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PALABRAS CLAVE Resumen

Ulcera de Marjolin; Antecedentes: La Ulcera de Marjolin se define como la aparicion de una neoplasia en el seno de
Carcinoma escamoso; una herida crénica. La histologia mas frecuente es epidermoide. Presentamos 2 casos tratados
Herida cronica en nuestro hospital.

Caso clinicos: Caso 1. Varon de 71 anos que consultd por supuracion y enrojecimiento de las
heridas que presentaba en el pie derecho, tras una descarga eléctrica 40 afos antes. En la
radiologia se apreciaba afectacion del 4° y 5° metatarsianos y del tarso. Se realizé6 amputacion
supracondilea, con resultado de carcinoma epidermoide bien diferenciado infiltrante. Caso 2.
Varén de 56 afos, parapléjico desde hacia 20 afos. Es tratado por Ulcera en talon derecho sobre-
infectada, con mejoria parcial pero con persistencia de la lesion ulcerosa. Se realizo biopsia,
de la que se informd como carcinoma epidermoide. Se realiz6 amputacion infracondilea. El
diagnostico fue de carcinoma escamoso bien diferenciado que infiltraba la dermis.
Conclusiones: La prevalencia de la Ulcera de Marjolin es de 1.3-2.2% de todas las Ulceras. El
diagnostico es dificil, por lo que se recomienda biopsia de toda lesion sospechosa o de cualquier
Ulcera, que después de 1 mes de tratamiento conservador (aunque este limite es impreciso) no
presenta mejoria. El tratamiento es quirtrgico; la escision local con margen de un centimetro
es suficiente; si la lesion es extensa es necesaria la amputacion.

La supervivencia se estima entre el 66-80% a los 2 anos, con tasas de recurrencia del 23%. Los
factores desfavorables son la pobre diferenciacion y las metastasis, que aparecen en el 20% de
los casos.
© 2015 Academia Mexicana de Cirugia A.C. Publicado por Masson Doyma México S.A. Este es un
articulo Open Access bajo la CC BY-NC-ND licencia (http://creativecommons.org/licencias/by-
nc-nd/4.0/).
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Marjolin’s ulcer. A 10 year experience in a diabetic foot unit

Abstract

Background: Marjolin’s ulcer is defined as the appearance of a neoplasm within a chronic wound.
The most common histological type is squamous. A total of 2 cases treated in our hospital are
presented.

Clinical case: Case 1. A 71 year old man who presented with redness and suppuration from the
wounds he had in his right foot after an electric shock 40 years earlier. The radiology showed
involvement of the 4° and 5° metatarsal. Supracondylar amputation was performed, showing a
well-differentiated invasive squamous cell carcinoma. Case 2. A 56 year old male, paraplegic
for 20 years. He was treated due to an infected right heel ulcer, with partial improvement, but
the ulcers persisted. Biopsy was performed, reporting as epidermoid carcinoma. Infracondylar
amputation was performed. The diagnosis was a well-differentiated squamous cell carcinoma
infiltrating the dermis.

Conclusion: The prevalence of Marjolin’s ulcer is 1.3-2.2% of all ulcers. Diagnosis is difficult, so
biopsy is recommended on any suspicious lesion or ulcer that has received conservative treat-
ment for one month without improvement, although this time limit is not clear. The treatment
is the surgery. Local excision with a margin of an inch is enough. If the ulcer is extensive, ampu-
tation is required. Survival is estimated between 66 and 80% at 2 years, with recurrence rates
of 23%. Unfavourable factors are poor tumour differentiation and metastasis, appearing in 20%
of cases.

© 2015 Academia Mexicana de Cirugia A.C. Published by Masson Doyma México S.A. This is an
open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-

nc-nd/4.0/).

Antecedentes

La Ulcera de Marjolin se define como la aparicion de una neo-
plasia invasiva en el seno de una herida cronica de cualquier
origen. De acuerdo con Onesti et al.”, la primera descrip-
cion de transformacion maligna de una cicatriz en la piel
se atribuye a Celsius en el siglo 1, pero fue Jean Nicolas
Marjolin, en 1828, quien describio la Ulcera que lleva su
nombre como la malignizacion de una cicatriz producida por
una antigua quemadura, y en la actualidad se incluye en la
definicion de uUlcera de Marjolin todo cancer que asienta en
heridas cronicas, y se han descrito casos de todo tipo: produ-
cidas por quemaduras, Ulceras venosas cronicas, Ulceras por
presion, heridas traumaticas, zonas periféricas a ostomias,
lupus, Ulceras por linfedema crénico, munones de ampu-
tacion, sinus pilonidal cronico, hidrosadenitis supurativa,
necrobiosis lipidica, fistula cronica por osteomielitis, heri-
das por congelacion, zonas de piel donantes de injertos de
piel parciales o totales, Ulceras neuropaticas y por morde-
duras de serpiente’-?. En la fisiopatologia de la lesion influye
el ambiente inflamatorio de las Ulceras cronicas, asi como la
abundancia de productos citotoxicos derivados de la activi-
dad de los macrofagos en la herida. Aunque se han descrito
casos de aparicion de tumores basocelulares y melanomas',
lo mas frecuente en cuanto a la histologia es la estirpe epi-
dermoide.

Presentamos 2 casos diagnosticados y tratados en nuestra
Unidad de Pie Diabético a lo largo de los ultimos 10 afos.

Caso clinicos

Caso clinico 1

Varon de 71 aios sin antecedentes médicos de interés. A la
edad de 40 anos sufrié una descarga de alta energia (en el

transcurso de una tormenta eléctrica, un rayo le alcanzé en
la zona occipital [fig. 1], con salida a nivel del pie derecho).
Consultd en el Servicio de Urgencias de nuestro hospital
por supuracion y enrojecimiento de las Ulceras que tenia
como secuelas del accidente (fig. 2) en la extremidad infe-
rior derecha. En la radiologia simple del pie se apreciaba
gran afectacion osea del antepié (fig. 3), sin alteraciones
visibles por la angiorresonancia magnética en la vasculari-
zacion de extremidades inferiores y dada la extension de
la lesion, se decidio realizar amputacion infracondilea, que
curso sin incidencias, por lo que, el paciente fue dado de
alta hospitalaria.

El reporte del estudio de anatomia patologica (fig. 4) fue
de carcinoma epidermoide bien diferenciado que infiltraba
dermis, tejidos blandos subcutaneos, fibras de musculo

A

Figura 1  Punto de entrada del rayo a nivel occipital.
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Figura2 Extensa Ulcera en cara lateral del pie derecho (zona
de salida del rayo) con bordes elevados y pétrea al tacto.

Figura 3 Radiologia del pie: ausencia completa del 4° y 5°
radios, con destruccion parcial del cuboides, la 3¢ cufa y frac-
tura de la falange proximal del 3" dedo. Marcado aumento de la
densidad del tejido de partes blandas adyacentes a la afectacion
oOsea.

Figura4 Tejido tumoral que afecta al tarso y los tejidos blan-
dos.

nnitl

Figura 5 Ulcera en talon derecho, pétrea al tacto, friable y
con celulitis asociada en la planta del pie.

estriado y hueso esponjoso. La evolucion postoperatoria fue
satisfactoria, y fue dado de alta hospitalaria al 8° dia. En
el seguimiento a 5 anos el paciente se encuentra libre de
enfermedad.

Caso clinico 2

Varén de 56 anos, parapléjico tras un accidente de trafico
20 anos antes y en seguimiento en el Hospital Nacional de
Parapléjicos de Toledo. Acude a Urgencias de nuestro cen-
tro por una Ulcera en el taldon derecho de unos meses de
evolucion (fig. 5). A la exploracion presentaba una Ulcera
de 4 x 7cm, de bordes elevados, con fibrina y tejido de gra-
nulacién en el fondo, sin esfacelos, y celulitis asociada de
la pierna hasta el hueco popliteo; no habia crepitacion. Los
pulsos arteriales, tanto pedio como tibial posterior, esta-
ban conservados. No habia datos de afectacién dsea en la
radiologia simple. Se decidi6 manejo conservador con curas
locales y antibioterapia intravenosa. Se consiguioé la mejo-
ria progresiva de la celulitis hasta su resolucién y discreta
disminucion del tamaio de la Ulcera; sin embargo, en las
siguientes semanas el paciente present6 nuevo episodio de
celulitis, sin aparentes cambios en el tamano ni en las carac-
teristicas de la ulcera que cedi6 de nuevo con antibioterapia
y tras 8 semanas de seguimiento, sin resolucion de la lesion,
se le practico biopsia del borde de la ulcera, y el reporte
del estudio de anatomia patolodgica fue de cambios cambios
displasicos con carcinoma invasivo epidermoide.

Dada la extension de la lesion, se realizd amputa-
cion infracondilea, sin incidencias en el postoperatorio. El
reporte de anatomia patologica fue de carcinoma escamoso
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bien diferenciado con infiltracion de todo el espesor dér-
mico. En el seguimiento a 2 afos no hay datos de recaida
local o a distancia.

Discusion

El carcinoma escamoso de piel es la segunda lesion neopla-
sica cutanea mas frecuente tras el carcinoma basocelular.
Puede surgir de novo o en piel dahada por lesiones precance-
rosas como la queratosis actinica o la enfermedad de Bowen.
En el caso de heridas crénicas, aunque puede aparecer cual-
quier tipo histologico de neoplasia, la mas frecuente es el
carcinoma escamoso.

La incidencia de Ulcera de Marjolin se estima en 1.3-
2.2%"* de todas las Ulceras cronicas, y va aumentando con
los afnos de evolucidn de la lesion ulcerosa. Se han descrito
casos de aparicion del cancer hasta 40 afos después de la
lesion inicial*, aunque la media desde el inicio de la Ulcera
hasta el diagnostico de neoplasia escamosa es de 9 afios’.

Se considera que su origen es multifactorial, y que las
toxinasproducidas por la lisis celular, la presencia de célu-
las con alta capacidad mitética, el ambiente isquémico
y el pobre drenaje linfatico® crean unas condiciones ido-
neas para la carcinogénesis. Las células sufren procesos de
hiperplasia de la capa basal, hiperplasia pseudoepitelial y,
finalmente, los cambios atipicos’.

El diagnostico basado en el conjunto de signos y sinto-
mas clinicos puede ser dificil, ya que el diagndstico sélo se
establece a través del estudio histopatoldgico y a pesar de
que se ha recomendado que toda Ulcera que no cicatriza
pasado un tiempo prudente, debe ser biopsiada; desafortu-
nadamente, no se ha establecido el tiempo apropiado para
plantear la biopsia, hay autores que recomiendan 3 semanas
con el tratamiento conservador3. Otros en cambio prefie-
ren dejar mas tiempo de evolucion, ya que muchas de las
Ulceras sobre las que asientan estas lesiones tardan varias
semanas en cerrar completamente (arteriopatia diabética,
fistula por osteomielitis, etc.) y proponen realizar la biop-
sia pasados 3 0 4 meses'. Aunque el diagndstico definitivo
es anatomopatoldgico, pueden existir signos que aconsejen
adelantar la toma de muestras: cambios en las caracteris-
ticas de la Ulcera, sangrado o dolor si antes no existia. En
cualquier caso, ante la sospecha de una Ulcera de Marjolin
debe realizarse la biopsia para confirmar el diagnostico de
la forma mas precoz posible.

El manejo es quirdrgico, siempre que sea factible la esci-
sion local con margen de al menos un centimetro; en estos
casos es conveniente aplicar un injerto de piel de espesor
parcial para cubrir el defecto. En las extremidades, aquellos
pacientes en los que la cirugia local no es posible debido a
la invasion del tumor, al tamafo, o debido a la afectacion
de estructuras vecinas o hemorragia es necesario practi-
car la amputacion de la zona afectada’. Hay controversia
en cuanto a la realizacion sistematica de linfadenectomia.
La mayoria de los autores'* recomiendan llevar a cabo la
exéresis ganglionar solo si existen adenopatias palpables o
probadamente tumorales, no de manera profilactica.

Se han probado multiples terapias alternativas a la
quirrgica®®. El tratamiento de la Ulcera de Marjolin con
CO,> parece eficaz en lesiones muy precoces, sin invasion
de tejidos profundos y de pequeno tamano. Otras alternati-
vas como Mohs micrographic surgery (MMS) han mostrado su
eficacia en lesiones de dificil abordaje quirurgico (dificulta-
des anatomicas) o en estadios precoces, pero es una opcion
cara que precisa de un equipo entrenado y un gran volumen
de pacientes. Para la mayoria de casos y en la mayor parte
de los centros entre los cuales nos encontramos, el abordaje
quirargico es la norma. En cualquier caso es vital un diag-
nostico y tratamiento lo mas precoz posible, porque influye
en el prondstico.

En general, la supervivencia de estos pacientes se sitla
entre el 66 y el 80% a los 2 afos*; comparado con otros
tumores de la piel, tiene un peor pronodstico. La recurrencia
tras la cirugia se cifra en un 23%, con un tiempo de latencia
entre la exéresis y la reaparicion del tumor de 4.6 meses®.
El grado de diferenciacion tumoral es uno de los factores
pronosticos mas importantes, de manera que la recurrencia
aumenta de forma significativa a peor grado histologico®®.
Las metastasis a distancia en la Ulcera de Marjolin ocurren
en el 20% de los casos y los lugares donde mas frecuente-
mente aparecen son los ganglios linfaticos, el pulmoén y el
higado. Los tumores que aparecen en cabeza y cuello tie-
nen mejor prondstico, fundamentalmente porque presentan
menor incidencia de metastasis que los que asientan en las
extremidades inferiores.

En nuestro caso, la lesion inicial en los 2 pacientes es
totalmente distinta, asi como el tiempo de evolucion hasta
la aparicion del tumor y su capacidad invasiva. Por tanto, en
general es preciso un alto indice de sospecha para conseguir
un diagnostico y tratamiento lo mas precoces posible.

Conflicto de intereses

Los autores declaran no tener ninglin conflicto de intereses.
Bibliografia

1. Onesti MG, Fino P, Fioramonti P, Amorosi V, Scuderi N. Ten years
of experience in chronic ulcers and malignant transformation. Int
Wound J. 2013, http://dx.doi.org/10.1111/iwj.12134.

2. Sharma A, Schwartz RA, Swan KG. Marjolin’s warty ulcer. J Surg
Oncol. 2011;103(2):193-5.

3. Enoch S, Miller DR, Price PE, Harding KG. Early diagnosis is vital
in the management of squamous cell carcinomas associated with
chronic non healing ulcers: A case series and review of the lite-
rature. Int Wound J. 2004;1(3):165-75.

4. Aydogdu E, Yildirim S, Akoz T. Is surgery an effective and
adequate treatment in advanced Marjolin’s ulcer? Burns.
2005;31(4):421-31.

5. Hatzis GP, Finn R. Marjolin’s ulcer: A review of the literature
and report of a unique patient treated with a CO; laser. J Oral
Maxillofac Surg. 2007;65(10):2099-105.

6. Choi JY, Bae YC, Nam SB, Bae SH. Impact of disturbed wound
healing after surgery on the prognosis of Marjolin’s ulcer. Arch
Plastic Surg. 2013;40(3):198-202.



dx.doi.org/10.1111/iwj.12134
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0009-7411(15)00159-0/sbref0060

