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EDITORIAL

Cancer, una celebridad mortal

Cancer, a mortal celebrity

» Luis Eduardo Pino!

'Departamento de Oncologia y Hematologia, Universidad Militar Nueva Granada, Hospital Militar Central (Bogota, Colombia)

El cancer ha generado noticia en los Ultimos meses
debido a la pléyade de celebridades, especialmente de
orden politico, que han sido diagnosticadas con esta
enfermedad. A lo largo de la historia, han sido muchos
los casos que han generado controversia y anécdotas
interesantes que confirman que el cancer no es selec-
tivo, siendo muchos los reyes o jefes de Estado que lo
han padecido. La descripcion histérica de estos eventos
inicié con el rey Jehoram de Israel, quien dominé la
tierra de los beduinos entre los afios 852y 841 a. C,; a
pesar de haber muerto por las heridas recibidas durante
la batalla de Ramoth-Gilead contra Hazael, rey de los
arameos, la revision de su momia, encontrada en 1933,
documento una lesion tumoral del recto en la que se
realizaron estudios de paleopatologia.

Un caso similar fue el del rey Fernando | de Aragén
(1431 a 1494), quien rigié Napoles y sucumbié por
una neoplasia del colon, en la que, curiosamente, se
practicd un estudio de genotipificacion, en el cual se
encontré la mutacion del oncogén KRAS. Fornaciari
y colaboradores exploraron el posible origen de esta
lesion, excluyendo como precursores potenciales los
derivados N-nitrosos de los alimentos incluidos en la
dieta occidental después de 1700'. Otras hipdtesis
paleonutricionales sobre los regimenes de las cortes
italianas del Renacimiento propusieron que el origen del
cancer de colon en aquella época pudo estar asociado al
elevado consumo de carnes rojas con minima coccién,
al igual que a la obesidad?.

Varios siglos después, el doctor Francois Carlo
Antommarchi reportoé los hallazgos de la necropsia
de Napoledn Bonaparte (1769-1821), victima fatal de
un cancer gastrico, diagndéstico que se puso en duda
debido a la alta concentracién de arsénico encontrado
en su pelo, hallazgo que elevo las sospechas a favor de
un homicidio por envenenamiento; sin embargo, Lugli
y colaboradores realizaron un amplio analisis sobre el
caso incluyendo los reportes originales de la autopsia
y algunos documentos histéricos, considerando que
se tratd de una lesidon T:M;Ny con un tumor cardial

mayor de 10 centimetros sin aparente infiltracion a las
estructuras adyacentes. El descubrimiento mas rele-
vante de los datos histéricos parece ser la infeccion por
Helicobacter pylori mas que una clara predisposicion
genética®4,

Federico lll de Hohenzollern (1831-1888); emperador
de Alemania y rey de Prusia, pertenecié a una conser-
vadora dinastia que rebatié con ideas liberales; por
influencia de su madre, desed la unificacion alemana
y la creacién de una gran nacion en Europa. Tras 27
anos como heredero al trono, sucedié a su padre el 9
de marzo de 1888, no obstante, murié 99 dias después
a causa de un avanzado cancer de laringe. Varios his-
toriadores creen que este hecho puede considerarse
como el cadncer que “cambid la historia”, debido a que
su supervivencia pudo haber impedido el inicio de la
Primera Guerra Mundial, promovida por su hijo Wilhelm
I, quien desato la catastrofe en 1914,

Este caso es uno de los mas interesantes dentro de
la historiografia de las neoplasias famosas, dado que se
le habian efectuado tres biopsias en 1887 que fueron
diagnosticadas siempre como lesiones benignas por
el patdlogo mas famoso de la época, el doctor Rudolf
Virchow. Sin embargo, una cuarta muestra de un
fragmento de la lesion expectorado por el paciente fue
evaluada tres meses antes de la muerte por el doctor
Wilhelm Waldeyer, quien diagnosticé un carcinoma
escamoso, hecho confirmado en su autopsia, donde se
encontré compromiso de los ganglios cervicales. Esta
discrepancia diagnéstica ha sido una de las mayores
controversias alrededor de la vida profesional de Vir-
chow, hallazgo que permitié proponer una hipotesis en
torno de un subtipo especial de carcinoma verrucoso
hibrido primario del 6rgano fonatorio, uno de los diag-
noésticos mas complejos incluso para el genio®.

Dos presidentes de los Estados Unidos, el general
Ulysses Grant (1869-1885) y Grover Cleveland (1837-
1908), fueron famosos por su adiccion al tabaco y
también padecieron carcinomas escamosos de cabeza
y cuello. El primero murié con un tumor de la cavidad
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oral en 1885 luego de una penosa agonia, y el sequndo
fue llevado a cirugia por el doctor William Keen en el
Jefferson Medical College de Philadelphia, donde se le
encontrd un carcinoma verrucoso del paladar que fue
curado. Anos después, Sigmund Freud fallecié por un
carcinoma escamocelular de la cavidad oral luego de ser
sometido a mas de 30 intervenciones quirdrgicas, caso
controvertido debido a que, al final de la enfermedad,
le confesé a su médico y amigo personal el doctor Max
Schur: “Recuerda nuestro acuerdo de no dejarme sufrir
cuando llegara el momento, ahora esto es solo tortura
y no tiene sentido”. El galeno, después de ponerse de
acuerdo con Anna Freud, le administré morfina hasta
su muerte, el 23 de septiembre de 1939, momento
en el cual se configurd por primera vez la mas famosa
eutanasia de la historia®”.

Un caso mas reciente fue el de Eva Duarte de Perodn,
a quien se diagnosticé un carcinoma escamoso de cérvix
tratado con una histerectomia radical realizada por el
doctor George Pack, intervencion que no logré controlar
la neoplasia que progresé rapidamente, requiriendo qui-
mioterapia con un marcado deterioro funcional y pérdida
de peso; la historia la dejo atras en 1952, a la edad de
33 afos, después de haber sido la primera persona en
Argentina que recibié quimioterapia. Muchos son los
casos recientes, varios de ellos presa del secreto, como
el adenocarcinoma de préstata metastasico de Francois
Mitterrand, quien goberné Francia entre 1981y 1995; el
diagnéstico de la enfermedad fue revelado por el doctor
Claude Gubler, su médico personal, quien fue condenado

a cuatro afos de prision y a la pérdida de su licencia
médica por el incumplimiento del secreto profesional.

En paralelo, Ronald Reagan, presidente de los Es-
tados Unidos entre 1981 y 1989, sufrié un carcinoma
colorrectal al que le acompafié el cancer de seno iz-
quierdo de su esposa Nancy, encontrado en octubre de
1987. El diagnostico se hizo mediante una mamografia
convencional, por lo que se le propuso una cirugia con-
servadora que ella rechazé a favor de la mastectomia
radical. Esta decision influy6 en la opinién publica de
tal forma que aumentd significativamente el nimero de
pruebas de cribado, inclinando la eleccidon de muchas
mujeres a favor de cirugias mas agresivas®.

Hace poco, el presidente de Venezuela, Hugo
Chavez, declar6 que hay una conspiracién para gene-
rar cancer®, probablemente favorecida por multiples
actores que maquinan en conjunto; entre ellos, el taba-
quismo, el consumo crénico de alcohol, la alimentacién
alta en oxidantes, las radiaciones ionizantes y el estrés.
Todos estos son los factores que ocasionan 6.7 millones
de muertes por afno, que explican el diagnostico de 11
millones de casos nuevos en el mismo periodo y que
deja claro por qué 24.6 millones de seres humanos viven
hoy con la enfermedad en el planeta. El cAncer no es
una enfermedad exclusiva y se presenta en todos los
estratos sociales, sin discriminar al poder. La respon-
sabilidad de cada uno de estos personajes debe ser la
de promover estrategias de prevencion y diagndéstico
temprano dirigidas a sus comunidades, disgregando el
efecto mediatico lejano a la realidad.
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EDITORIAL

Estudios de costo-efectividad en cancer

Cost-effectiveness studies in cancer

» Milton Lombana’

'Departamento de Oncologia y Hematologia, Universidad Militar Nueva Granada, Hospital Militar Central (Bogota, Colombia)

Los estudios de economia en salud se han convertido
paulatinamente en un valioso recurso para apoyar la
toma de decisiones, especialmente, de las entidades
gubernamentales y administrativas. Es considerable el
incremento de la produccion literaria al respecto duran-
te las Ultimas cuatro décadas, liderada a nivel mundial
por las publicaciones de los Estados Unidos, seguidas
por el Reino Unido y Canadd'.

En Latinoamérica, son Brasil, Argentina y México los
paises que dominan la produccién de estudios sobre
evaluaciones econémicas en salud; Colombia ocupa el
quinto lugar, con una participacion del 6%?.

Una circunstancia especial ocurre cuando se deben
tomar decisiones administrativas sobre enfermedades
de baja prevalencia, eventos que muchas veces con-
llevan un alto costo y para los cuales es infrecuente
encontrar analisis relacionados con la carga de la en-
fermedad y estudios de economia en salud; este hecho
resalta la necesidad de conocer informacion sobre
dichas condiciones. El carcinoma de células renales no
se encuentra dentro de las cinco primeras causas de
incidencia y mortalidad por cancer; no obstante, en la
actualidad, su diagnostico y tratamiento comporta un
alto costo econdmico, que, para los Estados Unidos,
esta entre 0.6 a 5.2 billones de délares/ano, lo que se
traduce en una inversion por paciente que oscila entre
16.488 a 43.805 dolares.

Chabot y colaboradores demostraron en esta en-
fermedad que el andlisis de costo-efectividad puede
brindar informacién importante para los pagadores de
cualquier sistema sanitario, particularmente, cuando se
considera la totalidad de la informacién mas alla de los
pardmetros aislados, como la razén de costo-efectividad
incrementada (incremental cost effectiveness ratio,
ICER), que implica limitaciones al momento de analizar
enfermedades fatales tratadas con medicamentos de
elevado costo*.

En esta edicion de la Revista Colombiana de He-
matologia y Oncologia, Godoy y colaboradores® nos

presentan los resultados de un estudio de costo-efec-
tividad sobre el tratamiento farmacolégico de primera
linea para el carcinoma de células renales en estado
avanzado, siguiendo la metodologia de un modelo de
Markov, en el que se exploraron los resultados de los
anos de vida libres de progresion (o progression-free
life years, PFLY)y los afos de vida ganados (years of life
gained, LYG) como desenlaces de efectividad, usando
una perspectiva del tercer pagador para el Sistema
General de Seguridad Social en Salud de Colombia.

De manera no sorprendente, sus resultados son
consistentes con al menos otros ocho estudios eco-
ndmicos que evallan este mismo interrogante y para
los cuales, al igual que en el estudio de la referencia®,
el sunitinib parece ser la opcién mas costo-efectiva
en dicho escenario®'. Sin embargo, es importante
hacer notar que, al tomar como medida comparativa
y base de eficacia el desenlace de supervivencia libre
de progresion de los estudios clinicos primarios, parece
improbable obtener un resultado diferente indepen-
diente de la poblacién evaluada. Esto lo demuestra la
direccionalidad y magnitud similares en cada uno de
los reportes econémicos realizados; no obstante, es
la confirmacion de la hipoétesis con resultados como
este lo que contribuye gratamente a disminuir la incer-
tidumbre siempre presente en la toma de decisiones
en nuestro entorno.

El andlisis de los autores no consideré la medicion
de afios de vida ganados con calidad (o quality adjusted
life years, QALY’) dentro de sus desenlaces, un aspecto
de especial relevancia en cancer, donde se conoce la
toxicidad relacionada con la terapia farmacolégica para
estas enfermedades. En este sentido, el uso de los inhi-
bidores de la tirosina-quinasa del factor de crecimiento
vascular endotelial (VEGF, por su sigla en inglés) ha
demostrado un variado grupo de eventos adversos que
suelen comprometer el estado funcional del paciente
por la astenia y, en algunos casos, por toxicidad fatal
secundaria.
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Para el sunitinib como parte esencial del tratamiento
del carcinoma renal, la toxicidad grado 5 (Common
Toxicity Criteria version 4.0, National Cancer Institute)
podria estar incrementada de forma relativa en un 40%
cuando se compara con el interferén, diferencia que no
fue estadisticamente significativa, segun los resultados
de un metaandlisis reciente™, que no se incluy6 en el
analisis realizado por Godoy y colaboradores. A pesar
de que es poco probable que dicha informacion cam-
bie el sentido de sus resultados de manera relevante,
estos datos deben llamar la atencion, y, en lo posible,
deberfan incluirse en los estudios de economia en salud
gue evallan terapias dirigidas.

Si bien el analisis de supervivencia global expuesto
por los autores es dificil de valorar cuando se toman
datos de los ensayos clinicos originales donde existe
entrecruzamiento entre los grupos en comparacion,
en especial, cuando los resultados estimados derivan
de una evaluacién por intencion de tratar, actualmen-
te existen métodos estadisticos avanzados, como el
de probabilidad inversa ponderada, que son poten-
cialmente Utiles para evaluar situaciones como esta,
especificamente si se desea controlar la censura por
entrecruzamiento, pero también para el analisis de
supervivencia con QALY'>®,

Esta informacion es muy Util para el clinico y los pa-
cientes, particularmente en la actualidad cercana, aunque
ya se cuenta con otras opciones de manejo para escena-
rios similares en los que se han hecho escasos estudios
clinicos que evallen cabeza a cabeza medicamentos

como el temsirolimus y el pazopanib®. Es poco probable
que otros ensayos clinicos fase Ill sean considerados para
la aprobacion de estos medicamentos.

Finalmente, si bien la comparacién demostré que el
sunitinib es la opcién preferida versus una terapia poco
efectiva, como el interferén, y otras, como el bevacizu-
mab mas interferén y el sorafenib (medicamento con
menor solidez en estudios clinicos de primera linea),
queda el gran interrogante de qué umbral econémico
es el méas apropiado para aceptar el precio impuesto
por las compafias farmacéuticas para este tipo de
medicamentos en un pais como Colombia. Lo anterior
si consideramos lo clinica y éticamente apropiado para
cada individuo, pero también con una perspectiva en
la que se valore el equilibrio social.

La obtencion de este punto ha sido orientada por la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y por diferen-
tes grupos cientificos que han hecho recomendaciones
para mejorar la conduccion de estudios econémicos en
salud'™®. En nuestro pais, debemos llamar firmemente
la atencion de que esto nunca debe confundirse con la
negacion por parte de las aseguradoras en salud que
brindan tratamientos que han demostrado ser efectivos
para los pacientes; por el contrario, se debe intentar
regular de una manera mas equitativa, por parte del
gobierno, los precios excesivos de las nuevas interven-
ciones dirigidas para controlar el cancer. La participacion
activa de grupos y sociedades cientificas con estudios
como este son, sin duda, un excelente paso inicial hacia
este horizonte necesario.
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EDITORIAL

Esplenectomia en hematologia: ;sigue
teniendo lugar en el manejo de la
trombocitopenia inmune primaria?

Splenectomy in hematology: Does it still have a place in the management of primary

immune thrombocytopenia?
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'Departamento de Hematologia y Unidad de Trasplante de Médula Osea, Clinica de Marly (Bogot4, Colombia)

2Hospital de San José, Fundacion Universitaria de Ciencias de la Salud (FUCS) (Bogota, Colombia)

La esplenectomia hace parte del armamentario diag-
noéstico y terapéutico de un sinnimero de patologias
hematoldgicas. A través del tiempo, sus indicaciones
han variado, mas con base en el sentido comun y en
la practica clinica rutinaria que sobre la mejor eviden-
cia. Estos cambios también han sido motivados por el
progreso en el manejo de las enfermedades malignas y
no malignas, por la introduccion de nuevas estrategias
diagndsticas y por la modificacion de la morbimortali-
dad relacionada con el procedimiento quirurgico. Desde
el punto de vista diagnéstico, la esplenectomia es de
especial importancia en los sindromes linfoproliferati-
vos, donde en algunas ocasiones la esplenomegalia es
la principal manifestacién de la enfermedad?®.

En este numero,
Acevedo y colabo-
radores revisan una
serie de 30 pacientes
esplenectomizados
por patologias hema-
tolégicas neoplasicas
o no (en un 60% de
ellos la indicacion fue
precisamente esa).
La trombocitopenia
inmune primaria (TIP) es la indicacién mas frecuente
de esplenectomia terapéutica en adultos, intervencion
que ha sido el pilar de manejo de esta entidad desde
hace mas de 50 afios, incluso antes de la introduccion
de los esteroides como terapia de primera linea. Des-
pués del advenimiento de los corticoides, la cirugia
se reserva para pacientes refractarios o en quienes
dependen de ellos por méas de seis meses para man-
tener un recuento plaquetario seguro. En una revisién

Tabla 1. Indicaciones de esplenectomia
en enfermedades hematoldgicas'

Trombocitopenia inmune primaria crénica

Trombocitopenia relacionada a VIH

Esferocitosis hereditaria

Enfermedad de Hodgkin

Anemia hemolitica autoinmune

Linfoma no Hodgkin

Leucemia linfoide cronica

Desérdenes mieloproliferativos crénicos

Leucemia de células peludas

Anemia de células falciformes

Beta-talasemia

sistematica publicada en el afio 2004, se establecio
que la tasa de remisiéon completa (> 150.000 plaque-
tas mantenidas sin tratamiento adicional) en 2.633
pacientes adultos fue del 66% vy la tasa de remisién
completa o parcial (> 30 o 50.000 plaquetas, por lo
menos por 30 dias, con o sin otro tratamiento) fue
del 88%. La mediana de recaida en 48 estudios que
evaluaron este desenlace fue del 15% (rango 0-51%)
con una mediana de seguimiento de 33 meses?. En
linea con estos resultados en la serie que nos ocupa, la
respuesta de los pacientes con TIP a la esplenectomia
fue del 80%, sin ninguna recaida.

A pesar de los resultados relativamente buenos de
la esplenectomia, han aparecido otros tratamientos
que se pueden considerar hoy en dia en una segunda
linea, y tanto los médicos como algunos pacientes
pueden sentirse incomodos ante la opcion de un tra-
tamiento quirdrgico, asi la tasa de complicaciones sea
relativamente baja (12.9% con laparotomia y 9.6% con
laparoscopia) y la mortalidad menor al 1%?2; en esta
serie, no hubo ninguna muerte temprana relacionada
con el procedimiento.

Ademas de las tasas de respuesta, al decidir sobre
la segunda linea, se deben tener en cuenta otras varia-
bles, como los eventos adversos, el costo, el impacto
en la calidad de vida y las preferencias del paciente. En
segunda linea, se consideraban hasta el afio 2010 la
azatioprina, vincristina, dapsona, danazol, micofenolato
mofetil y ciclofosfamida; cada uno de ellos con un perfil
de seguridad y eficacia variable. La investigacion con
estos agentes en esta indicaciéon es escasa, por lo cual
es dificil hacer recomendaciones de uno sobre el otro o
acerca del orden en que se deben utilizar. En la mayoria
de los casos, la eleccion se define por la experiencia
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personal del hematélogo. En los Ultimos afios, dos
nuevos tipos de agentes han despertado gran interés
en la comunidad cientifica: los agonistas del receptor de
la trombopoyetina (romiplostin y eltrombopag) que han
demostrado ser efectivos en pacientes con trombocito-
penia persistente esplenectomizados o no. Las tasas de
respuesta plaquetaria con estos agentes oscilan entre el
70% y 80%, requiriendo su uso crénico, y, en algunos
casos, al suspenderlos, la trombocitopenia puede no
solo reaparecer, sino empeorar. En general, son bien
tolerados, siendo el aumento de las transaminasas y
de la trama reticulinica en la médula ésea los eventos
adversos mas significativos, pero con una relevancia
clinica que esta por establecerse®>.

El otro agente que ha despertado interés es el
rituximab; una revisién sistematica de la literatura
dirigida hacia este tema mostré una respuesta global
del 62.5%, resultado que puede ser duradero. Sin
embargo, después de un afio, solo el 18% al 35% de
los pacientes mantiene el beneficio, aunque no todos
requieren una nueva intervencion®. Se han reportado
complicaciones severas que amenazan la vida en el

3.3% de los pacientes, con una mortalidad estimada
cercana al 3%. Recientemente, se han reportado casos
de leucoencefalopatia multifocal como complicacion
del uso de rituximab.

En conclusion, hay una gran cantidad de agentes
gue pueden ser utilizados en segunda linea y no hay
ninguna evidencia que permita guiar la secuencia de
tratamiento. La esplenectomia continda siendo la Unica
alternativa que permite ofrecer respuestas completas
duraderas sin tratamiento en una proporcién signifi-
cativa de pacientes. Ante lo escaso de la informacién
disponible, esta serie de 30 pacientes, en un solo
centro, representa una descripcion valiosa de la esple-
nectomia en indicaciones hematoldgicas en nuestro
medio. Aunque se trata de un grupo heterogéneo de
personas, con indicaciones y patologias diferentes,
incluye un ndmero significativo de pacientes con TIP,
en los cuales se confirma una efectividad y seguridad
similar a lo reportado en la literatura mundial, que
puede ser util en el momento de decidir la segunda
linea de tratamiento en un paciente con una respuesta
inadecuada a corticoides.
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Abstract

Objective: To perform a local study based on an economic evaluation of first-line treatment of metastatic renal cell carci-
noma in Colombia, since 2006-2007.

Methods: We developed a Markov model using 6-week cycles to evaluate the cost-effectiveness of 4 interventions (IFN, suni-
tinib, bevacizumab + IFN, sorafenib) used as standard first-line treatment for mRCC in Colombia. The model used the third-
party payer perspective and a 10-year time-line with all patients continuing with active treatment until progression, when it
became acceptable to proceed to a second-line treatment or best supportive care (BSC).

Results: Incremental analysis indicated a difference of US$21.796 in the average total cost of treatment when sunitinib was
compared to IFN. Opposite, comparing sorafenib and bevacizumab + IFN to sunitinib demonstrated that the average total
cost was less for sunitinib by US$25.857 and US$110.947 respectively. The ratios of incremental cost-effectiveness by life
years gained (LYG) demonstrated sunitinib’s cost saving compared to sorafenib and the combination of bevacizumab + IFN,
and an average by LYG of US$50.564,25 compared to IFN. Uncertainy is principally about sample size analized for Colom-
bian population data.

Conclusions: Sunitinib was the most cost-effective option as first-line treatment for mRCC patients in Colombia (2006-
2007), compared with the other available options. Current pharmacoeconomic data is important to improve knowledge and
define the best sequence model to treat this disease in our country.

Key words: Renal cell carcinoma, cost effectiveness analysis, Colombia, metastatic, targeted therapy.

Resumen

Objetivo: Realizar un estudio local para tener una base que permita evaluar econdmicamente el tratamiento de primera linea
para el carcinoma de células renales metastasico en Colombia considerando el periodo entre 2006 y 2007.

Métodos: Se desarrollé un modelo con ciclos de 6 semanas para evaluar la costo-efectividad de diversas intervenciones (IFN,
sunitinib, bevacizumab + IFN, sorafenib) utilizadas como agentes de primera linea para el tratamiento del carcinoma de cé-
lulas renales metastasico. El modelo utiliz6 la perspectiva del tercer pagador y una proyeccién de 10 afios considerando que
todos los pacientes continuaron con el tratamiento activo hasta la progresion como momento en el cual se consider6 acep-
table proceder a una segunda linea o al mejor tratamiento de soporte.

Resultados: El andlisis incremental indico una diferencia de US$21.796 para el costo medio total del tratamiento cuando
se compard sunitinib contra interferon. Cuando se comparé sorafenib y bevacizumab + IFN con el sunitinib se demostré que
el costo promedio total del sunitinib fue menor por US$25.857 y US$110.947 respecto de las otras dos intervenciones, res-
pectivamente. Las razones de costo efectividad incremental por afio de vida ganado (AVG) demostraron un ahorro con el
sunitinib en comparacion con el sorafenib y con la combinacion de bevacizumab + IFN, obteniendo en promedio un AVG de
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US$50.564,25 contra el IFN. La incertidumbre se dio principalmente por el tamafo de la muestra analizada que se extrapolo

a la poblacion colombiana.

Conclusiones: El sunitinib fue la opcién més costo efectiva como tratamiento de primera linea para los pacientes con carci-
noma de células renales metastasico en Colombia (2006-2007), en comparacién con las otras opciones disponibles. La eva-
luacion farmaco econémica es importante para el conocimiento que permita definir el mejor modelo de secuencia para el

tratamiento de esta enfermedad en nuestro pais.

Palabras clave: Carcinoma de células renales, andlisis de costo-efectividad, Colombia, metastasis, terapia dirigida.

Introduction

Renal cell carcinoma (RCC) represents 90% of the
tumours originating in the kidneys and 3% of the
malign disease in adults’. Despite it being a rare entity,
its incidence has increased 126% since 1950%3. This
disease occurs more frequently in males between the
5" and 7" decade of life, a third part of the cases are
diagnosed with metastases, and 50% with early lesions
die as a result of progression of the disease®. Currently,
the mean overall survival (OS) without treatment varies
between 6 and 12 months, and the survival at 2 years
is around 10%>°.

The National Cancer Institute of the USA (US NCI)
predicts 51,190 new cases of RCC for the year 2007,
of which 12,890 will die of the disease within the
year®. As well, it is estimated that the losses attribut-
able to RCC for the year 2004 were 192.800 years of
life, which translates as a mean of 15.7 years of life
lost per individual’. There is no information, as yet,
on the epidemiologic profile of RCC in Colombia, but
the behaviour of the disease in other Latin America
countries differs from the data previously reported®®.
The incidence is greater in Uruguay and in Brazil where
the frequency is reported as 10.6 cases per 100,000/
inhabitants/year. The presentation of the disease ap-
pears to be similar among males and females and,
in some populations the survival at 5 years exceeds
16%!°.

Chemotherapy and radiotherapy have demonstrated
marginal efficacy on metastatic renal cell carcinoma
(MRCC) and immunotherapy modestly improves long-
term survival in selected patients'. The absence of ef-
fective interventions and the increasing knowledge of
tumour molecular biology have stimulated the search
for new alternative therapies centred on the genomic
evolution of the disease. It is well documented that 80%
of clear cell tumours have inactivated von Hippel-Lindau
gene resulting from deletion, mutation or methylation
and, consequently, inhibitors of multiple tyrosine-kinase

inhibitors that delay angiogenesis, tumour increase
and metastases have been included in standard clini-
cal practice®.

There have been 3 new drugs introduced for the
treatment of mRCC within the National Health Service
in Colombia [Sistema General de Sequridad Social en
Salud (SGSSS)] since 2006. These are: Sunitinib (Sutent®;
Pfizer) an inhibitor of multiple kinases that block the
VEGFR/PDGFR (Vascular Endothelial Growth Factor/
Platelet Derived Growth Factor Receptors); Sorafenib
(Nexavar®; Bayer/Onyx) another selective inhibitor that
blocks the Raf pathway and the PDGFR; Bevacizumab
(Avastin®, Roche Pharmaceuticals) a monoclonal agent
that binds to the circulating VEGF. However, the avail-
ability of these products on the market implies a radical
modification of the health costs for chronic disease
cover, at the local and national level'.

According to the estimations of the International
Agency for Research in Cancer (IARC) during the year
2002 there were 70.750 new cases of cancer in Colom-
bia, 38.648 females and 32.102 males. The numbers
of resultant deaths registered for the year were 28.629
(13.987 and 14.642 in males and females, respective-
ly)>. In 1960, malignant tumours represented the 6™
highest place at 3.7% of the total deaths. By the year
2000, this had risen to 3™ place following cardiovascu-
lar disease and violent death, and represented 14.7%
of all deaths'®'"”. While developed countries include
estimations of chronic diseases in the load on their
health systems, in Colombia unfortunately, the system
of monitoring only provides a rough approximation of
medical interventions in cancer; in the year 2002, the
estimate was US$3.890 millions (unpublished data)'.

A study that used data from the National Inpatient
Sample (NIS) of the Health Care Cost Utilization Project
(HCUP) of the USA calculated that, for the year 2002,
the costs attributable to intra-hospital treatment for
mRCC was US$418 millions'. Extrapolating these re-
sults to the reality of Colombia, it is possible to deduce
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that, for the same period, mRCC represented approxi-
mately 4% of the resources destined for the manage-
ment of cancer; a value that is very high especially if
we consider that the renal tumours are not within the
top 10 causes of cancer in our country'®.

Recently, an economic evaluation was conducted
in Colombia comparing sunitinib versus interferon-alfa
(IFN; Intron®) as first-line treatment for mRCC'®. The
study established a cost of < US$7.105 in the sunitinib
treatment arm and an effectiveness of > 0.23 years of
life free of disease progression (or progression-free life
years; PfLY), an increase of 0.05 years of life gained
(LYG) and an increase of 0.07 years of quality-adjusted
life gained (or quality adjusted life years; QALY).

The present study had as its objective an evaluation
of the cost-effectiveness (CE) of the first-line treatments
used for the management of mRCC in Colombia.

Methods

Study design

We developed a Markov model to evaluate CE of
sunitinib, IFN, sorafenib and the combination of beva-
cizumab + IFN as first-line treatments of patients with
mRCC in Colombia. The effectiveness outcomes were
measured as PfLY and LY. The perspective used was
that of the 3" party payer i.e. the State Social Security
[Sistema General de Sequridad Social en Salud (SGSSS)].
The base case assessment was with a time horizon of
10 years.

Effectiveness

A structured search of the best available evidence for
each of the comparators was performed according to
the criteria proposed by Lefebvre et al.’®. Subsequently,
two independent pairs of investigators selected the
published clinical studies most representative of each
scenario. All studies were randomised and controlled
with IFN'20-24 except one for sorafenib, that was ran-
domized to placebo* (annex 1).

Effectiveness modelling

Kaplan-Meier curves were used as reference for
overall survival (OS) and progression-free survival (PFS)
of IFN obtained from the study of Motzer et al."?°. To
estimate long-term survival (10 years), we used the
Weibull distribution function?. Evaluation of the new
drugs in the model was by using estimations of hazard

ratios (HR) for the OS and PFS derived from data re-
ported in published clinical studies?%?* (annex 2).

Population

The subjects considered in the model have the
characteristics of those included in the clinical studies
described mRCC confirmed histologically, with lesions
measurable by images, and functional status evaluable
on the Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG)
scale. Information of Colombia was available for 24 pa-
tients treated in Manizales, Pereira, Medellin and Bogota.

Structure of the model

The model was developed using Microsoft Excel®
to simulate disease progression up to 10 years in the
base case and, as well, to determine the outcomes in
terms of PfLY and LYG over time. The Markov model
used cycles of 6 weeks to adjust to the duration of
treatment recommended for sunitinib (4 weeks of
treatment and 2 weeks of rest). The rest period of
the comparators were expressed in cycles of equal
duration. Figure 1 summarizes the stages considered
in the Markov model for mRCC. The assumption was
that all the patients commenced with active treatment,
without clinical nor image evidence of progression.
This implies that the patients continued with active
treatment until progression, at which time it was
accepted that a second-line treatment or palliative
support would be implemented. All the patients who
progressed after a second-line received support treat-
ment and were considered that death could occur at
any of the transition points. Death related with the
cancer and to other causes were tracked separately
assuming that the proportion of deaths due to the
tumour were constant over time. The probabilities of
transition varied with time and were determined by
the survival curves already described.

Second line

Best supportive
care

Figure 1. Markov model used in the study.
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The analysis also considered reduction and adjustment
of doses and interruptions of the cycles due to toxicity, or
from other causes, as well as the treatment of the severe
adverse events (classified as grade 3 or 4 on the Common
Toxicity Criteria of the National Cancer Institute of the USA)
related to the medication under study. The significant use
of resources incurred for the adverse event management
and the frequencies were derived from the reported clini-
cal studies. The details of the adverse events included in
the model are presented in annex 3.

The efficacy of the second-line treatment was not
taken into account in the model and only an estima-
tion of the mean costs for each treatment arm was
considered. Internal consistency of the analyses was
verified and the validity of the calculations was assured
by assessing the changes due to introduction of extreme
values of the variables. External consistency was as-
sessed by comparing the projections of survival with the
observations of the study published by Motzer et al.°.

Costs
Sources of information on the health services
used in Colombia, and their costs

The costs included in the model were those attribu-
table to routine follow-up of the patients, the acquisition
of the medications, the costs of the treatment of signifi-
cant adverse events, the costs of disease progression, and
the costs of palliative support in Colombia. Given that the
model reflects the perspective of the 3 payer (the Health
Service), this does not include the costs to the patients
or to Society resulting from the loss of productivity or

Table 1. Variables included in the model
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of premature death. Information on the frequency of
use and units of costs of the health services consumed
for the care of the patients with mRCC in our environ-
ment were derived from a series of 24 cases treated in
Manizales, Pereira, Medellin and Bogota.

Five investigators reviewed the clinical histories and
registered the number and the characteristics of the
health-care provision (outpatient clinic, hospitalizations,
laboratory tests, images, surgery, therapies and other
procedures) during the clinical evolution of the metastatic
disease, the active treatments employed for the control
of metastases (first- and second-line), the therapies used
for palliative care and for the management of adverse
events. The information was complemented with data
from a structured questionnaire soliciting information
from 14 clinical oncologists in 10 cities in the country, cor-
responding to 10% of the specialists registered (table 1).

The data on costs of the services consumed were
solicited from an external consultant (Delta-A-salud)
and corresponded to the mean value charged to the
HMO calculated from 33 sources of information rep-
resentative of the country’s market. The costs of the
medications were derived from prices on sale to the
public via the Colombian Anti-cancer League [Liga Co-
lombiana de Lucha Contra el Cancer (LCLC)]. The costs
and outcomes presented after the 1t year in the model
were discounted at an annual rate of 3%.

Finally, uncertainty in the parameters of effective-
ness, frequencies and costs of services in the different
phases were evaluated in a probabilistic sensitivity
analysis using a second degree Monte Carlo simulation

Variable Sunitinib Sorafenib Bev. + IFN-a
Patients receiving BSC 52% 52% 52% 52%
second-line Second-line
treatment’ Lreatment 48% 48% 48% 48%
IFN-a or IL? 3.80% 5.60% 1.30% 6.30%
Second-line Sunitinib 0.00% 71.10% 62.90% 75.00%
treatment’ Sorafenib 72.50% 0.00% 12.30% 18.70%
Bev+IFN-a 23.70% 23.30% 23.50% 0.00%
Sunitinib (tablets) Sunitinib (tablets) Sorafenib (tablets) IFN-a (Pen 30MU) Bevacizumab (vials)
25mg 50 mg 200 mg $732 100 mg
$1.886 $3932 $3.204 $651
Cost
125mg 400 mg not available
Drug cost in US$
20072 $943
+IFN
3-6-9 MU
Dose 375mg 50 mg 400 mg (progressive) 9 MU 10 mg/kg
Cycle cost (6 weeks) $2.829 $3932 $9.611 $3.662 $4.394 $16.108

BSC: best supportive care

Pen: multidose pen 30 million IU

' Questionnaire administered to 14 clinical oncologists in 10 cities in Colombia.

2 Prices to the Colombian Anti-cancer League [Liga Colombiana de Lucha contra el Cancer (LCLC)].
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(5.000 interactions). Subsequently, the distributions of
probability were described in which the parameters
were adjusted: for the probability of change or adjust-
ment of dose using a beta distribution; for the hazard
risk using a log normal distribution; for the frequency
of use of resources and their costs using a gamma dis-
tribution; and for the parameters without information
of variability using a standard deviation of the mean of
10%. Additionally, univariate deterministic analysis of
sensitivity was performed applying changes of +20%
based on the variation in the market price of the
medications which constitute a very important item in
the cost structure. From this last factor, we identified
the variables that most affected the outcomes. All the
costs are presented in US$ (where US$1 = COL$2.250).

Results

Applying the Markov model, the mean accumulated
cost per patient was within the range of US$46.440
and US$179.184 for IFN and the bevacizumab + IFN
combination, respectively. It is important to note that
bevacizumab have not been explored alone for the treat-
ment of MRCC, and with other combination instead IFN.
Table 1 summarises the mean values of the costs and
effectiveness of the treatment of the patients with mRCC
in Colombia. Similarly, examining the distribution of the
costs for each phase, between 83% and 94% is the
accumulated proportion attributable to the costs of the
medications used in first- and second-line treatments for
mRCC (figure 2). These costs are followed in frequency
by the costs related to the integrated palliative support
(4% to 12%) and, then, by the remaining phases which
represent < 5% of the total accumulated cost for each
one of the sequences of intervention.

The base case analysis demonstrated a difference of
US$21.797 in the mean total cost of the treatment of
1 patient in the time-horizon of 10 years with sunitinib
vs. IFN, while in the comparison of sorafenib and the
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Figure 2. Cost break-down by phase (US$ at 2009 prices).

bevacizumab + IFN combination the mean total cost
was less for sunitinib; US$25.857 and US$110.948,
respectively (table 2).

In terms of effectiveness, sunitinib showed the best
parameters in PfLY and LYG at 10 years, while sorafenib
and IFN were less favourable (table 2). The analysis of
incremental cost effectiveness reason (ICER) showed
that the IFN alone was cheaper but less effective,
translating into a mean cost per LYG of US$50.564
using sunitinib; while sunitinib was more effective and
less costly (cost-saving) compared to sorafenib and the
bevacizumab + IFN combination (table 2).

In the probabilistic sensitivity analysis, the ability to
pay US$50.000 was observed as sunitinib being cost-
effective 60% of the times compared to IFN, while that
for sorafenib and the bevacizumab + IFN combination
the probability of being cost-effective was equal to
zero. Figure 3 illustrates the probability of cost ef-
fectiveness at various willingness-to-pay thesholds for
mRCC treatment.

Table 2. Mean values for the cost and effectiveness of treating patients suffering from mRCC in Colombia and sunitinib’s cost-effectiveness compared to IFN, sorafenib and

the bev + IFN combination in mRCC patients in Colombia (US$2009)

First-line
treatment

Cost per patient

Effectiveness per patient

First-line treatment

Sunitinib 68.236 (5.141) 1.35(0.16) 2.90(0.29) Sunitinib vs. Others A Cost A PfLY ALYG ICER ($/LYG)
IFN 46439 (6.514) 0.72 (0.05) 247(0.17) IFN $21.796 0.62 043 50,564

Sorafenib 94.093 (13.288) 0.83(0.16) 2.74(0.26) Sorafenib $-25.857 0.52 0.16 Dominated
Bevacizumab + IFN 179.184 (16.902) 1.15(0.12) 267(0.27) Bevacizumab + IFN $-110.947 0.19 023 Dominated

PfLY = progression-free life years
LYG = life years gained
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Figure 3. Cost-effectiveness acceptability curve for different treatments
(US$ at 2009 prices).

Based on the univariate analysis of sensitivity, the
variable having the most influence on the outcomes of
CE i.e. hazard risk for OS and DFS was identified as the
cost of the first-line and the second-line medications.

Discussion

Despite the not-inconsiderable scientific progress in
oncology research over the past decade, it would be
incorrect to adopt new alternatives without considering
all their consequences, including the economic impact
and resource consumption. Hence, it is necessary to
develop pharmaco-economic studies that provide sup-
port when taking clinical and administrative decisions
with respect to efficient management of the resources,
especially when taking into account clinical practice in
Colombia.

Recently, Remak et al presented the final results of
the complete economic analysis of 3 interventions (IFN,
IL.-2 and sunitinib) used most frequently in the treatment
of mMRCC in the USA?*, The study included variables simi-
lar to those described in the evaluation of sunitinib vs.
IFN as first-line treatment of mRCC initially developed
by our group for Colombia?®. The principal findings in
the US clinical scenario were: sunitinib was associated
with a gain in LYG of 0.41 and 0.35 over IFN and IL-2,
respectively. Similarly, the gain estimated with sunitinib
over that of IFN was 0.11 LYG and 0.14 QALY, results
concordant with the data described in Colombia®®. In
our country, sunitinib was more effective and less costly
in a temporal horizon of 1 year. This information justifies
the use of sunitinib as first-line treatment of mRCC?.

However, both studies have a common method-
ological criticism i.e. the projection of the OS benefit
from the original report'?8, to the outcome in a subse-
guent analysis relating to another population study?3°,
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Demonstrating the effectiveness of the medications
used in the management of mRCC presents certain
limitations including the need to use secondary out-
comes such as DFS and the rate of overall response.
The original difficulty of obtaining definitive data OS in
phase lll clinical trials in cancer, principally via compari-
son of treatment arm crossover, is translated into the
intention-to-treat underestimation of the real outcome
of the medication which is more effective than the
statistically-diluted estimation®'32.

For the case of sunitinib, the effect is greater when
the analysis of data of the population involves no
crossover between the treatment arms; HR for OS of
0.64 (95%Cl: 0.48-0.87). Applying these data in the
model, the ICER was US$27.877; a level that is below the
threshold accepted worldwide for this type of pathology
(US$50.000-100.000) and very close to the threshold
suggest by the WHO for developed countries; equiva-
lent to 3 points PIB per capita for whatever pathology
in Colombia (US$22.000).

The results for sorafenib within the first-line treat-
ment of mMRCC in Colombia need to be interpreted
with caution, taking into account that, at the time of
implementing the present study, there were no clinical
trials comparing the multi-targeted inhibitor of IFN-
alfa. Hence, in our model, we opted to use informa-
tion from a study in which sorafenib versus placebo
was compared; this magnifies the effect and the CE
of the medication?*. Moreover, population between
different clinical trials are comparable in terms of line
of administration of the drugs, stage at treatment (all
were stage V), clinical performance status, MSKCC
score, age, gender distribution, etc. Population is
comparable to Colombian population analized in our
study because those people were candidate to active
treatment in first-line, and have similar characteristics
of those shown in the large clinical trials, based on the
trials that use interferon as comparator. We discuss
first line treatment option, only. At the moment we
planned the model, there is no authorization for using
everolimus or pazopanib in our country.

The model for economic evaluation used in our
study indirectly compared the 4 therapeutic options
available under the Colombian National Health Service
(SGSSS). This constitutes a methodological restriction
since there is a lack of experimental studies compar-
ing head-to-head effectiveness. This is controlled by
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selecting the best evidence published for each of the
medications employed in first-line treatment of mRCC,
Another restriction of the analysis is the use of data
derived from studies with short follow-up. This forces
the projection of a wider temporal horizon, and which
is susceptible to imprecision.

The structure of costs encountered in our study
differ from that reported by investigators in devel-
oped countries where palliative care constitutes
40%-50% of the total cost of management of the
advanced disease (followed by overall cost of the
medications). This effect could be explained by the
characteristics of the costs of palliative support in Co-
lombia, which is neither normalised nor regulated?.
Data amount obtained for Colombian population
(24 patients) is the largest available cohort of treatment
in our country, for the moment when the analysis was
done, that met the criteria for being analized (admin-
istration of an active first-line treatment, principally).
The most limiting situation was availability of complete
medical records.

In the USA, Spain and Sweden there have been
studies comparing therapies available for mRCC3"3°. The
results are, in all cases, consistent with those reported
in the present study. Procopio et al performed a cost
analysis that evaluated the differences between the
costs of the adverse effects attributable to sunitinib and
the bevacizumab + IFN-alfa combination as first-line
treatment for mRCC. They observed that the cost for
the management of grade 3 and 4 events were €891
and €402, respectively*. Similar results were observed
in the UK, Germany and France*'. The present study, as
well, encountered a difference in favour of the beva-
cizumab + IFN-alfa combination with respect to the
cost generated by the adverse effects. However, this
represents < 2% of the total cost in each of the lines of
treatment. Hence, performing an economic evaluation
including all the relevant costs, sunitinib becomes less
costly and more effective compared to the bevacizumab
+ IFN combination. Results were maintained in spite of
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Figure 4. Analysis of the sensitivity of budget impact regarding adopting SU as
therapy of choice for mRCC in the Colombian SGSSS (95%Cl or 75%-125% range;
Tornado graph USD) USD 2008.

variations in the most important parameters, as shown
in the tornado graph (figure 4).

When proposing a therapy-of-choice for the first-
line treatment of mMRCC, the marginal efficacy of IFN
implies that the sunitinib profile is more efficacious
and cost-effective compared to the sorafenib and the
bevacizumab + INF combination.

‘Key points for decision makers’

1. Between 2006 and 2007 there are four interventions
approved for the treatment of metastatic renal cell
carcinoma in Colombia: IFN, sunitinib, bevacizumab
+ IFN and sorafenib.

2. In Colombia during 2006 and 2007, sunitinib was
more effective and less costly in a temporal horizon
of 1 year. This information justifies the use of suni-
tinib as first-line treatment of mMRCC.

3. This study shows that sunitinib saves LYG of
US$50.564,25 compared to IFN in Colombia.

4. This data has to be taken with caution due to
the major changes occurred in Colombia health
system and in mRCC first and second line treat-
ment scenario since its conception (2006) and
execution.
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Annex 3. Record of the toxicities associated with the first-line intervention in mRCC

Bevacizumab
+IFN

Medication Sunitinib Sorafenib

clinical practice guidelines was done in ASCO, ESMO, Cycles administered; N 1947 3793 1928 1755
PUBMED, EMBASE, MEDLINE, COCHRANE and GOOGLE Sample size; N 360 375 451 234
SCHOLAR, with englwsh apd spanish language and no Events observed: N 141 515 217 112
restriction of date
Fatigue/asthenia 65 81 23 12
| 25319 references Stomatitis 1 5 23 n/a
Results were reviewed by two weire ex;\u{de%(thtere Hypertension 4 64 14 19
authors, independently > no data abou .
metastatic renal cell Thrombocytopenia 4 47 n/a n/a
| carcinoma) Neutropenia 10 87 23 16.38
There was an evaluation Abnormal ejection fraction 7 14 n/a n/a
for 94 abstracts, Nausea/vomiting m 54 18 29
723 text papers and 2564 PDF Diarthoea 3 51 3706 5
papers
Anaemia 27 45 12 n/a
There was an Hand-foot syndrome* 7 58 4961 n/a
exclusion
. Infection 1 2 n/a n/a
Results were reviewed of 3343 articles -
by two authors, because Proteinuria n/a n/a n/a 15.21
independently there was not Rash 1 7 27.06 n/a
available relevant
| information of Haemorrhage 0 0 n/a 7722
treatment for mRCC Venous thromboembolism n/a n/a n/a 4212
42 articles meet the inclusion criteria Gastrointestinal perforation n/a n/a n/a 351

7 were actualizations
of previously published articles
10 were abstracts
25 were published
as original articles

Annex 2. Estimated PFS and OS hazard ratios (HR) for the new generation medica-
tions compared to IFN

Hazard ratios of the different comparators (vs. IFN)

Progression-free survival (PFS)

Sunitinib 0.539 0451 0.643 Negrier et al. 2008*
Sorafenib 0877 0.786 1.631 Szczylik et al. 2007%
Bevacizumab+ IFN 063 0.59 08 Escudier et al. 20077
Overall Survival (OS)

Sunitinib 0.821 0.673 1.001 Motzer et al. 20097
Sorafenib 0.88 0.74 1.04 Bukowski et al. 2007+
Bevacizumab-+ IFN 091 0.76 11 Escudier et al. 2009%

* Palmar-plantar erythrodysesthesia syndrome

2 Pfizer: A6181034-A3 - A Phase Ill, randomised study of SU011248 versus interferon as first-line systemic therapy for
patients with metastatic renal cell carcinoma. Data on file, December 2008.

b Szezylik C, Demkow T, Staehler M, Rolland F, Negrier S, Hutson T, et al. Randomized phase |l trial of first-line
treatment with sorafenib versus interferon in patients with advanced renal cell carcinoma: Final results. J Clin
Oncol. 2007;25(185):5025

©Escudier B, Koralewski P, Pluzanska A, Ravaud A, Bracarda S, Szczylik C, et al. A randomized, controlled, double-
blind phase III study (AVOREN) of bevacizumab/interferon-a2a vs placebo/interferon- a2a as first-line therapy in
metastatic renal cell carcinoma. J Clin Oncol. 2007,25(185):3.
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Resumen

Introduccion: La esplenectomia representa una herramienta diagnostica y terapéutica para multiples patologias hematolé-
gicas benignas y malignas. Se presenta el analisis de una cohorte de pacientes esplenectomizados por enfermedad hemato-
l6gica en la Fundacién Santa Fe de Bogota.

Materiales y métodos: entre 2004 y 2011, se identificaron 30 pacientes esplenectomizados por indicacién hematolégica
benigna (n = 23) y maligna (n = 7). Se evaluaron las historias clinicas respecto de diversos parametros y desenlaces a largo
plazo.

Resultados: La edad promedio de los sujetos fue de 54 afos; la mayoria fueron mujeres (64%) y la patologia mas frecuente
fue la trombocitopenia inmunolégica (60%). Previo al procedimiento, el 23% requirié algun tipo de soporte transfusional y
en el 60% la esplenectomia se utilizé como primera o segunda linea terapéutica. En cuatro casos, el procedimiento se hizo
como método diagndstico y en otros tres, no hubo informacion de seguimiento. El andlisis de desenlaces se realizd sobre 23
pacientes. Durante los primeros 30 dias posoperatorios, se presentaron complicaciones infecciosas (17.4%) y hemorrégicas
(13%) sin ninguna muerte atribuible al procedimiento. El 78% tuvo respuesta hematoldgica global y la mediana de super-
vivencia global fue de 133 meses (r, 108 a 157), periodo que fue menor entre quienes tuvieron dependencia transfusional
preoperatoria (p = 0.04) y para quienes lograron la respuesta hematoldgica (p = 0.026). La tasa de complicaciones a largo
plazo fue inferior al 10%.

Conclusiones: La esplenectomia obtiene frecuencias importantes de respuesta para patologias benignas y malignas de la
sangre y se corresponde con una elevada supervivencia global relacionada a una baja tasa de complicaciones a largo plazo.
La supervivencia se modifica principalmente por la dependencia transfusional preoperatoria, por lo que se sugiere explorar
esta variable como determinante en otros estudios.

Palabras clave: Esplenectomia, trastornos linfoproliferativos, purpura trombocitopénica inmunoldgica, anemia hemolitica, supervivencia.

Abstract

Introduction: Splenectomy represents a diagnostic and therapeutic strategy for many benign and malignant hematological
conditions. The following article presents the results an analyzed series of splenectomized patients due to hematological di-
seases in Fundacién Santa Fé de Bogota.

Materials and methods: Between 2004 and 2011, thirty patients were splenectomized based on hematological benign
(n = 23) and malignant (n = 7) disease as indication. Clinical records were evaluated to obtain information on various para-
meters and long term outcomes.

Correspondencia: Andrés Acevedo, MD, y Guillermo Quintero, MD. Grupo Hematologia y Trasplante de Medula Osea, Instituto de Oncologia,
Fundacién Santa Fe de Bogota (Bogota, Colombia). Direccion: calle 119 N° 7-75. Teléfono: +571 603 0303 ext. 5227.
Correo electrénico: andres.acevedo@fsfh.org.co; quiquequintero@yahoo.com.mx
Fecha de recepcion: 10 de mayo de 2012. Fecha de aprobacion: 15 de julio de 2012.
Declaracion de conflictos de interés: ninguno.

SEste estudio fue presentado localmente durante el Congreso Post ASCO-ASH 5.0 (2011) y durante el VIl Encuentro de Investigadores de la Fundacion Santa Fe de Bogota 2011.
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Results: The average age of patients was 54 years old and the sample was mainly composed by women (64%). Before sur-
gery, the principal diagnosis was immune thrombocytopenic purpura (ITP) (60%); 23% required any degree of transfusional
support and splenectomy was used as first or second line of treatment in 60% of the cases. Seven cases were excluded: four
due to diagnostic splenectomy and three due to loss to follow-up. 23 patients were included for long-term analysis. During
the 30-day post-operative period, there were 17.4% infectious and 13% hemorrhagic complications, none of which led to
death. A complete hematological response was obtained following splenectomy in 78% of the cases and the overall survival
was 133 months (r, 108-157), which was lower in whom had transfusional dependence (p = 0.04), and whom reached any
hematologic response (p = 0.026). Long-term adverse events presented in less than 10%.

Conclusions: Splenectomy reaches important hematologic responses in benign and malignant blood diseases and results in
a high survival rate, with a low frequency of complications. Overall survival is modified mainly by preoperative transfusional
dependence; we suggest exploring this variable as a survival predictor in future studies.

Key words: Splenectomy, lymphoproliferative disorders, immunologic thrombocytopenic purpura, hemolytic anemia, survival.

Introduccion

La reseccion quirurgica total o parcial del bazo es
un procedimiento realizado frecuentemente, lo que se
refleja en las cerca de 22.000 esplenectomias practica-
das en los Estados Unidos durante el 2005, En el 44%
de los casos, esta intervencion se practica de forma
terapéutica, equitativamente entre las enfermedades
hematoldgicas benignas y el trauma esplénico?; en
menor grado, se utiliza en el proceso de estadificacion
y diagndstico de algunas patologfas malignas (20.2%
y 9.5%, respectivamente)?.

En 1911, Sutherland reporté por primera vez una
esplenectomia como tratamiento de la esferocitosis
hereditaria (EH)*, y, posteriormente, en 1916, se utilizd
para controlar las manifestaciones de la purpura trom-
bocitopénica inmunolégica (PTI)®>. Desde entonces, la
intervencion ha seguido un patrén dinamico, consoli-
dandose como un eje terapéutico bien caracterizado
en multiples patologias hematolégicas. Dentro de las
condiciones mas reconocidas, se encuentran la PTl, la
anemia hemolitica (AH) de diversa indole y algunos
tipos de linfomas localizados en el bazo®'°. Por ejem-
plo, para el caso de la PTI, después de la introduccion
de los corticosteroides por Dameshek en 1951,
tradicionalmente se ha reportado su uso en aquellos
pacientes que han sido refractarios al tratamiento.
Se ha estimado que, en aquellos que no responden
al manejo conservador, la reseccion del bazo logra la
remision completa en dos terceras partes de la pobla-
cion afecta'. Para los casos de las AH autoinmunes,
la esplenectomia tiene una efectividad similar a la
inmunoterapia cuando se ha fracasado al tratamiento
con esteroides, prefiriéndose, en general, sobre esta
Ultima opcion®. Para aquellos que presentan una AH
de caracter hereditario, la esplenectomia reduce el

requerimiento transfusional medio, alcanzando diver-
sas respuestas globales de la enfermedad en presencia
de una membranopatia (esferocitosis y eliptocitosis he-
reditaria), enzimopatia (deficiencia de piruvato kinasa)
o hemoglobinopatia (talasemias)’>'4.

Estudios recientes, desarrollados en pacientes
con neoplasias hematolégicas esplénicas (especifica-
mente en el linfoma marginal primario del bazo), han
demostrado que el procedimiento es seguro y eficaz
cuando se realiza por laparoscopia, logrando una
tasa de remision completa a mediano y largo plazo
que oscila alrededor del 65% al 100%, incluyendo
con frecuencia la combinaciéon con quimioterapia
adyuvante''®. Lo anterior contrasta con una tasa de
complicaciones mayores y menores relacionadas con
la técnica quirtrgica inferior al 23%, siendo las mas
frecuentes las atelectasias, el neumotoérax, el ileo
prolongado, las complicaciones de la herida quirtrgica
y los derrames pleurales”. Actualmente, el papel de
la cirugia es debatible para estos casos debido a que
en algunos registros se ha observado una tasa de
respuesta similar con el uso de quimioinmunoterapia
sin la intervencién quirurgica'.

Con el tiempo, el perfeccionamiento de las habilida-
des y técnicas quirdrgicas ha permitido la introduccion
de procedimientos minimamente invasivos, como la
laparoscopia, que ofrecen menos complicaciones,
tiempo de hospitalizacién y morbimortalidad respecto
del procedimiento efectuado a cielo abierto'®%°. Esta
via fue descrita por primera vez en 1991 por Delaitre
y colaboradores?!, y su diseminacion en la practica
clinica regular es una realidad en nuestro entorno??. A
continuacion, se describe una serie de pacientes esple-
nectomizados por alguna indicacién hematolégica en
el Hospital Universitario de la Fundaciéon Santa Fe de
Bogotéa (Colombia).
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Materiales y métodos

El objetivo principal del estudio fue determinar la
supervivencia global (SG) de los pacientes esplenecto-
mizados por alguna enfermedad hematoldgica en la
Fundacion Santa Fe de Bogota (FSFB), y plantear po-
sibles factores que pudieran modificarla. Los objetivos
secundarios contemplaron estimar la supervivencia
libre de recaida (SLR), la frecuencia de la respuesta
hematolégica y de las complicaciones a corto plazo y
a largo plazo.

Se disefi¢ un estudio descriptivo retrospectivo que
incluyé los pacientes esplenectomizados por cualquier
técnica entre los afos 2004 y 2011. El tamafo de la
muestra a priori no fue calculado debido a la hetero-
geneidad y pequefo tamafio esperado de la poblacién,
por lo que fue determinado a conveniencia. Los regis-
tros fueron identificados a través del sistema virtual de
historias clinicas, utilizando los cédigos Unicos CIE-10
correspondientes al procedimiento. Se incluyeron en el
estudio aquellos pacientes que registraron como diag-
noéstico principal cualquier enfermedad hematoldgica,
sin considerar restricciones por la edad o indicacion
quirdrgica, y fueron excluidos todos los casos de es-
plenectomia por trauma.

La informacion fue extraida de los registros por
dos investigadores (AA y DC), quienes ingresaron
los datos en una base disefiada para el estudio.
Como estrategia de verificacion, se seleccionaron
tres variables definitorias para valorar el acuerdo
entre investigadores al momento de la captura de
la informacién: indicacion del procedimiento, diag-
néstico definitivo y respuesta hematoldgica. Sobre
estas, cada investigador evalu6 la concordancia de
los datos extraidos por duplicado (intraobservador) y
luego se compard la informacién extraida por los dos
investigadores (interobservador). Adicionalmente, se
estimo la frecuencia de datos faltantes en las historias
clinicas. Con el objetivo de mejorar el rendimiento
de la informacién obtenida, se establecié contacto
telefénico con los pacientes para corroborar fechas
definitorias para el calculo de la supervivencia y se
llevd a cabo una revision manual de los registros
quirurgicos. La digitacion y evaluacion se realizo en
forma nominal, sin ajustar los datos de la historia
clinica, usando el paquete estadistico SPSS version
18.0 (IBM® software, Chicago, IL, EE. UU.).
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Se recolectaron diversas variables clinicas (edad,
sexo, lineas de tratamiento previas, dependencia
transfusional —definida como el requerimiento de
transfundir cualquier componente debidamente
indicado en el ultimo afo antes del procedimiento
quirurgico—, nimero de lineas hematoldgicas compro-
metidas), los desenlaces derivados de la cirugia (técnica
quirtrgica, complicaciones a 30 dias y mortalidad),
algunas caracteristicas histopatoldgicas de los bazos
resecados (peso, presencia y tipo de neoplasia), la evo-
lucion de la enfermedad hematoldgica y su respuesta
(determinada a los 30 y 120 dias para las patologias
benignas y malignas, respectivamente), las infeccio-
nes por gérmenes encapsulados (N. meningitidis y
H. influenzae) conocidas como OPSI (overwhelming
post-splenectomy infection), los eventos trombéticos
al término del seguimiento, la SG y SLR.

En todos los casos, la respuesta hematolégica se
determino segun la enfermedad. Para la PTI, se de-
fini6 respuesta completa (RC), parcial (RP) y ausente
de acuerdo con el recuento plaquetario medido al
menos en dos ocasiones 30 dias después de la ciru-
gfa en > 100.000 cel/ml, 100.000-30.000 cel/ml o
< 30.000 cel/ml, respectivamente. Para la AH, la RC se
consider6 cuando se encontré un valor de hemoglo-
bina en rango normal para la edad sin requerimiento
transfusional por al menos seis meses después de la
esplenectomia; la RP, cuando hubo una mejoria de al
menos el 50% sobre el nivel basal de la hemoglobina
registrado antes de la cirugia; y ausencia de respuesta,
en presencia de una mejoria menor al 50% o por la
necesidad de otras intervenciones médicas (inmuno-
terapia y danazol, entre otros). En los pacientes con
linfomas, se usaron los criterios de Cheson?? cuando
se encontrd enfermedad medible; en quienes se do-
cumenté compromiso de médula 6sea, la respuesta se
valordé con una nueva muestra que debioé ser negativa
tras el tratamiento.

Los resultados se caracterizaron mediante la deter-
minacion de frecuencias absolutas, relativas, medidas
de tendencia central y de dispersién. Para la determi-
nacion de asociaciones entre frecuencias de variables
categoricas evaluadas, se hizo un analisis univariado
usando el estadistico Ji al cuadrado (X?) o el test exacto
de Fisher cuando fue necesario. Para todos los casos,
el nivel de significancia fue de p < 0.05. Por ser ajeno
a la conducta terapéutica, para la determinacion de las
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tasas de respuesta y supervivencia en los pacientes con
neoplasias, se excluyeron del analisis los casos en los que
la esplenectomia se llevd a cabo como procedimiento
diagnéstico. Las estimaciones de supervivencia se
hicieron tomando como fecha inicial la de la esplenec
tomia y como fecha final la ocurrencia de muerte (SG)
o de recaida por los criterios anteriormente definidos
(SLR). Se utilizé el modelo no paramétrico del limite del
producto (método de Kaplan-Meier) y sus funciones
se compararon mediante las pruebas del Log-rank y
Tarone-Ware. Con el fin de valorar los factores que in-
fluyeron sobre la supervivencia libre de recaiday global,
se realizd un andlisis multivariado empleando el modelo
proporcional de Cox (introducir). Las variables incluidas
en dicho modelo fueron seleccionadas a partir de un
consenso de especialistas en hematologia, las cuales
fisiopatoldgicamente se consideraron como modifica-
doras de la supervivencia y que tuvieron positividad en
el analisis univariado.

Resultados

Sobre la informacion recolectada, se estimd un nivel
de concordancia intracbservador del 100% e interob-
servador del 94%. Sobre el total de datos proyectados
en el aplicativo, se pudo completar la informacion
correspondiente en més del 90%; lo anterior fue po-
sible gracias a la disponibilidad de una historia clinica
digitalizada y sistematizada, quedando datos faltantes
en quienes no fue posible el sequimiento clinico pos-
terior a la esplenectomia por motivos administrativos
o de procedencia.

Caracteristicas de la poblacién en estudio

La tabla 1 muestra las caracteristicas generales de los
pacientes incluidos en el estudio. Un total de 30 pacien-
tes con edades entre los 2 y 81 afios fueron incluidos
en el estudio (mediana de 54 afnos); de estos, el 63%
eran mujeres (n = 19). El diagnoéstico dominante fue la
PTl en 3 de cada 5 pacientes; de ellos, el 67% eran del
sexo femenino, relacion que no mostrd dominancia para
el resto de los diagnoésticos (p = 0.94). Las neoplasias
hematoldgicas (23%) y las AH (17%) resultaron menos
frecuentes. El 40% de la poblacion habia recibido dos
0 mas lineas de tratamiento médico antes de la esple-
nectomia, hecho positivo para los pacientes con PTI,
pero no para aquellos con AH, donde el 80% solo se
expuso a una intervencion médica antes de la cirugia
16.7. La mayoria de los sujetos tenfa al menos una
citopenia manifiesta en el hemograma (77%); el 13%,
dos 0 més; y el 10%, ninguna. Casi una cuarta parte
de la poblacién presentd algln grado de dependencia
transfusional, caracteristica dominante entre quienes
tenian AH (p = 0.03) y sexo masculino (p = 0.02). Este
hallazgo no fue positivo en los 16 pacientes que habian
recibido dos o mas tratamientos antes de la cirugia
(p = 0.52).

En general, los Ultimos tratamientos recibidos an-
tes de la esplenectomia fueron los esteroides (67%),
seguidos en frecuencia por la inmunoterapia (17%).
A lo largo de la enfermedad, 25 pacientes recibieron
esteroides; 10, algun tipo de inmunoterapia (gamma-
globulina humana o anti-D); y 4, rituximab. La minoria
de pacientes recibid inmunosupresion (ciclosporina,
micofenolato mofetil, ciclofosfamida) o danazol.

Tabla 1. Caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes sometidos a esplenectomia por enfermedad hematolégica en la FSFB entre 2004 y 2011 (n = 30)

Diagnéstico principal

AH’ Neoplasia hematologica™

Numero de pacientes n (%) 18 (60.0) 5(16.7) 7(233) 30 (100)
Género masculino n (%) 6(33.3) 3(60) 2(28.6) 11(36.7)
Edad mediana al diagndstico arios (rango) 505 (17-75) 54 (2-66) 78 (64-81) 545 (2-81)
Dependencia transfusional n (%) 1(5.6) 4(80) 2(28.6) 7(233)
Lineas de tratamiento previos a la esplenectomia

001n(%) 8 (44.4) 4 (80) 6(85.7) 18 (60)

=2n (%) 10 (55.6) 1(20) 1(14.3) 12 (40)
Citopenias en sangre periférica

001n(%) 17 (94.4) 4 (80) 4(57.1) 25(83.3)

>2n (%) 1(5.6) 1(20) 3(429) 5(16.7)
Técnica laparoscopica n (%) 17 (94.4) 3(60) 4(57.1) 24 (80)
Indicacion terapéutica de la esplenectomia n (%) 18 (100) 5(100) 3(429) 26 (86.6)
Peso mediano del bazo en gramos (rango) 89.5 (35-150) 490 (297-1002) 505 (154-2304) 132.5(35-2304)

" Dentro del total de todos los casos.

“Incluye 2 pacientes con anemia hemolitica autoinmune, 2 pacientes con anemia hemolitica sin etiologia determinada, 1 paciente con enzimopatia.
“Incluye 3 pacientes con linfoma marginal esplénico, 1 paciente con linfoma B difuso de célula grande con infiltracion esplénica, 1 paciente con linfoma no primario del bazo, 1 paciente con
linfoma de Hodgkin de localizacidn esplénica, 1 paciente con leucemia linfocitica cronica.
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La indicacién para la realizacion de la esplenectomia
fue terapéutica predominantemente y en cerca del
15% su motivo fue diagndstico. En la gran mayorfa
de los casos, el procedimiento se llevd a cabo por via
laparoscépica (80%), requiriendo conversion en 2 de
ellos (ambos casos registraron un peso medio del bazo
superior a 130 g).

La cuantificacion del peso (mediana) de los bazos
resecados fue de 330 g (r, 35-2.304). En un 70%, se
aprecié congestion de la pulpa roja, siendo este hallazgo
mas frecuente en quienes tuvieron un peso menor a
130 g (p = 0.02) y en los que se confirmd el diagnds-
tico de PTl (p = 0.02). Por otra parte, la hiperplasia de
la pulpa blanca y la hematopoyesis extramedular se
encontraron en menor grado (28% y 7% de los casos,
respectivamente), sin alguna preferencia especial segin
el diagndstico. En 7 casos fue evidente la infiltracién
tumoral esplénica, con el hallazgo incidental de un
angiosarcoma de localizacion focal en un paciente
con PTI. En ningun espécimen se documento fibrosis
extensa ni trombosis.

Desenlaces y complicaciones
a corto y a largo plazo

De los 30 pacientes esplenectomizados, 4 fueron
llevados al procedimiento por indicacion diagnoéstica
asociada a esplenomegalia: 2 en el estudio de adeno-
medgalias sistémicas, 1 por una AH autoinmune cortico-
rresistente y 1 por leucopenia. En los cuatro casos, se
evidencié un sindrome linfoproliferativo esplénico no
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primario y se administré el tratamiento correspondiente.
De los 26 sujetos restantes, en 3 (11.5%) no fue posible
realizar el seguimiento (1 paciente con AH autoinmune
y 2 con PTI). Por lo anterior, la respuesta al tratamiento
y la presentacién de complicaciones fue estimada sobre
23 pacientes.

La tabla 2 exhibe la frecuencia de respuestas he-
matoldgicas y complicaciones en los primeros 30 dias
tras la esplenectomia, asi como los desenlaces a largo
plazo. En el 70% (n = 19) de los casos, se alcanzoé la
respuesta global (RG = RC + RP) de las alteraciones
hematoldgicas tras la realizacion de la esplenectomia,
sin una tendencia estadisticamente significativa al
considerar el diagndéstico (PTI frente a los otros). Sin
embargo, se obtuvo una RG en mas del 80% de los
casos de PTI y en las neoplasias hematoldgicas, no
asi en los casos de AH (=25%). Para las neoplasias,
el manejo posesplenectomia incluyé la consolidacion
del tratamiento con quimioterapia y/o inmunoterapia.

Respecto al periodo posoperatorio, el 8.3% (n = 2)
tuvo alguna complicacién infecciosa o hemorragica, que
en ningun caso resultdé en mortalidad temprana. No
hubo diferencias en la presentacion de complicaciones
posoperatorias segun el tipo de enfermedad hematolo-
gica (p = 0.55), pero si cuando se discriminé la relacion
segun la dependencia transfusional (p = 0.0001) y el
no alcanzar una respuesta hematolégica (p = 0.009).
Al término del seguimiento, todos (n = 3) los pacientes
gue tuvieron alguna complicaciéon perioperatoria habian
muerto, frente al 13.6% de los que no las presentaron
(p =0.013).

Tabla 2. Frecuencia de respuesta hematoldgica y eventos adversos a corto y largo plazo después de la esplenectomia (n = 23)

Diagnéstico principal

AH* Neoplasia hematolégica™

Respuesta a corto plazo
Respuesta hematoldgica global (RC + RP) n (%) 14 (87.5) 1(25) 3(100)" 18 (78.3)
No respuesta n (%) 2(125) 3(100) 0(0) 5(1.7)
Complicaciones a corto plazo
Infecciosas n (%) 1(63) 3(75) 0(0) 4(174)
Hemorrégicas n (%) 1(63) 1(25) 1(33) 3(13)
Recaida a largo plazo n (%)™ 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Complicaciones a corto plazo n (%)
Infecciosas n (%) 0(0) 2(50) 0(0) 2(83)
Tromboticas n (%) 1(59 0(0) 1(33) 2(83)
Mortalidad a largo plazo n (%) 1(6.3) 2 (50) 0(0) 3(13)
Pérdida del seguimiento n (%) 2011) 1(20) 0(0) 3(11.5)
Numero de pacientes n (%)* 16 (69.6) 4(17.4) 3(134) 23 (100)

" Sobre el total de pacientes que alcanzaron algin grado de respuesta hematoldgica.
" El manejo de estos pacientes incluyé quimioterapia y/o inmunoterapia en todos los casos.
* Andlisis sobre el total de pacientes con seguimiento posquirdirgico.

“Incluye 1 paciente con anemia hemolitica autoinmune, 2 pacientes con anemia hemolitica sin etiologia determinada, 1 paciente con enzimopatia.
“Incluye 2 pacientes con linfoma marginal esplénico y 1 paciente con leucemia linfocitica crénica.
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Impacto clinico de la esplenectomia
y supervivencia

De los pacientes que lograron la RG con el proce-
dimiento, este fenémeno fue mantenido durante el
seguimiento y no se presentaron recaidas. Por el anterior
motivo, la SLR se homologé a la SG y no fue calculada
para nuestra serie. Los factores que se asociaron a una
mayor SG se ilustran en la tabla 3 y fueron principalmente
la dependencia transfusional (p = 0.04) y el logro de la
respuesta hematoldgica (p = 0.026).

Al termino del estudio (mediana de seguimien-
to 44.7 meses), 4 pacientes (15%) habian muerto,
ninguno de ellos por la condicidon hematoldgica de
base. La supervivencia global (SG) fue de 133 meses
(IC95% 108.5 a 157 meses) (figura 1), mayor para el
subgrupo de las PTI (149 meses; 1C95% 128 a 170)
en comparacion con aquellos que tenian otras enti-
dades nosoldgicas (79 meses; 1C95% 49.5 a 109.6,
p = 0.084; figura 2A). La evaluacion del mismo des-
enlace discriminado por el peso del bazo encontrd

Tabla 3. Asociaciones entre la mortalidad a largo plazo en un modelo univariado
para los pacientes esplenectomizados de acuerdo con diversos factores clinicos,
histopatolégicos e intervenciones posteriores (n = 23)

Numero de

133 meses (IC95% 108.5-157 meses)

Supervivencia acumulada (proporcién)

T T 1
0 50 100 150 200

Tiempo (meses)

Figura 1. Supervivencia global en los pacientes (n = 23) con enfermedad hema-
toldgica tratados con esplenectomia en la FSFB.

una diferencia estadisticamente significativa a favor
de quienes obtuvieron un valor inferior a 130 g —no
alcanzado (NA) versus 36.6 meses; p = 0.024; figura
2B-. De forma similar, la ausencia de dependencia
transfusional modificé positivamente la supervivencia

. Mortalidad (NA versus 36 meses; p = 0.001), hallazgo concordante
pacientes (%) Valor p ] ) ]
(n=23) con el estimativo de las medianas conforme al grado
Edad de respuesta (en presencia de RC, la SG no se ha
Menor de 50 anos 1 1(9.1) . .
Mayor de 50am0s = 163 NS alcanzado, mientras que este valor para quienes no
Sexo respondieron fue 36.6 meses; p = 0.007) (dato no mos-
Masculino 8 1(12.5) . . .
PE— e T 67) NS trado). Los pacientes que no requirieron tratamiento
Tipo de enfermedad hematolégica posterior tuvieron una mayor SG (con y sin tratamiento
Purpura trombocitopénica 17 1659 posterior a la esplenectomia 51 y 152 meses, respec-
inmunoldgica
Anemias hemoliticas 3 130 NS tivamente; p = 0.007), relacién dominante para el
Enfermedades malignas 3 00 grupo con PTI(2/10 sujetos). Ademas, la presentacion
Numero de lineas de tratamiento previo a la esplenectomia
001 12 0(0)
Z " 082 NS Tabla 4. Modelo proporcional de Cox para las variables determinantes de la su-
> (182 pervivencia en los pacientes esplenectomizados por enfermedades hematoldgicas
Dependencia transfusional prequirtrgica enlaFSFB (n=23)
Si 5 2 (40.0) 004 o
| < o
No 18 00 Variable LELTIC Valor p
Peso del bazo al estudio histopatolégico EIeS90 Inferior Superior
<130g 14 0(0) Peso del bazo mayor o
T 5 000 NS menor de 130 g NA NA NA 0.109
Requerimiento de tratamiento a largo plazo Dependencia transfusional 187003.63 0 834 E+ 140 0.029
o > 10200 NS Respuesta hematoldgica NA NA NA 0.108
No 18 1(56)
Respuesta hematoldgica a largo plazo Sexo 1479 0152 14.393 0135
Si 18 0(0) Requerimiento de
No 4 2(500) 0.026 tratamv‘anto posterior NA NA NA 0.140
Complicaciones a largo plazo Eﬁg:’?jceligiaemr?::tgepf:va\o NA NA NA 0.892
o 4 109 NS PTl frente a otros
No 19 1(53) diagnésticos NA NA NA 0177
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Figura 2A. Supervivencia global segun el tipo de diagnéstico Figura 2B. Supervivencia global segun el peso del bazo
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Figura 2C. Supervivencia global segtn Figura 2D. Supervivencia global segun el requerimiento
la dependencia transfusional prequirdrgica del tratamiento posterior a la esplenectomia
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Figura 2. Supervivencia global
en los pacientes esplenectomizados
de acuerdo con las cuatro variables Figura 2E. Supervivencia global segun
determinantes obtenidas en el modelo la presentacion de complicaciones a largo plazo
proporcional de Cox. S
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de complicaciones a largo plazo mostré cierta ten-
dencia a disminuir la supervivencia (p = 0.062).
No se encontraron diferencias estadisticamente sig-
nificativas para la SG respecto del nimero de lineas
de tratamiento antes de la intervencién (al menos
una linea, 98 meses versus 2 lineas o mas 131 meses;
p = 0.788), segun el tipo de abordaje quirdrgico (la-
parotomia 87 meses versus laparoscopia 135 meses;
p = 0.733) o la edad estratificada a partir de los 50
anos (< 50 afos 145 meses versus > 50 afos 78 meses;
p = 0.381). Finalmente, el andlisis multivariado solo
identifico a la dependencia transfusional como variable
que determind la supervivencia (tabla 4).

Discusion

Aun después de 100 afos desde su descripcion,
la esplenectomia continta representando una alter-
nativa terapéutica ampliamente considerada para los
pacientes con diversas patologias hematolégicas: la
PTI, la purpura trombocitopénica trombaotica (PTT),
las AH de diversa indole, junto con ciertas neoplasias
de la sangre tanto de localizaciéon esplénica prima-
ria como secundaria. Sin embargo, los estudios de
mejor evidencia (experimentos clinicos aleatorizados
y metaandlisis) son escasos o nulos respecto a esta
intervenciéon. Por otro lado, son numerosas las series
de casos y cohortes (con tamafio y poblacién variables)
gue han descrito la efectividad de la esplenectomia
para estas condiciones, especialmente a corto plazo?
y con pocos datos del contexto latinoamericano??. En
estas, es claramente predominante el papel de la PTI
como la indicacién mas frecuente de la esplenectomia;
lo anterior podria estar relacionado con su incidencia
(en especial en la poblacién femenina) cuantificada
en 3.9 casos por 100.000 habitantes/afio?®. Las en-
tidades hematoldgicas malignas y las AH le siguen
en frecuencia como indicaciones del procedimiento,
siendo su orden variable segun el estudio'”?2:26.27_ En
el presente trabajo, la distribucion de las indicaciones
se mantuvo alrededor de lo descrito en la literatura.

Conforme con la condicién hematolégica, la edad
al momento de la esplenectomia también es relativa;
tanto en los casos de PTly algunos de AH es notoria la
afectacion entre los mas jovenes?>?8. Esta distribucion
se opone al promedio de edad de los pacientes con
neoplasias hematologicas, entidades en las que se

aprecia un rango superior'. Si bien la presente serie
no contd con un ndmero representativo de pacientes
con AH y neoplasias, en el caso de la PTI si fue evi-
dente la afectacion de la poblacién femenina, acorde
con lo reportado en otras series. La estratificacién de
los grupos segun la edad y la patologia en nuestra
cohorte es coherente con el curso biolégico de estas
enfermedades, y sigue lo informado previamente'.
Respecto a la esplenectomia en pacientes pediatricos,
existe un acuerdo general para posponer la operaciéon
hasta que se haya alcanzado un minimo de seis afios
de edad, otorgando un limitado nivel de evidencia??°.
En nuestra serie, se llevé un paciente al procedimiento a
los dos afios de edad por una AH documentada al naci-
miento, sin causa evidente, pero con un requerimiento
transfusional intensivo (cada dos semanas). Aunque no
se logré obtener la respuesta hematolégica, el paciente
disminuyd la frecuencia e intensidad del soporte que
venia recibiendo y hasta la fecha del seguimiento con-
tinuaba vivo y con menor morbilidad.

La piedra angular en el manejo inicial de multiples
condiciones hematoldgicas (en especial las benignas)
que afectan el bazo son los corticoesteroides; su uso es
explicable como consecuencia del efecto pleiotrépico
sobre el sistema reticuloendotelial®®3'. De alli que la
mayorfa de lineas de tratamiento previas a la esplenec-
tomia hayan sido estos agentes. Particularmente en la
PTI, tras esta intervencion, se recurre al procedimiento
quirurgico; en contraste y en nuestra cohorte, la esple-
nectomia fue diferida como tratamiento mas tardio en
cerca de la mitad de los pacientes con PTI o AH.

Se han hecho esfuerzos por determinar la efica-
cia de la esplenectomia en diversos contextos. Una
revision sistematica no convencional que incluyé 135
series de casos de mas de 15 pacientes con PTl en-
contré una frecuencia de RC a largo plazo del 66%;
en especial, la RC después de cinco afos se obtuvo
en el 71% de los casos de PTI sin importar la edad?*.
Lo anterior contrasté con una frecuencia consolidada
de complicaciones globales del 9.6% y 12.9%, y de
mortalidad del 1.0% y 0.2%, cuando se usé la técni-
ca laparoscépica y abierta, respectivamente. Para los
casos de AH autoinmunes, la frecuencia de obtener
una respuesta global se estimé entre el 56% y 100%,
segun su naturaleza secundaria o primaria®'32, En
el caso de los linfomas de la zona marginal de loca-
lizacion esplénica, la reseccion del bazo ha derivado
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en tasas de respuesta superiores al 95%%34. No
obstante, la falta de homogeneidad para indicar la
esplenectomia como segunda linea de eleccién podria
estar supeditada por la minima cantidad de estudios
clinicos de alto nivel de evidencia, que se hayan reali-
zado a gran escala, que promulguen la efectividad del
procedimiento, y por la aparicién y comercializacion
de los nuevos agentes farmacoldgicos que abogan
por la preservacion del 6rgano con el fin de evitar los
riesgos a los que predispone la asplenia’®. Para ilustrar
este hecho, actualmente existen estudios en curso
registrados en ClinicalTrials.gov que evalUan varios
agentes con el objetivo de postergar la esplenectomia
en multiples patologias hematoldgicas como segunda
linea de manejo, tales como el anticuerpo monoclonal
anti-CD, rituximab en AH autoinmune (NCT01181154)
y en PTI(NCT00344149), y el agonista del receptor de
trombopoyetina AMG531 en PTI(NCT00415532). En el
caso de las neoplasias hematolégicas esplénicas, el uso
de la quimioterapia y/o inmunoterapia concomitante
ha resultado en tasas de respuesta similares a las ob-
tenidas mediante la cirugia®-®. En el presente trabajo,
la RG fue acorde con lo reportado en la literatura para
los casos de PTI, sin embargo, para los otros, no fue
posible deducir su frecuencia por el bajo nimero de
pacientes por grupo.

La tasa de complicaciones perioperatorias fue
aceptable, debido principalmente a las infecciones (del
sitio operatorio, locales de otros sitios o sistémicas) que
en general fueron manejadas exitosamente (no hubo
ninguna muerte por sepsis) en los 30 dias posopera-
torios, resultando en una mortalidad temprana nula.
Si bien su frecuencia fue levemente menor en nuestra
serie, es fundamental resaltar que los pacientes cuya
cirugia es de mayor complejidad (pacientes con esple-
nomegalia importante) fueron pocos. Por otro lado, la
morbilidad posoperatoria se ha reportado hasta en el
23%, siendo principalmente de tipo no infeccioso?*3’
y congruente con nuestros hallazgos. A largo plazo,
las complicaciones de indole infecciosa y trombotica
solo se presentaron cada una en un paciente. Esta
frecuencia es similar a lo reportado®, y es justificable
por el uso sistematico de la vacunacién contra gérme-
nes encapsulados.

Por ser patologias cronicas, los estudios disponi-
bles han evaluado predominantemente la SLR. Para
la PTI, se ha estimado una SLR a cinco afnos entre el
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70% y 90%, y a 10 afos del 55% al 65%342. Sin
embargo, estos valores suelen estar comprometidos
por la pérdida de pacientes durante el sequimiento,
evento que oscila alrededor del 30%, al igual que por
la heterogeneidad de la poblacion incluida en dichos
estudios®-4042 | o anterior explica porque los factores
determinantes de la SLR han sido controvertidos en
este grupo de pacientes, sugiriendo algun impacto
sobre el prondéstico de la edad, el sexo, y la respuesta
a los esteroides antes de la cirugia, entre otros?*3°,
La SG en PTI, por el contrario, ha sido pobremente
caracterizada®®. En el presente estudio, la SG no pudo
ser comparada con la SLR, puesto que los pacientes
fueron expuestos con frecuencia a otras opciones
terapéuticas posesplenectomia.

Para las AH no autoinmunes (p. ej., enzimopatias),
la experiencia resulta mas escasa y limitada, reportan-
do estabilidad de los requerimientos transfusionales,
en las cifras de hemoglobina y en el periodo libre de
tratamiento, después de 1y 8 afos de seguimiento
posterior a la esplenectomia’'443. Por tal motivo, en los
pacientes con AH por deficiencia de piruvato-quinasa,
se recomienda desde hace varias décadas practicar la
esplenectomia en los jévenes severamente afectados
gue requieren un soporte transfusional regular y tole-
ran pobremente la anemia*¢. En nuestra serie, en una
paciente de seis afos con esta entidad, se logré la RC
después de la cirugia, resultado que se mantuvo hasta
el término del seguimiento. En los casos de AH autoin-
munes, la informacién de supervivencia es escasa y se
concentra en pequefos registros' o en estudios sobre
nuevas estrategias terapéuticas®. Para los pacientes con
neoplasias hematoldgicas de localizacion esplénica, la
SLP ha sido estimada en pocas series después de 3a 5
afos, y oscila entre el 50% y 80%334647_ Respecto de la
SG, se ha encontrado entre el 70% y 90%, luego de 3y
5 afios de evaluacion, respectivamente. Estas cifras son
inferiores a las obtenidas con el uso de quimioterapia
y/o inmunoterapia'®364,

En nuestra cohorte, los factores que resultaron
determinantes de la SG presentan explicaciones plau-
sibles. En primer lugar, la respuesta hematoldgica es
sinénima al control de la enfermedad, por lo que es
esperable que su obtencién se traduzca en mejores
expectativas de vida. La mejoria de la supervivencia
a partir de la respuesta terapéutica también ha sido
bien caracterizada en otras patologias neoplasicas
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hematoldgicas, tales como en el mieloma multiple?®.
En segundo lugar, la relevancia de la dependencia
transfusional podria explicarse desde la perspectiva
de la fisiopatologia de las condiciones hematoldgicas;
el valor pronéstico de la dependencia transfusional
ha sido ampliamente caracterizado en el sindrome
mielodisplasico (SMD) y en la mielofibrosis, donde
hace parte de las escalas pronosticas validadas in-
ternacionalmente, y es directamente proporcional a
un comportamiento biolégico mas agresivo y a una
mayor carga de la enfermedad clonal**->'. Adicio-
nalmente, la dependencia transfusional en ciertos
casos puede resultar en complicaciones crénicas
gue podrian impactar la SG (p. ej., la sobrecarga de
hierro)*. Algunos grupos han utilizado el analisis
de la supervivencia discriminada por la intensidad y
carga de los requerimientos transfusionales sobre el
pronostico en los pacientes con SMD*, no obstante,
esta variable puede afectarse por la edad, el sexo, las
comorbilidades extrahematoldgicas, el estado funcio-
nal y el rendimiento de cada unidad transfundida®.
La dependencia transfusional preoperatoria no se ha
considerado en general en los estudios de eficacia
de la esplenectomia, por lo que nuestros resultados
tendran que confirmarse en el futuro.

Las limitaciones dominantes de este trabajo fueron
la naturaleza retrospectiva del andlisis que pudo pro-
mover un sesgo de informacion. Ademas, su caracter
unicéntrico limitd el tamano de la muestra, lo que
puede impactar la validez externa de los resultados.

Por otra parte, el bajo nimero de pacientes con
AH y neoplasias hematolégicas podria resultar en
asociaciones erraticas. La proporcion de pérdida del
seguimiento a largo plazo se estimé en un 10%, lo que
resulta aceptable. Por ultimo, es necesario determinar
una forma estandarizada para estimar el impacto de
la dependencia transfusional (posiblemente segun su
intensidad). Lo anterior es una prioridad de trabajo de
varios grupos gue estudian las enfermedades hema-
tologicas, en las que el bazo puede desempefar un
papel fisiopatoldgico fundamental.

Conclusiones

La esplenectomia obtiene frecuencias importantes
de respuesta hematoldgica en patologias hematolé-
gicas benignas y malignas, lo que se corresponde con
una elevada SG y una baja tasa de complicaciones a
largo plazo. La supervivencia se modifica principal-
mente por la dependencia transfusional preoperatoria,
variable que debe explorarse como determinante en
otros trabajos.
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Resumen

El dogma sobre la génesis de las células es un evento insignificante en el cerebro de los mamiferos adultos, que ha influen-
ciado nuestra percepcion y la comprension del origen y desarrollo de los tumores del sistema nervioso central. El descubri-
miento de que las neuronas y la neuroglia se generan a lo largo de la vida a partir de células progenitoras proporciona nuevas
posibilidades para definir la clonalidad y el comportamiento de las neoplasias cerebrales. La hipotesis detras de este hallazgo
esta soportada por las modificaciones celulares y los mecanismos genéticos que controlan la neurogénesis normal y tumoral,
lo que permite la identificacion de nuevas estrategias terapéuticas.

Palabras clave: Tumor cerebral, glioma, célula progenitora, carcinogénesis, neurogénesis, desarrollo.

Abstract

The dogma that the genesis of cells is a negligible event in the adult mammalian brain has long influenced our perception
and understanding of the origin and development of (central nervous system) CNS tumors. The discovery that new neurons
and glia are produced throughout life from neural stem cells provides new possibilities for the candidate cells of origin of CNS
neoplasias. The emerging hypothesis is that alterations in the cellular and genetic mechanisms that control adult neurogene-
sis might contribute to brain tumorigenesis, thereby allowing the identification of new therapeutic strategies.

Key words: Brain tumor, glioma, stem cells, carcinogenesis, neurogenesis, development.

Introducciéon desarrollados (72%) y estan constituidas, principalmen-
te, por los tumores de estirpe glial'3.

Segun la Agencia Internacional para la Investigacion

36

del Cancer (IARC, Organizacién Mundial de la Salud),
la incidencia estandarizada de los tumores primarios
del sistema nervioso central a nivel mundial es de
15.8/100.000y 17.2/100.000 habitantes para los hom-
bres y mujeres, respectivamente’. Globalmente, estas
cifras se traducen en 190.000 casos nuevos por ano,
un 22% mas que las neoplasias cerebrales diagnosti-
cadas en 1960, lo que en la actualidad representa el
1.4% de todos los canceres?. En general, estas lesiones
son mas prevalentes entre los habitantes de los paises

Los gliomas representan la tercera causa de muerte
por cancer entre los hombres de edad media, y la cuarta
para las mujeres con una edad comprendida entre los
15 y 34 afos**. A pesar del notorio desarrollo de la
biologia molecular tumoral, las estrategias terapéuticas
dirigidas contra el control de esta enfermedad contintian
siendo limitadas y solo se han incrementado en un 18%
durante las ultimas dos décadas, lo que les posiciona
lejos de otras neoplasias mas prevalentes®. En oposi-
cion, los modelos celulares de los tumores cerebrales
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han permitido explorar nuevas areas relacionadas con
el conocimiento de las enfermedades malignas, entre
ellas, la que tiene relacion con el papel de las células
progenitoras multipotenciales.

La supervivencia global (SG) de los pacientes
con glioblastoma (GB) y la de aquellos con gliomas
anaplasicos es de 8 a 15 meses y de 12 a 28 meses,
respectivamente®; después de la publicacion de Stupp
y colaboradores, la gran mayoria de los centros con
experiencia en neuro-oncologifa utilizan como trata-
miento estandar del GB la temozolamida (TMZ) en
concomitancia con radioterapia, seguida de seis meses
de tratamiento con este agente alquilante, con lo que
se logra una SG de 14.6 meses y una proporcion de
sujetos vivos a los dos afios del 26%’. No obstante,
mas del 50% de los pacientes progresan durante el
primer afo, luego de lo cual suelen tener una SG
menor a 20 semanas®.

La teoria de la neurogénesis posnatal de Altman y
colaboradores, y el hallazgo de las células progenitoras
de los tumores gliales en el 2002 han permitido ampliar
el conocimiento respecto de nuevas intervenciones que
podrian modificar el comportamiento del microambien-
te tumoral glial’. Un ejemplo representativo es la eviden-
cia de que la mayoria de las células pluripotenciales que
presentan el marcador de superficie CD133 se asocian
con un microambiente que favorece la elevacion de los
niveles de VEGF (10 a 20 veces sobre el valor normal) y
también la sobreexpresion del receptor VEGFR-2°. De
forma similar, estudios con xenogramas murinos de-
mostraron en los gliomas de alto grado un incremento
significativo de la angiogenina, interleuquina 8 (IL-8),
interleuquina 6 (IL-6), y en los factores de crecimiento
derivado de los fibroblastos (FGF), similar a la insulina
(IGF-IR), producido por las plaquetas (PDGF) e inducido
por la hipoxia (HIF)™®. En respuesta, los precursores de las
células tumorales gliales y sus descendientes maduros
incrementan la sensibilidad al VEGF, especialmente en
presencia de acidosis, fenomeno normal en las empa-
lizadas tipicas del GB".

A continuacioén, se realiza una revisién detallada
de la informacion publicada sobre las células progeni-
toras de los gliomas y meduloblastomas, y su posible
relacién con la respuesta a la quimiorradiacion y a
futuras intervenciones terapéuticas. De igual forma,
se discute el papel de estas en la propagacion de
la enfermedad, y se proporciona un andlisis de las

propiedades funcionales de las células progenitoras
neuronales normales y de sus homdlogas tumorales
que pierden su capacidad regulatoria durante el pro-
ceso de neurogénesis.

Formato utilizado para
la bisqueda de informacion

La informacion consignada en esta revisién fue
extraida a partir de busquedas de la literatura médica
practicadas en las bases de datos Medline, Biosis y
Embase, desde 1966, 1992 y 1974, respectivamente,
hasta el 1° de julio del 2012, usando la plataforma Ovid
(Ovid Technologies, Inc., US) y multiples términos clave.
Se disefaron estrategias adicionales para las bases de
datos Lilacs y Cinhal, usando criterios similares; tam-
bién, se recopilaron las referencias mas representativas
presentadas durante los ultimos cinco afios en los
congresos de la American Society of Clinical Oncology
(ASCO), de la European Society of Medical Oncology
(ESMO), de la Society of Neuro-Oncology (SNO), de
la European Association for Neuro-Oncology (EANO)
y de la American Association for Cancer Research
(AACR), mas algunos datos obtenidos del motor
general Google.

Identificacion de las células
progenitoras en el cerebro y
su relacion con los tumores gliales

El cancer suele desarrollarse a partir de mutaciones
que ocurren en pocas células, o incluso, a partir de
solo un elemento fundador; estas unidades anormales
pierden la capacidad de autorregulacion, lo que reper-
cute en su potencial incontrolado de proliferacion'.
Dos modelos hipotéticos explican este fenémeno: el
primero es el estocastico, que predice que todas las
células tienen una capacidad homogénea para iniciar
una neoplasia que usualmente presenta apartados
en los que sus elementos se encuentran activados de
forma sincrénica y constitutiva'?. El seqgundo modelo
es el jerarquico, que asume gue solo un subgrupo de
células presentes en el tumor tiene cierto potencial
para proliferar y generar nuevos focos neoplasicos,
mientras el resto actla como soporte o representa
células tumorales bien diferenciadas o terminales. Este
modelo explica los hallazgos de las células progenitoras
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pluripotenciales en la leucemia mieloide aguda, en los
tumores cerebrales, en los canceres de mama, préstata
y colon®14,

Hace solo 17 afios, Nottebohm y colaboradores
reportaron el descubrimiento de tejido embrionario
neural en el parénquima cerebral de las aves, seguido
por varios estudios complementarios que evidenciaron
el mismo hallazgo en roedores, simios y humanos'. Por
consiguiente, es un hecho que la neurogénesis persiste
durante la adultez, particularmente a nivel del giro
dentado del hipocampo (en el hilio y en varios planos
de la ldmina granular) y en la regién superior profunda
de los ventriculos laterales, vecina al cuerpo estriado
(figura 1). Estas células constituyen cerca del 0.2%
de los elementos formes del encéfalo, primitivamente
pertenecen al telencéfalo, y generalmente expresan
la proteina fibrilar glial (GFAP, por su sigla en inglés)™®.
Poseen un papel putativo y son capaces de regenerar la
estructura neurogenética in vivo e in vitro; usualmente,

disfrutan de un estado de quiescencia relativa con un
ciclo celular cercano a los 28 dias (células tipo B o as-
trocitos pluripotenciales)".

Habitualmente, las células progenitoras pluripoten-
ciales tienen la capacidad de generar otros elementos
progenitores de sequndo orden que se dividen cada 12
horas (fase de proliferacion rapida); estas células han
sido denominadas del tipo C (precursores inmaduros),
mantienen la multipotencialidad y producen otros pre-
cursores neuronales con mayor madurez designados
como células tipo A (neuroblastos migrantes), capaces
de migrar en grupo a través de la porcién rostral del ven-
triculo lateral hacia el bulbo olfatorio, donde se integran
como nuevas interneuronas en las diferentes capas del
cortex'® (figura 1). La region productora subventricular
se encuentra preservada en los mamiferos euterios in-
cluyendo al hombre, solo que, en este ultimo, el despla-
zamiento celular no es grupal, sino individual, y sigue un
destino que aln no ha sido aclarado™. Andlogamente

Figura 1. Proceso relacionado con el desarrollo y evolucién de las células progenitoras de los tumores cerebrales.
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Fuente: tomado con autorizacién de Cardona AF, Balana C, Torres D, Becerra H, Ortiz LD, Fadul CE. Stem cells in brain tumorigenesis and their impact on therapy. Curr Stem Cell

Res Ther 2011;6(4):339-49.
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a la zona subventricular, la regién granular hipocampal
amplifica algunas células precursoras menos conocidas
denominadas tipo D, debido a su capacidad migratoria
limitada (cortas distancias)™.

Los precursores celulares normales y tumorales
comparten la expresion de multiples marcadores, la ca-
pacidad de regeneracioén ilimitada, la proliferacion expo-
nencial y la de diferenciacion abierta. Adicionalmente,
presentan una actividad similar en sus telomerasas, en la
resistencia a la apoptosis, y una mayor capacidad para el
transporte de sustancias a nivel de la membrana?'. Esta
Ultima caracteristica facilita la exportacion de moléculas
antineoplasicas por medio de proteinas pertenecientes
ala familia ABC como la MDR-1 (ABCB1 o glicoproteina
P), MRP-1 (ABCC1), ABCA2, ABCA3 y ABCG222",

Desde una perspectiva neuroquimica, las células
tipo B expresan otros filamentos intermedios, como
la vimentina y la nestina, y son caracteristicamente
negativas para los marcadores neuronales PSA-NCAM
y TuJ12%; con frecuencia, expresan PDGFR-a, que parece
actuar como regulador del balance para la diferencia-
cion entre los oligodendrocitos y las neuronas durante
la fase de neurogénesis asimétrica. Las células tipo
B también son altamente sensibles al estimulo del
factor de crecimiento epidérmico (EGF) y del FGF2',
y demuestran positividad constitutiva para el CD133
(prominina-1), una glicoproteina de superficie de 130
KDa con cinco dominios transmembrana?®. Existen
varias isoformas del CD133 reguladas via metilacion,

no obstante, su funcién puntual y la regulaciéon de su
transcripcién son aun desconocida?'?2. Algunos re-
portes sugieren que su posicion en la membrana tiene
relacién con la organizacion dindmica de esta estructura
celular, lo que favorece la determinacion de la polaridad
celular, la migracion y la interaccién con otras células
vecinas, especialmente, con aquellas pertenecientes al
endotelio tumoral?®.

El marcador CD133 ha sido aislado de las células
progenitoras normales, en aquellas de los tumores
gliales y en otras neoplasias (modelo de la “neurosfe-
ra”)?*. Las células positivas para CD133 (CD133*) pre-
sentan una serie de mecanismos que contribuyen con
la activacion preferencial de los puntos regulatorios
del ciclo celular, aumentando su tolerancia al dafo
inducido por la radioterapia?®. Este hallazgo y otras
vias de activacion anormal, como la Wnt/b-catenina,
Notch, sonic-hedgehog (SHh), PTEN y Bmi-1, permiten
comprender porque las células progenitoras de los
tumores gliales son resistentes a la radiacion?. Estas
células también se caracterizan por exhibir resistencia
primaria a la quimioterapia (carboplatino, paclitaxel y
etopdsido). Un estudio que valoré la expresion génica
del BCRP1/ABCG2 y de la MGMT en los progenitores
gliales determind una elevacién significativa de su
funcion, al igual que varios supresores de la apop-
tosis, como el Bcl-2, FLIP, BCL-XL, y de algunos inhi-
bidores de proteinas proapoptdéticas, como el XIAP,
clAP1, clAP2, NAIP y survivina?’. Ademas, la inhibicion

Figura 2. a) Expresion de nestina en el tejido neural del estroma de un glioblastoma. b) Expresion de CD133 (flecha) en una célula de estirpe glial incluida en un glioblas-

toma secundario.

Fuente: cortesia Fundacion para la Investigacion Clinica y Molecular Aplicada de Cancer — FICMAC (Bogota, Colombia).
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de las caspasas 3, 7 y 9 es significativamente superior
en los GB recurrentes ricos en células CD133* que en
sus homologos, en los que se encuentra un conteo
menorZ,

La nestina es un filamento intermedio de la clase
IV que se produce en grandes cantidades en las cé-
lulas progenitoras normales y tumorales durante el
desarrollo del cerebro y en las neoplasias gliales?93°,
Constituye parte del citoesqueleto que se encarga
de la morfologia celular y facilita la adhesion, la pro-
liferacion y la migracién. En los adultos, la nestina se
expresa en las células progenitoras subventriculares,
en algunos remanentes cercanos a los plexos coroi-
deos y en el prosencéfalo®. De igual forma que en
los gliomas de alto grado, la nestina se reexpresa en
multiples linajes celulares del cerebro durante otras
circunstancias, como la isquemia aguda, el traumayy la
meningoencefalitis®?. En las neoplasias, la coexpresion
de nestinay vimentina se relaciona con un incremento
sustancial de la capacidad invasora (asociacion con
multifocalidad), de la facilidad para reparar agresiones
externas (la nestina nuclear regula la cromatina) y de
la motilidad. Esta combinacion podria ser Gtil para
definir el pronéstico de la enfermedad, en especial,
porgue su presentacion se relaciona con un fenotipo
mas agresivo especifico de los tumores ricos en células
progenitoras®®. La figura 2 muestra la expresion de
CD133 y nestina en tejido tumoral derivado de una
neoplasia glial de alto grado.

Cambios moleculares que favorecen
a las células progenitoras tumorales

Las células progenitoras de los tumores cerebrales
presentan ciertas caracteristicas que las diferencian
de las unidades funcionales normales. Todas deben
tener la capacidad de desarrollar neoplasias después
de la implantaciéon ortotopica (si el tumor es una co-
pia fenotipicamente idéntica a la neoplasia original),
presentar una capacidad sustancial para autorrege-
nerarse, exhibir alteraciones cariotipicas o genéticas
que faciliten la diferenciacién aberrante, y ser capaces
de mostrar policlonalidad?®. Recientemente, Prada y
colaboradores establecieron un modelo murino que
combind mutaciones en el p53 y en el gen especifico
de la neurofibromatosis (NF1), capaz de activar la via Ras
para favorecer la formacion terminal de astrocitomas. El

estudio encontrd que la deleciéon de uno o varios genes
supresores de tumor y/o la activacion de oncogenes,
como Ras y Akt, en las células indiferenciadas que
expresan CD133 o nestina resultaban en la formacion
de tumores gliales®°.

El efecto del PDFG sobre las células progenitoras
positivas para nestina deriva en el desarrollo de gliomas,
manifestacion equivalente a la que ocurre cuando se
combina la pérdida del CDKN2A, que codifica para los
genes supresores INK4a y ARF, o con el aumento en
la expresion del EGFR en las células inmaduras y en las
terminales®*. Ademas, durante la embriogénesis, se ha
reconocido en los progenitores neurales la expresion
de la isoforma A del PDGFR, mientras sus homonimos
maduros (glia y neuronas) manifiestan en superficie
el ligando. El PDGFR-B se encuentra en pequefas
cantidades en las células multipotenciales, pero suele
aumentar con la diferenciacién y maduracién celular,
especialmente en los oligodendrocitos y en presencia
del PDGFR-A fosforilado®. La infusion de PDGF-A en
la region subventricular de ciertos roedores suprime la
produccion de los neuroblastos y genera una hiperplasia
de las células del tipo B que termina, con frecuencia, en
la produccion de astrocitomas y oligodendrogliomas.
Adicionalmente, la activacion de la via de sefalizaciéon
del PDGF en las regiones del cerebro ricas en células
precursoras contribuye con la tumorigénesis, que se ve
favorecida por la estimulaciéon autocrina y paracrina a
través del PDGF-A, el PDGF-B y el factor de transcrip-
cion OLIG235:3¢,

Algunas de las vias de sefalizacion incluidas en la
evolucion de los progenitores y en su diferenciacion
se encuentran alteradas en los gliomas. La via Notch
es esencial para el mantenimiento de la arquitectura
celular tumoral, se expresa desde la embriogénesis y
suele interactuar normal y anormalmente con multiples
ligandos, como DLL-1, 3y 4, y con las proteinas Jag-1y
2. En los progenitores tumorales, los receptores Notch
actuan como gatillo para el estimulo mediado por la
enzima convertidora del factor de necrosis tumoral alfa
(TACE) y por la C-secretasa, que, posteriormente, se
encargaran de la transduccion de sefiales al ntcleo para
desencadenar respuestas a través de la transcripcion
del factor CBF1/Su(H)/LAG1 (CSL)*’. Esta interaccion
resulta en el desplazamiento del correpresor CoR y en
el reclutamiento de un coactivador llamado CoA, que
promueven la activacion de genes blanco encargados
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de evitar la diferenciacion y la apoptosis®®. Por otra
parte, la via de sefalizacién Notch previene la degra-
dacién y ubiquitinacion de la nestina en las células
progenitoras y coopera con K-RAS para promover su
unién en colonias®3°,

Un estudio demostrd que la inhibicién del receptor
Notch-1 induce la apoptosis e inhibe la proliferacion
de células gliales tumorales que expresan CD1334,
lo que constituye una magnifica posibilidad para el
control de los elementos encargados de la resistencia
al tratamiento, ya que en la actualidad disponemos
de compuestos que actan como sefiuelos, o con los
inhibidores de la g-secretasa con cebos intracelulares
dirigidos contra MAML-1, o simplemente con inhibi-
dores de la via Ras*'.

Siguiendo los modelos de variacion genética de la
neurosfera, Singh y colaboradores inocularon células
aisladas de tejido tumoral (gliomas de alto grado) en
el craneo de roedores inmunosuprimidos, encontrando
que el nimero minimo de células requeridas para repro-
ducir una neoplasia era de 10%; sin embargo, cuando
el experimento se reprodujo utilizando células CD133*
estimuladas por EGF, el numero requerido se redujo
hasta 100342, Es importante resaltar que no solo las
células progenitoras neurales y neoplasicas expresan

CD133, también lo hacen las células endoteliales que
hacen parte de los vasos sanguineos necesarios para
el desarrollo del cerebro normal y para la génesis
tumoral#344,

El microambiente de las células
progenitoras en los tumores gliales

La existencia de las células progenitoras de la leuce-
mia mieloide aguda permitié determinar la importancia
del microambiente para mantener su funcién y estado
quiescente®'?™ El nicho perivascular de los progeni-
tores tumorales gliales esta altamente especializado
y depende en gran medida de los capilares, que son
semejantes a los encontrados en la regién periventricu-
lar del cerebro humano. La proximidad con las células
endoteliales permite la comunicacion intercelular que
se ve enriquecida por el factor neurotréfico derivado
del cerebro (BDNF), el factor de crecimiento endotelial
tipo C (VEGFC) y el factor pigmentado derivado del
endotelio®, moléculas que facilitan principalmente la
migracion y proliferacién neoplasica. También, hay
evidencia consistente de que la matriz extracelular apor-
ta puntos clave para la regulacion de los precursores
tumorales a través de la tenascina-C, un gen que se

Figura 3. Localizacién de las células progenitoras en el nicho vascular. Tincién con el anticuerpo anti-L1CAM disefiado para primordios de glioblastoma (verde) y anti-CD31

relacionado con las células endoteliales.

Vaso sanguineo

Célula progenitora de tumor glial

Fuente: tomado con autorizacion de Cheng L, Bao S, Rich JN. Potential therapeutic implications of cancer stem cells in glioblastoma. Biochem Pharmacol. 2010;80(5):654-65.
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expresa para generar propiedades antiadhesivas en las
células de la cresta neural, bloqueando la interaccién
de la fibronectina con los sindecanos*. Ademas, el
condroitin-sulfato mantiene estimulada a la célula pro-
genitora para mantener su estado primitivo, impidiendo
la evolucién de su progenie.

A pesar de que el comportamiento del nicho afecta
la biologia de las células progenitoras en el tumor, la
comunicaciéon no es unidireccional; varios estudios han
demostrado la habilidad que tienen los precursores para
promover la replicacion de las células endoteliales, inclu-
yendo el estimulo necesario para la formacién de estruc-
turas neovasculares complejas*® inducido mediante el
incremento de los niveles de VEFG y de BDNF*#”. Como
complemento, Calabrese y colaboradores encontraron,
en estudios de rastreo con microscopia multifoton laser,
que las células CD133*/nestina* siempre se encuentran
en intima proximidad con el endotelio vascular de los
GB, meduloblastomas, ependimomas y oligodendro-
gliomas®. La figura 3 muestra la proximidad de las
células progenitoras con el nicho vascular.

Clasicamente, las descripciones patolégicas de los
gliomas de alto grado relatan un crecimiento vascular
desorganizado y aberrante, generado de forma alea-
toria para suplir la voracidad del tumor, sin embargo,
varias revisiones publicadas recientemente explican que
esta arquitectura se dispone en forma alterada para
servir como aposento a los precursores tumorales y a sus
analogos vasculares®'*. Las células progenitoras gliales
y su descendencia estan capacitadas para entrar en los
vasos sanguineos del cerebro usando el efecto conocido
como “satelitosis perivascular”, no obstante, es infre-
cuente encontrar lesiones extraaxiales. Clinicamente, la
densidad microvascular del GB se correlaciona con el
pronostico de la enfermedad?®, factor que contribuye
con la respuesta observada a los antiangiogénicos,
posiblemente dependientes del VEGF generado en ele-
vadas cantidades por las células CD133*4°, Es mas, hay
datos que demuestran que las células del GB positivas
para CD133 pierden su habilidad para reclutar células
endoteliales y formar vasos sanguineos después de ser
expuestas a bajas concentraciones de bevacizumab
(Avastin®)®. Es probable que este efecto sea controlado,
al menos en parte, por la disminucién en la expresion
de VEFG, VEGFR2 y angiopoietina-2 (Ang-2)°.

Superando la perspectiva preclinica, es claro que
tres medicamentos tienen un efecto promisorio sobre

los gliomas de alto grado debido a su potencial inhi-
bitorio sobre el nicho de los progenitores tumorales.
El bevacizumab, en curso de ser evaluado en modelos
multicéntricos fase Ill; el cediranib (AZD2171, Recentin®),
un agente que actua sobre los receptores 1, 2 y 3 del
VEFG, y que ha demostrado una mediana de SLPy SG
en pacientes con gliomas de alto grado recurrentes
alrededor de los 110y 210 dias, respectivamente®; y el
cilengitide, dirigido contra las integrinas avp6, avp5y
avP3°'. Como se explicd previamente, el efecto de estas
moléculas puede ser el resultado de la normalizacion de
los vasos tumorales o la deplecion del riego sanguineo,
gue interfiere con el mantenimiento y la supervivencia
de las células precursoras y terminales.

Papel de las células progenitoras
en los meduloblastomas

Los dos epitelios germinales del cerebelo se en-
cuentran en la zona ventricular profunda a la altura del
velo de la médula posterior y en la capa mas externa
del metencéfalo®. La matriz de la primera de estas
regiones da origen a varios linajes celulares neuro-
nales y gliales, y la segunda solo produce las células
granulares, el elemento mas numeroso encontrado
en todo el prosencéfalo®. En los seres humanos, el
cenit de crecimiento del cerebelo ocurre tardiamente
en comparacion con el resto del sistema nervioso
central, y su principal etapa de desarrollo esta en el
tercer trimestre de la gestacién, a diferencia de los
mamiferos mas rudimentarios, en los que este evento
ocurre durante las dos semanas siguientes al nacimien-
to%3. Sin embargo, en los nifios, la evolucién de esta
estructura neural se encuentra hasta el final del primer
ano de vida, y parece ser dependiente de la presencia
de células CD133*, concentradas principalmente en la
sustancia blanca y en el labio rémbico®*.

La evidencia que conecta las células neurales
pluripotenciales con los elementos tumorales del me-
duloblastoma es meramente correlativa y se sustenta
en la expresion de calbindina-D entre los precursores
del cerebelo normal y su hallazgo en el 50% de los
meduloblastomas, especialmente, en aquellos del tipo
clasico. En contraste, las lesiones nodulares o desmo-
plasicas expresan el marcador p75, lo que sugiere un
origen tumoral dual. Esta hipotesis esta soportada por
el comportamiento de los meduloblastomas inducidos
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en modelos murinos, que, con frecuencia, expresan
CD133+, pero que presentan una evolucion disimil de-
terminada, entre otros, por la activacion aberrante del
gen Hedgehog (Hh)*>>.

La via del Hh regula la evolucion del cerebelo en
muchas especies, pero tiene una importancia cardinal
entre los seres humanos, donde promueve la migra-
cion de los precursores de las células granulares y su
proliferacién, incitada por la produccién del ligando

mutaciones en el receptor PTCH que resulta en la ac-
tivacion constitutiva de la via Hh se encuentran en una
gran cantidad de sujetos con meduloblastoma espora-
dico y en aquellos que presentan el sindrome de Gor-
lin, una entidad autosémica dominante caracterizada
por la coexistencia del carcinoma de células basales y
de tumores neuroectodérmicos primitivos>*°¢. Aproxi-
madamente el 14% de los murinos heterocigotos para
PTCH desarrollan meduloblastomas, en los que, con
frecuencia, se encuentra una alteraciéon primaria de
los precursores de las células granulares y también

cambios en los genes SMO y SUFU, generadores
de este tipo de neoplasias in vivo®’. Otros modelos
animales han demostrado que los meduloblastomas
iniciados por cambios genéticos en vias diferentes a
Hh también resultan en la activacion de esta via de
sefializacion; en particular, la inactivacion de CXCR®6,
que resulta en la expresion de Gli1, Gli2, Ptc2 y Sfrp1,
proteinas evidentes en los meduloblastomas que son
susceptibles a la inhibicién de la Hh con moléculas
como la ciclopamina o con inhibidores especificos
(Hh-Antag)®.

Otra via de sefializacion alterada en los meduloblas-
tomas esporadicos y heredados es la Wingless/Whnt,
que regula la proliferacion de las células progenitoras
en la regién ventricular profunda y en el hipocampo®.
La pérdida del Wnt1, un efector clave de la b-catenina,
causa severas anormalidades en el cerebro medio y
en el cerebelo, y se encuentra sobre-expresado en los
meduloblastomas clasicos>®. Aun no esta claro su papel
en la regulacién de los progenitores pluripotenciales
del cerebelo, pero parece depender de mutaciones

Figura 4. Principales vias de sefializacion de los precursores neurales del cerebelo y de los meduloblastomas.
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similares a las identificadas en los pacientes con sin-
drome de Turcot, una condicidon autosémica recesiva
causada por la pérdida de la funciéon del gen de la
poliposis adenomatosa, que se demuestra en el 5% de
los meduloblastomas®®. En un pequefio subgrupo de
pacientes con tumores neuroectodérmicos primitivos,
también se encontraron mutacionesy la disminucién en
la expresion de la Axina-2, gen que actlia como regula-
dor negativo del Wnt y que ha sido detectado en una
pequefa fraccion de pacientes con meduloblastoma®®.

La translocacion nuclear de la b-catenina resultante
de la activacion de la via Wnt se encuentra en el 25%
de los pacientes con meduloblastoma, y, usualmente,
corresponde con una elevada presencia de células
CD133*. Paradojicamente, y en contra de lo que ocurre
en los gliomas de alto grado, su presencia se asocia
con una evolucion clinica favorable relacionada a la
ausencia de alteraciones en el Hh y por aberraciones
del cromosoma 17°".

La via de sefalizacion Notch se encuentra activa
en las células progenitoras de la regiéon ventricular
profunda y en el segmento rémbico, y promueve su
proliferaciéon y supervivencia inhibiendo la diferencia-
cion. No obstante, las cuatro isoformas del receptor
no ocasionan las mismas variaciones en el cerebelo;
por ejemplo, el Notch-2 estimula la proliferacién de los
progenitores de las neuronas granulares, mientras el
Notch-1 se asocia con su diferenciacion, hallazgo que
se mantiene en las formas clasicas del meduloblasto-
ma®2. Algunos tumores neuroectodérmicos primitivos
demuestran ganancias en el loci de Notch-2 y coexpre-
sion de la via Hes1, que se correlacionan clinicamente
con un prondstico adverso, mientras otros estudios han
evidenciado la regulacién alterna y anormal del Notch
via Hh>3. Finalmente, la hipoxia y los productos protei-
Cos que este suceso genera promueven la proliferacion
de los progenitores celulares del cerebelo estimulados
por la via Notch, hallazgo que ha sido confirmado en
el meduloblastoma®. La figura 4 incluye las principales
vias de sefalizacion de los precursores neurales del
cerebelo y de los meduloblastomas.

Varias vias accesorias podrian promover la genera-
cion de meduloblastomas a partir de las células progeni-
toras neurales. El gen REN, localizado en el cromosoma
17, promueve la diferenciacion de los precursores granu-
lares suprimiendo las sefales de Hh, alteracién que
resulta frecuente en el meduloblastoma®3. El oncogén

N-myc, que juega un papel esencial en el crecimiento
del cerebelo, constituye un blanco primario de la via Hh
en el meduloblastoma y se encuentra amplificado en
la variante de células grandes, donde favorece un des-
enlace clinico negativo. Otros factores de transcripcion
asociados en los procesos mas primitivos de la célula
progenitora del cerebelo y en su proyeccidn tumoral son
el RE-1, OTX2 y BMI1%3. Un reporte reciente describio
el papel ponderal de las alteraciones moleculares de
las células CD15*/CD133" como efector de los tumores
neuroectodérmicos primitivos del cerebro®4.

Implicaciones terapéuticas
de los progenitores tumorales

Un estudio que incluyé 44 pacientes con GB
tratados con cirugia sequida de quimiorradiacion
con TMZ y el mismo agente de quimioterapia como
adyuvancia evalu6 el papel pronéstico de la expresion
del marcador CD133 y la capacidad del tumor para
generar células CD133* en cultivos a largo plazo.
La inmunohistoquimica no demostré ningun valor,
mientras la capacidad para generar precursores in
vitro se relacioné con una reduccion significativa en
la SG (HR 2.50, IC95% 1.04-6.06; p = 0.004), que
fue de 8 (IC95% 4.0-11.5) y 15 meses (IC95% 11.0-
19.0) entre los tumores con mayor y menor cantidad
de células CD133* (p = 0.0002), respectivamente. De
igual forma, la mediana de la supervivencia libre de
progresién (SLP) fue de 3.5 meses para los GB con
mayor relacion de CD133* respecto de los deficientes
(9.0 meses; p = 0.0001) y el conteo de CD133* tam-
bién se asocié con un mayor riesgo de muerte (HR
1.65, 1C95% 1.05-2.60; p = 0.0285)%. Estos hallazgos
sustentan la busqueda activa de nuevas estrategias
terapéuticas dirigidas contra los precursores de los
tumores cerebrales y su microambiente.

Las intervenciones terapéuticas dirigidas contra los
progenitores celulares de los tumores cerebrales pueden
dividirse en tres grupos: el primero, encaminado a pro-
vocar la diferenciacion de los precursores; el segundo,
disefiado para eliminar las células progenitoras inhi-
biendo su multipotencialidad y quiescencia; y el tercero,
destinado a agredir el microambiente tumoral®¢’. Las
terapias encargadas de provocar la diferenciacion de
los progenitores concentran su eficacia en la capacidad
de revertir el estado de malignidad, lo que repercute
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principalmente en la propiedad de autorregeneraciéon®®.
Hasta el momento, dos grupos de medicamentos afec-
tan la diferenciacion, los derivados del acido retinoico
y los compuestos dirigidos contra los cambios epige-
néticos (dehacetiladores de histonas).

Entre los compuestos destinados a eliminar las
células progenitoras, destaca la terapia dirigida
contra marcadores tumorales de las células progeni-
toras (Ab-anti CD133+)%, los inhibidores de la via Hh
(ciclopamina, NBT-272, vismodegib)®°, los agonistas
del PPAR-gamma’®, la TMZ"", los inhibidores mTOR
(sirolimus, everolimus, temsirolimus, deforolimus)’?, los
derivados de la proteina morfogenética ¢sea (BMP)’3,
las moléculas diana dirigidas contra los puntos de che-
queo que evitan el dafo inducido por la radioterapia
en los progenitores (Chk1y Chk2)", el imatinib’y los
inhibidores de la superfamilia ABCB”>. Asi mismo, es
importante mencionar los medicamentos que modi-
fican el microambiente tumoral, entre otros, los anti-
angiogénicos, como el bevacizumab¥, el cediranib®°

Figura 5. Estrategias dirigidas contra los precursores de los tumores cerebrales.

Célula progenitora

Célula del
estroma
tumoral

Endotelio tumoral

Tumor cerebral

y el cilengitide’®. De igual modo, los inhibidores de
la PI3K, que actuan sensibilizando a la irradiacion los
progenitores del meduloblastoma mas préximos al
nicho vascular’”. La figura 5 muestra algunas estrate-
gias dirigidas contra los precursores celulares de los
tumores cerebrales.

El efecto del acido retinoico sobre las células CD133*
parece estar relacionado con la represion de la via
Whnt/b-catenina que detiene la proliferacion que se
acompana de la sobreexpresion de la Axina’®. La mis-
ma estrategia se utilizd en un modelo preclinico para
probar la utilidad de la combinacion del acido 13-cis-
retinoico mas el vorinostat (SAHA) en cultivos celulares
de meduloblastoma. El &cido retinoico actla a través
de la activacion transcripcional de la BMP-2, y el SAHA
facilita la apoptosis controlando la cromatina, efectos
que se traducen en el incremento de la sensibilidad
al cisplatino y al etopdsido’™. La proteina de choque
térmico 90 (HSP90) opera como nodriza de la b-cate-
nina durante su fase de maduracién conformacional;

« Control de la maduracién de los
progenitores (ciclopamina).

+ Detencién y promocion de la
diferenciacién de los progenitores
(moléculas dirigidas contra la proteina
morfogénica dsea tipo 4, BMP4).

+ Control del potencial de autorrenovacion.

« Terapia dirigida contra marcadores
tumorales de las células progenitoras
(Ab-anti-CD133+).

+ Moléculas diana dirigidas contra los
puntos de chequeo que evitan el dafio
inducido por la radioterapia en los
progenitores (Chk1y Chk2).

+ Control de la interacciéon tumoral
con el estroma.

+ Control de la interacciéon tumoral
con el endotelio vascular
(bevacizumab, cediranib, cilengitide).
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el inhibidor 17-alilamino-17-demetoxigeldanamicina
(17-AAG) modifica el fenotipo de la HSP90 afectando
la expresion aberrante de la b-catenina, lo cual facilita
la inhibicion (in vivo e in vitro) del crecimiento de va-
rias lineas celulares de glioma y de sus progenitores
CD133*, lo que se traduce en un aumento del efecto
de la radiacion en el GB, hallazgo que es mas evidente
durante la exposicion a la TMZ8°,

Por el papel preponderante del Hh en el desarrollo
de los progenitores neurales normales y tumorales, Bar
y colaboradores exploraron la utilidad de la ciclopamina
en una subpoblacién de primordios celulares de GB®'.
En este estudio, el 26% de las muestras demostraron
sobreexpresion de Gli1, un blanco clave de esta via,
que fue inhibido satisfactoriamente en el 60% de los
casos, lo que ocasiond una disminucién significativa
en el crecimiento de los progenitores CD133*. En
paralelo, la administracion de ciclopamina sobre las
neurosferas inhibié la generacion de nuevas colonias,
sugiriendo la regresion de la capacidad clonogénica
de los progenitores en los gliomas. En el 2009, Rudin
y colaboradores informaron sobre la utilidad del vis-
modegib (GDC-0449) en un paciente de 26 afios con
meduloblastoma refractario a maltiples intervenciones,
debido a la activacién aberrante del Hh mediada por
la pérdida de heterocigocidad y la mutacion del gen
PTCH1 (encoding patched homologue 1), un regulador
negativo clave en su via de sefializacién®?. Posteriormen-
te, el mismo grupo identificé el patrén de resistencia al
vismodegib relacionado con la sustitucién de un ami-
nodcido en un residuo de acido aspartico conservado
del receptor serpentine Smoothened (SMO), lugar de
union del medicamento que no afecta la transmision
de sefales de Hh pero interrumpe su capacidad de
unién®. Desde entonces, se han desarrollado varios
estudios gue han confirmado la eficacia, seguridad
y el patron de resistencia al vismodegib en pacientes
con meduloblastoma (NCT01601184, NCT01239316,
NCT00939484, NCT00822458)%4.

Beier y colaboradores demostraron que la TMZ es
incapaz de inducir la muerte de las células CD133*,
pero inhibe eficazmente la proliferacién reduciendo
su metabolismo in vitro en un 72% después de siete
dias de incubacion’'. Dependiendo del subtipo celular,
la TMZ indujo arresto en la transicion de G, ,, o deten-
cion del ciclo celular en G,. Sin embargo, en todos los
cultivos, las células en pico sub-G,, que indican la tasa

de apoptosis, fueron inferior al 8%. De forma similar, el
mismo estudio demostré que el patron de presentacion
del promotor del gen MGMT no difirié entre las células
CD133*y las CD133, pero la expresion de la proteina
MGMT fue mayor entre las células negativas, lo que no
permite explicar la susceptibilidad de los progenitores
al alquilante’.

Los progenitores gliales y su progenie conservan un
mecanismo de diferenciacion homogéneo promovido
por la BMP y sus ligandos, que suelen reducir la can-
tidad de células CD133* favoreciendo el aumento de
la astroglia y de los elementos celulares similares a las
neuronas®. Piccirillo y colaboradores encontraron en
algunos modelos in vivo que el estimulo terapéutico de
las diversas isoformas de la BMP retarda el crecimiento
tumoral y el potencial de invasion vascular del GB”3;
sin embargo, su utilizacion en seres humanos podria
resultar en un efecto paraddjico®®.

Como se comentd previamente, el uso de bevacizu-
mab atenda la capacidad de los progenitores tumorales
para promover la angiogénesis, no solo a través de la
regulacion de la acidosis y la hipoxia, sino también por
la activacion de oncogenes, como el PTEN y el EGFR*. El
cediranib, un pan-inhibidor del receptor VEGF, normali-
za los vasos sanguineos del tumor en pacientes con GB
recurrente, aliviando el edema perilesional y reducien-
do la capacidad de reproduccion de los progenitores
CD133*y de las células precursoras del endotelio®®. Por
otra parte, el cilengitide reduce la expresion de la inte-
grina avB3 en el microambiente tumoral, disminuyendo
la capacidad migratoria y proliferativa de los precursores
hasta en un 60%, efecto que parece ser dependiente
de las dosis y de la coexpresién de otros antigenos de
superficie en las células endoteliales (CD144 y factor
de von Willebrand)®.

Ultimos hallazgos

Recientemente, Chen y colaboradores ratificaron
gue se necesita un pequeiio numero de células pluri-
potenciales de estirpe glial implantadas en un murino
para desarrollar un tumor®”. Empleando ratones que
albergan alelos condicionales para los genes supre-
sores de tumores NF1, p53 y PTEN, que desarrollan
espontaneamente gliomas con una penetrancia del
100%, se generd un transgénico que alberga un ca-
sete que contiene una versién modificada del herpes
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simple con expresiéon de timidina quinasa, evento que
permite temporalmente la regulacion de la division de
los progenitores neurales por via sistémica utilizando
ganciclovir. El estudio demostré que la exposicion
cronica al antiviral bloguea la neurogénesis abatiendo
las células quiescentes al momento de entrar al ciclo
celular. Curiosamente, las neoplasias ricas en células
pluripotenciales demostraron una elevada proporcion
de células mitoticamente activas (elevacion del Ki ) sin
reactividad para la GFAP. Esto indica que la mayoria
de los GB son ricos en células latentes capaces de
regenerarse y evolucionar después de la exposicion
a la radioterapia mas los agentes alquilantes; con el
tiempo, luego del tratamiento, la poblacién de célu-
las ricas en GFAP dan lugar a elementos que pierden
progresivamente la pluripotencialidad, es decir, la
expresion de nestina y la latencia relativa. En adicion,
los autores encontraron en los modelos endégenos
de glioma que la temozolamida afecta parcialmente
los derivados celulares en proliferaciéon activa, pero no
el segmento de células quiescentes positivas para la
GFAP. Una hipotesis derivada de este evento podria
hacer que la erradicacion constitutiva de las células
madre permitiera controlar el surgimiento de nuevos

tumores, intervencién dominada por la exposicién
continua al ganciclovir®.

La controversia sigue abierta, en especial, cuando
muchas de las plataformas in vivo de orden animal no
son reproducibles en la practica clinica regular. Hace
12 afos, Rainov reportd los resultados de un experi-
mento clinico fase lll que incluyo el uso de la timidina
quinasa del virus herpes tipo | mas ganciclovir como
terapia farmacogendémica adyuvante a la reseccién
quirtrgica mas radioterapia en pacientes con glioblas-
toma de novo®. Tras la inclusion de 248 sujetos, la
supervivencia libre de progresion (SLP) en el grupo de
intervencion fue de 180 dias en comparaciéon con 183
para quienes solo recibieron la teleterapia (control). De
forma similar, la mediana de supervivencia global (SG)
fue 365 dias contra 354 dias para los mismos brazos,
y la tasa de supervivientes a 12 meses fue del 50% y
55%, respectivamente. Todas las diferencias no fueron
significativas, en especial, por la baja penetracién de
la timidina quinasa viral en las células tumorales. Ade-
mas, el modo de inyeccidon manual de los vectores de
las células con un fenotipo similar al de los fibroblastos
no migratorios limito la distribucién de la intervencién
en el tumor®.
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Resumen

Hedgehog (Hh), Notch y Wingless-Int-(Wnt) son vias de sefalizacion altamente conservadas entre las especies, esenciales
para el desarrollo embrionario y para definir el destino de las células progenitoras. Todas participan en el desarrollo del pul-
maon, asi como en diversos procesos relacionados con la reparacién del epitelio en la via aérea. La activacion aberrante de es-
tas vias se observa en una gran variedad de neoplasias, lo que sugiere que contribuyen en la evolucién y el mantenimiento de
un fenotipo maligno. Nueva evidencia implica la transformaciéon maligna del linaje neuroendocrino con la activacién anormal
de la via Hedgehog, mientras que la sefalizacion de Notch y Wnt puede ser importantes en otros tipos de células tumorales
derivadas de las vias respiratorias. Teniendo en cuenta la importancia de las teorias sobre la formacion de tumores partir de
células pluripotenciales en lugar del modelo estocéstico de la carcinogénesis, no sorprende el creciente interés en estos genes
que estan directamente implicados en el proceso de renovacion de las células troncales. En la actualidad, se estan disenando
multiples compuestos centrados en la reorientacién de estas vias en el cancer de pulmoén. Esta revisién se concentra en el
papel del Hh, Wnt y Notch en la tumorigénesis del cancer de pulmén.

Palabras clave: cancer de pulmén, Hedgehog (Hh), Notch, Wingless-Int (Wnt), celulas pluripotenciales, mofogénesis pulmonar, desarrollo.

Abstract

Hedgehog (Hh), Notch and Wingless-Int (Wnt) are signalling pathways highly conserved among species, essential for embry-
onic development and progenitor cell fates. All three of these pathways participate in lung development as well as airway
epithelial repair process. But interestingly aberrant activation of these pathways is observed in a large variety of cancers, sug-
gesting its potential contribution in the evolution and maintenance of a malignant phenotype. New evidence implicates ma-
lignant transformation of the neuroendocrine lineage with aberrant Hedgehog pathway activation, whereas Notch and Wnt
signalling may be important in other airway cell types. Bearing in mind the importance of the new theory of tumor formation
based on stem-cells rather than on the stochastic model of carcinogenesis, it is not surprising that there has been increasing
interest in these genes directly implicated in the stem-cell renewal process. Currently drug design strategies are focus on tar-
geting these signalling pathways and may provide therapeutic opportunities in lung cancer. This review focuses on Hh, Notch
Whnt signalling pathways and gives more insight about its role in lung tumorigenesis.

Key words: lung cancer, Hedgehog (Hh), Notch, Wingless-Int (Wnt), stem cells, lung morphogenesis, development.

Introduction

Lung cancer represents the leading cause of cancer
mortality worldwide'. Over last decade there have been
advances in the diagnostics, chemotherapy, surgery
and identification of molecular patterns specific for
each tumor subtype, however overall survival in lung
cancer patients continues to be dismal. At present we
have more data about tumorigenesis and how it is
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determined by dysregulation of cellular functions that
control the growth by affecting cell proliferation, apop-
tosis, invasion and angiogenesis. Consequently genetics
are at the cutting age of research into lung cancer and
more target therapies are being design according to
tumor molecular profiles.

Sonic hedgehog (SHh), Notch and Wingless-Int
(Wnt) are highly conserved signaling pathways that
have been widely studied due to its crucial function
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during embryogenesis and tissue regeneration. They
are implicated in the maintenance of tissue homeosta-
sis by regulating renewal of normal stem-cells as well
as proliferation or differentiation of progenitor cells in
epithelia of adults. The first evidence that implicates
hedgehog (Hh), Notch and Wnt pathways in cancer
emerged from studies showing the presence of muta-
tions, mainly in colorectal cancer, that constitutively
activated the transcriptional response and misregulates
multiple growth-control functions?#.

Hh, Notch and Wnt pathways are vital regulators of
lung embryonic development and determine the fate of
the cell>. Moreover in adults they are associated to lung
inflammatory processes®’, and are activated after dam-
age exposure by smoking®. Typically tumors associated
to these embryonic signalling pathways arise from tis-
sues such as skin, bone or colon, in which the pathways
normally operate due to its fast-renewing cell rate as a
result of the constant environmental exposure®. Unlike
skin or colon, adult airway epithelium rarely proliferates
unless injured and in adult lung it is rare to find them
activated. Controversially, the murine embryonic lung
molecular signature mediated by Hh, Notch and Wnt is
overexpressed in human lung tumors whereas normal
lung appears to later stage of mouse lung development.
Furthermore, the most the aggressiveness of the lung
carcinoma subtype the most the association with mark-
ers early expressed in the mouse lung development®. It is
not then surprising that the hypothesis of the potential
implication of Hh, Notch and Wnt in lung tumorigenesis
is gradually gaining acceptance.

The idea that these embryonic molecular signatures
could be associated with tumorigenesis came along
with the cancer stem-cell hypothesis. Cancer stem-
cells as well as the normal stem-cells are under the
regulation of Hh, Notch and Wnt pathways, but in a
tumour context their protumorigenic characteristics
including high capacity of self-renewal, multipotent
differentiation, drug resistance and long lifespan rela-
tive to other cells sustain that stem-cells may initiate
cancer formation as well as tumor capacity of recur-
rence'®. Unlike other tumors''* no cancer stem-cells
have been isolated in vivo in lung cancer to date,
however, over-expression of surface markers such
as adenosine triphosphate-binding cassette (ABC)
transporters, markers that characterize stem/pro-
genitor population, have been identified in the adult

conducting lung airway. Actually, they are called the
bronchioalveolar stem-cells (BASCs)'*'>. Moreover, in
vitro regulation of this BASC cell population is linked
to the expression of tumor suppressor genes in lung
cancer such as MAPK, PTEN and Hh among others'®-18,

Whnt, Hh and Notch among others are signal path-
ways that contribute to the epithelial-mesenchymal
transition (EMT) which is a key step during embryonic
morphogenesis. However EMT is also crucial for tumor
progression to a metastatic phenotype which is to say
the tumor acquisition of properties such as invasiveness
and neovascularization. EMT describes the differentia-
tion switch between an immobile epithelial cell and a
contractile and motile mesenchymal cell”. Wnt, Hedge-
hog, Notch regulate the complex protein network to
establish the mesenchymal phenotype after disassembly
of the main elements of epithelial architecture, such
as desmosomes, as well as tight, adherents and gap
junctions. The EMT process gives tumor cells the ability
to escape and interestingly putative cancer stem-cells
resembled that of mesenchymal cells and rarely stick
together.

Researchers are testing therapeutic agents that hit
these embryonic molecular targets highlighted by the
stem-cell studies, EMT implication and the growing
evidence of its existence in tumorigenesis. But this is a
high-risk approach because these genes participate in
healthy process of tissue renewal and toxicity could be
associated with its use. Non-steroidal anti-inflammatory
drugs and PPARy (peroxisome proliferator-activated
receptor gamma) agonists, with the potential to inhibit
the canonical Wnt signalling pathway, are candidate
agents for chemoprevention?°. Small molecule inhibi-
tors (cyclopamine, CUR61414) as well as monoclonal
antibodies are lead compounds targeted to Wnt and
Hh cascades. At the moment, trials are ongoing to test
the safety and effectiveness of these new compounds
in different solid tumors.

Lung development

Lung development is a classic example of branching
morphogenesis mediated by epithelial-mesenchymal
interaction. The respiratory system arises from the
ventral foregut endoderm and the process initiates with
the differentiation of cells promoted by transcription
factor genes such as Foxal, Foxa2, Gata4 and Gata6,
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which are expressed early in the primitive gut tube?':22.
Subsequent changes are related with local expression
of several factors along the anteroposterior (AP) axis of
the gut endoderm, but specially, by the homeodomain
protein gene Nkx2.1 (also known as thyroid transcrip-
tion factor 1, TTF-1)%. Although Nkx2.1 is the earliest
known marker of the presumptive respiratory region,
Nkx2.1-null mutant mice do have lungs; nevertheless,
these organs are highly abnormal and consist of two
main bronchi, which give rise to cystic structures, lined
by columnar cells with scattered cilia. Strikingly, marker
analysis shows that the epithelium fails to express any
of the surfactant-protein genes typically found in the
normal distal lung?.

The Glioma-associated oncogene homolog (Gli)
and T-box (Tbx) transcription factors have been also
implicated in the formation of the lung primordium.
Gli1, Gli2 and Gli3 are transcriptional effectors of the Hh
signaling pathway and sprouty (Spry) that are present
in the foregut mesoderm and later in the lung mes-
enchyme?*%_ In Gli2/Gli3 double-null mice, lung and
tracheal primordium never form; other foregut deriva-
tives develop, but are smaller than normal, and most
embryos die?®. Spry genes encode a family of cysteine-
rich proteins that interact with crucial elements of the
receptor tyrosine kinase Rtk-Ras-Erk/Mapk cascade and
interfere with the intensity or timing of Rtk signaling
by ligands such as FGF and EGF?, clearly directed by
Hh?8. Bud formation can be also controlled by diffusible
signals originating from epithelial cells of distal epithe-
lium with highly expressed SHh. Data from lung organ
culture and in vivo studies support the idea that SHh
limiting lung bud outgrowth. By doing so, Hh would
contribute to controlling lungs size and shape and in
lungs from SHh-null mice, the epithelium develops as
large cystic structures and branching morphogenesis
is severely disrupted'®.

The role of Wnt signaling in lung morphogenesis has
also been debated. Several Wnt ligands, frizzled recep-
tors and components of the Wnt canonical pathway,
such as B-catenin, and Tcf/Lef transcription factors are
present in the developing lung?>?°. Activation of Wnt
signaling can be monitored by detection of nuclear
translocated B-catenin, and by analysis of a Wnt re-
sponsive reporter mouse, in which lacZ is expressed
where the B-catenin-Lef1/Tcf complex activates the
transcription of Wnt targets®’. In the lung, B-catenin
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is expressed throughout the entire lung epithelium,
however, nuclear-localized 3-catenin, Tcf/Lef transcripts
and lacZ-TOPGAL expression are increased in the distal
lung epithelium, the sites that are actively branch-
ing®"#2. Disruption of canonical Wnt signaling at these
sites by targeted deletion of B-catenin prevents distal
lung buds from forming and markedly interferes with
morphogenesis.

Airway epithelial specification is far less under-
stood, and studies have lagged behind other endo-
dermally derived organs such as the intestine and
pancreas. An early and clear divergence between
neuroendocrine and non-neuroendocrine cells is medi-
ated by the Notch pathway, analogous to inhibition in
islet versus acinar cell development of the embryonic
pancreas®***. During fetal lung development, Notch
signaling appears to be essential for the lung to
achieve its normal size. A marked reduction in Clara
cells in the small and medium sized airways apparently
accounts for much of this loss. An attractive hypothesis
is that Notch signaling helps to maintain a pool of less
differentiated, replication-competent airway epithelial
cells and precursors®.

Non-small cell lung cancer
developmental signaling

Notch pathway

Notch family receptors play a critical role in
maintain stem-cell viability in bone, brain, intestinal
crypts and epithelium. Notch defines a cell interac-
tion mechanism exchanging signals between neigh-
bouring cells using 5 membrane-associated ligands
(Jagged 1, Jagged 2, Delta-like/D111, D113, D114)
and 4 transmembrane receptors (Notch 1 to 4). This
interaction leads to cleavage of Notch receptors by
metalloprotease and y-secretase to induce the acti-
vation of transcriptional regulatory factors such as
HES1, HES5, HES7, HEY1, HEY2 and HEYL, that ulti-
mate the cell fate. Notch signalling is initiated when
the extracellular domain of the receptor attaches
ligands found on neighbouring cells. Thus Notch is a
cell-contact depending pathway crucial to morpho-
genesis?®. Quantitative expression studies from the
developing lung demonstrate a progressive increase
in Notch1-4, D111, and Jagged 1 mRNAs from early
embryo to adulthood®”. RNA in situ hybridization and
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immunohistochemistry studies suggest that Notch1
is expressed in the distal lung endoderm at least as
early as after eleven weeks of pregnancy and persist
through fetal development32.

The effects of Notch are context dependent and
inhibition of Notch signals is likely to have multitude of
effects in different cell types®. Accumulated preclinical
data in several tumors supports Notch as a pro-onco-
gene resulting in tumor growth and differentiation®-42,
However, in some cells such as epidermal keratinocytes
it can work as a tumor suppressor*44. To enhance the
complexity of Notch network it is worth it to say that
different Notch receptors may have opposite effects’.

Although data regarding the role of the Notch path-
way in human lung cancer are still limited, fetal lung
developmental studies suggest that Notch plays a criti-
cal role in regulating airway epithelial development*.
Interestingly hypoxia, which is associated to smoke
habit, dramatically elevates Notch-1 in lung tumor cell
lines and sensitizes them to inhibition*® strengthen the
role of Notch in lung cancer. The high expression levels
of Notch in some tumors such as lung carcinoma and
mesothelioma sustain its role as an oncogene. However,
its absence in other tumors such as carcinoid tumours
indicates that the role of Notch signalling is dependent
on its cellular context (reviewed in neuroendocrine and
small cell carcinoma of the lung).

Elevated Notch receptors, Jagged1 and transcrip-
tional target genes (HES1, HEY1) have been described
in non-small cell lung cancer (NSCLC) and mesothelioma
cell lines as well as in frozen tumor samples*#8, The
blockade of Notch-3 using gamma-secretase inhibits
lung tumor growth both in vitro and in vivo using mouse
xenograft models®. In addition, Notch-3 overexpres-
sion in NSCLC cell lines has been associated with a
specific somatic acquired chromosomal translocation at
19p'™>1948 Somatic mutations or chromosomal deletions
are normally associated to tumor suppressor genes or
dominant oncogenes. Unlike hematologic malignancies,
these mutations are not frequently found in epithelial
lung tumor malignancies. The evidence of this genetic
abnormality in aggressive metastasic lung carcinoma
and its association with Notch-3 expression gives more
insight about the importance of Notch family members
in lung tumorigenesis.

Notch signalling has important cross talk interac
tions with other pathways. Ras signalling, which is well

known to be deregulated in NSCLC, activates Notch
signaling and wild-type Notch-1 is necessary to maintain
the neoplastic phenotype in human Ras-transformed
cells*. However, the expression of Notch-1 receptors
in human lung adenocarcinoma cell lines inhibited cell
growth through induction of cell cycle arrest suggest-
ing that Notch signalling may function as a tumor sup-
pressor in human lung adenocarcinoma®°. In addition,
Notch has an essential role in vascular differentiation
and homeostasis in normal adults by repressing endo-
thelial cell proliferation in normal tissue®'. Two Notch
ligands, DIl 4 and Jagged 1, are overexpress in endo-
thelial tumor cells and they have been implicated in
tumor angiogenesis®2. Notch ligand DIl 4 expression is
correlated with VEGF levels® and its inhibition induce
a chaotic overgrowth of the tumor vasculature affect-
ing the efficient delivery of blood therefore affecting
tumor growth>*. In NSCLC, angiogenesis is a target for
therapeutic intervention and molecular antibodies have
been validated as standard treatment of advanced dis-
ease associated to chemotherapy, consequently Notch
ligands inhibition could represent an alternative to VEGF
inhibitors in NSCLC treatment.

Notch signalling is also crucial for the EMT, which
is associated with increased cell motility, and inva-
siveness>*¢. In NSCLC, EMT has been associated to
sensitivity to epidermal growth factor receptor (EGFR)
inhibitors. Erlotinib is a tyrosine kinase inhibitor that has
been approved for second line treatment in advanced
NSCLC; its sensitivity in NSCLC patients is well known
to be associated to mutations at EGFR, mainly at exon
19 and exon 21°7. Interestingly, in vitro sensitive NSCLC
cell lines express epithelial markers such as E-cadherin
(ECAD) whereas non-sensitive ones express mesen-
chymal markers such as vimentine or fibronectine. In
a subanalysis of the Tribute trial, patients with ECAD
positive tumors had better outcome when treated with
chemotherapy in combination with Erlotinib. Therefore,
a mesenchymal phenotype lacking cell polarity defined
loss of cell sensitivity to EGFR tyrosine-kinase inhibitors
(TKIs)®®. Preliminary data indicates that inhibiting Notch
by using y-secretase inhibitor MRKOO3 reduces tumor
growth in vivo and enhance tumor sensitivity to TKI®®,
Consequently, the development of new molecules
targeting Notch could be a new strategy to overcome
the resistance to TKIls associated to epithelial-to-mes-
enchymal transition.
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Hedgehog

The Hedgehog (Hh) family of secreted proteins
which includes Sonic (SHh), Indian (Ihh) and Desert
(Dhh), play an important role in mammalian develop-
ment morphogenesis and the regulation of stem-cell
fates®. After binding to tumor-suppressor Patched (Ptc)
receptor signalling is activated through proto-oncogene
Smoothened (Smo) derepression® which ultimately ac-
tivates the Gli family of transcription factors (Gli 1-3)*°.
Hh pathway mediates epithelial-mesenchymal interac-
tions during lung development by signalling to adjacent
lung mesenchyma as indicated by expression of the Hh
receptor and Ptch?®®'. In addition, loss of the Hh protein
function results in severe lung defects associated with
failure of branching morphogenesis'®. Deregulation of
Hh pathway has been described in various human can-
cers, including medulloblastomas, pancreas, prostate
and also small cell lung cancer (SCLC)®%®¢, and it has
been estimated that 25% of human tumors require Hh
signalling to keep their viability®”58,

The involvement of Hh in lung malignancies has
been widely described in SCLC®. Whereas SCLC is
dependent on activation of Hedgehog signaling (re-
viewed afterwards), its role in NSCLC is less clarified.
However in adult, constitutive Hh signalling seems to
be restricted to small number of cells at the basal layer
of the bronchial epithelium at low levels®®. The normally
quiescent airway epithelial compartment uses the Hh
pathway to repopulate itself when challenged by injury
such as the induced by cigarette smoke®. There is an
extensive activation of the Hh pathway within the air-
way epithelium during repair of acute airway injury and
immediately precedes neuroendocrine differentiation
which is considered a potential progenitor of epithelial
regeneration®®.

Chronic smoke exposure induces phenotypic
changes characteristic of tumor cells by transformation
of human primary bronchial epithelial cells. Treatment
with inhibitors of the Wnt and Hh pathways can modu-
late growth tumor arising from smoke-transformed
bronchial epithelial cells in mice®. However the ciga-
rette smoke activation of this pathway is not sufficient
to induce full malignant transformation of lung cells
and other smoke-induced genotypic changes are also
required to tiger such malignant transformation. Some
subset of NSCLC cell lines require constitutive activation
of Hh pathway®®7%"". Nevertheless, the frequency of
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Hh activation in NSCLC varies among reports; among
those NSCLC cell lines that require Hh activity some
could be insensitive to Hh inhibition as a consequence
of overexpression of the downstream transcription fac-
tor Gli”'. Therefore its role in NSCLC remains uncertain.

Wnt

The Wnt signalling pathway was first described for
its role in a range of embryonic events. It was afterwards
when it was first described its involvement in cancer by
the identification of Wnt-1 as Int-1, a proto-oncogene
in mammary tumors activated by integration of the
mouse mammary tumor virus (MTV)’2. Wnt signalling
is compound by extracellular ligand Wnts and a group
of membrane members which includes the low-density
lipoprotein receptor-related protein (LRP) and Frizzled
(F2). In the absence of ligands (Off position), B-catenin is
degradated via proteasoma by a cytoplasmatic destruc-
tion complex set up by the adenomatous poliposis coli
(APC), Axin and the glycogen synthase kinase (GSK)-
3B. When ligands bind to transmembrane receptors
(On position), the destruction complex is disrupted
by Dishevelled, a cytoplasmatic protein, stabilizing
cytoplasmatic B-catenin levels which finally activate
multiple nuclear transcription factors that end up with
cellular growth?®.

Along with Hh and Notch, Wnt plays crucial roles
in lung morphogenesis. Knockout mice studies dem-
onstrated the importance of Wnts in lung develop-
ment’375. Moreover Wnt/B-catenin pathway is also
activated in lung inflammatory processes’.

Recently atypical adenomatous hyperplasia (AAH),
a precursor lesion of lung adenocarcinoma, has been
associated at early stages with Wnt antagonist silenc
ing by promoter hypermethylation’” and along with Hh,
Whnt pathway mediates smoke-induced tumorigenesis
in lung®.

Several mutations at the APC or Axin have been
described in some solid tumors supporting an oncogene
aberrant activation addiction’”-8'. However in other
tumors, such as NSCLC, Wnt activation may not be
associated to constitutive mutations but a disbalanced
activation of Wnt components by over or under-expres-
sion®8_ Nowadays several data supports an aberrant
activation of Wnt signalling in lung tumorigenesis.

Several Wnt ligands, proteins that signal via inter-
action with Fz membrane receptor, are overexpress in
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NSCLC and mesothelioma cell lines and tissue samples
and its inhibition using siRNA or specific monoclonal
antibody induces apoptosis®?#8’. Some reports have
associated overexpression of this ligands with tumor
proliferation and poor prognosis in NSCLC patients®®.
Whereas some Wnts (Wnt 1-2) are upregulated others
like Wnt-7 are downregulated in cell lines as tumor
samples. Moreover, this down-regulation comes along
with E-cadherin loss which is associated with tumor
de-differentiation, invasion, and metastasis®.

Dishevelled (Dvl) proteins, cytoplasmatic media-
tors of Wnt signalling, are overexpressed in NSCLC
and mesothelioma tissue samples compared to
matched normal tissues®®'. In addition, inhibition
of these proteins induces growth arrest dependent
on Tcf-transcription. Recently the expression levels
of all three Dvl proteins was screened for a panel of
113 NSCLC and found to be overexpress in 53% of
the samples while no expression was found in normal
adult bronchial and alveolar epithelia. Interestingly
Dvl expression was significantly higher in adeno-
carcinomas than in squamous carcinomas and was
associated with poor tumor differentiation®2. Unlike
other tumors mutations at B-catenin or APC are
uncommon in NSCLC®*4, Conversely some repots
associate increased expression of B-catenin with
a high proliferative index and worse prognosis®.
It is interesting to point out that there is a positive
correlation between activated EGFR mutations and
nuclear accumulation of B-catenin®®. Based on previ-
ous reports, the role of B-catenin in NSCLC by itself
seems to be less significant than in other tumors such
as colorectal carcinoma.

The family of Wnt antagonists includes the sFRP
family, Wnt inhibitory factor (WIF)-1, Cerberus and the
Dickkopf (Dkk) family. They are secreted proteins that
modulated Wnt activity by binding to Wnt molecules
(sFRP, WIF-1, Cerberus) or by direct binding to the
receptor LRP (Dkk). They have been widely studied in
NSCLC and several reports sustain its involvement in
lung cancer pathogenesis. WIF-1 expression is down-
regulated by promoter hypermethylation in NSCLC
as well as mesothelioma tumor samples®4*’. Further-
more restoration of Wnt inhibitory factor function by
transfection of an expression vector containing the
Whnt inhibitory factor gene inhibits lung cancer cell

growth both in vitro and in vivo®®. Expression of se-
creted frizzled-related proteins, another endogenous
modulator of Wnt signaling, is also silenced in NSCLC
and mesothelioma primary tissues and cell lines®® and
it is found to be hypermethylated in 80% of the me-
sothelioma tissue samples. Dkk secreted proteins as
well as their counterparts are downregulated many cell
lines including lung carcinoma®. Therefore epigenetic
changes in the Wnt family of antagonists seem to be
a crucial mechanism in thoracic malignances. Taken
together, the results show an upstream activation
of several Wnt proteins in NSCLC and uphold an
important spring of potential targets to develop new
therapeutic agents in lung cancer treatment.

Neuroendocrine and small cell lung
carcinomas developmental signaling

As we mentioned, the complexity of Notch signal-
ing at both the receptor and ligand levels represents a
big challenge toward understanding the role of these
protein interactions in normal lung and SCLC devel-
opment. Quantitative expression studies from the
developing lung demonstrate a progressive increase
in Notch1-4, DII1, and Jagged? mRNAs from early
embryo to adulthood?”. RNA in situ hybridization and
immunohistochemistry studies suggest that Notch1 is
expressed in the distal lung endoderm at least as early
as eleven week of pregnancy and persists through
fetal development3®. None of the four Notch recep-
tors are known to be expressed in neuroendocrine
cells, but specific expression patterns for the Notch
ligands can be observed in the mesenchymal and
neuroendocrine compartments'®® Jagl expression
can be observed in lung mesenchyme, and promi-
nently in lung vessels of SCLC, but its significance
are unknown?s,

Mammalian bombesin-like peptide (BLP) was
identified as the first neuropeptide localized to pul-
monary neuroendocrine cells'®’; cells containing BLP
immunoreactivity are present at high numbers in
human newborn and fetal lung, and appears to be
indirectly linked with Notch1 expression via tumor
necrosis factor-a (TNF)'°2. Recently, Shan et al.’®
demonstrated that decreased Notch signaling be one
mechanism contributing to the sustained increase in
gene expression and the ultimate neuroendocrine
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phenotypic induction; nevertheless, as there is no
single master regulator of neuroendocrine cell dif-
ferentiation the regulatory effect of Notch over SCLC
development remains unclear.

Activated Notch1 and Notch2, but not Hes1 caused
a potent G1 arrest in SCLC cells, accompanied by
marked up regulation of p21waf1/cipl. As expected,
these researchers also found abundance of p53'%. The
known effect of Notch1 to up regulate p21 could not
be solely responsible for the growth arrest however,
as it was observed in an Rb mutant context (NCl-
H209 cells) typifying the majority of SCLC. It is unclear
whether lower levels of Notch signaling also would
confer a growth arrest in SCLC'. Until today, there is
no preclinical evidence to explore Notch-based thera-
pies as a complement to either conventional cytotoxic
chemotherapy or other targeted pathway inhibition
strategies in SCLC scenario.

Hedgehog

Recently, Watkins et al. observed a marked expres-
sion of both SHh ligand and Gli1 in neuroendocrine
cells that are normally implicated in the regulation of
airway epithelial regeneration®. Furthermore, they
found a high expression of Hh proteins and consecu-
tive activation of the pathway in the primitive lung
endoderm?®6:6%1% To establish a posible SHh pathway
activation in adult bronchial epithelium the same group
used mice in which one copy of Ptch is replaced in-frame
with the B-galactosidase (8-gal) gene by homologous
recombination, however, they only found a small num-
ber of cells expressing the marker in the basal layer
of the adult bronchial epithelium®®. This data validate
the hypothesis of a neuroendocrine precursor within
the airway epithelial compartment that responds to a
SHh signal elaborated by neighboring airway epithelial
cells'. Previous findings were confirmed by analysis
of seven human SCLC cell lines which expressed both
Hh and Gli1 proteins with a linear correlation of Ptch
messenger RNA expression®®. This concept was proved
evaluating whether ligand driven Hh pathway activa-
tion promotes growth of SCLC; inhibition of SHh ligand
activity in NCI-H249 and NCI-H1618 SCLC culture cells
with the 5E1-SHh-N monoclonal antibody resulted in
growth inhibition demonstrating that growth of SCLC
cells in vitro is dependent on ligand-mediated activation
of the Hh pathway'®. Another study investigating the
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expression of Gli1 in SCLC tissue reported that 85%
of SCLC express Gli1 and more than 60% have a me-
dium to strong expression correlating with increased
Hh signaling'®.

Treatment of NCI-H249 SCLC cells with cyclopamine
(@ molecule that blocks the oncogenic effect of muta-
tions of Ptch and specifically inhibits the Hh pathway) re-
sulted in significant cancer cell inhibition and repression
of genes like BMP4, a morphogen and putative target
of Hh expressed in lung epithelial embryogenesis'®, and
nestin, an intermediate filament characteristic of neural
stem cells in medulloblastoma®. These changes in gene
expression suggest that Hh contribute to maintain a
progenitor cell in SCLC by paracrine stimuli of of their
surrounding environment.

Moreover, Lemjabbar-Alaoui et al. demonstrated
that Hh activation occurs in cells repeatedly exposed
to smoke for > 7 days in immortalized BEAS2B cells (an
SV40-immortalized bronchial epithelial cell line) and >
2 days in primary normal human bronchial epithelial
cells®. By far, almost all cellular activity of SHh signaling
after tobacco smoke exposure are related with cyclin-
D and cyclin-E, two proteins vital for the G1-to-S cell
cycle transition in SCLC'™. Hh signaling activates the
mitosis promoting factor by increasing the intranuclear
availability of cyclin B"'2 and also opposes normal
stimuli for epithelial cell cycle arrest (by inhibiting P21)
and promotes tumor cell growth™4. In association, SHh
signaling inhibits the primary regulator of apoptosis, the
p53 tumor suppressor gene''>.

The availability of the Hh ligand for signaling
is regulated by the expression of HIP on the cell
surface of Hh responsive cells. Activation of the Hh
pathway causes an increased expression of the HIP
via a negative feedback mechanism, which means
that HIP is the principal antagonist of Hh signaling.
Experimental models studying HIP knockout mice
confirmed augmented Hh signaling; in opposite it
appear to be down-regulation of HIP in endothelial
cells during angiogenesis''®. These findings suggest
a reduced HIP expression in tumors including SCLC.
SHh was also shown to induce the expression of
angiopoietins | and Il and the family of VEGF signal-
ing proteins from mesenchymal cells, highlighting
the significance of tumor associated fibroblasts in
combination with Hh signaling to mediate blood
vessel formation'"”’.
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Wnt

The proneural basic-helix-loop-helix protein achaete-
scute homologue 1 (ASH1) is expressed in a very limited
spectrum of normal and cancerous cells in a lineage
specific manner, including normal pulmonary neuroen-
docrine cells and lung cancer cells with neuroendocrine
features. This protein was found to inactivate DKK1 and
DKK3, negative regulators of Wnt/B-catenin signaling,
E-cadherin, and integrin 1 through ASH1-mediated
deacetylation and repressive trimethylation of lysine
27 (H3K27me3) of histone H3 in the promoter regions
of DKK1 and E-cadherin'®. This information change
concept that Wnt affects only the evolution of NSCLC,
because E-cadherin promotes cell-cell interactions and
sequesters B-catenin in the cell membrane, whereas
reduced E-cadherin expression has been postulated
to play a role in cell migration and metastasis, as well
as anchorage independence'. Now, we know why
E-cadherin is silenced in including lung cancers with
neuroendocrine features'?.

Pelosi et al. evaluate the expression of E-cadherin/
beta-catenin in 210 neuroendocrine tumors, including
96 typical carcinoids, 35 atypical carcinoids, 49 large
cell neuroendocrine carcinomas, and 30 small cell lung
carcinomas finding a homogeneous beta-catenin ex-
pression in all tumors and E-cadherin in most tumors,
with the exception of 3% of SCLCs and 9% of atypi-
cal carcinoids''. Furthermore, a disarrayed E-cadherin
distribution pattern was associated with the pathologic

lymph node classification and the number of involved
lymph nodes. Multivariate analysis confirmed that a
disarrayed E-cadherin or beta-catenin pattern was an
independent predictor of lymph node metastases in
patients with carcinoid tumors. Another recent preclini-
cal study support this data reporting clear suppression
of ASH1 expression through ASH1-RNAi-induced
G2-M cell cycle arrest and apoptotic cell death; the
induction of apoptosis was associated with activation
of caspases, implying that ASH1 may play a role in
the inhibitory regulation of cell death. Although the
molecular mechanisms of induction of cell cycle arrest
and apoptosis by ASH1-RNAi remain to be elucidated,
this findings imply a role for ASH1 in the regulation of
cell proliferation and cell fate specifically in lung cancers
with neuroendocrine features'®.

Conclusions

Hedgehog Notch and Wnt may be the connec-
tion between a primitive embryonic state and the
complex architecture of lung cancer. Although this
could be seen as a simplistic conclusion, several re-
ports associated these signaling pathways with lung
malignances. However, we must keep in mind that
the final objective is to translate this knowledge into
clinical practice, which is to say, the development of
target therapies to improve the outcome for lung
cancer patients.
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Astrocitoma pilocitico juvenil
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Se exponen las imagenes de un hombre de 22 afios
gue ingreso al servicio de urgencias de la Fundacion
Santa Fe de Bogotéa por presentar un cuadro clinico de
14 dias de evolucién caracterizado por cefalea global
pulsatil con signos de alarma por diplopia horizontal,
emesis incoercible, agitacion y desorientacion temporo-
espacial. Durante la evaluacion inicial, se documento
postura ténica sin relajacion de esfinteres, evento que
fue muy similar al presentado en el 2001, después del
cual se documenté un sangrado mesencefalico, que se
interpretd extrainstitucionalmente como secundario a
una alteracion alterovenosa. No obstante, en el 2010,
se realizd una resonancia cerebral que documento una
lesion irregular localizada en la cisterna cuadrigeminal
con extension a través del conducto de Silvio hasta el
cuarto ventriculo; dicha alteracién parecia originarse
a nivel pineal, presentaba captacion heterogénea del
medio de contraste, especialmente en la periferia, y no
tenia hidrocefalia obstructiva, pero si efecto compre-
sivo sobre el mesencéfalo. También se evidencié en el

Figura 1. Los cortes axial FLAIR (derecha) y axial T1 con medio de contraste (iz-
quierda) documentaron una alteracion de la sefial y realce, especialmente alrededor
del acueducto y en las cisternas basales, acompafiados de un nédulo neoplasico
(flecha). También se identifico aumento de la sefial y realce con contraste en los sur-
cos cerebrales y en la cisterna supraselar (flechas curvas). Estos hallazgos indicaron
la presencia de una diseminacion leptomeningea intracraneana e intraventricular.

FLAIR y en la secuencia T1 con medio de contraste una
alteracion de la sefial y realce alrededor del acueducto,
en las cisternas basales, en los surcos cerebrales y en
la cisterna supraselar. Estos hallazgos indicaron una
posible diseminacién leptomeningea e intracraneana
de un tumor por establecer (figura 1).

De igual forma, se examind la columna vertebral,
encontrando metastasis en gota a nivel dorsal'y lum-
bar (figuras 2ay 2b). Bajo la impresién de un posible
tumor germinal, se decidié efectuar una biopsia, que
se llevé a cabo el 15 de octubre del mismo afo. La
patologia describié la presencia de un tumor astroci-
tario de bajo grado, compatible con un astrocitoma
pilocitico juvenil con diseminacion leptomeningea.
Durante los Ultimos 20 meses de observacion, no se
encontraron cambios clinicos, hasta julio del 2012
cuando describié mayor afectacién visual en relacién
con el aumento de las lesiones supraselares y de las
cisternas basales (figura 3) y del realce leptomeningeo
multifocal (figuras 4 y 5).

Figura 2a. Cortes sagital T2 (izquierda) y T1 con contraste (derecha) de la columna
toracica. No se descarta cualquier alteracion en los cuerpos vertebrales, en presencia
de realce que indica diseminacion leptomeningea (flechas) y metastasis “en gota”
(flecha curva).
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Figura 2b. Cortes sagitales T1 con contraste de la columna lumbar. Se observan
metastasis leptomeningeas (flecha), perirradiculares (flecha doble), en el cono medular
(flecha curva) y en el fondo del saco tecal (flecha curva doble).

Figura 4. Cortes axiales (superiores) y sagitales en T1 con contraste (inferiores).
Aumento en el realce leptomeningeo a nivel del aspecto posterior de la médulay en
el cerebelo (flechas).

De forma general, los astrocitomas pilociticos tienen
un crecimiento lento y suelen presentarse con mayor
frecuencia en los nifnos y adultos jovenes; su localizacion
mas comun es en los hemisferios cerebelosos y en la
vecindad del tercer ventriculo, pero con alguna fre-
cuencia se documentan en los hemisferios cerebrales'.
Raramente sufren una transformacién maligna, evento
que ocurre al menos en el 5% de los casos y que suele
suceder después de la radioterapia en el 60 al 80% de
los tumores de patron esporadico; se demuestra una
duplicacién en tandem del cromosoma 7934 que se
asocia con el gen de fusién BRAF-KIAA?. La disemina-
cion leptomeningea es rara, y la supervivencia repor-
tada luego de este evento es inferior a 65 meses; no

a4
Figura 3. Cortes axial T2'y FLAIR (superiores) y axial T1 simple (inferiores). Se

observa leve aumento en la alteracion de la sefial y en el tamafio de las lesiones
supraselares y en las cisternas basales (flechas).

A

Figura 5. Cortes coronales en T1 con contraste. Aumento en el realce leptomeningeo
en el cavum de Meckel y en el tentorio (flechas).

obstante, un segmento de los pacientes se beneficia de
la administracion de quimioterapia, utilizando agentes
como la temozolamida®.
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Resumen

El complejo esclerosis tuberosa (CET) se caracteriza por la presencia de hamartomas en multiples érganos, incluyendo el ce-
rebro. Entre el 5% y 20% de quienes lo padecen presentan astrocitomas subependimarios de células gigantes (SEGA, por su
sigla en inglés), hallazgo que se asocia a una elevada tasa de morbimortalidad atribuible a hidrocefalia obstructiva. El manejo
clasico de los SEGA consiste en la reseccion quirtrgica, intervencion que se relaciona en la actualidad a medicamentos que
modulan la via de sefalizacion mTOR. Experimentos clinicos recientes han demostrado una reduccién consistente del volu-
men tumoral, lo que favorece el control de las crisis epilépticas, hecho que mejora la calidad de vida. A continuacion, se pre-
senta el caso de un paciente de 16 afos con diagnéstico de CET, a quien se documentd un SEGA con degeneracion quistica
tratado después de dos resecciones quirdrgicas secuenciales con everolimus; dicho manejo permitié una respuesta parcial
maxima asociada a la desaparicién de otras manifestaciones neurologicas. La utilidad de medicamentos dirigidos a modular
blancos moleculares especificos representa una opcién terapéutica real en pacientes con el CET que presentan SEGA.

Palabras clave: Complejo esclerosis tuberosa, astrocitoma subependimario de células gigantes, mTOR, everolimus, hamartina, tuberina.

Abstract

The tuberous sclerosis complex (TSC) is characterized by the presence of hamartomas in many organs, including the brain;
5% to 20% of those suffering from TSC present subependymal giant cell astrocytoma (SEGA), such finding being associated
with a high rate of morbimortality attributable to obstructive hydrocephalus. The classical management of SEGAs consists of
surgical resection, such intervention being currently associated with drugs modulating the mTOR signalling pathway. Recent
clinical trials have demonstrated that consistent tumor volume reduction has promoted the control of epileptic crises, thereby
improving the quality of life. The case of a 16-year-old TSC patient is presented below who was diagnosed with SEGA ac-
companied by cystic degeneration treated with everolimus following two sequential surgical resections; such management
led to a maximum partial response associated with the disappearance of other neurological manifestations. The efficacy of
drugs directed to modulate specific molecular targets represent a real treatment option for patients with tuberous sclerosis
and SEGA.

Key words: Tuberous sclerosis complex, subependymal giant cell astrocytoma, mtor, everolimus, hamartin, tuberin.

Introduccion

El complejo esclerosis tuberosa (CET), también cono-
cido como sindrome de Bourneville Pringle o Epiloia, es
una enfermedad hereditaria autosémica dominante con
penetrancia incompleta presente en 1 de cada 6.000
nacidos vivos. Con frecuencia produce lesiones en la
retina (hamartomas astociticos o facomas), piel (angio-
fibromas y maculas hipomelanéticas), pulmones (linfan-
gioleiomiomatosis), rifiones (angiomiolipomas) y en el

corazén (rabdomiomas). De igual forma, suele afectar
al sistema nervioso central, donde genera cambios
descritos desde 1862'3; la manifestacion neuroldgica
mas comun es la epilepsia, que se presenta en el 70%
al 80% de los pacientes y que se relaciona de modo
regular con la existencia de alteraciones cognitivas que
incluyen el retraso en el desarrollo psicomotor, diversos
trastornos del aprendizaje o neurocomportamentales
tipo autista. Estos hallazgos se relacionan de manera
directa o indirecta con la presentacion de tuberomas
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corticales, heterotopias de la sustancia blanca y nédu-
los subependimarios, alteraciones que se caracterizan
por una patogénesis comun asociada a cambios en
la migracion y diferenciacion anormal de las células
embrioénicas localizadas en la regién subventricular?4.

Es usual encontrar lesiones subependimarias de
caracter nodular, que evolucionan en el tiempo hasta
generar SEGA. Adriansen y colaboradores describieron,
a partir de un estudio de corte transversal que incluyé
285 pacientes con el CET, la evidencia de estas neopla-
sias en el 20% de los casos, con un diametro promedio
al momento del diagnéstico de 11.4 mm (4.2 mm) y
la presencia de hidrocefalia en un 14%°.

La gran mayoria de los SEGA se acompafan de
otros nédulos subependimarios que no exhiben de
forma constitutiva la pérdida de heterocigocidad ni la
autofosforilacion proteica de la via mTOR (mammalian
target of rapamycin)®. Desde la perspectiva clinica, es
importante distinguir los nédulos no neoplasicos de los
SEGA, debido a la influencia sobre las intervenciones te-
rapéuticas; por el momento, los criterios imaginolégicos
que se asocian con mayor agresividad son el tamafo
tumoral, la localizacion de la lesion y su potencial para
obstruir el drenaje normal del liquido cefalorraquideo,
la intensidad de sefal en las secuencias T1y la velocidad
de crecimiento”®.

El origen de las lesiones tumorales esta vinculado
a la activaciéon de las mutaciones en los genes TSC1 y
2, cuyos productos derivados de la transcripcién son
la hamartina y tuberina, proteinas encargadas de pro-
mover la hidrélisis de GTP a través de una GTPasa del
Rheb. Varios estudios han revelado que este complejo
juega un papel esencial en el control del tamafio celular
de la glia a través de la expresion del receptor para el
factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1 (IGFR-
1). Otros genes encargados de favorecer la progresion
tumoral de los SEGA son el LKB1 (liver kinase B1) y el
PTEN, los cuales conllevan mutaciones secundarias que
favorecen la activacién del factor derivado de la hipoxia
tipo 1 (HIF1) y la supresion del p53°.

Clasicamente, el manejo de los SEGA estuvo circuns-
crito ala cirugfa 'y a la radioterapia. En el pasado, hasta
el 70% de los pacientes eran operados de urgencia
con signos de hipertension endocraneana y morbilidad
a largo plazo, sin embargo, Kruger y colaboradores
introdujeron el uso de nuevas estrategias farmacolo-
gicas dirigidas contra la cascada derivada del mTOR

(rapamicina y everolimus)'?. A continuacién, se presenta
el caso de un paciente con SEGA tratado con everolimus
después de dos exéresis parciales.

Descripcion del caso

Se trata de un paciente de 16 afios de edad con el
CET diagnosticado a los 14 meses por la presencia de
maéculas hipomelandticas, angiofibromas faciales y crisis
mioclénicas manejadas con vigabatrina. En la primera
resonancia magnética nuclear (RMN), tomada a los 17
meses de edad, se identificd la presencia de multiples
tuberomas corticales y nédulos subependimarios en los
ventriculos laterales, especialmente, uno en el cuerno
frontal izquierdo adyacente al foramen de Monro de
0.9 x 1.0 x 0.6 cm (figura 1C y tabla 1A), corroborando
asi el diagnéstico de la enfermedad. Por el adecuado
control de la epilepsia, se suspendié el medicamento
cuatro afios después de su inicio; sin embargo, durante
el afio 2008, el paciente debutd con un nuevo episo-
dio, para lo cual retomd la vigabatrina. Luego de dos
meses, las crisis se hicieron mas frecuentes, requiriendo
el aumento de la dosis y la adicion de lamotrigina y
levetiracetam (tabla 1D-F).

En las imagenes de control realizadas en el 2010
(figura 1D-F), se identifico el crecimiento progresivo
del nédulo subependimario del cuerno frontal izquier-
do, que media inicialmente 0.8 cm?® y alcanz6 5.6
cm? (tabla 1B-E). Dicha modificacion en el volumen
condiciond una obstruccién parcial del foramen de
Monro, razén por la cual se decidié llevar a cirugia en
junio del 2010, logrando una reseccion parcial de la
lesion; el reporte de la patologia fue compatible con un
SEGA. A pesar del manejo farmacolégico, el paciente
persistié con un pobre control de las crisis, por lo que
el esquema se cambié incluyendo acido valproico por
el levetiracetam.

En la RMN de control hecha en diciembre del 2010,
se hall¢ crecimiento de la lesién, especialmente en su
componente quistico (tabla 1G), que ya se visualizaba
en el estudio imaginoldgico previo (tabla 1F). Sin em-
bargo, por la estabilidad clinica, se decidié continuar el
seguimiento. Para mayo del 2011, el paciente se torn6
sintomatico con indicios de hipertension endocraneana,
por lo cual se tomé una RMN que mostré un aumento
de la lesion con evidencia radiolégica de hidrocefalia y
extension al tercer ventriculo (figura 1G-1y tabla 1H),
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Figura 1. RMN cerebral durante el periodo de observacion radioldgica. Esta muestra la evolucion del SEGA a partir de un nédulo subependimario a
los 17 meses (A-C) y 16 afos (D-F). En el periodo quirtirgico, se evidencia el crecimiento del componente sélido y la degeneracion quistica del SEGA tras
el primer posoperatorio en el 2011 (G-). En el periodo de manejo farmacoldgico con el inhibidor mTOR (everolimus), las imagenes control a los 5 meses
(J-L) demuestran la disminucion del componente sdlido, no hay evidencia del componente quistico. Tberes (+), nddulos subependimarios (—), SEGA
solido (—*), SEGA quistico (+).
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Tabla 1. Evolucién de la enfermedad y medicacion relacionada con el control de las crisis epilépticas

Fecha RMN/(edad) Volumen Medicamento
Observacion Observacion Observacion
A Abril 1995/(17 meses) 09x1x06cm=0.27 cm? Vigabatrina (14 meses a los 5 afos)
B Octubre 2000/(6 afos) 1x16x1cm=08cm? No
C Julio 2004/(10 anos) 18x2x1cm=18cm? No
. - Vigabatrina 1.000 mg/dia
D Septiembre 2008/(14 anos) 21x2x1cm=21cm? Vigabatrina 2.000 mg/dia
Lamotrigina 100 mg/dia
Vigabatrina 4.000 mg/dfa
E Abril 2010/(16 ahos) 25x25x18cm=56cm? Lamotrigina 500 mg/dia
Levetiracetam 1.500 mg/dia
Cirugia Cirugia Cirugia
; Julio 2010/(16 anos) S6lido: 2.6 x 1.5 x 1.7 cm = 3.3 cm? quiste: 3 x 2.1 x 3.6 cm VL‘gabat.””.a 4000 mg/g,‘a
(Primer posoperatorio) =113 cm? amotrigina 500 mg/dia
: Levetiracetam 1.500 mg/dia
. Vigabatrina 3.500 mg/dfa
. — 3
G Diciembre 2010/(17 afios) %’L‘g‘t’é?;éixxw3'6;5;:46'322:“'2 Lamotrigina 300 mg/dia
. . . e Acido valproico 500 mg/dia
o Vigabatrina 1.500 mg/dia
. — 3
H 3 de mayo 2011/(17 ahos) Sg'ﬂ;‘j‘g i 5 i ;i;m_?g; i:]T Lamotrigina 300 mg/dia
: e Acido valproico 500 mg/dia
Vigabatrina 1.500 mg/dia
| 7 de mayo 2011/(17 anos) 1.6 x2.2x 24 cm =44 cm3 Técnica de volumetria 3D: Lamotrigina 300 mg/dia
(Segundo posoperatorio) 49 cm? Acido valproico 500 mg/dia
Losartan 25 mg/dia
Inhibidor mTOR Inhibidor mTOR Inhibidor mTOR
Vigabatrina 500 mg/dia
) . Lamotrigina 300 mg/dia
— 3
J Septiembre 2011/(17 afnos) 1.1x15x1.3cm=1.07cm Acidova\proico 250 mg/dia
(Control 3 meses) ; :
Everolimus 5 mg/dia
Losartan 25 mg/dia
Vigabatrina 500 mg/dfa
Lamotrigina 300 mg/dia
Diciembre 2011/(18 afos) 1% 1.4 x1.38 cm = 0.96 cm’® Técnica de volumetria 3D: Acido va\prowco 250 mg/d\a
K B Everolimus 5 mg/dia
(Control 5 meses) 0.97 cm - .,
Amlodipino 5 mg/dia
Losartan 25 mg/dia
Atorvastatina 20 mg/dia

Correlacion entre el volumen del SEGA, el tiempo y los requerimientos de medicacién. Periodo de observacion radiolégica (A-E), periodo quirtrgico (F-1) y periodo de manejo farmacolégico con

inhibidor mTOR (everolimus) (J-K).

razén por la que se llevéd por segunda ocasion a cirugia,
consiguiendo la reseccion completa del quiste, pero
dejando un remanente sélido (tabla 11).

Ante la recurrencia de la lesiéon, se decidié iniciar
everolimus 5 mg/dia (3 mg/m?/dia) a partir de junio
del 2011. En el primer control, llevado a cabo tras
completar tres meses de la medicacion, se encontro
resolucion completa de las crisis epilépticas, lo que
permitié la disminucién progresiva del tratamiento.
Igualmente, se identificd una regresion de los angiofi-
bromas faciales y se documenté en la RMN de control
una reduccion significativa del tamafo del SEGA sin
evidencia alguna del componente quistico (el 79%
por técnica de volumetria 3D y el 76% por medicién
de la elipsoide) (tabla 1J).

El paciente ha mostrado buena tolerancia al medi-
camento, excepto por un episodio de estomatitis au-
tolimitada, hipercolesterolemia e hipertensién arterial,
eventos adversos manejados con losartan y atorvasta-
tina. Para el siguiente control (cinco meses después de
iniciar el inhibidor mTOR), se mantuvo la mejoria clinicay
la regresion de la lesion, que ahora presenta un volumen

de 0.97 cm? (figura 1J-Ly tabla 1K). De igual forma, el
entorno familiar refiere una recuperacion subjetiva del
rendimiento académico.

Discusion

La principal causa de muerte en pacientes con el CET
esta relacionada con diversas complicaciones neurolégi-
cas. Los SEGA pueden generar muerte subita secundaria
a hidrocefalia obstructiva, por lo cual se recomienda
llevar a cabo imagenes y un seguimiento periddico (cada
seis meses a un afo), con el objetivo de documentar
cualquier variacion en el crecimiento®®1314 Aunque
se considera al SEGA como una lesién de crecimiento
lento, existen algunos criterios que ayudan a decidir
cuando efectuar una cirugia antes de que el paciente
se torne sintomatico. Ribaupierre y colaboradores pro-
pusieron que las lesiones mayores de 5 mm préximas
al foramen de Monro y con calcificacion incompleta
en las que se demuestre un aumento progresivo del
tamafo en dos imagenes consecutivas deben ser lle-
vadas a cirugia®.
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La reseccion quirdrgica macroscopica asegura un
adecuado control de la lesion en la mayoria de los
casos, no obstante, solo se logra en el 20%, debido a
la relacion con estructuras interventriculares, como el
nucleo caudado, el epéndimo y el fornix®'™. Cuando
no se logra una exéresis completa, existe un alto ries-
go de recurrencia y la consecuente necesidad de otras
intervenciones quirdrgicas; sin embargo, también existe
la posibilidad de que la lesién tumoral permanezca es-
table, especialmente en la adultez'®. Nuestro paciente
representa el ejemplo clasico de la progresion de la
enfermedad y lo que implicé su manejo quirlrgico;
durante la nifiez, hubo un crecimiento lento de uno de
los nédulos subependimarios adyacentes al foramen
de Monro, y, al entrar a la adolescencia, se documenté
un aumento rapido de la lesidon con obstruccion parcial
asociada a exacerbacion de las crisis epilépticas, razon
por la cual se recurrié a la cirugia sin lograr una resec
cion completa, evento que predispuso a la progresion.

Una situacion particular reportada en este caso
es la presencia de un componente quistico, el cual es
infrecuente'’; este progresa en conjunto con la porcion
solida, tornandose sintomatico. Aunque el manejo qui-
rurgico es la primera opcion en este tipo de lesiones,
conlleva riesgos como la hemiparesia (transitoria 12%
y permanente 6%)'8, disminucion de la agudeza visual
(20%)'® y alteraciones cognitivas y de la memoria (5%)8,
0 generales, como el sangrado (13%)', la infeccion
(20%)" e, incluso, la muerte (13%)®.

El CET es causado por mutaciones que inactivan
los genes TSC1 y 2; el primero de ellos, localizado en
el cromosoma 9p34, mide 45 Kb y esta dividido en 23
exones que codifican un MARN de 8.6 Kb con un pro-
ducto funcional denominado hamartina, una proteina
de 1.164 aminoacidos. Se han descrito diversos tipos de
mutaciones desde los cambios puntuales en una base
hasta extensas deleciones. El gen TSC2 esta ubicado
en el segmento 16p13, mide 43 Kb y esta dividido
en 41 exones que codifican la tuberina, una proteina
de 1.807 aminoéacidos que presenta heterogeneidad
mutacional?®2!, La hamartina y la tuberina interactian
al formar un complejo funcional que interrumpe el
proceso de sefalizacién de la via mTOR, inhibe la PI3K
(fosfatidil inositol-3-kinasa) y la activacion de sefales
dependientes de factores de crecimiento derivados de
la insulina (IGF1 e IGF2).

Asi mismo, interactla con otros genes, como AKT1,
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CLIP1, GPHN, P70-S6 kinasa, RHEB, RICTOR, STAT1 y
STAT3#:22.23 Ademas, activa la GTPasa de RHEB, que,
a su vez, regula a mTOR, la cual esta involucrada en
el crecimiento, proliferacion, sintesis proteica, meta-
bolismo y supervivencia celular*3°. Por todas estas
consideraciones, parecia claro que mTOR constituye
un blanco farmacolégico para el control del CET. En la
actualidad, existen dos inhibidores de este complejo
aprobados internacionalmente para el uso en humanos,
la rapamicina (sirolimus) y el RAD0O1 (everolimus). La
utilidad de estos compuestos se ha probado en estu-
dios preclinicos y experimentos fase |y Il, dando como
resultado el control y la disminuciéon en el tamafio de
los hamartomas encontrados en diferentes érganos
de los pacientes con el CET™. En el Trial of rapamycin
therapy for patients with tuberous sclerosis complex
and sporadic LAM, se demostré la disminucion de los
angiomiolipomas en el 53%, aparte de una mejoria
significativa en las pruebas de funcién pulmonar?.

De manera similar, el Tesstal documenté una dismi-
nucién en los angiomiolipomas renales del 50% des-
pués de 12 meses de tratamiento?®. Otros han descrito
la retraccion de los rabdomiomas cardiacos después de
la administracion de everolimus? y la notable mejoria
de las lesiones cutaneas utilizando preparaciones to-
picas de los inhibidores mTOR?728, Cabe resaltar que
en nuestro caso el paciente ha tenido una disminucion
progresiva de los angiomiolipomas faciales luego del
inicio del everolimus. Del mismo modo en que se
ha estudiado el uso de los inhibidores mTOR para el
manejo de los angiomiolipomas, varios estudios han
reportado su utilidad en los pacientes con SEGA. Franz
y colaboradores informaron, en el 2006, el uso del si-
rolimus en cinco pacientes con el CET que presentaban
SEGA; esta intervencion permitié una reduccion en el
tamafio de las lesiones que oscil6 entre el 45% y 62%
tras una mediana de tiempo para el tratamiento de 7.3
meses?®. En vista de estos resultados, entre el 2008 y
2010, se informaron cinco pacientes mas, todos con una
disminucién del tamafio que varié entre el 37% y 82%
después de 2 a 5 meses de exposicion al sirolimus3%-31:32,

Luego de la aprobacién del everolimus como inmu-
nomodulador en pacientes postrasplante renal y cardia-
o, y para el tratamiento de sujetos con carcinoma renal
de células claras, Yalon reportd el primer caso de un
SEGA tratado exitosamente con este medicamento. Este
correspondio a un paciente de 28 afios con multiples
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lesiones, sometido a varias cirugias, que, después de
11 meses de manejo con el inhibidor mTOR, obtuvo
respuesta y mejoria clinica que se limité debido a la
presentacion de hipertension y aumento de la CPK33,
Posteriormente, Krueger y colaboradores informaron
los resultados del estudio de registro que incluyé 28
pacientes con una edad promedio de 11 afios tratados
con everolimus a una dosis inicial de 3 mg/m? dia ajus-
tada seguin niveles cuantificados durante los primeros
seis meses de tratamiento (5-15 ng/mm).

La mediana de duracion de la intervencion fue 21.5
meses y la disminucion de los SEGA fue de al menos el
30% en 21 sujetos (75%) y del 50% en nueve pacientes
(32%); la reduccidon mas notable se encontré en los
primeros tres meses de intervencién, especialmente en
las lesiones de mayor tamafio, y los efectos adversos
mas comunes fueron las infecciones respiratorias del
tracto superior, la estomatitis y la dislipidemia'. Segun
nuestro conocimiento, el presente caso es el nimero 30
reportado en la literatura y describe la mejoria global
de un paciente con el CET y SEGA quistico recurrente
manejado con everolimus. En él, se registré una evi-
dencia imaginoldgica de regresion tumoral del 79%
en los primeros tres meses con la presentacion de una
morbilidad conocida y manejable.

Un aspecto que se evalué por primera vez de forma
sistematica en el estudio de Krueger fue la mejoria de
las crisis epilépticas, de la calidad de vida y del nivel
cognitivo de los pacientes. En la actualidad, existe la
hipotesis de que la via mTOR esta involucrada en la
fisiopatologia de la epileptogénesis y de que su hipe-
ractivacion conlleva la formacién anormal de estructuras
y sinapsis neuronales, asi como la expresion alterada
de neurotransmisores y de canales idnicos implicados
en la epilepsia®. Hasta el momento, hay varios mode-
los que refuerzan esta teoria, entre otros, la presencia
de crisis en ratones con inactivacién en el gen TSC1,
gue es reversible con la administraciéon de sirolimus y
gue regresa con la supresion del medicamento343>,
Frecuentemente, se cree que el déficit cognitivo y las
alteraciones neuropsiquiatricas que se observan en el
CET son atribuibles a la presencia de los tuberes corti-
cales y a la epilepsia, sin embargo, se presume que el
50% de los casos tienen esta asociacion®.

Estudios en modelos murinos con pérdida de la
funcionalidad por heterocigocidad de los genes TSC1
y 2 han encontrado cambios en la capacidad cognitiva

en ausencia de epilepsia, tuberes corticales o anomalias
estructurales en las neuronas. Estos ratones tuvieron
problemas de aprendizaje, memoria y ubicacién visoes-
pacial, al igual que alteraciones en el comportamiento
social, hallazgos que mejoraron después de la adminis-
tracion de rapamicina®®. Desde la perspectiva clinica,
también documentaron una reducciéon significativa
en la frecuencia de las crisis epilépticas, ya que, de los
16 pacientes en los que se reportd un electroencefa-
lograma (EEG) de base, se halld que en 9 disminuyd
la frecuencia del dafio, en 6 no cambid y solo en 1
empeord. Respecto de la calidad de vida, hubo una
mejoria global sin lograr identificar cambios considera-
bles en la perspectiva intelectual y en las evaluaciones
neuropsicolégicas™.

Recientemente, el mismo grupo informé un cambio
relevante en la difusiéon de la materia blanca, sugirien-
do que el defecto genético a nivel cerebral puede ser
modificado farmacolégicamente®’. En el momento,
se esta desarrollando un estudio para determinar el
impacto real del everolimus sobre las crisis epilépticas
y el estado neurocognitivo de los pacientes con el CET
(NCT01070316). En nuestro caso, hubo una mejoria
completa de la epilepsia, lo que permitié el retiro
progresivo de la medicacion para este fin, asi como la
recuperacion progresiva del rendimiento escolar sin que
se hayan practicado pruebas neuropsicolégicas pre y
pos everolimus.

Un aspecto importante y hasta el momento no
establecido en el tratamiento con inhibidores mTOR en
CET es el tiempo de duracién requerido para mantener
los efectos terapéuticos®*4%; de los primeros 5 casos
reportados por Franz y colaboradores, 1 paciente pre-
sento crecimiento de la lesion después de haber recibido
rapamicina por cinco meses, requiriendo el reinicio
del medicamento, con el que se obtuvo una segunda
respuesta favorable a los 20 meses?. Por otro lado,
Krueger y colaboradores observaron una mediana de
duracion para el tratamiento de 21.5 meses (4.7-34.4),
27 de los 28 pacientes completaron el ciclo basico de
seis meses, 2 de estos descontinuaron alos 12.5y 21.5
meses, y otro paciente de los que habia completado
los criterios de reduccion mayor del 75% descontinué
el medicamento, documentandose un crecimiento de
la lesion, por lo cual se reinicié™. Nuestro paciente ha
continuado el medicamento, logrando hasta el momen-
to de la publicacion un efecto terapéutico positivo sin
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mayor toxicidad, sin embargo, hace falta un seguimien-
to mas prolongado para establecer la duracién ideal y
la estabilidad a largo plazo.

Conclusiones

La evidencia creciente acerca de la utilidad de me-
dicamentos dirigidos a modular blancos moleculares
especificos representan una opcion terapéutica real
en pacientes con el CET que presentan SEGA, no solo
por el efecto que ejercen sobre el crecimiento del
tumor, sino también como parte del control genéti-
co de la enfermedad, lo que permite controlar otras
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manifestaciones neurolégicas, como la epilepsia y los
hamartomas localizados en otros érganos. Los autores
concuerdan con el algoritmo que propone que las lesio-
nes subependimarias con criterios para SEGA o aquellas
sintomaticas se traten con cirugia, siguiendo los casos
con reseccion completa para identificar recurrencias
tardias. Por otra parte, en quienes se logre una exéresis
parcial se puede considerar una segunda intervencion
o el manejo farmacolégico con everolimus'. Se requie-
ren mas estudios para valorar la efectividad de estos
medicamentos utilizados de forma temprana o para el
control de las crisis, incluyendo una evaluacién integral
de la toxicidad con el uso a largo plazo.
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Resumen

La hemofilia adquirida A es una enfermedad autoinmune rara caracterizada por la presencia de autoanticuerpos contra el factor
VIl de la coagulacion; se manifiesta clinicamente como un sindrome hemorragico, principalmente mucocutaneo, subcutdneo y
en tejidos blandos. La etiologia es idiopatica en la mayoria de los casos; sin embargo, en los pacientes con patologias asociadas,
las mas frecuentes son enfermedades del colageno, tumores sélidos, puerperio, tumores hematolinfoides y medicamentos. Esta
asociada con una morbilidad y mortalidad significativas, fundamentalmente en los pacientes de mayor edad. Describimos el
caso de una mujer de 90 anos, que debutd con sangrado subcuténeo severo asociado a prolongacion del aPTT. En el abordaje
diagnostico, se encontré una actividad del factor VIl marcadamente disminuida y niveles de inhibidores contra el factor VIil ele-
vados (120 BU/ml), sin antecedente previo de trastornos de la coagulacion. Se inicié tratamiento con corticoides y se adiciond
posteriormente ciclofosfamida, logrando disminuir los titulos del inhibidor y acortar el aPTT, no obstante, la paciente fallecié a
las tres semanas debido a un ataque cerebro-vascular isquémico no relacionado con el tratamiento instaurado.

Palabras clave: Hemofilia adquirida A, autoanticuerpos, factor VIII, unidades Bethesda, corticosteroides, ciclofosfamida, factor VIl recombinante
activado.

Abstract

Acquired haemophilia A (AHA) is a very rare autoimmune disease characterized by presence of autoantibodies to circulating
factor VIII; it manifests clinically as a hemorrhagic syndrome, especially with mucocutaneous, subcutaneous and soft tissues
bleeding. Etiology is idiopathic in most cases; the other possible etiologies include collagen diseases, solid tumors, postpar-
tum, hematolymphoid malignancies and drugs. Mortality depends on age, being majority of deaths in elderly people. We de-
scribed a 93-years-old women presenting with a severe subcutaneous bleeding showing a prolonged partial thromboplastin
time. In the diagnostic approach we found a diminished factor Vlll-activity and high inhibitor titer (120 Bethesda units/ml)
without a previous history of coagulation disorders. We initiated treatment with corticosteroids and then we added cyclo-
phosphamide to achieve a reduction in the inhibitor titers and short the aPTT, however, patient died after three weeks due
to an ischemic stroke unrelated to the prescribed treatment.

Key words: Acquired haemophilia A, autoantibodies, factor VIII, Bethesda units, corticosteroids, cyclophosphamide, recombinant activated factor VII.

Introduccion

La hemofilia adquirida A (HAA) es una enfermedad
autoinmune poco frecuente causada por la produccion
subita de un autoanticuerpo contra epitopes, que
genera neutralizacion o aclaramiento acelerado del
factor VIII plasmatico en individuos sin historia previa
de hemostasia anormal'. Hace parte de las entidades
que se desarrollan por la presencia de anticuerpos cir-
culantes. La mayoria de los anticuerpos circulantes son

inhibidores especificos, que inactivan un Unico factor
de la coagulacion. Existe otro tipo de inhibidores no
especificos, como los relacionados con el anticoagulante
lUpico, que pueden afectar al sistema de coagulacion
en varios puntos?.

El factor VIII es el mas cominmente afectado por
anticuerpos adquiridos especificos. La mayoria de anti-
cuerpos o inhibidores contra el factor VIl son IgG y mas
especificamente IgG4, los cuales no fijan el complemen-
to?. Sin embargo, en enfermedades linfoproliferativas,

Fundacién Oftalmolégica de Santander, Clinica Carlos Ardila Liille (Bucaramanga, Santander, Colombia).
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se han descrito también anticuerpos IgM e IgA contra
el factor VIII*. Los inhibidores de la hemofilia adquirida
son de tipo Il, es decir, tienen una cinética compleja
gue no permite una inhibicién completa de la actividad
del factor VIIP.

La incidencia de la HAA varia segun la serie de casos
publicada. En general, la frecuencia global es de 1 caso
por millon de habitantes/afio (0.2 a 1.5 casos millon de
habitantes/afo)®. La frecuencia de casos aumenta con
la edad, siendo en menores de 16 afios alrededor de
0.045 personas/milléon/afio y en mayores de 85 afios
hasta 16.6 personas/millén/afio’.

La edad media al diagndstico es 74 afios, y presenta
una relacion hombre/mujer cercana a 1:1. Hasta el
85% de los casos ocurren después de los 60 afnos; el
otro pico de una curva bifasica lo aporta, con menos
frecuencia, el grupo de edad entre 20 y 30 afos,
donde aparecen los casos de inhibidores relacionados
con el posparto’.

La morbimortalidad es alta, principalmente en
adultos mayores, a causa del alto subdiagnostico de la
enfermedad de base subyacente, de los efectos téxicos
de la inmunosupresion y del elevado potencial para
desarrollar sangrados fatales.

La hemofilia adquirida B (inhibidores contra el factor
IX) es aun mas rara, al igual que la enfermedad por
inhibidores contra el factor V, Xl e, incluso, XIII8. En el
50% de los casos, no se encuentra causa subyacente,
especialmente en el adulto mayor, en parte, porque es
maés dificil investigarlos de manera intensiva e invasiva
o porque la edad avanzada es un factor de riesgo
adicional independiente para tener hemofilia adqui-
rida®. El otro 50% se distribuye en frecuencia entre
enfermedades autoinmunes, asociada a embarazo/

Etiologia
3% 5%

15% 50%

17%

Figura 1. Etiologia de la hemofilia adquirida A.

puerperio, neoplasias solidas y hematolinfoides, afec-
ciones dermatologicas y algunos medicamentos, tal
como se muestra en la figura 1",

La HAA asociada al embarazo/puerperio (7%-21%)
es una complicacion rara que constituye la causa prin-
cipal de hemofilia adquirida en menores de 40 anos.
Usualmente ocurre durante la primera gestacion, en
los primeros tres meses posparto y hasta un afo des-
pués de este evento, pero también puede presentarse
como complicacion hemorragica durante el parto™.
El inhibidor que circula en el torrente sanguineo de la
madre puede afectar los niveles del factor VII del feto.
A continuacion se describe el caso de una mujer de
90 anos con HAA.

Descripcion del caso

Se trata de una mujer que ingreso al servicio de
urgencias por historia de 15 dias de aparicion subita
y espontanea de equimosis, inicialmente en extre-
midades superiores, extendiéndose posteriormente
a cuello, térax anterior y extremidades inferiores.
Cinco dias antes del ingreso, el sangrado subcutaneo
aumentod y aparecieron hematomas en miembros
superiores, asociados a edema, calor y dolor intenso
sobre las lesiones, sin historia de trauma o uso de an-
ticoagulantes. Dos dias previos al ingreso tuvo fiebre
no cuantificada (figura 2).

Dentro de la historia se encontré constipacion y
dolor abdominal tipo colico en hemiabdomen inferior
desde seis meses antes, sin sangrado rectal, pérdida
de peso o hematuria. Presenta de hipertension arterial
(HTA) desde hace 20 afios en manejo con losartan y
obesidad desde hace 40 afios . Sin historia personal ni

B No se encuentra causa subyacente

B Enfermedades autoinmunes (artritis reumatoide,
polimialgia reumadtica, lupus y colitis ulcerativa)

Tumores sélidos (como proéstata, colon, pulmén,
seno, de via hepatobiliar, glioblastoma)
y neoplasias hematolinfoides

B Embarazo/puerperio

B Enfermedades dermatoldgicas:
penfigoide, penfigo vulgaris, psoriasis

Medicamentos: penicilina, sulfas,
cloranfenicol, fenitoina
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Fiebre subjetiva

Hematomas con: Edema,
calor, dolor en miembros
superiores

Generalizadas: Cuello, térax
anterior, extremidades inefriores

Equimosis

Extremidades
superiores

TIEMPO (DIAS)

Figura 2. Presentacion clinica previa al ingreso.

familiar de episodios hemorragicos similares al actual.
Neg6 tabaquismo o consumo de alcohol.

Al ingreso, tuvo una tension arterial en 150/85 mm
Hg, taquicardia, taquipnea, sin fiebre, peso: 90 kg, y
un indice de masa corporal (IMC) de 35 kg/m?. No se
documento sangrado oral no adenomeagalias, ni alte-
raciones en el térax o el abdomen. Sin embargo, si se
encontraron extensos hematomas en los antebrazos,
equimosis en térax anterior, cuello, miembros inferiores
y abdomen (figuras 3a 'y 3b).

Los examenes de laboratorio iniciales se regis-
tran en la tabla 1. Nivel de aPTT (tiempo parcial de

Claudia Sossa, Sara Jiménez, Angela Pefa, Luis Salazar, William Castellanos, Julidn Gelves

tromboplastina activada) prolongado mas de 180 se-
gundos, tiempo de protrombina (TP) normal. Prueba de
mezclas (aPTT cruzado) sin acortamiento o correccion.
Los niveles de factor VIII de la coagulacion (tabla 2)
fueron menores al 1%, titulos del inhibidor contra el
factor VIl elevados, niveles de factores IX y XI normales,
y anticoagulante lUpico negativo. Se interpreté como
HAA con inhibidores especificos contra el factor VIII.
Se inici6 tratamiento para erradicacion del inhibidor
contra el factor VIII con metilprednisolona 1 gramo
endovenoso cada dia durante tres dfas, seguido de
prednisona 80 mg/dia, previa desparasitacion dual.
Dos semanas después, se adiciond ciclofosfamida a 2
mg/kg/dia oral a la monoterapia con corticoides. No
presentd sangrado activo con riesgo para la vida que
indicara manejo con agentes bypass.

Requiri¢ insercién de un catéter venoso central
por dificil acceso venoso periférico, utilizandose como
profilaxis del sangrado tres dosis de factor VIl recombi-
nante activado (rFVIla) (novoseven) a 7 mg (70 mcg/kg),
dosis Unica antes del catéter venoso central, y, luego
del procedimiento, se indicé 8 mg cada 2 horas por 3
dosis (90 mcg/kg/dosis). Presentd sangrado en el sitio de
insercién del catéter que fue controlado con el rFVila.
En el sequimiento del laboratorio semanal, se evidencié
disminucién de los titulos del inhibidor, sin mejoria en
los niveles de factor VIII (tabla 3). Posteriormente, la

Figuras 3a y 3b. Hematomas extensos en miembros superiores y equimosis torécicas, de cuello y miembro inferior izquierdo.
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Tabla 1. Estudios del paciente al momento del ingreso

Cuadro hematico Hb: 9.4 g/dl Plaquetas 322.000 mm?*
Leucocitos: 13.500 mm? TP 10 segundos

Funcién hepética Normal INR 097

Funcién renal Normal aPTT > 180 segundos

Bacteriuria y leucocituria,

X Dimero D Normal
no hematuria

Uroanalisis

Electrolitos Normales Fibrinégeno Normal

Tabla 2. Resultados de actividad de factores de la coagulacién y titulos de inhibidor
contra factor VI

aPTT > 180 seg. (VN 31-36 seg.)
Factor VIII Alterado 0.6% (VN 50-150%)
Factor IX Normal 61% (VN 50-150%)
Factor XI Normal 70% (VN 50-150%)

120 10.5 UB/mI" unidades

Titulos de inhibidor contra factor VIiI Bethesda (valor normal: 0,6)

Anticoagulante lupico Negativo

VN, valor normal

Tabla 3. Resultados de la actividad del factor VIIl y titulos de inhibidor contra
el factor VIIl durante la estancia hospitalaria de la paciente hasta su fallecimiento
aPTT > 180 seg. > 120 seg. 74.1 seq.
Actividad
de factor VIl

Titulos de inhibidor
UB/ml" (unidades 120 68 40
Bethesda)

0.6% 0.5% 0.9%
Fallece

paciente fallece tres semanas posteriores al ingreso
debido a un ataque cerebro-vascular isquémico.

Se realizaron estudios adicionales de laboratorio e
imaginoldgicos para investigar la etiologia subyacente
de la hemofilia adquirida de la paciente, todos norma-
les; sin documentarse tumor maligno o enfermedad
autoinmune. No se efectud estudio de médula 6sea,
endoscopia digestiva superior ni colonoscopia, por
considerarlos procedimientos con riesgo de sangrado.
Se interpretdé como HAA de naturaleza idiopatica.

Discusién

El paciente con HAA consulta generalmente por
apariciéon subita y espontdnea de sangrados inusua-
les (didtesis hemorragica leve a severa), sin embargo,
hasta un 6% de los pacientes no presenta sangrado
al momento del diagnéstico'. Es caracteristico que
el paciente refiera el inicio de sangrado como severo,
prolongado e inesperado, sin trauma previo, o durante
un posoperatorio o en posparto temprano.

Las manifestaciones hemorragicas mas frecuentes
son el sangrado subcutdneo, seguido por el sangrado
muscular, gastrointestinal, genitourinario, y retroperito-
neal. A diferencia de la hemofilia congénita, por razones

desconocidas, la hemartrosis es ocasional’. La compli-
cacién mas temida es el sangrado en sistema nervioso
central, aunque es la manifestacién menos frecuente
de todas”. En el estudio EACH2, hubo 474 casos de
sangrado en pacientes con HAA, de los cuales el 70%
fueron severos y el 30% leves a moderados; el 77% de
los sangrados fueron espontaneos, el 8.4% por trauma,
el 8.2% en posquirtrgicos y el 3.6% en el posparto'.

De todos los episodios de sangrado, un 25%-33%
de los casos son leves o moderados y no requieren
tratamiento hemostatico'. El sangrado es mas severo
y amenaza la vida mas frecuentemente comparado con
la hemofilia A congénita con inhibidores'®. El riesgo de
sangrado que eventualmente amenaza la vida en el
paciente con HAA permanece activo mientras no se
erradique el inhibidor contra el factor implicado.

Las muertes por sangrado han disminuido notoria-
mente, con una mortalidad actual entre el 3%-20%
comparado con el 40% en los afios 80, gracias al
desarrollo de la terapia farmacoldgica hemostatica
efectiva, su mayor disponibilidad entre los paises y el
mejor entendimiento de la enfermedad™.

El hallazgo tipico para sospechar una hemofilia A ad-
quirida es un aPTT prolongado, TP normal, con funcién
y recuento plaquetario normales, sin historia de consu-
mo de anticoagulantes o antiagregantes'®. Al encontrar
un aPTT prolongado, como el caso de la paciente
(> 180 seqg.), es necesario confirmar el resultado; des-
pués de ratificar el aPTT prolongado, se debe determi-
nar si la prolongacién es causada por la deficiencia de
un factor o por la presencia de un inhibidor, para lo cual
se deben realizar determinaciones del aPTT, luego de
mezclar iguales volumenes de plasma del paciente con
plasma normal: si el aPTT se acorta en mas del 50%
de la diferencia entre los tiempos de coagulacion del
plasma normal y el plasma del paciente, se interpreta
como deficiencia de un factor de la coagulacién; si no
se acorta lo suficiente (menos del 50% de la diferencia),
se considera presencia de inhibidores o anticoagulan-
tes circulantes. Subsecuentes estudios de laboratorio
deben estar encaminados a evaluar la especificidad
del inhibidor; si el inhibidor es especifico para un solo
factor de la coagulacién, la actividad procoagulante
del factor es neutralizada sobre el tiempo, y de esta
manera, mediciones del factor de una mezcla de
plasma del paciente y plasma normal a los 0, 60y 120
minutos puede demostrar una progresiva disminucion
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de la actividad en el tiempo, mientras los niveles de los

otros factores de coagulacién permanecen estables'.

Si el inhibidor es inespecifico, habrd mas de un factor

de la coagulacion comprometido (VIII, IX, XI, XIl) y, en

tal caso, es necesario hacer las pruebas necesarias para
establecer la presencia de un anticoagulante lupico?.

Cuantificar el inhibidor es importante para orientar
el manejo de los sangrados y para evaluar la terapia a
largo plazo. El inhibidor es medido en unidades Bethes-
da. Una unidad Bethesda se define como la dilucién del
plasma del paciente que neutralizard el 50% de una
unidad de factor VIII agregado en dos horas a 37°C;
se consideran titulos bajos aquellos menores de 5 BU/
ml y titulos altos los mayores a 5 BU/ml?".

En nuestro caso, se determiné la actividad del factor
VIl de la coagulacién, encontrandose marcadamente
disminuida, con titulos del inhibidor contra factor VIII
en 120 BU/ml y niveles de factores IX, XI normales, an-
ticoagulante lUpico negativo.

El tratamiento de los pacientes con HAA tiene en
cuenta cinco objetivos basicos??:

1. Control del sangrado.

2. Erradicacion del inhibidor.

3. Tratamiento del trastorno subyacente.

4. Proteger al paciente contra traumas o procedimientos
invasivos no esenciales. Mantener en el minimo las
venopunciones.

5. Educar al paciente en reconocimiento temprano de
sintomas.

Control del sangrado: no hay evidencia de gran
poder que permita soportar decisiones terapéuticas
en HAA, por lo que muchas de las recomendaciones
a continuacion se basan en experiencia clinica de es-
pecialistas que han tratado a este tipo de pacientes®.
Cuando los episodios hemorragicos son severos, se
requiere tratamiento hemostatico temprano para re-
ducir la morbimortalidad, independiente de los titulos
de inhibidor y la actividad del factor VIII, ya que la
incidencia de sangrados fatales alcanza hasta el 9%
en un estudio reciente??. La eficacia de los agentes he-
mostaticos bypass no es predecible, por lo tanto, hay
gue evaluar al paciente clinicamente y hacer controles
seriados de hemoglobina para estimar la respuesta al
tratamiento. Las indicaciones para iniciar tratamiento
hemostatico son sangrado activo severo, sangrado de
sistema nervioso central, retroperitoneal, retrofaringeo
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o musculares, prevencién de hemorragia en pacientes
que van a ser sometidos a cirugia o procedimientos
invasivos, como en el caso de esta paciente, quien
tenia indicado un catéter venoso central.

El tratamiento hemostatico se lleva a cabo con dos
agentes bypass de la coagulacién, que son efectivos para
lograr control de sangrado en la hemofilia adquirida, cuya
funcién es desviar y dirigir el mecanismo de la coagula-
cién a través de la via extrinseca®®; son el tratamiento base
de la hemofilia adquirida con altos titulos de inhibidor.
En Colombia, se dispone de: 1) Factor VIl recombinante
activado (novoseven - rFVlla). dependiendo de los es-
tudios revisados, el tratamiento con novoseven como
primera linea de tratamiento ha demostrado efectividad
completa o parcial entre el 91%-95%2°%’. Cuando se usa
en segunda linea, es efectivo en un 80%-86% de los
casos, con una mediana de duracién del tratamiento de
seis dias (rango 1-33 dias). Se usa a dosis estandar de 70-
90 mcg/kg/dosis cada 2 horas en sangrado severo y 90
mcg/kg/dosis cada 3 horas en sangrado leve a moderado,
hasta que se logre la hemostasia?®. 2) Concentrado de
complejo protrombinico activado derivado del plasma
(FEIBA, factor eight inhibitor bypassing activity)?°. Con-
tiene predominantemente factores Il, IX, X inactivos y VII
activado, es efectivo en el 94-100% de los sangrados
moderados y en el 76% de los severos®*?'. La mediana
de tratamiento fue de cinco dias (rango 2-10 dfas). Se
usa a dosis de 50-100 U/kg cada 8 horas, pero con la
precaucion de no excederse de 200 U/kg en 24 horas,
por el riesgo de trombosis®.

La decision de escoger uno de los agentes como
tratamiento dependera de la respuesta previa del
paciente, del esquema de dosis, del uso de productos
derivados de plasma y del costo se debe tener en
cuenta que ninguno ha demostrado ser superior al
otro en HAA por ausencia de estudios. Si el agente
bypass que se escoge falla en detener el sangrado, el
otro debe ser utilizado rapidamente. El evento adverso
mas temido es la trombosis; se ha reportado desde el
2% a 8.6% de eventos trombdéticos, los cuales han sido
principalmente arteriales, entre ellos tromboembolismo
pulmonar, infarto agudo de miocardio y enfermedad
cerebro-vascular isquémica'#?’.

Otros agentes que han sido previamente utilizados
de segunda linea para control del sangrado son:

e Factor VIII humano: es inadecuado usarlo, por-
gue los inhibidores circulantes contra el factor VIII
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rapidamente lo inactivan. Sin embargo, es una alter-
nativa de segunda linea cuando los titulos de inhibi-
dores contra el factor VIIl son bajos y no se dispone
de agentes bypass®.

e Factor VI porcino: en la hemofilia adquirida, los titulos
de inhibidores contra el factor VIll porcino son del 5% a
10% comparado con los titulos humanos; por lo tanto,
el factor VIIl porcino podria lograr nivel hemostatico en
situaciones en que el factor VIl humano es inefectivo®;
no obstante, el factor VIII porcino fue sacado del mer-
cado en el 2004 por contaminacion viral del producto.

e Desmopresina: es un analogo sintético de la vasopre-
sina. Su efecto es aumentar los niveles de factor VIII,
factor de Von Willebrand y del activador de plasmi-
négeno tisular; ademas, acorta el aPTT y el tiempo
de sangrado, secundariamente. Se usa en infusion,
especialmente en sangrados menores (musculares o
mucosos) con inhibidores menores a 5 BU/ml. La dosis
estandar es 0.3 mcg/kg y la maxima de 24 mcg. Eleva
entre 3-5 veces el valor basal de factor VI, sobre todo
1 hora después de completar la infusién y con una vida
media del factor VIl circulante de cerca de 2.5 horas®.

Erradicacion del inhibidor: tan pronto se realiza el
diagnostico de hemofilia adquirida, el paciente debe
entrar en esquema de inmunosupresion, con el fin de
erradicar el inhibidor'. Las posibilidades de tratamien-
to incluyen corticoide solo, citotdxicos (ciclofosfamida,
azatioprina, vincristina, micofenolato: mofetilo), combi-
nacién de ellos, rituximab, ciclosporina A, plasmaféresis,
inmunoabsorcién e inmunotolerancia al factor VIII.

El mejor esquema es el que logre llevar mas pacien-
tes a remisién completa y en el menor tiempo posible.
De todos los pacientes con hemofilia adquirida, el
25% hace remisién espontanea’®. Adicionalmente,
con cualquier esquema, la tasa de recaida es del 10%
a 20%. Previamente, se ha estudiado la respuesta al
tratamiento inmunosupresor para erradicar el inhibidor
sin mostrar diferencias significativas entre prednisolona
oral sola o con ciclofosfamida®¢. Sin embargo, en el
estudio EACH2, al analizar 331 pacientes aleatorizados
a prednisona sola vs. prednisona + ciclofosfamida oral
(2-3 mg/kg/dia), se evidencié favorabilidad con una
mejoria en 3.25 veces para la terapia combinada. La
remision completa se logré en el 70% de los pacientes
con tratamiento combinado, muy similar a la literatura
previa. Mientras que la monoterapia con prednisolona

mostrd remision en solo el 48% de los casos (76% en
estudios previos)*’ la duraciéon de remisién sostenida y
la mortalidad fueron similares.

La inmunoglobulina humana intravenosa no es Util
en hemofilia adquirida como monoterapia; la tasa de
respuesta es la mitad a la de los que remiten espon-
tdneamente®®. El rituximab ha tomado fuerza en el
manejo de hemofilia adquirida, pero los estudios no de-
muestran superioridad a otros esquemas. Serviria como
segunda linea después de corticoide + ciclofosfamida®.
Algunos responden luego de fallar al tratamiento de
primera linea. Cuando se ha utilizado como monote-
rapia, la eficacia para remision completa es solo del
42%. En politerapia, combinado con corticoide y otros
inmunosupresores, las tasas de respuesta son similares
a corticoide + ciclofosfamida?'. La ciclosporina A tiene
al menos cinco reportes de casos en los que ha eviden-
ciado que ha inducido remision completa después de
fallar la primera linea de manejo“°. La inmunotolerancia
se basa en usar factor VIl en combinacién con agentes
inmunosupresores. El fundamento es que el factor VIII
estimula a las células productoras de anticuerpos para
gue se dividan, momento en el cual se tornan mas sus-
ceptibles a los agentes citotédxicos. Los reportes de casos
han demostrado remisién completa hasta del 93%4'.

Prondstico y recaida: en promedio, recaen el 20%
de todos los pacientes que lograron remision completa
antes de 7.5 meses (rango: 1 semana-14 meses)*’. El
EACH2 mostré que, si se trataba con solo corticoide,
recae el 18%; con esteroide + ciclofosfamida, el 12%;
y con rituximab, el 1%, todos en un seguimiento de
cuatro meses. No se conoce el total de recaidas a
largo plazo y depende esencialmente de la educacion
del paciente para reportar sintomas de sangrado o
hematomas tempranamente. Hasta un 25%-36% de
los pacientes hacen remisién espontaneay erradicacion
de inhibidores sin tratamiento inmunosupresor, pero no
es posible predecir quiénes lo haran#. Lo que se busca
con el tratamiento inmunosupresor es mantener una
respuesta sostenida (inhibidor negativo y actividad del
factor VIl arriba del 50%).

En nuestro caso, se inici6 el tratamiento inmuno-
supresor con prednisona al momento del diagnéstico;
posteriormente, se adiciond la ciclofosfamida, por no
mejoria en los niveles del factor y sustentados en la lite-
ratura con resultados a favor de la terapia combinada.

REVISTA COLOMBIANA DE HEMATOLOGIA Y ONCOLOGIA




HEMOFILIA A ADQUIRIDA: REPORTE DE UN CASO Y REVISION DE LA LITERATURA

Claudia Sossa, Sara Jiménez, Angela Pefa, Luis Salazar, William Castellanos, Julidn Gelves

A pesar de la disminuciéon progresiva de los titulos  que, entre 700.000 pacientes tratados con rFVlla, 18
de inhibidor, acortamiento moderado del aPTT y no  sufrieron trombosis como efecto secundario, y, de estos,
aparicién de nuevos episodios de sangrado, no logra- el 83% tenia factores de riesgo para trombosis. En el
mos la erradicacion del inhibidor, dado el tiempo de  caso descrito, la paciente presentaba al menos cuatro
seguimiento muy corto. Utilizamos dosis profilacticas  factores de riesgo para trombosis de los mencionados:
de rFVlla previo a la inserciéon de catéter venoso central, > 55 afios, obesidad, HTA e inmovilizacion*44. Es por
consiguiéndose realizar el procedimiento sin complicacio-  esto por lo que en los pacientes con edad avanzada y con
nes hemorragicas. La paciente a la tercera semana sufre  factores de riesgo para trombosis debemos estar alerta
un ataque cerebro-vascular (ACV) isquémico y fallece.  cuando utilizamos agentes bypass, y algunos autores*?
Este desenlace fatal tiene una base multifactorial condi-  recomiendan tromboprofilaxis, principalmente en los
cionado por la edad avanzada, el antecedente de HTA,  pacientes que alcanzan niveles normales de factor VIII.
la postracion y el tratamiento inmunosupresor; incluso, En la HAA, tanto el control del sangrado como la
no podemos descartar que el factor VII recombinante  erradicacion del inhibidor han de iniciarse tan rapido
haya contribuido a precipitar el ACV, pues se reportd  como el diagnéstico se haya confirmado.
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mientos con suficiente detalle para que otros investigadores puedan
reproducir los resultados. Identifique las referencias de métodos
estandares, incluyendo la estrategia estadistica. Describa los pro-
cedimientos nuevos o que hayan sido sustancialmente modificados,
presente las razones para usarlos y evalUe sus limitaciones. Identi-
fique con precisién todos los medicamentos, quimicos y sustancias
bioldgicas utilizadas, incluyendo los nombres genéricos, las dosis y
las rutas de administracion.

Describa los modelos estadisticos con suficiente detalle como
para que un lector con conocimiento y acceso a los datos originales
verifique los resultados reportados. Cuando sea posible, cuantifique
los hallazgos y preséntelos con indicadores apropiados, describiendo
los errores de medicion o variabilidad (como intervalos de confianza).
Evite mencionar solo los valores “P” cuando estd examinando pruebas
de hipotesis. Discuta la elegibilidad de los sujetos de experimentacion,
aporte detalles sobre la aleatorizacion y el cegamiento de las obser-
vaciones. Reporte las pérdidas o deserciones en los ensayos clinicos, y
especifique los programas o paquetes estadisticos empleados.

e Resultados: presente los resultados en secuencia légica, incluya
cuadros estadisticos e ilustraciones. Evite repetir en el texto los
datos de las tablas y enfatice o resuma solo las observaciones mas
importantes. Use graficas como alternativas a los cuadros estadisticos
con muchas entradas y no duplique los datos.

e Discusion: resalte los aspectos nuevos e importantes del estudio y
las conclusiones derivadas de este. No repita en detalle los datos u

otro material dado en la introduccién o los resultados. Incluya en la
discusion las implicaciones de sus hallazgos, asi como las limitaciones
y los aportes para futuras investigaciones. Relate las observaciones
relevantes de otros estudios similares y relacione las conclusiones
con los objetivos del estudio, evitando calificar o concluir a partir de
lo obtenido. Intente establecer nuevas hipétesis cuando se requiera,
pero mencionelas claramente como tales.

Articulos de revisiéon

El Comité Editorial considera conveniente que estos articulos
presenten por lo menos entre 25 y 30 referencias bibliogréficas. Una
de las secciones del articulo debera establecer los procedimientos
involucrados para encontrar las fuentes de informacion (revistas,
libros, documentos y otras consultas). El manuscrito debe incluir el
tratamiento a fondo de un tema especifico, realizando una amplia
revision bibliogréafica, su anélisis y los comentarios acerca de los tra-
bajos de otros autores.

e Resumen: maximo 250 palabras, no estructurado.

e Introduccion: debe establecer el propdsito y fundamento de la revi-
sion. Se recomienda incluir un parrafo independiente que describa
los procedimientos para la bdsqueda y los criterios de seleccion de
la informacion.

e Desarrollo de tema: debe incluir un analisis critico de la literatura y
datos propios de los autores. En lo posible, se sugiere contemplar
al menos dos referencias locales o regionales, obtenidas en indices
internacionales, como Lilacs. El manuscrito tendra que incluir tablas,
esquemas y figuras que lo hagan &gil, ofreciendo una comprensién
rapida de su contenido. El desarrollo del tema se puede estructurar
en capitulos de acuerdo con la temética establecida y estos, a su
vez, pueden organizarse mediante subtitulos. Tal organizacion debe
seqguir una frecuencia logica.

e Conclusiones: se sugiere incluir algunas consideraciones para quienes
toman decisiones sobre el tema.

Casos clinicos

e Resumen: de maximo 150 palabras, no estructurado.

e Introduccion: debe establecer el propdsito y justificacion del reporte
de caso.

e Descripcion del caso: debe ser descriptivo, secuencial y seguir en lo
posible un orden temporal.

e Discusion: explique las consideraciones éticas y precauciones toma-
das para proteger la confidencialidad del paciente. Se recomienda
incluir al menos 10 referencias bibliograficas.

Imagenes en hematologia y oncologia

Debe incluir un comentario corto que resalte la importancia del
tema ilustrado, extremando la nitidez de los hallazgos reportados
sefalandolos con simbolos. Intente no realizar montajes ni hacer
leyendas incorporadas. Estas deben presentarse en una hoja aparte y
ser explicativas, para no tener que recurrir al texto.

Cartas al editor

Las cartas deberan recibirse dentro de las cuatro semanas de la
publicacién del articulo al que se hace referencia.

Referencias (para todas las categorias de publicacion)

Las referencias deben ser escritas a doble espacio y numeradas
consecutivamente como hayan sido citadas. Las referencias citadas
en las leyendas de gréficas o figuras deben ser numeradas de modo
que ellas estén en secuencia con las referencias citadas en el texto. El
estilo de las referencias es el mismo del Index Medicus. Escriba todos
los autores cuando son seis (6) 0 menos; cuando haya siete (7) o mas,
escriba los seis (6) primeros y luego “et al.”. Las referencias numeradas,
como comunicaciones personales, datos no publicados y manuscritos
como “en preparacién” o “remitido para publicacion”, seran aceptadas
siguiendo los lineamientos internacionalmente descritos.
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