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INTRODUCCION

1. QUIMIOTERAPIA Y FUNCION RENAL

El Fracaso Renal Agudo (FRA) es un sindrome plurietiolégico presidido
por un rdpido deterioro de la funcidn renal, de gran interés clinico por su frecuencia
y los riesgos que entraia, al comportar severas alteraciones de la homeostasis
hidroelectrolitica y del equilibrio metabdlico del organismo. El FRA consiste en un
recorte brusco y potencialmente reversible de la filtracién glomerular y de las
funciones tubulares de reabsorcién y secrecién, de modo que siempre se elevan los
niveles plasmdticos de los metabolitos nitrogenados, independientemente de que la
diuresis final disminuya o no (1). Segin una definicién quizds mds vaga pero también
mds operativa para el clinico, el FRA es una elevacién en horas o dias de los niveles
de urea y de creatinina, acompanada a menudo pero no siempre de oliguria (2).

Cldsicamente las causas de FRA se han repartido en tres categorias (3).
La primera clase y también la mds habitual en la clinica es el FRA "pre-renal”, el cual
seria debido a una hipoperfusidn del rifidén de cualquier origen (hipovolemia, sepsis,
etc). En el otro polo anatémico se ubica el FRA "post-renal”, como secundario a una
obstruccién al flujo de orina en las vias excretoras. Pero el tipo mds interesante para
esta discusidén, es el FRA "intrinseco o intrarrenal”, también denominado Necrosis
Tubular Aguda (NTA), que deriva de un trastorno morfofuncional del parénquima
renal, de naturaleza hipdxica, inflamatoria, téxica o inmunoalérgica.

Muiltiples sustancias de uso comtn en la industria y en Medicina son
capaces de inducir una NTA, sobre todo en condiciones de deshidratacién (Tabla I).
Entre ellas, numerosos farmacos son capaces de interferir con ¢l metabolismo celular
y, en tltimo extremo, atentan contra la integridad cito-funcional de la nefrona. Bajo
este fenémeno subyacen multiples mecanismos patogénicos que, de forma didéctica,
se pueden agrupar en factores vasculares, glomerulares y tubulares (Figura 1), Esta
complejidad fisiopatoldgica se resiste a quedar explicada por un tnico modelo
experimental, existiendo un amplio panel de modelos variando los firmacos a emplear,
sus dosis, los animales de laboratorio y la metodologia operativa (1).
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TABLA I. SUSTANCIAS CON PODER NEFROTOXICO

ANTIBIOTICOS

Sulfamidas
Anfotericina B
Cefalosporinas
Aminoglucésidos
Tetraciclinas

PRODUCTOS ORGANICOS

Tetracloruro carbono
Cloroformo
Tetracloroetileno
Gasdleo

Herbicidas

Medificada de Thurau y cols. (1)
METALES PESADOS

Mercurio
Arsénico
Platino

Plomo

MISCELANEA

Constrastes yodados
Solventes - EDTA
Mioglobina
Anestésicos fluorados
Antiinflamatorios

S

Disminucion de -~
permeabilidad

Obstruccion tubular ——

Vasoconstriccion !
' aferente \ ( ‘
P N Q Eterente ,

Glomeérulo

r. Retrodifusion :
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\
\
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FIGURA 1. Posibles mecanismos fisiopatoldgicos
implicados en la insuficiencia renal aguda
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En los enfermos oncoldgicos es comiin observar trastornos de la funcién
renal. El oncélogo a menudo se enfrentard a un amplio diagnéstico diferencial ante la
instauracién de un FRA (4). En la mayor parte de los casos, ¢l desencadenamiento del
mismo dependerd de la propia masa tumoral (uropatia obstructiva por ocupacidn
pélvica), o de efectos "remotos" de la neoplasia (hipercalcemia, glomerulonefritis
paraneopldsica), o bien del propio estado fisico del enfermo (hipovolemia, sepsis).
Pero debemos subrayar también las nefropatias inducidas por la terapéutica
oncoldgica: radioterapia, analgésicos, aminoglucésidos y, sobre todo, por la
quimioterapia (Tabla II).

TABLA II. DIAGNOSTICO DIFERENCIAL del FRA en ONCOLOGIA

Modificada de Schilsky (4)
Azoemia prerrenal

Deshidrataciéon

Hemorragia

Formacidn de terceros espacios
Hipoalbuminemia

Estado séptico

Nefropatia intrinseca

Hipercalcemia, Hiperuricemia
NTA por antibiéticos/analgésicos
Nefrotoxicidad de la quimioterapia
Nefritis postirradiacién
Glomerulonefritis paraneopldsica
Amiloidosis

Metdstasis intrarrenales

Uropatia obstructiva

Adenopatias/fibrosis retroperitoneales
Infiltracién vesical

Lopez-Vega IM, Tesis, 1993 3
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Los farmacos citotéxicos cuyo uso estd gravado por un riesgo apreciable
de nefrotoxicidad son motivo de revisién con frecuencia (5-7), aunque su mimero
apenas rebasa la decena. De hecho, sélo tres citostdticos implican un alto riesgo de
nefropatia aguda: cisplatino, metotrexate a altas dosis, y estreptozotocina.
Adicionalmente, estan involucrados en la instauracién de fracasos renales a mas largo
plazo otras drogas: nitrosoureas, mitomicina, y metotrexate a dosis bajas (Tabla III).
Esporddicamente se reportan datos acerca de la nefrotoxicidad de la azacitidina, la
tioguanina, la L-asparraginasa, las antraciclinas y la ifosfamida (6). Estos farmacos
o sus metabolitos se eliminan en abundancia por filtracién glomerular o por secrecién
tubular, y una vez en el parénquima renal desencadenan reacciones quimicas que
dafian al endotelio vascular o a las células epiteliales de los tibulos. Los mecanismos
patogénicos, en general, no han sido dilucidados, aunque suele invocarse una accién
toxica directa sobre el glomérulo y/o los tibulos. La repercusion sindrémica es muy
variable, en algunos casos muy peculiar de cada droga, si bien suele tratarse de
cuadros reversibles al suspender su administracion (6,7).

TABLA III. PODER NEFROTOXICO DE LOS CITOSTATICOS

Seguin Weiss y Poster (3)
1. Alto riesgo de nefropatia aguda

Cisplatino

Metotraxate (dosis altas)
Estreptozotocina

2. Alto riesgo de fallo renal a largo plazo

Nitrosoureas
Mitomicina C

3. Riesgo bajo o moderado

5-Azacttidina
Metotrexate (dosis bajas)
Ifosfamida

Lopez-Vega M, Tesis, 1993 4
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Ha sido el Cisplatino (CDDP) el formaco mds estudiado con respecto a su
nefrotoxicidad. El CDDP es un potente citostdtico, dotado de un amplio espectro de
actividad frente a numerosas neoplasias experimentales y humanas, que a las dosis
usuales entrafia un grave riesgo de inducir FRA y una tubulopatia téxica sélo
parcialmente reversibles, y a menudo fatales para el paciente. De hecho, el FRA por
CDDP condicioné la difusién inicial del producto (8) y ha generado numerosas

investigaciones que han cubierto gran parte de su farmacologia clinica hasta la
actualidad (9).

El CDDP tiene el doble interés de que no sélo provoca conspicuamente un
FRA tras su uso clinico, sino que ademds induce cuadros severos de insuficiencia
renal en diversos amimales de laboratorio (10,11). Asi, se han desarrollado modelos
experimentales que ayudan a comprender los mecanismos del FRA téxico, y que
sirven para ensayar la eficacia de procedimientos tedricamente nefroprotectores al
combinarlos con el CDDP.

2. RECUERDO GENERAL DEL CISPLATINO

2.1. NOCIONES QUIMICAS

El Cisplatino se sintetizé en 1845, pero no fue objeto de interés hasta
que Rosenberg en 1965 observé fortuitamente que un electrodo de platino introducido
en un medio de cultivo bacteriano no tardaba en rodearse de un halo de inhibicidn
celular. Se comprobé que una de las sustancias causantes de dicho efecto era el
CDDP, y el propio Rosenberg prob¢ la efectividad antitumoral del compuesto (12).

Se conocen diversos compuestos covalentes de platino cuya configuracidn
espacial depende del estado de oxidacidn del mismo; los estados +2 se designan por
Pt (II) y son planares, mientras que los estados +4 se denominan Pt (IV) y adoptan
un disposicidn octaédrica. A su vez, dentro de los compuestos Pt (II) se distinguen dos
1sémeros, segln su disposicién "cis" o "trans” (Figura 2). La especie quimica cis-
diaminodicloro-platino (II) es la que retiene la mdxima actividad bioldgica, tanto

antitumoral como tdxica, y se ha consagrado bajo la denominacién de Cisplatino 6
CDDP (13).

Lépez-Vega IM, Tesis, 1993 5



Introduccidn

]
Figura 2. Compuestos oraanicos do plating !
\ / " i
CISPLATINO
/ \ 1
Cl

Cl NH3
TRANSPLATINO g
M g
o ;
o NH3

/
TETRAPLATINO P

Cl “\NH3

Cl

Los enlaces del platino con el nitrégeno son virtualmente irreversibles, pero
en cambio sus uniones con ligandos de cloro, en medio acuoso y bajo determinadas
condiciones de pH y de temperatura, son extremadamente ldbiles. En su lugar se
producen reacciones de "acuatacion" (Figura 3) que generan especies quimicas
sumamente reactivas, con fuerte apetencia por el DNA, lo cual es un hecho clave
para que el CDDP funcione como un agente alquilante y exprese su poder antineopla-
sico (14,15). No obstante, puede suceder que el "desplazamiento” de los dtomos de
cloro permita la unién del platino con grupos sulfhidrilo (como los contenidos en
metalotioneinas, glutation, tiosulfato, heparina, etc), en cuyo caso disminuye muy
notablemente la reactividad bioldgica del platino (11,13,16,17). Por otra parte, si el
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medio es rico en iones cloruro, la molécula de CDDP se estabiliza y tiende a perder
su accién citotéxica (18,19). En parte por las diferencias de concentracidon del cloro
entre los medios extra e intracelular, en la sangre prevalece la forma "dicloro” y en
la célula se acumulan especies "acuatadas” con poder citotéxico (13,18,20).

FIGURA 3. Hidrolisis y acuacion del CDDP |

NH3  ClI NH3

| PT PT
NH3  ClI NH3
NH3

PT
NH3

J Modificada de Reed y Kohn {12)

OH2

Cl

OH

Cl

NH3
PT
NH3

OH2

OCH2

NH3 ° OH
PT

NH3 OH2

NH3 OH
PT
NH3 OH

2.2. ACTIVIDAD ANTITUMORAL

El CDDP es un citostitico de amplio espectro frente a neoplasias
experimentales y humanas, destacando su actividad frente a tumores germinales,
carcinoma epitelial de ovario, carcinomas escamosos -sobre todo de cabeza y cuello-,
cancer microcitico de pulmdn, sarcomas y cancer de vejiga (21,22),

El mecanismo intimo de la citotoxicidad del CDDP no estd completamente
elucidado, pero se sabe que el propio CDDP o quizd mejor sus metabolitos "acuata-
dos" actian de forma similar a los agentes alquilantes bifuncionales (23), esto es

Lépez-Vega JM, Tesis, 1993
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reaccionando con las bases nitrogenadas del ADN para establecer puentes inter e
intracatenarios (13,24-26). Los detalles quimicos de estas reacciones varian entre
distintos modelos experimentales (13), aunque generalmente se acepta que tienden a

provocar una falla estructural que impide la replicacién del ADN (27). Quizds esto

explique la observacidén de que el CDDP actia fundamentalmente en las fases G, y S
de células de tejidos con un elevado indice proliferativo (28). Ademds, se ha descrito
un sinergismo antitumoral del CDDP con otros citostdticos como el fluorouracilo y el
etopdsido. Tal sinergismo se atribuye a un incremento de la afinidad del CDDP por
sus lugares de unién con el DNA o bien a la lesidn molecular de los mecanismos
reparadores del DNA (29), lo que de nuevo sefiala al ADN como una diana primordial
para la accidén citotoxica del CDDP. Ahora bien, por tiltimo es preciso sefalar que
varios estudios bioquimicos y experimentales sugieren que diversas proteinas, las
membranas celulares y algunos orgdnulos citoplasmdticos pueden servir también de
objetivo para las acciones bioldgicas del CDDP (13,27). En un futuro préximo tales
estudios contribuirdn tanto a elucidar los mecanismos de la toxicidad del CDDP como
a explicar los procesos que generan resistencias a este fairmaco (30,31).

2.3. FARMACOCINETICA

El CDDP se emplea en Clinica por via i.v., por lo comiin en
perfusiones cortas a la dosis de 50 a 120 mg/m* en cada ciclo, o mds infrecuentemente
en perfusiones continuas de larga duracién (32) o por via intraperitoneal a dosis
similares (33). El CDDP se une fuertemente a proteinas plasmaticas, de modo que
solo alrededor del 10% circula en forma libre (34,35). Sin entrar en los refinamientos
de la cronofarmacologia (36), se acepta que la perfusidén de un bolus IV se sigue de
un patrén de eliminacién trifasico, con una vida media alfa de unos 25 a 49 minutos,
una vida media en la fase beta en torno a 1 hora, y una vida media en la fase gamma
o tardia que puede oscilar entre 24 y 60 horas (13,37). La brevedad de la vida media
inicial se justifica por una agilisima eliminacién renal del firmaco no unido a proteinas
en pocas horas, y a su lado la larga permanencia de platino en el plasma es indicativa
de una amplia distribucién tisular a expensas del CDDP primariamente unido a
proteinas.

La eliminacién por via renal se expresa por dos picos de firmaco en la
orina; se observa un primer pico al cabo de una hora de la perfusién del farmaco y
luego se recoge un segundo pico menos importante de 2 a 5 dias de duracién (38-40).

Lépez-Vega JM, Tesis, 1993 8
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En todo caso, la gran mayoria del platino administrado se recoge pronto en la orina
(un 60% en el transcurso de las primeras 24 horas y hasta el 90% en pocos dias), si
bien mds tarde se siguen detectando pequefias cantidades en orina incluso durante
meses (35,41). El manejo renal del CDDP es complejo e involucra procesos de
filtracion glomerular, de secrecién tubular, y posiblemente de reabsorcion tubular
(42,43). La filtracidn glomerular del CDDP afecta al fdirmaco libre en plasma y se
explica por el bajo peso molecular del mismo, pero es cuantitativa y
fisiopatolégicamente menos relevante que los mecanismos de movilizacién tubular

(44).

Ciertos datos sugieren que el CDDP puede ser reabsorbido merced a un
sistema enzimdtico de transporte para aniones orgdnicos, que se encontraria ubicado
en el borde en cepillo de la célula renal, y que puede inhibirse mediante Ja
administracién simultdnea de probenecid (42). Sin embargo, se ha acumulado una
mayor evidencia de que ¢l CDDP emplea sobre todo una "bomba" para cationes
orgdnicos, cuyo sustrato son enzimas situadas tanto en la membrana baso-lateral como
en el polo apical de la célula (45). Se ha sugerido que este sistema "catidénico" se
responsabilizaria ante todo de la secrecién tubular del CDDP, y que su inhibicién
podria desempeiiar un papel interesante en la paliacidn de la toxicidad del CDDP a
nivel renal (44,46). Sea cual fuere la direccidn neta del CDDP al ser transportado por
estos sistemas de membrana (de hecho, podria existir un "flujo dindmico" en ambos
sentidos), se sabe que el CDDP se acumula muy rdpidamente en la célula renal y en
la orina, alcanzando niveles mdximos entre 1 y 6 horas después de su perfusién, y que
también rdpidamente sufre cambios quimicos y metabdlicos que pueden ser
importantes para sus acciones bioldgica y tdxica (47).

El CDDP exhibe una amplia distribucidn tisular. Atdn con ligeras
diferencias respecto a su rapidez de acumulacidn en varios érganos, se sabe que
difunde rdpidamente a rinén, higado, intestino, testiculo, bazo, suprarrenales y ovario,
mientras que es irrelevante su presencia en el cerebro (31,48-51). Una buena
penetracién en un drgano concreto no se sigue necesariamente de una actividad
biolégica significativa sobre el mismo. Por ejemplo, en el higado el CDDP es
rdpidamente transformado en metabolitos esencialmente atxicos y sélo el 10% del
CDDP total administrado se elimina por la bilis (47,52). Sin embargo, la acumulacién
de CDDP y de sus metabolitos en el tejido renal no es sélo importante a efectos
bioldgicos, sino que desde el punto de vista cinético es muy duradera (41).

Lépez-Vega JM, Tesis, 1993 9
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2.4. TOXICIDAD

Desde los primeros ensayos clinicos en los anos 70 se ha revisado
numerosas veces los efectos téxicos del CDDP (8,9,13,22,53). Entre ellos destaca la
nefrotoxicidad, que se reconocid desde el principio como la toxicidad himitante del
escalamiento de dosis, pues ya en escalones de dosis que en teoria debieran ser
atéxicos se observaron muertes por nefropatia aguda (8,54,55).El segundo efecto
agudo en importancia es la hiperemesis, que en algunos estudios se ha considerado
limitante de dosis (9,13) y que ha generado una amplia literatura acerca de su control
farmacoldgico (56,57). Ambos tipos de toxicidad fueron las que comprometieron el
uso generalizado del foirmaco y las que ain hoy condicionan mds su manejo préctico.

A medida que se han ido controlando los antedichos efectos téxicos, han
1do cobrando relieve otras toxicidades de perfil mds crénico, entre las que destaca la
neurotoxicidad (13,58-60). Esta engloba fendmenos relativamente frecuentes con dosis
de CDDP de 300-600 mg/m*, como son la neuropatia periférica y la ototoxicidad, y
por otra parte redne otros efectos mds esporadicos, como ceguera cortical, crisis
epilépticas, y neuritis retrobulbar. La neuropatia por CDDP es una polineuropatia
simétrica y distal, de predominio sensitivo en sus primeras fases, cuya patogenia y
control no estdn aclarados (61). Ademds, con dosis por lo comiin superiores a 600
mg/m?, y sobre todo si concurren factores como edad avanzada o tratamiento con
aminoglucdsidos, el CDDP provoca una pérdida auditiva por lesién coclear, con
afectacidn de tonos agudos y a veces de las frecuencias de conversacién normal,
mientras simultineamente queda respetada la funcidn vestibular (62). Al parecer, el
dafio coclear por CDDP se debe a la inhibicidn de un enzima transportadora de iones

ATP-dependiente, y es posible que la fosfomicina ejerza un papel protector frente a
aquél (63).

Se han descrito otros efectos téxicos diversos, si bien en la prdctica han
condicionado muy escasamente el uso del CDDP. Se trata de un firmaco muy
anemizante (en parte a través de su nefrotoxicidad) (9), pero es poco mielosupresor
en el sentido cldsico del término, salvo que se emplee a dosis muy elevadas (64). Aun
menos relevancia tienen otras toxicidades, habiéndose descrito esporadicos casos de
hiperpirexia (65), secrecion inapropiada de vasopresina (66), azoospermia (67),
porfiria (68) y pancreatitis (69). En todo caso, el CDDP no estd implicado en
toxicidades usuales con otros citostiticos, como alopecia o mucositis (20). Existe
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controversia acerca de la implicacién del CDDP en fenémenos vasculopdticos como
el sindrome de Raynaud (70,71) y sobre su posible cardiotoxicidad (9,53). Por ltimo,
aunque se ha reconocido el potencial mutagénico y carcinogenético del CDDP (20),
tal efecto participa de la escasa trascendencia clinica que hemos apuntado para otras
toxicidades.
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REVISION DEL PROBLEMA

1. PERSPECTIVA HISTORICA

El CDDP ha demostrado poseer un ampio espectro de actividad frente a
diversos tumores experimentales y humanos (22,72). En los idltimos afos se ha
asentado como el eje de la quimioterapia contra los canceres de testiculo, ovario,
vejiga y varios carcinomas escamosos, y ha sido extensamente investigado en
practicamente todas las neoplasias humanas, tanto en solitario como en regimenes
politerapéuticos, a veces sobre la base de un mecanmismo sinergistico con la
radioterapia o con otros citotéxicos (21). Aun hoy, si bien junto a ciertas dudas sobre
la contribucién real del CDDP a la curacién de varios canceres (73,74), este farmaco
sigue siendo un importante arma terapéutica de la Oncologia Médica.

Aunque se han arrojado dudas sobre la real correlacién entre la dosis y
la respuesta (75), cldsicamente se ha explorado una correlacidn positiva entre ambos
pardmetros (76-78). El principal escollo para la escalada de las dosis ha sido la
nefrotoxicidad, sin cuyo control siquiera parcial no se hubiera podido pasar de dosis
tinicas de 50 mg/m* hasta las mds usuales hoy dia de 100-120 mg/m* (53,76), y a
partir de ahi se han visto tasas prohibitivas de nefrotoxicidad aguda, salvo el empleo
de procedimientos experimentales que luego se expondrin (79).

En los primeros ensayos clinicos, con dosis hipotéticamente atéxicas (no
se esperaba la aparicidn de toxicidad renal, quizds por la mayor resistencia que ofrece
el rinén de los roedores frente a la accidén téxica del CDDP) se destacé la severidad
clinica de la insuficiencia renal provocada por el CDDP. A pesar de su prometedora
actividad antitumoral parecia que el uso de CDDP no llegaria a generalizarse (53,76).
Con dosis tinicas de 50 mg/m2, en aproximadamente un tercio de los enfermos surgia
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una insuficiencia renal aguda, y al alcanzar dosis de 100 mg/m?2 casi la totalidad de
los pacientes sufrian un serio deterioro funcional del rifidn (54). Los investigadores
reportaron sindromes de azoemia, anuria y cambios necréticos de los tibulos renales,
a las pocas horas o dias de instaurar el tratamiento. La incidencia, intensidad y
duracién de estos efectos era variable y en gran medida dependiente de las dosis
empleadas (80), pero no eran inusuales las muertes téxicas y en muchos pacientes no
se normalizaba completamente la funcién renal (81). A la par que la emesis, pues, se
erigia una inaceptable nefrotoxicidad en gran obstdculo para el desarrollo clinico del
CDDP. Fue necesario experimentar varias formas de nefroproteccién para poder
mcrementar las dosis del farmaco, y sélo entonces se vio que la insuficiencia renal
podia eludirse en ciertas condiciones y que se obtenia un beneficio en términos de
eficacia antitumoral.

2. RASGOS HISTOPATOLOGICOS

En las primeras experiencias clinicas con CDDP se observé una toxicidad
funcional consistente en una reduccidn aguda del filtrado glomerular, evidenciada por
una disminucién del aclaramiento de creatinina; en los casos mds graves se afiadian
diversos signos de disfuncidn tubular. El perfil agudo del cuadro y la disminucién de
la filtracién glomerular apuntaban hacia la existencia de lesiones vasculares y
glomerulares, pero los estudios microscdpicos ponian de manifiesto una necrosis
tubular focal, con afectacién predominante de los tibulos distales (81). Segun datos
experimentales de ciertos animales las lesiones eran, en cambio, mds prominentes en
la corteza mds externa, y mds concretamente en los tibulos proximales (82-85). En
fin, para otros autores el méaximo grado de necrosis se observa en la unidn
cortico/medular, afectando tanto a tibulos proximales como a segmentos distales de
las nefronas (86,87), aunque conspicuamente con integridad morfolégica de los
glomérulos.

Aparte de las diferencias farmacodindmicas y toxicoldgicas inherentes al
modelo experimental analizado, las variaciones comentadas pueden reflejar un distinto
momento evolutivo en las lesiones, o quizds derivan de cambios en la cloruresis (19).
Por otro lado, no siempre existe una buena correlacidn entre la extensidn del dafio
estructural y el grado de insuficiencia renal observado, al igual que sucede en otros
modelos de nefropatia téxica (2,3).
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Con microscopia electrénica se demuestran severos canmbios necréticos en
todos los segmentos tubulares, fundamentalmente en los proximales en la rata, o bien
mds acusados en los tibulos distales y colectores en el humano. Son rasgos destacables
el aumento de la dotacidn celular en lisosomas, las anomalias estructurales de las
mitocondrias y la pérdida del borde en cepillo, pero asimismo existen atipias
nucleares, cambios del glucégeno, y depdsitos densos en la cdpsula de Bowman que
deben corresponder a acimulos de platino (81,87-89).

3. FISIOPATOLOGIA DE LA NEFROPATIA POR CDDP

Los mecanismos intimos subyacentes al hecho de que el CDDP o sus
metabolitos inducen un dafio funcional y estructural del rifién no son bien conocidos.
En parte, ello deriva de su complejidad, al imbricarse cambios funcionales y lesiones
estructurales a menudo con cronologia y severidad en apariencia discordantes.
Conviene sefalar que los métodos analiticos y la seleccién de pacientes en los estudios
de nefrotoxicidad por CDDP han sido a menudo variables (22).

Otro factor a considerar es la distinta susceptibilidad de cada animal de
experimentacion. En el perro y ocasionalmente en el humano se ha descrito que la
lesién tubular alcanza una gran severidad ain antes de que se altere la filtracidn
glomerular (90,91). Ello sugeriria que el fracaso renal es secundario a una obstruccion
de la luz tubular por restos necréticos, o bien a un "feed-back” vasoconstrictor
mediado por el aparato yuxtaglomerular, via eje renina/angiotensina, que seria
desencadenado por un exceso de sodio no reabsorbido en el tibulo proximal. No
obstante, en la rata y en la mayoria de las experiencias clinicas, parecen ocurrir
alteraciones de la hemodindmica y de la filtracién glomerular antes de que se produzca
una necrosis tubular, surgiendo dudas sobre la contribucién del dafio tubular en la
patogénesis del fracaso renal (84,92).

Incluso podrian existir interpretaciones divergentes por simples razones
de técnica experimental. Asi, por ejemplo, se ha descrito que las ratas adultas son mds
susceptibles que las jovenes a la nefropatia por CDDP (93), pero en el hombre pudiera
suceder incluso a la inversa (94). Andlogamente, en ciertos modelos experimentales
de nefropatia por mercurio, las ratas hembras han exhibido mayor grado de
susceptibilidad renal que los machos (95).
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En cualquier caso, se han descrito varios cuadros de nefrotoxicidad por
CDDP en funcién del tiempo transcurrido desde la perfusién del farmaco. El mayor
conocimiento se tiene acerca de los cambios agudos, en el periodo de 96 horas
inmediatamente siguientes al primer ciclo de tratamiento (22,91,92,96), momento
donde concurre una combinacién de trastorno funcional glomerular y de cese de las
funciones tubulares, que analizaremos mds adelante. Menos informacién se tiene de
los cambios subagudos, entre los que predominan las manifestaciones de tubulopatia
téxica (22,97). Aunque se ha debatido si la filtracién glomerular sigue empeorando en
igual proporcion (98), la mayoria de los autores piensan que los ciclos repetidos de
CDDP se acompanian de una reduccidén paulatina de la filtracion glomerular
(88,99,100). En este periodo subagudo se ha referido una disminucién de la capacidad
del rifién para excretar CDDP libre (101), [o cual podria explicarse por un menoscabo
de la filtracion glomerular, pero también por una lesién de los mecanismos
enzimdticos encargados de la secrecidn tubular del fairmaco (42-44). Por iltimo, se
han estudiado la toxicidad renal del CDDP a largo plazo, de gran interés porque
afecta a pacientes curados de su neoplasia (en su mayoria, personas jévenes portadoras
de cdnceres germinales). Existe consenso en que persisten durantes meses o afos una
disminucidén no evolutiva de la filtracién glomerular y huellas histoldgicas de la
tubulopatia aguda (22,88, 102,103), si bien la trascendencia clinica de estos hallazgos
parece menor que su interés fisiopatoldgico (104).

Para concretar esta Revisién, vamos a subrayar los aspectos mas
importantes de la nefropatia aguda inducida por CDDP. En aras de una exposicidn
mds clara, los fendmenos agudos de la nefrotoxicidad por CDDP se pueden dividir en
dos frentes, que de hecho discurren de forma independiente en opinién de varios
autores (79,97):

3.1. Efectos hemodinimicos

Muy precozmente se produce una disminucidn del flujo plasmadtico
renal seguida de una disminucidn de la tasa de filtracién glomerular; se acepta que este
fallo glomerular es un fenémeno agudo (92) con secuelas permanentes no evolutivas
{91,102,103), pero su patogema estd sujeta a discusién. Uno de los factores deter-
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minantes parece ser una vasoconstriccidn selectiva de la arteriola aferente al glomé-
rulo. Hace afios se sugirid que el mecanismo subyacente era una estimulacidn del eje
renina/angiotensina (10) y posteriormente se han aportado datos demostrativos de que
existen una elevacion de la renina (105) y subsecuentemente una hiperactividad de la
angiotensina II, la cual actuaria sobre las arteriolas glomerulares por mediacion de un
receptor acoplado a un canal de calcio (106). Ahora bien, no estd aclarado si la
liberacion de renina obedece a un efecto téxico directo del CDDP, o bien es una
secuela de la tubulopatia que luego detallaremos; vaya por adelantado que la lesién
tubular asociada al uso de CDDP cursa con una poliuria aguda que sume al organismo
en un estado de deshidratacién e hipoperfusién renal (90,107), quizds a través de
mecanismos de "bio-feedback" en los que pudieran desempenar un papel las prosta-
glandinas (108).

El recorte de la filtracién glomerular también podrd explicarse por
mecanismos vasculopdticos, bien por una angiopatia espdstica atribuible al propio
CDDP (70,71), bien a través del estimulo local de reacciones implicadas en la
coagulacién sanguinea (17,109).

3.2. Lesidn tubular

Desde el punio de vista histopaioldgico, es llamativa en la nefropatia
téxica por CDDP la conservacion morfoldgica de los glomérulos, al lado de floridas
lesiones correspondientes a una cldsica NTA (81,110). La topografia varia de unas
especies a otras (87,111) y las consecuencias son también variables. Se ha sefialado
que las células sufren una "balonizacién" que, por un simple conflicto de espacio,
puede generar 1squemia y quizas una vasoconstriccién glomerular reactiva (22,86,89).
También serfa verosimil que los detritus celulares produjesen una obstruccidn de la luz
tubular, comprometiendo secundariamente la funcién glomerular. Sin embargo, es
comunmente aceptado que la interrupcién del filtrado glomerular es un fenémeno en
buena parte independiente (84,92) y que la severidad de la NTA no se correlaciona
bien con el grado de azotemia y si con la aparicién de diversos trastornos electroliticos
entre los que destaca la hipomagnesemia (22,87,112,113).
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El CDDP accede al parénquima renal como fdrmaco libre (114); una
fraccion alcanza la célula tubular por su polo luminal, en concreto el CDPP filtrado
en el glomérulo y reabsorbido por un sistema de transporte para aniones organicos
(42); y otra porcién se elimina por secrecidn tubular activa (115), empleando un
sistema de transporte para cationes orgdnicos (44,45). Una vez que ¢l CDDP penetra
en la célula tubular, o incluso en la luz tubular, sin duda sufre rdpidas
transformaciones moleculares, motivadas por reacciones de detoxificacion y por
procesos de "acuatacion” -condicionados por el pH y por la concentracién de cloro en
el medio (19)-, que generan especies quimicas hiperreactivas a las que se atribuye la
citotoxicidad (13,47,108,116). Las moléculas con poder nefrotéxico deben interactuar
con alguna estructura subcelular; pero aunque se sabe al CDDP capaz de unirse a
diversas macromoléculas repartidas por el nicleo, el citosol y las membranas de la
propia célula y de varnias organelas (25), no se conoce con exactitud la patogenia de
la tubulopatia téxica (108,116).

Las mitocondrias han sido propuestas como dianas del CDDP, en virtud
de sus notables cambios a nivel ultraestructural en casos de nefropatia por este
farmaco (89). Se ha dicho que el CDDP interrumpe reacciones de respiracién celular
e induce la liberacidn de calcio mitocondrial, por todo lo cual podria afectar procesos
vitales para la célula, como el funcionamiento de bombas idnicas ATP-dependientes,
la estabilidad de los lisosomas, o la polimerizacién de los microtibulos del citoplasma
(1,2,40,116). Sin embargo, las funciones mitocondriales quedan interrumpidas en
presencia no sélo de CDDP, sino también de otros compuestos no nefrotéxicos, como
son el Tetraplating (ver Figura 2) y el Carboplatino, y asi no se puede afirmar que
las alteraciones mitocondriales sean un hecho clave en la nefropatia por CDDP
(108,117). Se ha reportado también que el CDDP altera la funcién de bombas iénicas
de membrana en células oticas (63) y en el borde en cepillo de las células del tibulo
renal (118). Por dltimo, de forma similar a otros compuestos nefrotéxicos como los
aminoglucdsidos, el CDDP podria lesionar el tibulo proximal por mediacidn de una
inestabilidad de las membranas lisosomales, liberando enzimas autoliticos (119,120).

Sea cual fuere la accién intima del CDDP, es un hecho que se interrumpe
la absorcién de sodio en el tibulo proximal (90) y de cloro en el asa de Henle (19).
Por una parte, se incrementa la osmolaridad urinaria, lo que conlleva una poliuria que
no hard sino agravar el compromiso de la filtracién glomerular; y por otro lado, se
interrumpird la absorcion de calcio y magnesio que normalmente van acopladas a la
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del cloro en la rama ascendente del asa de Henle, sin descartar que se pierdan cationes
por lesidn de otros segmentos de la nefrona (108,111,121). Insistiremos mds adelante
en la hipomagnesemia como el rasgo mds significativo de la tubulopatia aguda por
CDDP (97,112,122).

4. METODOS DE NEFROPROTECCION

El CDDP es un agente anfitumoral de amplio espectro (72), con una
aceptable correlacion dosis/respuesta (77,78), pero con el grave problema de la
nefratoxicidad como factor limitante del escalamiento de la dosis (79). En los primeras
estudios se comprobé que el farmaco no alcanzaria un desarrollo clinico suficiente si
no se controlaba este aspecto de la toxicidad (8,53).

En una vision histérica, los esfuerzos en esta linea se pueden agrupar en
dos grandes periodos. El primero estd consituido por las modificaciones de los
protocolos de perfusidn, en cuanto a tiempos y vehiculos de administracion del CDDP,
y fue una mezcla de empirismo y de investigacién guiada por las propiedades quimicas
y cinéticas del firmaco. Pertenecen a esta estrategia el fraccionamiento de la dosis,
la intensificacién de la diuresis, y el uso concomitante de suero salino hiperténico. La
segunda época, en la que ain nos encontramos, se definiria por empleo concurrente
con el CDDP de diversos farmacos no citostéticos, que pudieran inhibir los efectos del
CDDP en varios puntos criticos del funcionalismo renal. Tal estrategia tiene la virtud
de que tiende a explotar nuestro conocimiento -cada vez mayor, bien que incompleto-
acerca de la fisiopatologia del dafio renal por CDDP.

El PRIMER periodo se inicia con el fraccionamiento de la dosis total en
5 dias, aprecidndose que 100 mg/m2 repartidos en 5 dias equivalian en cuanto a
toxicidad renal a 50 mg/m2 en dosis dnica. Su segundo logro fue el empleo de una
hidratacion abundante y de reforzamiento de la diuresis, primero con la idea de diluir
¢l CDDP en la orina y aminorar asi su interaccion con el epitelio renal, s1 bien
posteriormente s¢ ha discutido si el aumento de la volemia puede contrarrestar la
disminucién de Ia filtracidn glomerular asociada al tratamiento con CDDP (22,108,
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123). De este modo, ya a principios de los afios 80, se pudo generalizar la aplicacidn
de dosis en torno a 100 mg/m? en un solo dia (123,124). La diuresis se ha estimulado
con una sueroterapia abundante y con el empleo liberal de furosemida y manitol
(82,87,125-127), si bien las contribuciones relativas de estas medidas no estdn bien
establecidas (83,128).

El tercer hito en esta generacidon de estudios, ya a caballo con la
explotacién farmacoldgica de la posible patogenia de la toxicidad por CDDP, fue el
empleo de suero salino hiperténico al 3%. Estudios cldsicos habfan sefialado que el
desplazamiento de los dtomos de cloro en su unién con el platino daba lugar a la
formacién de especies "acuadas" de CDDP, que reten{an la mayor actividad tdxica,
y se conocfa que un medio rico en cloro podia dificultar dicho "desplazamiento”
(15,18,129). Sobre tal base se defendid la utilizacién de dosis ultra-altas de CDDP,
hasta de 200 mg/m* por ciclo, repartidos en 5 dias y con la administracién de
abundante salino hiperténico (80,130). Este método ha permitido un notable
escalamiento de la dosis, con aparicién de azoemia en alrededor del 15-20% de los
pacientes, pero con incidencias de hipomagnesemia del 60-100% de los casos (79,131,
132), y con el relieve de otras toxicidades como la neuroldgica y la medular (133).
Por otra parte, se ha cuestionado si el salino hiperténico supone una ventaja afiadida
a los ya eficaces fraccionamiento de la dosis en 5 dias ¢ hidratacién convencional
(59,131).

En la SEGUNDA época, o de modulacién farmacolégica, se han
empleado miiltiples agentes teéricamente nefroprotectores, unas veces con cierta base
experimental, otra directamente en ensayos clinicos (16,17,116,134,135). La
diversidad quimica y farmacoldgica es la nota mds llamativa de estos estudios. Con
dnimo de no ser exhaustivos en su descripcién, podriamos agruparlos en cuatro
categorias:

4.1. Donadores de grupos tiol (SO3)

En presencia de compuestos ricos en radicales sulfuro, los dtomos de
cloro que se escinden del platino, no dejan ya sitio a la acuatacién del CDDP, sino a
la formacion de uniones entre el platino y grupos -SH en el seno de moléculas
desprovistas de toxicidad. Los productos mds representativos han sido cldsicamente
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el tiosulfato sédico, cuya eficacia ha sido retterada en diversos estudios (136-138); el
mesna (mercapto-etansulfonato sédico, cuyo beneficio es mds dudoso (139,140); y el
GSH o glutation (141,142). Otras sustancias con capacidad para detoxificar al CDDP
por esta via serfan el dietilditiocarbamato (DDTC), el WR-2721 (también denominado
etiofos), la penicilamina, la tiourea y la metionina (18,143-147), la mayoria de ellas
con muy escasa utilidad préctica, y quizds otras moléculas como los heparinoides (17)
y la butionina sulfoximina (BSO) (148) ejerzan efectos relacionados con aquéllas,

El interés por estos compuestos tiende a renovarse con el tiempo (149-
152), si bien sélo el tiosulfato sédico y el glutation se han incorporado a la préctica
clinica (137,153), generando cierto escepticismo sobre la utilidad real de los demds
compuestos donadores de grupos tiol (154).

4.2. Inductores de metalotiongina

La metalotioneina es una proteina intracelular muy rica en cisteina (por
tanto, en grupos sulfurados), responsable de varios procesos de detoxificacién de
metales pesados, cuyo papel en la proteccion frente al CDDP ha sido objeto de
reciente interés (155,156). Sustancias diversas como el bismuto (157,158), el zinc
(159) y la dexametasona (30) pueden inducir la expresién de dicha proteina y
contribuir a la nefroproteccién frente al cisplatino; quizds un mecanismo andlogo
confiera un papel nefroprotector al selenio (160-162). En todo caso, ninguno de estos
métodos estd cercano a la clinica cotidiana en la actualidad.

4.3. Agentes vasoactivos

Sobre la base de que en la azotemia inducida por CDDP subyace una
hiperactividad del sistema renina/angiotensina que actuaria finalmente a través de un
canal de calcio (92,106), se ha propuesto el uso del captopril (105) y de bloqueantes
del calcio, como el verapamil (134,163) y la nicardipina (164). Acerca del valor real
de estos compuestos perdura hoy una polémica gue analizaremos mds adelante.
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4.4. Inhibidores del transporte del CDDP

Hemos visto que el CDDP se moviliza a través de las células renales
gracias a sistemas enzimdticos de transporte (42-45,115). Los que manejan aniones
orgdnicos se localizan sobre todo en el polo tubular de la célula, y podrian
responsabilizarse tanto de una secrecién de CDDP como quizds de una reabsorciéon del
CDDP previamente filtrado; en cualquier caso, estos sistemas podrian inhibirse con

probenecid (42), sustancia que recientemente se ha demostrado iitil en ensayos clinicos
(165).

Por otra parte, las bombas para cationes orgdmicos se encuentran
ampliamente repesentadas en la porcién laterobasal de la membrana de estas células,
y podrian ser claves para la secrecién tubular activa de CDDP. Se ha demostrado
experimentalmente que estos transportadores se pueden inhibir competitivamente (44),
con cimetidina (46) y otros farmacos como la quinidina (166). En esta linea, la
cimetidina ya ha sido empleada en clinica para paliar la nefrotoxicidad por CDDP
(134).

4.5. Estabilizadores de membranas

Aunque el apoyo fisiopatolégico y experimental es pobre, se han
ensayado la fosfomicina y los corticoides (116,120) por su supuesta accidn a favor de
la integridad de las membranas lisosomiales ante estimulos téxicos, entre los que
pudiera encontarse ¢l CDDP. Asi, estos farmacos evitarian fendmenos de autofagia
celular que serfan desencadenados por el CDDP. Al lado de esta hipotética accién
estabilizadora, se ha reportado otros mecanismos de accion de la fosfomicina sobre la
ototoxicidad por CDDP (63) y de la dexametasona sobre cultivos de células renales
de rata (30). Ambos fdrmacos serdn objeto de atencidn mds detenida a lo largo de esta
Tesis.
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HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS

1. INCONVENIENTES DEL CISPLATINO

Pese a los indudables avances operados en el control de la nefrotoxicidad
por CDDP (80,123), en un 5 al 15% de los enfermos segun las series se sigue
observando una reduccidn de la filtracion glomerular y, sobre todo, estigmas clinicos
y bioquimicos de tubulopatia téxica (9,87,97,112,122,167). Los problemas clinicos
asociados con esta nefrotoxicidad y su tratamiento son de diversa indole:

a. Los esquemas de hidratacién forzada son mal tolerados por algunos
pacientes, y en todo caso suelen aconsejar la estancia hospitalaria del enfermo, con el
consiguiente coste econdmico, emocional y de sobrecarga asistencial.

b. Una insuficiencia renal puede comprometer la intensidad de dosis de
la quimioterapia (101), o bien ser indeseable en sujetos con un deterioro previo de la
funcién renal, o por iiltimo puede condicionar el uso clinico de otros firmacos como
los aminoglucésidos (168).

¢. Los trastornos electroliticos secundarios a la lesién tubular por CDDP
son bien tolerados en el sentido de que sélo el 10% de los pacientes se objetivan
signos de su existencia (97,112,169). No obstante, es verosimil que ciertos sintomas
mds vagos (astenia, adinamia muscular, anorexia, nduseas, irritabilidad) sean
inadvertidos por los clinicos, pero quizds no por el enfermo, quien puede sufrir una
gran merma en su calidad de vida (36,97).

d. No se puede descartar que el tratamiento con CDDP deje secuelas

funcionales indeseables en el caso de enfermos jévenes potencialmente curables
(22,103,169).
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En aras de todas las cuestiones mencionadas, el empleo clinico del CDDP
sigue planteando numerosos inconvenientes prdcticos. Fundamentalmente, atin hoy el
paciente no estd exento del riesgo de padecer una disfuncién renal importante de cara
a su prondstico. Por ello, en nuestra opinién estd plenamente justificado que la
nefrotoxicidad del CDDP siga siendo objeto de investigacidn, y ésa es la razon
primordial de esta Memoria de Tesis.

2. CRITICA DE LOS FARMACOS NEFROPROTECTORES

La nefrotoxicidad del CDDP podria conducir al reemplazamiento total del
mismo por carboplatino, un derivado virtualmente no nefrotéxico y con una actividad
similar, si bien al coste de un mayor gasto econdmico y de una mds intensa mielo-
supresién (170). En otro sentido, una nefroproteccién eficaz frente al CDDP podria
deducirse de un conocimiento mds profundo de los mecanismos de resistencia celular
a este fairmaco, lo cual estd probablemente lejano en la actualidad (31,171,172). En
este contexto, continda siendo un fértil campo de investigacidn la busca de fdrmacos
moduladores de la nefropatia por CDDP (16,135,149,173,174).

Los resultados de los muiltiples firmacos supuestamente Utiles como
quimioprotectores han sido diversos aunque en su mayoria poco esclarecedores. Se ha
generado asi una cierta confusién que ha llevado a algunos autores a un escepticismo
irénico sobre los avances en este campo (154). En nuestra opinidn, el factor que mejor
explica esta situacion es la disociacién entre los datos experimentales y los ensayos
clinicos.

A veces una sustancia se ha incorporado a la practica clinica, incluso
existiendo dudas sobre su eficacia a nivel experimental. Asi, aunque una diuresis
profusa se ha venido aceptando como el principal método para controlar la
nefrotoxicidad del CDDP en clinica (87,127), el verdadero mecanismo de accidn de
una sueroterapia abundante con salino 1sotdnico no se ha podido establecer, y podria
ir desde simplemente imponer mayor dificultad "mecdnica" al contacto del tibulo renal
con el CDDP por la dilucién de éste (6,87), hasta suscitar una modificacién molecular
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del CDDP para transformarlo en metabolitos menos téxicos (19), pasando por un
posible efecto vasodilatador renal por inhibidn de la angiotensina (108). Respecto del
suero salino hiperténico como vehiculo del CDDP, que fue defendido ampliamente
para su ufilizacion rutinaria con muy altas dosis de CDDP (80,130), al menos
podemos afirmar que existen serias dudas sobre su contribucién al alivio de la
nefrotoxicidad por esta droga (131), si bien siguen proponiéndose mecanismos de
accidén especificos, como la estimulacién de la produccién enddgena de péptido
natriurético atrial, quizds dotado de efectos nefroprotectores frente al CDDP (175).
Mads aun, respecto de agentes diuréticos muy difundidos, como la furosemida o el
manitol, a nivel experimental no existe evidencia incuestionable de que sean
beneficiosos (19,82,83,126-128). Para otros firmacos nefroprotectores subsisten
lagunas similares en el plano experimental; tal sucede con el mesna (139,140,176), y
con ¢l verapamil, al cual unos autores atribuyen una accién nefroprotectora (177) en
contraste con otros que han observado incluso un empeoramiento de la funcién renal
en el curso de experimentos con CDDP en ratas (164).

Otras veces se ha empleado una sustancia en el humano, sin apenas una
minima base experimental, sino solamente con unas escasas nociones de
farmacocinética en el animal, como ha sucedido con la cimetidina (44,134). De este
fdrmaco se sabia que era capaz de inhibir el sistema de secrecién tubular para cationes
orgdnicos (178-180) y ¢llo le prometia cierto valor como agente nefroprotector frente
al CDDP (44), motivo por el que fue ensayada en humanos portadores de neoplasias
altamente curables (134), pero sin que en la literatura existiesen estudios que
refrendasen tal supuesta nefroproteccion a nivel experimental. Ni la dosificacion de
la cimetidina ni su seguridad, en el sentido de que no interfiriese con la actividad
antineopldsica del CDDP, se habian establecido con seguridad. Posteriormente, la
investigacidn con este fdrmaco ha vuelto al terreno puramente experimental, bien que
fragmentario (166). Andlogamente, los corticoides se ensayaron clinicamente en 1988
como nefroprotectores frente al CDDP, sobre la hipdtesis de que pueden actuar como
estabilizantes de las membranas lisosomales en el interior de las células tubulares
(116), pero sin existir en la bibliografia previa ninguna base experimental para esta
indicacidon; habrdn de pasar 4 afios para que surjan trabajos que intenten demostrar
experimentalmente la eficacia y seguridad de este procedimiento (181,182), asi como
la posible existencia de mecanismos de accidn alternativos como la sobre/expresion
de metalotioneina (30).
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También hemos asistido a polémicas y contradicciones sobre temas
especialmente serios como la conservacidn de la actividad antitumoral del CDDP o la
toxicidad intrinseca de los farmacos nefromoduladores. Como ejemplo, la fosfomicina
parecia comportarse como agente nefroprotector en modelos experimentales (183-185),
y directamente pasé a ensayarse en el humano (116,186). No obstante, con poste-
rioridad se alerté de que la combinacién de fosfomicina con CDDP podia aminorar
la actividad antitumoral del ultimo (120); y aunque mds recientemente se ha descartado
esta posibilidad en lineas celulares procedentes de osteosarcoma humano (187),
hubiera sido preferible disponer de estos iltimos datos antes de abrir un ensayo
clinico. Esta consideracién adquiere especial relevancia en el caso de compuestos
que actian como nefroprotectores mediante una modificacién de la molécula de CDDP
(19,136), pues ello entrafia el riesgo de inhibir tanto la toxicidad del CDDP como su
actividad antitumoral, como se ha sefialado con respecto al salino hiperténico y a
algunas sustancias como el mesna y el tiosulfato (120,188,189). Por ultimo,
recalcamos que algunos nefroprotectores pueden afiadir una toxicidad no despreciable
al tratamiento quimioterdpico; asi el verapamil, que se empled en clinica antes de
contar con alguna base experimental (134), ademds de ser ésta objeto de controversia
ulteriormente (164,177), ha generado dudas experimentales sobre una excesiva
toxicidad (por otra parte no explicitada) al combinarse con CDDP (190).

3. HIPOTESIS TERAPEUTICA

Acerca de la fisiopatologia del daio renal inducido por CDDP, esta
bien establecido que contribuyen factores glomerulares -posiblemente una constriccidn
arteriolar mediada por angiotensina II, en todo caso sin expresién morfoldgica-, y que
paralelamente se desencadena una necrosis tubular aguda severa, verosimilmente por
lesion directa de las células de los tibulos renales. aunque la patogenia de ese dafio
permanezca ignota (10,81,87,90,92,97,105,108,134). Hasta la fecha la hidratacidn
abundante del paciente ha sido el principal método para el control de la toxicidad
glomerular (19,87,108).

Se sabe también que, aunque la mayor parte del CDDP que accede al
rifidn es excretado por filtracidn glomerular, ef farmaco experimenta también procesos
de secrecion y reabsorcidn tubular, mediados por mecanismos enzimdticos de trans-

Lépez-Vega JM, Tesis, 1993 25



Hipdtesis y Objetivos

porte transmembrana (42-46). Uno de ellos es ¢l sistema transportador de cationes
orgdnicos que puede inhibirse competitivamente, entre otros productos, con cimetidina
(44). Se ha propuesto que la cimetidina podria disminuir el aclaramiento renal del
CDDP (166) y, por tanto, aminorar la accién tubulotéxica de aquél, aunque en este
terreno los ensayos clinicos han sustituido por completo a la experimentacién animal

(134).

Una vez en el interior de la célula renal, andlogamente a otros agentes
nefrotéxicos como los aminoglucdsidos, el CDDP podria desestabilizar las membranas
lisosomiales, liberando enzimas autoliticas. Se han propuesto la fosfomicina y los
esteroides como agentes bloqueantes de dicha accién (116,120,183-186), aunque para
ambos compuestos caben dudas acerca de su real utilidad y acerca de sus mecanismos
de accion (30,63,81,82,187). Creemos que retiene cierto interés la investigacion sobre
estos farmacos, hipotéticamente capaces de modular una toxicidad celular de patogenia
indeterminada.

Proponemos un estudio integral que evalie la eficacia y seguridad
de la Cimetidina, la Fosfomicina y la Metilprednisolona como moduladores de la
tubulopatia téxica inducida por CDDP. Para ello, se empleard primero uno de los
diversos modelos experimentales de NTA por CDDP (10,110,191}, cual es la rata
Wistar tratada con CDDP por via intraperitoneal. En segundo lugar, emplearemos el
modelo experimental de linfoma experimental [.5178Y implantado subcutdneamente
en el ratén DBA, (192,193), para estudiar la actividad del CDDP frente al mismo. Si,
como esperamos, ¢l CDDP se muestra activo frente a este modelo, que permite
evaluar no sélo la supervivencia de los animales sino el tamafio de las masas tumorales
que portan, este modelo seria un buen banco de pruebas para comprobar que la
actividad antitumoral del CDDP no se verd menoscabada por las sustancias nefro-
protectoras. Por dltimo, el o los fdrmacos considerados ttiles y seguros, serdn
sometidos a un ensayo clinico prospectivo, comparativo y aleatorizado, para
comprobar sus efectos sobre la hipomagnesemia inducida por CDDP en el enfermo
oncolégico.

Los ensayos serdn llevados a cabo de forma secuencial por motivos
técnicos, materiales y humanos. Por consiguiente, los resultados de un estudio pueden
condicionar notablemente el planteamiento de los estudios sucesivos. La originalidad
de esta metodologia estriba fundamentalmente en la premisa de que ninguna sustancia
tedricamente nefroprotectora deberia testarse en el humano antes de comprobar su
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eficacia y seguridad en modelos experimentales. Fieles a esta filosofia, el o los
fdrmacos que no exhiban propiedades ventajosas en una etapa cualquiera del andlisis,
no serd sometido a investigacidn en las etapas sucesivas. Especificamente se busca con
ello no someter a ninglin paciente a tratamientos sin visos de eficacia o capaces de
interferir con la actividad antitumoral de la quimioterapia.

4. OBJETIVOS

PRIMERO-. Comprobar, en un modelo experimental de nefropatia téxica
por CDDP en la rata Wistar, s1 las combinaciones del Cisplatino con otras sustancias,
en concreto con suero salino isoténico, Cimetidina, Fosfomicina y Metilprednisolona,
ejercen acciones protectoras frente a la tubulopatia téxica por el citostético.

SEGUNDO-. Vvalorar la repercusién que, sobre los niveles plasmdticos
de platino, puedan tener dichas sustancias hipotéticamente nefroprotectoras.

TERCERO-. Estudiar la actividad antitumoral del Cisplatino frente al
linfoma L5178Y implantado subcutineamente en el raton DBA/2.

CUARTO-. Determinar si los agentes que sean identificados como
protectores de la rata Wistar frente a la nefropatia por CDDP, respetan asimismo la
actividad citotdxica de éste sobre el linfoma L5178Y implantado en raton DBA/Z.

QUINTO-. Analizar el poder protector de aquellos fiarmacos en la
tubulopatia téxica inducida por CDDP en el humano, mediante ensayo clinico
controlado y prospectivo que demuestre su capacidad de paliar la hipomagnesemia,
expresion de la tubulopatia téxica por Cisplatino.
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MATERIALES Y METODOLOGIA

1. ESTUDIO EXPERIMENTAL DE VARIOS NEFROPROTECTORES
1.1. Cambios de la DL,,, de CDDP en rata Wistar.

1.1.1. Fundamento

Existen varios modelos experimentales de nefrotoxicidad letal por
dosis tnicas o repetidas de Cisplatino (CDDP), tanto en animales como en cultivos
celulares (10,194). Por razones de disponibilidad, reproductibilidad y bajo nivel de
exigencias experimentales, seleccionamos el modelo de nefropatia aguda letal por dosis
iinica de CDDP por via intraperitoneal en la rata Wistar (110,191,195). Este modelo
reproduce estados agudos de uremia con expresidn histopatoldgica de NTA, cuya
frecuencia y severidad es dosis/dependiente (110,195). No existe pleno acuerdo sobre
las dosis necesarias para inducir una determinada mortalidad, pero datos previos de
la literatura (36,136,190) y de nuestro grupo de investigacién (176) nos llevan a
seleccionar una dosis unica de CDDP de 20 mg/Kg diluidos en agua destilada y
administrado por via iintrapritoneal (i.p.) como dosis DL,y,, es decir la que provoca
el fallecimiento de virtualmente el 100% de las ratas Wistar a lo largo de los 8 dias
siguientes a la aplicacién del CDDP. El examen postmortem de estos animales solo
demuestra una dilatacién gdstrica importante y una severa nefropatia, con
adelgazamiento e isquemia del cdrtex, junto a amplias zonas de infarto hemorrdgico
en la region yuxtacortical y medular; subyacen en el estudio por microscopia dptica
una isquemia cortical sin lesiones vasculares ni glomerulares, y una necrosis tubular
de predominio proximal (10,17,81).

Se dispondria de varias cohortes de ratas, en condiciones experimentales
adecuadas, de forma que cada grupo representaba un ensayo acerca de los efectos
sobre el rifién de ciertas sustancias téxicas y nefroprotectoras. La mayoria de los
animales recibird CDDP a la DLy, en la manana del "dia 0", y en lo sucesivo serdn
mantenidos en condiciones ambientales apropiadas y se les valorard diariamente para
establecer sus curvas de supervivencia. Algunas cohortes recibieron, en combinacidn
con el CDDP, diversos agentes supuestamente nefroprotectores. Hemos partido de la
hipdtesis de que cualquiera de estos agentes debiera ser capaz de reducir la mortalidad
asociada a la DL, de CDDP, asocidndose a curvas de supervivencia claramente
discernibles de las gue conlleva el CDDP a la DL, en solitario.
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1.1.2. Modelo experimental

Se emplearon ratas Wistar hembra, de 6 a 7 semanas de vida, con
pesos que oscilaban entre 180 y 220 gramos, segin se determindé con una misma
balanza electrénica. Cada rata era identificada mediante marcas efectuadas en la cola
con rotulador indeleble. Las ratas fueron tratadas con distintos firmacos por via
intraperitoneal, sin anestesia previa, a través de punciones repetidas en linea media
abdominal, para lo cual dispusimos de agujas y jeringuillas de tamafios apropiados a
los volimenes a inyectar. Los animales fueron alojados en cajas de pldstico, en grupos
de cinco, bajo condiciones luminicas y térmicas equiparables y estables en todos los
experimentos. Todos gozaron de libre acceso a recipientes conteniendo pienso
comercial sélido y a tanques de agua para garantizar una ingesta ad libitum.

El tratamiento correspondiente se inicid en la misma maifiana de un dia
arbitrariamente llamado "dia 0". En cualquier caso, tanto si los animales no requerian
dosis adicionales como si recibian ulterior medicacién experimental, las cajas de
plastico que los alojaban fueron observadas dos veces diariamente en los dias
sucesivos. Asi se vigilS la estabilidad de las condiciones ambientales y se registraron
los fallecimientos. Las ratas muertas eran retiradas para evitar interferencias
conductuales en las que ain permanecian vivas y para efectuar estudios necrépsicos.

1.1.3. Tratamiento farmacolégico

Todos los procedimientos terapéuticos fueron administrados por
via i.p., pues en todo caso se emplearon moléculas de bajo peso molecular con una
farmacocinética apropiada para los objetivos del estudio (20,39,196,197). Se
emplearon agua destilada, suero salino isoténico (CINa 0,9%) y dextrosa 5% como
liquidos reconstituyentes (todos ellos manufacturados por Laboratorios Grifols, para
su empleo rutinario en hospitales esparioles). Algunas ratas se trataron exclusivamente
con agua destilada para comprobar que el procedimiento en si no revestia riesgos para
la salud de los animales, en concreto para descartar la concurrencia de factores
mecdnicos o infecciosos que pudieran invalidar los estudios de nefroproteccién
propiamente dicha. Un pequefio mimero de animales fue expuesto a Carboplatino, un
agente escasamente nefrotéxico (170,198,199), para reducir al minimo el riesgo de
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que surgiesen toxicidades extrarrenales severas como consecuencia de una especial
sensibilidad de nuestros animales de experimentacién a compuestos de platino. El
Carboplatino era suministrado en viales con 150 mg de compuesto liofilizado
(PARAPLATINR, Bristol-Myers Squibb); se reconstituia con dextrosa al 5% en una
dilucién de 3 mg/ml, y se empled la dosis de 60 mg/Kg, mediante dosis 1.p. tnica.

Una gran mayoria de los animales fue tratada con Cisplatino (CDDP),
siempre a dosis de 20 mg/Kg, por una dosis tnica. Este fArmaco se extraia de viales
conteniendo 10 ¢ 50 mg de producto liofilizado (NEOPLATINF, Laboratorios Bristol-
Myers Squibb), y se reconstituia, en funcién del experimento a efectuar, con agua
destilada o con suero salino isoténico a la dilucién de 1 mg/cc.

Los fairmacos que se testaron como supuestos agentes protectores frente
a la tubulopatia téxica por CDDP fueron la Cimetidina, la Fosfomicina y la
Metilprednisolona. Elegimos dosis previamente sugeridas como atéxicas en el caso de
la Cimetidina (44) y de la Fosfomicina (116,120,185); las dosis de Metilprednisolona
se eligieron por aproximacién a dosis dtiles en ensayos clinicos para el control de la
nefrotoxicidad (116) o de otras toxicidades como la emesis por CDDP (200), al no
existir datos experimentales con anterioridad a esta Tesis. Por mayor seguridad, varias
ratas serian tratadas exclusivamente con estos agentes para comprobar que no
aparecian toxicidades especificas que dificultasen el andlisis de la mortalidad atribuible
al CDDP. Los tratamientos experimentales, en general, se prolongaron durante varios

dias, intentando contrarrestar la fijacion duradera del CDDP al tejido renal
(22,41,201).

La Cimetidina se selecciond por su capacidad para inhibir el sistema de
secrecidn tubular para cationes orgéanicos (44,166), y sobre la base de ensayos clinicos
preliminares (134) que sugerian un papel nefroprotector para esta sustancia. Se
ensayaron varias pautas de administracién, que aparecen detallados en la Tabla IV.
La Cimetidina se extrajo de ampollas de 2 cc conteniendo 200 mg de producto activo
(TAGAMET?®, Laboratorios SKF), inyectdndose las cantidades requeridas por cada
rata sin dilucién adicional.

La Fosfomicina se selecciond por su papel nefroprotector frente al

CDDP en varios modelos experimentales (183-185), y porque ya se habia empleado

en clinica (116,186). Se emplearon dos niveles de dosis, siempre en combinacion con
CDDP (20 mg/Kg el dia 0):

- FOS 1: 40 mg/Kg cada 12 horas, los dias 0, +1 y +2.

- FOS 2: 200 mg/Kg cada 12 horas, los mismos dias 0 a +2.
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Empleamos Fosfomicina procedente de viales comerciales conteniendo
1 g de producto activo (FOSFOCINA Intramuscular®, Laboratorios CEPA), que se
reconstituian con 10 cc de agua destilada, de manera que las dosis correspondientes
de Fosfomicina se derivaron de una concentracion previa de 100 mg/ml.

La Metilprednisolona se probaria por haber sido ya estudiada en ensayos
clinicos (116), aunque no se han reportado bases experimentales hasta varios afios
después (181,182). Las dosificaciones utilizadas fueron:

- MTP 1: Metilprednisolona 1 mg/Kg/dfa, en dosis 1.p. tnica, los dias 0, +1 y +2.

- MTP 2: El mismo farmaco a 30 mg/Kg/dia, durante los mismos dias 0 a +2.

TABLA IV. PAUTAS DE CIMETIDINA USADAS EN RATA
WISTAR, COMBINADAS CON CDDP: 20 mg/Kg

CMT 1. 300 mg/Kg en dosis ip. unica el dfa 0, dos horas antes
del CDDP

CMT 2: 50 mg/Kg/dia, por 3 dosis, los dias -1, 0y +1

CMT 3. 100 mg/Kg/dia, por 5 dosis consecutivas, los dias
-1, 0, +1, +2 y +3, ambos inclusive

CMT 4: 50 mg/Kg/dia, de nuevo 5 dosis durante los mismos
dias -1 a +3

CMT 5: 200 mg/Kg/dia, en dosis tnica dos horas antes del
CDDP el dia 0, seguidos de 50 mg/Kg/dia, por 5 dosis,
de los dias +1 a +5 ambos inclusive

La Metilprednisolona se extrajo de viales liofilizados comerciales
(SOLU-MODERINF, Laboratorios Upjohn), conteniendo 40 mg de producto base, que
eran disueltos en agua destilada; se desestimd el agua estéril para inyeccidn que se
adjunta adjunta con el vial por su contenido en un 0,9% de alcohol bencilico. La
dilucién fue de 50 mg/ml.
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1.1.4. GRUPOS TERAPEUTICOS

Doscientas setenta ratas hembra fueron distribuidas al azar y
consecutivamente en cohortes definidas por el tratamiento a ensayar:

Ensayo 1. - Grupo Control: 10 ratas a las que se infundié por via i.p. sélo agua
destilada en volumen de 20 ml/Kg.

- Grupo JMB8: 10 ratas tratadas con Carboplatino i.p. a la dosis de 60 mg/Kg
diluido en dextrosa 5%, a razén de 3 mg/ml.

- Grupo CDDP: 20 ratas tratadas con CDDP i.p. a la dosis de 20 mg/kg
reconstituido en agua destilada (dilucién de 1 mg/ml).

Ensayo 2. - Grupo CDDPa: 20 ratas tratadas con CDDP 1.p. (20 mg/Kg) vehiculado
en agua destilada (1 mg/mi).

- Grupo CDDPs: 20 ratas tratadas con igual dosis de CDDP diluido en la

misma proporcion, pero no en agua destilada sino en suero salino isoténico
(CINa 0,9%).

Ensayo 3. 30 ratas, 10 tratadas con Cimetidina (300 mg/Kg/dia por dos dias
consecutivos en dosis tinica), 10 tratadas con Fosfomicina (200 mg/Kg cada

12 horas por 3 dias), y 10 tratadas con Metilprednisolona (30 mg/Kg/dia por
3 dias consecutivos).

Ensayo 4. - Grupo Control: 10 ratas sometidas a CDDP i.p.: 20 mg/Kg, disuelto en
suero salino fisioldgico, a razén de 1 mg/ml.

- Grupo CMT 1: 20 ratas tratadas con la misma pauta de CDDP, y ademds
con Cimetidina: bolus de 300 mg/Kg en dosis 1.p. tinica, dos horas antes del
CDDP el dia 0.

EN LOS ENSAYOS 5 Y SUCESIVOS, todos los animales recibieron CDDP el dia
0 como se indica en el Grupo Control del Ensayo 3, bien de forma exclusiva (en el
caso de que formasen parte, como fue lo usual, grupos control}, bien en combinacidn
con la sustancia nefroprotectora a estudio.

Ldpez-Vega JM, Tesis, 1993 32



Materiales y Métodos

Ensayo 5. - Grupo CMT 2: 10 ratas tratadas con CDDP como ya se ha expuesto; y
con Cimetidina, 50 mg/Kg/dia, en dosis i.p. tnica, por tres dias conse-
cutivos, los dias -1, 0y +1.

- Grupo CMT 3: 10 ratas sometidas al CDDP del mismo modo; y tratadas
ademds con Cimetidina i.p., 100 mg/Kg/dia, en inyeccién tinica los dias -1,
Oy +1.

- Grupo CMT 4: 10 ratas expuestas a CDDP el dfa 0, y a Cimetidina i.p., 50
mg/Kg/dia, por 5 dosis inicas extendidas consecutivamente del dia -1 al
dia +3.

Ensayo 6. - Grupo Control: 10 ratas tratadas sélo con CDDP segtin el esquema ya
repetido.

- Grupo CMT 5: 20 ratas tratadas con CDDP de igual manera; y ademads
tratadas con Cimetidina i.p., con un bolus de 300 mg/Kg el dia 0, dos horas
antes del CDDP, y después con 50 mg/Kg/dia, durante los dias +1 a +5
del estudio.

Ensayo 7. - Grupo Control: 10 ratas tratadas s6lo con CDDP reconstituido en suero
salino isoténico, como ya se ha descrito.

- Grupo FOS 1: 10 ratas expuestas a CDDP de la misma forma, y ademas
receptoras de Fosfomicina i.p. a la dosis de 40 mg/Kg cada 12 horas, a lo
largo de los dias 0, +1 y +2 (6 dosis en total).

- Grupo FOS 2: 10 ratas tratadas andlogamente, pero con Fosfomicina i.p. a
la dosis de 200 mg/Kg cada 12 horas, también los dias 0 a +2 (6 dosis)

Ensayo 8. - Grupo Control: 10 animales que reciben sélo CDDP, vehiculado en suero
fisiolégico.

- Grupo MTP 1: 10 ratas que, ademds del CDDP, son tratadas con Metil-
prednisolona i.p., a dosis de 1 mg/Kg/dia, en dosis matutina nica, en
losdias 0, +1y +2,

- Grupo MTP 2: 10 ratas expuestas a CDDP en igual modo, y al corticoide

i.p., 3 mg/Kg/dia, también en dosis tnica diaria, los mismos dias 0,
+1ly +2.
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1.2. Estudio funcional e histopatolégico de la rata Wistar tratada
con DL, de Cisplatino

1.2.1 Fundamento

Para analizar las repercusiones bioquimicas y morfoldgicas del
CDDP, solo o combinado con los farmacos que exhibiesen algin efecto nefropro-
tector, se emplearian ratas sacrificadas ex-profeso el dia 5°. Una dosis similar a la
DL,y serfa inadecuada para este propésito, pues moririan demasiados animales en los
intervalos de no observacién de sus habitdculos, y en ellos podrian existir cambios
postmortem no directamente achacables a los farmacos bajo experimentacidn.
Seleccionamos por ello una dosis capaz de inducir reconocidamente nefrotéxica, pero
que permitiese disponer de algunas ratas vivas y sacrificables hacia el 5° dia de
observacién; por datos previos de la literatura (17,158,176,188,204) elegimos una
dosis de CDDP préxima a la DLy, en concreto 7 mg/Kg.

1.2.2. Grupos de estudio

Se repartieron 40 ratas Wistar hembra, de edad y peso similares
a las ya descritas, entre 4 grupos terapéuticos con el fin de estudiar las repercusiones
funcionales e histoldgicas de una dosis tinica de CDDP. Todos los animales recibieron
una dosis de 7 mg/Kg, diluida en suero salino isoténico a razén de 1 mg/ml, por via
i.p., como la injuria téxica frente a la que testar el poder de los farmacos que
previamente, en el estudio de mortalidad inducido por la DLy, no se hubiesen
mostrado claramente ineficaces.

Cada grupo terapéutico constaba de 10 ratas. Diez de ellas fueron
tratadas exclusivamente con CDDP el dia 0, en la forma ya comentada. Las 30 ratas
restantes, ademas de CDDP en la misma forma, recibieron una de las siguientes
pautas:
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CMT: Diez ratas que recibieron Cimetidina segin protocolo CMT 5 previamente
descrito: 200 mg/Kg en dosis 1.p. unica dos horas antes del CDDP el dia 0,
seguidos de 50 mg/Kg/dia, por 5 dosis, los dias +1 a +5, ambos inclusive.

FOS: Diez ratas tratadas con Fosfomicina, segiin esquema FOS 1: 40 mg/Kg i.p. cada
12 horas, por 6 dosis totales, administradas los dias 0, +1 y +2 del experimento.

MTP: Diez animales tratados con Metilprednisolona segin esquema ya referido, que
recordamos aqui: 1 mg/Kg/dia, los mismos dias 0, +1 y +2.

Los farmacos se obtuvieron de las mismas fuentes y se emplearon con las
mismas diluciones que ya se han explicitado. El marcaje y tratamiento de los animales
se efectud con materiales y en condiciones idénticas a las ya referidas. La alimentacién
y alojamiento de los animales se mantuvo con las mismas caracteristicas de idoneidad
que en los ensayos con DL,y,. Los animales que fallecieron en el periodo de dias +1
a +4 no fueron objeto de estudio, pues al no poder determinarse con exactitud el
momento del fallecimiento, no se podria descartar la interferencia de fendmenos
postmortem no directamente relacionados con la toxicidad del CDDP o con los efectos
de las sustancias bajo estudio. Las ratas que permanecian vivas en el dia +5 fueron
sacrificadas, para proceder al estudio bioquimico de su sangre y al estudio histoldgico
de sus rifiones. Se fijé esta fecha porque en torno a ella se han descrito las anomalias
morfofuncionales mds acusadas (10,17,145,205),

1.2.3. Métodos biogquimicos e histoldgicos

Los animales atin vivos ¢l dia +5 eran pesados. El cociente peso
inicial/peso final en gramos se tomd como estimacion fisica de la poliuria y
desvitalizacién inducida por ¢l CDDP (108,151). A continuacién eran anestesiados
mediante inmersién en una cdmara de vidrio con atmodsfera saturada en éter.
Inmediatamente después se les efectuaba una laparotomia media. Mediante puncién
transdiafragmatica del ventriculo 1zquierdo se extrafan muestras de 3 a 5 c.c. de
sangre, que se introducian en tubos heparinizados y eran centrifugadas a 1.000 g, a
4° C, durante 10 minutos, para separar los elementos formes.
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Alicuotas de 0,5-1,5 ml de plasma servian para determinaciones de urea
y creatinina, que se efectuaban con un autoanalizador Technicon RA-1000. No se
contempld la realizacion de determinaciones de magnesio y potasio, pues dado el
elevado hematdcrito fisioldgico de la rata, que se acentia en condiciones de poliuria
severa, es muy frecuente que la sangre se hemolice durante la extraccién, y bajo tales
condiciones experimentales, las cifras séricas de magnesio y de potasio carecen de
fiabilidad. Alicuotas de 0,5-1,0 ml de plasma se congelaron a -80° C, hasta ser
analizadas para determinar la concentracidn de platino (206). Sélo se efectuaria la
determinacién de niveles de platino circulante en los sueros extraidos de animales
tratados con el/los fairmacos que demostrasen cierto papel nefroprotector. El método
fue la espectrofotometria de absorcidn atémica, con un equipo marca Perkin Elmer
Zeeman/3030. Los resultados se expresaron en microgramos/ml, tras haber calculado
el drea pico de cada muestra, que fue medida en absorbancia por segundo.

En un segundo tiempo se practicaba una nefrectomia bilateral, y
finalmente se provocaba su muerte por asistolia. Los rifiones quedaban fijados en
medio de Bonin alcohdlico (liquido de Duboscq-Brasil) y, previa inclusién en parafina,
se obtenian cortes histoldgicos para microscopia dptica, efectudndose tinciones con
Hematoxilina-Eosina, con Tricrémico de Masson y con Azul de Toluidina en caso de
cortes semifinos. No se efectuaron estudios ultraestructurales. Los cambios
histolégicos se graduaron conforme a una escala cualitativa ordinal de 5 niveles; los
niveles 1 a IV se definieron de acuerdo con Kempf y cols (207), y afiadimos un nive]
V correspondiente a la muerte téxica previa a la fecha del sacrificio, asumiendo que
tales ratas sufrieron una nefropatia de mayor severidad independientemente de su
correlato morfolégico. Los mencionados niveles se definen como:

- Nivel I; ausencia de cambios histoldgicos
- Nivel II: cambios minimos (Tabla V)

- Nivel III: lesiones intermedias (Tabla VI)
- Nivel IV: lesiones severas (Tabla VII)

- Nivel V: muerte tdéxica.

Las Figuras 4 a 9 sirven para ilustrar las caracteristicas morfoldgicas
de cada uno de los niveles lesionales descritos.
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TABLA V. Nivel II (CORRESPONDE A LESIONES MINIMAS)

* Tubulos normales, o bien con un epitelio algo aplanado
o con leve degeneracion vacuolar

* Ligero edema o congestion del intersticio
* Infiltracién linfocitaria focal discreta

* Ausencia de dilatacién tubular y de atipias nucleares

TABLA VI. Nivel III (LESIONES INTERMEDIAS)

* Necrosis focal y epitelio tubular aplanado con
degeneracién vacuolar

* Dilatacion moderada de la luz tubular

* Intersticio algo edematoso con infiltracién
linfocitaria focal

* Ausencia de atipias nucleares

TABLA VII. Nivel IV (LESIONES SEVERAS)

* Necrosis focal y epitelio tubular aplanado

*  Dilatacion masiva de 1a luz tubular con células
epiteliales necréticas

* Intersticio muy edematoso con infiltracién
linfocitaria focal

*  Signos regenerativos
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FIGURA 4. Nivel I: Ausencia de alteraciones histoldgicas.
Corte semifino. Azul de Toluidina (200 x)

FIGURA §. Nivel II: Congestidn vascular intersticial. Tricrémico de Masson (125x)
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FIGURA 8. Nivel IV.
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FIGURA 9. Nivel IV: Tiibulos con epitelio denudado y claros signos de regeneracidn
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2. ENSAYOS CON LINFOMA 1.5178Y IMPLANTADO EN RATON DBA/2.

2.1. MODELO EXPERIMENTAL

El CDDP se ha mostrado activo frente a muy diversas neoplasias
experimentales leucémicas (18,136), también implantadas en la cavidad peritoneal
(206), o bien inoculadas por via intramuscular o subcutdnea (189). Estos modelos han
servido no sélo para determinar el interés del CDDP en terapéutica humana, sino
también para calibrar interacciones farmacoldgicas que pudiesen aminorar el poder
antitumoral del CDDP. Para el oncélogo médico, habituado a manejar la masa tumoral
como un indice prondstico y un criterio de respuesta a la quimioterapia, los modelos
experimentales con tumores leucémicos o intraperitoneales presentan el inconveniente
de la no mesurabilidad de las lesiones. Ademads, los tumores implantados por via 1.p.,
cuando también el CDDP se administra por via i.p., ofrecen resultados no ficilmente
extrapolables a la mayoria de los tumores humanos, a los que el firmaco se enfrenta
sin una ventaja farmacocinética tan evidente. Por estos motivos, estudiamos el linfoma
L5178Y implantado en ratones DBA/2, un modelo experimental de conducta bien
descrita (192), implantado por via subcutdnea. Este tumor es facilmente medible (209),
y ademds permite una evaluacién fidedigna de la actividad del CDDP administrado via
i.p. y no en las inmediaciones del tumor. Este modelo experimental se ha empleado
en estudios inmunolégicos (193), pero en nuestro conocimiento no se habia descrito
la actividad del CDDP frente al mismo.

El linfoma L5178Y es una neoplasia de células no cohesivas, establecida
y mantenida en el ratén DBA/2 por pasaje ascitico. Sucesivamente, los ratones son
inoculados por via i.p. y portan el tumor durante 1 semana, en cuyo momento se
efectda el pasaje a un ratén previamente sano que actuard a partir de entonces como
reservorio. Cuando se inoculan células tumorales en el tejido subcutdneo de un ratén
sano, se inicia un crecimiento local en forma de pdpula no necroética, que es palpable
y medible al cabo de 1 semana de observacidn. La lesidn crece paralelamente a la
desvitalizacién del animal, el cual fallece en un periodo variable entre los 20 y 60 dias
de observacidn, dependiendo de la cantidad de células viables en el indculo. Unos 7
a 10 dias antes de su muerte, es comiin que aparezcan adenopatias regionales que
pueden ser medidas independientemente del tumor principal (Figuras 10 a 12). Este
comportamiento regular, predecible y ficilmente mensurable hace de este modelo un
apropiado campo de pruebas sobre actividad antitumoral, siendo factible el andlisis de
la supervivencia y también la evolucién de la masa tumoral (136,188,206).
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FIGURA 10. Ratones DBA/2 inoculados con 4 x 10° células de linfoma L5178Y.
Fotografia a los 9, 22 y 36 dias del indculo, de izda. a dcha. (x 1,25)

FIGURA 11. Ratén DBA/2 inoculado con 10 x 10° células de L5178,
a los 22 dias de observacién (x 4)
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FIGURA 12. Ratones DBA/2. Portan
linfomas L5178Y, 42 dias después
de un indculo de 10 x 10° células.

Véanse las adenopatias regionales,
medibles distintamente de la masa

principal.,

2.2. METODO DE TRABAJO

El tumor se implantaba en ratones DBA/2 de 2 a 3 meses de edad,
con unos 25 gramos de peso. En un primer estudio, en el "dia 0" se les inocularon 0,1
ml de liquido ascitico conteniendo 4 x 10° (cuatro millones) de células de linfoma
L5178Y, segiin indicacidn de un citémetro Neubaver®, por medio de una inyeccién
tinica en el tejido subcutdneo de la regidn del lomo. Se previd la posibilidad de
requerir estudios adicionales con indculos de 10 x 10° (diez millones) de células
tumorales. En el dia +1 se les sometia a los tratamientos que mds adelante se
especifican. Para todas las inyecciones se emplearon agujas metdlicas y jeringuillas de
material pldstico convencionales para insulinoterapia. Posteriormente los ratones
quedaban alojados en dptimas condiciones ambientales, con nutricidn e hidratacién ad
libitum y eran sometidos a observacitn cada 2 dias. Una vez que ¢l tumor llegaba a
ser palpable, se depilaba la zona correspondiente para facilitar las mediciones del
tumor mediante un calibre (209).

La valoracidn cuantitativa de este modelo experimental se realizé
conforme a los siguientes métodos:

1) Elaboracién de las curvas de supervivencia (probabilidad de
supervivencia en funcién del tiempo de observacidn).
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2°) Determinacidn del pardmetro % T/C, que se define como el cociente
entre la MST, (supervivencia mediana de los ratones tratados con el firmaco) y la
MST, (supervivencia mediana de los ratones-control), expresado en porcentaje; este
pardmetro cldsico se calcula considerando solamente los ratones que fallecen en el
curso del seguimiento, y desestimdndose ademds los ratones que fallecen durante los
7 primeros dias del experimento, pues se trataba de evaluar el impacto prondstico
negativo debido al linfoma L5178Y, y no la mortalidad atribuible a la nefropatia por
CDDP (210). Es usual considerar que un % TC superior a 125 indica actividad
antitumoral probable, mientras un % TC superior a 150 indica actividad antitumoral
segura,

3°) Cuantificacién de la tasa de animales curados, esto es en remisién
completa (ausencia de cualquier signo fisico de tumor residual), mantenida mds alld
del dia sexagésimo de observacidn.

49) Medicidn seriada del drea tumoral, definida como el producto de fos
didmetros perpendiculares de la pdpula tumoral, expresado en cm®. En el caso de que
la lesién primaria llegare a acompaiiarse de adenopatias regionales (a menudo obser-
vables en una o ambas regiones axilares), el drea tumoral incluiria sélo la del tumor
primario exclusivamente, salvo que se produjese una aposicidn del tumor y de sus
adenopatias que hiciera imposible su medicidn separada (ver Figura 12).

2.3. DESCRIPCION DE EXPERIMENTOS

Se emplearon 138 ratones DBA/2 para efectuar cinco ensayos
consecutivos. El Experimento 1 pretendia valorar la actividad del CDDP como agente
unico, frente al modelo ya comentado, y se trataron 15 ratones de las caracteristicas
ya descritas. Todos ellos fueron inoculados por via s.c. el dia 0 con 4 x 10° células
linfomatosas (cuatro millones) en suspensidn en un volumen de 0,1 ml. Sé6lo 8 de los
animales fueron tratados el dia +1 con CDDP, en una dosis tnica de 10 mg/Kg por
via intraperitoneal, diluido en salino isotdnico a la dilucién de 0,5 mg/ml. Los siete
ratones restantes servirian como control y recibieron el dia +1 por via i.p. sélo salino
isoténico a volimenes equiparables. Todos los ratones fueron observados diartamente

para establecer las oportunas curvas de supervivencia y sus tumores se midieron los
dias 8, 18 y 34.

En prevision de que el indculo de 4 millones de células no revistiese la
suficiente agresividad como para estimar fehacientemente la actividad antitumoral del
CDDP, se planificé un Experimento n® 2, con 14 ratones en un grupo control y otros
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15 tratados con CDDP. El diseno seria idéntico al de 1a experiencia previa, pero en
este caso el indculo de células de L5178Y contendria 10 x 10° células (diez millones

de células tumorales). Las mediciones del drea tumoral se efectuaron los dias 10, 17
y 22.

Los ENSAYOS Nos. 3,4 y 5 se disefiaron para valorar el efecto
de Ia administracion concurrente de CDDP y Cimetidina (CMT) sobre la actividad
antitumoral de aquél.

En ¢l Experimento 3, cuatro ratones serian inoculados con 4 6 10
millones de células tumorales de L5178Y por via s.c. (segilin resultados de las
experiencias anteriores) el dia 0 y no recibirian més tratamientos; otros cinco ratones
recibirfan ademdas CDDP a la dosis de 10 mg/Kg el dia +1; y por dltimo cinco
animales mds serian tratados con CDDP a la misma dosis y con CMT 1i.p. en forma
de un bolus de 200 mg/Kg dos horas antes de la dosis de CDDP el dia +1 y a
continuacién con 50 mg/Kg/ /dia en dosis tinicas administradas los dias +2 a +6,
ambos inclusive. La CMT se obtendria de ampollas comerciales d¢ TAGAMET®R
(Laboratorios SKF). De nuevo, habria una obserrvacién diaria para establecer las

curvas de supervivencia, y se programaron mediciones del drea tumoral los dias 10,
14y 22,

El cuarto experimento repetiria el mismo disefio, ahora con 9 ratones
en el grupo control, y 10 en cada uno de los grupos terapéuticos. Ademds, la dosis de
CDDP se redujo a 9 mg/Kg, en una dosis dnica por via i.p administrada el dia +1
del estudio. Todos los demds pardmetros experimentales se mantuvieron constantes.
Se prefijaron los dias 9, 15, 22, 29 y 36 para la medicién de las masas tumorales.

Por 1iltimo, se realizé un Ensayo n® 5 confirmatorio, con el mismo
disefio que el del Experimento 4 en términos de indculo tumoral y dosis de farmacos,
pero con el siguiente nimero de animales: 11 en el grupo control, 20 en el grupo
tratado con CDDP solo, y otros 20 ratones tratados con CDDP y CMT. Ademds de
la observacién diaria de los animales, se determind que en los dias 9, 15, 22 y 36 se
determinarian las dreas de los tumores que portasen.

Por la relativa homogeneidad de los Ensayos 3, 4 y 5, cuyo
objetivo era determinar si la Cimetidina presenta riesgo de interferir con la actividad
antitumoral del CDDP, y cuyos disefios y realizacidn prdctica se mantuvieron bajo
condiciciones muy equiparables, existié la previsién de efectuar un andlisis adicional
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conjunto por compilacién de los resultados de los 3 estudios. El andlisis de esta
"agrupacién” no se efectuaria conforme a las exigencias formales del metaandlisis y
no sustituiria al andlisis estadistico de los Ensayos 3, 4 y 5 por separado; pensamos
practicarlo y exponerlo unicamente como un elemento adicional de reflexién, sobre
la experiencia obtenida en el tratamiento de 94 ratones DBA/2 sometidos a similares
condiciones de experimentacidn.

3. ENSAYO CLINICO CONTROLADO PROSPECTIVO

3.1. Justificacién del ensayo

El CDDP es un agente de fuerte poder nefro-téxico, capaz de
inducir cuadros de insuficiencia renal aguda y estados de disfuncién tubular; los
primeros se combaten en la actualidad con esquemas de hidratacién vigorosa con o sin
diuresis forzada, pero para los segundos no existe un tratamiento profildctico de
eficacia reconocida (87,113,138). Un gran niimero de pacientes tratados con CDDP
experimentan algin grado de hipomagnesemia al cabo de varios ciclos de quimiotera-
pia (97,211). Sin embargo, pocos estudios hasta la fecha han tratado de encontrar
métodos profildcticos utiles frente a este fendmeno téxico; casi todos ellos han
valorado el efecto del aporte exégeno suplementario de magnesio (113,212-214), y
sélo esporddicamente se ha estudiado el papel protector de un firmaco no citotéxico
en combinacién con el CDDP (138,215).

Se ha descrito que la Cimetidina puede proteger al humano de la
tubulopatia téxica por CDDP (44,134,166), aunque no existe suficiente base
experimental para tal indicacidn terapéutica. A la luz de los resultados obtenidos en
el modelo de nefropatia toxica por CDDP en la rata Wistar, y de los resultados
observados en el modelo de linfoma L5178Y implantado en el ratén DBA/2,
pretendimos llevar a cabo un ensayo clinico controlado entre pacientes del Servicio de
Oncologia Médica del Hospital Universitarto San Carlos. Serian objeto de estudio
aquellos pacientes necesitados de una quimioterapia basada en el CDDP, con un disefio
aleatorizado y paralelo entre dos grupos, uno que sélo seria tratado con la
quimioterapia correspondiente, y otro que recibiria Cimetidina ademds del CDDP. Se
incluirdn los enfermos que otorguen su consentimiento informado, segin las guias de
buena practica clinica recomendadas en 1.990 para la Comunidad Econdmica Europea
(216). Desde la aparicidon del tinico ensayo clinico que sobre el uso de Cimetidina en
esta indicacion se llevé a cabo en 1987 (134), de acuerdo con la revision bibliografica
efectuada, no se ha publicado ningtn trabajo similar,

Lépez-Vega JM, Tesis, 1993 46



Materiales y Métodos

3.2. Diseiio del estudio

Los pacientes sometidos a cursos repetidos de CDDP a altas dosis
desarrollan con gran frecuencia signos de tubulopatia téxica, entre los que destaca la
hipomagnesemia, junto con otros mds secundarios como hipocalcemia, hiperuricemia
e hipokaliemia (87,167). En gran medida, esta toxicidad es dosis/dependiente y puede
estar acompanada o no de azoemia como expresion de insuficiencia renal (79). Se ha
descrito que al cabo de 4 ciclos con CDDP a dosis de 100 mg/m?, casi el 90% de los
pacientes devienen hipomagnesémicos (97). La combinacién de Cimetidina (CMT) con
el CDDP, si en verdad aquel formaco se comporta como inhibidor de la tubulopatia
toxica por CDDP, debiera impedir la aparicién de hipomagnesemia en tal magnitud.

Se distribuyeron aleatoriamente 48 pacientes entre dos ramas terapéuticas
paralelas. Aquellos pacientes a los que se indique una quimioterapia con CDDP, al
menos por 4 ciclos a dosis de 100 mg/m?* i.v. cada 3 semanas (acompaitado o no de
otros citostdticos, siempre que éstos no estuvieren claramente asociados con una
nefropatia téxica), fueron asignados aleatoriamente por €l método de sobres cerrados,
a recibir una de las siguientes formas de terapia:

- Rama A (de control): pacientes que recibirdn las dosis correspondientes de CDDP.

- Rama B (de ensayo): enfermos que serdn tratados con el CDDP en igual manera que
los anteriores, pero recibiendo combinadamente Cimetidina (CMT).

Todos los pacientes reciberon Cisplatino (NEOPLATINF, Laboratorios
Bristol-Myers Squibb), a dosis de 100 mg/m’ disuelto en 500 cc de suero salino
isoténico, por via 1.v. a pasar en 2 horas, cada 3 semanas (independientemente de los
otros citostdticos, que no se explicitaban en el protocolo). El CDDP fue acompaiiado
de una pre y poshidratacién con 3 litros/m* de suero glucosalino, conteniendo 3 g/l
de cloruro sédico y 33 g/1 de glucosa), junto con un suplemento de 60 mEq de cloruro
potdsico a lo largo de 18 horas. Se pautaron regimenes antieméticos a titulo
profildctico, sin mds especificacién que la de no incluir corticoides como adyuvantes
de la antiemesis, por su posible efectos nefroprotector per se. Tampoco se permitio
el empleo de furosemida u otros diuréticos a lo largo del estudio, m por supuesto el
aporte exdgeno de magnesio durante el periodo de valoracién del ensayo. Se permitié
el uso de manitol, pero sélo durante el dia de la perfusién de CDDP, a la dosis de 250
ml de una solucién al 20% exclusivamente en caso de que la diuresis fuese en algiin
momento inferior a 80 cc/hora.
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. Los pacientes de la rama B, ademds de la mencionada quimioterapia,
fueron tratados con Cimetidina del modo siguiente: bolus i.v. de 400 mg dos horas
antes del CDDP, y mantenimiento con 200 mg p.o. cada 8 horas durante los dias 1
a 21 de cada ciclo, es decir durante todo el periodo de tratamiento con CDDP (134).
La Cimetidina se empleard bajo la forma comercial TAGAMET? (Laboratorios SKF),
ampollas de 400 mg y comprimidos de 200 mg.

Por consiguiente, el disefio fue el de un ensayo comparativo,
aleatorizado, de dos brazos terapéuticos paralelos, propiamente en régimen de Fase
IV con metodologia de Fase III, pues todos los farmacos a testar estdn disponibles
comercialmente desde hace afos y se conoce perfectamente su indice terapéutico y
toxicidad esperable. Este ensayo clinico quedd enmarcado en las labores asistenciales,
investigadoras y docentes propias del Servicio de Oncologia Médica del Hospital
Universitario San Carlos, bajo la direccién y supervisién del Prof. Eduardo Diaz-
Rubio, y bajo la responsabilidad asistencial directa de D. José Manuel Lépez Vega,
como Doctorando y Médico Residente del mencionado Servicio. La inclusién de los
pacientes se llevaria a cabo entre Septiembre de 1.989 y Enero de 1.991; varios meses
de seguimiento prolongarian el andlisis de resultados hasta finales de 1.991.

3.3. Criterios de seleccion de pacientes

Se consideraron elegibles para el ensayo los enfermos sometidos
por primera vez a tratamiento quimioterdpico con CDDP, siempre que se previera que
habrian de recibir al menos 400 mg/m?® de dosis total acumulada. Se exigié una edad
superior a 18 afios y menor de 75, un estado general definido por un indice de
Karnofsky igual o superior a 70, y una expectativa de vida superior a 9 meses. Se
requirié que la creatinina sérica estuviese por debajo de 1,3 mg/dL, con aclaramiento
superior a 90 ml/min, y que no existieran antecedentes de hipertensién arterial,
nefropatia, cardiopatia ni uropatia obstructiva de cualquier etiologia. En cambio, no
se exigid ninguna cifra minima de magnesio sérico. Por iltimo, se recabd el
consentimiento informado y escrito por parte del enfermo, tras poner en conocimiento
de €l y de un familiar la naturaleza de su enfermedad, el tipo de tratamiento requerido,
y los objetivos y disefio del presente estudio.

Por el contrario, los enfermos que ya hubieran recibido compuestos de
platino, o los que tengan estados clinicos o analiticos distintos de los recabados en el
pdrrafo anterior, no fueron elegibles para este estudio. Tampoco fueron aleatorizados
aleatorizacidn los enfermos que no emitieron un consentimiento especifico, mediante
las hojas al efecto empleadas por el Servicio de Oncologia Médica del Hospital
Universitario San Carlos.
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Las causas de exclusién fueron: violaciones mayores del protocolo
terapéutico, por cualquier motivo; deseo expreso del enfermo de finalizar el ensayo,
aun sin interrumpirse por ello el protocolo quimioterdpico previsto; suspension de la
quimioterapia por progresion de la enfermedad o por toxicidad intolerable. En
principio, el objetivo era analizar la evolucién de la magnesemia al menos después de
2 y 4 ciclos; se tomardn no obstante en consideracion los datos de los enfermos que
reciban sélo 2 ciclos y los de aquellos que superen ese limite, en este caso siempre
que la dosis acumulada haya sido al menos de 400 mg/m?. En cualquier caso, se
detallarian las causas de no evaluabilidad de cada paciente que se considerase excluido
del estudio en cualquier fase del mismo.

3.4. Caracteristicas de los pacientes

A lo largo de 18 meses, 48 enfermos fueron asignados
aleatoriamente a una de las dos ramas del ensayo. Veinticinco correspondieron a la
rama A y 23 se incluyeron en la rama B. Inmediatamente después de la aleatorizacién,
un varén de la rama A y dos pacientes de la rama B, también de sexo masculino,
rehusaron proseguir en el ensayo. El primero no llegd a recibir quimioterapia en
nuestro Hospital. Los incluidos en el brazo B rechazaron la quimioterapia después de
recibir un ciclo y no acudieron a sucesivas revisiones. Ambos recibieron una
combinacién de CDDP y Fluorouracilo segtn la pauta cldsica de Al-Sarraf para sendos
carcinoma escamosos de cabeza y cuello, y se pudo documentar que ¢l abandono del
tratamiento no estuvo directamente relacionado con el motivo de este ensayo clinico,
esto es con la hipomagnesemia inducida por cursos repetidos de CDDP. Por
consiguiente, consideramos que los 3 enfermos se podian excluir del analisis, y que
el nimero de pacientes evaluables serfa de 45 (24 en la rama A y 21 en la rama B).

Los principales rasgos clinicos previos al tratamiento de estos 45
pacientes quedan resefiados en la Tabla VIII. También se recoge el nimero de ciclos
de quimioterapia que se administraron en cada brazo terapéutico. Respecto de las
caracteristicas basales de los pacientes, ambos grupos aparecen bien balanceados, con
una ligera desproporcidn entre 1os tipos histoldgicos de neoplasia. En el grupo B hubo
mds pacientes con carcinoma de cabeza y cuello y ovario, mientras que en el grupo
A habia mds acumulacidn de casos de cdncer de pulmdn, si bien en su mayoria éstos
correspondian a la variedad de células pequefias, y por tanto no era previsible que
recibiesen menos ciclos de quimioterapia que los enfermos incluidos en la rama B.
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Los tratamientos quimioterdpicos fueron comparables en ambos grupos
del estudio: combinaciones de CDDP y etopdsido para los cdnceres pulmonares; de
CDDP y ciclofosfamida para los tumores ovdricos; y de CDDP con fluorouracilo en
los cdnceres de cabeza y cuello. Hubo un tumor germinal en cada grupo, y ambos
fueron tratados con CDDP, vinblastina y bleomicina. Los pocos casos restantes fueron
neoplasias de tiroides y vejiga que recibieron combinaciones de CDDP y doxorru-

bicina. En todos los casos, cada dosis unitaria de CDDP fue de 100 mg/m2.

TABLA VIII. CARACTERISTICAS DE LOS ENFERMOS SOMETIDOS A
ENSAYO CLINICO CON CIMETIDINA vs CDDP

N° DE PACIENTES

Rama A Rama B
Pacientes evaluables 21 24
N° de ciclos por enfermo
Dos 1 3
Tres 5 1
Cuatro 13 8
> 4 2 12
Sexo: Femenino 10 12
Masculino 11 12
Edad: Mediana 60 60
Limites 37-70 32-72
Tumores: Pulmén 7 4
Cabeza y Cuello 6 9
Ovario 5 9
Otros 3 2
Magnesemia basal: Mediana 1.80 1.82
(mg/dl) Limites 1.60-2.16 1.55-2.26
Creatinina basal: Mediana 0.89 0.88
(mg/dl) Limites 0.52-1.20 0.60-1.22
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3.5. Estudios analiticos

El dia previo a cada ciclo se realizaron determinaciones de magnesio
sérico, de creatinina, y secundariamente de otros pardmetros hematométricos y
bioquimicos de relevancia para este tipo de tratamientos), evitando en todo caso los
periodos de hidratacién forzada. Se desecharon las muestras de sangre hemolizada. No
se efectuaron determinaciones de magnesio urinario por la variabilidad de sus cifras
en funcién de la dieta del paciente, la cual no estuvo condicionada por ninguna
restriccién ni suplementacidn especificas. Los niveles de magnesio sérico se
cuantificaron por espectrofotometria de absorcién atémica; en el Hospital Universitario
San Carlos de Madrd, los valores normales oscilan entre 1,75 y 2,40 mg/dl. Las
magnesemias previas al ensayo, en general, estuvieron dentro de estos limites, aunque
varios pacientes exhibian cifras menores, en ausencia de cualquier evidencia clinica
de patologia rena, y no por ello fueron desestimados para el ensayo. Por la
discordancia que se ha descrito entre la afectacién glomerular y la tubulopatia inducida
por CDDP (112,217), se analizaron separadamente los niveles de creatinina sérica,
expresados en mg/dl. No procedimos a estudios isotépicos para estimacidén del flojo
plasmadtico renal o de la fraccién de filtracién glomerular (22). No se efectuaron
determinaciones de enzimas urinarias porque la variabilidad de sus valores las hace
indicadores muy poco fiables de tubulopatia activa (102,218-220).

Los datos relativos a la respuesta de los tumores a la quimioterapia no
fueron tenidos en cuenta, salvo para interrumpir la indicacién de CDDP si se
documenta progresién de la enfermedad durante dicho tratamiento. Los criterios de
respuesta serdn los apropiados para cada tipo de neoplasia, de acuerdo con las
recomendaciones usuales de la OMS, e igual patrén se seguird para la evaluacién de
la toxicidad. Todos los datos clinicos del paciente, asi como todos los resultados de
analiticos, y los estudios radiolégicos destinados a comprobar la evolucién de la
enfermedad, asi como las hojas de consentimiento informado por escritopara recibir
quimioterapia y para ser incluible en este ensayo clinico, quedaron recogidas en las
historias clinicas del Hospital Universitario San Carlos, segin modelos formalizados
por la Comisién de Historias Clinicas y el Servicio de Oncologia Médica de dicho
Centro.

El nimero de ciclos de quimioterapia que recibieron los pacientes de
de los dos grupos terapéuticos se recoge en la Tabla VIII. En el brazo con Cimetidina
mds enfermos sobrepasaron los 4 ciclos de quimioterapia. No obstante, mds alld de
ese umbral se produjo una gran variacién en los regimenes de quimioterapia de cada
paciente, siendo dificil analizar los datos bioquimicos de forma sistemdtica. Por ello,
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a efectos del ensayo sdlo se valoraron los efectos de los 4 primeros ciclos de
quimioterapia, y en este contexto los dos brazos del estudio stuvieron bien
balanceados. Los pacientes que no llegaron a recibir un minimo de 400 mg/m2 de
CDDP fueron 6 (28.5%) en el brazo-control y 4 (16.7%) en la rama B. La diferencia
no es estadisticamente significativa. En todos los casos, el motivo para no continuar
el tratamiento con CDDP fue la progresidn de ta enfermedad.

4. METODOS DE ANALISIS ESTADISTICO

Las curvas de supervivencia de las ratas Wistar expuestas a CDDP 20
mg/Kg y las de los ratones DBA/2 inoculados con células de linfoma L5178Y, al ser
estos animales observados diariamente, se expresaron en términos de porcentaje
absoluto de animales supervivientes a lo largo de los dias de observacién. Las
comparaciones entre curvas de este tipo se¢ realizaron mediante tests de Mantel-
Haenszel (221).

Cuando interesé comparar las proporciones de ratas Wistar curadas de
su nefropatia aguda (vivas y con aspecto normal al dia +12) o bien las de ratones
DBA/2 en remisién completa mantenida, se confeccionaron tablas de contingencia de
m filas por n columnas, que se contrastaron por el test de Ji*. Si las tablas consistian
en modelos 2 x2, se empled el test exacto de Fisher (222).

Las variaciones en ¢l peso y las determinaciones de urea, creatinina y
platino circulante, efectuadas en ratas Wistar tratadas con CDDP a la dosis de 7
mg/Kg (entre otros firmacos) se sometieron a tests de Smirnov-Kolmogorov para
valorar su grado de ajuste a una distribucién normal. Cuando existié un suficiente
grado de aproximacion, se¢ contrastaron mediante pruebas "t" de Student. Si las
distribuciones contenian un nimero escaso de casos o se alejaban ampliamente de la
normal, se contrastaron mediante tests no paramétricos, en concreto el test de rangos
de Wilcoxon para datos no apareados (223).

Los niveles lesionales observados en rifiones de ratas Wistar expuestas
a CDDP 7mg/Kg dardn lugar a la generacién de "indices de severidad” de acuerdo
con el método descrito por Litterst y cols (18). Cada nivel lesional (de 1 a V) se
valorard por los guarismos ! a 5; el nimero de animales contenido en cada nivel se
multiplicard por el guarismo correspondiente; la suma de todos los términos asi
obtenidos se dividird por el mimero total de animales expuestos al experimento. En
la literatura consultada, no se han descrito métodos estadisticos para analizar estos
"indices de severidad". Por ello, adictonalmente los niveles IV y V se agrupardn como
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"lesiones graves", frente al resto de los niveles, que se agrupardn como "lesiones
leves". Asi se podrin construir tablas de contingencia 2 x 2 para cada grupo
terapéutico, a las que poder aplicar el test exacto de Fisher para estimar el posible

efecto nefroprotector de distintos firmacos experimentales frente a la accidn téxica del
CDDP.

Las mediciones del drea tumoral de las neoplasias inoculadas a los
ratones DBA/2, al constituir datos cuantitativos estimados de forma repetida en el
tiempo, se sometieron a tests de andlisis de varianza (test ANOVA en una via para un
factor repetido), procediéndose a comparaciones miiltiples con ayuda del test secuen-
cial de rangos de Newman-Keuls (224). Aplicamos un procedimiento andlogo para
contrastar las cifras de magnesemia y de creatinina sérica en los pacientes incluidos
en el ensayo clinico con CDDP y Cimetidina. Cuando interesé comparar los datos
obtenidos en un determinado dia o fase del estudio, ya fuesen de masas tumorales en
los ratones DBA/2, o de resultados bioquimicos en el ensayo clinico, de nuevo
mediante test de Smirnov-Kolmogorov se determiné la normalidad de los datos, y
conforme a ese criterio se aplicé la "t" de Student o bien un test de rangos de
Wilcoxon para datos inapareados.

Para todos los test estadisticos aplicados, se seleccionard una p < 0,05
como nivel de significacidn estadistica. Todos los cdlculos estadisticos se realizaron
con ayuda de un programa RSIGMA, en un ordenador PC compatible dotado de
microprocesador Intel 80386DX a 33 MHz, sin coprocesador matemadtico.
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RESULTADOS

1. MORTALIDAD DE RATA WISTAR CON CDDP (20 mg/Kg)

Se estudiaron un total de 260 ratas hembra de raza Wistar,
distribuidas en 8 ensayos terapéuticos consecutivos, en los que se les aplicaban
distintos tratamientos por via i.p. El primer ensayo consistié en tratar un total de 40
animales, 10 de ellos con agua destilada, otros 10 con Carboplatino, y finalmente 20
ratas mas con CDDP diluido en agua destilada. La observacion diaria de los animales
dio lugar a las curvas de supervivencia absoluta que se recogen en la Figura 13, Se
comprobé una variacién estadisticamente significativa entre la curva asociada al
tratamiento con CDDP y las observadas en animales tratados con agua o Carboplatino
mediante el test de Mantel-Haenszel (M-H). En el examen postmortem, todas las ratas
tratadas con CDDP perdieron peso de forma notable; macroscépicamente en los
drganos internos vimos una importante dilatacion géstrica y sobre todo una grave
afectacién renal, con nefromegalia moderada y al corte una combinacién de
oligohemia cortical y congestién hemorragica de las dreas medular y cértico/medular
(Figura 15). Por microscopia éptica se demostraban extensos fenémenos de necrosis
tubular (Figura 16); no se apreciaban lesiones en higado, corazén ni pulmén.

Figura 13. Mortalidad inducida por
CDDF (20 mg/Kg) en rata Wistar
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FIGURA 14. Rifién de rata Wistar al 8° dfa de tratamiento con
Carboplatino. No se aprecian lesiones macroscdpicas.

FIGURA 15. Rifidn de rata Wistar expuesta a CDDP disuvelto en agua destilada.
Dosis de 20 mg/Kg. El animal fallecié al 4° dia de observacidn.
Véanse la oligohemia cortical y la congestién medular.
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FIGURA 16
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Un segundo ensayo compard la evolucidn de 40 ratas, divididas en: 20
tratadas con CDDP diluido en agua destilada, y 20 mds tratadas con CDDP disuelto
en suero salino isotdnico; en ambos casos se mantuvo la dosis de 20 mg/Kg. Las

curvas de supervivencia se reflejan en la Figura 17. El test de M-H revela una
diferencia estadisticamente significativa entre ambas.

Figura 17. Rata Wistar: CDDP 20 mg/Kg
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Resultados

En los ensayos subsiguientes, se pretendia comprobar un efecto favorable
de varios farmacos sobre la toxicidad letal inducida por el CDDP. Antes de proceder
a ninguna comparacion, se llevé a cabo un tercer experimento prospectivo en el que
se trataron 10 ratas con Cimetidina (300 mg/Kg/dia, repetidos 2 dias consecutivos),
otras 10 con Fosfomicina (200 mg/Kg cada 12 horas por 6 dosis consecutivas), y 10
mds con Metilprednisolona (30 mg/Kg/dia, en 3 dias consecutivos). La tolerancia
aguda fue aceptable. Se aprecié un estado de apatia transitoria de escasas horas de
duracién el segundo dia de tratamiento en los animales tratados con Cimetidina. En
los dias 3° al 5°, las ratas tratadas con Fosfomicina y Metilprednisolona exhibieron
leves signos de irritacién peritoneal. Todos los efectos revirtieron espontdneamente y
no se produjo ningun fallecimiento entre estos animales. Todos fueron sacrificados,
sin encontrarse lesiones en el examen postmortem.

El cuarto ensayo se efectué con un grupo de 10 ratas tratadas sélo con
CDDP (20 mg/Kg, diluido en suero salino isoténico), junto a otros 20 animales
tratados, ademds, con Cimetidina segiin protocolo CMT 1. Las curvas de superviven-
cia se representan en la Figura 18. No se observd diferencia estadisticamente
significativa entre ambas. En esta ocasidn los animales tratados con CDDP y CMT 1
exhibieron arreactividad a estimulos e incoordinacién motora mds duraderas que el
estado apdtico descrito con el uso de CMT en ¢l experimento anterior.
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El Experimento n® 5 dividid 30 ratas de raza Wistar en 3 grupos de igual
tamafio; cada uno de ellos recibié CDDP a dosis de 20 mg/Kg disuelto en suero salino
1soténico, ademds de Cimetidina, segin las pautas CMT 2, CMT 3 y CMT 4. Todos
estos esquemas contemplaban repetir dosis de Cimetidina durante 3 6 5 dias. Los
tratamientos se asociaron a las curvas de supervivencia que aparecen en la Figura 19,
El andlisis estadistico no aprecié diferencias entre ellas. Retrospectivamente, aunque
los animales no empezaban a fallecer masivamente hasta después del 5° dia, en dltima
instancia no se observaba ninguna mejoria de las curvas de supervivencia reflejadas
en la Figura 18. No se aprecid toxicidad neuroldgica en ninguno de los grupos.

Figura 18. Moriaioad por CDOR. 20 ma/ig
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En el siguiente experimento comparamos las evoluciones de 10 ratas-
control sometidas sélo a la accién de CDDP y de otras 20 ratas tratadas con CDDP
combinado con el régimen de Cimetidina CMT 5. Aqui se disminuyé en un 30% la
dosis de Cimetidina correspondiente al dia 0, por las observaciones efectuadas en el
cuarto ensayo con CMT 1. Se generaron las curvas de supervivencia que
representamos en la Figura 20. El test de M-H arrojé una p < 0.1, lo que se
consideré en todo caso en el limite de la significacidn estadistica. En este ensayo no
surgieron signos de encefalopatia en los animales que recibiecron Cimetidina.
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El estudio realizado a continuacién (n® 7) consistié en ensayar los efectos
del CDDP combinado con dos distintas dosificaciones de Fosfomicina (segin pautas
FOS 1 y FOS 2) frente al tratamiento exclusivo con CDDP, a la dosis constante de
20 mg/Kg diluidos en salino fisiolégico. Se emplearon 10 ratas Wistar en cada grupo
terapéutico, cuyas curvas de supervivencia quedan recogidas en la Figura 21. El test
de M-H no arroja en ninguin caso diferencias significativas, si bien la mortalidad con
el esquema FOS 2 parecia exceder claramente a la esperada; de hecho, las ratas
tratadas con este esquema (200 mg/Kg de Fosfomicina cada 12 horas por 6 dosis)
sufrfan signos de irritacidn peritoneal muy evidentes, mds intensos que los observados
durante el Ensayo 3°, o que no sucedia con los animales del grupo FOS 1.

En el dltimo ensayo terapéutico se confrontaron 10 ratas tratadas sélo con
CDDP con 20 ratas que se repartieron equitativamente entre dos ramas para recibir,
ademds del CDDP, las pautas de Metilprednisolona definidos como MTP 1 y MTP 2.
Las curvas de supervivencia de cada grupo estdn representadas en la Figura 22.
Nuevamente, la estimacién por el método de M-H resultd carente de significacidn
estadistica. También sucedid que los animales sometidos al tratamiento MTP 2
exhibian intensos signos de irritacidn peritoneal, en las horas previas a su
fallecimiento, que se produjo siempre en el curso de los 5 primeros dias de
observacién.
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Figura 21. CDDP 20 mg/Kg en rata Wistar:
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FIGURA 22. Tubulopatia téxica por
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Para un andlisis mds completo, mostramos a continuacién los resultados
obtenidos por los diversos agentes nefroprotectores, en términos de porcentajes de
animales supervivientes al 12° dia de observacién, mds alld del cual no se documentan
fallecimientos espontdneos atribuibles a la tubulopatia por altas dosis de CDDP.
Exponemos en la Figura 23 los resultados obtenidos con varios esquemas de
Cimetidina, que pudieron ser sometidos a valoracién estadistica mediante sendos tests
exactos de Fisher (EF). Obtuvimos una p < 0.001 al comparar los efectos del
Carboplatino frente a los del CDDP disuelto en agua destilada; este dltimo tratamiento
permite una supervivencia significativamente menor. En segundo término, la tasa de
supervivencia al 12° difa es mejorada significativamente por la adicién de suero salino
isoténico al CDDP (p < 0,05 en ¢l test EF). En cambio, desde el punto de vista
estadistico, ninguno de los regimenes de tratamiento con Cimetidina dio lugar a
supervivencias significativamente distintas en comparacién con el suero salino
isoténico, aunque parecia existir una ligera ventaja de la pauta CMT 3.

En la Figura 24, de forma andloga, resumimos los efectos observadas con
varias pautas de Fosfomicina y Metilprednisolona. Ningtin esquema arrojé resultados
significativamente distintos de los que se obtuvieron con suero salino isoténico. Es de
sefialar la muy baja supervivencia asociada con las dosis mds altas de Fosfomicina y
de Metilprednisolona; si bien el nimero de ratas observadas era pequefio y de hecho
los correspondientes test EF no encontraron una diferencia significativa respecto de
otros grupos.

Figura 23. Toxicidad letal por CDUP
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Figura 24. NTA letal por CDOF: Efectos
de Fosfomicina v Metilprednisolona
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2. ESTUDIO BIOQUIMICO Y MORFOLOGICO DE LA RATA
WISTAR EXPUESTA A DOSIS UNICA DE CDDP DE 7 mg/Kg

En funcién de los resultados obtenidos en la fase previa, para valorar las
repercusiones bioquimicas ¢ histopatoldgicas del CDDP i.p. a la dosis de 7 mg/Kg
sobre la rata Wistar, se trataron 40 ratas divididas en los siguientes 4 grupos
terapéuticos, que recordamos aqui:

- Grupo 1: CDDP 7 mg/Kg diluido en salino isoténico

- Grupo 2: Igual tratamiento mds CMT, 200 mg/Kg en bolus dos horas antes del
CDDP, y 50 mg/Kg/dia durante los 5 dias siguientes

- Grupo 3: CDDP igual méds FOS 40 mg/Kg cada 12 horas, durante 3 dias
- Grupo 4: CDDP igual, mas MTP 1 mg/Kg/dia durante 3 dias.

Fallecieron durante ¢l perfodo de observacién inmediato 14 ratas (3, 2, 5y 4
de cada respectivo grupo terapéutico). Tales animales no se tomaron en consideracién

en esta fase del trabajo. Los datos que proporciond el estudio de los anmimales que
llegaron a ser sacrificados el 5° dia, se reportan en la Tabla IX.
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Tabla IX. Estudio bioquimico al 5° dia (CDDP: 7 mg/Kg)

Peso inicial (g) Peso final PF/PIx100 Urea (mg %) Creatinina

GRUPO 1: CDDP

1. 234 214 01.45 454 5.1
2. 219 217 99.08 72 1.0
3. 227 195 85.90 456 4.0
4, 210 187 89.04 530 5.8
5. 205 179 87.31 430 4.3
6. 229 202 88.20 526 6.2
7. 159 136 85.53 551 5.8

GRUPO 2: CDDP + CMT 5

1. 224 214 95.53 215 3.7
2. 199 175 87.93 121 0.9
3. 237 206 86.91 146 1.6
4. 222 210 94.59 53 0.7
5. 211 186 88.15 313 3.5
6. 269 215 79.92 309 4.0
7. 246 237 96.34 52 0.8
8. 216 200 92.59 487 472

GRUPO 3: CDDP + FOS 1

1. 216 154 71.29 741 7.5
2. 246 194 78.86 918 6.4
3. 255 207 81.17 1037 9.6
4, 222 205 92.34 68 0.9
5. 229 198 86.46 674 4.8

GRUPO 4: CDDP + MTP 1

l. 229 171 74.67 946 7.9
2. 226 206 91.15 67 1.3
3. 189 157 83.06 994 10.5
4, 227 187 82.37 1046 9.4
5. 226 173 76.54 1074 11.6
6. 222 188 84.68 1148 10.1
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Las ratas perdieron peso de forma constante. El grupo 2 (con Cimetidina)
descendio hasta el 90% del peso inicial, como promedio, y fue el menos afectado por
esta circunstancia, aunque las diferencias entre los grupos no llegaron a alcanzar
significacién estadistica. Los tests estadisticos aplicados (comparaciones de medias
mediante test "t" de Student y tests de rangos de Wilcoxon), indican que las cifras de
urea y de creatinina alcanzan cotas significativamente menores en ¢l grupo de Cime-
tidina que en el Grupo 1. Los estados de azoemia mds importantes se encontraron en
las ratas expuestas a Metilprednisolona, siendo significativamente peores sus resultados
que los del Grupo 1. En cualquier caso, no se pudo demostrar ningiin efecto nefro-
protector de la Fosfomicina ni de la Metilprednisolona.

Los sueros de las ratas pertenecientes a los Grupos 1 y 2 se sometieron a
determinacién de niveles plasmaticos de platino, mediante técnica de espectrofoto-
metria de absorcién atémica. Con pequefias oscilaciones, las medias aritméticas en
ambos grupos fueron de 0,25 y de 0,30 microgramos/ml, respectivamente, y no se
demostré diferencia estadisticamente significativa entre ellas.

En cuanto al estudio histolégico de los rifios extraidos el 5° dia de observacidn,
tras el tratamiento con CDDP 7 mg/Kg (solo, disuelto en salino isoténico, o bien
combinado con las pautas CMT 5, FOS y y MTP), se produjeron los resultados que
se recogen en la Tabla X y se representan graficamente en la Figura 25.

Tabla X. LESIONES HISTOLOGICAS SEGUN GRUPOS TERAPEUTICOS

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4

Cddp Cddp/Cmt 5 Cddp/Fos 1 Cddp/Mtp 1
Nivel I 0 0 0 0
Nivel 11 0 2 0 0
Nivel IIT 3 3 | 0
Nivel IV 4 3 4 6
Nivel V 3 2 5 4

Rata Wistar tratada con CDDP: 7 mg/Kg N = 10, en todos los grupos
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FIGURA 25. Histopatologia al 5° dia;
CDDP: 7 Mg/Kg, solo o0 en combinacion  Resultados
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Niveles I-IV: segin ref. 207. Nivel V: muerte téxica. N = 10, en todos los grupos

FOSFOMICINA PREDNISOLONA

Los "indices de severidad" histoldgicos para cada grupo, segiin Litterst
y cols (18), fueron los siguientes: CONTROL: 4.0. CIMETIDINA: 3.5. FOSFOMI-
CINA: 4,4. METILPREDNISOLONA: 4.4. Se agruparon los niveles IV y V como
"lesiones graves” y los demds grados como "lesiones ligeras”. El test EF aplicado en
estas condiciones, al comparar los Grupos 2,3 y 4 con respecto al Grupo 1, que fue
considerado como grupo control, no arroja en ningln caso diferencias significativas.
En cambio, se obtuvieron sendas p < 0.05 y < 0.1 al comparar ¢l Grupo de
Cimetidina con el grupo de Metilprednisolona y con el Grupo 4, respectivamente.
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3. EXPERIMENTOS CON LINFOMA L5178Y EN RATON DBA/2

En el ENSAYO N° 1 se inocularon los ratones con 4 x 10° células
tumorales por via s.c., junto con salino isoténico i.p. en el grupo control, o con una
dosis unica de CDDP diluido en suero salino isoténico a razén de 10 mg/Kg en el
grupo terapéutico. Las curvas de supervivencia se representan en la Figura 26. No se
detectd entre ambas una diferencia estadisticamente significativa por el test de Mantel-
Haenszel (M-H). El pardmetro % TC no se pudo evaluar porque en el grupo tratado
con CDDP no se alcanzé la mediana de supervivencia. No hubo ninguna curacidén
espontdnea en el grupo control. En el grupo tratado se produjo sélo un fallecimiento
(muy verosimilmente debido a nefrotoxicidad y no al linfoma) y al dia 36 estaban
vivos y ademds libres de tumor 6 de los 7 ratones restantes, resultando pues una tasa
global de curaciones del 75% (85% si no tomamos en consideracién la muerte
precoz). El test exacto de Fisher (EF) aplicado a la contingencia "curados vs. no
curados” en el dia 36°, arrojé una p < 0.01 a favor del grupo tratado con CDDP.

FIGURA 26. Linforma LS178Y, raton DBA/Z
CXP 1 Supervivencia (control y CDDPF)
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Efectuamos mediciones de las dreas tumorales en los dias 8, 22 y 34,
cuyos resultados quedan reflejados en la Tabla X1I. Mediante anatisis de la varianza
para mediciones repetidas, se comprueba que el linfoma L5178Y en la rama control
crece de forma significativa sélo a partir del dia 22, y que en el grupo tratado con
CDDP no se aprecian diferencias significativas entre las masas de los distintos
periodos de observacidn, aunque en todo caso hay una tendencia a la regresién
tumoral en todos los puntos. Comparativamente, en todos los puntos del seguimiento,
son significativamente menores las masas linfomatosas en el grupo tratado con CDDp
que en el grupo control (p < 0.01).

TABLA XI1. PROGRESION DE LA MASA TUMORAL EN EL LINFOMA L5178Y.
Exp. 1: Inéculo de 4 millones de células, sin o con CDDP: 10 mg/Kg

Dia 8 (mm?) D. 18 (¢cm?) D. 22 (cm?) Dia 34 (cm?)

Control 3.60 8.82 14.00 -
3.30 3.78 4.71 7.50
3.04 7.13 13.78 --
2.52 3.52 3.73 4.37
2.47 3.36 4.32 7.20
2.34 1.80 1.50 2.21
3.00 3.74 4.30 5.98

CDDP 2.25 0 0 0
1.50 0.63 0.47 0
1.50 0 0 0
1.40 0.63 0.47 0
1.30 1.68 1.93 2.70
0.36 0 0 0
1.08 0 0 0

(*): El animal habia fallecido con anterioridad

Lopez-Vega JM, Tesis, 1993 67



Resultados

En el 2° EXPERIMENTO, los ratones control fueron inoculados con 10
x 10° millones de células linfomatosas, y el grupo terapéutico fue tratado con la misma
dosis de CDDP. Las supervivencias de estos grupos a lo largo de 40 dias de
observacién se reflejan en la Figura 27. El test de M-H detecté una diferencia entre
las curvas con alta significacién estadistica.

Todos los ratones/control fallecen por progresién tumoral, mientras que en el
grupo terapéutico fallecen 11 animales, uno de ellos muy probablemente por nefropatia
y el resto (10) por efecto directo del linfoma L.5178Y. Las medianas de supervivencia
de ambas cohortes de ratones fallecidos por progresién tumoral, fueron
respectivamente 19 dias y 28 dias; por consiguiente, el % TC quedé establecido en
147. En el grupo tratado con CDDP, a partir del trigésimo dia de observacién,
permanecen vivos 4 animales, los cuales ademds alcanzan el dia 60° completamente
libres de tumor, de modo que la tasa de curaciones es del 26,6%, la cual estd en el
limite de la significacién estadistica con respecto al grupo control segin el test EF.

FIGURA 27. Linfoma LA178Y, ratdn DBA/2
EXP 2 Supervivencia sin y con CDDF
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Se realizaron mediciones de las dreas tumorales los dias 10, 17 y 22, siendo
los resultados los que aparecen en la Tabla XII. Nuevamente, se constaté la
evolutividad espontdnea del linfoma L5178Y, esta vez ya con significacion estadistica
a partir del 10° dia de observacién (p < 0.001). Bajo tratamiento con CDDP, el
indculo de deiz millones de células provoca la aparicién de tumores también con
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potencial evolutivo (p < 0.01), pero sélo relevante desde ¢l punto de vista estadistico
a partir del dia 17°. La comparacién miiltiple de varianzas confirma que las masas
tumorales son significativamente menores en los ratones tratados con CDDP, no en
el dia 10°, pero si en todas las mediciones ulteriores (p < 0.01).

TABLA XII. Linfoma L5178Y. EXPERIMENTO 2. Progresion tumoral con indculo
de 10 millones de células, sin o con CDDP (en cm?)

Dia 10 Dia 17 Dia 22
Controles 5.60 13.33 -~ (™
5.50 13.80 -
5.20 15.54 -
4.75 12.48 -~
4.68 11.78 --
4.64 8.58 10.90
4.50 11.00 13.60
4.50 13.60 -
4.42 9.36 -
4.25 8.88 11.80
3.90 9.80 10.96
3.70 10.90 11.72
3.36 3.78 9.72
2.72 9.60 13.90
(*): Fallecimiento del animal con anterioridad
Cisplatino 4.10 12.10 --
3.00 11.70 --
2.94 3.08 5.95
2.70 2.70 2.52
2.66 2.08 1.80
2.24 1.80 1.68
2.16 1.65 1.26
2.10 2.40 3.50
2.00 7.20 7.80
2.00 3.20 5.20
1.80 2.88 8.06
1.54 2.66 7.35
1.54 2.70 10.08
0.96 2.90 11.07
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El ENSAYO N° 3 comparé la evolucién de 4 ratones inoculados con 10
millones de células linfomatosas L5178Y, con la de otros 5 que recibieron tratamiento
con una dosis de CDDP de 10 mg/Kg, y con la de otros 5 que fueron tratados con una
combinacion de CDDP y Cimetidina. Las curvas de supervivencia se¢ recogen en la
Figura 28. Exceptuando un ratén en el tercer grupo que fallecié a consecuencia de
nefropatia inducida por CDDP, y uno que resulté curado de su neoplasia en el grupo
tratado con CDDP solo, todos los demds animales murieron por progresion tumoral.

Las medianas de supervivencia de los animales fallecidos por dicha causa fueron:
- Grupo control: 19 dias

- Grupo CDDP: 27,5 dias
- Grupo CDDP-CMT: 29 dias.

FIGURA 28. Linforna LE178Y . ratén DRA/2
Exo 3 Efecto de la Cimetidina
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Por consiguiente, el CDDP en solitario dio lugar a un % TC de 144, y el
tercer grupo se asocié con un % TC de 152. El test de M-H revela diferencias no
significativas entre las curvas. Al curarse sélo un ratén y ser pequefio el mimero de
individuos observados, no podemos extraer cifras vdlidas desde el punto de vista
estadistico. Procedimos a mediciones seriadas de las dreas tumorales los dias 10, 14
y 22; los resultados aparecen recogidos en la Tabla XIII. El estudio estadistico no no
aprecid un crecimiento significativo del tumor ni en el grupo control, ni en el grupo
que se traté con Cimetidina, sin duda por la parquedad de observaciones. Si existid
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un crecimiento significativo del tumor tratado con CDDP, con p < 0.05 sélo mds alld
del dia 14. Las comparaciones intergrupos arrojaron diferencias no significativas en
los dias 10 y 14, pero si alcanzaron significacion estadistica hacia el dia 22; con una
p < 0.01, cualquier forma de tratamiento con CDDP redujo el volumen tumoral, pero
no se detectaron diferencias entre los animales tratados con o sin Cimetidina, en otros
términos no se observé ningin efecto deletéreo de la Cimetidina sobre el poder del
CDDP para frenar la progresién tumoral.

TABLA XIII. Linfoma L5178Y en ratéon DBA/2. Crecimiento tumoral en
el Experimento 3: efectos de CDDP 10 mg/Kg y Cimetidina

Dia 10 Dia 14 Dia 22
Controles 4.64 8.58 11.90
4.42 9.36 - (*)
3.36 3.78 14.50
2.72 9.60 --
CDDP 2.94 3.08 5.95
1.80 2.88 8.06
1.54 2.66 7.35
1.54 2.70 10.08
0.96 2.90 11.07
Cimetidina 2.65 3.74 7.59
2.03 1.82 9.12
1.90 2.4% 1.78
1.54 1.82 0.98

(*y: El raton habia muerto anteriormente

El ENSAYO N° 4 reprodujo ¢l esquema general de la anterior
experiencia. Se mantuvo el indculo con diez millones de células linfomatosas en el
grupo control, pero en este caso la dosis de CDDP fue reducida a 9 mg/Kg con el
dnimo de eludir el 8% de mortalidad t6xica por nefropatia que habfa aparecido en los
Ensayos 2° y 3°. En paralelo con los 9 ratones asignados al grupo control, se trataron
10 animales sdlo con CDDP, y otros 10 recibieron una combinacidn de CDDP con
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Cimetidina. Los resultados en términos de supervivencia se representan en la Figura
29. El método de M-H indica falta de significacién estadistica entre el grupo control
y ¢l grupo de CDDP solo, y sefiala una p < 0.1 al comparar las curvas del control
con las del grupo que recibié Cimetidina.

Del grupo control sélo 1 ratén se curd espontdneamente (11.1%), mientras
que en el grupo de CDDP se curaron 3 (30%) y hubo un 60% de curaciones en el
grupo de Cimetidina; con estos datos, un test de Ji* al dfa 60° arroja una p < 0.1.
Ahora bien, al considerar los tiempos de fallecimiento de los ratones de cada grupo,
resultan medianas de 53.5 dias en el grupo control, de 49 dias en el grupo de CDDP,
y de 49.5 dias en el grupo de la Cimetidina. Asi, en este caso, los % TC resultan ser
inferiores a 100 para cualquier tratamiento antilinfomatoso.

FIGURA 29. Supervivencia L5178Y
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Las mediciones de las dreas tumorales en el curso del Ensayo n° 4,
repetidas en los dias 9, 15, 22, 29 y 36, aparecen en la Figura 30. De nuevo, existié
evidencia estadistica de que el linfoma L5178Y es un tumor con clara capacidad
evolutiva, aunque su progresién es mds acusada (p < 0.05) a partir del dia 22. Por
el contrario, en cualquiera de los dos grupos terapéuticos, el andlisis de varianzas
indica que no hay un crecimiento estadisticamente significativo a lo largo del tiempo,
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de forma que se constata que la progresion del linfoma L5178Y desaparece bajo
tratamiento con CDDP, independientemente de si éste se combina con Cimetidina o
no. Las comparaciones a lo largo del perfodo de observacién indican masas tumorales
siempre de mayor tamafio, ya en el dia 9 (p < 0.05), y mds claramente en dias
ulteriores (p <0.01), a favor de cualquier rama de tratamiento con CDDP, pero en
cambio no se comprueban diferencias estadisticamente significativas entre las
evoluciones de los ratones tratados sélo con CDDP o también con Cimetidina, aunque
la Figura 30 diera incluso la impresién de que la actividad antitumoral del CDDP se
reforzaba en presencia de CMT.

{

FIGURA 30. Area tumoral de L5178Y.
=xXP 4, Control v CDDP vs Cimetidina
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En parte por el resultado que acabamos de exponer, y con el fin de
confirmar en un mayor nimero de animales los resultados de los Experimentos 3 y 4,
se llevé a cabo un 5° ENSAYO prospectivo, con el mismo disefio que el inmediato
anterior, pero incluyendo 11 ratones en el grupo control y 20 animales en cada uno
de los dos grupos expuestos a CDDP con o sin Cimetidina. Se generaron las curvas
de supervivencia que contiene la Figura 31. El método de M-H descubre diferencias
significativas, con p < 0.05 entre el grupo control y el grupo de CDDP, y con
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p < 0.001 entre los grupos control y de Cimetidina; en cambio no hay diferencia
apreciable entre las curvas de las dos ramas terapéuticas. Todos los ratones del grupo
control fallecen por progresién tumoral, con una mediana de 22 dias. En el grupo de
CDDP mueren 11 ratones, pero ocho de ellos lo hacen en la primera semana de
observacion, y tan sélo 3 mueren por progresion tumoral, con una mediana de 50 dias.
Entre los ratones tratados con CDDP y Cimetidina hay dos pérdidas (10%) por muerte
precoz, y seis mds (otro 30%) fallecen por efecto del tumor, con una mediana de 42
dias. De esta manera, los % TC son de 227 para el CDDP y de 190 para la
combinacién CDDP-CMT.

FIGURA 31. tnsavo & con linforma [ 5178Y
Efectos del CDDP y de la CMT
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Las tasas de remisién completa sostenida maés alld del dia 60, son de 0%, 45%
y 60% en los respectivos grupos control, CDDP y CDDP-CMT. En la Tabla XIV se

exponen los resultados de las mediciones de tumores realizadas en los dfas 9, 15, 22
y 36 del Experimento 5°.
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TABLA XIV. Linfoma L5178Y. Expto n°® 5. Areas tumorales medidas en cm?, en
relacién con CDDP (9 mg/Kg) y Cimetidina

Dia 0 Dia 15 Dia 22 Dia 36
Controles 4.75 11.76 — -
4.48 9.25 18.60 --
4.32 7.92 9.00 14.08
4.00 7.82 12.58 -
3.90 7.70 16.17 --
3.60 7.75 15.84 --
3.60 9.25 - --
3.50 8.40 - --
3.25 9.36 - --
2.34 10.23 - --
2.28 6.12 10.08 13.20
CDDP 2.60 2.34 1.65 2.34
1.80 2.85 3.78 --
1.76 2.04 1.54 0.42
1.76 4.34 5.12 4.80
1.70 1.98 1.62 1.53
1.70 1.50 0.56 0
1.68 3.40 5.67 5.67
1.40 1.87 2.16 5.10
1.35 2.28 2.20 9.57
1.20 1.32 0.88 0
0.96 0.96 0.72 0
0 0 0 0

Nota: Contindan en la siguiente pdgina las mediciones correspondientes al grupo
tratado con CMT.
Donde aparezca un signo --, se indica que el animal habia ya fallecido.
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Tabla XIV (Cont.): Experimento 5. Mediciones de dreas tumorales
en dependencia de la Cimetidina

Dia 9 Dia 15 Dia 22 Dia 36
CMT 2.16 2.47 2.34 4.80
1.92 1.60 1.40 0
1.76 2.73 2.28 4.60
1.65 1.92 1.20 1.58
1.65 2.34 1.76 2.72
1.54 1.95 2.34 4.80
1.50 4.06 5.44 --
1.40 5.44 7.98 --
1.40 2.52 3.20 3.40
1.30 2.04 1.87 3.47
1.17 0.84 0.56 0
1.17 1.26 1.90 3.52
1.17 1.50 1.44 1.60
1.04 2.52 2.52 7.92
1.04 2.64 4.00 10.92
1.04 1.04 1.04 2.66
0.80 1.56 1.96 4.10

La valoracién estadistica, como en ensayos previos, confirma qu el linfoma
evoluciona espontdneamente de forma progresiva, ya desde el dia 9° en adelante. Por
contra, en el grupo que recibe CDDP no se detecta progresidn tumoral en ningin
punto del andlisis; y en el grupo de CMT se detecta un crecimiento significativo, pero
por test de Newman-Keuls se comprueba que este crecimiento sélo es ostensible (p <
0.05) entre los dias 22 y 36, esto es mds tardifamente que en el grupo control.
Comparativamente, cualquier forma de tratamiento con CDDP es capaz de reducir el
tamafio de las masas linfomatosas en todos los dias de observacién (p < 0.0} en todos

los casos), y de nuevo no existen diferencias apreciables entre la rama de CDDP y la
combinacién de éste con CMT.
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Los resultados de los experimentos 3, 4 y 5, que involucraron a 94 ratones
DBA/2 tratados de un modo relativamente homogéneo, se han compilado para confec-
cionar la Figura 32, que representa las supervivencias de ratones inoculados con diez
millones de células tumorales L5178Y, bien sin otro tratamiento, bien en grupos que
han recibido ademds CDDP o una pauta con CDDP y Cimetidina; se han compilado
ratones tratados con CDDP a dosis variables de 9 6 10 mg/Kg, pero la dosis y el
esquema de Cimetidina se ha mantenido invariable. La comparacién estadistica entre
la curva del grupo control y las dos curvas restantes, tanto por el método de M-H,
como si tenemos en cuenta sélo las proporciones de tumores curados (test de Ji?
aplicado en el dia 60), revela una diferencia significativa a favor de cualquier
tratamiento con CDDP. Sin embargo, no se aprecian diferencias significativas entre
las curvas asociadas con el CDDP sélo o con la combinacién del mismo con Cimeti-
dina. Desesttmando las muertes por nefropatia t6xica, las medianas de supervivencia
de los ratones fallecidos en cada grupo de estudio fueron: 27 dias para el control, 36
dias para ¢l CDDP, y 40 dias para la combinaciéon CDDP-CMT; de esta forma, los
% TC son 133 y 148 para los dos respectivos grupos terapéuticos.

FIGURA 32. Actividad anti-L5178Y
del CDDP sin y con Cimetidina
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Los resultados de las mediciones del tumor en el dia 22, en los
Experimentos 2 a 5 (en los que se inocularon diez millones de células linfomatosas),
se recopilan en la Figura 33. Puede observarse que, con la légica variabilidad
experimental, paliada siempre por la inclusién de un grupo control, el CDDP se
muestra capaz de reducir significativamente las dreas tumorales, expresadas como
medianas en el dia 22 de observacién. Todas las comparaciones previas por andlisis
de varianza para el factor tratamiento, y el contraste de las medianas por test no
paramétricos en el dia 22 revelan diferencias estadisticamente significativas a favor del
tratamiento con CDDP.

FIGURA 33. Efectividad dei CODP
frente al linfoma L5178Y (N = 138)
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Andlogas representaciones de las dreas tumorales observadas en los
Experimentos 3, 4 y 5 (todos ellos involucrando a ratones tratados con Cimetidina en
asociacién con CDDP) se refleja en las Figuras 34 y 35. Como confirmacién puntual
del andlisis de varianzas, las medianas de las dreas tumorales en los dias 22 y 36
fueron significativamente distintas en todos los estudios, indicando que el CDDP es
activo frente al linfoma L5178Y, sin que la Cimetidina interfiera apreciablemente
sobre su capacidad para inducir remisiones del tumor.
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ACTIVIDAD DEL CDDE CON Y SIN CIME TIDINA
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4, RESULTADOS DEL ENSAYO CLINICO

Se analizaron los efectos de una quimioterapia basada en el Cisplatino
como unico agente nefrotdxico sobre las cifras de creatinina y magnesio séricos en 45
pacientes, sometidos aleatoriamente a tratamiento convencional o a recibir Cimetidina
en combinacién con CDDP, tanto tiempo como se prolongase la quimioterapia. Ambos
grupos terapéuticos estaban bien balanceados antes de iniciar el ensayo, con una ligera
diferencia en la distribucién de los tipos de neoplasias en ambos, que no se considerd
trascendente para interpretar los resultados. El objetivo principal, que era valorar las
repercusiones bioquimicas de al menos 4 ciclos de quimioterapia, se consiguié en ¢l
71% de los pacientes de 1a rama control y en el 833% de los pacientes tratados con
Cimetidina; los pacientes que no alcanzaron tal nimero de ciclos experimentaron
progresion del tumor durante el tratamiento con CDDP, y también fueron tenidos en
cuenta. No hay diferencias significativas segin el test exacto de Fisher entre estas
proporciones. Varios enfermos, sobre todo de la rama con Cimetidina, pudieron
recibir mds de 4 ciclos de quimioterapia, pero sus muy diferentes situaciones desde
el punto de vista oncolégico, hicieron imposible la evaluacién ulterior de sus
pardmetros bioquimicos en una forma sistemadtica.

1) Datos de magnesiog.

En la Figura 36 se recoge la evolucién de las cifras de magnesio
sérico en ambos grupos de tratamiento. Se han representado las medias aritméticas,
verificdndose que las desviaciones estdndar fueron de magnitud irrelevante. El andlisis
de varianzas interno en el grupo control indica una disminucién progresiva de la
magnesemia, que reviste significacidn estadistica en cada uno de los ciclos (p <
0.01), indicando que la hipomagnesemia en estos pacientes es un fendmeno de
instauracién precoz y de intensidad evolutiva a lo largo del tratamiento. Dentro del
grupo sometido a tratamiento con Cimetidina, también se comprueba un descenso
paulatino de los niveles de magnesio sérico, aunque sdlo a partir del 2° ciclo de
tratamiento adquiere significacion estadistica.

Al comparar las dos series, resulta una diferencia estadisticamente
significativa (p < 0.001) a favor de que los pacientes tratados con Cimetidina
mantienen cifra de magnesio mds elevadas que los del grupo control; la diferencia se
concreta en ¢l momento en que los pacientes han recibido 2 ciclos de quimioterapia
(p< 0.05) y se amplia cuando reciben 4 cursos de tratamiento (p < 0.01). Los test de
Wilcoxon en ambos puntos arrojan el mismo resultado.
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En el grupo control, de los 16 pacientes que llegan a recibir 4 ciclos de
quimioterapia, 10 enfermos exhiben magnesemias inferiores a 1.20 microgramos/ml
(62%), y entre ellos 3 enfermos (18%) llegan a tener magnesemias inferiores a 1
microgramo/ml. En el grupo tratado con Cimetidina, sélo 3 de los 20 enfermos que
completan al menos 4 cursos de terapia devienen a cifras de magnesio sérico inferiores
a 1,20 microgramos/ml (15%), y una magnesemia por debajo de 1.0 microgramo/ml
sélo afecté a uno de ellos (5%).

Cuando la evolucién de los enfermos permitié seguirlos al término de los
4 ciclos de CDDP, en ausencia de otros tratamientos potencialmente nefrotéxicos, se
observé que el 75% de los pacientes que entran en situacién de hipomagnesemia llegan
a recuperarse de ella en un plazo variable de 2 a 12 meses (mediana de 5 meses). En
cambio, un 25% de los enfermos persisten hipomagnesémicos al cabo de 12 meses.
Este patrén evolutivo fue prdcticamente idéntico en las dos ramas terapéuticas del
ensayo.

FIGURA 36. Evolucion de la magnesemia
Ensayo clinico con Cimetidina

Magnesio sérico {microg/m})
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2) Datos de creatinina sérica.

La evolucidn de las creatininemias de los dos grupos terapéuticos,
expresadas en medias aritméticas, se representan en la Figura 37. Como en el caso
de las cifras de magnesio, las desviaciones estdndar de estas medias fueron muy
pequenas. El andlisis estadistico confirma una elevacién progresiva de la creatinina en
el grupo control (p < 0.05), aunque una comparacién muiltiple sélo demostré
diferencias significativas entre las cifras previas a la quimioterapia y las que se
obtuvieron después de 4 ciclos de quimioterapia. Un fenémeno similar se constatd en
el grupo sometido a tratamiento con Cimetidina (p < 0.01). Esto sugiere que la
azoemia en estos paciente es una toxicidad que evoluciona de forma mds solapada, con
alteraciones menos perceptibles de uno a otro ciclo, que la hipomagnesemia antes

descrita. FIGURA 37. Evolucion de la creatinina
Ensayo clinico con Cimetidina y CDDP
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La comparacidn estadistica mediante test de Newman-Keuls basado en las
varianzas de las muestras no demostré diferencias estadisticamente significativas en
ningin punto del seguimiento de los pacientes.

El mimero de pacientes que en cada brazo terapéutico llegé a exhibir
creatininemias superiores a 2.0 mg/ml fue de 2 (8.3%) y de 3 (14.3%) en los brazos
control y con Cimetidina, respectivamente, lo que no alcanza significacién estadistica.
Mis del 90% de estos enfermos retornaron en pocos meses a cifras de creatinina en
todo caso muy proximas a la normalidad.
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3) Datos de respuesta y de toxicidad.

Aunque el ensayo no se disefid para analizar especificamente las tasas de
remisién tumoral en presencia de Cimetidina, de hecho no se observé ninguna
variacién apreciable del patrén de respuesta de los enfermos en ninguna de las dos
ramas terapéuticas. Salvo en casos de adyuvancia (restringidos a carcinomas ovaricos
en etapa III de la FIGO sin enfermedd residual tras la laparotomia primaria), en los
demds tumores se observé una tasa de remisiones similar a la esperable,
independientemente del brazo terapéutico al que se asigng al enfermo.

La toxicidad fue concordante con la bien conocida de estos tratamientos.
En la Tabla XV se resumen las toxicidades mds relevantes recogidas en estos
enfermos. Se senalan sélo las toxicidades de grado 2 6 superior segin la escala
convencional de la OMS.

TABLA XYV. Toxicidades encontradas en el ensayo clinico
de CDDP versus proteccidn con Cimetidina

Rama Control Grupo con CMT
N =24 N =21
Emesis 12 9
Neutropenia 9 8
Alopecia 4 6
Parestesias 6 3
Ototoxicidad 3 2
Mucositis 4 5
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Refirieron cuadros de astenia profunda, no atribuibles a estados de
mielosupresidn, cuatro pacientes de la rama control (16%) y sé6lo una enferma de la
rama con Cimetidina. Hubo dos cuadros con calambres musculares intensos y signos
de tetania neuromuscular que requirieron atencién hospitalaria, uno en cada rama
terapéutica, coincidentes con magnesemias de 0.82 y de 0.95 microgramos/ml,
respectivamente. No asistimos a ningin cuadro convulsivo.

Se produjo una muerte téxica en cada grupo del ensayo, en ambos casos
a resultas de neutropenia g.4 (una enteritis neutropénica en la rama con Cimetidina y
una neumonia por gramnegativos en el grupo control). Otro enfermo del grupo control
fallecié como consecuencia de un infarto agudo de miocardio después del tercer ciclo
de quimioterpia. No se aprecid ninguna toxicidad atribuible al uso prolongado de
Cimetidina.
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DISCUSION Y COMENTARIOS

1. COMENTARIOS GENERALES

El fallo renal agudo es un sindrome de pronéstico variable al que
a menudo debe enfrentarse el oncélogo médico (4). Entre sus posibles etiologias
siempre es necesario contemplar la nefrotoxicidad asociada al uso de ciertos
citostdticos (5-7). Entre ellos ocupa un lugar preeminente el Cisplatino (CDDP),
implicado en estados de FRA y en lesiones renales permanentes desde los primeros
momentos de su intro-duccién en la clinica (21,54,76,81,87,103,104). Es también
destacable que el riesgo de nefrotoxicidad se acentia cuando el CDDP se combina con
otros farmacos de uso frecuente como los aminoglucdsidos (168,225), Aunque la
importancia relativa de estos fendmenos estd en constante revisidn (59,102), es cierto
que tradicionalmente se ha venido considerando que el desarrollo clinico del CDDP
no hubiera sido posible si no se hubiesen descubierto métodos para contrarrestar su
nefrotoxicidad (8,53,80). El proceder mds cldsico, que ain hoy condiciona el uso
rutinario de CDDP en todos los hospitales, consiste en una hidratacién abundante del
paciente (123-127), a pesar de Io cual se siguen viendo cuadros de uremia mds o

menos duradera y estigmas quimicos y clinicos de tubulopatia téxica
(97,100,122,211).

Precisamente por la importancia clinica que todavia hoy reviste la
nefropatia téxica por CDDP, este campo suscita numerosas investigaciones en orden
a determinar los mecanismos de resistencia celular al CDDP, y también en busca de
sustancias que ejerzan un efecto nefroprotector al combinarlas con CDDP (16,135,
172-174). Acerca de los fendmenos bioldgicos que subyacen en la resistencia al
CDDP, desgraciadamente el conocimiento es ain fragmentario e insuficiente. Se
investiga en las bases genéticas de tales fenémenos (30,31,171,172), pero ain no se
ha logrado una transmisién a la prictica clinica (226,227). Se ha querido aclarar ¢l
papel de la metalotioneina -una proteina encargada de procesos de detoxificacidn frente
a metales pesados- en el control de la toxicidad por CDDP (155,156); varios autores
han intentado incrementar la expresién de metalotioneina mediante diversas sustancias

(30,157-162). En todo caso, ninguno de estos métodos estd cercano a la clinica en la
actualidad.

Hoy es un campo de amplios horizontes la modulacién
farmacoldgica de la nefropatia por CDDP, aunque su expansidn estd limitada por ¢l
atn incompleto conocimiento que tenemos acerca de la patogenia del dafio renal por
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Cisplatino. Generalmente se acepta que existe un fracaso glomerular agudo muy
rdpidamente seguido de una necrosis tubular aguda, siendo ambos fenémenos en buena
medida independientes (79,84,90,92,97,103). En los tltimos afios se ha reportado que
numerosos farmacos, con estructuras quimicas muy diferentes entre si, son capaces
de aliviar la severidad de la nefrotoxicidad del CDDP, tanto en su aspecto glomerular
como en su dimensidén de tubulopatia téxica. Se han estudiado mas extensamente los
agentes donadores de grupos sulfurados (136-152), aunque sélo dos de ellos han
demostrado su utilidad en clinica: el tiosulfato (137,138) y mds recientemente el
glutation (153,228). Sin embargo, la lista de sustancias supuestamente nefroprotectoras
se hace interminable: antagonistas de receptores histaminicos (134,166), bloqueantes
del calcio (163, 203,204), antibidticos como la fosfomicina (116,120,183,184,187),
uricosuricos como el probenecid (165), inhibidores de proteinasas como la urinostatina
(229), y otros virtualmente inclasificables del tipo de procaina (230), heparina (17),
piperacilina (231), o clorpromazina (232).

La gran mayoria de estos firmacos no han accedido al terreno
clinico, y quizds antes de que se ensayen clinicamente aparezcan nuevos hipotéticos
moduladores de la tubulopatia por CDDP, como ciertos aminodcidos o algunos
aminosteroides antioxidantes (233,234). Tal dispersién de los esfuerzos investigadores
en este terreno ha generado cierto escepticismo en la bibliografia reciente (154,173).
Quizds el factor que mds interesaria evitar es la discordancia que existe entre la
investigacion bdsica y la aplicacién clinica de los firmacos nefroprotectores. Es dificil
de entender que algunos se hayan empleado en clinica sdlo conociendo algunos
aspectos de su farmacocinética (134,166), o cuando existia la posibilidad real de que
interfiriesen la actividad antitumoral del CDDP (186,120,187), o sin haberse
contrastado la hipétesis de que la combinacién de CDDP con el supuesto nefro-
protector afiadiese mds toxicidad que la quimioterapia en si (134,164,190).

Afortunadamente, se han descrito multiples modelos experimentales
que reproducen con suficiente fidelidad los cambios patolégicos de la NTA por CDDP
(10); entre ellos el de la rata de laboratorio tratada con una dosis unica de CDDP se
ha extendido mucho como "banco de pruebas” para testar la eficacia nefroprotectora
de diversos farmacos (86,110,158,164,182,191,193,195,204,233). Ademads, se han
descrito multiples tumores experimentales frente a los que el CDDP es activo (136,
189,206,208,210), y que pueden servir para comprobar que los firmacos hipotéti-
camente nefroprotectores no implican una reduccién del poder citocida del CDDP.
Asi, no extrana que los estudios sean cada vez mds completos y rigurosos desde el
punto de vista metodoldgico, al testar simultineamente ambos aspectos de las

sustancias nefromoduladoras, antes de proceder a su recomendacién para el uso clinico
(149,151,176,232).
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Esta Tesis participa de esta exigencia metodolégica. Hemos
querido testar si la Cimetidina, la Fosfomicina y los Glucocorticoides poseen la
capacidad de modificar el curso de la nefropatia aguda por CDDP en la rata Wistar.
Y en un segundo paso, quisimos comprobar que aquellas sustancias capaces de
aminorar la nefrotoxicidad del CDDP en la rata, al mismo tiempo no interfieren con
la actividad antitumoral del CDDP frente al linfoma 1.5178Y implantado en ratones
DBA/2. Pero propusimos un paso adicional, al intentar comprobar la utilidad clinica
de la Cimetidina como protector frente a la hipomagnesemia secundaria a tubulopatia
inducida por CDDP en ¢l humano. Los resultados de esta Memoria son a continuacion
objeto de comentarios especificos.

2. DISCUSION DE RESULTADOS EN RATA WISTAR

Dejando al margen modelos in vitro de evaluacién de la
citotoxicidad por CDDP {194), ya se ha mencionado aqui que la rata de laboratorio
representa un modelo muy extendido para reproducir experimentalmente la nefropatia
por CDDP, y ha sido ya utilizado en Espafia para tal propésito (17,176), por su
asequibilidad econdémica y fdcil manejo practico. Seleccionamos la via intraperitoneal
porque el CDDP se absorbe perfectamente a través de ella, segiin se conoce por datos
experimentales y clinicos (20,39,197,235,236). La via intravenosa para administrar
el CDDP a las ratas se ha empleado en otros estudios (150,164,181,182), pero a
nuestro juicio sélo afade dificultades pricticas. Empleamos ratas hembra de la misma
edad y peso aproximados, porque ¢l CDDP puede ser mds toxico en las ratas mds
jévenes (93,237), y asimismo empleamos siempre ratas hembras, pues en otros
modelos se han observado diferencias de severidad de la nefropatia en razén del sexo
(95).

La rata Wistar, en respuesta a una dosis unica de CDDP i.p., desarrolla
un estado agudo de uremia cuyo sustrato patoldgico es una necrosis tubular aguda con
dafto preferente de los tubulos proximales (10). Se acepta que este efecto es
dosis/dependiente, de modo que no se objetiva con dosis inferiores a 1 mg/Kg (110),
y es paulatinamente mds evidente con dosis situadas en el rango de 2 mg/Kg a 20
mg/Kg (177, 191), Los casos mds leves se describen por una insuficiencia renal que
alcanza en 4-5 dias su maxima severidad, para luego dar paso a una recuperacién total
en el plazo de dias o semanas. Sin embargo, es posible inducir estados de insuficiencia
renal terminal que provocan el fallecimiento de los animales en menos de 8 dias (195).
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Los estudios discrepan en cuanto a las dosis necesarias para inducir un
determinado umbral de efectos; asf, no hay un consenso sobre las dosis requeridas
para conseguir un 50% de letalidad, ni tampoco se ha descrito una DL,y aceptada
por todos los autores. No hay duda del potencial nefrotéxico de dosis unicas de 5
mg/Kg (156,193,234). Se han reportado dosis DLs, del orden de 6 mg/Kg (139,207),
de 6,5 mg/Kg (140}, de 7,7 mg/Kg (195), de 10,8 mg/Kg (120), y hasta de 12 mg/Kg
(191). Otros han considerado que 6,5 mg/Kg representa sélo la mitad de 1a DL,
(17,205). Estas variaciones pueden deberse al solvente en que se vehicula el CDDP,
pues éste tendrad quizds mayor toxicidad disuelto en agua destilada que en suero salino
(18); también pueden atribuirse a diferencias en la edad de los animales (93,237), o
quizds a oscilaciones fisioldégicas relacionadas con ritmos circadianos (36). En
cualquier caso, repetidos datos de la bibliograffa establecen que la DL, de una sola
dosis de CDDP en ratas de laboratorio oscila de 5 a 10 mg/Kg (188), y que dosis de
11 a 13 mg/Kg pueden provocar la muerte de hasta el 80% de los animales (36). Sin
embargo, la experiencia de nuestro grupo es que se requiere llegar a 20 mg/Kg para
provocar conspicuamente una mortalidad del 100% (176). Por tanto, aiin sin efectuar
un andlisis especifico de esta cuestidn, seleccionamos la de 20 mg/Kg como DL,
cuyos efectos deberian modificar los fdrmacos hipotéticamente nefroprotectores. Esta
metodologia no es habitual en los estudios sobre este problema, que suelen efectuarse
a escalones de dosis mucho mds bajos. Por ello, para un estudio mds detallado a nivel
bioquimico y morfoldgico, seleccionamos la dosis de 7 mg/Kg como una dosis
claramente nefrotéxica, muy cercana a la DL,

El ENSAYO 1° mostré que las ratas tratadas con CDDP disuelto
en agua destilada sufren una letalidad extensa y rdpida, afectando al 100% de los
animales con dosis de 20 mg/Kg; la curva de supervivencia de estos animales, y su
tasa de supervivencia al 12° dia de observacidén, son manifiestamente mas
desfavorables que los mismos pardmetros de los animales expuestos a agua destilada
tan sélo o a Carboplatino, alcanzdndose entre ellos diferencias estadisticamente muy
significativas. Pensamos que este modelo facilmente reproducible representa una forma
idénea de evaluar la nefrotoxicidad por CDDP, y fundamentalmente nos apoyamos en
tres razones:

1*, Los anmimales que reciben sélo agua destilada por via 1.p., a volimenes equi-
parables, no padecen mortalidad alguna (Figura 13), por lo que concluimos que el
procedimiento técnico en s{ mismo no entrafia complicaciones mecdnicas o infecciosas
que pudieran invalidar el modelo experimental.
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2%, Las ratas que reciben Carboplatino (ver la misma Figura 13) exhiben un patrén
de mortalidad diferente. Pricticamente no existen muertes precoces, lo que estd de
acuerdo con experiencias previas de nuestro grupo, en que este farmaco provocd
lesiones renales de grado a lo sumo intermedio (176), pero sin mortalidad asociada.
En cambio, varios animales fallecen al cabo de 12 6 mas dias, verosimilmente a raiz
de un fracaso hemopoyético.

32, En la necropsias de los animales que mueren en respuesta a un tratamiento con
CDDP, sdlo se encuentran lesiones significativas en el rifién (Figuras 15 y 16). Las
mismas coexisten con una importante dilatacién gastrica que se ha usado como modelo
experimental para testar la eficacia de farmacos antieméticos (238), pero en todo caso
no se aprecian lesiones en otros érganos vitales.

Sentada la validez de este modelo de letalidad por CDDP en rata
Wistar, partimos de la idea de que cualquier sustancia con propiedades nefropro-
tectoras deberfa, en principio, ser capaz de alterar el patrén de mortalidad ya descrito,
en el sentido de que la dosis que antes se comporté como DL,y dejase en el futuro de
provocar la muerte del 100% de los animales. En el ENSAYO 2° quisimos probar el
efecto del suero salino isoténico, un método cuya eficacia se habia establecido
experimentalmente y que se emplea rutinariamente en clinica (18,82,87). La Figura
17 refleja que al diluir el CDDP en suero salino se reduce la mortalidad al 70% de la
que provoca la misma dosis de CDDP vehiculado en agua destilada. Existe entre las
curvas una diferencia estadisticamente significativa y por tanto concluimos gue el
suero salino isoténico ejerce un efecto beneficioso sobre la nefrotoxicidad por CDDP.
Para explicar este efecto nefroprotector se han invocado distintos mecanismos. El mds
simple es que una diuresis mds profusa hace mds improbable el contacto del CDDP
filtrado con las células renales (6,82). Otros han sugerido que el medio rico en iones
cloruro favorece la estabilidad del CDDP, en el sentido de evitar la aparicién de
especies acuatadas m4s reactivas y por tanto mds toxicas (15,129); asi, una cloruresis
muy elevada darfa lugar en el tejido renal a una mayor concentracion de formas
quimicas detoxificadas del CDDP, lo que tenderia a mejorar el indice terapéutico del
farmaco (18,19,79,119). Recientemente se ha cuestionado este dltimo mecanismo,
puesto que ratas diabéticas que presentan poliuria, pero con cloruresis andémalamente
bajas, soportan bien una dosis de CDDP que en otros animales seria claramente
nefrotoxica (108). Es muy posible que la accién nefroprotectora de la hidratacién (en
este caso, con suero salino) obedezca a cambios hemodindmicos, que pudieran
consistir en una vasodilatacién y aumento del flujo plasmadtico renales (108), o también
en una hiperproduccién de péptido natriurético atnal, al que se han atribuido funciones
antitéxicas frente al CDDP (175).
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Nuestro estudio no se disefid para esclarecer estas cuestiones
fisiopatoldgicas y no aporta ningin dato adicional, pero en todo caso quedd para
nosotros establecido que el CDDP disuelto en salino isoténico deberia ser siempre en
lo sucesivo el tratamiento tomado como "control”, porque remeda siquiera de lejos lo
usual en la prdctica clinica (13), y nuestro objetivo era determinar si algin nuevo
farmaco nefroprotector iba a aportar alguna ventaja a los esquemas convencionales de
hidratacién con suero salino isoténico, sin esperar que alguno de ellos exhibiese un
potencial nefroprotector capaz de sustituir a una medida ya ampliamente contrastada.

Sobre este modelo general, quisimos analizar el efecto modulador de la
Cimetidina (CMT), de la Fosfomicina (FOS) y de la Metilprednisolona sobre la
nefropatia aguda por CDDP. Por medio del ENSAYO 3° quisimos comprobar si
nuestros animales de experimentacién podian recibir dosis altas de estos farmacos sin
que aparecisen efectos adversos que pudieran interferir la interpretacién de los
resultados. Todos los animales tratados con los fairmacos en cuestién sobrevivieron a
estas pruebas terapéuticas, y la tolerancia se puede considerar buena. Las ratas tratadas
con una dosis alta de Cimetidina parecian quedar un tanto apdticas durante varios
minutos, a lo sumo dos horas. Las que recibieron Fosfomicina y Metilprednisolona
mostraban ligeros signos de peritonismo hacia el tercer dia de administracién de esos
farmacos. No obstante, quedé para nosotros establecido que los 3 grupos de fairmacos
a ensayar eran suficientemente seguros como para testarlos en combinacién con
CDDP, frente al CDDP en solitario (siempre disolviendo el citostdtico en suero salino
isoténico).

El primer firmaco que nos interesé ensayar fue la Cimetidina (CMT). Un
ensayo clinico publicado en 1987 habia planteado el posible efecto nefroprotector de
la CMT junto con Verapamil, con un resultado favorable sobre pardmetros como el
flujo plasmatico renal efectivo, la tasa de filtracion glomerular, y la eliminacién
urinaria de ciertos enzimas (134). La metodologia pudiera ser cuestionada por la no
discriminacién de efectos de la CMT y el verapamil, porque los pardmetros de funcién
glomerular no necesariamente deben reflejar la accidn de la CMT, porque las enzimu-
rias inducidas por CDDP son malos indicadores de tubulopatia (101,218,219), y
porque no se tuvo en cuenta una determinacién mucho mds itil, cual es la magnesemia
al cabo de ciclos repetidos (97,112,122). Pero quizds mas relevante es que para dicho
ensayo clinico, al menos en lo referente a la CMT, sélo se contaba con datos acerca
de la secrecidn tubular de cimetidina por parte de sistemas enzimdticos para cationes
organicos situados en la membrana de la célula tubular (43,44}, que eran compartidos
por el CDDP; y con datos de farmacocinética general de la CMT (178-180). No se
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contaba con ninguna base experimental acerca de su hipotética accion nefroprotectora.
Posteriormente, en nuestro conocimiento no se han publicado estudios clinicos
adicionales con este firmaco y tnicamente ha aparecido un trabajo sobre aspectos
farmacocinéticos, en concreto acerca de su eliminacién renal en el perro (166).

El ENSAYO 4° queda resumido en la Figura 18. En él testamos frente
al CDDP un esquema de dosis dnica de CMT, a la dosis e intervalo previo al CDDP
sefialado en la parca literatura experimental disponible (44). El resultado fue negativo,
es decir que la inhibicién competitiva del sistema de secrecién de cationes orgénicos,
por si misma, no afade efecto beneficioso alguno al suero salino isoténico; hay que
resefiar que la dosis de cimetidina de 300 mg/Kg, que en solitario se habfa asociado
con tan sélo una ligera arreactividad a estimulos externos, en este experimento produjo
signos de encefalopatia (somnolencia, incoordinacién mnotora), de cualquier modo
reversible, aunque sin duda mds manifiesta que la observada con CMT sola.

Este resultado negativo, dada la corta vida media de la CMT, incluso en
condiciones de fracaso renal (202,203), era posible que la inhibicién de la secrecidén
tubular de CDDP fuese excesivamente poco duradera. Ateniéndonos a referencias que
sugerfan una prolongada fijacién del CDDP al tejido renal (22,41,201), efectuamos
un ENSAYO 5° para testar distintas pautas de dosificacién repetida de CMT (ver
Tabla IV y Figura 19). Obtuvimos de nuevo un resultado negativo, lo que nos sugirid
que, ademds de repetir las dosis del compuesto, podria ser importante mantener la
dosis administrada dos horas antes del CDDP (44,134).

Asi, se llevé a cabo el ENSAYO 6°, donde por primera vez observamos
un cierto beneficio en los animales tratados con la pauta CMT 5 con respecto a los que
solo recibian CDDP. Al reducir la dosis inicial de CMT se eludié la encefalopatia
observada con el régimen CMT 1. El contraste entre las curvas de CMT 5 y CDDP
solo, quedd en el limite de la significacidn estadistica, lo que en ningin otro
tratamiento experimental pudo ser observado (ver Figura 20). La tasa de animales
supervivientes al 12° dia parecia también mejorar discretamente, aunque ¢l test exacto
de Fisher no reveld diferencias significativas, como por otro lado sucedié con otros
tratamientos que, como luego veremos, no exhibian en absoluto ningin efecto
nefroprotector frente al CDDP. Estos datos podrian sugerir un cierto papel
nefroprotector del esquema CMT 5, siquiera marginal. Para precisra mejor este
extremo, una estrategia podria haber sido repetir el ensayo 6° con un mayor nimero
de animales, con el fin de incrementar Ia fiabilidad del andlisis estadistico. Debemos
seflalar que este procedimiento no es comiin en la bibliografia revisada, donde se
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exponen trabajos realizados con grupos de animales que oscilan entre 5 y 12
individuos (11,19,44,136,138,189,239), ¢ incluso donde en ocasiones es no se reporta
formalmente el nimero de animales empleados en cada experimento (18,120).

Nuestro criterio fue, en principio, aceptar que la Cimetidina, sélo en muy
determinadas condiciones farmacocinéticas, puede aportar una proteccién a la rata
Wistar de la nefropatia por CDDP, siquiera con un beneficio marginal con respecto
a lo que el salino isoténico proporciona per se. Decidimos, en vez de someter mds
animales a la misma experiencia en esta fase del trabajo, realizar otro tipo de
experimentos que aportasen mds datos sobre esta posible nefroproteccidn, por motivos
que luego se discutirdn. En esta fase de esta Memoria, parecia que aportdbamos cierta
base experimental al ensayo clinico de Sleijfer y cols (134). Se ha dicho que hay dos
tipos de nefroprotectores: por un lado aquellos que ejercen su papel por mecanismos
"farmacodindmicos” (el exponente mds claro seria el tiosulfato sddico, que se une al
CDDP de forma covalente); y por otra parte encontrariamos los de tipo "farmacoci-
nético", que sélo modifican de alguna manera la movilizacién y distribucion del
CDDP en el organismo (120,185,187). Aunque tal distincién probablemente es un
tanto esquemdtica (152), nuestros resultados sugerian CMT pertenece al segundo
grupo y que su accion nefroprotectora es criticamente dependiente del esquema
posoldgico. Para estudios ulteriores, decidimos que sélo la pauta CMT 5 merecia un
estudio més profundo.

Con el ESTUDIO 7° hemos valorado el efecto de dos niveles de
dosis de Fosfomicina sobre la nefropatia letal por CDDP. Este antibidtico se habia
ensayado clinicamente en 1988 por varios autores japonenes (116,186), sobre la base
de varios trabajos experimentales previos que sugerian una nefroproteccién de tipo
"farmacodindmico” (183-185). En el humano se emplearon dosis de aproximadamente
30 mg/Kg cada 12 horas, a lo largo de 4 dias, sin especificarse la via de
administracién, y se observé una menor eliminacién urinaria de N-acetil-beta-D-
glucosaminidasa (NAG) en la orina de pacientes con cdncer de pulmon tratados con
fosfomicina y CDDP. Por eso elegimos un escaldn de 40 mg/Kg para inteccion ip en
ratas, manteniendo los intervalos y la prolongacién del tratamiento durante varios dias.
Experiencias posteriores en ratas sugerian que dosis unicas de 500 mg/Kg eran bien
toleradas, disminuyendo tanto la nefrotoxicidad por CDDP como la actividad antituoral
de éste en varios tumores experimentales (120). De ahi la seleccién de un nivel de
dosis FOS 2 en nuestro 7° Ensayo.

Las dos ramas con fosfomicina no aportaron ventaja alguna con respecto
al salino isoténico solo. Los animales tratados con la pauta FOS 2 (dosis mas altas)

L.opez-Vega IM, Tesis, 1993 92



Discusién

tuvieron si acaso una mortalidad mayor de la esperada, al tiempo que exhibian signos
muy flortdos de irritacidn peritoneal. No habiamos observado tal severidad en este
fendmeno en el ENSAYO 3°, cuando las mismas dosis de fosfomicina se utilizaron
en solitario. Por tanto, pensamos que a clertas concentraciones puede existir una
interaccion local deletérea entre este antibidtico y el CDDP, y ello nos hizo desestimar
la pauta FOS 2 para estudios ulteriores. El mecanismo de la nefroproteccién con
fosfomicina podria ser una estabilizacién de las membranas lisosomales en las células
del tibulo renal (116), aunque quizds pueda haber acciones sobre sistemas enzimaticos
de membrana, que puede lesionar el CDDP (118) y quizds restablecer la fosfomicina
(63). Sea como fuere, nosotros no hemos comprobado tal supuesta nefroprotec-cidn
en nuestro modelo.

Finalmente, con el ENSAYO 8° buscamos demostrar un efecto
nefroprotector de la Metilprednisolona, que nuevamente habia sido ensayada
clinicamente antes de contar con bases experimentales (116). Las dosis se eligieron por
aproximacién a otros usos clinicos, tanto en Oncologia (200) como en otras
especialidades, y se repitieron varias veces para proteger al rifion de la acumulacién
diferida de CDDP (22,41,201). El hecho es que no pudimos apreciar ninguna accion
favorable, y en el escalén MTP 2 observamos de nuevo un peritonismo exagerado que
pudo contribuir a la mortalidad de los animales. Posteriormente se han reportado
estudios experimentales con dosis variando de 10 a 250 mg/Kg, esto es bastante
mayores que las que hemos empleado nosotros, al parecer con acciones protectoras
frente al CDDP (181,182). Estos autores han elegido la via subcutinea para el
corticoide y la via IV para el CDDP; también han empleado varias dosis repetidas de
metilprednisolona, aunque insistiendo en que las primeras dosis fuesen previas a la
administracién de CDDP; y por dltimo, su modelo consistia en una nefroproteccién
frente a dosis moderadas de CDDP (de 6,5 a 8,5 mg/Kg). Es posible que estas
variaciones justifiquen nuestras observaciones discordantes. El hecho es que, en
nuestro modelo, la Metilprednisolona no se muestra capaz de alterar la DL, de
CDDP, y que podria existir una interaccidn téxica entre ambos firmacos en la cavidad
peritoneal.

Al analizar las tasas de supervivencia que permiten distintos
tratamientos al 12° dia de observacidén, comprobamos mediante el test exacto de
Fisher que sdlo la adicién de suero salino isoténico al CDDP altera sustancialmente
la letalidad inducida por CDDP a la dosis de 20 mg/Kg disueltos en agua destilada.
El resto de los tratamientos ensayados se mostraban incapaces de aminorar
significativamente la letalidad asociada al CDDP, e incluso en algin caso pudieran
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conllevar una mortalidad superior a la esperable, quizds por motivos de toxicidad
local, que ya hemos comentado. La literatura experimental consultada no reporta datos
toxicolégicos comparables, pues las dosis o las vias de administracién de Ia
Fosfomicina y de la Metilprednisolona son diferentes, y no existen estudios con
Cimetidina a este nivel.

En cualquier caso, desde el punto de vista bioldgico, nuestros animales
exhibian sin duda comportamientos muy distintos segtin el tipo de tratamiento que
recibieron; la validez del andlisis estadistico depende criticamente del ndmero de
animales estudiados, que en algunos casos fue todo lo bajo que suele ser en este tipo
de trabajos, y por consiguiente no se debe tomar como un criterio absoluto para
descartar ningin tratamiento. Insistiremos mds adelante en este punto.

En el segundo tipo de estudios con rata Wistar, empleamos una
dosis de CDDP cercana a la DL, ya siempre disuelta en CINa al 0,9 %, considerando
por nuestros datos previos que este tratamiento representaria la rama control. En este
tipo de estudios, muy extendido en la literatura, se valoran las repercusiones sobre el
peso corporal de los animales (151), sobre pardmetros bioquimicos como la urea y la
creatinina (175), sobre el aspecto histopatolégico de los rifiones (18,150,207), o bien
sobre los niveles plasmaéticos o tisulares de CDDP (11,17,156,164,235). Para nuestro
trabajo, los tres primeros niveles de andlisis se llevaron a cabo en 4 grupos
terapéuticos; ¢l del CDDP en salino, y tres correspondientes a CDDP combinado con
diversos regimenes de Cimetidina, Fosfomicina y Metilprednisolona. El andlisis de los
niveles plasmadticos de platino sélo se llevaria a cabo en el grupo tratado con CDDP
y en el grupo o grupos que demostrasen efectos favorables en la evaluacién bioquimica
e histolégica.

Si nos atuviésemos estrictamente a los resultados obtenidos en la fase
anterior, al no haber dado ningtin resultado positivo los tratamientos con Fosfomicina
y Metilprednisolona, y ser cuestionable desde el punto de vista estadistico el beneficio
aportado por la pauta CMT 5 de Cimetidina, podrfamos pensar que no eran necesarias
mds comprobaciones de las acciones bioquimicas y anatomopatoldgicas de estos
farmacos. Sin embargo, recordemos que en la fase previa se empled una dosis de
CDDP bastante superior a la que han usado otros investigadores en ratas (36,181), y
prdacticamente similar a las dosis con las que se realizan estudios toxicoldgicos en
especies mds resistentes a la nefropatia por CDDP, como es el caso del ratén de
laboratorio (11,18,136,189). De hecho, para seleccionar la dosis de 20 mg/Kg no se
procedié a un andlisis especifico de escalonamiento progresivo de dosis (18,120).
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Cabfa, pues, la posibilidad de que eliminar sin mds andlisis a los farmacos que
fracasaron previamente fuese erréneo, lo que sucederia en el caso de que tuviesen un
clerto poder nefroprotector, pero no tan potente como para luchar contra dosis tan
elevadas de CDDP. Por ello, quisimos testar de nuevo los esquemas FOS 1 y MTP
1 de Fosfomicina y Metilprednisolona, ademds de la pauta CMT 5 de Cimetidina.
Desestimamos la continuacién de ensayos con los esquemas de Cimetidina CMT | a
CMT 4 por su eficacia en todo caso no superior a la de CMT 5. Rehusamos proseguir
los estudios con los escalones de dosis mds altos de Fosfomicina y Metilprednisolona
porque observamos efectos adversos en los animales que cuestionaban su utilidad
practica.

Todos los animales expuestos a CDDP, independientemente del
farmaco nefroprotector que lo acompaiiara, sufrieron una moderada pérdida de peso,
secundaria a la poliuria y estado de deshidratacién que se han asociado al CDDP
(108). Sin embargo, los resultados bioquimicos, en términos de urea y creatinina,
revelan que la Cimetidina ofrece una nefroproteccién adicional con respecto al suero
salino isotdnico. Este hecho no se habia descrito previamente y de nuevo coopera para
dar un apoyo experimental al ensayo clinico que se habia hecho con Cimetidina afios
atrds (134). En cambio, los ensayos con Fosfomicina y Metilprednisolona fueron
negativos, lo que va en contra de observaciones previas (158-160,181,182). Desde el
punto de vista histopatoldgico, de nuevo sélo la Cimetidina fue en apariencia capaz
de modificar los grados lesionales asociados al tratamiento con CDDP. Los niveles de
lesién se establecieron por una escala cualitativa ordinal, que siempre puede ofrecer
cierto grado de subjetivismo en la evaluacién. Se han propuesto métodos alternativos,
al existir cierta correlacion entre la excrecidn de ciertos productos bioactivos renales,
como la calicreina, y el grado de necrosis tubular observado (240); no obstante, es
dificil que tales métodos lleguen a ser en la prdctica buenos sustitutos del examen
histolégico. La escala aqui empleada, en definitiva, es mds precisa que la propuesta
por el cldsico trabajo de Litterst y cols. (18). Nosotros afiadimos a los niveles
descritos por Kempf y cols. (180) un 5° nivel, reservado para los animales que
fallecieron antes de su sacrificio deliberado. Aunque se ha descrito que, como en otros
modelos de insuficiencia renal aguda, los rasgos histopatoldgicos mds floridos no
siempre guardan una correlacion estrecha con el grado de insuficiencia renal
observado (2,3), nos parecié conveniente valorar como razonable la suposicién de que
las ratas fallecidas precozmente habfan de hecho sufrido una nefropatia muy grave.
Trabajos previos de nuestro grupo con Carboplatino habfan mostrado que, adn no
siendo éste un fairmaco generalmente reconocido como nefrotéxico (198,199), si podia
suscitar lesiones de severidad intermedia en la rata Wistar expuesta a CDDP a dosis
préximas a la DL, (176).

La bibliografia consultada no sugiere métodos para la cuantificacién y
tratamiento estadistico de los resultados histopatolégicos. Para Litterst y cols. (18), se
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podria definir un "indice de severidad”, aritméticamente muy simple, pero dificilmente
contrastable por métodos estadisticos convencionales. De la Tabla VIII se desprende
que los indices asociados al CDDP, Cimetidina, Fosfomicina y Metilprednisolona
resultaron ser, respectivamente: 4.0, 3.5, 4.4 y 4.4, Intuitiva y gréficamente (Figura
25) parece confirmarse el papel protector de la Cimetidina, y la carencia de tal accidn
en los tratamientos con Fosfomicina y Metilprednisolona. La aplicacién de tests
estadisticos convencionales, como el test de la Ji%, es inviable por el pequefio mimero
de observaciones. El andlisis automatizado convencional mediante el test exacto de
Fisher, exigiria confeccionar tablas de contingencia 2 x 2, y nuestra aproximacion al
problema consistid en agrupar los niveles IV y V en una categoria de "lesiones
graves", y los demds niveles observados en una clase de "lesiones ligeras”. En
términos bioldgicos este artificio no parece adolecer de una excesiva arbitrariedad y
quizds ofreciese ventajas desde el punto de vista matemdtico (222). Al realizar este
procedimiento, el test EF no detectd diferencias significativas entre el grupo control
y los demads, pero si se comprobd que los resultados de la Cimetidina eran mejores
que los de los otros firmacos ensayados como nefroprotectores. En todo caso, este
método de andlisis no estd refrendado por la bibliografia, y que eilo no invalida las
observaciones sobre la evolucidn de las cifras de urea y creatinina.

De este modo, con firme solidez a nivel bioquimico y con una base
anatomopatoldgica creemos que al menos aceptable, pensamos que queda patente el
papel modulador favorable de la Cimetidina sobre la tubulopatia aguda por CDDP. En
cambio, de nuevo en contra de experiencias previas, la Fosfomicina y la Metil-
prednisolona han carecido de utilidad. En este caso no cabe atribuir el fracaso de estos
firmacos a la dosis de CDDP, que se ha mantenido en un rango muy extendido en
este tipo de trabajos (44,139,140,188,195,207). La dosis de Fosfomicina han sido
equiparables a las previamente utilizadas en clinica, aunque haya que tomar este hecho
con todas las reservas al no existir una correlacidn definida entre distintas especies
(116). Por contra, si es cierto que las dosis de Metilprednisolona han sido mds bajas
que las utilizadas por otros autores (por via s.c.) (181,182). Ahora bien, el hecho de
no emplear dosis mds altas de Metilprednisolona obedecid a la toxicidad observada con
ellas, al administrarlas por via 1.p. Naturalmente, las comparaciones entre este tipo de
estudios, por las miiltiples variables experimentales que pueden diferir entre ellos, no
pueden ser absolutas. Sin embargo, de nuestra experiencia se deriva la impresion de
que ulteriores ensayos con estos fdrmacos no serdn probablemente exitosos. En otros
términos, ensayos clinicos con Metilprednisolona como el que llevaron a cabo Umeki
y cols en 1988 (116), para el que no ha existido ninglin apoyo experimental hasta muy
recientemente (181,182), no pueden ser sustentados por nuestros datos experimentales,
sea cual fuere el pretendido mecamsmo de accién para la nefroproteccién con
corticoides (30,116).
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Con respecto a la Fosfomicina, se han propuesto distintos mecanismos de
accién, que nuestra metodologia no nos permite contrastar (63,116). Con posterioridad
a su ensayo clinico (116), se han publicado datos contradictorios sobre la posible
capacidad de la Fosfomicina para inhibir el efecto citocida del CDDP (120,187). En
todo caso, atin aceptando que sea un firmaco seguro en este sentido, y que pueda
frenar la accién nefrotéxica de diversas sustancias como los aminoglucésidos (120),
nuestros resultados no confirman los experimentos positivos que se habian reportado
(183-185), y de nuevo no sirven como apoyo para los ensayos clinicos con esta
sustancia.

En relacion con la Cimetidina, concluimos que, al menos en un
esquema determinado, que por otra parte es consistente con datos farmacocinéticos y
clinicos previos (44,134), es capaz de modular favorablemente la nefropatia aguda por
CDDP en la rata Wistar; aunque el efecto es menos acusado a dosis muy altas de
CDDP, a la dosis de 7 mg/Kg la adicién de CMT al suero salino isoténico aporta una
mayor proteccién funcional y en nuestro criterio también histolégica. Es preciso
sefialar que esta dosis es realmente muy nefrotéxica (140,188,195) y que desde luego
estd muy por encima de las dosis aplicables en climica. En este contexto, nos parece
suficientemente contrastado el papel nefroprotector de la Cimetidina.

El mecanismo de esta accién protectora seria la inhibicidén de la secrecién
tubular de CDDP, por inhibicidn competitiva con él a nivel de los sistemas enzi-
maticos de transporte para cationes orgdnicos (42,44,45,166,178), de tal manera que
en dltima instancia la concentracidn de CDDP en el interior de la célula renal quedarfa
reducida (108). Cabria entonces pensar que los niveles plasmadticos de platino podrian
ser mayores con el uso concomitante de CMT, pero de hecho nuestros datos no lo
confirman; hemos obtenido, con muy ligeras osilaciones, medias de 0,25 micro-
gramos/ml en el grupo tratado sélo con CDDP, y de 0,30 microgramos/ml en los
animales tratados con CDDP y CMT. Existe controversia sobre cudl es el método
ideal para determinar los niveles de platino. La espectrofotometria, que hemos
empleado aqui, determina platino total, pero no permite discriminar si este platino
circula en forma activa o corresponde a moléculas detoxificadas. Se han propuesto
métodos bioquimicos basados en la cromatografia liquida de alto rendimiento (47,241),
e incluso algunos han propuesto ensayos microbioldgicos para tener en cuenta
solamente las especies quimicas con poder citotdxico (11). Si asumimos que ¢l uso de
Cimetidina no implica una modificacion sustancial de las moléculas de platino, para
nosotros es menos relevante esa polémica, y basta que los niveles en los grupos de
CDDP y en el grupo de CDDP mds CMT no diverjan en una magnitud significativa
en términos estadisticos (como de hecho sucedié en nuestra experiencia), sea cual
fuere la precisién del método analitico empleado.
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Los niveles plasmaticos que hemos obtenido al 5° dia son comparables a
los reportados en la bibliografia (17), y son consistentes con una rdpida desaparicién
del platino del torrente circulatorio, lo que para la rata ha sido descrito y cuantificado
en varios estudios (20,37,108). Nuestro estudio no pretendié analizar detalles de la
farmacocinética del CDDP ni hemos tenido en cuenta los niveles de acumulacién de
platino en el tejido renal (47), por lo que desde este punto de vista podria parecer
incompleto. No obstante, hay que senalar que Uinicamente nos interesé saber si del uso
concurrente de CDDP y CMT cabria esperar una toxicidad extrarrenal incrementada,
y de hecho, si ya la observacién de los animales no sugeria algo similar en la mayoria
de los estudios, los niveles de platino circulante no se elevaron como para hacer
pensar en ese riesgo.

3. DISCUSION DE RESULTADOS EN RATONES DBA/2

Conociamos el potencial evolutivo del linfoma L5178Y tras indculo
s.c. de 4 x 10° células (192,193), pero no existian datos sobre la actividad del
Cisplatino frente a este modelo. Si era conocido que el ratén es intrinsecamente menos
susceptible a la nefrotoxicidad por CDDP que la rata de laboratorio (11,18,136,189).
Por ello, iniciamos las experiencias con ratones DBA/2 con indculos de cuatro
millones de células linfomatosas y con dosis de CDDP de 10 mg/Kg, utilizando
cohortes con nimeros de individuos equiparables a las empleadas en otros trabajos
similares, y esperando una baja tasa de muertes tdéxicas.

Se ha reportado la actividad del CDDP frente a diversos tumores
experimentales (208), pero muchos de ellos son leucemias o neoplasias asciticas que
sélo permiten estimar la supervivencia de los animales y no las dimensiones del tumor
a lo largo de su evolucién. Aqui hemos empleado un modelo que en todos los
experimentos adopta un comportamiento homogéneo, con un crecimiento paulatino,
aunque se requieran indculos de diez millones de c€lulas para que la agresividad del
tumor se ponga claramente de manifiesto, y por tanto para poder testar adecuadamente
la actividad antilinfomatosa del CDDP. Asi, aunque en ¢l primer ensayo con linfoma
L5178Y en inéculo de 4 millones de células malignas, el CDDP por via i.p.
proporcioné un indice de curaciones superior al 75% y el andlisis de las masas
tumorales indicaba sin duda que el farmaco era capaz de inhibir fuertemente el
desarrollo del tumor en el tejido subcutdneo. Es relevante sefialar que este efecto
citocida se consigue con dosis muy superiores a las empleadas en Clinica, si bien a
costa de una toxicidad cast nula.
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En el segundo ensayo, se confrontd un inéculo de 10 millones de
células linfomatosas frente a la misma dosis de CDDP. Todos los métodos de
evaluacidn estadistica fueron claramente favorables al uso de CDDP. Se ha descrito
el uso del pardmetro % T/C para determinar la actividad de un citostdtico (208,210),
y en este caso se observé un valor de 147, lo que indica que ¢l CDDP es con toda
probabilidad activo frente al linfoma L5178Y. En la bibliografia se reportan muy
diversos indices para distintos tumores, pero hay que sefialar la gran variabilidad
esperable, al estudiarse modelos en los que la agresividad del tumor, su via de
crecimiento, y la via de administracién del CDDP, difieren notablemente. El indice
que hemos obtendio en este trabajo estd en el rango medio de los que se han descrito
para €l CDDP en otros tumores experimentales, pero no creemos necesario establecer
comparaciones con otros modelos, puesto que nuestro objetivo era comprobar si la
combinacién del CDDP con otros fairmacos interfiere con la actividad antitumoral de
aquél, precisamente en este linfoma L5178Y, y pensamos que nuestro modelo es
suficientemente expresivo para este propdsito. Mds aln, aparte de aportar el pardmetro
% T/C, con ¢l que otros autores consideran probada la eficacia del citostdtico (210),
el Ensayo 2° hemos aportado pruebas de que el CDDP verdaderamente induce
regresiones del tamafo tumoral, lo que tiene si cabe mds valor en la perspectiva de
la Oncologia Médica.

En tres ensayos sucesivos testamos el posible efecto de la
Cimetidina (CMT) sobre la actividad antitumoral del CDDP, en el sentido de
comprobar si la combinacién de ambos influia negativamente sobre aquélla. En esta
fase no utilizamos Fosfomicina ni Metilprednisolona porque, en nuestro criterio, ha
quedado demostrada su ineficacia en el modelo de nefropatia téxica en rata Wistar.
Y solo seleccionamos ¢l esquema de CMT que ofrecié en dicho modelo las mdximas
ventajas. Los ensayos 3° y 4° confirmaron sucesivamente tanto la validez del linfoma
L5178Y como "banco de pruebas" del poder antineopldsico del CDDP, como la no
influencia deletérea de la Cimetidina. En efecto, la combinacién de ésta con el CDDP
no alteraba negativamente ni el pardmetro % T/C (ensayo 3°), ni las tasas de curacién
ofrecidas por la quimioterapia, ni la evolucién de las masas tumorales. Curiosamente,
el pardmetro % T/C en el Ensayo n® 4, a pesar de la indudable actividad del CDDP
y de la combinacion CDDP-CMT en términos de curabilidad y de evolucidn de las
masas linfomatosas, era paraddjicamente superior en el grupo control. Este hecho se
explica porque el mencionado pardmetro se calcula arbitrariamente considerando las
medianas de supervivencia de los ratones fallecidos, no del conjunto de animales
expuestos a la experienia (210), resultando que la mediana de supervivencia global de
la serie expuesta a CDDP y Cimetidina no llegé a alcanzarse al cabo de 60 dias de
observacién. Sirva tal ejemplo omo critica adicional de la valoracidn de la actividad
antitumoral del CDDP en términos del pardmetro % T/C.

Loépez-Vega IM, Tesis, 1993 99



Discusién

La dosis de 10 mg/Kg habia provocado una tasa de fallecimientos precoces
del 7.1% (2 de 28 ratones expuestos a CDDP) en los Ensayos 1°, 2° y 3°. Estos
animales no exhibifan masas linfomatosas voluminosas y, aunque no se efectuaron
estudios bioquimicos ni histopatoldgicos especificos), consideramos muy ldgico
considerar a estos animales como casos de muerte téxica por nefropatia aguda. Tal
suposicion es refrendada por las recomendaciones al uso para el cdlculo del pardmetro
% T/C, donde se descartan los animales fallecidos en el curso de la primera semana
después del tratamiento con andlogos de platino (210). Por ello, en el 4° Ensayo
redujimos la dosis de CDDP a 9 mg/Kg, y pudiomos comprobar que la tasa de
muertes toxicas se reducia a 0, y que el CDDP retenia su actividad frente al linfoma
L5178Y. Mds importante ain fue que la Cimetidina, lejos de comprometer la
respuesta del tumor al CDDP, incluso parecia estimular la capacidad citorreductora
de aquél.

Tal resultado no era esperado y no podiamos deducirlo ni del
mecanismo de accién de la Cimetidina en la nefropatia por CDDP (supuestamente la
inhibicion de Ia secrecién tubular del citostdtico), ni de una hipotética elevacién de los
niveles plasmadticos de platino. Al menos nuestra experiencia en rata Wistar sugeria
que la asociacién de CMT con el CDDP no elevaba sustancialmente los niveles
plasmdticos de platino en el 5° dia de observacién. Con el animo de disipar las dudas
sobre el real efecto de la Cimetidina sobre el modelo de linfoma L5178Y, llevamos
a cabo el Experimento n® 5. La Figura 31 es testimonio de que las curvas de
supervivencia con CDDP solo o con la combinacién CMT-CDDP difieren realmente
poco. Curiosamente, hay una fase precoz en la que ambas curvas se separan, de modo
que hay menos muertes toxicas en el grupo tratado con Cimetidina (lo que irfa de
nuevo a favor del papel nefroprotector de la misma); pero a partir de ahi, en todas las
formas de andlisis se demuestra que la Cimetidina simplemente no interfiere con la
actividad antitumoral del CDDP frente al linfoma L5178Y. Por consiguiente, nuestros
datos confirman que la Cimetidina no afiade toxicidad al tratamiento con CDDP -lo
que si se ha reportado con otros agentes como el verapamil (164,190)-, y ademds que
no entrafia riesgo de disminuir el poder citocida de la quimioterapia basad en el
CDDP, como si se ha sugerido para otros agentes nefroprotectores como la
fosfomicina (120) o el tiosulfato (189).

A lo largo de los ensayos con ratones DBA/2 han variado tanto la
magnitud del indculo (si bien siempre fue de 10 miflones de células en los estudios 2°
al 5°), y también se modificé la dosis de CDDP. Sin embargo, todos 1os experimentos
s¢ llevaron a cabo en condiciones experimentales muy equiparables (técnica
experimental, personas implicadas en los tratamientos, condiciones ambientales, origen
de los ratones, etc). Por ello, la Figura 33 puede ser tomada como una confirmacion
del poder antitumoral del CDDP frente al linfoma L5178Y; no obstante, sirve también
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para ilustrar la variabilidad existente de unos a otros estudios, lo que siempre es
posible en la experimentacién amimal, y lo que en nuestro caso no invalida los
resultados porque siempre contamos con el oportuno grupo control. Andlogamente,
hemos querido mostrar en las Figuras 32, 34 y 35 que la Cimetidina, ademds de
comportarse como un agente nefroprotector en la rata Wistar (y quizds también en el
propio ratén DBA/2), en absoluto compromete la capacidad curativa del CDDP.
Aunque no se han aplicado las técnicas rigurosas propias del metaandlisis formal, los
experimentos 3° al 5° se realizaron en condiciones de notable homogeneidad, y dimos
asi el segundo apoyo experimental para el empleo ciinico de Cimetidina que ya se
habia propuesto sin la misma solidez (134).

4. COMENTARIOS AL ENSAYO CLINICO CON CIMETIDINA

Entre las manifestaciones de la tubulopatia téxica por CDDP en el
hombre se incluyen bdsicamente: hipomagnesemia, hipocalcemia e hipokalemia (112,
167,187,217). De ellas, destaca por su frecuencia y potenciales repercusiones clinicas
la hipomagnesemia. Se ha reportado que aparece hipomagnesemia en mds del 70% de
los pacientes sometidos a tratamiento con dosis convencionales de CDDP (58,122,211)
y se ha descrito un cuadro de hipomagnesemia crénicamente persistente hasta en el
50% de los pacientes que devinieron hipomagnesémicos durante la quimioterapia con
CDDP, incluso afios después de finalizarla (242). Los factores que pronostican la
aparicién de esta complicacién han sido estudiados en diversas series prospectivas
(58,97), pero el que mds claramente se ha mostrado como determinante es la dosis
total de CDDP administrada al paciente (97,211). La patogenia de la hipomagnesemia
obedece sin duda a la lesién tubular por CDDP (97,243), de tal manera que estos
pacientes sufren pérdidas inapropiadamente elevadas de magnesio en la orina, que no
pueden ser compensadas adecuadamente por la dieta normal. Aunque existe contro-
versia sobre el mecanismo exacto por el que el CDDP induce hipomagnesemia (111),
es de notar el hecho de que el CDDP se asocia, en general, a deplecién de iones con
carga positiva. En el asa de Henle se reabsorbe la mayor parte del cloro y
acopladamente a €l se reabsorben dichos cationes, y en el humano posiblemente son
los tubulos distales las zonas de la nefrona mds lesionadas por el CDDP, por lo que
parece légico aceptar que es a través de inhibir la reabsorcién de cloro como el CDDP
provoca secundariamente la pérdida de magnesio (121).

El magnesio estd implicado en miuiltiples procesos fisioldgicos,
destacando su actuacién en la unién neuromuscular inhibiendo la liberacién de
acetilcolina. Clinicamente, la hipomagnesemia se ha relacionado con estados de
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irritabilidad neuromuscular (llegando a provocar tetania y convulsiones) y de
obnubilacién y desorientacién. No obstante, en la mayoria de las series de tubulopatia
téxica por CDDP sélo una minoria de los pacientes hipomagnesémicos sufren exhiben
sintomas neuromusculares, cifrdndose en torno al 10% (97). Otros han reportado una
mayor incidencia de neuropatias toxicas entre los enfermos hipomagnesémicos (58),
y por otra parte la hipomagnesemia puede condicionar sintomas muy vagos, tales
como astenia, cambios de personalidad, adinamia muscular, que pueden ser dificiles
de identificar en los enfermos oncoldgicos pero muy trascendentes desde el punto de
vista del bienestar del paciente. Quizds por esta parquedad de cuadros clinicos bien
definidos, son muy pocos los estudios que se hayan dirigido a encontrar posibles
medidas profildcticas ttiles para eludir esta complicacion (189). Practicamente todos
ellos han consistido en analizar el papel de los suplementos dietéticos o intravensos de
magnesio (186-188), y sélo esporddicamente se han reportado intentos de profilaxis
farmacoldgica de la hipomagnesemia (138,190). Nuestro ensayo clinico pretendié
inscribirse en esta ultima linea de investigacion.

Para el estudio de la tubulopatia téxica por CDDP, la creatinina es un
pardmetro poco fiable (102,103,244), lo que se explicaria porque obedece a un
mecanismo de lesién renal parcialmente distinto. Asimismo, la excrecién urinaria de
ciertos enzimas muy abundantes en las células renales, ofrece problemas de
interpretacion por la gran variabilidad de sus resuitados (101,218-220). Por
consiguiente, el tinico ensayo clinico que se ha publicado sobre el papel nefroprotector
de la nefropatia por CDDP, que estaba basado en dichos pardémetros, estaba quizas
erréneamente orientado desde el punto de vista fisiopatoldgico. Por otro lado, en la
apariciéon de hipocalcemia, que podria ser otro marcador de tubulopatia por CDDP
alteraciones renales debidas al empleo de CDDP, pueden subyacer mecanismos pato-
genéticos relacionados con la hormona paratiroidea mas que con el dano renal per se
(187). Estos motivos justifican que nuestro ensayo se dirigiera principalmente a
determinar el efecto de la Cimetidina sobre la hipomagnesemia inducida por CDDP,
como marcador de la tubulopatia a €l asociada.

Se distribuyeron aleatoriamente 48 pacientes entre dos grupos
terapéuticos; 45 fueron evaluables, si bien los tres restantes no se excluyeron por
motivos relacionados con el ensayo y no introducen sesgos en su interpretacién. La
aleatorizacion nos parecié necesaria, dada la variabilidad que puede esperarse de
cualquier estudio basado fundamentalmente en datos analiticos. Este nimero de
pacientes es perfectamente comparable con el incluido en otros estudios de tipo similar
(187,189). Existié un adecuado balance entre los principales factores que pudieran
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estar implicados con la tubulopatia por CDDP; en concreto, ambos sexos estuvieron
representados por igual y existié también una apropiada distribucidn del nimero de
ciclos y de las dosis de quimioterapia que recibieron los enfermos en ambos brazos
terapéuticos (97). Las cifras de magnesio sérico previas al tratamiento quimioterdpico
no difirieron significativamente entre los dos grupos; las medianas se situaron
alrededor de 1.80 mg/dl, lo que coincide con los niveles reportados en otros estudios
(58), y estd por debajo de los valores considerados normales en otros trabajos de
nuestro grupo de trabajo (189). Para este dltimo estudio, se eligieron de entrada sélo
aquellos pacientes con cifras de magnesio rigurosamente normales; en cambio, en el
ensayo clinico objeto de esta Memoria no se descarté a ningin paciente, fuese cual
fuese su magnesemia 1nicial, siempre que no tuviese otros indicios de enfermedad
renal, puesto que nuestro objetivo era comprobar la utilidad préctica de la Cimetidina
en las circunstancias clinicas mds usuales.

Una gran mayoria de los pacientes en ambos grupos terapéuticos
desarrollé hipomagnesemia desde el punto de vista analitico, lo que coincide en
frecuencia e intensidad con lo reportado en otros estudios (122,211). Se observé
hipomagnesemia mas acusada en los pacientes no tratados con Cimetidina, aunque los
que recibieron Cimetidina no quedaron completamente protegidos de este fendmeno
toxico. Por consiguiente, nos encontramos ante un resultado similar al de trabajos
previos, en los que el agente profildctico atenua los efectos de Ia toxicidad tubular por
CDDP, pero no llega a inhibirla del todo (186,189). Aunque las cifras a las que
llegaron nuestros pacientes fueron menores que las minimas reportadas por otros,
realmente el perfil evolutivo del cuadro fue del todo similar (189). Mds ain, el
beneficio de los enfermos tratados con Cimetidina al cabo de 2 y de 4 ciclos resulté
de una magnitud comparable a la reportada con suplementos exégenos de magnesio
(187,189). Podemos concluir que la Cimetidina, en continuidad con los datos de
nefroproteccién de la rata Wistar, tiene un pequefio pero bien definido efecto
moderador de la tubulopatia téxica por CDDP en ¢l humano. Ello podria ser utilizado
para inhibir, quizds de forma completa, la hipomagnesemia inducida por CDDP, por
ejemplo mediante una combinacién de Cimetidina y aportes exdgenos de magnesio.

Como en trabajos previos, aqui la evolucidn de la creatinina no se
correlaciond con el desarrollo de hipomagnesemia. El grado de azoemia fue muy
Iigeroy no dependid de si los enfermos recibian o no Cimetidina. Ello nos sugiere que
la retencién de productos nitrogenados obedece a mecanismos distintos de la
tubulopatia tdxica, quizds susceptibles de inhibicidn con otros agentes como el
verapamil (134,177), pero improbablemente moderados por el empleo de Cimetidina.
Nuestros pacientes, en un plazo variable de pocos meses, recuperaron espontdnea-
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mente casi stempre las cifras normales de magnesio y de creatinina; no hemos visto
hipomagnesemias persistentes mds alld de unos pocos meses, en contraste con otros
grupos (211,242), ni cuadros de azoemia a largo plazo, en lo que coincidimos con
otras experiencias (103,104,244). En los aislados casos de alteraciones bioquimicas
duraderas, concurrian factores que dificultan la interpretacién de los hechos, como la
aplicacién de mds de cutro ciclos de CDDP o la administracién de compuestos de
platino por via intraperitoneal.

Las manifestaciones clinicas de la hipomagnesemia en esta serie
fueron también parcas. Aunque ambos grupos difirieron significativamente en cuanto
a cifras de magnesio sérico, hubo pocos sintomas inequivocamente atribuibles a la
hipomagnesemia, v ademas se distribuyeron casi por igual entre ambos grupos
terapéuticos. En este sentido, confirmamos que la hipomagnesemia tiene una reper-
cusion clinica quizds dificil de cuantificar (97), pero a lo sumo moderada. El mimero
de pacientes que desarrollan sintomatologia es relativamente bajo, y en todo caso
comparable con el referido en otras series (122,169,211), lo que puede ser una
expresién de que el organismo tolera pérdidas de magnesio importantes sin aparente
quebranto fisico (97,245). S6lo hubo dos casos de tetania neuromuscular que
requirieron aportes vigorosos de magnesio iv; ambos casos eran mujeres, lo que quizds
reafirma [a mayor susceptibilidad del sexo femenino a los efectos de la hipomag-
nesemia (58,97), y ademds correspondieron a las dos ramas terapéuticas del ensayo.
En este sentido, el efecto protector de la Cimetidina tendria mds interés desde el punto
de vista fisiopatoldgico que desde el punto de vista clinico. No obstante, no
observamos ninguna toxicidad atribuible a este firmaco, y su uso no podria ser
desestimado por esa sola razdn, pues como hemos comentado puede ser dificil
determinar cudles sean los efectos clinicos profundos de un estado de hipomagnesemia
de varios meses de duracidén. Aunque nuestro ensayo no se disefié para determinar la
tasa de respuestas antitumorales en funcién del tratamiento con Cimetidina, de hecho
no apreciamos anomalias en este sentido; de forma indirecta ello corrobora nuestros
datos de la no interferencia de la Cimetidina con la actividad antitumoral del CDDP
en el modelo de linfoma LS178Y implantado en el ratén DBA/2.

Como resumen, podemos afirmar que la azoemia asociada con el
uso habitual de CDDP, probablemente a condicidn de que la hidratacién y la diuresis
del enfermo durante la perfusién de quimioterapia sean adecuadas, no representa en
la actualidad un efecto téxico excesivamente relevante. Es mds precoz y frecuente una
hipomagnesemia que atribuimos a una tubulopatia directamente causada por el CDDP.
Esta hipomagnesemia puede ser contrarrestada parcialmente con el uso concomitante
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Discusidén

de Cimetidina. No obstante, no hemos podido definir un beneficico clinico concreto,
afladido a la mejoria de los pardmetros bioquimicos, en los pacientes que reciben
Cimetidina frente a los que sélo son tratados con CDDP en la forma convencional.
Aunque es posible que la combinacién de un tratamiento con Cimetidina junto con el
aporte de suplementos orales o intravenosos de magnesio sean titiles para eludir por
completo los efectos de la tubulopatia por CDDP, parece que ninguno de estos
métodos es capaz de anular completamente el efecto téxico del CDDP sobre la célula
renal. En este contexto, hemos demostrado un beneficio con Cimetidina que nos
parece interesante desde el punto de vista fisiopatolégico, pero que representa una
ventaja quizds marginal desde el punto de vista clinico.
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CONCLUSIONES

PRIMERA. El Cisplatino, cuando es administrado por via intraperitoneal a ratas
hembra de raza Wistar, les provoca una insuficiencia renal aguda potencialmente letal,
lo que constituye un modelo experimental reproducible de tubulopatia téxica por dicho
citostdtico.

SEGUNDA. Las repercusiones bioquimicas, histolégicas y prondsticas del
mencionado modelo experimental dependen de la dosis de Cisplatino y de la
combinacién con diversos procedimientos terapéuticos experimentales.

TERCERA. En este modelo, la mortalidad aguda que conlleva el empleo de
Cisplatino por via intraperitoneal, a la dosts de 20 mg/Kg, alcanza el 100% si el
farmaco se vehicula en agua destilada, y disminuye significativamente cuando Ia
misma dosis se inyecta disuelta en suero salino isoténico (CINa 0,9%).

CUARTA. Las combinaciones de Cisplatino con diversos esquemas posolégicos
de Fosfomicina, Cimetidina y Metilprednisolona, virtualmente no modifican la
supervivencia asociada al empleo de Cisplatino, a la dosis de 20 mg/Kg vehiculados
en suero salino fisiolégico.

QUINTA. La severidad de las alteraciones bioquimicas e histoldgicas que suscita
una dosis de Cisplatino de 7 mg/Kg, administrada a la rata Wistar por via
intraperitoneal, se aminoran significativamente cuando el Cisplatino se combina con
una pauta de Cimetidina. En cambio, n1 la Fosfomicina ni la Metilpredntsolona
exhiben ningiin efecto nefroprotector.

SEXTA. El tratamiento simultdneo con Cisplatino y Cimetidina no hace variar
sustancialmente los niveles plasmdticos de platino al 5° dia del tratamiento en la rata
de raza Wistar.
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Conclusiones

SEPTIMA. El linfoma L5178Y implantado en el tejido celular subcutdneo del
ratén DBA/2, muestra un crecimiento progresivo y una conducta bioldgica predecible,
requiriéndose inéculos de diez millones de células tumorales para poder testar
adecuadamente la accién antilinfomatosa del Cisplatino,

OCTAVA. El Cisplatino, administrado por via intraperitoneal a dosis de 9 6 10
mg/Kg al ratén DBA/2, posee actividad antitumoral frente al linfoma L3178Y
implantado por via subcutdnea. Su actividad se expresa en términos de una mds
supervivencia global de los animales tratados con €l, en una mayor tasa de curabilidad,
y en una reduccién significativa de las dimensiones que alcanzan las masas tumorales
a lo largo de su evolucién.

NOVENA. La administracién concurrente de Cimetidina en el modelo de ratén
DBA/2 inoculado con linfoma L5178Y, no interfiere con la actividad antineopldsica
del Cisplatino.

DECIMA. En un ensayo clinico prospectivo, la Cimetidina se mostré capaz de
paliar la intensidad de la hipomagnesemia inducida por Cisplatino, sin modificar otros
aspectos de la toxicidad atribuible a dicho citostitico.

UNDECIMA. El beneficio clinico aportado por la Cimetidina es menor que el
interés fisiopatoldgico de su actividad moduladora de la tubulopatia téxica por
Cisplatino.
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