron losdatos clinicosy serecogieron en una base de datosla edad en afos, sexo, periodo de latencia hasta la aparicion de
metastasis o progresion de la enfermedad, tipo histolégico del tumor primario (adenocar cinoma bien diferenciado,

moder adamente difer enciando, pobremente diferenciando y otros), el grado citoldgico (1, I1, [11) y €l estadio tumoral (clasificacién
seglin TNM).

L a determinacion del factor de crecimiento epidérmico serealizo tanto en el tumor primario (EGRF-p) como en la metastasis
(EGFR-m) detodos lostumores colorrectalesincluidos en el estudio, a partir de las muestras detegjido tumoral almacenadas en el
laboratorio de Patologia del Hospital General Yagie de los pacientes diagnosticados de cancer colorrectal metastasico, mediante
Inmunohistoquimica, de acuer do a los procedimientos nor malizados del labor atorio de Patologia.

Con €l fin de evitar posibles sesgos del observador, la presencia del factor de crecimiento epidérmico en las metastasis (EGFR-m)
fuerealizada de forma ciega respecto a la presencia del factor de crecimiento epidérmico en el tumor primario (EGFR-p).

Andlisis estadistico: Las pruebas estadisticasy el procesamiento y andlisis de los datos se llevar on a cabo con la ayuda del paquete
estadistico SPSSv11.0. Serealizé un andlisis descriptivo de las variables a través de distribuciones de frecuencia para las
cualitativasy mediay desviacion estandar para las cuantitativas. Se calculé €l porcentaje de muestras que expresan €l factor de
crecimiento epidérmico tanto en el tumor primario (EGFR-p) como en el metastatico (EGFR-m), con su correspondiente intervalo
de confianza al 95%.

Se analizaron las caracter isticas histol6gicas de los tumor es analizados, en concr eto, grado de diferenciacién tumoral y grado

citoldgico y se busco larelacion entrela expresion del EGFR y las car acter isticas histoldgicas, a través de pruebas de 12 con las
correspondientes correcciones en su caso. También se compar ar on |os casos que expresaron conjuntamente EGFR-p y EGFR-m
con aquellos que expresaron EGFR Unicamente en el tumor primario o metastasico.

RESULTADOS

La serie estudiada esta formada por 50 pacientestratados en el Servicio de Oncologia del Hospital General Yagle, afectos de
adenocar cinoma colorrectal que progresd a enfermedad generalizada, con metastasis a distancia. De éstos, apr oximadamente la
terceraparteeran mujeresy € resto varones. La edad de los pacientes seleccionados, oscilaba entre 31y 77 afios, con una media
de 63,30 + 9,126 afios (Tabla 1).
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Edad en afios

Media £ DS (rango)

Varones | 33 (66%) | 63.70+ 8,387 (38 - 77)

Mujeres | 17 (34%) | 62.53 £ 10.648 (31 - 73)
Total | 50 (100) | 63.30+9.126 (31 - 77)

Tabla 1.- Sexoy edad delos pacientesen la primera biopsia

El periodo medio de tiempo entrela escision del tumor primario, y la aparicion de franca progresion de la enfer medad oscil6 entre
15y 3639 dias, con una media de 812,66 + 683,097 dias. El intervalo entre biopsias, en 10s 9 casos en que se practico segunda
escision o biopsia oscil6 entre 1y 3188 dias, con una media de 726,11 + 985,812 dias.

Con respecto al grado de diferenciacion histolégica del adenocar cinoma, habia predominio de tumor es moder adamente
diferenciados (39 casos, 78,0%), mientras que eran pobremente diferenciados 11 casos (22,0%). Ninguno de los 50 casos fué
consider ado adenocar cinoma bien diferenciado.

El tipo citolégico |1 esdecir, con atipia moder ada (33 casos, 66% ) predominaban sobre aquellos que tenian intensa atipia
citoldgica (17 casos, 34%). No hubo ninglin caso fue de tipo citolégico | (atipia escasa o ausente).

En 46 casos analizados, la expresion del Factor de Crecimiento Epidérmico en el tumor primitivo (EGFR-p) fue positivo en 22
(47.8%) y negativo en 24 (52.2%); en los 4 pacientes restantes, no obtuvimos muestra del tumor primitivo (Figura 1).

Figura 1. Pared deintestino grueso infiltrada por un adenocar cinoma moder adamente diferenciado.
EGFR positivo en las cdlulas tumor ales (EGFR-p). Recuadro: detalle

Laexpresion del EGFR en e tumor metastasico (EGFR-m) pudo estudiar se en 34 de los 50 casos. Era positivo en 20 casos (58.8%)
y negativo en 14 (41.2%). Ver figura 2.
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Relacionando conjuntamente esta expresion del EGFR-p (tumor primario) y EGFR-m (tumor metastasico) en los 31 casos validos
parael analisis, obtenemos los resultados que se expresan en la Tabla 5.

Figura 2: Ganglio linfatico con infiltracion por adenocarcinoma pobremente diferenciando,
que expresa € Factor de Crecimiento Epidérmico (EGFR-m). Recuadro: detalle

La concordancia de expresion en el tumor primitivoy en la metastasis a distancia es del 58,1% de los casos estudiados. En €l
restante 41,9% de los casos hay disparidad en la expresién del EGFR en € tumor primitivoy en la metastasis.

En la serie analizada fue mas frecuente la aparicion de casos en que €l EGFR se expresa en la metastasis (25.8% de los casos
restantes) y no en el tumor primario, mientras que fueron minorialos casos de tumor primitivo con expresion del EGFR (EGFR-p
positivo), que degja de ser expresado en €l tumor metastasico (EGFR-m negativo). No obstante, en la tabla de contingencia de
EGFR-p sobre EGFR-m, vemos que no hay difer encias estadisticamente significativas (Tabla 2).

EGFR-m

EGFR-p Negativo N (%) | Positive N (%) | Total N (%)
Negativo N (%) 6 (19,4%) 8 (25,8%) 14 (45,2%)
Positivo N (%) 5 (16,1%) 12 (38,7%) 17 (54,8%)

Total N (%) 11 (25,5%) 20 (64.5%) | 31 (100%)

Tabla 2. Tabla de contingencia de la expresién de EGFR en tumor primarioy metastasis.
(EGFR-p = tumor primario - EGFR-m = metéstasis).
p =0,581 (NS)

Al analizar la expresion del EGFR con respecto a la diferenciacion tumoral, observamos que, en los 24 casos en que el EGFR-p era
negativo, 20 correspondian a un adenocar cinoma moder adamente diferenciado, y solo en 4 pacientes era detipo pobremente
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diferenciado. Por €l contrario, cuando el EGFR-p era positivo en €l tumor primario, seguian siendo mayoria los casos de
adenocar cinoma moder adamente difer enciado, pero la proporcion esde 16 de 22 casos, mientras que los 6 restantes eran
pobremente diferenciado. Si nosfijamos en la difer enciacidn, constatamos que cuando se trata de un tumor moder adamente
diferenciado, es mas frecuente que € tumor no exprese e EGFR, mientras que es mas frecuente que éste factor sea expresado

cuando el adenocar cinoma es pobremente difer enciando. La prueba del %2 demostré que estas diferencias eran estadisticamente
significativas (p = 0.012). Ver Tabla 3.

Diferenciacion tumoral

EGFR-p moderada M (%) | pobre M (%) | Total N (%)
Negativo N (%) 20 (43.5%) 4 (8.7%) |24 (52,2%)
Positivo N (%) 16 (34.8%) 6 (13.0%) |22 (47,8%)

Total N (%)

36 (78.3%)

10 (21.7%)

46 (100%)

Tabla 3. EGFR en el tumor primario (EGFR-p) segun e grado histolégico diferenciacion tumoral
p=0.012

Una situacién semejante ocurre en el tumor metastasico respecto del grado histologico de diferenciacion, siendo asimismo
estadisticamente significativa la asociacion entre el EGFR en la metastasisy la desdiferenciancion tumoral (Tabla 4).

Diferenciacion tumoral

EGFR-m moderada N (%) | pobre N (%) | Total N (%)
Negativo N (%) 12 (34.3%) 2(5.7%) 14 (40.0%)
Positiva N (%) 15 (42.8%) 6 (17.1%) 22 (60.0%)

Total N (%) 27 (77.2%) 8 (22.8%) | 35 (100%)

Tabla 4. EGFR en el tumor metastasico (EGFR-m) segin el grado histoldgico de diferenciacion tumoral
p =0.002

En cuanto ala asociacion dela expresion del EFGR vy la atipia citoldgica, vemos que, respecto del tumor primario (EGFR-p) no es
estadisticamente significativa larelacion entrela atipia citoldgica y la presencia o ausencia de la expresion de EGFR (Tabla5).

Grado citologico tumoral

EGFR-p Moderada atipia N (%)

Intensa atipia N (%)

Total N (%)

Negativo N (%)

19 (41.3%)

5 (10.9%)

24 (52.2%)

Positivo N (%)

13 (28.3%)

9 (19.6%)

22 (47.8%)

Total N (%)

32 (69.6%)

14 (30.4%)

46 (100%)

Tabla5. EGFR en el tumor primario segun el grado de atipia citol6gica
p=0.096 (NS)

Tampoco es estadisticamente significativa larelacion entre grado de atipia citoldgica y la expresion del factor de crecimiento
epidérmico en el tumor metastasico (EGFR-m), como se observa en la Tabla 6.
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" Grado citlﬁgico tumoral

EGFR-m Moderada atipia N | Intensa atipia N (%) | Total N (%)
(7o)

Negativo N (%) 9 (25.7%) 5 (14.3%) 14 (40.0%)

Positivo N (%) 11 (31.4%) 10 (28.6%) 21 (60.0%)

Total N (%) 20 (57.1%) 15 (42.9%) 35 (100%)

Tabla 6. EGFR en metastasis (EGFR-m) seguin € grado de atipia citolégica
p=0,21 (NS)

Esdecir, es masfrecuente que el EGFR sea positivo cuando se trata de un adenocar cinoma pobremente diferenciado. Por €
contrario, un grado mas elevado de atipia citol6gica no esta asociado de for ma estadisticamente significativa con la expresién del
EGFR.

Al valorar el EGFR como factor prondstico encontramos que la positividad o negatividad de dicho factor, en nuestra serie no
guardé correlacién con el intervalo de tiempo hasta la aparicion de la diseminacion metastasica, como se aprecia en latabla 7,
siendo la diferencia de medias de 107'51 dias + 203'4 (IC al 95% -302,4 - 517,4)

EGFR-p N  Media DS (dias)

Negativo 24 88342 £ 719.552

Positivo 22 77591 +660.005
Tabla 7. Intervalo de tiempo hasta la progresion del tumor,

seglin la expresion del EGFR en el tumor primario
p =0.73 (NS)

Tampoco la expresion del EGFR en la metastasis parece guardar relacion con el intervalo de tiempo desde la reseccion del tumor
inicial hasta la progresion dela enfermedad (tabla 8), siendo la diferencia de medias de 325,45 dias + 184,41 (I1C al 95% -60,61 -
711,51).

EGFR-m N Media £ DS (dias)

Negativo 14 82907+ 62293
Positivo 21 503.62 = 36342
Tabla 8. Intervalo hasta la progresion segiin la expresién del EGFR en la metastasis
p =0.117 (NS)

Deello, podemosinferir que en la casuistica analizada, no encontramosrelacion prondstica ala expresion del EGFR en e tumor
primitivo ni en €l metastasico.

Analizamos también s grado de diferenciacion tumoral y €l grado citolégico es diferente cuando la expresién del EGFR ocurre
tanto en € tumor primario como en el metastasico, con respecto a los casos en los que sdlo € tumor metastasico demuestra
expresion del factor de crecimiento epidér mico. L os datos obtenidos en nuestra serie no mostraron difer encias estadisticamente
significativas, tanto por lo que respecta al grado de diferenciacion tumoral como al de atipia citologica. Sin embar go, la muestra es
demasiado pequefia para obtener conclusiones definitivas, pues solo habia 20 casos vélidos para €l analisisy en dos grupos habia 5
6 menos casos (Tabla 9).
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EGFR-m positivo Total

Diferenciacion tumoral EGFR-p negativo | EGFR-p positivo
Moderadamente diferenciado 7 (35.0%) 7 (35.0%) 14 (70.0%)
Pobremente diferenciado 1 (5.0%) 5 (25.0%) 6 (30.0%)
Total 8 (40.0%) 12 (60.0%) 200 100%)
Tabla 9.Grado de diferenciacién tumoral cuando la metéstasis expresa el EGFR, seglin si 1o expresa o n6 e tumor primario
p= 0,163 (NS)

Un resultado similar obtuvimos en esa comparacién cuando era Gnicamente €l tumor primario el que demostraba expresion del
EGFR.

DISCUSION

Diversos estudios tratan deidentificar un perfil genético, detectable por métodos inmunohistoquimicos que pueda ser mar cador de
cancer colorrectal, con especial atencion a los aspectos prondsticos. Laimportancia de la deteccion consiste en que €l paciente con
carcinoma colorrectal metastasico resistente a la quimioterapia se puede beneficiar de tratamientos con anticuer pos monoclonales
como el cetuximab dirigidos contra el EGFR18, encontrando los diver sos autores que la propor cidn de pacientes con cancer
colorrectal metastatico, que expresan el EGFR mediante técnicas inmunohistoquimicas oscila entre el 53% 19y e 83%20-21,

En general, hay buena correlacion entrela expresion del EGFR en e tumor primarioy en la metastasis?2. Utilizando técnicas de
inmunohistoquimica la concordancia de EGFR-alcanza €l 78% de los casos entre el tumor primarioy el metastasico, sea cual sea
el nimero delocalizacionesy €l intervalo transcurrido hasta la manifestacién del tumor a distancia, es decir, ya sea sincrénico o
metacr 6nico?C. Por el contrario, otros estudios exponen la disparidad entre la expresion del EGFR en € tumor primarioy en la
metastasis?3.

El fendmeno bioldgico descrito, es decir, la ausencia de correlacion entre la deteccion del EGFR en el tumor primarioy en las
metéstasis puede estar relacionado con alter aciones genéticas aun no suficientemente explor adas, posiblemente relacionadas con la
resistencia a las dianas ter apéuticas contra el EGFR, lo cual esdeimportancia en e tratamiento de estos pacientes?3, Otros
autores han observado quelasrecurrencias después de la quimioter apia postoper atoria tienen menor es niveles de expresion de
EGFR en comparacién con los pacientes que no recibieron quimioterapia antes del andlisis de la metastasis, y han atribuido la
discor dancia precisamente a la quimioter apia antitumor al aun no siendo especifica contra el EGFR?4,

Estudiosrecientes cuestionan la fiabilidad del método inmunohistoquimico para detectar el EGFR en tgjidosincluidos en

par afina. Comparando la validez de la técnica seglin los distintos prepar ados comer ciales, se ha observado alta concordancia en
las pruebas de evaluacion de 3 test inmunohistoquimicos comer ciales distintas por 1o que no hay distinciones evidentes a favor de
uno u otro25. Mediante procedimientos con test comer cialesy técnicas que emplean microondas, han sido recuper ados como casos
EGFR positivos, cierto niimer o de tumor es anterior mente consider ados negativos?6.

Diver sos autor es como Moroni et al27, han propuesto utilizar técnicas de amplificacion del DNA mediante hibridacion in situ por
fluorescencia (FISH), para la seleccidn de pacientes con cancer colorrectal susceptibles de tratamiento con blogueador es del

EGFR (cetuximab). Sin embargo losresultados no correlacionaron el nivel de amplificacion con €l resultado dela
inmunohistoquimia. En los difer entes estudios, la amplificacién fuerara (4,5%) y solo apar ece en pacientes con fuerte positividad
en la técnica inmunohistoquimica convencional 28, Italiano et al.29, compar ando ambos métodos analiticos, y relacionandolos con la
tasa derespuesta al tratamiento con cetuximab, concluyen que €l andlisisde FISH no parece ser una técnica suficientemente solida
para la seleccion delos pacientes.

Spindler et al.30 han comparado diferentes técnicas parala deteccion del EGFR en muestras de sangrey del tumor de pacientes
con carcinoma colorrectal, mediante FISH, reaccion en cadena dela polimerasa atiemporeal (RT-PCR), ELISA e
inmunohistoquimia. L os resultados pusieron de manifiesto una pobre correlacion entrela condicion de EGFR en el ADN,
detectado por PCR, ARN detectado por FISH y la proteina, detectado por Inmunohistoquimia.

El EGFR ha sido detectado en un 66% de las muestras de sangre periférica recogidas de los pacientes con cancer colorrectal
metastatico3L.

Hay notables discrepancias acer ca de la correlacion entrela detecciéon del EGFR en el tumor primario y metastasico. Italiano et al
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21 hallaron concordancia en el 94% de un total de 80 pacientes estudiados, de los que en dos casos la expresion del EGFR apar ecia
en el tumor primario pero no en lametastasis, y alainversa en otrostres pacientes en los que habia positividad para el EGFR en
la metastasis pero no en el tumor primario, siendo concordantes los 75 pacientes restantes. L a concor dancia fue del 78% en dos
distintas e independientes series de pacientes, estudiados por Bibeau et al?0y por Spindler et al .

Por € contrario, Scarzzoti et al.19 hallaron que e tumor primario era positivo en 53 de 99 pacientes (53% ), pero en 19 de estos
pacientes (36%), €l tumor metastasico no expresaba el EGFR, mientras que €l caso inver so, es decir, metastasis con expresion de
EGFR que no fue detectada en el tumor primario ocurrié en 7 pacientes (15%). En nuestra serie el EFGR fue positivo en el tumor
primario de 17 de 31 pacientes (54,8%) donde 5 de 31 (16.1%) pacientes expresaban €l EGFR en e tumor primario peronoen la
metéstasis, y en otros 8 pacientes (25.8%), el EGFR se pudo demostrar en el tumor metastasico perono en el primario, por lo que
la concor dancia de expresion en €l tumor primitivoy en la metastasis a distancia es del 57.1%, lo que se acercamasalos
resultados obtenidos por Scarzzoti et all9,

CONCLUSIONES.

La expresion del Factor de Crecimiento Epidérmico en el cancer colorrectal puede aparecer en el tumor primitivo, en la
metastasis, 0 en ambos casos, pero no se puede predecir si la metastasis expresara o no ese factor a partir de su expresién en €
tumor primario.

Laexpresion del Factor de Crecimiento Epidérmico no guarda relacion con la atipia citolégica del tumor considerada
aisladamente respecto de la diferenciacion tumoral.

Laexpresion del Factor de Crecimiento Epidérmico en el cancer colorrectal es més frecuente cuanto més desdiferenciado esta el
tumor, y esarelacion tiene significacién estadistica.
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Lafarmacogenética y la farmacogendémica estdn consiguiendo importantes avances en la medicina moder na: por un lado permiten
laindividualizacién del tratamiento (administrar a cada paciente desde € primer momento e farmaco mas eficaz y con menos
efectos adversos) y por otro buscan nuevas dianas ter apéuticas para desarrollar farmacos mas eficacesy seguros. En ambos casos
serequierelabusqueda de mar cador es que desempefien un papel fundamental en la etiopatogenia de la enfer medad. El receptor
del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) es un biomarcador importante en muchos procesos tumor ales, que ha dado lugar al
desarrollo de nuevos fér macos antineoplasicos.

En este estudio se evala la expresion del EGFR en tumores primariosy metastasis de 50 pacientes con cancer colorrectal
avanzado, y su relacion con el tipo delesion histoldgicay la progresion de la enfermedad.

Comentario del revisor Prof. Valentin del Villar Sordo M D PhD.Catedratico de M edicina. Jefe del Servicio de Medicina Interna
del Complejo Hospitalario de Soria. Espafia

Varias neoplasias epiteliales se desarrollan por activacién funcional de los factores de crecimiento de la familia EGFR, por lo que
han surgido nuevas dianas de tratamiento mediante la administracién de inhibidor es de los EGFR, posiblemente de una manera
selectiva, a pacientes con potenciales mar cador es molecular es definidos de respuesta.

¢Laexpresion EGFR en e tumor primario llevaimplicita su presencia en las metastasisy serelaciona con la diferenciacion
tumoral y atipia citoldgica en los adenocar cinomas color rectales?. L os autor es, con una metodologia adecuada, estudian

retr ospectivamente los blogues de tejido de 50 enfer mos con adenocar cinoma de colon con progresion de la enfermedad. L os
resultados estan descritosy representados con claridad y se sugiere en la discusion que setrata de un area de estudio no bien
conocida y con resultados dispar es, quedando cuestionados los medios de deteccion de EGFR. Creo que setrata de un estudio
juiciosamente planteado y llevado a cabo con rigor. Todo hace pensar que es necesario seguir investigando en este campo, incluso
las conclusiones fundamentales: los EGFR se pueden expresar en € tumor primario o/y las metastasis, pero lo primero no significa
su expresion en los nédulos diseminados, siendo significativo que los EGFR son mas positivos cuanto mas desdifer enciacion hay.
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RESUMEN

Hace tres décadas, los osteosar comas er an tratados con amputacion de la extremidad, y la supervivencia era pobre. Con €l
desarrollo dela quimioter apia, los nuevos protocolos de tratamiento, € avance de lastécnicas quirurgicas, y las mejoras delos
estudios radiol6gicos; han permitido la reseccion tumoral con conservacion del miembroy una mayor supervivencia de pacientes
con enfermedad |ocalizada.

Lareseccion tumoral del peroné proximal, ha representado un reto para el cirujano ortopédico, dado por la proximidad de dos
estructuras mayores, € nervio peroneoy la arteriatibial anterior. Malawer describié una técnica para los tumores malignos con
esta localizacion, la cual fue aplicada en un paciente.

PALABRAS CLAVE:Osteosar coma. Peroné, Malawer .

SUMMARY

Three decades ago, the osteosar comas wer e treated with amputation of the extremity, and the survival was poor. With the
development of the chemotherapy, the new treatment protocols, the advance of the surgical techniques, and the improvements of
theradiological studies; they have allowed the tumor resection with conservation of the member and a bigger survival of patient
with located illness.

Thetumor resection of the fibula proximal, it hasrepresented a challenge for the orthopedic surgeon, given by the vicinity of two
biggest structures, the common peroneal nerve and the anterior tibial vessels. Malawer described a technique for malignant
tumor swith thislocalization, which was applied in a patient.

KEY WORDS: Osteosarcoma. Fibula. Malawer.

INTRODUCCION

L os sar comas 6seos son tumor esraros, de alto grado de malignidad, y de origen mesenquimatoso. En los Estados Unidos se
diagnostican aproximadamente 2500 casos cada afiol. El sarcoma osteogénico es el mas comun de los sar comas dseos, y es el
tercer tumor maligno en nifiosy adolescentes. L as |ocalizaciones més frecuente son la metéfisis del fémur distal, tibia proximal y
himer o proximal, aunque puede desarrollarse en cualquier hueso del organismo?.
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Uno delos avances relativamente recientes de la cir ugia oncolégica actual, lo constituyen las nuevas oper aciones de salvamento
de miembr os, también Ilamada " cir ugia no amputativa” , indicada fundamentalmente en los sarcomas éseos y de las partes
blandas de las extremidades. No obstante, setrata de técnicas que hay que meditar eindicar con precision ya que, a la enorme
ventaja que supone evitar la amputacién conservando €l miembroy proporcionar al enfermo unamejor calidad de vida, se
asocia €l inconveniente posible de hacer una cirugia insuficiente; en algunos casos con alto riesgo derecidiva local y mala

evolucion3, Presentamos un caso representativo del tema.

PRESENTACION DEL CASO
Paciente mestizo de 19 afios de edad, que comienza a presentar dolor en la piernaizquierda que seleirradiaba distaimente, sele
diagnostica una tendinitisy fue inmovilizado por 2 semanas; y a pesar delo cual mantuvo igual sintomatologia.

Acude anosotrosrefiriendo dolor en cara anterolateral del tercio proximal dela piernaizquierda, donde se constata aumento de
volumen, doloroso a la palpacion y con aumento de la temperatura local. Seleindican radiografiasy TAC.

Figura 1: Radiografiasimple APy lateral.
Existe imagen osteolitica a nivel del cuello del peroné que rompela cortical

Figura2y 3: Tomografia axial computarizada. Se constata osteolisisa nivel dela
metafisisdel peroné proximal, que rompela cortical einfiltra partes blandas.
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Con €l diagnoéstico de una tumoracion maligna se discute el caso en €l INOR (Instituto Nacional de Oncologiay Radioter apia), el
cual constituye el centro dereferencia en nuestro pais para estos casos; ahi se corrobora el diagndstico de tumor maligno,
pudiendo tratarse de un tumor de Ewing, un osteosar coma, o de un condr osar coma.

Debido a que las biopsias 6seas demoran por la necesidad de descalcificar la muestra (1 a 2 semanas), que la tumoracion no
habia invadido otr os compartimentos; y que ademas, no existian signos clinico-humor ales ni imagenol gicos de invasion
sistémica; se decide su intervencion mediante una reseccion amplia con margen oncol 6gico mediante la técnica de Malawer tipo
Il 'y quimioter apia coadyuvante luego de la identificacion histologica.

No nos decidimos por la amputacién, ya que no existia diagnaéstico histologico previoy por lasrazones antes expuestas; siendo
mas factible una biopsia excer ética a unaincisionar.

Técnicade Malawer tipo |l

o Cologue al paciente semisupino y envuelva la extremidad y prepare el campo hasta la cadera, por s se encuentra
inapropiado €l proceder no tener querevestir. Emplee un torniquete en e muslo. Haga una incisién posterior y 8 cm.
proximal al pliegue popliteo, e inclrvela suavemente anterior al peronéy 5 cm. distal ala zona planeada dela
osteotomia.

o Levanteun colgajo lateral grande posteriormente basado en la linea media, y un colgajo medial pequefio para exponer la
crestatibial; y expongay divida el nervio peroneo comin y susramas, estas seran distalmente sacrificadas cuando los
musculos del compartimiento anterior y lateral son resecados.

o Localice losvasos popliteosy su trifurcacion disecando el gastronemio lateral y el sdleo préximo al peroné, de ser
necesario € origen del gastronemio lateral en el fémur sera liberado también. Identifiquey divida los vasostibial
anterior 2 a3 cm. distal al bordeinferior del muasculo popliteo, apliquetraccion ala arteria poplitea alejando los vasos
delacaraposterior delamasatumoral.

o Escindalos misculos del compartimento anterior y peroneo proximalmente de sus origenes, y distalmente hasta la union
musculotendinosa, libere la membranainter ésea. Divida el ligamento colateral fibular y e tend6n del biceps femoral 2,5
cm. proximal de su insercién peronea. L uego, reseque la articulacion tibioper onea proximal y escinda posteriormente el
musculo popliteo.

o Repare cualquier defecto resultante de la cdpsula posterior, reinserte el tendédn del bicepsfemoral y el ligamento
colateral fibular al cdndilo lateral delatibia; rote anteriormente el gastronemio lateral, liberandolo delalinea media
posterior hasta su unién con el séleo, lo cual permitiréla cobertura delosvasostibial posterior y la superficie denudada
delatibia. Losvasos sural lateral proveen aporte vascular al gastronemio lateral por lo que deben ser preservados. Use
un drenaje de succion por 3a5 dias.

o Postoperatorio: coloque una férula posterior tipo calza con larodilla en 30 grados de flexion para permitir lareinsercion
capsular posterior. Se continuaralainmovilizacion por 2 a 4 semanas, per mitiéndose la mar cha con carga progresiva de
peso mediante el empleo de muletas. Una ortesispara el piey tobillo serarequerida.

El diagnéstico histopatol6gico fue de osteosar coma osteogénico de alto grado de malignidad. Clasificacion grado I1ade
Enneking.

El postoperatorio se complicd con un hematoma de la herida quirurgica. En laradiologia se constatar on lasimagenesdela
reseccion del peroné proximal (Figura 4).
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Figura5y 6: apariencia del miembroy lacicatriz quirdrgica.

Evolucion: en el curso evolutivo, € paciente desarroll6 un pie equino paraliticoy dedosen garra (Figura 7).

Figura7: Dedosen garray pie equino paralitico.

El paciente present6 unarespuesta inadecuada a la quimioter apia la cual fueirregular, ya que se efectud de forma ambulatoria,
y lasreacciones adver sas fuer on severas.
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A los 18 meses se constata recidiva local en partesblandasdela cara anterior delatibialas cuales no interesaba hueso, que
fueron resecadas. Serealizaron estudios nuevamente donde se constaté 3 imagenes nodular es metastasicas en pulmones, 2 en €l
derechoy unaen el izquierdo. Sedecidio su ingresoy aplicar quimioter apia nuevamente con otro protocolo. Al término, se
estudio nuevamente desapar eciendo las metastasis.

Seis meses mas tarde se constata tumoracién pulmonar en hemotérax izquierdo de 9 centimetr os con otras imagenes nodulares,
acomparada de derrame pleural falleciendo finalmente por enfermedad diseminada. El tiempo de evolucion fué en total de dos
afiosy medio.

DISCUSION:

La cirugia no amputativa o de salvamento de miembros por sarcomas 6seos de las extremidades es una realidad desde hace
varios afos3-8 con resultados oncol dgicos muy aceptables. Hoy en dia, con las nuevas técnicas de reconstr uccion podemos
conseguir una buena funcién del miembro no amputado.

El peronéesunalocalizacidn rara para sarcomas 6seos primarios como para lesiones metastasicas. De los tumor es 6seos
localizados en € extremo proximal del peroné, el tumor de células gigantes es el mas frecuente, seguido por €l osteosarcomay €l
sarcoma de Ewing -8,

L as biopsiasrealizadas en forma inadecuada, muchas veces son responsables de tratamiento inadecuado o cambios en €l plan de
tratamientolC. En 1982, Mankin y colabor ador es1O reportaron las complicaciones de biopsias de sar comas muiscul os esquel éticos.

Cuando las biopsias serealizan en centros que no cuentan con profesionales especializados en oncologia ortopédica, estos
problemas son detres a cinco veces mas comunes que en biopsiasrealizadas en centros especializados o de referencia. Entre
estos problemas se sefiala: la obtencion detejido inadecuado o no representativol® (10.3%); errores de diagnosticol® (18.2%)
derivados de material no representativo o técnicas pobres; y complicaciones de la heridal® (17.3%), tales como: contaminacion
de partes blandas por hematoma; infeccién delacicatriz de biopsiay realizacion delaincision dela biopsia detal forma quela
reseccion quir ar gica subsiguiente puede comprometer se, pasando a ser obligatoria la amputacion, en un paciente que
anteriormente podr ia habér sele ofrecido una cirugia conser vador a de su extremidad (4.5%).

Raramente serealiza unareseccion primaria de un tumor sin biopsiall, solo cuando setrata de lesiones que afectan huesos no
imprescindibles, como son el extremo proximal del peronéy el distal del clibito. Numer 0sos estudios!2-13, se han realizado con el
obj etivo de comparar la supervivencia, y la calidad de vida de los pacientes tratados con tumor aciones a nivel dela articulacion
delarodilla, ya sea mediante una reseccion ampliay reconstruccién mediante artrodesis o artroplastia, 0 una amputacion
supracondilea o transfemoral, no encontrando evidencias de superioridad de uno sobre otro. Por tal motivo plantean que debe
ser el paciente quien tome la decision de la técnica a escoger en vistas a la supervivencia y calidad de vidall.

Por todo esto sedecidio realizar una exéresis amplia de la tumoracion con mar genes oncol 6gicos ya que no sejustificaba una
amputacion. Ademas durante la intervencion serealizd biopsia por congelacion, la cual confirmé la malignidad dela
tumoracion; y evitd unareseccion exagerada si fuese unalesién benigna.

Lareseccion de sarcomas primarios de alto grado del extremo proximal del peroné, requiere de unareseccion en bloque
extraarticular del peroné proximal, articulacion tibioper onea proximal, misculosdel grupo anterior y lateral del peroné, y del
nervio peroneo comun, el cual frecuentemente esta infiltrado por la extensién tumoral hacia las partes blandas. Estetipo de
reseccion se le conoce como técnica de Malawer tipo 11811, ya querequiere € sacrificio del nervio peroneo comun, resultando en
un pie equino; mientrasqueen €l tipo | este se conserva conjuntamente con la musculatur a.

En nuestro caso practicamos unareseccion tipo |1 la cual conlleva el sacrificio del nervio peroneo para garantizar un margen
tumoral amplio, y que como consecuencia produjo un pie varoequino iatrogénico y dedosen garra (figuras 7 y 8). Al momento
de reseccion se constato la presencia de fractura patolégica, lo cual ensombrece € prondstico. Ya que las fracturas patol égicas
favorecen en gran manera la diseminacion local del tumor atravésdel tejido peritumoral y alrededor del hueso, de los planos
intermusculares e interfasciales y de los espacios perivascularesy perineurales3,

Se contraindica este proceder en3:

. 1. Tumores con destruccion masiva del hueso o invasion importante de los tejidos blandos peritumor ales
(extracompar timental).

. 2. Sarcomas 6seos de alto grado o indiferenciados, salvo el osteosar coma, que responde a la quimioter apia coadyuvante.

. 3. Fractura patolgica.
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. 4. Presencia de metastasis distales, salvo las que puedan ser resecadas posterior mente.

Consideramos que la aparicién posterior derecidivaslocalesy a distancia, empeora el prondstico ya que segiin la clasificacion
Enneking4 deun grado I A pasb aser un grado |11, encontrando como dificultades en e mangjo la no aplicacion de un esquema
de quimioter apia preoperatorio, € fallo en la quimioterapia postoperatoria, la cual esfundamental para diminar las metastasis
locales 0 a distancia (skip metastasis), las cuales muchas veces estan presentes desde el momento del diagndstico de la lesions.

Posteriormente con el segundo protocolo de tratamiento quimioter apéutico se consiguio la desaparicién de las metéstasis
pulmonares, lo cual represent6 una respuesta favor able; pero desafortunadamente hubo una recidiva posterior con gran
infiltracion del parénquima pulmonar. Consideramos que la cirugia no amputativa es un tratamiento a elegir cuando se cuenta
con una quimioter apia adecuadal®-16, y serealiza una seleccion adecuada de los casos; requiriendo por tanto un enfoque
multidisciplinario8.

En conclusion, el tratamiento del osteosar coma requier e un enfoque multidisciplinario, con el concurso del cirujano ortopedista,
el oncdlogo, el radidlogo y €l patdlogo.

El avance delos protocolos de quimioter apia adyuvante, las nuevas técnicas quir Urgicas, y las mejoras de los estudios r adiol 6gico
permitetratar actualmente al 90-95% de los pacientes con osteosar coma mediante cirugia conservadora del miembro.

Lacuray la supervivencia se ha incrementado en un 60-80% en pacientes con enfermedad localizada.

Pero hay que tener siempre en cuenta que, el primer objetivo debe ser |a supervivencia o la curay en segundo lugar la
conservacion de la funciéon del miembro, si esimposible una adecuada reseccion, la indicacion esla amputacion del miembro.
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RESUMEN

Insuficienciarenal aguda (IRA) esel término con el cual sedesigna a la reduccién abruptay sostenida del filtrado glomerular, de
la cual resultalaretencion de productos de desecho del metabolismo corporal. Clasicamente se dividen los mecanismos dela lRA
en pre-renal, parenquimatoso, y obstructivo.

En el caso dela|RA parenquimatosa, ésta pareciera ser e resultado dela sumatoria delas multiples variables: necrosisy
apoptosistubular, alteracion delabarreradefiltracion, retrodifusion de filtrado glomerular, vasoconstriccién intra-renal,
contraccion del mesangio, obstruccion intratubular, inflamacion inter sticial, activacion de enzimas proteoliticas, entre otros.

Por este motivo se postula que sélo una mirada de per spectiva multicausal de este sindrome pareciera ser la estrategia adecuada
para conseguir su entendimiento cabal y tendiente a laresolucion del mismo.

PALABRASCLAVE: Insuficienciarenal aguda, filtrado glomerular
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SUMMARY
Acuterenal failure (ARF) istheterm used to describe the sustained and abrupt reduction of the glomerular filtration, which
causestheretention of waste productsthat come from the metabolism.

Normally, the mechanisms potentially involved in ARF are divided into: pre-renal, parenchymatous, and post-renal. Regarding
the etiology of the parenchymatous ARF, it would seem to be the sum of multiple pathogenic variables such as: tubular necrosis
and apoptosis, alteration of thefiltration barrier, retrodifusion of glomerular filtration, intrarenal vasoconstriction, contraction
of the mesangium, intratubular obstruction, inter sticial swelling, activation of proteolytic enzymes, and so on.

Because of the above exposed data, only a multicausal per spective would seem to be adequate to under stand and solvethis
syndrome.

KEY WORDS: Acuterenal failure, glomerular filtration

INTRODUCCION

Insuficiencia renal aguda (IRA) esel término con el cual sedesigna alareduccién abruptay sostenida del filtrado glomerular, de
la cual resultalaretencion de productos de desecho del metabolismo cor porall-3.

Si bien no existe hasta la fecha una definicién univer sal para este sindrome, resulta razonable tomar como parametro para su
deteccion el documentar un incremento agudo y sostenido de 0.5 mg/dl en la creatinemia basal, de ser éstainferior a 2,5 mg/dl, 6
de un aumento de la misma mayor del 20%, de ser su valor basal mayor de 2,5 mg/di124-,

Clasicamente se dividen los mecanismos potencialmente involucrados en la aparicion deuna | RA en:
1. Caida del flujo renal con preservacion delaintegridad del parénquima (IRA pre-renal)sS.
2. Dafio agudo parenquimatoso renal (IRA intrinseca)l0-14,
3. Obstruccion al flujo urinario (IRA post-renal)15-16,
4. Mixtol517-18,

Con respecto a la etiologia de la I RA parenquimatosa, después de mas de medio siglo de investigaciones no se ha encontrado aun
un mecanismo fisiopatoldgico central, el cual pareciera ser en realidad la sumatoria de las multiples variables patogénicas que en
él sedespliegan. A continuacion describiremos cada una de estas variables cuyo conocimiento deriva de modelos experimentales

(basados en € uso de noxas isquémicas o toxicas) efectuados principalmente en roedores:

a) Necrosistubular: cualquiera delas noxas renales puede conducir ala muerte delas célulastubulares por dafio de al
menos uno de sus elementos constitutivos: membrana celular, lisosomas, etc dando lugar al fendmeno conocido como
necrosis tubular aguda (NTA). No obstante, e nimero de células necr osadas no alcanza a justificar per seladisfuncion
renal propia de este sindromel0-14,

b) Apoptosistubular: Recientemente algunos autor es han remarcado la importancia que tendrian en la fisiopatologia de
laIRA no solo lainduccion por parte de las noxas de necrosis tubular, sino ademas el fendmeno de activar
prematuramente el mecanismo habitual de muerte celular programada o apoptosis, sumandose asi el concepto de
apoptosis celular aguda al ya clasico de NTALS,

c) Alteracion delabarreradefiltracion: Se ha documentado a nivel de los por os endoteliales del ovillo glomerular una
reduccion en lalongitud y densidad de los mismos!9-21,

d) Retrodifusion dél filtrado glomerular: Otro delos mecanismos que participa en la caida delafuncién renal esla
retrodifusion del filtrado glomerular como consecuencia de la alteracion de las fuer zas de Strarling peritubulares del
nefron proximal. De esta manera gran parte de la sustancias inicialmente filtradas son reabsor bidas r etornando
inmediatamente al compartimento vascular tornando asi inefectivo € filtradol6.22,

http://biomed.uninet.edu/2008/n1/musso-es.html



Electron J Biomed 2008;1:63. Musso et a. FISIOPATOLOGIA DE LA I.R.A. NUEVAS CLAVES PARA UN VIEJO DILEMA

€) Vasoconstriccion intra-renal: Este mecanismo es en parte responsable de la caida de filtrado glomerular propia dela
IRA parenquimatosa, pero no seria su principal deter minante desde el momento que la magnitud de su caida esinferior
alasufrida por €l filtrado, eincluso €l reestablecimiento dela perfusion renal suele no solo acompafiar se de una
persistencia de la caida del filtrado glomerular, sino incluso de un mayor deterioro del mismo23-28,

f) Contraccion del mesangio: L as células mesangiales se contraen generando asi una reduccion del KF (cogficiente de
ultrafiltracién), lo cual contribuye decididamente a reducir la superficie de filtracion29.

g) Disbalance entre sustancias vasoconstrictorasy vasodilatador as: L os mecanismos antes mencionados de
vasoconstriccion arteriolar y contraccion mesangial estan estimulados por un incremento local de sustancias
vasoconstrictoras (angiotensina l I, factor activador de las plaquetas (PAF), adenosina, endotelina 1, tromboxano A2, etc)
y unareduccion de las vasodilatador as (prostaglandina E2, éxido nitrico, etc) que seinstala durante la IRA23-28, 30,

h) Obstruccion intratubular: En lalRA parenquimatosa, las célulastubularesredistribuyen susintegrinas (moléculas de
adhesion dela membrana celular) las cuales se desplazan de su posicion habitual (polo capilar) y se reubican en €l polo
apical. Este fendmeno contribuye a la obstruccién intratubular pueslas célulastubulares, ahoraya no tan adheridasala
membrana basal, descaman hacia la luz tubular donde merced a susintegrinas se agregan tanto entre si, como alacara
apical de aquellas que aun siguen unidas ala membrana basal. A este conglomerado celular suele sumarselela proteina
tubular de Tam-Hor sfall, con lo cual termina aumentando el volumen de estos tapones celularesy por consiguiente su
poder obstructivo?2,

i) Inflamacion intersticial: Las célulasinflamatorias serian reclutadas a nivel del intersticio renal por laliberacion local
decitokinas (g: TNF alfa, etc) a partir de un estimulo hipdxico o téxico. Dichainfiltracién generaria edemay
compromiso de la microcir culacion local15,

j) Activacion de enzimas proteoliticas: La isquemiatisular conduce a un aumento delos nivelesde calcio intracelular, €
cual tendria un efecto deletéreo para las célulastubulares. El calcio intracelular desencadena la activacion de enzimas
que dafian las estructuras subcelulares: Por jemplo, asi se activa el calpain, una proteasa que dafia € citoesqueleto
tubular. Esta observacion hallevado a algunos autores a proponer el uso de bloqueantes célcicos en la IRA
parenquimatosals,

k) Stress oxidativo: L as noxas capaces de producir |RA parenquimatosa son también inductoras de la aparicién de
metabolitos histotdxicos derivados del oxigenost.

1) Factores de crecimiento tisular: €l dafio celular estimula la liberacion de diver sos factor es de crecimiento que
contribuyen a la regeneracion delas células tubular es necr osadas, incluso algunas de ellas como | GF o EGF han
demostrado su efectividad al ser utilizados exdgenamente en modelos animalesde IRA. Sin embargo, la actividad de
algunos de estos factor es puede contribuir ala generacion de excesiva fibr osis dur ante los pr ocesos de r epar aci6n32-33,

Delo antes expuesto podemos obtener dos conclusiones principales:

o Lostres mecanismos fisiopatol 4gicos propuestos para interpretar la generacion de una |RA: hipoflujo, dafio tisular y
obstruccién se dan en alguna medida conjuntamente en la | RA parenquimatosa.

o Decididamente un modelo fisiopatol6gico monocausal, al estilo del pensamiento médico del siglo pasado, no puede dar
cuenta de un fendmeno complejo como es la insuficiencia renal aguda34-35. Solo una mirada de per spectiva multicausal
pareciera ser la adecuada para entender y resolver este sindrome.
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Heredia. Lima, Peru

LaInsuficienciarenal aguda (IRA) esun sindrome que puede ser definido como una perdidarapida (horas a dias) dela funcion
renal, e que es ocasionado por diver sas enfer medades, por lo que podemos suponer que hay diferentes mecanismos de dafio
renal.

L os modelos experimentales de | RA han generado hipétesis hemodinamicas (disminucion del coeficiente de ultrafiltracion,
vasoconstriccion, congestion medular), y deinjuriatubular (retrodifusion del filtrado, obstruccion), el advenimiento dela
biologia molecular ha permitido describir alteraciones celulares (injuria del citoesqueleto, perdida de la polaridad) que conducen
alacéulatubular alamuertel2, Larevision de Musso y col, enumera las alter aciones que se han descrito en estos estudios
experimentales.

1.- Bonventre JV. Pathophysiology of acute kidney injury: roles of potential inhibitors of inflammation. Contrib Nephrol. 2007;
156: 39-46.
2.- Lameire N. The pathophysiology of acute renal failure. Crit Care Clin. 2005; 21:197-210
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Comentario del revisor Secundino Cigarran Guldris, MD. Servicio de Nefrologia - Complexo Hospitalario Universitario de Vigo.
Pontevedra. Espafia

El articulo de Musso y colaborador es, aporta de una forma académica, brevey concisa una actualizacion sobrelos factores
implicados en el desarrolloy perpetuacion del fracaso renal agido. L os mecanismos fisiopatol 6gicos son tratados de forma clara
y sobretodo actual combinando los evidenciados en for ma experimental como en el humano, con amplia bibliogr afia.

Supone para €l lector una amplia bibliografia actual donde buscar laslineas futuras, y es de agradecer e cuidadoso uso del
lenguaje.
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NEW CLUES FOR AN OLD DILEMMA
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SUMMARY

Acuterenal failure (ARF) istheterm used to describe the sustained and abrupt reduction of the glomerular filtration, which
causes theretention of waste productsthat come from the metabolism. Normally, the mechanisms potentially involved in ARF
aredivided into: pre-renal, parenchymatous, and post-renal. Regarding the etiology of the parenchymatous ARF, it would seem
to bethe sum of multiple pathogenic variables such as: tubular necrosis and apoptosis, alteration of thefiltration barrier,
retrodifusion of glomerular filtration, intrarenal vasoconstriction, contraction of the mesangium, intratubular obstruction,
intersticial swelling, activation of proteolytic enzymes, and so on. Because of the above exposed data, only a multicausal

per spective would seem to be adequate to under stand and solve this syndrome.

KEY WORDS: Acuterenal failure, glomerular filtration

RESUMEN

Insuficiencia renal aguda (IRA) esel término con €l cual se designa a la reduccién abruptay sostenida del filtrado glomerular, de
la cual resultalaretencion de productos de desecho del metabolismo corporal. Clasicamente se dividen los mecanismos dela |RA
en pre-renal, parenquimatoso, y obstructivo. En el caso dela|RA parenquimatosa, ésta pareciera ser el resultado dela
sumatoria de las multiples variables: necrosisy apoptosistubular, alteracion delabarrera defiltracion, retrodifusion del
filtrado glomerular, vasoconstriccion intra-renal, contraccion del mesangio, obstruccion intratubular, inflamacion inter sticial,
activacion de enzimas proteoliticas, entre otros. Por este motivo se postula que sdlo una mirada de per spectiva multicausal de
este sindrome pareciera ser la estrategia adecuada para conseguir su entendimiento cabal y tendiente a la resolucién del mismo.

PALABRAS CLAVE: Insuficiencia renal aguda, filtrado glomer ular
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INTRODUCTION

Acuterenal failure (ARF) istheterm used to describe the sustained and abrupt reduction of the glomerular filtration, which
causestheretention of waste products that come from the metabolism 1-3,

Although currently a universal definition for this syndrome has not been found, it is reasonableto take as a parameter for its
detection, the documentation of a sustained and acute increase of 0.5 mg/dl in basal serum creatinine, if it islower than 2,5
mg/dl, or an increase higher than 20%, if itsbasal valueis higher than 2,5 mg/d| 1.24-,

Normally, the mechanisms potentially involved in ARF are divided into:
1. Fall of therenal flow preserving theintegrity of the parenchyma (pre-renal ARF) 59
2. Acuterenal parenchymatous damage (intrinsec ARF) 10-14,
3. Urinary flow obstruction (post renal ARF) 15-16,
4. Mixed15.17-18,

Regarding the etiology of the parenchymatous ARF, after more than half a century of research a central physiopathologycal
mechanism has not been found, which would seem to be the sum of the multiple pathogenic variables displayed in such
condition. Below we will discuss each one of these variables we know about thanksto experimental models (based on the use of
ischemic or toxic agents) carried out mainly on rodents:

a) Tubular necrosis: any of therenal damaging agents can lead to the death of the tubular cellsdue to damage of at least
one of its constitutive elements: cellular membrane, lysosomes, etc causing the condition known as acute tubular necrosis
(ATN). However, the number of necrotic cellsis not enough to justify renal failure per sewhich ischaracteristic of this
syndrome 10-14,

b) Tubular Apoptosis: In recent years, some author s have stressed the importance not only of the induction of tubular
necrosisinducing agentsin the physiopathology of ARF, but also of the phenomenon which prematurely activatesthe
usual programmed cellular death mechanism or apoptosis, thus adding the concept of cellular apoptosisto thetypical
ATN 15

c) Alteration of thefiltration barrier: A reduction in the length and density has been documented at the level of the
endothelial pores of the glomerulus 19-21,

d) Retrodifusion of glomerular filtration: Another of the mechanismswhich participatesin the decrease of the renal
function istheretrodifusion of glomerular filtration asaresult of the alteration of the Starling’sforces around the
proximal tubules. Therefore, most of theinitially filtrated substances ar e reabsorved returning immediately to the
vascular compartment, thus making thefiltration ineffective 16,22,

€) Intrarenal vasoconstriction: This mechanism isto some extent responsible for the decr ease of glomerular filtration
characteristic of the parenchymatous ARF, but it is not its main cause since the magnitude of the decreaseislower than
thefiltration one, and even re-establishing therenal perfusion isusually not only accompanied by the persistance of the
decreasein glomerular filtration but also of a mor e serious damage 23-28,

f) Contraction of the mesangium: Mesangial cells are contracted generating a reduction of the Kf (ultrafiltration
coefficient), which helpsreducing thefiltration surface 29.

g) Disbalance between vasoconstrictor and vasodilator substances: The arteriolar vasoconstriction and mesangial
contraction mechanisms already mentioned are stimulated by a local of vasoconstrictor substances (angiotensin 11,
platelet activating factor (PAF), adenosine, endothelin 1,A2 thromboxane, etc) and a reduction of the vasodilators
(prostaglandine E2, nitric oxide, etc) which occurs during ARF 23-28, 30,

h) Intratubular obstruction: In parenchymatous ARF, the tubular cellsredistributetheir integrins (adhesion molecules

http://biomed.uninet.edu/2008/n1/musso-en.html
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of the cellular membrane) which move away from its usual position (capillary pole) and relocate in the apical pole. This
phenomenon contributesto the intratubular obstruction phenomenon because the tubular cells, not so adhered now to
the basal membrane, fall towardsthetubular light where despiteitsintegrins, they adhere among them, aswell asto the
apical face of those which are still adhered to the basal membrane. Generally the Tam-Horsfall tubular protein isadded
to this conglomer ate, which increases the volume of these cellular plugsthusincreasing its obstructive power 22,

i) Intersticial swelling: Theinflammatory cellswould berecruited at therenal intersticial level dueto thelocal release of
cytokines (e.g. alfa TNF, etc) via a hypoxic or toxic stimulus. Such infiltration would generate an edema and compromise
of the local microcirculation 15,

j) Activation of proteolytic enzymes: Tissueischemialeadsto an increasein thelevelsof intracellular calcium, which
would have a bad effect in the tubular cells. Intracellular calcium trigger sthe activation of enzymes which damage sub-
cellular structures: For example, thisishow calpain is activated, a protease which damages the tubular cytoskeleton.
This observation has made some author s propose the use of calcium blockersin parenchymatous ARF15,

k) Oxidative stress: The damaging agents which can produce parenchymatous ARF ar e also exciters of histotoxic
metabolites derived from oxygen 3L,

1) Tissue growth factors: Cellular damage stimulates several growth factorswhich contribute to the regeneration of
necrotic tubular cells, even some of them, such as|GF or EGF have demonstrated its effectiveness when used
exogenoudly in animal models of ARF. Nevertheless, the activity of some of these factor s can contributeto the generation
of excessive fibrosis during the repairing processes 32-33,

From what was discussed above we can obtain two main conclusions:

o Thethree physiopathological mechanisms proposed to interpret the generation of an ARF: decreased flow, tissue
damage and obstruction appear, to some extent, together in parenchymatous ARF.

o Definitely, amonocausal physiopathological model, asit wasthought in the past century, cannot cause a complex
phenomena such as acuterenal failure 34-35. Only a multicausal per spective would seem to be adequate to under stand
and solve this syndrome.
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Acuterenal failureisa syndrome which have been defined asarapid (in hoursor days) renal function reduction. Since this
syndrome can be caused by several sort of diseases, there are many physiopathologic mechanismsinvolved in itsinstallation.

Several hypothesis have been proposed to explain acute renal failure etiology which are based on information obtained from
experimental models: hemodynamic alterations (K f reduction, vasoconstriction, medulla congestion), tubular injury (back-
filtration, intratubular obstruction), and those proposed by molecular biology such as cytoskeleton damage or cellular polarity
alterationl-2, The above review of Musso et al, lists the changes which have been described in these pilot studies.

1.- Bonventre JV. Pathophysiology of acute kidney injury: roles of potential inhibitors of inflammation. Contrib Nephrol. 2007;
156: 39-46.
2.- Lameire N. The pathophysiology of acute renal failure. Crit Care Clin. 2005; 21:197-210

Comentario del revisor Secundino Cigarran Guldris, MD. Servicio de Nefrologia - Complexo Hospitalario Universitario de Vigo.
Pontevedra. Espafia

InthisarticleMusso et al. deliver in an academic, clear and brief way an up to date of the physiopathologic mechanismsinvolved
in acuterenal failure development and perpetuation.

Thedelivered information is based on data which comes from basic and clinical reaserch.
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RESUMEN

Los avances en € campo dela Biologia Molecular han permitido agrupar a los car cinomas mamarios en variostipos en funcién
dedistintos perfiles de expresion genética. Esta clasificacion molecular parece mostrar mucha mayor relevancia clinica que la
clasificacién morfolégica clasica, con mayor valor prondsticoy predictivo delarespuesta alos distintos tratamientos. Ademas
permite descubrir casos de carcinoma hereditario sin otros criterios de sospechay facilita la investigacién en nuevas dianas
terapelticas.

PALABRASCLAVE: Cancer de mama. Marcador basales. Expresion genética. Dianas moleculares.

SUMMARY: TOWARDSA MOLECULAR CLASSIFICATION OF THE BREAST TUMORS

Advancesin thefield of Molecular Biology have led to regroup the breast carcinomas several types according to different gene
expression profiles. Thismolecular classification seemsto show much greater clinical significance that the morphological
classification, more prognostic and predictive of responseto the different treatments. It also enables discover cases of hereditary
carcinoma without other criteriafor suspicion and facilitates research on new therapeutic tar gets.

KEY WORDS: Breast cancer. Basal marker. Expression profile. Molecular targeting drug

INTRODUCCION

El cdncer de mama esla primera causa de muertetumoral en el sexo femenino. Debido a su frecuencia, a la cantidad de recur sos
gue consumey ala alarma social que genera, esun problema de salud generalmente prioritario paralas Administraciones
Sanitariasl. A pesar delatrascendencia del problemala clasificacion histopatol6gica actual tiene poca relevancia clinica al no
reflgar lavariabilidad delas neoplasias en su comportamiento bioldgico, ni tener valor predictivo delarespuesta oresistencia a
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los distintos tratamientos.

En los tltimos afios se ha hecho necesario completar el informe histolégico habitual con un segundo informe en e que se
determina por inmunohistoquimica la expresion de mar cador es relacionados con el prondstico y con la presencia o ausencia de
dianas ter apedticas especificas para tratamientos actualmente disponibles (inhibidor es de la aromatasa o tamoxifeno caso de
expresar receptores de estrogenosy trastuzumab s expresan C-erbB-2). Se da la paradoja de que actualmente esteinforme
complementario es mucho masrelevante para € manejo oncolgico de las pacientes que €l principal y por tanto se puede
interpretar que la clasificacién histolégica clasica se esta quedando obsoleta y que los nuevos mar cador es estan anticipando la
Ilegada de una " eramolecular" ala clasificacion del cancer de mama.

PERFILES DE EXPRESION

Puesto que tumor es semej antes y homogéneos en cuanto a sus factor es prondsticos se comportan de forma distinta, cabe suponer
gue la diferencia entre los mismos se establece a nivel molecular, al expresar distintos genes, que les otor gan diferente
comportamiento biol6gico y distinta sensibilidad a los tratamientos?3. Basandose en este razonamiento recientes investigaciones
de patrones de expresion de cientos de genes en series de carcinomas mamarios utilizando la técnica de " microarrays' de ADNc
han permitido obtener un "retrato molecular" de cada tumor y un agrupamiento de los mismos en unas pocas categor ias en base
a sus perfiles de expresion genéticaS,

Los" microarray" omatrizde ADN utilizan sondas (moléculas de ADNc) complementarias de los genes de inter és, se amplifican
por PCR, sepurifican y sefijan en un portaobjetos con ayuda de un robot. Posteriormente el ARN extraido de las muestras de
estudio (indicativo de expresion génica) se convierte en ADNc fluor escente mediante una reaccion catalizada por la enzima
transcriptasa inver sa en presencia de fluor 6for os especificos. L as dianas fluor escentes se hibridan posteriormente con las sondas
delamatrizy los hibridos creados de esta for ma son retenidos en lamatriz y producen una emision caracteristica al ser
excitados por un rayo laser. Luego, un programa informético normaliza e integra los resultados en una imagen coloreada en
funcidn delos niveles de expresion de los distintos genes?.

NUEVAS AGRUPACIONES

Diferentes estudios publicados demuestran que la clasificacion resultante con esta tecnologia define grupos diferentes en cuanto
asu pronostico y con distintas probabilidades de respuesta a los difer entes tr atamientos?-6.

Un primer grupo corresponde a las neoplasias que se han denominado luminales por expresar receptores de estr6genosy

quer atinas de bajo peso molecular (CK7, CK8, CK 18, etc) de forma semejante al epitelio luminal de los conductos mamarios.
Este grupo se puededividir al menos en otrosdosy es €l subtipo que en curvas de supervivenciay deintervalo libre de
enfermedad muestra un mejor prondstico?3. Al expresar receptor es de estr dgenos, estos tumor es pueden ser tratados con
tamoxifeno o inhibidores de la aromatasa. Sin embar go trastuzumab no es efectivo y parecen mostrar una baja tasa derespuesta
ala quimioterapia neoadyuvante. L os car cinoma lobulillares, tubularesy tubulo-lobulares de la clasificacion histoldgica clasica
suelen pertenecer a estetipo molecular.

Un segundo grupo estar ia constituido por lostumores que no expresan receptor es hormonales ni HER-2 'y sin embar go expresan
queratinas de alto peso molecular (CK5/6, CK 14) y P63 de forma semejante al epitelio basal delos conductos mamarios. Este
grupo se ha denominado carcinomas de tipo basal y muestran el peor pronéstico car eciendo ademas de dianas ter apéuticas
especificas en la actualidad?-3.

Un tercer grupo esta constituido por los tumores que no expresan receptores hor monales pero si HER2. Este grupo (denominado
Her2 +) esta constituido también por neoplasias de mal prondstico pero que pueden ser tratadas con trastuzumab. No obstante, y
apesar de su agresividad, estos dos tipos molecular es suelen mostrar una buena respuesta a la quimioter apia neoadyuvante?-3.7,

Por dltimo definen un cuarto grupo de tumor es que muestran una fuerte expresién de genes nor malmente expresados por tejido
adiposo y otrostipos celulares no epiteliales. Este grupo también muestra una fuerte expresion de genes epiteliales basalesy baja
expresion de genes epiteliales luminalesy se ha denominado " normal - breast like" (semejante ala mama normal)2.

Desde la publicacidn de estos estudios se ha despertado un enormeinter és en estos " retratos moleculares' de las neoplasias
mamarias con implicaciones prondsticasy terapelticas, valorando la posibilidad dereproducir la clasificacion en la clinica
utilizando un limitado nimer o de mar cador es discriminativos entre las distintas categor ias8-11,

CARCINOMASBASALES

En los tltimos afios ha sido especialmente estudiado € subgrupo delos carcinomas basales por definir la variedad de peor
pronésticoy carecer de dianas terapelticas (Cerb-2 y receptor es de estr égenos negativos). Este subgr upo supone
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aproximadamente el 15% del totalS11-12, Parece existir una fuerte relacion de los carcinomas medulares de la clasificacion
histolégica clasica con el inmunofenotipo basal y con mutaciones en el gen BRCAL. Por lo tanto los carcinomas medular es con
inmunofenotipo basal parecen tener un valor predictivo de carcinoma hereditarioy esta circunstancia supone otra inter esante
aplicacion clinical3-15, Ademaés de los car cinomas medular es también los car cinomas metaplasicos par ecen corresponder en su
mayor ia a car cinomas basales!6-17,

En cuanto a su comportamiento biolégico, algunos autor es han sugerido un patron de diseminacion difer ente para lostumores
detipo basal, con mayor tendencia a desarrollar metastasis a distancia (pulmén y cer ebro)18. Un elevado por centaje delos

car cinomas basales sobreexpresan EFGR (Epidermal Growth Factor Receptor) y muestran amplificacion del gen. Esta
circunstancia, sobretodo si se asocia a mutaciones en el gen TP53 par ece conferirles especial agresividad. Sin embargo es posible
queen € futuro puedan recibir tratamientos especificos contra el dominio extracelular de EFGR (cetuximab) o bien inhibidores
delaactividad tirosin-quinasa del receptor (gefitinib, erlotinib o lapatinib, este Gltimo con accion no solamente sobre EFGR sino
también sobre HER2)17-19,

EL RETO DE LA REPRODUCTIBILIDAD

Algunos estudios sugieren que es posible reproducir la nueva clasificacion en la clinica con un limitado nimer o de mar cadores
discriminativos entre las distintas categor ias (quer atinas basales o de alto peso molecular, quer atinas luminales o de bajo peso
molecular, P63, Cerb-2, receptores de estr6genosy progesteronay EFGR como mar cadores masr elevantes), per mitiendo
clasificar a un elevado nimer o de tumores con una mejor definicion pronostica de la enfermedad y permitiendo disefiar los
tratamientos de forma individualizadall.20. No obstante es posible que la clasificacion molecular sufra cambios en un futuro
proximo al estudiar se la expresiéon de nuevos genes o bien al estudiar un mayor nimer o de casos con " microarrays de DNAc".
Sin embar go los grupos actualmente definidos par ecen relevantes clinicamente aunque son necesarios mas estudios para
confirmar lareproductibilidad en la clinica dela nueva clasificacion molecular.
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Comentario del revisor Prof. Pilar Mufiiz Rodriguez PhD. Profesora Titular de Biologia Molecular. Dpto. de Bioquimicay
Biologia Molecular. Universidad de Burgos. Espafia

El articulo del Dr. Garcia Toro, muestra la necesidad de ampliar los estudios dirigidos al desarrolloy aplicacion de nuevos
mar cador es molecular es que per mitan establecer una nueva clasificacién de los car cinomas mamarios.

En estarevision el autor presenta una clasificacion delos mismos resultado del estudio de perfiles de expresidon génica de
tumor es de mama, aplicando la técnica del microarray, que permite establecer grupos diferentes en cuanto a pronésticoy
probabilidad derespuesta a tratamientos. No siendo esta una clasificacion cerrada ya que el estudio de la expresion de nuevos
genes puedeintroducir cambios en la misma.

Este estudio ademasintroduce la posibilidad de seleccionar alguno de estos mar cador es con el objetivo de una mejor
clasificacion delostumoresen relacion al pronostico de la enfermedad y a un tratamiento mas individualizado.
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Comentario del revisor Comentario del revisor Dra. Sandra Liliana Quijano. Especialista en Clinica Medica - Especialista en
ClinicaMedica- " Centro de Hemoterapia dela Provincia de El Chaco" . Argentina

El articulo del Dr. Garcia Toro evidencia la necesidad actual de establecer una clasificacién de los car cinomas mamarios desde el
estudio molecular, que en la clinica oncolégica nos brindar ia una mejor eleccion terapéutica 'y un mas acertado pronostico que
desde la clasica clasificacion anatomopatologica.

Si bien aun esta clasificacion se encuentra en estudio y podria presentar cambios al observar se la expresion de nuevos genes,
seria ellade gran ayuda parala practica dela especialidad
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Patients older than 75 showed a 67 % risein theincident rate of end-stage renal disease (ESRD) as compared to 24 % for those
between 5 and 74 years 1. Chronic dialysisisa valid ther apeutic option in ESRD senior s patientsl-2, even though the survival for
octogenarians on dialysis, as happensin younger patients, isfar lower than age-matched general population 3. Moreover, in high-
risk, highly dependent patientswith ESRD, the decision to dialyze or not haslittleimpact on survival 1.

En algunas oportunidades, pacientes muy ancianos ltcidos (o su familia cercana en el caso de pacientes con demencia moder ada)
seniegan ainiciar el tratamiento dialitico propuesto, prefiriendo algun tipo de terapéutica alter nativa menosinvasiva.

Sometimes, lucid very old patients (or their close family in moder ate demented ones) do not agree with starting dialysis
treatment, but they prefer alessinvasive management. Among the above mentioned conser vative therapeutic optionsare: avery
low-protein diet, changing intestinal bacteria flora (probiotics), or activated char coal4-.

Charcoal isactivated by exposing it to oxidazing gas compound at high temperaturesresulting in the production of increased
surface area from the creation of pores. A 50 grams dose of activated charcoal has a surface approximately equal to 10 football
fields. Urea and other waste productswhich diffuse into the gastrointestinal tract from the blood are bound to charcoal and
excreted in the feces, creating a concentration gradient for continued diffusion, giving place to a process called " intestinal
dialysis’ 7.

Charcoal contraindications are: absence of bowel sounds (ileus), presence of gastrointestinal perforation, gut obstruction, recent
abdominal surgery, risk of gastrointestinal hemorrhage. Serious adver se effects such asintestinal obstruction and aspiration
pneumonia can be avoid by co-administering cathartic (non-based on magnesium ones) or not using this product in patients who
have a reduced ability to protect hisairway. Other reported adver se effects are vomiting, acute appendicitis, allergic reaction,
and luminal drug adsor ption: carbamazepine, digoxine, furosemide, mycophenolate, theophylline, and olanzapines.

In the present letter wewould like to share our successful experience of treating three very old ESRD patients with intestinal
dialysisbased on oral activated charcoal administration. Two of the treated patientswere lucid and they had refused to dialyze,
while the third one, who suffered from moderate dementia, had relatives (hiswife and daughter) who had not accepted to dialyze
him. All these patients passed urine, had neither edema, significant metabolic acidosis, nor hyperkalemia.
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Activated charcoal wasinitiated at a dose of 15 grams (powder), diluted in a glass of water. It was administered after meals, far
from other medications, initial dose was twice a day (30 grams), being later progressively risen until a significant serum urea
reduction wasreached. Maximal used dose was 60 g/day. We observed that activated char coal was able to maintain their serum
urea level in a significantly lower value (Table 1). All the patients wer e free of uremic symptoms, such as nausea, insomnia,
asthenia, pruritus, or hyporeaxia. Only one of then showed constipation which was solved by adding an oral cathartic to his
therapeutic scheme.

In conclusion, in our experience orally administered activated charcoal was a useful ther apeutic alter native to handle end-stage
renal diseasein very old patientswho had denied starting dialysis.

Before After p
charcoal charcoal
Serum urea (mg/dl) 178 + 37 125 + 34 0.007
Serum creatinine (mg/dl) 4+£0.7 33 0.7 0.07

Table 1: serum urea and creatinine level before and after a week of starting intestinal dialysis (activated char coal)
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L os pacientes mayor es de 75 afios de edad presentan un incremento del 67% en la incidencia de enfermedad renal croénica (ERC)
respecto del 24% que muestran aquellos pacientes cuya edad oscila entre 5y 74 afiost. La didlisis crénica es una opcion
terapéutica valida en los ancianos portador es de insuficiencia renal cr6nica terminall-2, sin embargo la sobrevida de los
pacientes octogenarios en didlisis, aigual que sucede con losjévenes, es mucho menor que la correspondiente a personasdela
poblacion general dela misma edad3. Por otra parte, en pacientes de alto riesgo, asi como en aquellos de alto grado de
dependencia, la decision deiniciar didlisisinfluye poco en su sobrevidal.

En algunas opor tunidades, pacientes muy ancianos licidos (o su familia cercana en el caso de pacientes con demencia moder ada)
seniegan ainiciar el tratamiento dialitico propuesto, prefiriendo algin tipo de terapéutica alter nativa menosinvasiva.

Entrelas alter nativas antes mencionadas se encuentra: la dieta muy baja en proteinas, la modificacion dela flora bacteriana
intestinal (probidticos), o e uso de carbén activado?-6.

El carbon es activado mediante su exposicion a gas oxidante a altas temperaturas, traslo cual selogra que aumente su superficie
de contacto mediante la formacién de poros en él. De este modo resulta que una dosis de 50 gramos de car bén activado
representa una superficie de contacto equivalente a la de 10 campos de fatbaol.

Laureay otros productos de desecho del metabolismo cor poral que difunden desde la sangre ala luz gastro-intestinal, se
adhieren al carbdn activado y son excretados luego en las heces, lo cual crea a su vez un gradiente de concentracién en favor de
una difusion continua de estos productos de desecho desde el compartimiento vascular al lumen intestinal, dando lugar asi al
proceso conocido como didlisisintestinal”?.

Se consideran contraindicaciones para €l uso de carbon activado: la falta de motilidad intestinal (ileo), la presencia de
perforacion gastro-intestinal, obstruccién intestinal, cirugia abdominal reciente, riesgo de hemorragia gastro-intestinal. Efectos
adver sos serios, como la obstruccion intestinal o la neumonia aspir ativa pueden evitar se co-administrando catarticos (no
aquellos a base de magnesio) o evitando la utilizacion de este producto en aquellos pacientes con reduccion de su habilidad para
proteger la via aérea. Otros efectos adver sos reportados son: la aparicién de vomitos, apendicitis aguda, reaccion alérgica, y la
adsorcion en el lumen intestinal de farmacos tales como: car bamazepina, digoxina, micofenolato, teofilinay olanzapina8.

http://biomed.uninet.edu/2008/n1/musso-carta-es.html


file:///D|/BIOMED/LA-WEB/index.html
file:///D|/BIOMED/LA-WEB/edreb.html
file:///D|/BIOMED/LA-WEB/edreb.html
file:///D|/BIOMED/LA-WEB/cc.html
file:///D|/BIOMED/LA-WEB/cc.html
file:///D|/BIOMED/LA-WEB/cc.html
file:///D|/BIOMED/LA-WEB/normas.html
file:///D|/BIOMED/LA-WEB/normas.html
file:///D|/BIOMED/LA-WEB/authors.html
file:///D|/BIOMED/LA-WEB/authors.html
file:///D|/BIOMED/LA-WEB/2003/n2/editorial2.html
file:///D|/BIOMED/LA-WEB/2003/n2/editorial2.html
mailto:biomed@uninet.edu
mailto:biomed@uninet.edu
mailto:carlos.musso @ hospitalitaliano.org.ar

Electron J Biomed 2008;1:80. Carta. Musso y col. DIALISISINTESTINAL EN PACIENTES MUY ANCIANOS.

En la presente carta querriamos mostrar la buena experiencia que hemos tenido tratando tres pacientes muy ancianos mediante
€l uso dedidlisisintestinal a base del aporte oral de carboén activado. Dos de los pacientes eran IGcidos y habian rechazado el
ofrecimiento deiniciar didlisis, mientras que €l tercero era un paciente portador de demencia moderada cuya familia directa (su
esposa e hija) no habian aceptado su incor poracion a un programa de didlisis crénica. Todos estos pacientes tenian una
adecuada diuresisresidual, no presentaban edemas, ni acidosis metabdlica significativa, ni hiperkalemia.

El suministro de carbén activado fue prescripto a una dosis de 15 gramos (polvo), diluido en un vaso de agua, después delas
comidas, alegjado del resto de la medicacion del paciente. La dosisinicial fue de dos veces por dia (30 gramos) siendo elevada
progresivamente de ser necesario hasta lograr un descenso significativo dela uremia. La dosis maxima utilizada fue de 60
gramos/dia. En esta experiencia piloto observamos que el carbon activado fue significativamente capaz de descender y mantener
los niveles séricos de urea (Tabla 1). Todos los pacientes estaban libres de sintomas ur émicos tales como nauseas, insomnio,
astenia, prurito, o hiporexia. Sélo uno de ellos mostr 6 constipacion la cual fue resuelta agregando un catértico (oral) a su
esquema ter apéutico.

Conclusion: En nuestra experiencia el suministro de carbén activado fue una alter nativa terapéutica Gtil en el mantenimiento de
la uremia significativamente descendida, y € paciente asintomatico, a fin de manejar la enfermedad renal croénicaterminal de
pacientes muy ancianos que habian rechazado iniciar didlisis.

Antes del Despues del p
carbon activado | carbon activado
Uremia (mg/dl) 178 + 37 125 + 34 0.007
Creatininemia (mg/dl) 4+0.7 3.3+0.7 0.07

Tabla 1: uremiay creatininemia antesy después de una semana de iniciar
didlisisintestinal (losvaloreslogrados se mantuvieron trastres meses de seguimiento)
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Sr. Editor:

Lasfracturaspor avulsién delas diferentes apdfisisde la pelvisy del extremo proximal del fémur constituyen un tipo de
patologia poco frecuente, y la mayor ia de los trabaj os publicados se refieren a casos aislados!-3. En general, los pacientes son
vistos tardiamente ya que estas lesiones suelen acompariar se de una escasa y /o inespecifica sintomatologia. Por €ello, noesraro
que lasimagenes radiogr &ficas obser vadas cierto tiempo después del traumatismo sean inter pr etadas como exostosis, miositis
osificante e incluso como lesiones tumor ales Gseas.

Lasavulsiones trauméaticas de la tuber osidad isquiatica son las mas frecuentes de las localizadas en la pelvis y a veces pasan
inadvertidas por la escasa sintomatologia que la acomparia®. Por ello, no esraro que lasimagenes r adiogr &ficas obser vadas
cierto tiempo después del traumatismo sean inter pretadas como exostosis, miositis osificante e incluso como lesiones tumor ales
6seas, |o que provoca exploracionesy procedimientos quir Gr gicos complementarios no exentos de complicaciones>”.

CASO CLINICO:

Recientemente hemos visto el caso de un paciente de 42 afios de edad, con antecedente de haber sufrido accidente automovilistico
20 afios atr &s, que acude por presentar dolor en region isquioglUtea izquierda que seintensifica con actividades como carreras,
saltos, subir escalerasy largas caminatasy que se ha ido incrementando paulatinamente causandole molestias para sentarsey
tener relaciones sexuales.

Fuevisto en varias consultas de su area de salud donde se le diagnosticé una masa tumoral 6sea pélvica que se proyectaba sobre
laregion isquiaticaizquierda. Con el diagnostico de una posible miositis osificante se le prescribieron varios tratamientos con
indometacinay fisioterapia, a pesar delo cual se mantuvo la misma sintomatologia. Por tal motivo fue remitido a nuestro centro
donde se decidié su ingreso para estudio y tratamiento.

Al examen fisico se constata una masa tumor al sobre la tuberosidad isquiatica izquierda, de consistencia dura, no movible,
dolorosa a la palpacion, que le causa limitacion dolor osa de los movimientos de flexion y extension dela cadera.

Sele solicitan estudios de labor atorio como hemograma, eritrosedimentacién, fosfatasa alcalina, fosfastasa acida, calcio sérico,

http://biomed.uninet.edu/2008/n1/acosta-carta.html


file:///D|/BIOMED/LA-WEB/index.html
file:///D|/BIOMED/LA-WEB/edreb.html
file:///D|/BIOMED/LA-WEB/edreb.html
file:///D|/BIOMED/LA-WEB/cc.html
file:///D|/BIOMED/LA-WEB/cc.html
file:///D|/BIOMED/LA-WEB/cc.html
file:///D|/BIOMED/LA-WEB/normas.html
file:///D|/BIOMED/LA-WEB/normas.html
file:///D|/BIOMED/LA-WEB/authors.html
file:///D|/BIOMED/LA-WEB/authors.html
file:///D|/BIOMED/LA-WEB/2003/n2/editorial2.html
file:///D|/BIOMED/LA-WEB/2003/n2/editorial2.html
mailto:biomed@uninet.edu
mailto:biomed@uninet.edu
mailto:alfredoacos @ infomed.sld.cu

Electron J Biomed 2008;1:82. Carta. Acostay col. FRACTURA AVULSIVA DE LA TUBEROSIDAD ISQUIATICA.

fosforo, etc... Losresultados estan dentro de los limites nor males. Se lerealiza una tomogr afia computerizada: En los cortes
axiales se observa unaimagen de densidad Gsea que se proyecta por debajo y lateralmente al isquion, pero independiente de este,

con su centro radiotransparentey susbordesirregulares (Figura 1). Se observa que laimagen de apariencia tumoral se mantiene
separada del isquion (Figura 2).

Figura 1: cortes axiales

Figura2: Centrodelalesion eimagen tumoral " separada” del isquion.

Los cortes sagital y coronal delalesion, asi como la recostruccion topogr afica se muestran a continuacion (Figuras 3-6).
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Figuras4: Corte coronal delalesion.

Figura 5: Reconstruccion topogr éfica. Vista anterior.
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Figura 6: Reconstruccion topogr &fica. Vista Posterior.

Trasfinalizar € estudio se descarté que fuese una lesién tumoral y se plantear on dos diagnésticos: una avulsion dela
tuberosidad isquiatica, la cual habia evolucionado for mando una masa 6sea que se encontr aba independiente del isquion, o una
miositis osificante de la insercion de los musculos isquiotibiales.

Debido a que el paciente habia llevado numer osos tratamientos médicosy rehabilitadores sin mejoria alguna, se decidio su
intervencién quirudrgica realizando un abordaj e de Radley modificado con reseccién de toda la masa 6sea. El resultado
anatomopatolégico informo que se trataba de tejido 6seo normal, sin alteraciones histoldgicas, descartandose, por tanto, la
miositisosificante al no estar presente el patr6n por zona que es car acter istico de esta enfermedad.

Traslaintervencion quedo una fistula en la zona del drenaje que se cerr 6 espontaneamente con posterioridad. Con
rehabilitacion, €l paciente evolucioné satisfactoriamente.

DISCUSION

Lafaltadeun diagnéstico inicial obliga a plantear € diagnostico diferencial con un tumor 6seo (encondroma, osteocondroma,
condrosar coma). L a imagen que se presenta en una avulsién traumatica de la apéfisis es de una tumoracion irregular fusiforme,
de tamarfio variable, en intimo contacto con el hueso y que muestra una cortical intacta, mientras que los sar comas se extienden
del centro alaperiferiay a vecesinterrumpen dicha cortical.

Lasavulsionestraumaticas de las apéfisisde la pelvisy del extremo proximal del fémur se deben a una fuerte contractura delos
musculos que en ellas se insertan después de actividades deportivas o como consecuencia de movimientos bruscos incoor dinados.
Por ello, no esraro que este tipo de lesiones incida méas en varones.

El diagndstico definitivo serealiza mediante la exploracion radiolégica. Es necesario obtener imagenes de gran calidad detoda la
pelvis. Asi mismo, las proyecciones axialesy oblicuas deben ser de ambas cader as para hacer un estudio comparativo. El
tratamiento de estas avulsiones es principalmente conser vador y s6lo seran intervenidos quir Ur gicamente aquellos casos que
requieran mejorar la sintomatologia dolorosa o irritativas.
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