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Introduccién

El cancer colorrectal (CRC) es una de las neoplasias del tracto gastrointestinal mas frecuentes en
todo el mundo, especialmente en Norteamérica y Europa. Se proyecta que para el 2004, en los
EE.UU., el CRC contribuya con 146 949 nuevos casos y 56 730 muertes, el segundo lugar en
cuanto a las muertes relacionadas al cancer en dicho pais.! En las Ultimas dos décadas, el avance
en el conocimiento de la enfermedad evoluciond hasta el punto en que la atencién del paciente
cambid radicalmente. Debido a las mejoras y al uso generalizado de los métodos de deteccidn, el
prondstico es excelente si la enfermedad es descubierta tempranamente y se utiliza la cirugia
curativa. Sin embargo, aproximadamente dos tercios de los pacientes con cancer del intestino
grueso recientemente diagnosticado presentan compromiso linfatico y metastasis a distancia.?> En
el marco de una enfermedad avanzada, local o metastasica, las terapias sistémicas desempenan
un papel crucial para aumentar las tasas de curacién y prolongar la supervivencia. Los avances
recientes obtenidos con el desarrollo de drogas citotdxicas y de blanco molecular no sélo han
cambiado las estadisticas de supervivencia y perspectivas de la enfermedad, sino también la
calidad de vida de aquellos pacientes con CRC. La mediana global de supervivencia (MOS) de los
pacientes con CRC metastésico ha traspasado los 2 afios* y la supervivencia libre de enfermedad
(DFS) a5los 3 afios, en aquellos con patologia local avanzada, ha llegado a ser tan alta como
78.2%.

Tratamiento del cancer colorrectal metastasico avanzado

Quimioterapia

Luego de las mas de 3 décadas de uso del 5-FU como la Unica medicacién efectiva para el CRC, su
combinacién en infusion intravenosa con el oxaliplatino o el irinotecan se ha transformado en los
nuevos regimenes quimioterapicos citotdxicos estandar: FOLFOX y FOLFIRI (tabla 1).5°

El irinotecan (Camptosar®, CPT-11), un derivado de la camptotecina que inhibe la topoisomerasa
I, posee actividad antitumoral amplia. Dos de los regimenes mas utilizados administran un bolo de
5-FU asociado con leucovorina (LV) (IFL) (tabla 1) o 5-FU/LV en infusién (FOLFIRI) sustentados en
los datos de dos grandes estudios de fase III que encauzaron la aprobacion del irinotecan en el
tratamiento del CRC, y con el que se obtuvo una supervivencia global mejorada (0OS) de 2 a 3
meses y una supervivencia libre de progresion (PFS) de casi 2 meses, comparada con los
regimenes tradicionales de 5-FU/LV.%7 Sin embargo, el consenso general basado en resultados
mas recientes establece que el IFL no deberia considerarse mas el régimen “estandar” debido a su
toxicidad y su relativa menor eficacia. Se han sefialado mas eventos adversos con el IFL a partir de
los datos mostrados por varios estudios recientes (ensayos CALBG 89803 y N9741), especialmente
en pacientes como los ancianos, aquellos con estado clinico ECOG2 o mayor y en los sujetos con
funciones orgéanicas limitadas.!® Se ha sugerido que la diarrea asociada al IFL puede deberse a la
conversion del irinotecan en un metabolito activo por la microflora intestinal y recientemente se ha
comunicado que la prevenciéon de este cuadro puede llevarse a cabo con la utilizacién oral de
neomicina y bacitracina (1 000 mg dos veces por dia durante 4 dias).!! El régimen que deberia
utilizarse cuando se considere la asociacidn de irinotecan y 5-FU es el FOLFIRI, en virtud de su
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menor toxicidad y mejor eficacia.

Tabla 1

El oxaliplatino (Eloxatin®, L-OHP, cis-[(1R, 2R)]-1,2 ciclohexanediamino-N-N‘oxalato-(2)-0,0’), un
diaminociclohexano con platino, inhibe la replicaciéon del ADN y la transcripcién a través de la
formacion de aductos de ADN intracatenarios e intercatenarios. A diferencia del cisplatino y el
carboplatino, el oxaliplatino posee actividad significativa sobre las lineas celulares coldnicas.!? Esta
droga, ademas, tiene un perfil de seguridad diferente, y entre sus efectos colaterales los pacientes
pueden presentar neuropatias periféricas transitorias dependientes de la dosis, las cuales se
manifiestan con parestesias de los dedos, manos, pulgares y labios y con disestesias precoces en
las extremidades, boca y cuello, desencadenadas o exacerbadas por la exposicién al frio.!?

Se ha demostrado in vitro e in vivo la actividad antitumoral sinérgica del oxaliplatino administrado
en asociacion con el 5- FU/LV.1*1>

La combinacién de oxaliplatino y la infusidn intravenosa de 5-FU ha sido uno de los estandares de
tratamiento del CRC durante muchos anos en Europa. Dos ensayos europeos de fase III (EFC 2961
y EFC 2962) compararon la asociacion con el 5- FU/LV en infusién (LV5FU2) y demostraron
estadisticamente un beneficio significativo de la combinacién con oxaliplatino en la tasa de
respuesta objetiva (53% vs. 16% y 50.7% vs. 22.3%) y en la PFS (8.7 vs.

6.1 meses, p = 0.048 en el EFC 2961 y 9.0 vs. 6.2 meses, p = 0.0003 en el EFC 2962).*%'7 Sin
embargo, no fue hasta agosto de 2002 cuando esta combinacién fue aprobada por la Food and
Drug Administration (FDA) estadounidense para el tratamiento de aquellos pacientes con CRC en
los que habia fracasado la administracién de irinotecan y 5-FU/LV, segun lo observado en un
analisis interino de los resultados de un gran ensayo multicéntrico aleatorizado.® Sobre la base de
los resultados de un gran estudio multicéntrico de fase III (N9741), la asociacion de oxaliplatino y
5-FU en infusion fue aprobada para el tratamiento de los pacientes que no habian recibido
quimioterapia para el CRC.° Este estudio compard la eficacia y toxicidad del oxaliplatino con el 5-
FU/LV en infusion (FOLFOX4), irinotecan y el 5- FU/LV en bolo (IFL) y la combinacién del irinotecan
y oxaliplatino (IROX) como terapia de primera linea en 795 pacientes seleccionados con CRC. El
régimen FOLFOX4 fue superior al IFL y al IROX en cuanto al tiempo a la progresion (TTP) (8.7 vs.
6.9 meses [p = 0.0014] vs. 6.5 meses [p = 0.001]), la tasa de respuesta (RR) (45 vs. 31 <

I>vs. 35%) vy la supervivencia global (OS) (19.5 vs. 15.0 meses [p = 0.001] vs. 17.4 meses [p =
0.04]1). El estudio mostré ademas que el FOLFOX4 arrojaba tasas significativamente mas bajas de
nauseas de grado 3-4, vomitos, diarrea, deshidratacion y neutropenia febril. Debido a las
limitaciones de este ensayo, hubo debates en cuanto a la influencia de la administracién del 5-FU
(en infusion vs.

en bolo) y las diferencias en el tratamiento posterior al estudio para cada grupo que fueron
secundarias a la disponibilidad de las drogas. No obstante, la asociacion de oxaliplatino con el 5-
FU/LV en infusidn ha sido aceptada como uno de los regimenes de primera eleccion en los
pacientes con cancer colorrectal metastasico. Los datos mostraron que la asociacion con el 5-FU/LV
es importante para maximizar la eficacia del oxaliplatino en el tratamiento del CRC. Existen dos
aspectos interesantes de la combinacion del 5-FU y oxaliplatino en infusidon que se plantean en la
practica: qué grado de diferencia existe entre los tres regimenes mas frecuentemente utilizados
(FOLFOX4, FOLFOX6 y FOLFOX7) (tabla 1) y cuanto se evita o demora la neurotoxicidad sensorial
acumulada. En un estudio de fase III (OPTIMOX) disefiado para aclarar estos dos interrogantes,
526 pacientes con CRC que no habian recibido quimioterapia fueron aleatorizados al régimen
FOLFOX4 o a la estrategia "stop and go”, la cual consiste en el FOLFOX7 por 6 ciclos seguido de
otros 12 ciclos con sLV5FU2 para luego retornar al FOLFOX7.® Los resultados mostraron que no
hubo diferencias en cuanto a la eficacia entre los dos grupos de tratamiento (PSF: 9.2 vs. 9.0
meses [p = 0.47], MOS: 20.7 vs. 21.4 meses [p = 0.61]) con menor neutropenia de grado 3/4 y
neuropatia en el grupo al que se le administré el régimen FOLFOX7/sLV5FU2.

Los estudios demostraron que tanto el irinotecan como el oxaliplatino en combinacién con el 5-
FU/LV son tratamientos efectivos para los pacientes con cancer colorrectal metastasico. El aspecto
practico fundamental es asegurar que los pacientes con CRC que tienen un razonable buen estado
general reciban estos tres medicamentos mas que debatir si el FOLFOX o el FOLFIRI deban ser
administrados en primer lugar. El estudio de fase III GERCOR se llevd a cabo para analizar la
mejor secuencia terapéutica del régimen FOLFIRI/FOLFOX comparado al FOLFOX/FOLFIRI.'® En ese
estudio, 226 pacientes que no habian sido tratados fueron aleatorizados en una primera etapa al
FOLFIRI o al FOLFOX6 y cruzados luego de la progresion. No hubo diferencias en la MOS (21.5
meses para el FOLFIRI/FOLFOX6 vs. 20.6 meses del FOLFOX6/FOLFIRI, p = 0.99), la PSF de la
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primera etapa (8.5 meses para los que comenzaron con FOLFIRI vs.
8 meses del comparador, p = 0.26) o la PSF de la segunda etapa (14.6 meses para
FOLFIRI/FOLFOX6 vs. 10.9 meses en el grupo FOLFOX6/FOLFIRI, p = 0.64).
El perfil de seguridad fue el esperado. Hubo mas mucositis de grado 3-4, nduseas, vomitos y
alopecia de grado 4 en los medicados con el FOLFIRI y mas neutropenia de grados 3-4 y
neurotoxicidad sensorial en los que recibieron el FOLFOX6.
Con el fin de brindarles a estos pacientes una alternativa a la administracién intravenosa de 5-
fluoruracilo y mejorar su calidad de vida, durante muchos afios se desarrollaron fluoropirimidinas
orales, incluidas la capecitabina, UFT (uracilo- tegafur) y el eniluracilo. Los resultados de dos
grandes estudios aleatorizados multicéntricos de fase III mostraron que la combinacion oral de
eniluracilo y 5-FU fue inferior al bolo intravenoso de 5-FU/LV (régimen de la Clinica Mayo) en el
tratamiento del CRC.2%?! E| UFT (1:4 de tegafur en relacién con el uracilo) se encuentra disponible
en Europa y Asia pero no fue aprobado por la FDA a pesar de que dos grandes estudios de fase III
con UFT/leucovorina (Orzel®) sugirid la no inferioridad comparada con el 5-FU/LV en bolo
(régimen de la Clinica Mayo [tabla 1]) en el tratamiento del CRC.?*?* Solamente la capecitabina ha
sido aprobada y esta clinicamente disponible en los EE.UU.
La capecitabina, una fluoropirimidina oral derivada del carbamato, fue disefiada tanto para ser
activada por el tumor como para ser selectiva para el tumor. La capecitabina intacta se absorbe
rapidamente de la mucosa intestinal y es convertida a su forma activa, 5-FU dentro del tumor, a
través de la accién de la timidina fosforilasa (TP).?* Debido a que la expresién de la TP es mas alta
dentro del tumor que en los tejidos normales, esto resulta en la selectividad tumoral.?*2¢
Dos grandes estudios aleatorizados de fase III llevados a cabo en Europa y EE.UU.
demostraron que la capecitabina presenta una eficacia equivalente al régimen de la Clinica Mayo
en el tratamiento del CRC, ademas de un perfil clinico mas seguro y tolerable, aunque el sindrome
mano y pie de grado 3 fue mas frecuente en los pacientes tratados con este farmaco.
Dadas las ventajas de la capecitabina al poder ser administrada de forma oral sin la necesidad de
la administracion intravenosa, en comparacioén con el 5-FU en infusion, varios estudios investigaron
distintas combinaciones sustituyendo la capecitabina por el 5-FU con el irinotecan (CapIri o XELIRI)
o el oxaliplatino (Capox o XELOX).
Hasta el momento, los resultados con estas combinaciones fueron tomados de varios estudios de
fase II disponibles.??™!
Sobre la base de informacidén limitada, parece que la asociacion de capecitabina con iriniotecan o
con oxaliplatino es equivalente a los regimenes FOLFITI y FOLFOX y que exhibe menor toxicidad
general, excepto el sindrome mano-pie. En un estudio de fase II con XELOX llevado a cabo en 96
pacientes con CRC previamente no tratados, se obtuvieron tasas de respuesta del 55% mas 31%
de pacientes con enfermedad estable por mas de 3 meses.?® La mediana de supervivencia fue de
19.5 meses y el tiempo a la progresion (TTP) fue de 7.7 meses con sélo 7% de neutropenia. Un
estudio de fase II con 52 pacientes que recibieron el régimen XELIRI mostro un perfil de seguridad
y eficacia favorable con una tasa de respuesta del 61% y una tasa de control de la enfermedad
(CR+PR+SD = respuesta completa + respuesta parcial + enfermedad estable) del 84%.3° Al
momento que estos datos fueron comunicados, la MTTP y la MOS fueron de 6.1 y 15.6 meses,
respectivamente. Un estudio aleatorizado de fase II mostré cifras de supervivencia general casi
idénticas (17.7 vs. 17.8 meses) con el uso secuencial de capecitabina mas irinotecan y oxaliplatino
como tratamiento de primera o segunda eleccidn.?! Los resultados de los estudios de fase III del
XELOX y XELIRI aun no han sido comunicados.

Tratamientos moleculares o biolégicamente dirigidos

Después de muchos anos de investigacion y los avances en el descubrimiento de las caracteristicas
moleculares y bioldgicas del carcinoma se han desarrollado nuevas estrategias terapéuticas para el
tratamiento del CRC especialmente dirigidas hacia la angiogénesis y la traduccidn de sefiales, las
cuales han demostrado un avance significativo cuando se utilizan en combinacién con los agentes
guimioterapicos citotoxicos.

La expresion del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR, un miembro de la familia de
receptores Erb B) se ha asociado con mal prondstico de muchas neoplasias, incluido el CRC.3? El
EGFR regula fundamentalmente la divisidn, reparacion y supervivencia de la célula tumoral a
través de la union de ligandos especificos (EGF, TGF-alfa, etc.) que activan las cascadas de
transduccion de sefiales.® El EGFR también estd relacionado con las metéstasis del cancer.

El cetuximab (Erbitux®), un anticuerpo IgG1 monoclonal quimérico humanizado, se une
selectivamente con el EGFR, con lo cual se bloquea la unién del ligando con el receptor y se evita la
activacion de la tirosina quinasa. La eficacia del cetuximab en el tratamiento del CRC fue
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demostrada en un estudio de fase II llevado a cabo en 121 pacientes en los que habia fracasado el
tratamiento con 5-FU e irinotecdn, cuyos tumores habian resultado positivos para el EGFR.3>* Como
tratamiento de segunda eleccion la asociacién mostré una RR del 17% y una SD del 31%. Con
estos datos se llevd a cabo en Europa un gran estudio multicéntrico en donde la asociacién del
cetuximab/irinotecan se comparo con el cetuximab en monoterapia (en una proporcidén 2:1) contra
el CRC positivo para el EGFR vy refractarios al tratamiento con irinotecan. El estudio demostré que
el cetuximab presentaba una actividad significativa cuando se lo combinaba con el irinotecan o en
monoterapia en los pacientes refractarios a éste, siendo mas efectiva la asociacion (RR 22.9 vs.
10.8%, p = 0.0074, TTP 4.1 vs. 1.5 meses, p < 0.001). Los pacientes toleraron adecuadamente el
cetuximab observandose, segun lo esperado, mas diarreas y neutropenia en el grupo que recibio el
tratamiento combinado. Los resultados sugirieron que el cetuximab puede eludir la resistencia al
irinotecan por inhibicidon de la EGFR, con lo cual se anula el eflujo del farmaco, se restaura la
apoptosis o se modifica la actividad de reparacién del ADN. Sin embargo, no hubo relacién entre la
eficacia del cetuximab y los niveles de EGFR en el tumor. Un estudio reciente mostrd que el
cetuximab es efectivo en los pacientes con CRC en los que habia fracasado el tratamiento con
irinotecan u oxaliplatino.*® De 350 pacientes tratados, el 12% obtuvo una PR con 34% de SD por al
menos 6 semanas. Dos estudios de fase II mostraron que las combinaciones de cetuximab con
FOLFIRI o FOLFOX como tratamiento de primera eleccidn fueron seguras y efectivas.>’*® En la
actualidad se estan llevando a cabo muchos estudios de fase III de evaluaciéon de asociaciones con
cetuximab como tratamientos de primera o segunda eleccion.
El ABX-EGF es un anticuerpo monoclonal IgG2 totalmente humano dirigido contra el EGFR, lo cual
puede resultar en menos efectos colaterales reactivos comparado con los anticuerpos monoclonales
quiméricos humanizados. En un analisis interino de un estudio de fase II se sugirié que la
monoterapia con ABX-EGF es bien tolerada y segura en pacientes con CRC en los que habia
fracasado la terapia previa con 5-FU, irinotecén u oxaliplatino.®° La RR fue del 10.1% con una SD
del 36.5% en 148 pacientes tratados.
El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) es una glucoproteina difusible producido por
células normales y tumorales. El VEFG es un importante regulador de la angiogénesis tanto
fisioldgica como patoldgicamente.*® El bevacizumab (Avastin®) es un anticuerpo monoclonal
recombinante humanizado dirigido contra el VEFG. En un estudio aleatorizado de fase II realizado
en pacientes que no habian recibido tratamiento quimioterapico previo o que habian recibido
solamente terapia adyuvante se obtuvieron aumentos de la RR y el TTP cuando el bevacizumab fue
administrado asociado al 5-FU/LV (el bevacizumab fue administrado en el grupo de dosis mas baja
a 5 mg/kg y en el de dosis mas alta a 10 mg/kg cada 2 semanas y el 5-FU/LV a dosis de 500
mg/m? para cada droga).*! La media de supervivencia fue de 21.5 meses en el grupo de
bevacizumab de baja dosis y de 13.8 meses en el grupo control. El beneficio de agregar
bevacizumab al 5-FU/LV fue confirmado posteriormente en otro estudio aleatorizado en pacientes a
los que no se los considerd aptos para el tratamiento con irinotecdn como opcion terapéutica de
primera linea (mayores de 65 anos, estatus general ECOG1 o ECOG2, albimina sérica < 3.5 mg/dl
o irradiacion previa del abdomen o pelvis).** Los resultados mostraron una PFS de 9.2 meses en el
grupo medicado con bevacizumab/5-FU/LV comparada a los 5.5 meses obtenidos en el grupo
placebo/5-FU/LV (p = 0.0002) sin aumento de la toxicidad. El estudio sugiere que la asociacién de
5-FU y bevacizumab podria ser considerada como tratamiento de primera eleccion en pacientes
gue no son candidatos a ser tratados con irinotecan.
En un gran estudio de fase III se mostrd que cuando el bevacizumab se asocia al IFL como
tratamiento de primera eleccidn se obtienen mejorias significativas de la OS y la PFS.** La mediana
de supervivencia fue de 20.3 meses en el grupo medicado con IFL/bevacizumab y de 15.6 meses
en los que recibieron IFL/placebo (p < 0.001), la mediana de la PFS fue de 10.6 meses en el
primer grupo y de 6.2 meses en el segundo (p < 0.001) y las tasas de respuesta fueron de 44.8
vs. 34.8% (p = 0.004). La hipertension de grado 3 fue mas frecuente en el grupo tratado con
bevacizumab/IFL (11%) comparado con el control (2.3%), pero fue facilmente controlada con
medicacién oral. Hubo 1.5% (6/403) de perforacién gastrointestinal en los que recibieron
bevacizumab/IFL, cuyas causas no son muy claras. El analisis de seguimiento mostré datos
alentadores en cuanto a la MOS obtenida por los 97 pacientes que fueron medicados con
oxaliplatino luego del primer tratamiento con bevacizumab/IFL, la cual alcanzé los 25.1 meses
comparados con los 19.6 meses obtenidos por 125 pacientes que no recibieron oxaliplatino.**
La asociacion de bevacizumab con oxaliplatino (FOLFOX) ha sido comparada con la del FOLFOX
Unicamente como la segunda linea de tratamiento en los pacientes con CRC que habian sido
previamente tratados con irinitecan en un gran estudio de fase II1.*> Un andlisis interino de
toxicidad mostré que la asociacién entre el FOLFOX y el bevacizumab es segura y los resultados de
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eficacia final serdn comunicados en breve. Un ensayo del Treatment Referral Center (TRC-03) del
National Cancer Institute (NCI) estudid la asociacion del bevacizumab con el 5-FU/LV como terapia
de tercera linea en aquellos pacientes con CRC cuya enfermedad progreso luego de haber sido
medicados con los tratamientos de referencia de 5-FU/LV, irinotecan y oxaliplatino.*® Al momento
de la comunicacion de los resultados, la MTTP fue de 3.5 meses, la MOS fue considerada prematura
como para ser comunicada y la tasa de respuesta fue del 1 %.
El analisis de varios estudios aleatorizados mostrd que no hubo aumento en la incidencia de
tromboembolismo del bevacizumab cuando se asocid a los regimenes quimioterapicos estandar
para el tratamiento del CRC.*” Sin embargo, un aumento modesto de los sucesos tromboembdlicos
puede ser observado cuando se agrega este farmaco, especialmente en aquellos pacientes con
factores de riesgo (mayores de 65 afios y con eventos tromboembdlicos previos).
También se han investigado pequefias moléculas, de administracién oral, inhibidoras de la EGFR-
tirosina quinasa, como el gefitinib (ZD 1839, Iressa®) la cual fue estudiada como monoterapia en
los pacientes con CRC como tratamiento de segunda eleccidn, cuyos resultados aun no han sido
comunicados. Un estudio de fase II que asocié este farmaco con el FOLFOX (IFOX) exhibioé una
eficacia prometedora con una RR confirmada del 53% en pacientes que no habian recibido
quimioterapia previa y del 16% en pacientes previamente tratados.*® Sin embargo, la toxicidad de
la asociacion fue superior a la observada en el FOLFOX. El erlotinib (OSI-774, Tarceva®) también
fue estudiado en los pacientes con CRC tanto en monoterapia como asociado con otros agentes
citotdxicos. 490
También se investigaron muchos farmacos dirigidos contra varias secuencias de la via del VEFG,
como el HUMV8 33, 2C3 (dirigido contra el ligando VEFG), el VEFG- TRAP (dirigido contra
receptores solubles), SU11248, PTK787/2K222584, ZD6474 (pequefias moléculas dirigidas contra
los receptores VEFG), angiozima (ribozimas contra los receptores VEFG) y el IMC-1121b (una
anticuerpo monoclonal dirigido contra los receptores VEFG).
Se llevaron a cabo dos grandes estudios de fase III para evaluar la actividad antitumoral en el CRC
del PTK787/ZK222584 en combinacion al FOLFOX, tanto como terapia de primera o de segunda
lineas (CONFIRM-1 vy 2).

Reseccion quirdrgica de la metastasis y terapia sistémica

Solo la reseccidn quirurgica completa de las metastasis puede resultar al largo plazo en una cura
posible o una supervivencia libre de enfermedad en ciertos pacientes.’**>? La quimioterapia
prequirirgica ha sido recientemente introducida como terapia neoadyuvante de la reseccion
quirdrgica de la metdastasis debido al aumento de la eficacia de los nuevos agentes y regimenes
guimioterapicos. En algunos pacientes se han comunicado mejoria de la estadificacion y respuestas
histoldgicas completas, sujetos que inicialmente habian presentado metéastasis irresecables.>>

El beneficio de la terapia de infusién de la arteria hepatica (HAI) posreseccion ha sido sugerido por
un estudio intergrupal estadounidense.®* Un estudio de fase I/II mostrd que la asociacion del
irinotecan sistémico con el HIA FUDR (fluorodeoxiuridina) como terapia adyuvante de la
metastasectomia hepatica es un método viable con un 89% de supervivencia a los 2 afios.”> Otro
estudio de fase II mostro 80% de tasa de respuesta de la lesion hepatica y 20% a la
metastasectomia con la combinaciéon de HAI mas oxaliplatino sistémico en 44 pacientes con
metdstasis hepaticas de un cancer colorrectal inicialmente considerado irresecable.®® Se necesitan
evaluaciones ulteriores para determinar si la asociacion puede mejorar el control local y eliminar
las recurrencias extrahepaticas.

Terapia adyuvante para el cancer colorrectal

Quimioterapia adyuvante del cancer colénico con 5-FU/LV

El objetivo de la terapia adyuvante para los pacientes con cancer de colon localizado es erradicar
las micrometastasis, con lo cual se mejora la supervivencia general luego de la reseccién quirdrgica
curativa. Sin embargo, el papel que le cabe a la terapia adyuvante en este tipo de cancer no
estuvo determinado hasta el final de la década del ‘80. Un metaanalisis que incluyd alrededor de
10 000 pacientes en 25 ensayos aleatorizados fue publicado en 1988 en el Journal of the American
Medical Association.

En los pacientes que recibieron 5-FU adyuvante se observo un ligero aumento de la supervivencia,
comparados con los pacientes que no recibieron tratamiento posquirdrgico, con odds ratio de 0.83
(IC95% 0.70-0.98).°” Después de transcurridos muchos afios de esfuerzos y habiéndose realizado
estudios importantes, la terapia de 6 a 8 meses con 5-FU/LV fue finalmente aceptada como el
tratamiento adyuvante de referencia para el cancer de colon estadio III, tanto en Europa como en
EE.UU., alrededor de 1996.
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El ensayo C-01 del National Surgical Adyuvant Breast and Bowel Project (NSABP) fue el primer
gran estudio aleatorizado en comunicar las ventajas para la supervivencia de la quimioterapia
adyuvante en el cancer de colon.®® El ensayo del North Central Cancer Treatment Group (NCC
TG) sugiri6 el beneficio clinico de la asociacién de 5-FU y levamisol (LEV), un inmunomodulador,
como terapia adyuvante de los estadios II y III del cancer de colon (de alto riesgo), observandose
una reduccién de la tasa de recurrencia de aproximadamente el 40% (p = 0.003), y un aumento
de la sSt;pervivencia en un subgrupo de pacientes con enfermedad con nddulos positivos (p =
0.03).
Los resultados de un gran estudio intergrupal (INT 0035) confirmaron el beneficio de la asociacion
antedicha en los pacientes en estadio III, con 41% de reduccion en el riesgo de recurrencia (p <
0.0001) y 33% de disminucion de la mortalidad (p = 0.006) comparados con los pacientes que
Unicamente fueron intervenidos quirtrgicamente.®%%!
El NSABP C-03 mostro las ventajas de la asociacién entre el 5-FU y la leucovorina (LV), un folato
reducido que incrementa la actividad antitumoral del 5-FU a través del aumento de la inhibicion de
la timidilato sintetasa, en comparacién al régimen MOF (5-FU-semustina-vincristina) en 1 081
pacientes con estadios de Duke B y C (supervivencia libre de enfermedad o DFS a los 3 afios del
73% vs. 64% y una OS a los 3 afios del 84% vs. 77% (p = 0.003).%% Sobre la base de los
resultados de todos estos estudios se realizd el estudio intergrupal INT-0089 para dilucidar el papel
de la LV y el LEV asociado al 5-FU y la duracion 6ptima de la quimioterapia adyuvante en el cancer
del colon. Un total de 3 759 pacientes con estadios III y II de alto riesgo fueron aleatorizados para
recibir 5-FU mas LEV por 12 meses, 5-FU semanal con altas dosis de LV (régimen Roswell Park
[tabla 1]) por 7 a 8 meses, 5-FU con bajas dosis de LV (régimen de la Clinica Mayo) por 6 meses o
la combinacién de 5-FU con LEV o LV por 6 meses.®*®* Los resultados mostraron la equivalencia del
tratamiento por 7 a 8 meses con 5-FU/LV con 1 afio de 5-FU/LEV, remarcando que el LEV no es un
componente obligatorio de la quimioterapia adyuvante en el cancer de colon localizado. No se
observaron diferencias significativas en cuanto a la eficacia entre los regimenes con dosis bajas o
altas de LV cuando fueron combinados con 5-FU. Estos resultados han sido confirmados por varios
ensayos europeos.®> 8
Los regimenes mas frecuentemente utilizados en los Estados Unidos son el Roswell Park y el de la
Clinica Mayo. Si bien la posologia del 5-FU parece no afectar su eficacia, esto no es asi para las
toxicidades. El régimen de la Clinica Mayo se asocia mas con leucopenia y estomatitis y el Roswell
Park con diarreas. Los médicos generalmente escogen el régimen que mejor cuadre a la tolerancia
predicha para cada paciente en particular.
Los regimenes que utilizan el 5-FU/LV en infusidén también han mostrados ser mas seguros y tan
efectivos como el 5-FU/LV administrado en bolo.®*”° Un estudio comparé al régimen de infusion
LV5FU2 con el FULV en bolo (LV 200 mg/m? por 15 minutos seguido de 400 mg/m? de 5- FU por 5
dias consecutivos cada 28 dias), analizando la toxicidad y eficacia en pacientes con estadios II y III
de cancer colorrectal.®® Con una mediana de seguimiento de 41 meses, no hubo diferencias
significativas en la DFS o la OS entre los dos grupos de tratamiento. La toxicidad fue
significativamente menor para el grupo que recibié la infusién (p < 0.001). Un estudio llevado a
cabo en el Reino Unido compard una infusion prolongada por 12 semanas de 5-FU (300
mg/m?/dia) con el régimen de la Clinica Mayo y no mostré diferencias en la OS a los 3 afios (87.95
vs. 83.2%, p = 0.764) con menor toxicidad (p < 0.0001) y mejor calidad de vida (p < 0.001) en el
grupo medicado con la infusién prolongada.”®

Novedades en la quimioterapia adyuvante del cancer de colon

Los recientes avances en el tratamiento del CRC han cambiado los modelos preestablecidos v,
después de muchos anos de investigacion, las dudas referidas al beneficio de la quimioterapia
adyuvante para el cancer de colon en estadio II parecen aclararse.

Al demostrarse que la capecitabina es tan efectiva y menos téxica que el 5-FU/LV administrado en
bolo en el tratamiento del CRC, se disefid el ensayo X-ACT para probar que la capecitabina es tan
equivalente como el 5-FU/LV en cuanto a prolongar la DFS en el marco de la terapia adyuvante. Un
total de 1 987 pacientes de 18 a 75 afos fueron aleatorizados para recibir capecitabina en dosis de
2 500 mg/m?/dia en forma oral a lo largo de 2 semanas seguido de 1 semana de descanso, o a 6 u
8 ciclos del régimen de la Clinica Mayo, observandose una ventaja en cuanto a la DFS para la
capecitabina comparada al 5-FU/LV (HR 0.87 [IC95% 0.75-1.00], p = 0.0528) y una tendencia
similar para la supervivencia global (p = 0.0706, HR 0.84 [IC5% 0.69-1.01]).”%’? La supervivencia
libre de recaida (RFS) resulté también superior para la capecitabina comparada al 5-FU/LV (p =
0.041, HR 0.86 [IC95% 0.74-0.99]). Excepto el sindrome mano-pie, el perfil de seguridad fue
generalmente favorable para la capecitabina (p < 0.001).
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Los resultados indicaron que la capecitabina podria ser una alternativa al 5 -FU/LV en la terapia
adyuvante del cancer colénico en estadio II. Es mas, los resultados del NSABP C-06 mostraron que
el UFT/LV fue equivalente al 5-FU/LV en bolo intravenoso para la DFS y OS a los 5 afios en el
tratamiento adyuvante de pacientes con cancer de colon en estadios II y III.”® Sin embargo, el UFT
no se encuentra disponible en los EE.UU.
Desde que se observé que la asociacion del irinotecan o el oxaliplatino con el 5-FU mejoraban
significativamente los resultados del tratamiento del CRC se disenaron estudios para definir cual
era la ventaja terapéutica adyuvante de estos regimenes al compararlos con los tratamientos con
5-FU/LV de referencia, tal el caso de C89803, V308, PETACC-3, NSABP C-07 y MOSAIC.
La mortalidad por todas las causas a los 60 dias fue superior en los pacientes que recibieron IFL
(16/635, 2.5%) comparada con aquellos que recibieron solamente 5- FU/LV (régimen Roswell
Park) (5/628, 0.8%), segun se desprende de los resultados de un analisis interino del estudio
C89803, lo cual fue congruente con la toxicidad del IFL en el marco metastasico.”*”> Por el
contrario, en el PETACC-3 (una combinacion bimensual de irinotecan/5-FU/LV) no se observd
aumento de las muertes exacerbadas por el tratamiento. Los resultados del C89803, el estudio de
eficacia mas reciente, no mostraron diferencias en cuanto a la supervivencia para el IFL en el
estadio III, tanto si se analizaba la OS (p = 0.92) como la supervivencia libre de recaidas (relapse
free survival (RFS) (p = 0.84).”° Sobre la base de estos resultados, el bolo semanal de IFL no
deberia utilizarse como terapia adyuvante en el cancer colonico. Los resultados pendientes del
PETACC-3 ayudaran a definir el papel del irinotecén en este tipo de tratamientos.
El MOSAIC es el primer estudio que demostré que la quimioterapia asociada es superior al régimen
estandar con 5-FU/LV en la terapia adyuvante del cancer de colon. El estudio compard el FOLFOX4
con el LV5FU2 en 2 248 pacientes con estadios II y II1.”” El criterio de valoracién primario del
estudio fue la DFS a los 3 afos. Se comunicaron neuropatias periféricas sensoriales de grado 3 en
el 12.4% de los pacientes tratados con oxaliplatino, pero solamente el 1.1% de ellos presento
neuropatias residuales del mismo grado al afio. El estudio demostré una DFS a los 3 afios del
78.2% en el grupo que recibido FOLFOX y del 72.9% en los medicados con LV5FU2 (p = 0.002), lo
qgue representd una reduccion del riesgo del 23%.
Mientras estén pendientes los resultados definitivos del estudio MOSAIC, del NSABP C-07 (5-FU/LV
en bolo mas oxaliplatino), del PETACC-3 con irinotecan y del XELOX, se debe tener en cuenta la
guimioterapia adyuvante con FOLFOX para los pacientes con cancer de colon de riesgo elevado que
fueron sometidos a cirugia curativa.

Quimioterapia adyuvante en el estadio II (Duke B) del cancer de colon

Se ha discutido a lo largo de muchos afios si la terapia adyuvante debe ser ofrecida rutinariamente
a los pacientes con cancer localizado y sin nédulos (estadio II o Duke B). El consenso general es
gue el beneficio de esta terapia en dicho estadio es real, especialmente para el pequefio nimero de
pacientes con riesgo elevado para la recurrencia de la enfermedad.’®”° Sin embargo, la mayor
parte de los estudios no han sido lo suficientemente grandes como para mostrar diferencias
estadisticamente significativas.3%®

Un gran estudio europeo, el QUASAR, aleatorizd 3 238 pacientes (91% con cancer colorrectal
estadio II o Duke B) a recibir 5-FU/LV u observarlos luego de la reseccidn curativa. Los resultados
confirmaron un pequefio (3% a 4%) pero definitivo beneficio en cuanto a la supervivencia con la
guimioterapia adyuvante con 5-FU/LV, obteniéndose una OS a los 5 afios del 80.3% vs. 77.4% (p
= 0.02) y una tasa de recurrencia del 22.3% vs. el 26.2% (p = 0.001).8% Este beneficio también
fue mostrado en el ensayo MOSAIC. Se ha sugerido que el tratamiento con FOLFOX puede mejorar
la DFS a 3 afios adicionales (86.6 vs. 83.9%, p = 0.07) comparada con el tratamiento 5-FU/LV,
aunque sin diferencias estadisticamente significativas.*” El andlisis por subpoblaciones mostré
reducciones del riesgo relativo aun mayores, del orden del 28% (HR 0.72 [0.48-1.08]) en aquellos
pacientes con estadio II de alto riesgo, quienes posean uno o mas de los siguientes factores en el
examen de las muestras quirdrgicas: lesidon T4, obstruccidn o perforacion del intestino, pobre
diferenciacion o menos de 10 nddulos linfaticos.

Otros aspectos relacionados

El beneficio de la quimioterapia adyuvante no disminuye con el aumento de la edad, aunque las
comorbilidades de la poblacién de ancianos pueden disminuir la supervivencia absoluta.?*8®

La quimioterapia adyuvante debe ser tenida en cuenta y ofrecida a los pacientes mayores en tanto
tengan un buen estado general y una expectativa de vida razonable.

Aunque por muchos afios se ha investigado la posibilidad de implementar la inmunoterapia como
tratamiento adyuvante, hasta el momento no se han confirmado resultados benéficos.?”8°
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En la actualidad se estan desarrollando o disefiando muchos ensayos intergrupales de fase III para
evaluar si la asociacion con los nuevos agentes dirigidos (bevacizumab, cetuximab) puede
extenderse a los pacientes con cancer de colon en estadios II o III.
El NSABP C-08 analizara el agregado del bevacizumab al FOLFOX y el ensayo Intergroup, de los
EE.UU., el papel del cetuximab en asociacion con FOLFOX o FOLFIRI y el tratamiento secuencial de
FOLFOX y FOLFIRI.
En resumen, debido a los avances en el desarrollo de la nueva generacion de farmacos citotoxicos,
agentes de blanco bioldgico y molecular, los resultados generales de la mayoria de los pacientes
con cancer de colon metastasico o avanzado han mejorado significativamente y la supervivencia se
ha duplicado, comparada con la de muchos afos atras. Los farmacos administrados en forma oral
poseen una eficacia equivalente al tratamiento adyuvante estandar con 5-FU/LV pero son mas
convenientes y seguros. La quimioterapia asociada entre el oxaliplatino y el 5-FU demostro ser
superior al 5-FU/LV como adyuvante en el cancer de colon estadio III y el papel que le cabe al
irinotecan en este aspecto queda aun por ser dilucidado. Los ensayos clinicos del futuro deberan
optimizar e individualizar las terapias teniendo en cuenta las caracteristicas moleculares de los
pacientes a fin de maximizar el beneficio clinico y minimizar la toxicidad.

El autor no manifiesta conflictos.
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Introduccion

Helicobacter pylori es una bacteria cuya presencia en la mucosa gastrica estd asociada al desarrollo
de diversas enfermedades gastroduodenales. El subcultivo de este microorganismo in vitro es dificil
de obtener, particularmente en medio liquido, debido a que requiere medios de cultivo
suplementados usualmente con suero fetal bovino (SFB) y sangre o sus derivados en medio
sélido.'™ Estos suplementos encarecen el cultivo y dificultan la posterior purificaciéon debido a la
asociacion del suero con proteinas celulares y extracelulares, o la posible contaminacién con virus
del SFB, especialmente con el virus de la diarrea bovina.>® Helicobacter pylori es considerado
ademas una bacteria fragil ya que pocas cepas resisten la conservacion a temperaturas bajas o
muy bajas,” perdiendo tanto la infectividad como la capacidad de ser cultivadas. Se ha demostrado
gue durante la conservacion en frio sufre una transformacion de la forma bacilar viable a la
cocoide, considerada como no cultivable. También se ha informado que H.

pylori es dafiado severamente durante el proceso de liofilizacion.® Otro inconveniente que presenta
la conservacién de este microorganismo es la limitada viabilidad de los subcultivos. En medio sélido
H. pylori puede soportar desde 4 subcultivos hasta un maximo de 20.

dependiendo de la cepa,® éste es un procedimiento que insume tiempo e incrementa el riesgo de
contaminacién.® Los inconvenientes antes citados dificultan el establecimiento de colecciones de
cepas Yy el estudio de este microorganismo. Se han propuesto diversos suplementos para el cultivo
de H. pylori, entre los que se citan suero de caballo,* eritrocitos lisados, hemina,® extracto de
levadura,* peptona,* IsoVitaleX,® Vitox,? almiddn,! ciclodextrina,* sulfato ferroso mas piruvato de
sodio (FP) y/o mucina.! Si bien algunos aumentan el crecimiento de H. pylori no reemplazan el
suero o derivados de la sangre en los medios de cultivo.!® Por otra parte, existen pocos estudios de
investigacién sistematica sobre condiciones y medios de conservacion en frio de este
microorganismo. Diversos autores han propuesto para la conservacién de H. pylori desde muestras
de biopsias gastricas como de aislamientos clinicos, el uso de tripticasa de soja (TSC), caldo
cisteina Albimi, caldo Brucella o leche descremada, adicionados con diferentes concentraciones de
SFB, sangre equina (SE), solucién de mucina al 10% o glicerol.!'"*

Recientemente se informo que los extractos de cianobacterias o algas pueden reemplazar
satisfactoriamente nutrientes en el medio de cultivo, tanto de microorganismos —-incrementando su
viabilidad®>- como del cultivo de células. Particularmente, las cianobacterias filamentosas se
emplean para la obtencién de productos de alto valor nutricional tales como aminoacidos,
proteinas, polipéptidos y carbohidratos.!>’

El objetivo de nuestro estudio fue evaluar el empleo de un extracto de cianobacteria (EC) en el
cultivo de H. pylori en reemplazo de sangre y SFB, en medios sdlido y liquido, respectivamente, y
la conservacion en frio a diferentes temperaturas, en reemplazo de un medio citado en bibliografia,
TSC-20% glicerol.
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Materiales y métodos

Cepas y condiciones de aislamiento

Para los estudios de crecimiento en medio sélido y liquido con EC se emplearon 11 cepas de H.
pylori aisladas de muestras de biopsia gastrica de pacientes adultos sintomaticos que concurrieron
al Servicio de Gastroenterologia del Complejo Sanitario San Luis y una cepa obtenida del Servicio
de Microbiologia del Hospital Universitario de la Princesa, Madrid, Espafia.!® Para los ensayos de
conservacion en frio se utilizaron dos cepas de H. pylori

HP788 y HP829.

En todos los estudios se empled la cepa NCTC 11638 como cepa de referencia, gentilmente cedida
por el Dr. Manuel Lopez-Brea. El cultivo de las muestras de biopsia se realizé en agar Mueller-
Hinton (AMH) adicionado con sangre de oveja al 7% (AMH-7% SO) y suplemento antibiodtico
(vancomicina 10 mg/I, trimetroprima 5 mg/| y polimixina B 2 500 U/l) Merck. Se incubd a 37°C en
atmodsfera de microaerofilia provista por una mezcla de gases (0, 5%, 10% CO, y 85% N,) durante
7 a 10 dias. Para el aislamiento primario en medio AMH-0.4% EC se tomaron muestras de biopsia
gastrica de 20 pacientes dispépticos (8 mujeres y 12 hombres). El medio fue suplementado con la
misma mezcla antibidtica e incubado en las mismas condiciones indicadas anteriormente. La
identificacion de los microorganismos se realizé por morfologia de las colonias, tincion de Gram y
produccion de oxidasa, catalasa y ureasa.

Extracto de cianobacteria
Se obtuvo a partir de biomasa de la cianobacteria filamentosa heterocistica, Nostoc sp. de acuerdo
con Silva y col.'® La conservacion del extracto se realizdé a -20°C o por liofilizacion.

Medios y condiciones de cultivo

Cultivo en medio sdlido: Se empled EC en concentraciones de 0.4% y 0.6% en reemplazo de SO.
La obtencidon de los indculos se realizd a partir de cultivos de tres dias en AMH-7% SO que fueron
resuspendidos en caldo Mueller- Hinton (CMH) a una concentracion final de 1-5 x 108 ufc/ml. Un
volumen de 0.1 ml de esta suspensién fue subcultivado sobre AMH-0.4% EC y AMH-0.6% EC. Se
emplearon las mismas condiciones de incubacion indicadas para el aislamiento primario.
Crecimiento en medio liquido:

Para el estudio del empleo de EC en reemplazo de SFB los cultivos de nueve cepas de H.

pylori*® se iniciaron con una concentracion de 1-3 x 10% ufc/ml y desarrollados en erlenmeyers de
125 ml que contenian 20 ml de CMH suplementado con 0.3, 0.7 y 1% de EC; como medio de
referencia se empleé CMH-5% SFB. Los cultivos fueron incubados a 37°C, durante 120 h y
agitados a 200 rpm en atmodsfera de microaerofilia. El recuento de los microorganismos se realizd
diariamente, por duplicado, sobre AMH-5% SO. La cinética de crecimiento se caracterizé por los
siguientes parametros: periodo lag (h), por el método de Lodge y Hinshelwood, tiempo de
generacion (tg) (h) y concentracién de biomasa final (ufc/ml).2°

Medios y temperaturas de conservacion en frio

Se empled EC-20% G y un medio citado en bibliografia, TSC-20% G. Se ensay0 la conservacion en
frio de H. pylori a tres temperaturas, 4°C, - 20°C y -80°C durante 60 dias, empleandose para ello
300 pl de una suspensién de 10® ufc/ml obtenida a partir de un cultivo de tres dias en AMH- 7%
SO.

Indices de recuperacion (IR)

Para determinar la recuperacion se realizaron recuentos de los cultivos obtenidos a los 15, 30 y 60
dias en AMH-7% SO a las 48 h de incubacién en las mismas condiciones descritas anteriormente.
Los IR se expresaron como porcentajes, donde:

ufc/ml recuperadas
IR = x 100
ufc/ml suspension inicial

Andlisis estadistico

El analisis estadistico de los datos de crecimiento y conservacion en frio de las cepas se realizé con
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los siguientes programas: Statistix version 6.1 e Infostat versién 0.1, 2004.

Resultados

Cultivo en medio sédlido

Todas las cepas de H. pylori aisladas desde muestras de biopsia gastrica en AMH-5% SO fueron
subcultivadas satisfactoriamente en AMH-EC, observandose un desarrollo similar en los medios a
las dos concentraciones de EC (0.4% o 0.6%) ensayadas. Sin embargo, se obtuvo un menor
porcentaje de aislamiento cuando se empleé AMH-0.4% EC, (30% [6/20]) respecto de los
obtenidos con AMH-5% SFB (43.3% [9/20]). Este resultado podria atribuirse al mayor desarrollo
de contaminantes, especialmente Candida spp., en AMH- 0.4% EC aun cuando se utilizé en ambos
medios la misma mezcla antibiética.®

Cultivo en medio liquido

Los resultados obtenidos en el cultivo en medio liquido suplementado con EC a concentraciones de
0.3, 0.7 y 1% demostraron un aumento significativo (p < 0.05) a la concentracion 0.7% respecto
de 0.3% en algunas cepas, pero no hubo diferencias significativas con respecto a la concentracion
de 1% de EC. Por lo tanto se eligié la concentracion de 0.7% para los cultivos en medio liquido. No
se detectaron periodos lag en las cepas estudiadas por el método de Lodge y Hinshelwood. Los
tiempos de generacion de las nueve cepas de H. pylori en CMH-0.7% EC estuvieron comprendidos
entre 2.39 h a 4.62 h; mientras que en CMH-5% SFB los valores fueron 3.15 h a 4.7 h. En general
se observé 35% de disminucion en los tiempos de generacion cuando se empled el medio CMH-
0.7% EC para todas las cepas, excepto para dos cepas y NCTC 11638, en las que los tiempos de
generacion fueron similares con ambos suplementos. Para siete cepas de H. pylori las
concentraciones celulares finales obtenidas con CMH-0.7% EC fueron mas altas que las obtenidas
con CMH-5% SFB, pero los incrementos fueron estadisticamente significativos soélo para cuatro
cepas.

Conservacion en frio

Los resultados obtenidos empleando extracto de cianobacterias para la conservacion en frio de
cepas de H. pylori fueron presentados en el Congreso Latinoamericano de Biotecnologia Algal
(CLABA 2004, Bs. As., 25 al 29 de octubre). La conservacion a 4°C permitié la recuperacion hasta
los 30 dias con valores IR entre 10 y 107, dependiendo de la cepa, los IR obtenidos fueron
aproximadamente el doble para EC-20% G respecto del TSC-20% G. La recuperacion obtenida a -
20°C a los 60 dias en EC-20% G fue entre 10 y 20 veces mayor con respecto a TSC-20% G con
valores de IR = 41.33 vs.

2 para la cepa HP788 y 33 vs. 3, para la cepa HP829, en EC-20% G y TSC-20% G,
respectivamente. En TSC-20% G se recuperaron 2 de las 3 cepas en estudio, mientras que con
EC-20% G se recuperd la totalidad de las cepas ensayadas (Tabla 1). A -80°C se observo un
marcado incremento de la recuperacion con el uso de EC-20% G (p < 0.05) en todas las cepas y
periodos de conservacién empleados. Los IR oscilaron entre 100% y 24.4% para EC-20% G y entre
10% y 4.8% en TSC-20% G (Figura 1).
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Tabla 1. Indices de recuperacién de cepas de Helicobacter pylori

obtenidos por conservacidn a -20° C en los medios ToC-20%4G
v EC-20% 3 durante 60 dias.

Tiempo de conservacién [dias)
Cepas de MMedios de
: 15 30 &0
H. pylori Conservacién
IR (%)

NCOTC ToC-20%G 11 a8 sin desarrollo
11638 EC-20%G 11,8 0.2 1,1 x10°

TEC-20%G 10 5 2
HP788

EC-200G 66,7 16 41,33

TaC-20%G 11.3 & 3
HPE29

EC-200G 33 10 33

Recuperacion a -80°C de cepas de H. pylori

101,94 _
76.95 B NCTC 11638
B Hpras
B fpaza
= 5197
o
?6.98
2.00 iii :
EC-20% TSC-20%
Discusion

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que EC sustituye completamente el SFB y la
sangre, en medio liquido y sdlido, respectivamente, a concentraciones inferiores a las cominmente
empleadas para estos suplementos.

Ademas, EC-20% G puede reemplazar completamente el medio TSC-20% G citado en la
bibliografia, en ensayos de conservacion de H. pylori a bajas temperaturas.

El medio sdlido suplementado con EC permitid el crecimiento de todas las cepas de H. pylori
ensayadas, demostrando que puede reemplazar satisfactoriamente la sangre o derivados, y que
puede ser empleado tanto para el cultivo de cepas adaptadas de laboratorio como para el
aislamiento primario de H pylori.

En este estudio se obtuvo un menor porcentaje de aislamientos con AMH-0.4% EC debido a que
estuvo asociado con mayor contaminacion por levaduras, esto indicaria la necesidad de ensayar
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otros suplementos antibidticos cuando se emplea el medio AMH-EC en aislamiento primario.
En medio liquido suplementado con EC se observaron tiempos de generacion similares o
significativamente menores (p < 0.05) con respecto al medio de referencia, siendo en general esta
disminucién del 35%, con excepcién de tres cepas, en las que los t, fueron similares con ambos
suplementos.
Los valores obtenidos en este trabajo son menores a los informados por otros autores, lo que
indica que EC permite crecer a H. pylori a alta velocidad.
Estos valores son similares Unicamente a los informados para diferentes cepas de H. pylori en
cultivos de medios ricos suplementados con FP y mucina.® Ademads, con el suplemento EC se logré
un incremento de la biomasa final en nueve de las cepas estudiadas, siendo éste significativo (p <
0.05) para la cepa de referencia NCTC 11638 y una cepa local. Las concentraciones finales de
biomasa de H. pylori obtenidas en este estudio empleando EC constituyen los mayores valores
informados en la bibliografia.?”°
Los IR obtenidos con EC-20% G en la conservacién en frio fueron superiores a los alcanzados con
TSC-20% G en todas las temperaturas ensayadas, siendo marcadamente significativo (p < 0.05)
este incremento a -80°C. Existe poca informacion en la bibliografia que cuantifique la recuperacion
de H. pylori en frio, la mayoria de los trabajos consultados estan orientados a determinar la
recuperacion de las cepas pero no la cuantificacion de dicha recuperacion.®!1?! Este trabajo es el
primer informe de conservacion de H. pylori a 4°
C por un periodo de 30 dias. El incremento de los IR alcanzado con el empleo de EC indica que este
suplemento nutricional no sélo reemplaza el SFB, la sangre o los nutrientes en el medio sino que
ademas protege a H. pylori y conserva la viabilidad de este microorganismo.
Los importantes resultados obtenidos en medio suplementado con EC en el cultivo y la
conservacion a bajas temperaturas de H. pylori pueden atribuirse a la contribucién de diferentes
nutrientes aportados por el extracto, entre los que se encuentran 16 aminoacidos solubles (35%),
proteinas crudas (45.6%), carbohidratos (1.9%), azlcares reductores (2.8%) y diferentes
minerales.!®
El uso de medios de cultivo que no requieran la adicidon de sangre o derivados que permitan un
adecuado crecimiento y la obtencién de altas concentraciones celulares es importante en el cultivo
de H. pylori con el objeto de obtener antigenos, vacunas y enzimas. Ademas, la conservacion de
cultivos viables a bajas temperaturas permite el establecimiento de colecciones de cepas para un
posterior estudio epidemioldgico, genético o de resistencia antimicrobiana. Finalmente el uso de EC
tiene la ventaja, respecto de los suplementos convencionales, de su bajo costo, facil preparacion y
conservacion, y ademas cumple con la tendencia actual de evitar el uso de productos derivados de
animales.

Los autores no manifiestan conflictos.
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