Rev Electron Biomed / Electron J Biomed 2012;1:1.

i iRevista ElectronicajdeBiomedicinay .

“EleEtrBniE NournaiornBiemedicineln i1

Inicio Rev Electron Biomed / Electron J Biomed 2012;1:1-68
Home

| SSN: 1697-090X

Enero- Abril 2012/ January - April 2012

Comité Editorial

SUlitAE Fa1 EDITORIAL /EDITORIAL

Comité Cientifico 3-6.- Q FEVER AND PREGNANCY

Scientific

Committee 7-10.- FIEBRE Q Y EMBARAZO

Santiago Gonzéalez Quijada M D, PhD

Servicio de Medicina Interna. Complejo Asistencial Universitario de Burgos. Burgos. Espafia
Normas para los

autores

'”StLUC“O“ to 11-15.- THIOSEMICARBAZONES ASNEW ANTITUMOR COMPOUNDS
Authors

16-20.- TIOSEMICARBAZONAS, NUEVOS COMPUESTOS CONTRA EL CANCER

Prof. Javier Garcia Tojal, PhD.

BEAEeS e e Facultad de Ciencias. Universidad de Burgos. Burgos. Espafa

/ Copyright

Contacto/Contact: ORIGINALS/ORIGINALES

]

21-25 PROPUESTA DE UN METODO DIAGNOSTICO-PRONOSTICO PARA EL ANALISISY EL SEGUIMIENTO
DE LA HEPATOPATIA ALCOHOLICA CRONICA

Juan Llor Bafios, Luis Fernando De L a Fuente Crespo
Medicina Interna, Hospital deLedn y Universidad de L edn. Ledn, Espafia

26-36.- EFFECT OF BROMINE ATOMSNUMBER ON THE CYTOTOXICITY OF TWO 2-FURYLETHYLENE
DERIVATIVE SUBSTANCESIN NORMAL AND TUMORAL CELL LINES

Oscar Hernandez, Yudiska Martinez, Héctor Pimentel, Llanetsy Llanes, Giselle Pérez, Nayadis Vazquez, Sandra
Fernandez, Quesada Lidice, Aime Debesa.

Centro de Inmunologia y Productos Biologicos (CENIPBI), Universidad Médicay Centro Provincial de Genética
Médica, Camaguey. Centro de Bioactivos Quimicos (CBQ), Universidad Central deLas Villas, Villa Clara. Cuba.

37-40.- EFECTO DEL TRATAMIENTO CON OXALIPLATINO SOBRE LOSNIVELESDE TIORREDOXINA'Y DE
LA MOLECULA IDO (INDOLAMINA 2,3 DIOXIGENASA) EN LINEAS CELULARES DE CANCER
COLORRECTAL.

Ménica Cavia, Susana Gonzalez-M ateo, Carlos Garcia Giron, Pilar Mufiiz PhD
Unidad de Investigacién del Hospital General Yagiie. Complejo Asistencial Universitario de Burgos. Departamento de
Bioquimicay Biologia Molecular. Universidad de Burgos. Burgos. Espafia

41-48.-EFECTOS ADVERSOS DERMATOL OGICOS POR ANTIBACTERIANOS. SISTEMA CUBANO DE
FARMACOVIGILANCIA, 2007-2009.

Ismary Alfonso Orta, Giset Jimenez L opez

Unidad Coordinadora Nacional de Farmacovigilancia, Direccion de medicamentosy Tecnologia. Departamento Nacional
de Farmacoepidemiologia. MINSAP. Cuba

CASE REPORTS/CASOSCLINICOS

49-50.- MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO DE LA VELLOSIDAD PLACENTARIA
CORRESPONDIENTE A FETO CON MULTIPLESMALFORMACIONES CONGENITAS

Olivar C Castgjon S. Prof. Titular en Biologia Celular. Director del CIADANA.

Laboratorio de Microscopia Electr6nica. Facultad de Ciencias dela Salud. Universidad de Carabobo - Nucleo Aragua.
Centro delnvestigacion y Analisis Docente Asistencial del Nicleo Aragua (CIADANA). Maracay, Edo. Aragua.

http://biomed.uninet.edu/2012/n1/index.html


file:///D|/BIOMED/LA-WEB/index.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

Rev Electron Biomed / Electron J Biomed 2012;1:2.

Venezuela.

INTERNET REVIEWS/REVISIONESEN INTERNET

60-65.- IMPACTO DE LA METODOLOGIA MALDI-TOF EN LA IDENTIFICACION CLINICA DE AGENTES
INFECCIOSOS.

Gabriel A. March, José Maria Eiros.

Hospital Clinico Universitarioy Facultad de Medicina de Valladolid. Valladolid. Espafia

LETTERSTO THE EDITOR/CARTASAL EDITOR

66-68.-¢PUEDE SER LA OCTOPAMINA UN MARCADOR BIOLOGICO DE LA ENFERMEDAD DE PARKINSON?.
Esther Cubo Delgado MD, PhD.
Servicio Neurologia. Complejo Asistencial Universitario de Burgos. Burgos. Espafia.

http://biomed.uninet.edu/2012/n1/index.html



Rev Electron Biomed / Electron J Biomed 2012;1:3. Editorial: Q FEVER AND PREGNANCY

Revista Electronicaide’Biomedicing!

ElSCifOnIiC aournslornBIomedicine] b

| SSN: 1697-090X

Inicio
Home

Indice del
volumen
Volumeindex

Comité Editorial
Editorial Board

Comité Cientifico
Scientific
Committee

Normas paralos
autores
Instruction to
Authors

Der echos de autor
Copyright

Contacto/Contact:
5.1

Rev Electron Biomed / Electron J Biomed 2012;1:3-6.

Editorial:
Q FEVER AND PREGNANCY

Santiago Gonzalez Quijada MD, PhD

Department of Internal Medicine
Complejo Asistencial Universitario de Burgos
Burgos. Spain

sgq @ hgy.es

Version en espanol

Q fever (QF) isaworldwide zoonosis caused by Coxiella Burnetti. Peopleare
mainly infected due to inhalation of contaminated aer osolsl-3. It isgenerally
treated as an occupational disease, although isolated cases and outbreaksin
people with indirect contact with infected animals have been reportedl. Acute
QF hasawideclinical spectrum that includesisolated febrile syndrome,
pneumonia and hepatitis, although the majority of cases are asymptomatic*.
Chronicinfection mainly involves endocar ditis, although it can affect vascular
implants and bonesl4. Serology continues to be the diagnostic method of
reference. Domestic animals and farm ungulates ar e the main reservoirs, and
cause abortions and various obstetric complicationsin these.

Q fever isusually asymptomatic during pregnancy, although thereisa higher
risk of it becoming chronic2-6, Furthermore, it has been associated with
diverse obstetric complications, such as miscarriages, intrauterine death,
prematurity, oligopamnios and delayed intrauterine growth2-3, However, it is
highly unlikely, except in epidemic situations, that the primary form of this
infection is contracted during pregnancy.

Aswe will see below, something different could happen asregardsthe

http://biomed.uninet.edu/2012/n1/editorial-en.html
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secondary or recurrence of theinfection.

This microorganism can persist in the uterus, breast, bone marrow, and other
body tissuesfor years, and bereactivated later in situations of
immunodepression or pregnancy38-10, Thisfact, known for alongtimein
animals, can also be a common cause of obstetrics complicationsin humans.

Our group hasrecently demonstrated a strong association between ser ology
titers compatible with active or recent Q fever infections and miscarriagein
the province of Burgos (Spain)®. According to our data, up to 12% of

miscar riages could be associated with thisinfection, probably dueto
reactivation of a previousinfection. To understand the scope of these findings,
it should be remembered that miscarriageis by far the most frequent
obstetric complication (it explainsup to 20% of fetal mortality), and up to the
present time, a significant relationship between miscarriage and other
infections has been unable to be shown.

It may beworth noting that the mortality and mor bidity associated with
toxoplasmosis during pregnancy is 1-4 per 1000 births, and for congenital
rubellait is approximately 0.2 per 10,000 births°.

Other groupsthat have work on the subject have obtained disparate and
contradictory results, perhaps dueto thelimited seroprevalence observed and
the deficient methodology applied4-8. 10,11, Something similar occurswith the
mor e delayed obstetrics complications (those that take place in the second or
third trimester of the pregnancy) wherethe discrepancies observed are even
greater. Asregardsthislast aspect, we do not know what happensin our
area, atraditionally endemic Q fever region.

We conclude by pointing out the need to perform serological screening of C.
burnetti in all pregnant women who are seen in our clinics.

It should beremembered that the primary form of theinfection has been
successfully treated in pregnant women, and that there ar e effective vaccines
that could prevent theinfection.

Lastly, and given the strong relationship between serology compatible with
active Q fever and miscarriage, a clinical trial should be carried out to
demonstrate whether treatment with specific antibiotics could alter the risk of
suffering from it. Thisshould be done at the beginning of the pregnancy, since
50% of our pregnant women miscarriage befor e seeing the doctor. In fact we
should know if there has been previous exposur e to the microor ganism before
the pregnancy, when the preventive measur es against a possible reactivation
of theinfection would be mor e effective.

http://biomed.uninet.edu/2012/n1/editorial-en.html
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English Version

Lafiebre Q (FQ) esuna zoonosis de distribucién mundial causada por
Coxiella Burnetti. L as per sonas se infectan principalmente por la inhalacion
de aer osoles contaminados!:3. En general, setrata de una enfer medad
ocupacional, aunque ocasionalmente se describen casos aisladosy brotesen
per sonas en contacto indirecto con animales infectadost. La FQ aguda ofrece
un amplio espectro clinico, que incluye sindrome febril aislado, neumoniay
hepatitis, aunque la mayoria de los casos son asintomaticos*. L a infeccion
cronica cursa principalmente con endocar ditis, aunque también puede afectar
aproétesisvascularesy huesosl4. L a serologia sigue siendo € método
diagnostico de referencia. L os animales domésticosy ungulados de granja son
los principalesreservorios, y en ellos lainfeccion causa abortosy diversas
complicaciones obstétricas.

En embarazadas, la fiebre Q suele cursar de forma asintomatica, aunque
presenta mayor riesgo de cronificacionZ6. Ademas, se ha puesto en relacion
con diver sas complicaciones obstétricas, como el aborto espontaneo, muerte
intradtero, prematuridad, oligopamniosy retraso del crecimiento intrauterino?
3. Sin embar go, excepto en situaciones de epidemia, es poco probable que una
embar azada contraiga la forma primaria de esta infeccion. Como veremos a
continuacion, algo diferente podria ocurrir con respecto a la infeccion

http://biomed.uninet.edu/2012/n1/editorial-es.html
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secundaria orecidiva delainfeccion.

Este microorganismo puede persistir en € Gtero, mamas, médula 6sea y otros
tejidos cor porales durante afos, y reactivar se posteriormente en situaciones
deinmunodepresién o embarazo3.8-10, Este hecho, conocido desde hace
tiempo en animales, puede ser también una causa frecuente de complicaciones
obstétricas en humanos.

Recientemente nuestro grupo ha demostrado una fuerte asociacion entre
titulos ser ol 6gicos compatibles con infeccion activa o reciente defiebreQ y
aborto espontaneo en la provincia de Bur gos (Espaiia)®. Seglin nuestr os datos,
hasta el 12% delos abortos podrian estar relacionados con esta infeccion,
probablemente por reactivacion de una infeccion previa. Para comprender e
alcance de estos hallazgos, es necesario recordar que el aborto es con mucho
la complicacién obstétrica mas frecuente (explica hasta el 20% dela
mortalidad fetal), y que hasta e momento actual no se habia podido
demostrar una asociacion importante entre aborto y otrasinfecciones.

Para que valga de comparacion, la morbilidad y mortalidad asociadas a la
Toxoplasmosis durante el embarazo esde 1-4 por 1000 nacimientos, y parala
Rubeola congénita de apr oximadamente 0.2 por 10.000 nacimientos®.

Otros grupos que han trabajado en e tema han obtenido resultados dispar es
y contradictorios, quizas en relacion con la escasa ser oprevalencia observada
y la deficiente metodol ogia aplicada?-8. 10.11, Algo similar ocurre con las
complicaciones obstétricas méastardias (aquellas que tienen lugar en el
segundo 'y tercer trimestre del embarazo, donde las discrepancias observadas
son aln mayor es. En cuanto a este Gltimo aspecto, desconocemos lo que
ocurre en nuestro medio, unaregion tradicionalmente endémica de fiebre Q.

Concluimos sefialando la necesidad derealizar un screening serologico de C.
burnetti a todas las mujeres embar azadas que acudan a nuestra consulta.

Hay querecordar quelaformaprimaria delainfeccién ha sido tratada con
éxito en las embar azadas, y que existen vacunas eficaces que podrian prevenir
lainfeccién.

Por ultimo, y dado la fuerte asociacion que hemos encontrado entre serologia
compatible con fiebre Q activay aborto, habria querealizar un ensayo clinico
parademostrar s €l tratamiento con antibioter apia especifica podria
modificar €l riesgo de padecerlo. Para ello deberiamos conocer €l status
seroldgico en los primer os momentos del embar azo, ya que €l 50% de
nuestras gestantes abortan antes de haber acudido al médico. Incluso, seria
necesario saber si ha habido exposicion previa al germen antes del embar azo,
cuando las medidas preventivas contra una posible r eactivacion infecciosa
podrian ser mas eficaces.

http://biomed.uninet.edu/2012/n1/editorial-es.html
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Version en espanol

The search of new compounds with medicinal applicationsis promoting
important ther apeutic advances and gener ates a new scientific
multidisciplinary field wher e chemistry, pharmacy and biomedicine overlap
together with other specialities. Thiosemicar bazones are some of the studied
compounds. These sulfur-containing or ganic substances exhibit an interesting
biological activity, which has been studied for mor e than fifty yearsl. In this
sense, it isworth mentioning the efforts carried out in the cancer research.
During the middle 1960s some of these derivatives showed high antitumor
activity in different assays?-3. Thisfact encouraged to perform thefirst
clinical trials, early stopped dueto the unexpected low activity in humans?.

In addition, cellular targets of these substances wer e identified, mainly redox
cellular processes and several enzymatic systems as topoisomer ases,

dehydrogenases, polymer ases and nucleoside kinases®8. Among the last ones,
it isremarkable theinhibition of ribonucleotide reductases (RNRS), enzymes

http://biomed.uninet.edu/2012/n1/editorial-jgt-en.html
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that transform ribonucleoside diphosphatesinto deoxyribonucleoside
diphospatesto give the basic constituents of DNAS.

The synthesis of new mor e selective and less toxic compoundsled to the
attainment of a novel drug (3-aminopyridine-2-car boxaldehyde
thiosemicarbazone, ATSC), which iscurrently involved in phasel and 11
clinical trialsl0-13, In parallel, other compounds exhibiting even better
biological activity than AT SC have been developed!4. Among them, thereare
some metal-or ganic derivatives. Binding of such organic moleculesto metal
ions givesriseto very stable coordination compounds. It also allows to modify
the physicochemical propertiesof the thiosemicarbazones. Thus, their usually
low water solubility drastically increases upon coordination. Moreover, afine
selection of the metal ion leadsto a control of the stability of these substances
against decomposition reactions.

Finally, the coordination induces changesin the acid-base behavior and the
redox propertiesasin the metal ionsasin the thiosemicarbazones. These
physicochemical transfor mations affect the biological activity. For instance, it
has recently been suggested that inhibition of RNRsisactually carried out by
thiosemicar bazoneiron complexestd, it has also been demonstrated that
copper derivatives activate lysosomal apoptosis pathway!6 and, finally, both
ions-containing compounds ar e responsible for the redox activity shown by
thiosemicarbazonesinside the celll.

On the other hand, thiosemicar bazonecopper compounds areyielding quite
promising findingsin diagnosis. In thisregard, 64Cu-based

thiosemicar bazone radiophar maceuticals are being explored to beused in
PET (positron emission tomography) because of the hypoxia-selective tissue
uptake, and they have been approved for usein clinical trialsin patientswith
cervical cancer18,

In summary, theinteresting results obtained in therapy and diagnosis become
the thiosemicar bazones and their metal complexesinto very attractive
systemsto be studied with a great applicative prospect. However, it is
necessary a deeper research of these compoundsin order to diminish their
toxicity and increase the effectivenessin humans.

To achieve these goals, the preparation of new compounds, studieson
structur e-propertiesrelationships and the reactivity against biomolecules,
which arein an early stage, should be carried out. The advancesin thisfield
could be very useful tointerpret the biological properties, astheinteractions
and bonding of thiosemicar bazone compoundsto biological targets, and
virtually to increasetheir therapeutic possibilities.
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English Version

L a busqueda de nuevos compuestos con aplicaciones en medicina esti
impulsando importantes avances ter apéuticos y genera una nueva area
cientifica multidisciplinar donde confluyen quimica, farmaciay biomedicina,
aparte de otras especialidades. Entre las familias de compuestos investigados
se encuentran las tiosemicar bazonas. Estas son sustancias or ganicas que
contienen azufrey exhiben unainteresante actividad bioldgica que viene
siendo estudiada desde hace unos cincuenta afiosl. Destacan, en este sentido,
los trabajos desarrollados en la lucha contra el cancer. Ya a mediados de los
anos sesenta algunos de estos derivados mostraron unaimportante actividad
antitumoral en ensayos celularesy también en otros realizados sobre

or ganismos superiores (ratonesy perros, principalmente)2-3. Ello animo a
efectuar los primeras pruebas clinicas, que fueron interrumpidas al no rendir
los resultados esper ados?.
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También seidentificaron los blancos celular es sobre los que actUan estas
sustancias: fundamentalmente, procesos celular es de oxidacion-reduccion y
multiples sistemas enzimaticos (topoisomer as, deshidr ogenasas, polimer asas,
nucledsido kinasas)®>8. Entre estos Ultimos destaca la inhibicion delas
ribonucledtido reductasas (RNRs), familia de enzimas que cataliza la
conversion deribonucledsido difosfatos en desoxirribonucledsido difosfatos,
paso previo ala formacion de las unidades constituyentes del ADNS.

L a sintesis de nuevos compuestos, cada vez mas selectivosy menos toxicos,
condujo ala obtencion de una nueva droga (3-amino-2-piridinacar baldehido
tiosemicarbazona, AT SC) sujeta, actualmente, a nuevos ensayos en fases
clinicas| y 1110-13, Par alelamente, se han ido introduciendo mejor as que

per miten disponer, a dia de hoy, de compuestos que dan alin mejores
resultados que la ATSC en los ensayos biolégicos!4. Entre ellos, algunos
derivados metalo-organicos. Y es quela unién de estas sustancias organicas a
iones metalicos da lugar a complejos o compuestos de coor dinacion
habitualmente muy estables, y permite modificar varias de las propiedades
fisico-quimicas de las tiosemicar bazonas. Asi, su solubilidad en agua,
normalmente baja, puede aumentar consider ablemente. Ademas, una
cuidadosa seleccion del metal permite modular la estabilidad de estas
moléculas frente a distintas r eacciones de descompaosicion.

Finalmente, la coor dinacion cambia dr asticamente la acidez y las propiedades
oxido-reductorastanto de losiones metalicos como de las propias

tiosemicar bazonas. Estas modificaciones fisico-quimicas influyen
notablemente en la actividad biol6gica. Por € emplo, en los Ultimos afios se ha
sugerido que lainhibicion delas RNRs se debe, en realidad, a complej os
tiosemicar bazona-hierrol>, ademés se ha demostrado que los derivados con
cobr e activan procesos en los lisosomas que inducen la muerte celular 16y, en
definitiva, que los complej os con ambosiones son los responsables de la
actividad oxido-reductora que muestran las tiosemicar bazonas dentro delas
célulasl’.

Por otro lado, sistemas tiosemicar bazona-cobr e estan propor cionando
resultados muy prometedores en el capo dela diagnosis clinica. En este
sentido, se estan explorando radiofar macos basados en niicleos de 4Cu para
su uso en PET (tomografia por emisiéon de positrones), pues han demostrado
ser selectivos para la deteccion de hipoxiay estan siendo sometidos a pruebas
clinicas para deteccion de cancer de cuello de Gter o018,

En resumen, losinter esantes resultados obtenidos en los campos de la terapia
y diagnosis clinica convierten a lastiosemicarbazonasy sus complejos
metélicos en sistemas muy atractivos para su estudio y de gran proyeccion
aplicativa. Sin embar go, queda mucho por investigar en estos compuestos con
el fin dedisminuir su toxicidad y aumentar su efectividad en humanos.

Esnecesario profundizar ain mas en la preparacion de nuevos compuestos,
en el establecimiento derelaciones estructura-propiedadesy el conocimiento
delareactividad de estas sustancias frente biomoléculas. Todo ello permitira

http://biomed.uninet.edu/2012/n1/editorial-jgt-es.html



Rev Electron Biomed / Electron J Biomed 2012;1:18. Editoria: TIOSEMICARBAZONAS, NUEVOS COMPUESTOS CONTRA EL CANCER

interpretar mejor su actividad biolégicay usar estos conocimientos en €
disefio de farmacos con mayor es posibilidades ter apéuticas.
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RESUMEN:

El alcoholismo cr6nico es enfermedad que requiere constante vigilancia y control. Basado en laimportante alteracion orgéanica que causa la
toxicidad alcohdlica, seided € " método diagndstico - pronéstico” aplicandolo a pacientes con ingesta alcohdlica deriesgo y con alteracion hepéatica
por el alcohal.

Se han seguido 116 pacientes con ingesta alcohdlica deriesgo, 97 hombresy 19 mujeres, y con signos constatados de hepatopatia alcohdlica,
procediendo al seguimiento periédico parainformar al paciente de la evolucién de su hepatopatia y actualizacion de su prondstico.

Se comprobd que la aplicacion de dicho método conduce hacia una muy significativa reduccion y resolucion de la ingesta alcohdlica, con una mayor
eficacia en las mujeres que en los hombres, y per miti6 concluir que aplicar en esos pacientes el " método diagnéstico - prondstico” facilita una
supresién prolongada dela ingesta, y refuerza la decision de per manecer abstemio.

PALABRASCLAVE: Método. Hepatopatia crénica. Alcohol

SUMMARY: PROPOSAL OF A DIAGNOSTIC-PROGNOSTIC METHOD FOR ANALYZING AND FOLLOWING-UP CHRONIC
ALCOHOLIC HEPATOPATHY

Chronic alcoholism is a disease requiring constant monitoring and control. Taking into account the important or ganic alteration caused by
alcohoalic toxicity, the " diagnostic- prognostic method" has been conceived and applied to patients with risky alcohol consumption and alcohol-
induced liver alterations.

116 patients - 97 males and 19 females - with a history of risky alcohol ingestion and showing alcoholic liver disease signs have been followed up on
aperiodic basisin order to inform them of both their liver disease evolution and updated prediction.

It has been proved that applying the new " diagnosis - prediction” method leadsto a very significant reduction and resolution of alcohol ingestion,
with higher effectivenessin femalesthan in males; at the sametime, it facilitates a long term suppression and reinfor ces the patient's decision to
remain abstemious

KEYWORDS: Method. Chronic hepatopathy. Alcohol
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INTRODUCCION

El alcoholismo cr6nico es una enfermedad que requier e una constante vigilanciay control en los pacientesy, también, de su entorno. El problema
sanitario tiene dimensiones enormes. En Espafia, que al respecto ocupa puesto medio en la Comunidad Europea, entre las per sonas que beben
(11,1%), sellega a unaingesta de riesgo (a partir de 40 gr./dia de alcohol en el hombre, y 24 gr./dia en lamujer) en el 5,3% dela poblacion (7,4% de
loshombresy 3,1 delas mujeres)®. Los datos que disponemos hablan de forma elocuente de la gran importancia que tiene prestar la méxima
atencién a esa patologia y reducir su fuerte carga lesiva: laingesta de 40 gr/dia acarrea ya un riesgo anual de fallecer del 7,5% por enfer medad
ocasionada por el alcohol, llegando al 10% cuando seingierelos 80 gr/dia, lasmuertes por cirrosis hepéatica endlica constituyen el 10,5% dela
poblacién, y el coste social del alcoholismo en Espafia supone los 6.428 millones de euros, y un coste sanitario de 1.785 millones de eur os?

Muchos pacientes alcohdlicos, en un estado de enfermedad crénica, tendr an repetidos periodos de abstemiasyy recaidas. Con intencién de vencer ese
ciclovicioso en e alcohdlico crénico se han invertido muchas energias con € fin de controlar y solucionar con eficacia el estado de inestabilidad casi
permanente en que se encuentran dichos enfermos. Uno de los métodos con resultados més prometedor es los ha propor cionado el conocido método
delaintervencion breve3, que aplicado a los pacientes alcohdlicos con ingesta de riesgo, sin estado de dependencia, y a través de un tratamiento de
conducta individualizado, con consegj os breves, evaluacion y educacion para el cambio, y un seguimiento periddico alo largo de un afio%, logra que
dichos pacientesreduzcan laingesta y los problemasrelacionados con €l alcohol en un 20%3. Sin embar go, sigue siendo un desafio estabilizar la
situacion de los pacientes con € fin de que reduzcan las frecuentes recaidas, y disminuyan los tratamientos ter apéuticosS.

Sabido es que el alcoholismo esresponsable de forma directa de 60 entidades nosoldgicas®. Entre ellas, ocupa un papel especialmente relevante la
hepatopatia alcohdlica, que llega a congtituir la mayor causa de enfermedad crénica hepética en el mundo occidental?, y genera un amplio espectro
de alteraciones en ese 6rgano. Partiendo detal especifica car acter istica e intentando controlar y comprometer al paciente, hemos concebido un
método designado " diagndstico - pronéstico” , que sirviéndose de los distintos estadios de afectacion clinica hepética generados por el alcohol puede
ser utilizado para una mas ajustada valoracién de su situacion y de su prondstico a mediano y/o largo plazo.

El presente trabajo describe, aplicay evaltia el aludido método.

MATERIAL Y METODOS

116 pacientes (97 hombresy 19 mujeres) con ingesta excesiva endlica (méas de 5 bebidas/dia) y con signos de hepatopatia alcohdlica fueron
monitoreados, una vez descartada otro tipo de hepatopatia subyacente.

En cada uno de ellos fueron analizados: a) mar cador es biol 6gicos hepaticos (las alanino y aspartato-transaminasas- ALT y AST-, lagamma
glutamil transpeptidasa -GGT-, bilirrubina, actividad protrombinay tiempo de cefalina); (b) valores hematolégicos relacionados con la
hipertension portal (contaje delastresseriesy volumen corpuscular medio -VCM)-y (c) pruebas deimagen hepéticas: ecogr afia, tomogr afia axial
computarizada, y ocasional resonancia magnética nuclear.

A todos los pacientes, sin querecibieran pauta de tratamiento far macoldgico por su alcoholismo, selesaplico e " método diagnéstico-prondstico”
que consistié en: 1, informar al pacientey a su entorno familiar de su actual alteracién hepética cuanto de su pronéstico a medianoy a largo plazo,
de persistir ingiriendo alcohol, y 2, proceder a un seguimiento trimestral, en el que se ofrecia una nueva valor acion actualizada del diagnéstico y
prondstico segin la evolucién delos mar cador es biol 6gicos del momento y de las periddicas pruebas de imagen.

En todo momento fueron respetadas las nor mas éticas vigentes par a este tipo de proceder. El andlisis estadistico consistié en contrastar la
frecuencia obtenida mediante la aplicacion del " método diagndstico - prondstico” con la estandar esper ada (estimada en el 20%)8.

Complementariamente, serecurrié al Ji cuadrado ¥2) afin dejustipreciar diferencias sexuales vinculadas con la eficacia de aplicacion del método.

RESULTADOS

Delos 116 pacientes con hepatopatia alcohdlica cr énica confirmada seregistr6, trasla aplicacion del " método diagnéstico - prondstico” que,
durante mas de un afio, dejaron de beber 82 (70,6%), y continuaron bebiendo 34 (29,3%) (Figura 1).
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Figura 1.- Pacientes que dejan y siguen con ingesta alcohdlica

También, se establecié que, con dicha aplicacion, no fueron reveladas diferencias notorias entre quienes no presentaban cirrosis (el 71% dej6 de
beber y el 29% prosiguié bebiendo), y los que la presentaban (el 70% abandond la bebiday el 30% persever6 en ella) (Figura 2).

Metodo Diagnodstico-Pronodstico en
hepatopatiacronica endlica

100 29
80

60
M no cirrdticos

40 i
26 W cirroticos

20

total dejan siguen

Figura 2.- Aplicacién en pacientes no cirr6ticosy cirr6ticos

L a eficacia del método revel6 una muy alta significacion (p<0,0001) en la resolucion y reduccién prolongada de la ingesta alcohdlica cr 6nica cuando
secotejaron alosque selesaplico (reduccion delaingesta 81.8%: 82 dejan de beber y 13 beben menos) con quienesno lo siguieron.

L a eficacia de" método diagnostico - pronostico” fue mayor en las mujeres (del 87,47%) frente alos hombres (del 67,01%) (X2 3,87, p<0,05) (Fig.
3).

Asimismo, fue puesta en evidencia similar eficacia en las mujeres (87,47%) respecto de la mostrada en los hombres (67,01%) (p<0,05) (Figura 3).
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Figura 3.- Aplicacion en hombresy mujeres
DISCUSION

La alta significacion en laresolucion y reduccién prolongada de la ingesta alcohdlica cr6nica a través del " método diagndstico-prondstico” , también
significativa en relacion con el conocido " método de intervencion breve" (indice de reduccion media en laingesta alcohdlica del 20%)3,
probablemente pueda atribuirse alaintroduccién de una sucesiva y evolutiva valoracién de lareferida hepatopatia, al actualizar sucesivamente el
diagnostico y prondstico, que sirve no solo al paciente sino igualmente a su entorno familiar. Ello per mite comprobar una mejoria o enpeoramiento
lo més ajustada a la realidad clinica seguin se suprima, reduzca o se persista en la ingesta alcohdlica.

Asimismo, cabria constatar quela mejoria clinica - organica en caso de supresion o reduccion dela bebida, actuar ia como potente refuer zo positivo
en la conveniencia de continuar en la decision dereducir y prescindir delaingesta.

Asimismo, y excediendo o antedicho dable es constatar mejoria clinica - organica en caso de supresion o reduccion de la bebida, lo que actuaria
como potente refuer zo positivo en la conveniencia de continuar en la decision dereducir y prescindir delaingesta.

Ladiferencia sexual dela eficacia del método no tiene explicacion clara, aunque, al menos, lleva a suponer que el habito alcohdlico adquiere
distintas caracteristicas en unoy otro sexo. Esposible que en lamujer sea de indole més circunstancial y que, por lo tanto, ellas sean méas sensiblesa
per catar se del deterioro clinico organico a las que se halla sometiéndolas el alcohol sin aportar eficaz solucién alguna. En contraste, e alcoholismo
masculino adquiriria un cariz més constitucional, no obedeceria a una determinada causa, y, por ende, resultaria mas dificil de erradicar, llegando
a hacerlorecién al constatarseles un un evidentey claro deterior o organico.

Por otra parte, el método no muestra diferenciacion en su eficacia entre pacientes cirr6ticos y no cirr éticos, posiblemente por hacer desarrollar en
unosy otros similar responsabilidad en sus decisionesde cara al prondstico.

En suma, puede concluir se que adoptar el " método diagnéstico - prondstico” en la hepatopatia crénica alcohdlica, teniendo como punto de partida
ladiferencia inter sexual precitada, bien podria: 1) facilitar una supresién prolongada de laingesta de manera significativa, y 2) permitir
suministrar al paciente datos obj etivos actualizados que contribuyeran a refor zar su decisién en superar su habito alcohdlico.

REFERENCIAS

1.- Ministerio de Sanidad y Consumo. Prevencion de los Problemas Derivados del Alcohol. Primera Conferencia de Prevencion y
Promocién dela Salud en la Préctica Clinica en Espafia. 2008; 19

2.- European Status Report on Alcohol and Health. 2010; 319

3.- Fleming MF, Barry KL, Manwell LB, Johnson K, London R. Brief Physician Advice for Problem Alcohol Drinkers: A Randomized
Trial in Community-Based Primary Care Practices. Journal of the American Medical Association 1997; 277: 1039-1045

4.- Organizacion Panamericana de la Salud. I nfor maciones Clinicas Basicas para la I dentificacion y €l Manejo de Riesgosy Problemas.
Efectividad delas I nter venciones Breves 2008; 91

5.- McKay JR, Hiller Sturmhéfel S. Treating Alcoholism Asa Chronic Disease. Approachesto Long Term Continuing Care Alcohol
Research & Health 2011; 33: 356-370.

http://biomed.uninet.edu/2012/n1/llor.html



Electron J Biomed 2012;1:25. Llor y col. PROPUESTA DE UN METODO DIAGNOSTICO-PRONOSTICO...

6.- World Health Organization Global Status Report on Alcohol and Health. Global Alcohol-Attributable Deaths as a Per centage of Total
Deaths by Disease or Injury, 25; 2011.

7.- Gao B, Bataller R. Alcoholic Liver Disease: Pathogenesisand New Terapeutic Targets. Gastroenterology 2011; 141: 1572-1585

8.- National Institute on Alcohol Abuse Alcoholism (NIAAA). Alcohol Resear cher s Prove Success with Primary Care I nterventions. 1997,
April 1.

ADVERTENCIA:
Referencias elementales en contexto divulgativo del presente trabajo aparecieron en la prensa (Diario de Ledn, 27.X11.2011) en forma de entrevista
sobrelostrabajos que estaban desarrollando al respecto en el Servicio de Medicina Interna del Hospital Universitario de L edn (Espafia).

CORRESPONDENCIA:

Dr. Juan Llor Bafios

Medicina Interna. Hospital de Ledn.
L edn, Espafia

juan.llor.b @ gmail.com

Comentario del revisor Dr. Alberto Enrique D'Ottavio PhD.Profesor e Investigador, Facultad de Ciencias M édicas, Universidad Nacional de
Rosario, Rosario. Argentina.

La propuesta de un singular método diagnéstico-prondstico para el andlisisy e seguimiento de la hepatopatia alcohdlica cr 6nica ofrecen
determinados resultados que, ademéas deinvitar a su profundizacion, pueden, ala par, resultar deinterés para quienesincursionan actualmente en
el manejo de esta patologia.

Comentario delarevisoraDra. Larisalvon Carrera, PhD. Profesora e I nvestigadora, Facultad de Ciencias M édicas, Universidad Nacional del
Litoral, Santa Fe. Argentina

El control y e monitoreo diacr 6nico de la hepatopatia crénica producida por ingesta alcohdlica prolongada requiere, para una evolucién
satisfactoria, especial compromiso por parte no solo del paciente sino de su entorno familiar.

Este método diagndstico-prondstico, propuesto por los autores, se halla en sintonia con tal requerimientoy pone derelieve definidos resultados de
viable aplicacion.

Recibido, 18 de diciembre de 2011. Recibido revisado, 13 de febrero de 2012
Publicado, 22 de abril de 2012

http://biomed.uninet.edu/2012/n1/llor.html


mailto:juan.llor.b @ gmail.com

Electron J Biomed 2012;1:26. Hernandez et al. EFFECT OF BROMINE ATOMS NUMBER ON THE CYTOTOXICITY ...

Flewsta Electr” nicayde’Biomedicinay.

'Eie:tFEﬁl

I SSN: 1697-090X
Inicio Home

Indice del

Comité Editorial
Editorial Board

Comité Cientifico
Scientific
Committee

Normas para los
autores
Instruction to
Authors

Derechos de autor
Copyright

Contacto/Contact:

-]

GrASNarHiameticing,

EFFECT OF BROMINE ATOMS NUMBER ON THE
CYTOTOXICITY OF TWO 2-FURYLETHYLENE
DERIVATIVE SUBSTANCES
IN NORMAL AND TUMORAL CELL LINES.

10scar Hernandez PhD, 1Yudiska Martinez MSc, 2Héctor Pimentel MSc,
1Llanetsy Llanes, 3Giselle Pérez PhD, INayadis Vazquez, 1Sandra Fernandez,
1Quesada Lidice, 1Aime Debesa

1Centro de Inmunologia y Productos Biolégicos (CENIPBI),
Universidad Médica. Camaguey.
2Centro Provincial de Genética Médica. Camagliey.
3Centro de Bioactivos Quimicos (CBQ).
Universidad Central de Las Villas. Villa Clara.
Cuba

oscar.hernandez1964 @ yahoo.es

Rev Electron Biomed / Electron J Biomed 2012;1:26-36

Comment of thereviewer Prof. Pilar Mufiiz Rodriguez PhD. Titular del Area de Bioquimicay Biologia Molecular dela Facultad

de Ciencias de la Universidad de Burgos. Espafia.

Comment of thereviewer Prof. Francisco Abad Santos Clinical Phar macology. Hospital la Princesa. Departamento de
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SUMMARY: The study was performed to investigate the effect of bromine atoms number present in two tested substances
derivatives of 2-furylethylene on cell proliferation. The substances carrying one or two Br atomswere coded asMA and G1
respectively. The neutral red uptake (NRU) assay and mitotic index (M) were used for this purpose.

The presence of two bromine atoms on the molecule of G1 inhibited markedly the cytotoxicity of this composite. For CHO cell
line, the | C5q valueswere 256.6 uM for G1 and 134.5 uM for MA; whereasin SK MEL -3 (human melanoma) cell line, the IC g

were413.4 uM and 264.1 pM for G1 and MA respectively. The | C5q values obtained in both cell lines wer e higher than 100 uM
and showed no specificity for tumoral cells.

The M| obtained with the G1 composite showed no significant differences with phytohaemoglutinine used as positive control.
Theanti-proliferative effect and M| wererelated with the number of bromine atoms on the molecules assayed. Another
experiment was conducted with the MA product to obtain information about the acute oral toxicity class methods. The tested
compound was classified in the 3th toxicity classwith a fixed LD (50) cut-off value of 200 mg/kg of body weight.

KEYWORDS: Bromine, Cytotoxicity, Acute toxicitybromine, Mitotic index. Furylethylene, CHO.
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RESUMEN: EFECTO DEL NUMERO DE ATOMOS DE BROMO EN DERIVADOSDEL 2-FURILETILENO SOBRE LA
CITOTOXICIDAD DE LINEAS CELULARESNORMALESY TUMORALES.

El objetivo del estudio fueinvestigar el efecto que tiene el nimer o de &omos de bromo presente en dos sustancias derivadas del 2-
furiletileno sobrela proliferacion celular. Las sustancias portando uno o dos atomos de bromo en su molécula se codificaron
como MA y G1respectivamente y su efecto sobre laslineas celular es se evalué mediante las técnicas de captacion derojo neutro
(CRN) y del indice mitético (IM). La presencia de dos atomos de bromo en la molécula del G1 inhibié marcadamentela
citotoxicidad de este compuesto, para lalinea celular CHO (ovario de hdmster chino) losvalores de | Csy fueron 256.6 uM parael
Gly 1345 uM parael MA; mientrasqueen lalinea SK MEL -3 (melanoma human), los valores de | Cgq fueron 413.4 uM y 264.1
MM parael G1y MA respectivamente. Los valoresde | Cx obtenidos por estos compuestos en ambas lineas celulares fueron
superioresa 100 UM y no mostraron especificidad por lalinea tumoral.

El IM obtenido con el compuesto G1 no mostr 6 diferencias significativas con la fitohaemoglutinina, empleada como control
positivo del ensayo. El efecto anti-proliferativoy el IM estuvieron relacionado con €l nimer o de &tomos de bromo en las
moléculas ensayadas. Por otra parte un estudio llevado a cabo con el compuesto MA brind6 informacion sobrela toxicidad
aguda del mismo utilizando el método de las clases, clasificandose este producto en la clase 3 con un valor de corte LD (50) de
200 mg/kg de peso corporal.

PALABRAS CLAVE: Bromo. Citotoxicidad. Toxicidad aguda. i ndice mitético. Furiletileno. CHO.

INTRODUCTION

Since the 1990's, 2-furylethylene derivatives have been regarded as an interesting range of biological active compounds. They are
one of the useful classes of synthetic agentswith a wide range of biological activitiesincluding, antibacterial, antifungus and
antiprotozoal propertiesl-4. The 2-furylethylenes, also known asvinylfuransor ethenylfurans, are derivatives of the ethene
whereafuran ring isattached to one of its carbon atoms (the ? carbon). The presence of a nitro group at position 5 of the furan
ring in most of the 2 furylethylenes reported in literature until the 1980's, limited the use of these compounds because the
aromatic nitro compoundsin general, and nitrofuransin particular, have mutagenic and car cinogenic propertiesS6. Subsequent
studies opened a novel opportunity for these compounds, because it demonstrated that the presence of a nitro group at position 5
of thefuran ring isnot a necessary condition for the development of the antimicrobial activity of such chemicals’-8.

The (1-(5-bromofur-2-yl) nitroethene) and (1 (5 bromofur 2 yl) 2 bromo 2 nitroethene) coded for this paper asMA and G1
respectively are a synthetic 2-furylethylene derivatives. They have one or two bromine atoms added into the molecule and were
used in thisstudy in order to comparetheir effect on the biological activity changes. The addition of bromine atomsin different
combinations could cause diver se responses due to the atomic mass of this element (79,904). The position and number of the
bromine atoms on the structure of several natural®1! and synthesized12-13 compounds has attracted the attention of many
biomedical research in order to use these compoundsin future human health treatments. Some of these works show that
bromination and the position of this atom over those substances increased the cytotoxicity of the compounds tested14-15, Other
results have shown that chemical modificationslike a substitution of bromine or iodine has a significant effect on the binding
properties of the product to DNA16-17,

There has been recently an increasing interest in controlling macromolecular conformations and inter actions through the adding
of halogen bonding to sensitized compounds. Halogen bonds ar e favor able electr ostatic inter actions between polarized,
electropositive chlorine, bromine or iodine atoms. An halogen bond isa mainly an electrostatic interaction between a classic
hydrogen bond acceptor, such asthe electronegative O, N or S8, Thissort of bond seemsto play arolein binding and
recognition similar to that in the thyroid-related hormones, a diversity of short X---O interactions (X = halogens) that are
involved in protein/ligand recognition®.

Thein vitro systems areideally suited for investigations of the molecular, cellular and physiological mechanisms of chemically
induced toxicity; the main justification for developing in vitro toxicity testsisthat they will make toxicology a more scientifically
based practice. It iseven more obvious that the development and incor poration of stepwise testing strategies, combining
experimental data from arange of alter native methods (metabolic and kinetic modeling, quantitative structur e-activity
relationships- QSAR, and in vitro tests), provide the most advanced way to predict toxicity, reducing at the sametimethe
number of laboratory animalsused for testing.

Moreover, the costs of assessing potential health effects of around 200,000 substances per year that are newly identified or
synthesized requir e alter natives methods of analysis. But we must be sure that the obtained resultswith these alter native
methods arereliablein order to substitute or reduce the number of testsin animals. In thisinvestigation we used an in vitro
system as an alter native method to evaluate the bromine atoms number effect on cellular toxicity of these 2-furylethylene
derivatives using normal and tumoral cell lines.

MATERIAL AND METHODS.
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The experiments were carried out at the Molecular and Cell Biology Department and at the Animal Housing Laboratory of the
Centro de lnmunologia y Productos Biolégicos (CENIPBI) at the Universidad de Ciencias M édicas" Carlos J. Finlay" in
Camaguey, Cuba.

1.-Synthetic product used in the trail

The substancestested wer e coded as M A 1-(5-bromofur-2-yl) nitroethene and G1 (1 (5-bromofur-2-yl)-2-br omo-2-nitr oethene) a
2-furylethylene derivatives synthesized and gently offered by the group of chemical synthesis of the Centro de Bioactivos
Quimicos (CBQ), at the Universidad Central deLas Villas, Santa Clara, Cuba. Its global formulasare: CgH4BrO3N and
CgH3Br,03N for MA and G1 respectively. Both of them consisted of a yellow crystalline powder and its purity was certified by
analytical testing to be higher than 99.0% in both cases. The molecular formulas of these composites ar e showed below:

2.-Céll linesand culture conditions

To assess the cytotoxic effect of the synthesized composite we used CHO-K 1 cell line (Chinese Hamster Ovary), purchased from
ECACC (N°85050302), and SK-MEL -3 (ATCC N°HTB-69) a human melanoma cell line, kindly given by the Centro de
Inmunologia Molecular, Havana, Cuba. RPM1 1640 medium (Gibco 31800-014) supplemented with 10% Fetal Bovine Serum
(Gibco-BRL, Grand Isand, NY, USA) and 2 mM glutamine piruvate without antibiotic was used for thiscell line.

Thecellular suspensions wer e obtained from a 25 cm? flask at 70-80% final confluence. The detached cells by tripsine solution
treatment (0.125%, 53 mM EDTA in PBS 1X) during 3 5 minutes at 37°, were counted in a Neubauer camera using the trypan
blue dye exclusion test.

The viability was higher than 90% in all assays. The cells density used varied between 20 and 30x103 cells/well in 96 wells plates
(COSTAR N°-402037310) seeded at 100 pl final volume. The plates wereincubated in 100% humidity and 5% CO2 atmosphere
at 37°C, during 24 hour s before the treatment application to permit the cellular adhesion to the bottom plate.

3.- Animals

Wistar Rats, SPF from Laboratory Animals Breeding Center, CENPALAB, (Cuba). Age: 35 - 41 days, weight 101-125 g.
Microbiological status: free from ecto and endoparasites, mycoplasms and pasteurellae. 30 females wer e supplied by airplanein
rats boxes and acclimatized (22 + 3°C; 50 + 10%) for 1 week in the Animal Housing L aboratory (CENIPBI).

During the experiment, animals wer e housed in polycarbonate cages Type 4 (3 rats/cage) on sterilized wood shavings as a
bedding. Room temperature and humidity wereregulated at 22 + 3 °C and 50 + 10%). Lighting conditions: Fluor escents lamps,
with a sequence of 12 hoursof light and 12 hours of dark. Air flow rate 0,5 m/s above cages.

Feeding: A commercial diet (8 mm pellet) manufactured by CENPALAB, Havana, Cuba (I SO 9001 Certified L aboratory) was
heated for 20 min at 110 °C, and available ad libitum. Drinking water: acidic sterilized water, ad libitum.

Experiment performed from July 7 to July 22, 2010 using 9 rats/experiment.

The behavioral parameterswere measured asindicated by OECD 423 guideline.

4.-Experimental Design

4.1.-Cytotoxic Test

The neutral red uptake (NRU)20 was selected from the different in vitro tests described to evaluate the cytotoxicity. Prior to each
experiment the test substances wer e dissolved in a (DM SO/ETOH) (v/v) mix and immediately diluted into medium. During drug
exposure the concentrations of DM SO/ETOH mix, in treated and control wells, were kept below 0.1%. We prepared a 500 mM
main solution of the product to then make the following doses: 400, 300, 250, 200, 100 and 50 uM after wards, the doses and
control solutionswerefiltered using 0.45 and 0.22 uM membranes. The negative control wasthe RPM| medium with 0.1% of the
diluent used (DM SO/ETOH) without the test substances. As a positive control 10 ?g/ml of 5-fluorour acile (5-FU), was used. The
testswerecarried out in triplicate (3 wells/dose) during 72 hours. To keep the optimal concentrations and cultural conditions 100
I of the medium wer e changed daily, containing the adequate doses, including controls. The optical density wasrecorded in an
ELISA reader plate equipment (Lab Systems MULTISKAN Plus) at 540 nm wavelength. A lineal regression method was used to
determinethe 1 Csy value?l-22, using Prism; GraphPad Softwar e (5.02 version).

4.2.-Determination of Mitotic Index (MI)
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The mitotic index was used to deter mine the cell division rate and to compar e the potentiality of MA and G1 to inhibit mitosis.
To allow the occurrence of morethan onedivision cell cycle, the product concentrations used in the M| test was below the | Cgg
value determined in previous cytotoxicity experiments (50 and 150 uM for MA and G1 respectively). Weused a CHO cell line
for thistest and it was performed in 35 mm dishes (MERCK 402/0455/02) using three dishes by treatment. After incubating for
48 hoursat 37 ? and 5% CO2, the cells wer e detached by means of a 0.125% tripsine solution and the Verma and Babu (1995)
protocol was used to obtain the metaphases?3,

Randomly selected views and non-over lapping cells on the slides wer e monitor ed to determine the number of dividing cells
(metaphase stage) and the total number of cells using an Olympus BX51 microscope. 1000 cellg/dish wer e examined in each
treatment. Mitotic index values ar e expressed as% in this study by means of the formula showed below.

Ne of mitosis
o 1000

x100

Asa positive control we used 180 pg/ml of mitotic inductor phytohemoaglutinine (REMEL -E, HA15/3085 2701), in the
concentration suggested by the supplier.

4.3.-Acute Toxic Class M ethod

Theonly product used in thistest was MA, it wasdissolved in 1 ml of vegetable sunflower oil. The Acute Toxic Class M ethod
began with 300 mg/kg body weight, asindicates the OECD 423 guidelinein the case of absence of previous data of toxicity.
Taking into account the 300 mg/kg b. wt. results we needed to administer a second dose of 50 mg/kg b. wt. The test substance was
administered in a single dose by gavage using a suitable intubation canula. The negative control was constituted by a group of 3
animalsthat only received sunflower oil without the test substance. Once the administration of the product began, we obser ved
theanimals during the first four hourswith special attention, in the first 30 minutes.

During 14 days after administration, clinical examinations wer e performed daily, and body weights were measured before
dosing and on days 1, 7, and 14, according to the guidelines previously mentioned. The animals wer e checked for mortality,
general state, external appear ance, behavior, and clinical symptomslike: itch, dyspnea, depositions, skin and mucousirritation,
violent disturbances, and others.

All signs and symptoms wer e tabulated for each animal including the hour and date when they started and/or disappeared. The
date and hour of animal death during experiment were also registered. At the end of thisperiod (14 days), thelive animalswere
euthanized by injecting an overdose (thr ee times the anesthetic dose) of sodium thiopental (60 mg/kg b. wt.) intraperitoneally
and necropsied. The organs from animalsthat died and from those that survived wer e collected for gross macroscopic
examination of organs and tissues (heart, kidney, spleen, lung, liver and stomach), which was performed at the Anatomy
Department at the Regional Veterinary Clinicin Camagiey, Cuba.

5.-Statistical analysis

The statistical analysis was performed with SPSS 15.0 for windows. The data wer e submitted to a parametric one-way analysis
of variancetest (ANOVA) and the Tukey's multiple comparison post-tests. The data wer e expressed asthe means+ S.D. of three
independent deter minations.

Todeterminethe statistical significance between treatments at Mitotic Index assay we performed a non parametric test
(proportions comparison test). The differences were consider ed significant at p<0.05.

RESULTS

1.- Citotoxicity

We wanted to comparein vitro cytotoxicity of two out of five members of the family taking into account the quantity of bromine
atoms on the molecular structure (Figure 1).

/\ /\ Br

B @) 7 NO, BF O 7 NO,

Figure 1. Molecular structureof MA (left) and G1 (right) test substances.

The G1 composite contains two atoms of this element, one on thering and the other in position 2 of the lateral carbon chain
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outsidethefuran ring; on the other hand MA hasonly one bromine atom at the furan ring.

Figure 2 and 3, show the dose response curvesfor both productsin CHO and SK-MEL -3 cell lines respectively.
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Figure 2. Dose response curve obtained by G1 (blueline)
and MA (red line) test substancesin CHO cell line using NRU method.
Experimentswere madein triplicate during 72 hours. Each point represents+ SD
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Figure 3. Dose response curve obtained by G1 (blueline)
and MA (red line) test substancesin SK-MEL -3 cell line using NRU method.
Experimentswere madein triplicate during 72 hours. Each point represents+ SD.

The use of two different cell lines gave usinformation about the effectiveness of the test substances (G1 and MA), against cell
linesfrom different tissues. Our results demonstrate that both cell lines show dose-dependent response to these substances
administrations, with significant differencesin proliferative responses between MA and G1 (p=0,021) in CHO cdll line. But
surprisingly, in SK-MEL-3 cell line (figure 3) no significant differ ences wer e shown (p=0,335) on cell proliferation inhibition
between these compounds, maybe due to a higher resistance of thistumoral cellsto the treatment with this composites as
observed in others experiments?4.

The growth inhibitory activity as | Cgq of compounds G1 and MA evaluated in both cellslines arerepresented in Table 1.
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Cell lines MA G1
CHO 134.5 256.6
SK-MEL-3 264.1 4134
Drug exposure was continued for 72 h.

Table 1.- ICgy (UM) valuesfor compounds MA and G1 determined by lineal regression.

We can observein both cell linesthe higher anti-proliferative effect of MA product showing the lower |Cs value, when
comparing with G1.

On the other hand, the higher | Csgvalues obtained for SK-MEL -3 (a human melanoma cell line) compared with the
| Cgpobtained in CHO (non tumor cell line) evidenced first the non tumor specific action of these products over the tumoral cell

line here used, and secondly, the low efficacy of these synthesized compounds taking into account the high (> 100 uM)
concentrations needed to be 50% cytotoxic in both cell lines.

2.- Mitotic Index

Mitotic index isusually represented as the percentage of cells undergoing division of thetotal number of cells. For those reason
two member s of the 2 furylethylene family with one and two bromine atoms (see figure 1) were employed to comparethe
bromine atom number effect on the cell cycle division.

Figure 4 representsthe media values of mitotic index obtained from experiments madein triplicate with their standard

deviations.
CHO
—~ 7,00
S A7 b 4,79b
x r
3 500 | 3573 T
£ i
S 400
S 3,00
=
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T
1,00 0,12¢ I
0,00 I — == . |
NegCont Phyto 5FU Gl MA

Figure4. Mitotic Index (M) valuesto assess a cellular division
inhibition in CHO cellstreated for 48 hourswith MA and G1. 1000 cells wer e counted
in each treatment and the M| was calculated by a formula showed in materials and methods.

The stimulating effect (5,47%) of phytohaemoglutinine, a commer cial mitotic inductor at 180 ?g/ml was evidenced when we
compared it with cellsgrowing in presence of the diluent vehicle without the test substances as a negative control (3,57%).

I nteresting results wereto comparethe M| between MA and G1 products. Surprisingly on the G1 product which hasatwo
bromine atoms, showed significantly to stimulate the CHO cellular division compared with the negative control (p = 0.001). On
the other hand the MA substance with only one bromine atom linked to the furan ring, markedly decreased the mitotic index, a
useful marker of cell cycledivision inhibitor and showed a significant deference with G1 (1,04 vs 4,79 respectively).

3.-Acute Oral Toxicity Test

http://biomed.uninet.edu/2012/n1/hernandez.html



Electron J Biomed 2012;1:32. Hernandez et al. EFFECT OF BROMINE ATOMS NUMBER ON THE CYTOTOXICITY ...

Different 2-furylethylene derivatives products are in studies by their antifungus and antimicrobial properties among othersbut,
the MA product once of the most recent derivative obtained does not present any toxicological data. The results obtained
recently with thisproduct at in vitro cytotoxicity test incentive usto carry out the preclinical studiesto obtain toxicological
information about it, performing the acute oral toxicity class methods.

3.1.-Clinical manifestations astoxicity criteria

At doses of 300 mg/kg b.wt., all animals presented a series of toxic signs. It goes from loss of balance, loss of mobility, respiratory
upsets (dyspnea), lethar gy, pilo erection and cyanosis, up to the coma and prostration until to reach death. All theserats died
between 2 and 6 hoursfollowing administration of MA product. Gross necropsy revealed some evidence of acute gastritis and
gastrointestinal tract distention. Congestion and some little hemorrhagic area in the lungs wer e found but not bleeding and
intestine distention was consistently found in one individual. All controls survived the 14 daystrial and did not exhibit gross
evidence of hemorrhage.

We proceeded to perform another experiment with alower doses recommended by guideline. Few minutes after doses
application of 50 mg/kg b.wt., the animals presented some light signsasrespiratory discomfort and itch which disappeared two
hours after. In this case the product did not cause any death. The surviving rats wer e sacrificed on day 14 of the experiment. At
necropsy, theratswerein good body condition, and neither macr oscopic damages wer e obser ved on the organs selected for
study nor evidence of starvation or dehydration.

To confirm theresults obtained with 50 mg/kg b.wt. doses, and as recommended by guidelines (OECD423) we perfor med
another experiment at the same doses.

The statistical results for p<0.05, show no significant differ ences between the groupsin any of the studied organs. Together with
the anatomic pathologic information registered, it corroborates the non toxicity of this product to these doses of 50 mg/kg b.wt.

3.2.-Body weight astoxicity criteria

Body weight data are depicted in figure 5. The ANOVA and Tukey's post test performed for n=3 and p<0,05 showed no
significant differences (p=0,341) in body weight among groups. However, we found significant differences (p = 0,002) in the body
weight gained between the experiment start day (day zero) and the day 14, which makes evident the non toxicity of the MA
product at this dose.
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Figure 5. Growing curves comparison between control and two experiments carry out with 50 mg/kg b.wt.
of MA test product by 14 days. The experiment was perfor med following the OECD 423 guidelines.
To determine significance differ ences between groupsthe ANOVA and Tukey's post test was performed for n=3 and p<0,05.
Body weight media value + SD are show.

According to the acute toxic class method, the tested compound was classified into the third toxicity class (>50-300 mg/kg b. wt.)
with a fixed L Dgg cut-off value of 200 mg/kg b.wt.

Thisin vivo toxicity results well corroborate the in vitro outcomes using cell lines, becausein previous studies (no published
results) performed in rat, the L Dggy of G1 product showed a significant higher value (1856.3 mg/ kg b.wt.) compared with MA
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(200 mg/kg b.wt.) using acute toxic class method.

Although it is certain that we employed two different methods to evaluate the in vivo toxicity by using rats, is obviousthat the
monobrominate product (MA) is quite moretoxic than the product that carriestwo atoms of brominein their structure (G1).

DISCUSSION

It isknown that several aromatic nitro compounds are mutagenic inductors asthe result of electrophilic attack of the purinic
basesin DNA by the activated nitrogen, which causes chemical modifications over DNA molecule?>. In the case of the 2-
furylethylene derivativestested, a nitro group placed outside of the furan ring gener ates significant changesin the physical
chemical, chemical and biological properties, different from the 5-nitrofurylethylen compositest.

The addition of specific chemical groupsto the 2-furylethylene derivativesin preceding studies had the purpose of investigate the
specific variations of biological properties (bactericide, antifungal or antitumoral). The bactericide and antifungal activity of this
family have been provedl3. However, by using cell linesthe cytotoxic effects evidencing the antitumoral potential of these
products have not been demonstrated yet.

Two main properties characterize the wide number of well established antitumor commercial agentsor even under resear ches at
present. First, its need to be highly specific by tumor cell lines and second its most shows a very low | Cggvaluesin the range of
nM and never higher than 10 uM. Well known products like Cisplatine, Doxor ubicine, 5-Fluoruracile evaluated in MCF-7
breast carcinoma cellsline, the Placliex, Taxol and Placlitaxel assessed in ten different tumor cell linesand Vincristina,
Placlitaxel in four cervical carcinoma cell lines?6-28 all of them wer e always quite effective at very low doses under 10uM and
showed to be specific by tumor cell lines.

Contrary to the previousresults mentioned before, the | Cggvalue obtained with these compoundsin both cell lines suggests that
the addition of another bromine atom (at C-2 position of the lateral carbon chain outside the furan ring) in the G1 product
caused a loss of cytotoxic activity, maybe because the inter actions of halogen bounds between the two bromine atoms on the test
substance affect the direct halogenation of some target molecules no yet identified.

One of the most important properties of the product to be selected as antitumoral drug isthe mitotic index value. The M1
variable obtained at in vitro cell culture experimentsis used by several authors as a measure of efficiency of the test substance?®-
31, We believe that the lowest toxicity of G1 with respect to MA arises from their different geometries. If these two molecular
speciesinteract directly with their biological substrates, not yet identified, two different types of complexes are expected for, one
less active than the other one. Or perhaps, in the G1 solution, molecules of G1 interact between them mor e efficient, forming
complexes by means of halogen bounds between two Br atoms and the nitro group of the lateral carbon chain. The formation of
these G1 complexes can reduce the effectiveness of this substance on the target molecules, rendering it less effective than MA.

Thiswork isthefirst in vitro cytotoxicity report comparing the efficacy of 2 furylethylene derivatives with different numbers of
bromine atomson cell proliferation. Other experiments must be performed to establish the structure activity relationships
(SAR) of these 2-furylethylene derivatives over this molecules activity.

Now a plausible explanation cannot be offered for such a difference between G1 and M A products but nonetheless, this work
serves as a warning that intermolecular forces such as hydrogen bonds, salt bridges and van der Waal'sforcesare critical
determinants of biological structureand function. For that reason, it isnot surprising that intense efforts had been dedicated to
the under standing of how these for ces contribute to enzymatic reactions, protein folding, and ligand binding; in order to use
them mor e effectively to control biological recognition.

CONCLUSIONS

The presence of two bromine atoms on the molecular structure of 2 furylethylene derivative decreased de cytotoxic effect of
these products evidenced by de results obtained with the G1 composite in both cell lines. Nevertheless neither MA nor G1
showed specificity for tumoral cellswith ICgghigher than 100 pM.

The compound tested (MA) was classified to 3th toxicity classwith fixed L Dg cut off value 200 mg/kg.
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de Cienciasdela Universidad de Burgos. Espafia.

Hernandez y cols. realizan estudios sobr e €l efecto de dos compuestos derivados del 2-furiletileno, como citostaticos. En este
trabajo, continuacion de estudios previos, observaron que el nimer o de atomos de bromo en e 2-fueriletileno esta relacionado
con el efecto antiproliferativoy sobre el indice mitético en dos lineas celular es tumor ales, una de epitelio ovarico de Hamster y
otra de melanoma humano.

Estos estudiosde gran interés en el campo de los citostaticos contribuyen a un mayor entendimiento de la actividad biol6gica de
estos compuestos sintéticos, y como la modificacion de alguno de sus sustiyentes puede mejorar dicha actividad.

Comment of thereviewer Prof. Francisco Abad Santos M D, PhD Clinical Phar macology. Hospital la Princesa. Departamento de
Farmacologiay Terapéutica de la Facultad de Medicina. Universidad Auténoma de Madrid. Espafia

This paper comparesthetoxicity of two compoundswith similar chemical structure and findsthat adding a bromide reduces
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toxicity. It could be a way to get a drug with the same efficacy and better safety.

Nowadays, it is possible that adding a bromide could also reduce the efficacy of the compund; so it requiresfurther evaluation in
other models.
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RESUMEN:

Incrementos en la actividad de la enzima indoleamine-2-3dioxigenasa (IDO) y cambios en estado redox celular estan implicados en las
distintas etapas de la evolucion del cancer. Sin embargo, su relacion con los tratamientos quimioter &picos todavia no son conocidos. El
objetivo de este estudio fue evaluar larespuesta al tratamiento con oxaliplatino de lineas celulares de cancer colorrectal (Caco-2 y SW480)
sobre la moléculainmunosupresora IDO y su relacién con los niveles de Trx. Resultado de este estudio se observa una mayor actividad de
laenzima IDO en las células Caco-2 que en las células metastasicas SW480 asociado a niveles mas bajos del sistema tiorredoxina.

PALABRASCLAVE:IDO. Tiorredoxina. Tiorredoxina reductasa. Cancer

SUMMARY:

Increases in indoleamine-2-3-dyoxigenase activity and changesin redox state have been reported in cancer. However, their relationship
with chemoterapy remains unknown. The aim of the present study was to evaluate the oxaliplatin treatment in colorectal cancer cell lines
(Caco-2 and SW480) on the immunosuppr essive molecule | DO and itsrelationship with the Trx/TrxR system. Results of this study wasa
higher IDO enzyme activity in Caco-2 cellsthan in SW480 cells associated with lower levels of the thioredoxin.

KEYWORDS: IDO. Thioredoxin. Thioredoxin reductase. Cancer
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INTRODUCCION

El cancer colorrectal esuna de las lesiones neoplésicas mas frecuentesy entre los diferentes mecanismos implicados en €l desarrolloy
avance tumoral seincluyen € escape de las céulastumorales a la respuesta del sistemainmuney cambios en el estado redox celular.2. El
oxaliplatino (cis (1R,2R)-1,2,-ciclohexanedimine-N-N') oxalato (2)-O,0'-platino tiene una fuerte actividad antiprolifer ativa especialmente
en lineas de cancer de colon. Entre los mecanismos de la accion téxica del oxaliplatino esté el estrés oxidativo, pudiendo interactuar sobre
grupostidlicos de proteinasrecién sintetizadas haciéndolas sensibles a las especies oxigénicas reactivas3-4.

Latiorredoxina (Trx) esuna proteinatiolica que elimina dichas especies ademas de actuar como regulador de proteinasreguladorasdela
apoptosis>7 mientras que la | DO esta sobreexpresada en células tumor ales estando implicada en la metastasis celular8. Por €llo objetivo de
este estudio fue evaluar el efecto del oxaliplatino sobrelos niveles de la actividad IDO y sobrela TRx/TRxR en dos lineas celulares de
cancer colorrectal (Caco-2y SW480).

MATERIAL Y METODOS

Cultivos celulares: Laslineas celulares SW480y Caco-2 fueron cultivadas con DMEN y 10% de suero fetal bovino, 1% de Penicilina
(50U/ml)- Estreptomicina (50mg/ml) y 1% L-glutamina 2mM. L as células (30000 células’cm?) se mantuvieron a 37°C y 5% CO2. Se

estimulé la produccién de IDO con interferén- ¥ (750U/ml) y seincubaron en presenciay ausencia de oxaliplatino (5 pM).

Deter minacion de la actividad 1DO en cultivo celulares®: La concentracion de quinureina se deter mind mediante HPL C usando una
columna Symetry Shiel RP (3.9 mm x 15 cm). Como fase mévil se utiliza tampdn acetato de sodio 15 mM pH: 4y acetonitrilo 2.7%. La
absorbancia se midié a 360 nm y la concentracion de quinureina se expresa en uM.

Determinacion delos nivelesde Trx/TrxR: Los niveles de tiorredoxina se determiné utilizando la técnica de EL1SA (Redox Bioscience)10
usando anticuer pos monoclonales (mAb) anti-trx clone 2G11y anti-Trx biotinilado como indicador del anticuer po.

La actividad tiorredoxina reductasa se deter miné usando el método de reduccién de la insulina descrito por Holmgren y Bjornstedt11,
siguiendo la actividad de la enzima espectr ofotométricamente a 412 nm.

RESULTADOSY DISCUSION

En primer lugar evaluamos el tratamiento de ambas lineas celular es con oxaliplatino, en las condiciones descritas en material y métodos,
sobrelaviabilidad celular. Los resultados muestran una disminucion dela viabilidad celular en ambaslineas, de un 54% en las células
Caco-2y deun 57% en las células SW680 independiente de la presencia de interfer n en el medio.

Laactividad | DO expresada como niveles de quinuereina en presenciay ausencia de oxaliplatino se muestra en la Figura 1. Los resultados
muestran que los niveles de quinureina en el medio de células metastasicas SW480 son mas altos que en la células Caco-2 y el tratamiento
con interfer 6n incrementa significativamente la actividad de la enzima en ambas lineas celulares, destacando el incremento en lalinea
Caco-2. Estosresultados apoyan la idea de que en las célulastumoralesla actividad dela I DO esta relacionado con el ambiente
inmunosupresor y sus niveles pueden estar relacionados con el potencial metatasico de las células.
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Figura 1. Actividad IDO en cultivos celulares Caco-2 y SW-680 en células no tratadasy tratadas con Oxaliplatino en presenciay ausencia de.
L osresultados son media + SD de n=3. *p < 0.005

Laproteinatidlicatiorredoxina (Trx) esun biomarcador que opera en sinergia con la enzimatiorredoxina reductasa (TrxR) jugando un
papel en el mantenimiento del estado redox celular. La proteinatiorredoxina esliberada al medio en respuesta a un incremento del estrés
oxidativo, actuando como regulador del crecimiento y/o apoptosis celular. Los nivelesdetiorredoxina (figura2 A) y los nivelesde
tiorredoxina reductasa (figura 2B) en € medio de las células SW480 al ser células en metastasis fueron significativamente mas altos que las
células Caco-2.
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Figura 2. Nivelesdetiorredoxina (A) y tiorredoxina reductasa (B) extracelular en laslineas Caco-2 y SW480 tratadas con oxaliplatinoy en presenciay ausencia de
interferon.
Losresultados son media + SD den=3. *p < 0.005. L etras diferentes indica difer encia significativa dentro de la misma linea celular.

El tratamiento con oxaliplatino no modifica los niveles de tiorredoxina ni TrxR en las células Caco-2, sin embargo en lalinea celular
SW480 los niveles de ambas son mas bajos aunque la diferencia solo es significativa para la actividad tiorredoxina reductasa
independiente de la presencia o no deinterferén en el medio.

Estos resultados nos per miten concluir que el tratamiento con oxilaplatino reduce los nivelesde quinureinay delarelaciéon Trx/TrxR en
las células metastasicas.
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Comentariodelarevisora Dra Victoria Valls Belles. Investigador a del Departamento de Pediatria, Ginecologia y Obstetricia dela
Universidad de Valencia. Valencia. Espafia.

El interésde estetrabajo es el estudio conjunto del estado redox y dela quinureina por lainfluencia de ambas moléculasen la
evolucién delas células cancer osas, en respuesta al tratamiento con oxaliplatino.

Seriainteresante el profundizar més en los mecanismos de accion de estas biomoléculas con el objetivo de evaluar € diferente
comportamiento en ambas lineas celulares.

Comentario del revisor Comentario delarevisora Ana Sofia L 6pez Gonzélez PhD. Doctora en Farmacia, Licenciada en
Bioguimicay especialista en Bioquimica Clinica. Miranda de Ebro. Burgos. Espafia

El presentetrabajo trata de evaluar el efecto del oxaliplatino sobrelos nivelesdela actividad IDO y sobrela TRx/TRxR en dos
lineas celulares de cancer colorrectal.

Losautores del estudio observan una mayor actividad y expresién dela DO en uno delostipos celulares (Caco-2),
independientemente dela viabilidad celular y concluyen que el tratamiento con oxilaplatino reduce la actividad delaIDO y la
relacion Trx/TrxR en las células metastasicas.

Tanto la actividad inmunosupresora de la enzima | DO, como la funcién en el mantenimiento del estado redox celular dela
tiorredoxinay tiorredoxina reductasa, pueden estar implicados en los mecanismos responsables de la resistencia de deter minados
pacientes al tratamiento con oxaliplatino, que es considerado uno de los farmacos de referencia en el tratamiento del cancer
colorrectal.

Recibido, 20 de abril de 2012.
Publicado, 30 de abril de 2012
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RESUMEN:

Introduccién: Lasreacciones adver sas a los antimicr obianos han ocupado en Cuba desde el afio 2003 hasta la fecha el primer
lugar en e reporte dereacciones adver sas de manera gener al, asi como de lasreacciones gravesy mortales, siendo la piel y los
anegjos el sistema mas afectado. Esta investigacion se propuso car acterizar os efectos adver sos der matol 6gicos por
antibacterianos notificados a la unidad nacional coordinadora de farmacovigilancia desde €l afio 2007 hasta €l 2009

Método: Serealizé un estudio de Far macovigilancia observacional, descriptivo, y transversal utilizando losreportes de
Notificacion Esponténea de Sospecha de Reaccion Adversay la base de datos del Sistema Cubano de Farmacovigilancia. Se
analizaron losreportes de efectos adver sos der matol 6gicos por antibacterianos notificados desde el afio 2007 hasta el 2009, la
variable principal fue el efecto adver so der matoldgico reportado.

Resultados: Se detectaron 3006 sospechas de reacciones adver sas der matolégicas. Predominaron en el sexo femeninoy en los
adultos para un 60.2% y 53.7% respectivamente. L os antibacterianos relacionados con mayor namer o de notificaciones fueron
penicilina RL 18.5%, amoxicilina 17.3% y cefalexina 9.7% . L os efectos adver sos der matol 6gicos que predominar on fueron
exantemayy urticaria. Predominar on los efectos adver sos moder ados (64.4%), el 87.5% fueron probablesy el 81.8% frecuentes.

Conclusiones: L os efectos adver sos der matol 6gicos por antibacterianos predominaron en el sexo femeninoy en losadultos. La
penicilina RL fue el farmaco masrelacionado con reacciones adver sas. L as r eacciones adver sas moder adas, probablesy
frecuentes fueron la mayoria en el estudio.

PALABRAS CLAVE: Antibacterianos. Farmacovigilancia. Efectos adver sos der matol 6gicos
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SUMMARY: DERMATOLOGICAL SIDE EFFECTSFOR ANTIBACTERIALS. PHARMACOVIGILANCE CUBAN
SYSTEM. 2007-2009

Introduction: Adversereactionsto antimicrobialsin Cuba have taken place since 2003 to date, thefirst in thereport of adverse
reactionsin general, aswell as serious and fatal reactions, on the skin and schedules ar e the systems mor e affected. Thisresearch
aimed to characterize the antibacterial dermatologic toxicitiesreported by the national coordinating phar macovigilance unit
from 2007 to 2009.

Method: An observational study of Pharmacovigilance, descriptive and transver sal using Spontaneous Reporting of Suspected
Adver se Reaction database and the Cuban system of pharmacovigilance. Reports were analyzed for antibacterial dermatologic
toxicitiesreported from 2007 through 2009, the primary endpoint was the der matologic adver se effect reported.

Results: A total of 3006 suspected adver se reactions to skin. Predominated in females (60.2%) and in adults, 53.7%. The
antibacterial associated with increased number of notificationswere 18.5% RL penicillin, amoxicillin, cephalexin, 17.3% and
9.7% . Dermatological adver se events predominated wererash and urticaria. M oder ate adver se effects predominated (64.4%),
87.5% were probable and 81.8% common.

Conclusions: Adver se dermatologic antibacterial dominated by females and in adults. RL Penicillin was the drug most
associated with adver sereactions. M oder ate adver se reactions, probable and common wer e the more frequent in the study.

KEYWORDS: Antibacterials. Phar macovigilance. Der matological adver se effects

INTRODUCCION

L os efectos adver sos a medicamentos se definen como el efecto no deseado que ocurre a dosis normalmente usadas, ter apéuticas,
en e hombre para la profilaxis, diagnostico o tratamiento de sus enfer medades?.

L os efectos adver sos der matol dgicos provocados por medicamentos son der matosis que pueden afectar la piel, mucosas o anejos
cuténeosinducido por la administracién de un medicamento ya sea por via tépica, oral o parenteral, son las mas frecuentes
despuésdelas gastrointestinalesy su prevalencia haido en aumento debido al incremento del usoy dela variedad delos
medicamentos, sumado a la mayor expectativa de vida de la poblacién. Representan un 30% de lasreacciones adversasa
medicamentos, 2% a 3% de los pacientes hospitalizados. De todos los far macos, |os que mas serelacionan son los
antibacterianos?.

Desgraciadamente no existe alin €l antibacteriano (ATB) ideal que no presente reacciones adver sas medicamentosas (RAM)
asociados a su uso. Estas deben tener se sempre en mente al momento deindicar un ATB, puesto que la falta del reconocimiento
oportuno puede ocasionar dafiosirreversibles en diversas funciones or ganicas.

Un 10-20% de los pacientes hospitalizados manifiestan ser alérgicos a farmacos, especialmente a la penicilina. Sin embargo, la
incidencia publicada de reacciones anafilacticas a penicilina apenas oscila entre el 0,004y 0,015% de pacientes. La amoxicilina se
consider a actualmente la causa més frecuente de anafilaxia entre los betalactamicos.

L as reacciones alér gicas pueden presentar se de diver sas manerasy gravedad, desde la smple fiebre por antibacterianos al
sindrome de Steven-Johnson. Cualquier mecanismo inmunoldgico puede estar involucrado (tipos| alV de Gell y Coombs), sin
embargo, en la mayoria de reacciones no se conoce exactamente la inmunopatologia asociada. L a piedra fundamental en el
manejo de estetipo de RAM consiste en la suspension del farmaco?.

En Estados Unidos se llevd a cabo el primer informe sobrereacciones adversasa ATB, a cargo de losinvestigadores de los
Centrosparael Control y la Prevencidn de Enfermedades. Daniel Budnitz, afirmé que cada afio ocurren en Estados Unidos
alrededor de 142.000 consultas de emer gencia por reacciones adversasa un antibiéticoy el origen de los eventos adver sos, 78%
correspondieron a reacciones alér gicas propias del medicamento, mientras que 22% se debieron a erroresen la dosificacion4.

Actualmente existen pocos estudios nacionales sobr e efectos adver sos der matol 6gicos en el Sistema Cubano de
Farmacovigilancia, siendo los antimicrobianos el primer grupo farmacol6gico relacionado con mayor nimero dereportesde
RAMS6,

Por estasrazones esta investigacion se propuso caracterizar los efectos adver sos der matol 6gicos a los antibacterianos notificadas
alaunidad nacional coordinadora de farmacovigilancia durante el periodo 2007 - 2009, asi como clasificar la poblacion
portadora del efecto adver so, identificar los antibacterianos que con mayor frecuencia estan involucradosy clasificar los efectos
adver sos der matol dgicos a los antibacterianos seglin tipo, severidad, causalidad y frecuencia.

SUJETOSY METODOS
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Serealizé un estudio de far macovigilancia, observacional, descriptivo y transversal utilizando los métodos de notificacion
espontanea de sospecha de reaccion adversay la base de datos del Sistema Cubano de Farmacovigilancia durante e periodo
2007 - 2009. Setrabajo

con el universo dereportes de efectos adver sos der matol 6gicos a los antibacterianos notificados a la unidad nacional
coor dinador a de far macovigilancia.

Sedetermind ladistribucién de los pacientes que desarr ollar on los efectos adver sos der matol gicos por sexo y grupo de edad
nifio: 0-14, adulto: 15-59 y ancianos: mayor es de 60 afios.

L os efectos adver sos der matol 6gicos se clasificaron segiin la severidad en leves: sintomasy signos facilmente tolerados, no hay
cambio deterapéutica ni serequieretratamiento. M oderadas: hay malestar suficiente que interfiere con la actividad diaria,
requier e observacién, suspensién o cambio de ter apéutica con la administracién de un tratamiento especifico para
contrarrestarla. Graves: poneen peligro la vida del pacientey letales: contribuye directa o indirectamente ala muerte del
paciente’. Para establecer imputabilidad se aplico el algoritmo de Karch y L asagna clasificandolas en definitivas, probables,
posibles, condicionadas’ y la frecuencia se tomo como referencia el Formulario Nacional de medicamentos de Cuba8. Finalmente
seidentificaron los principales antibacterianos asociados a las mismas segln la clasificacion Anatomo-T er apéutico-Clinica
(ATC) del 2005. Se utilizé estadistica descriptiva para el andlisis de los objetivos.

Aspectos éticos. la informacion obtenida de la base de datos fue usada solo con fines de investigacion.

RESULTADOS
Durante este periodo se recibieron 3006 notificaciones de efectos adver sos der matol égicos a los antibacterianos

En latabla 1 se observa el comportamiento de los efectos adver sos der matol 6gicos a |os antibacterianos seguin grupos de edades,
donde se observa un predominio en adultos (53.7%), mientras que los nifios y ancianos representaron el 46.3%.

Nifios 1030 34.3

Adultos 1616 537
Geriatria 360 12.0

TOTAL 3006 100.0

Fuente: Unidad Nacional Coordinadora Farmacovigilancia.

Tabla 1: Distribucion de los pacientes portador es de efectos adver sos der matol 6gicos
alos antibacterianos notificados a la unidad nacional coordinadora de farmacovigilancia
durante el periodo 2007 - 2009

Ladistribucion por sexo se comporté con un predominio del sexo femenino (1811 notificaciones, 60.2% ), mientras que € sexo
masculino estuvo menos afectado (1195 notificaciones, 39.8%).

EnlaTabla 2 se muestran los principales antibacterianos sospechos de producir efectos adver sos der matol égicos notificados a la
unidad nacional coordinadora de farmacovigilancia.

http://biomed.uninet.edu/2012/n1/alfonso.html
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Farmacos N° %

penicilina rapilenta Bo¥f 18.5
amoxicilina 919 173
cefalexina 291 2 o 4
co-timoxazol 230 7.6
ciprofloxacina 220 7.3
penicilina g sodica 145 4.8
ceftriaxona sodica 103 3.4
ampicillin 101 3.3

Fuente: Unidad Nacional Coordinadora Farmacovigilancia.
Tabla 2. Distribucion delos principales antibacterianos sospechos de producir

efectos adver sos der matol dgicos notificados a la unidad nacional coor dinadora de
farmacovigilancia durante el periodo 2007 - 2009

Se observa un predominio de antimicrobianos del grupo betalactamicos (57.0% ), seguido de las sulfas (7.6%) y quinolonas 7.3%.

Latabla 3 muestra el comportamiento segln tipo de efecto adver so der matol6gico donde los exantemas r epr esentar on mas del
50% de los casosreportados.

RAM N° %

Exantema 1821 60.6
Eritema 428 14.2
Urticaria 353 11¥
Prurito 211 7.0
Edemas 37 1.2

Fuente: Unidad Nacional Coordinadora Farmacovigilancia.

Tabla 3. Distribucion delas principales efectos adver sos der matol gicos
alos antibacterianos notificadas a la unidad nacional coordinadora de far macovigilancia
durante el periodo 2007 - 2009

EnlaTabla4 se muestran la distribucion delas notificaciones de efectos adver sos der matol 6gicos segiin severidad durante el
periodo de estudio, mas del 60% se correspondieron con reacciones adver sas sever as (64.7%).
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Severidad N° %
Leve 1062 353
Moderada 1935 64.4
Grave 8 0.3
Mortal 1 0.03
TOTAL 3006 100.0

Fuente: Unidad Nacional Coordinadora Farmacovigilancia.

Tabla 4. Distribucion de los efectos adver sos der matol 6gicos a los antibacterianos
notificados a la unidad nacional coordinadora de farmacovigilancia
segln severidad, durante el periodo 2007 - 2009

Ladistribucion delos efectos adver sos der matol 6gicos a |os antibacterianos segiin imputabilidad, notificadas a la unidad
nacional coordinadora de far macovigilancia se muestra en latabla 5. Con un predominio de reacciones adver sas probables (2632
/ 87.5%) seguidas por las posibles 10.2% y con muy baja ocurrencia de definitivasy condicionales 1.0% y 1.3% respectivamente.

Causalidad

Definitiva i 1.0
Probable 2632 875
Posible 307 10.2
Condicional 36 1.3
TOTAL 3006 100.0

Fuente: Unidad Nacional Coordinadora Farmacovigilancia.

Tabla5: Distribucion de efectos adver sos der matol6gicos a los antibacterianos
segin causalidad notificadas a la unidad nacional coordinadora de farmacovigilancia
durante el periodo 2007 - 2009

Al evaluar la frecuencia de aparicion de efectos adver sos der matol dgicos notificados en la tabla 6, se observé que el 81.8%
fueron frecuentes, descritasen laliteraturay el 18.2% de baja frecuencia de aparicion.
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Frecuencia

Frecuente 2458 81.8
Ocasional 350 11.6
Rara 159 5.3
No descrita 39 1.3
TOTAL 3006 100.0

Fuente: Unidad Nacional Coordinadora Farmacovigilancia.

Tabla 6. Distribucion de efectos adver sos der matol dgicos a los antibacterianos
seglin frecuencia notificadas a la unidad nacional coor dinadora de far macovigilancia
durante el periodo 2007 - 2009

DISCUSION

Al analizar losreportes de efectos adver sos der matol 6gicos a los antimicr obianos realizados a la unidad coor dinador a nacional
de far macovigilancia encontramos que los pacientes adultos (15-59 afios) presentaron mayor por ciento de efectos adver sos
dermatologicos, este resultado guarda relacion con lo reportado por laliteratura, probablemente ello se deba a que los nifios
estdn menos expuestos a medicamentos, tienen mayor aclaramiento de | gE y sus mecanismos inmunopatol gicos son mas
inmadur os compar ados con los del adulto®.

L os factores deriesgo para presentar un efecto adver so der matol6gico en los nifios pueden dividir se en dependientes del farmaco
y dependientes del pacientel0. Entre los factores inherentes al huésped se deben tener en cuenta, principalmente la
predisposicion genética, e estado inmunolégico previoy la presencia de co-mor bilidades. Con respecto a los dependientes del
farmaco los antibi6ticos son los farmacos implicados con mayor frecuencia probablemente debido al uso indiscriminado que se
hace de ellos ante cuadr os infecciosos!l. Estudiosrealizados en pacientes ambulatorios estiman que el 12% de los nifiostratados
con antibidticos presentar & una reaccion cutanea a medicamentos®. Otro aspecto impor tante es que en este grupo de edad son
muy frecuentes |os exantemas de origen infeccioso, los cuales [levan a que los nifios sean medicados con antibiéticos o

antipir éticos, hecho que dificulta alin mas el diagnostico diferencial con una far macoder mia8.

La poblacion delatercera edad es més susceptible en virtud de factores un mayor por centaje de yatrogenia gravey deingresos
por esta causa; en el origen detodo ello estan la polimedicacion, la comor bilidad y las mermas funcionales achacables a la vej ez3.

Ladistribucion por sexo sigueigual comportamiento que el resto delosreportes de la unidad coor dinadora nacional de
farmacovigilancia®, siendo & sexo femenino el masrelacionado con sospechas de efectos adver sos mientras que el sexo masculino
estuvo menos afectado, lo cual se corresponde con laliteratura internacional donde se plantea que el sexo femenino se asocia con
un mayor consumo de f&rmacos, en ocasiones polifar macia, muchas veces relacionado a la automedicacién, ademas los efectos
adver sos se reportar on mayor mente en mujeres en edad fértil donde generalmente son mas frecuentes las sepsis del sistema
urinarioy las ginecol 6gicasS.

Al analizar los antibacterianos més reportados fuer on los betalactamicos, especificamente penicilinasy cefalosporinas seguidos
por lassulfasy las quinolonas, lo cual se corresponde con estudios nacionales realizados®, en Estados Unidos de las visitas
realizadas a departamentos de emer gencias por reacciones adver sas €l 36.9% fueron atribuidasala penicilina4. Sereportaen la
literatura que los betalactamicos son los medicamentos que originan mas reacciones de hiper sensibilidad, ya que comparten un
anillo biciclico betalactamo-tiazolidinay se dividen en cuatro grupos con diferencias estructurales: penicilinas (benzilpenicilinas
y aminopenicilinas como la amoxicilina, cefalosporinas, car bapenemsy monobactamicos!2.

Se han descrito antigenos de betalactamicos formados por conjugados de metabdlitosy proteinas, clinicamente causan con
mayor frecuencia reaccionesinmediatastipo urticaria-angioedema o anafilaxia por un probable mecanismo de hiper sensibilidad
tipo 112,

El conocimiento en los Ultimos afios de las r eacciones selectivas y de las diferentes reactividades cruzadas entr e betalactamicos
permite plantear el test de provocacion con farmacos alter nativos al implicado en lareaccion. Hasta el 40% de lasreacciones con
aminopenicilinas son selectivas con buenatolerancia al resto delos betalactdmicos. Entre cefalosporinaslareactividad cruzada
esvariabley, en relacién con las penicilinas, es superior con cefalosporinas de primera generacién. Esto se explica por las
diferencias en su estructura quimicay viene condicionada por |la cadena lateral en vez de por €l anillo betalactamico. Las
reaccionestardias por betalactamicos son menos frecuentes que en otros grupos far macol égicos y en la mayor ia su mecanismo es
inciertol2,
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Con relacion alas quinolonas la incidencia de reacciones de hiper sensibilidad es baja pero creciente. L as quinolonas implicadas
con mas frecuencia son: &cido nalidixico, acido pipemidico, ciprofloxacino, norfloxacino y ofloxacino. Con las Gltimas
generaciones de quinolonas en menor medida, aunque ya se han comunicado algunas reacciones. Clinicamente se describen tanto
reaccionesinmediatas, de probable mecanismo IgE, como tardias!3. Tienen descrito en la literatura nacional como reacciones
adver sas frecuentes en la piel, pruritoy rash?. Por cuanto losresultados del estudio se corresponden asi como con un estudio
realizado en Pinar del Rio que mostré en una busgueda activa €l reporte de reacciones der matol égicas por este grupo de
antibacterianos!4.

Existe unatendencia para considerar las toxicoder mias como una reaccién alérgica, aunque se pueden producir atravésde
mecanismos inmunoldgicos y no inmunolégicos; sin embargo, no en todas las reacciones cutaneas se ha identificado el
mecanismo de produccion?s,

El estudio mostré un predominio de efectos adver sos der matoldgicos del tipo exantema, lo cual se corresponde con la literatura
consultada, siendo esta la forma maés frecuente de toxicoder mias (60% )1°. Clinicamente, imitan a los exantemas virales
clasicos!3. Lasurticarias por su parte, fueron otro tipo de efecto adver so reportado, las cuales son producidas en un 15-30% por
medicamentos. Puede presentar se como un cuadr o puramente cutaneo, que puede acompafiar se de angioedema, o bien como una
reaccion multiorganica (" enfermedad del suero"). Se produce por un mecanismo que puede ser inmunolégico atravésde un
fenémeno de hipersensibilidad tipo | ol11; pero también se puede producir por un mecanismo no inmunolégico provocado por la
desgranulacion inespecifica de mastocitos. La urticaria es un sindrome que puede asociar se con ciertas condiciones fisicas,
alimentos, infecciones y enfermedad general. Dentro de los antibacterianos que tienen descrito este efecto adver so se encuentran
las Penicilinasy derivados sintéticos, y las sulfonamidas cor respondiéndose con los resultados del estudiol4.

Mediante el andlisisdelatabla 4 se puede ver € significado del estudio pues nos demuestra que el 64.7% losreportesde
reacciones adver sas a antibacterianos fueron reportes sever os. L os efectos adver sos graves y mortales estuvieron dados por 6
casos de necr olisis epidér mica toxica a los far macos penicilina rapilenta, co-trimoxazol, y ciprofloxacina, dos casos de edema
angioneur 6tico y un caso de eritema multifor me a los far macos penicilina rapilenta y cefazolina, todos descritos en la literatura
como reacciones de hiper sensibilidad, siendo reacciones adver sas de tipo B, que estén relacionadas con fendmenos inherentes al
individuo, donde la concentracion y los efectos far macol 6gicos del medicamento no son deter minantest4.

Larelacion de causalidad se comporté con un predominio de los efectos adver sos probables debido a que por la seguridad del
paciente no se re-expone al farmaco y ademas no existe causa alter nativa que explique la reaccion adver sa. Un por ciento bajo de
efectos adver sos definitivos se encontr 6, pues existia el dato de la reexposicion al farmaco sospechoso y lareaparicién del efecto
adver so donde se puede mencionar casosde pruritoy eritema.

Ladistribucion delasreacciones adver sas a los antibacterianos segun frecuencia muestra que predominaron lasreacciones
adver sas frecuentes descritas en la literatur a8, aunque el 18.2% de las reacciones reportadas son de baja frecuencia de aparicion,
brindandosele especial interésalasrarasy no descritas en la literatura como por ejemplo al acido nalidixico sereportaron
habones, prurito, edema angioneur 6tico, a la amoxicilina se report6 sudoracion, la azitromicina se relaciond con reacciones
alérgicas del tipo erupcion cutaneay enrojecimiento. Asi mismo sereportaron alas cefalosporinas sudoracion fria e
hipopigmentacion dela piel. Estos resultados se corresponden con los datos expuestos en los informes de balance de la Unidad
Coordinadora Nacional de Farmacovigilancia durante los afios del estudio.

CONCLUSIONES.
Las RAM dermatologicas a los antibacterianos predominaron en los adultosy femeninos.

L os antibacterianos de mayor relacion con la aparicion de efectos adver sos der matol dgicos fuer on penicilina RL, amoxicilinay
cefalexina.

Predominaron los efectos adver sos moder ados y probables siendo los exantemas cutaneos los mas frecuentes.

El porcentaje de RAM gravesy mortales esbajo.
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Comentario delarevisora Dra. Beatriz Cuevas Ruiz MD. PhD. Servicio de Hematologia y Hemoter apia. Complejo Asistencial
Universitario de Burgos. Espana.

Estudio descriptivo de las reacciones adver sas der matol égicas secundarias a antibi6ticos por notificacion espontanea al Sistema
de Farmacovigilancia Cubano; serefleja La mayor incidencia de reacciones en mujeresy con una gravedad moderada

Como apuntan los autores hasta 10-20% de |os pacientes hospitalizados refieren presentar alergia a farmacos, fundamentamente
a penicilina; la notificacién esfundamental para evitar lareexposicion al antibiéticoy evitar una reaccién anafilactica que puede
ser fatal para el paciente

Comentario del revisor D. Angel Albarran. Farmacéutico de Industria. Madrid.

L os Sistemas de Far macovigilancia elabor an sus datos segiin e método de notificacion espontaneay ello condiciona que la
valoracion de éstos sea sesgada ya que se desconoce € nimero real de casos.

Como apuntan los autores, las reacciones adver sas a los antimicr obianos han ocupado el primer lugar en cuanto a notificaciones
en el Sistema Cubano de Farmacovigilancia desde el afio 2003. Por €llo, seria muy interesante que en articulos posteriores
describieran todos los casos notificados desde esa fecha hasta nuestr os dias ampliando asi, € periodo de andlisis. Esto redundaria
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en un estudio mas completo pudiendo apuntalar con una casuistica mayor las conclusionesfinales.

Asi mismo, aunque en €l articulo los autor es determinan que la variable principal fue el efecto adver so dermatolégico, la
descripcion de efectos sobre otros 6r ganos puede enriquecer trabajos posteriores.

Recibido, 28 de diciembre de 2011. Recibido revisado, 16 de abril de 2012.
Publicado, 22 de abril de 2012
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RESUMEN:

Describir laestructuratridimensional dela vellosidad placentaria con técnicas de microscopia electr 6nica de barrido en un caso
de aborto espontaneo, de 16 semanas de gestacion, con multiples malfor maciones congénitas, es el propdsito de este trabajo.

Muestras fueron tomadas de 4 regiones mar ginales de la placenta y unaregion central a las cuales se aplicaron los
procedimientos convencionales de microscopia electr 6nica de barrido siendo previamente observadas con la microscopia de luz.
Vellosidades de otro caso de aborto terapéutico, a la misma edad gestacional, se tomaron como control. De cada regién cinco
especimenes fueron tomadas en sala de partoy fijadas en 2% de glutaraldehido para su procesamiento.

L os resultados muestran vellosidades intermedias inmadur as con depdsitos de fibrinoide, escasos brotes sincitiales, superficie
carente de microvellosidades y algunas con estroma compacto o fibrético. La superficie que no mostraba brotes sincitiales en
exceso se presenta con ondulacionesy profundas invaginaciones. No se notaron alteraciones en la forma de ramificacion. Se
encontr6 ausencia de hiperplasiay delagunas o cister nas estromales. Vellosidades inter medias madur as, alargadas, delgadasy
rectas se observaron con membranas vasculo sincitiales.

L as observaciones en la placenta estudiada exhiben un patr én morfolgico correspondiente a la semana 16 el cual no permite
predecir sobre anormalidad cariotipica alguna aunque con algunas diferencias morfol dgicas cuando se comparan con las
obtenidas del control. Dada la carencia de deter minacion cariotipica, se ha sugerido que mutaciones ligadas al cromosoma X
durantela blastogénesis pudieran ser las causantes de las multiples malfor maciones fetales.

PALABRAS CLAVE:Microscopia Electrdnica de Barrido. Vellosidad placentaria. Malfor maciones congénitas.

SUMMARY: Todescribethethree dimensional structure of the placental villi with technics of scanning electron microscopy in a
case of spontaneous abortion of 16 weeks gestation with multipleinherited malformationsisthe proposal of thiswork.

Samples wer e taken of four marginal regions of the placenta and one of central region which were examined with conventional
procedur es of scanning electron microscopy previously being observed with light microscopy. Villi of another case of induced
abortion at same gestational week wer e taken as control. Five specimens of each region wer e selected in delivery room and fixed
in 2 percent of glutaraldehyde for their processing.
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Theresults showed immature intermediate villi with deposits of fibrinoid and scar ce syncytial sprouts. The placental villi showed
trophoblastic surface absent of microvilli and with a dense stroma or fibrotic. The surface no showed abundant syncytial
sprouts. Villus scalloping with trophoblastic invaginations, wer e noted without alterationsin branching of placental villi. It was
found absence of placental hyperplasia or of stromal cisterns.

The observationsin the studied placenta exhibited a mor phological pattern according to week 16 which no permit to predict
about abnormal karyotypic. These no karyotyped samples observed sugest that mutationslinked to X chromosome during
blastogenesis could be cause of the multipleinherited fetal malformations.

KEYWORDS: Scanning Electron Microscopy. Placental Villi. Congenital Malformations.

INTRODUCCION

La Microscopia Electrénica de Barrido (M EB) ha sido una técnica valiosa en la evaluacion de material placentario procedente
de abortosla cual confirma los hallazgos realizados con la micr oscopia de luz, complementando los estudios histopatol 6gicos! en
los cuales no son bien conocidos los agentes etiol6gicos del mal desarrollo fetal en el aborto espontaneo?. L a agregada
consideracién dela estructuratridimensional dela vellosidad placentaria en la evaluacién de abortos tempranos propor ciona
una mayor confianza al histopat6logo3. Correlacion entrela morfologia de la vellosidad placentariay el cariotipo subyacente ha
sido demostrada#. Sobr e la base de diametro velloso estimado, superficie vellosa, patr 6n de ramificacion, nimero de brotes
sincitialesy depésitos de fibrina 5 grupos (ABCDE) de vellosidades se clasificaron de por ciones de placenta con la MEB de
abortos espontaneos entrelas 6 y 16 semanas de gestacion. En 4 de esos grupos € cariotipo fue determinado. Asi por ejemplo el
grupo B present6 vellosidades poco ramificadas, con muchos brotes sincitiales densamente cubiertos con microvellosidades, pero
con poca deposicion defibrina que caracterizaba a una trisomia o bien una monosomia X, de aborto espontaneo?.

En estetrabajo se propone evaluar la vellosidad placentaria con MEB correspondiente a un feto de 16 semanas afectado por la
malformacion de Dandy-Walker, ventriculomegalia car diaca sever a, encefalocele, gastroquisis, retardo de crecimiento en
miembros superiores einferioresy polidramnios. RaSgos diagnosticados mediante ultrasonogr afia durante el inicio del segundo
trimestre del embar azo.

Dado que no se presenta la determinacion del cariotipo en este caso nosinteresamos en investigar s las vellosidades exhiben en el
trofoblasto las car acter isticas ya descritas en casos de monosomias, triploidias o trisomias que nos permita por similitud sugerir
alguna anomalia cromosdémica. Desor denes de la ramificacion, arrugas del sincitio, brotes sincitiales en grupos, disposicién dela
fibrina, organizacion de microvellosidadesy grosor de las vellosidades han sido car acteristicas de inter és obser vados en
placentas asociadas a embriones desor ganizadas sever amente.

El propoésito de este trabajo describir la estructuratridimensional dela vellosidad placentaria con técnicas de MEB en un caso
de aborto espontaneo de 16 semanas de gestacién con multiples malfor maciones congénitas.

MATERIAL Y METODOS

Material de una placenta obtenida por curetaje de un aborto espontaneo, de 16s de gestacion, con multiples malfor maciones
congénitas yaindicadas en laintroduccion y diagnosticadas mediante ultrasonogr afia fue obtenido par a la observacién con el
MEB sin estudio genético. Material de otra placenta procedente de un aborto terapéutico a la misma semana de gestacion fue
tomado como control cuyo feto no presenté malfor maciones congénitas. Diez |laminas, por cada placenta fueron tefiidas con

H& E para su observacion con la microscopia de luz. Cinco biopsias fueron tomadas de ambas placentas: una delaregién central
parabasal y cuatro de las regiones mar ginales abar cando placa corial y placa basal. De cada biopsia cinco secciones de 5x5x2mm
fueron lavadas en sala de parto en buffer fosfato 0.1M, pH 7.3y colocadas por inmersién en 2% de glutaraldehido en € mismo
buffer por 2 horas. Posteriormente lavadas por tresveces, 1/2 hora cada vez en el buffer fosfato y finalmente en agua destilada
paraeliminar loscristalesdel buffer. De seguida sefijaron en 1% detetraoxido de osmio, en buffer fosfato durante 18 horas,
lavadas tres veces ¥ hora cada vez en buffer y finalmente en agua destiladad.

Ladeshidratacién seinicié a partir del etanol de 70% con dos pases de 15 minutos; se continué igualmente con la serie de 85%,
95% y 100% . Una mezcla de etanol y amyl acetato, en frio, en concentraciones sucesivasde 3:1; 1:1; 1:3, fue empleada después
del alcohol de 100% durante 15 minutos. Posterior mente se dejaron en amyl acetato puro, a 4°C, por €l mismo tiempoy se
Ilevaron al desecador de punto critico HCP-2 Hitachi. Una vez desecadas las secciones fuer on disecadas, para eliminar
vellosidades, bajo la lupa ester eoscopica Zeiss y de esta maner a exponer la zona de observacion. L as secciones se montaron en el
porta especimen y selimpiaron con un chorro de aire comprimido. L uego se cubrieron con Pt-Pd, en un cobertor i6nico Eiko-
IB3 Hitachi. Las secciones de material ya cubierto fueron observadas en un microscopio electr 6nico de barrido Hitachi S2300.
Microfotogr afias fueron tomadas en un rango de 500x a 1500x.

RESULTADOS

Una panoramica general (Fig. 1 A) nos muestra una vision tridimensional de algunas de los diferentes tipos de vellosidades
encontradas en las regiones analizadas. En estas se encontraron vellosidades inter mediasinmaduras (vii) en una mayor
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proporcion que las vellosidades inter medias madur as (vim), vellosidades terminales (vt) y troncales (vtr). Lasvii predominan en
las observaciones del grupo estudio al igual que en €l control.

Saliendo de la superficie de lasvii se notan brotes sincitiales en una cantidad minima de uno a tres. Numer osas vim son
demasiadas delgadas cuando se compar an con €l control (Fig 1B) conservando una trayectoria mas o menosrecta o con ligeras
ondulaciones. Estas vim presentaron una superficie trofoblastica con arrugas durante su trayecto. En algunas de estas el
contenido del estroma se ha separado completamente del trofoblasto quedando un anillo periférico edematoso subyacente al
trofoblasto cuando son vistas con el MEB. La superficie de la vellosidades en muchas de ellas se nota muy lisa con escasas
microvellosidades. No se notar on cambios respecto a las ramificaciones vellosas.

.

x150 faaéa 25
P

Figura 1.- Vista panoramica de vellosidades. Laregion superior derecha muestra una zona de vii con pequefios brotes sincitiales.
Hacia la superior izquierda vim muy delgadas. Brotes mesenquimales se observan al centro. Numerosas arrugas se notan en la

',l
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superficie devim (A).En el control lasvim estan mas engrosadas (B).

Cuando se observa a mayor amplificacién las superficiesdela vii se notaron cubiertas por fibrinoide con notables cambios
degenerativosy corrugadas (Fig. 2A).En el control la superficie permanecio normal (Fig.2B). Vellosidades avasculares
conformadas por un estroma muy compacto o fibr ético fueron observadas (Fig. 3A).

x600 ©0081 1S5kV SOum

Figura 2.- Superficie ampliada de una vii con deposicion defibrinoide y cambios degener ativos (A).Una superficie mejor
preservada se observa en €l control (B).
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Figura 3.- La superficie visible en parte del sincitio se nota arrugada y el contenido del estroma avascular estd compactado por
fibrasy células (A).En el estroma de la vellosidad control se observa un vaso en laregién central (B).

Sobrela superficie de vii no se observar on abundantes for maciones tr ofoblasticas con forma de mazo, gotas o comas que
caracterizan a algunas delas vellosidades que presentan anor malidades cariotipicas ni tampoco una superficie cubierta por un
cesped de microvellosidades; por el contrario las superficies se observaron lisas (Fig. 4A) mientras que el control presenté brotes
sincitiales (Fig 4B).
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Figura4.- La superficiedelasregionesdevii se notan con ligeras depresiones u ondulaciones. No se observan brotes sincitialeso
mesenquimales (A). En lasvii del control estas estructuras pueden observarse (B).

En algunas vim se notaron profundas invaginaciones o intraproyecciones del trofoblasto hacia el estroma quedando una
concavidad que mira hacia el espacio intervelloso de forma cilindrica, esférica u ovoide seglin serealice la invaginacion (Fig.

5A).Estas no se observaron en el control (Fig.5B).
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Figura5.- La vim presenta una profunda invaginacion que da origen ainclusiones trofoblasticas estromales cuando los cortes del
microtomo pasan por €l trofoblasto que se ha internalizado (A). En parte delavim del control no se notan estasinvaginaciones

(B).

En los extremos de algunas de las vim suelen ver se hasta seis de los abultamientos cor respondientes a la formacion de las
primeras membranas vasculo-sincitiales cubiertas por algunas microvellosidades trofoblasticas (Fig. 6A). Solo dos abultamientos
se observaron en e control (Fig.6B).
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Figura 6.- Terminacién de una vim que muestra seis membranas vasculo sincitiales que se corresponden en e estroma con

dilataciones de capilares que se han acercado al trofoblasto levantandolo (A). En €l control la vim presenta solo dos membranas
vasculo sincitiales en el extremo terminal (B).

No se encontr 6 hiperplasia del trofoblasto. Ademas se notaron vellosidades con regiones de superficies tr ofoblasticas ausentes o
interrumpidas dejando al descubierto el estromay mirando cuando " in vivo", hacia el espacio intervelloso. Brotes sincitiales
tapizados por depésitos de fibrina estuvieron ausentes asi como su aparicién en grupos. Vellosidades esféricas muy abultadas o
globulosas, notablemente arrugadas no se encontraron.

DISCUSION
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Delas anomalias fetales diagnosticadas por ultrasonogr afia en este caso, tedricamente, podemos correlacionar con los siguientes
trastornos cromosomicos: 45, X; trisomia 13, 18; o triploidia®. L as vellosidades placentarias con estas anomalias cromosomicas
presentan una serie de car acteristicas agr upadas seguin la ramificacion vellosa, diametro velloso, superficie del sincitio, brotes
sincitialesy deposicion defibrina. Asi por ejemplo, vellosidades con brotes sincitiales gruesos con forma de dedos u hojas se
corresponden con trisomia 164 o brotes con forma de mazo dispuestos en grupos sin depdsitos de fibrina se corresponden con
trisomia 9. Nuestros resultados no describen razgos atribuidos a un cariotipo anormal. Esto significa que si bien el feto presenta
multiples malfor maciones congénitas no hay una evidencia ultraestructural demostrada con la MEB que sugiera una
anormalidad cromosdmica. Este tipo de especimen fetal teniendo anomalias per o, probablemente, un cariotipo normal ha sido
descrito en laliteratura’.

Laimportancia de este estudio radica en que hay casos cuando colocadas las vellosidades en medio de cultivo, parainiciar
rapidamente el estudio citogenético, la deter minacién del cariotipo resulta falliday nos encontramos como €l caso aca planteado.
En otros estudios de malfor maciones no siempre el analisis cromosoémico resulta anormal. Tetramelias asociadas a otras
anomalias dan cariotipo normal8. En un caso donde el cariotipo resulté fallido relacionado con amelia del miembro superior
asociado con otras malformacionesla hibridizacion " in situ" detejido incluido en parafina demostr 6 conjuntos de cromosomas
13,18, 21, X & Y normales no demostr andose defecto genético alguno®. Si bien el cariotipo puede ser normal una mutacion
recesiva autosomicarara, debido al estado homocigético, pudiera ser responsable de las malfor maciones donde el feto aparece
sin extremidades ademés de tener otras malfor maciones asociadastO.

Por otrolado, la presencia de invaginaciones tr ofoblasticas hacia el estroma en nuestro material visto con MEB ratificalo
observado también por nosotr os como inclusiones trofoblasticas estromales vistas mediante microscopia de luz, en un trabajo
cuyos resultados han sido enviados a publicacion. La presencia de inclusiones tr ofoblasticas diagnosticadas previamente en el
material observado han sido consider adas como mar cador es de anomalias genéticas durante el embar azo tempranoll-12,

La evaluacion de material procedente de abortos espontaneos del primer trimestre de embarazo adquiere cada vez mas su
importancia en la basqueda de cambios histopatol dgicos que contribuyan con € mejor diagnésticol3. Otros han encontrado
abundantes apoptosisy disminucion de proliferacion de células estromales en vellosidades cr omosomicamente anor males'4 o una
disminucién del diametro dela vellosidad y de los capilar es estr omales obser vados en secciones histoldgicas transver sales!d.

Con respecto a las membr anas vasculo-sincitiales obser vadas si bien se corresponden con la edad gestacional se ha encontrado
una disminucion de ellas en estos casos de muerte embrionaria o embarazos anembrionados por mal desarrollo mediante
estudios de inmunocitoquimica con CD34 y control de casos!6. Lafibrosisvellosay el borde festoneado del trofoblasto, con
inclusiones trofoblasticas cuando vistas con la microscopia de luz en nuestros resultados son rasgos que han sido utilizados para
predecir un cariotipo anormal, aunque par cialmente, como por € emplo, unatriploidial. Ademasla hiperplasia del trofoblasto 17
asociada a lagunas hidr 6picas estromales son también car acter isticas predictivas de una identificacion detriploidial8 las cuales
no fueron encontradas en € material aca empleado.

A igualesresultados se han llegado en casos de malformacién de Chiari tipo |1 donde las vellosidades per manecen

morfol 6gicamente nor males, sin exhibir rasgos que puedan predecir anormalidad del cariotipo ain y cuando coexisten con
trisomias 13 0 1819-20, Es posible que las obser vaciones captadas tanto por la micr oscopia de luz y confirmada
tridimensionalmente por la MEB sean producto de mutaciones genéticas en condiciéon homocigética ligadas al cromosoma X en
etapasentrelas 7y 28 sde embarazo, durante la blastogénesis que no producen variaciones en el nimero diploide de
cromosomas permaneciendo €l cariotipo normal2l.

En conclusién unavision tridimensional de la vellosidad placentaria en caso de feto con multiples malfor maciones congénitas ha
sido realizada con la MEB la cual no reflgja caracteristicas predictivas de trisomias, triploidias o de alguna anormalidad en el
cariotipo por lo que se presume que mutaciones genéticas son la causa de las multiples anomalias congénitas fetales mientras que
la placenta permaneci6é normal.
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RESUMEN:

Ladenominacion "MALDI" derivadelassiglasdelas palabrasen inglés Matrix-Assisted Laser Desor ption/l onization
(desorcién/ionizacion laser asistida por matriz) y " TOF" que alude al detector deiones que se acoplaal MALDI, que esdé tipo
detiempo devuelo (Time of Flight).

Setrata de una metodologia de ionizacién suave utilizada en espectrometria de masas que r epresenta una técnica analitica
instrumental de alta sensibilidad capaz deidentificar cuali y cuantitativamente cualquier tipo de mezclas de sustancias.

Esunatécnica muy utilizada en protedmica para la identificacién de microor ganismos mediante el método de la huella
peptidica. De maner a esquematica describiremos en la presente revision los aspectos relativos a su aplicacion en Microbiologia
Clinica

PALABRASCLAVE: MALDI, Microbiologia Clinica

SUMMARY:

Theterm "MALDI" isthe abbreviation of Matrix-Assisted Laser Desorption / onization and " TOF" which refersto theion
detector coupled to MALDI, which isbased on the time of flight of theions.

MALDI isa soft ionization method used in mass spectrometry analytical technique that represents a highly sensitive instrument
capable of qualitatively and quantitatively identifying any mixtures of substances.

It isatechniquewidely used in proteomicsfor theidentification of microorganisms by the method of the peptide fingerprint.
Schematically we describein thisreview the most relevant aspects of its application in Clinical Microbiology.
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KEYWORDS: MALDI, Clinical Micraobiology

INTRODUCCION

MALDI-TOF esuna metodologia de ionizacion suave utilizada en espectr ometria de masas que representa una técnica analitica
instrumental de alta sensibilidad capaz deidentificar cuali- y cuantitativamente cualquier tipo de mezclas de sustancias.
Asimismo, esta técnica también permite determinar la masa molecular de un compuesto, y la delos diver sos fragmentos que
resultan delaroturadel mismo, proporcionando una informacién muy valiosa sobre la estructura de la molécula.

Ladenominacion "MALDI" deriva delassiglasdelas palabras en inglés Matrix-Assisted Laser Desor ption/l onization
(desorcién/ionizacion laser asistida por matriz) y " TOF" alude al detector deiones que se acoplaal MALDI, que esdel tipo de
tiempo de vuelo (Time of Flight).

Su desarrollo seremonta a finales de la década de los 80, cuando se observé que utilizando una fuente de laser ultravioletay
embebiendo la muestra en una matriz formada por moléculas ar omaticas se conseguia una ionizacién blanda, propor cionando la
fragmentacion adecuada para la identificacion de moléculas 1&biles como proteinas, péptidos, azlicaresy oligonucledtidos!2,

El MALDI-TOF es una técnica muy utilizada en protedmica para la identificacion de microor ganismos mediante el método dela
huella peptidica3-6. En este método, las proteinas desconocidas en estudio son hidrolizadas en pequefios péptidos cuyas masas
absolutas se deter minan mediante un espectr 0metr o de masas. L a huella de tamafios de péptidos obtenida, que es Unica para
cada micr oor ganismo, es compar ada con las huellas de micr oor ganismos conocidos presentes en la base de datos de tal forma
gue la huella problema se puede asociar estadisticamente con la huella mas semejantey realizar asi la identificacion del

micr oor ganismo?:8,

L as proteinas que conforman la huella peptidica de cada micr oor ganismo son las ribosomales debido a que se comportan como
proteinas estructuralesy a que se mantienen una estructura altamente conservada a lo largo del tiempo. De manera
complementaria también seincluyen proteinas de membranay de origen intracelular 910,

De manera esquematica describiremos los siguientes apar tados r elativos a su aplicacion en Microbiologia Clinica.

INSTRUMENTACION1L

1. ESPECTROMETRO DE MASAS

L a espectrometria de masas, como se ha avanzado, es una técnica analitica que nos per mite identificar y cuantificar lamasa
molecular deioneslibres, lo querequieretrabajar en condiciones de alto vacio. L os espectr dmetr os de masas estan formados por
tres elementos basicos. En primer lugar la" fuente deiones', donde a partir dela muestra se forma un haz deiones en estado
gaseoso. En segundo término e " separador de masas' o " tubo de vuelo", que separa losiones formados en funcion de su
relacion " masa/carga’ (m/z) y en tercerainstancia el " detector" delosiones previamente separados.

Lainformacion final que nos proporciona esta técnica eslarelacion m/z delos distintosiones formadosy en qué cantidad
relativa estén presentes.

2. PRINCIPIO DE IONIZACION-MALDI

Para conseguir una ionizacion, la muestra previamente depositada sobr e la placa metalica que contiene los biopolimer os que
pretendemosidentificar, se pone en disolucién con una gran cantidad de una sustancia matriz que debe contener en su
estructura anillos aroméaticos. Después se evapor a el disolvente a temper atur a ambiente produciéndose la co-cristalizacion dela
muestray matriz detal forma que, las moléculas de la muestra quedan incor poradas dentro de la estructura delos cristalesde la
matriz. Esta etapa del procedimiento resulta esencial para conseguir una posterior desor cién/ionizacion eficiente.

A continuacion, la placa esintroducida en la camar a de alto vacio, donde la superficie cristalina de la muestra es expuesta a
disparosderadiacion laser delongitud de onda del UV, con lo que las moléculas or ganicas aroméaticas de la matriz absor ben una
gran cantidad de energia por excitacién de los electrones T (electrones de doblesy triples enlaces) produciéndose la sublimacion
del analitoy matriz depositado sobre la placa.

Ya en fase gaseosa, la estabilizacion de estas moléculas aromaticastiene lugar por adicion de protones que, en parte son captados
por los analitos de la muestra, que en nuestro caso son mayoritariamente las proteinas ribosomales de las bacterias, gener andose
fragmentos de proteinas con carga positiva.

Seguidamente, mediante un electrodo situado a unos pocos mm en frente de la placa seimpone un campo eléctrico que acelera
losiones formados desde las proximidades de la muestra hacia €l analizador de masas, donde como sabemos los iones formados
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se separaran en funcion de su relacion masa/car ga (m/z). Para que se produzca una ionizacion eficiente de la muestra los pulsos
del laser deben ser de energia entre 106 y 107 W/cm cuadrados, y de una duracion de 1 a 5 ns. Cada muestra se expone a 240
disparos.

3. ANALISISDE LASMASASDE LOSIONES CON EL ANALIZADOR DE TIEMPO DE VUELO

El analizador detiempo de vuelo es basicamente un tubo (de 1 a 4 metros) donde entran losiones generados por el laser
siguiendo unatrayectorialineal. En estas condicionestodos losiones que entran en el tubo tienen la misma energia cinética, que
podemos escribir como:

2

Ecinetica = %rmf =zell

m _ 2el 42

z PP

U=Campo Eléctrico (constante)

e=carga del electron (constante)
Z=cargadel i6n

L=Longitud del tubo (constante)

Donde larelacién m/z es proporcional al cuadrado del tiempo de vuelo, por tanto al ser menor larelacién m/z delosiones,
menor es el tiempo necesario pararecorrer e tubo delongitud L, esdecir, losiones de menor m/z " vuelan" mésréapido. En la
practica estos tiempos var ian desde unos pocos microsegundos a 100 microsegundos.

4. PODER DE RESOLUCION

Unaimportante cualidad del analizador de masas es el poder deresolucidn. Representa la capacidad del espectrdmetro para
distinguir entreiones de distinta masa/car ga proxima. Si m; esla m/z del pico que nosinter esa cuantificar, y m, la del pico més

préximo que podemos diferenciar de m4, matemaéticamente la resolucion se define como:

m m

R=e—=_ 1
Am  my-my

De este modo, un espectr émetro con un poder deresolucion de 20000 (que es el que tiene poseen los MAL DIsincorporadosala
red asistencial de diagnéstico) nos per mite diferenciar entre dos picos de masas de 200000 y 200010 Da, per o no entre picos méas
proximos.

En los analizador es de tiempo de vuelo |a resolucion se calcula con la misma férmula pero a partir de un solo pico considerando
que el incremento de m delos dos picos (m,-m;) esla anchura del pico alamitad delaaltura.

5.DETECTOR DE IONES

El detector deiones consiste basicamente en una superficie de materiales semiconductor es sobre la que impactan losiones
positivos (procedentes de los analitos) que salen separ ados del tubo analizador. Como consecuencia de cada impacto contra la
super ficie semiconductor a se emiten electrones, que por la geometria del detector, se proyectan contra otros puntos de la
superficie del detector provocando la emisién de un mayor nimer o de electrones secundarios (los electrones primarios son los
que resultan del impacto de losiones positivos, mientras que los electr ones secundarios son los que se generan por e impacto de
los electrones primarios). Por este motivo estos detector es se conocen con €l nombre de " Sistemas M ultiplicador es de Electrones
Secundarios'.

De esta forma se genera un " output de electrones’ o pulso de electrones, cuya carga (es decir nimer o de electrones) depende del
nimer o de iones con la misma masa que impactan en un mismo instante contra la superficie detectora.

Como losiones salen del tubo analizador separados en €l tiempo por orden creciente de su m/z para cada disparo laser
tendremos una serie de output de carga en funcion del tiempo quetarde en llegar al detector que, aplicando la formula
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m zeU e
z

=77z
L el tiempo setransforma en larelacion m/z de los distintos iones for mados.

Lacargadecada" output", que es proporcional al nUmero deiones que en un mismo instante impactan contra el detector, se
designa como "intensidad” . La representacion delaintensidad frente alarelacion m/z eslo que se conoce como espectro de
masas. Si z=1, como es habitual en laionizacién blanda delatécnica MALDI, en el espectro de masas serepresenta laintensidad
frente ala masa.

En el espectro de masas, €l pico de mayor intensidad recibe el nombrede" pico base", y el de mayor masa sellama " pico
molecular”, ya que suele representar la molécula sin fragmentar. Normalmente las intensidades se expresan en términos
relativos como por centaje del pico base, por €ello la escala deintensidades va de cero a 100. Dependiendo de como esté calibrado
el equipo, losvalores de las masas de los iones formados en la técnica Maldi 2000 a 20000 Da.

Debido a que con un dispar o obtenemos un espectro de masas, podemos asumir que con los 240 dispar osrealizados sobre la
misma muestr a se obtienen 240 espectr os. Para conseguir un Unico espectro, se representan todos los picos obtenidos en un solo
espectro de masas sumando las intensidades de |os picos idénticos.

6. ROTURA DE IONESINESTABLES 12

Un aspecto relevante es el que alude a la descomposicion deionesinestables. En este ambito las siglas PSD derivan del efecto

" Post Source Decay" , que consiste en la descomposicién deiones antes de que éstos lleguen al detector. A estosionesinestables se
les denominaiones metaestablesy su andlisis propor ciona una informacion Util sobrela estructura del ion original. La aparicion
de iones metaestables es un proceso inevitable que se debe a la elevada excitacion delamatriz por partedel laser y al voltajede
aceleracion aplicado. Se estima quedel 10 al 50% de los iones for mados se descomponen.

Como regla general, en la descomposicion de un ién metaestable se forman dos fragmentos, un fragmento car gado positivamente
y otro fragmento neutro, sin carga.

El tiempo en €l cual tienelugar la descomposicion determinala calidad de laionizacion de la muestra. Una temprana
descomposicidn, anterior alaentrada delosionesen el tubo, produce unosiones que se separan en funcion desu m/z, y en
consecuencia obtenemos sefiales que nos propor cionan infor macion Gtil para deducir la masa del ién inicial.

Por € contrario, si la descomposicion tiene lugar dentro del tubo de vacio, los fragmentos for mados adquier en diferentes
energiascinéticasy la secuencia con la que salen estos fragmentos del tubo no coincide con la secuencia de su m/z inicial. De esta
forma se obtienen sefiales que no aportan informacion y ademas se deteriora la relacion sefial-ruido del espectro.

Debido a esta descomposicion de losiones metaestables, se forman especies neutras que debemos evitar que impacten contra el
detector, ya que gener ar ian picos inter calados entr e los picos de los iones.

Paraello, ala salida de los tubos se ha incor porado un reflector que mediante los potenciales eléctricos adecuados, tiene la
funcién de cambiar la direccion delosiones positivos con lo que el detector esta ubicado en una posicion distinta de la salida del
tuboy recibe el nombre de detector reflector. Las masas neutras no se ven afectadas por los potenciales del reflector por lo que
siguen con su trayectorialineal, y s interesa pueden ser detectadas por otra superficie detectora denominada detector lineal,
ubicado a la salida del tubo.

7.VARIABLESANALITICAS

Entrelasvariables analiticas instrumentales cabe aludir a la energiay nimero de disparos del laser, los voltajes del detector y de
aceleracion asf como al tiempo de extraccion delosiones.

Por lo que hacereferencia a las variables analiticas experimental es cabe comentar diferentes aspectos de acuerdo con Giebel et
al13

L a concentracion 6ptima bacteriana para una correcta identificacion por MALDI-TOF esde 0,13mg/mL de matriz. Cuando la
concentracién es demasiado baja el instrumento esincapaz de detectar picosy si esmuy elevada se producen demasiados picos
dominantes, imposibilitando la identificacion en ambos casos, por 1o que la cantidad de muestra que se deposita en la placa
metdlica es crucial para laidentificacion por MALDI-TOF. Estos aspectos han sido también objetivados por Liu et al13.

No hay diferencias sustanciales entr e espectr os de masas obtenidos a partir del mismo microor ganismo cultivado en diferentes
medios de cultivo. Cabe apuntar como excepcién que en el caso de hongos filamentosos, |0s espectr os obtenidos de hongos que
han crecido en medios que promueven la formacién de conidias (agar malta, agar papa dextrosa), ofertan un espectro mucho
mejor que el deloshongos que han crecido en medios convencionales.

Con respecto al tiempo de crecimiento bacteriano, en general el nimer o de picos obtenidos se va incrementando durante las
primeras 28 horas de crecimiento del microorganismo. La intensidad de los picos varia segln el tiempo de crecimiento de los
microor ganismos.
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Existen diferentes matrices con difer entes aplicaciones analiticas. Entre ellas destacan:
. Acido 2,5-dihidroxibenzoico (DHB) para analizar péptidos, proteinas, lipidosy oligosacaridos.
. Acido 3,5-dimetoxi-4-hidroxicinamico (Acido sinapinico) para analizar péptidos, proteinasy glicoproteinas.
. Acido @ -cyano-4-hidroxicinamico (HCCA) para analizar péptidos, proteinas, lipidosy oligonucledtidos.

LamatrizHCCA esusada para la deteccion de picos de baja masa pudiendo llegar ala deteccion deionesde 10 kDa. La matriz
DHB también es (til para la deteccion de picos de baja masa. La matriz &cido sinapinico es usada para la deteccion de picos de
elevada masa.

Detodaslas matrices, laHCCA eslamas efectiva para proporcionar picos de alta calidad y espectrosreproducibles. Esla que
nosotros aplicamos en el laboratorio de Microbiologia Clinica.

Con respecto a la preparacion dela muestra, las muestras tratadas con lisozima presentan unos espectr 0s cCuyos picos mas
intensos tienen una mejor relacion sefial-ruido. El uso de surfactantes aumenta el rango de masas del espectro obtenidoy
aumenta la solubilidad de proteinas hidr of 6bicas?s.

Con € protocolo de extraccion que adoptamos en nuestro labor atorio se consigue aumentar la fiabilidad y reproducibilidad de
los espectros realizados. El metanol se utiliza para precipitar las proteinas. La funcién del acido férmico y acetonitrilo es evitar
que seformen cristalesa un pH >4.

8. UTILIDADESDEL PROGRAMA MALDI BIPOTYPER 2.011

A continuacion se detallan las diferentes utilidades del programa MALDYBIOTYPER 2.0.
. Importacion de archivos g ecutados con el espectrémetro de masas de Bruker.
. Visualizacion de los espectros.

. ldentificacién de espectr os desconocidos por compar acién con espectros de referencia de la base de datos para poder
realizar laidentificacion de los microor ganismos.

. Mangodelainformacion dela muestra: origen, condiciones de crecimiento y datos demogr aficos.
. Aplicacion de métodos de clustering y realizacién de dendogramas para €l agrupamiento de microor ganismos.

. Creacion de bases de datos propias para asi identificar microor ganismos con unas car acter isticas concr etas.
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Comentario delarevisora Maria Angeles Mantecon PhD. Seccién de Microbiologia Clinica. Complegjo Asistencial Universitario
de Burgos. Espaia.

El trabajo realizado por losdoctores March y Eiros es una excelentey actual revisién sobre el fundamento dela técnica MALDI -
TOF y su utilidad en laidentificacién de microor ganismos. Es una tecnologia que se estd empezando aintroducir en los
Laboratoriosde Microbiologia Clinicay puede realizar importantes aportaciones en el campo del diagndstico microbioldgicoy
de las enfermedades infecciosas.

Como comentan los autor es una de las apor taciones es la identificacion fiable de los micr oor ganismos, aspecto especialmente Util
en aquellos microor ganismos que no se identifican facilmente por los métodos convencionales. Otra aportacién importante esla
rapidez en laidentificacion, lo que posibilita instaurar un tratamiento adecuado de for ma precoz.

Por ultimo, destacar la posibilidad de aplicar métodos de clustering y dendogramas par a €l agrupamiento de microor ganismos.
Este aspecto esde gran relevancia en el campo de la epidemiologia y la caracterizacion eidentificacion de brotes.

Comentario delarevisora Silvia Albillos PhD. Jefe de Area de I nvestigacion del I nstituto de Biotecnologia de Ledn
(INBIOTEC). Lebn. Espafia.

Thismanuscript presents some interesting information about the basic routs of the spectrophotometric analytical technique of
MALDI/TOF. It explains the main components of this qualitative and quantitative methodology and relatesit to an interesting
application in Clinical Microbiology.

El manuscrito presenta informacion relevante y basica sobre los fundamentos de la técnica analitica de espectrofotometria de
masas con deteccion en tiempo de vuelo e inser cion de muestra mediante desor cion asistida por matriz (MALDI/TOF). Explica
los componentes esenciales de este método cualitativo y cuantitativo y lo relaciona con una de sus aplicaciones masinter esantes
en Microbiologia Clinica.
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Sr. Editor:

La enfermedad de Parkinson (EP) representa la segunda enfermedad neur odegener ativa mas frecuente con una prevalencia
estimada de 9.5/1.000 personasl, 0 0.5-1% entrelas per sonas entr e 65-69 afios, aumentando al 1-3% entre |as personas mayor es
de 80 afios?. El diagnostico in vivo es clinico y se caracteriza por la presencia de unos signos car dinales motor es como son
temblor dereposo, bradicinesiay rigidez de predominio asimétrico y, en estadios finales, alteracion en las respuestas postur aless.

Durante la Gltima década se han publicado numer osos articulos que manifiestan € inter és existente en la deteccion de un

mar cador bioldgico precoz en la EP46. Un marcador biol6gico ideal parala EP debe ser objetivo, facil de obtener, econémicoy
con validez diagnéstica adecuada para el diagnéstico precoz incluso en las fases presintomaticas, capaz de diferenciar la EP de
otros parkinsonismosy de otros trastor nos tremor igenos, y ademas, nos per mita monitorizar la eficacia de diferentes estrategias
terapéuticas en pacientes sintomaticos o en un grupo de pacientes deriesgo (por € emplo portador es de mutaciones patogénicas
deEP).

Durante los Gltimos afios existe un inter és cr eciente sobr e los sintomas no motor es, por que par ecen manifestar se de forma méas
precoz que los sintomas motores en la EP. Dentro de los sintomas no motor es descritos estan cambios en la per sonalidad,
depresion, trastornos autondmicos y trastornos del suefio en lafase REM y visuales’. Estos sintomas serian €l resultado de una
afectacion extranigrica fundamentalmente en el tronco cer ebral que par ece producir se mas precozmente que la afectacion
nigroestriatal dopaminérgica, responsable ésta tltima de los sintomas motor es8.

El principal problema que presentan los sintomas no motor es como mar cador es biolégicos, esla dificultad para su evaluacion,
dada la poca especificidad de estos sintomas; la mayor ia se evallian a través de escalas de valoracion con medidas subjetivas, o
mediante alter aciones en la neuroimagen funcional, que son técnicas costosas y no facilmente accesibles. L as alteraciones en los
sistemas bioquimicos responsables de las alter aciones motoras en la EP podrian ser los mar cador es biol gicos mas especificos,
pero quizas resuten tardios respecto de la evolucion de la enfermedad.

Existen numer osas evidencias de que los signos motor es se producen por la degener acion de las neur onas dopaminér gicas
nigroestriatal, produciéndose un déficit dopaminér gico fundamentalmente presinaptico®. En el sistema nervioso central, la
dopamina cumple funciones de neurotransmisor y hormonales, siendo producida en muchas partes del sistema nervioso,
especialmente en la sustancia negra mesencefélica. A nivel corporal, la dopamina es biosintetizada principalmente por el tejido
nervioso en la médula de las glandulas suprarrenales, primero por la hidroxilacion de los aminoacidos L -tirosina a L-Dopa
mediante la enzima tir osina 3-monooxigenasa, también conocida como tirosina hidroxilasa, y después por la decar boxilacién de
la L-DOPA por la L-aminoacido aromaético decar boxilasa (que se refier e frecuentemente como dopa decar boxilasa)10. En
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algunas neuronas, la dopamina es procesada hacia norepinefrina por la dopamina beta-hidr oxilasa.

Anteriormente algunos autor es han intentado determinar dopaminay otras catecolaminas, como la noradrenalinay
norepinefrina, en el plasmay valorarlo como marcador bioldgico dela EP, pero hasta et momento con resultados infructuosos,
ya que los niveles plasmaticos de estas sustancias dependen fundamentalmente de la funcién smpaticomimética suprarrenal, que
apar entemente esta conservada en la EP, al menos en los estadios iniciales!!.

Ademéas de la dopamina, existen otras aminas, como la octopamina, producto del metabolismo de latirosina que se origina por
activacion delatirosina decar boxilasa, cuya funcionalidad dentro del sistema nervioso es solo par cialmente conocida.
Publicaciones recientes sefialan que la octopamina podria funcionar como un neurocinmulador con mecanismo de accion
complementario al de la dopamina, actuando a nivel postsinaptico. Ademas se ha observado que las cantidades mayor es de
octopamina se encuentran en los centr os nerviosos implicados en las funciones autonémicas (locus ceruleus, raphe magnus,
nucleo pedunculopontino) y en el bulbo olfatorio. Esas son, segiin la teoria vigente actualmente de progresion de la enfermedad,

precisamente las regiones cer ebrales que se afectan més precozmente en la EP, y las responsables de |os sintomas no motor es> 12-
14

SecreequelaEP esé resultado de una alteracion en el metabolismo dela tirosina. Concretamente en los pacientes con EP de
novo (no tratados) los valor es plasmaticos de octopamina parecen ser inferior es comparados con sujetos controles. En contraste,
la norepinefrina, no presenta diferencias en estadios precoces de la enfermedad y pero si en los estadios avanzados. Seguin
d"Andreay col, los nivelesinferiores de octopamina existentesen la EP inicial se deben a una afectacion delatirosina

decar boxilasa mas que de la tirosina hidr oxilasal®. Una posible explicacion es que la tirosina decar boxilasa sea méas vulner able
guelatirosina hidroxilada. No obstante, a pesar de estos resultados prometedor es, se desconoce hasta el momento actual s la
octopamina puede ser detectada, ademas de en plasma, en orinay salivay la validez diagnéstica de la octopamina en diferentes
muestras biolégicas en la EP. Por tanto conocer la utilidad de la determinacion en difer entes muestr as biol égicas de pacientes
diagnosticados de enfer medad de Parkinson, es necesario con €l fin de conocer su utilidad como marcador biolégico dela
enfermedad.
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