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Sobre la Portada

El Instituto de Inmunologia Clinica de la Facultad de Medicina de la Universidad de Los Andes, creado en 1993, es una
dependencia orientada por los principios de la excelencia, la innovaciéon y el desarrollo técnico y cientifico en pro del bienestar
de la colectividad nacional en general y andina en particular. Su quehacer institucional se concentra en el cumplimiento de las
tareas de docencia, investigacion y servicio asistencial. Su sede es la Facultad de Medicina de la Universidad de Los Andes, en el
Edificio Louis Pasteur, adyacente al Hospital Universitario de Los Andes de la ciudad de Mérida.

www.medic.ula.ve/idic



AVANCES EN BIOMEDICINA
Publicacidn Oficial del Instituto de Inmunologia Clinica

Autoridades ULA

Dr. Mario Bonucci
Rector de la Universidad de los Andes
Dr. Patricia Rosenzweig Levy
Vicerrector Académico
Dr. Manuel Aranguren
Vicerrector Administrativo
Dr. José Maria Andérez
Secretaria
Dr. Gerardo Tovitto
Decano de la Facultad de Medicina
Dra. Lisbeth Berrueta Carrillo
Directora del Instituto de Inmunologia
Clinica

Consejo Editorial

Director Editorial
Siham Salmen Halabi

Editor Adjunto
Lisbeth Berrueta Carrillo

Comité Editorial
Daniela Montes-Berrueta
Guillermo Teran-Angel
Joselyn Rojas Quintero
Leidith Berrueta Carrillo
Luisa Barboza Carrillo

Comisidn de Arbitraje
Andrés Soyano
Barbara E Bierer

Carmen Mazei de Davila
Darrell L Peterson
Diego F Davila Spinetti
Jesus Alfonso Osuna
José H Donis
Librado Ortiz-Ortiz
Mercedes Gonzalez Coira
Miguel Aguirre
Morella C Bouchard
Yuleima Diaz

Avances en Biomedicina es el drgano divulgativo oficial
del Instituto de Inmunologia Clinica — ULA. Esta
publicaciéon periddica busca la promocion, difusién vy
discusion del impacto de los trabajos realizados por los
miembros de la comunidad cientifica regional, nacional e
internacional. Pretende ademas fomentar la actividad
cientifica de difusion de resultados en los investigadores
noveles, tanto en el area de pregrado como de postgrado.

Es una revista cientifica online, de periodicidad semestral
que cuenta con las siguientes secciones: Revisiones,
articulos originales, casos clinicos, cartas al editor,
comunicaciones rapidas; y dos secciones destinadas a los
investigadores noveles y a los pioneros en los diferentes
campos de las ciencias de la medicina, biologia vy
biotecnologia. Esta revista cuenta con sistema de
arbitraje, llevado a cabo por al menos dos revisores
expertos en al area, seleccionados por el Consejo
Editorial.

Avances en Biomedicina no se hace responsable del
contenido, opiniones, aplicaciones o material que sea
suministrado por los autores. Ademas, se asume que
todas las publicaciones recibidas se rigen por las normas
de honestidad cientifica y ética profesional, por lo que la
revista no se hace responsable en el caso de que algun
autor incurra en la infraccidn de las mismas.

Indizada en:

1. Repositorio Institucional de la Universidad de los
Andes — SABER-ULA.

2. indice Mexicano de Revistas Biomédicas
Latinoamericanas (Inbiomed).

VOLUMEN 1, N°1, ENERO — JUNIO 2012
DEPOSITO LEGAL: PPI201102ME3935
ISSN: 2244-7881

Red:

avanbiomed.idic@ula.ve
avanbiomed.idic@gmail.com
http://erevistas.saber.ula.ve/index.php/biomedicina
http://www.imbiomed.com.mx

Instituto de Inmunologia Clinica:

Direccion: Edificio Luis Pasteur, al lado del Instituto
Autéonomo Hospital Universitario de los Andes. Mérida
5101. Apartado postal N° 566. Venezuela.

Copyright:

Derechos reservados. Queda prohibida la reproduccién
total o parcial de todo el material contenido en la revista
sin el consentimiento por escrito de los editores.



0,
& '?fcc,_ Avances en Biomedicina
;’ . Publicacion Oficial del Instituto de Inmunologia Clinica
< 3 Mérida-Venezuela
§ 2 Volumen 1(1), Ene-Jun 2012
.\ - Copyright: © ULA 2012
% /5 Dep6sito Legal: PP1201102ME3935
"av /S ISSN: 2244-7881
“unolog™
]
Tabla de contenido
1 EDITORIAL

2-3 CARTAS AL EDITOR

Dificultades en la ensefianza de practicas de sexo seguro y en la adherencia al uso del
preservativo

Guillermo Teran-Angel, Nubia Silva Gutiérrez
ARTICULOS DE INVESTIGACION

4-8 Purificacion de fibroblastos gingivales a partir de tejido de la mucosa bucal
Gingival fibroblast purification from oral mucose tissue

Karla Padrén, Siham Salmen, Lisbeth Berrueta, Erika Gonzdlez, Lorena D4dvila, Joselyn Rojas, Lisbeth
Sosa, Daniela Oldvez, Eduvigis Soldrzano

9-17  Muerte celular inducida por condiciones ambientales adversas en Calibrachoa parviflora

(Petunia)

Cell death induced by adverse environmental conditions in Calibrachoa parviflora (Petunia)

Daniela Montes-Berrueta, Sofia Dugarte-Da Silva, Nathaly Rojas-Duque, Siham Salmen, Lisbeth
Berrueta

REVISIONES

18-29 Inflammasomes - Fighting the enemy from within
Inflamasomas — atacando al enemigo desde adentro
Joselyn Rojas

30-37 Anisakidosis, inflamacion e hipersensibilidad

Anisakidosis, inflammation and hypersensitivity
Guillermo Teran-Angel, Joselyn Rojas

CAsos CLiNICOS
38-41 Apositos de quitosano para el tratamiento de pie diabético
Chitosan films for the diabetic foot treatment

Gladys Velazco, Anajulia Gonzalez, Reynaldo Ortiz

42-45 Fascitis necrotizante de punto de partida abdominal: a propésito de un caso

Necrotizing fasciitis from abdominal starting point: purpose of case
Dayyorsem Caneldn, Andrea Fargier, Gustavo Ledn, Maria A. Silva, Estrella Uzcategui

46-50 Enfermedad de Moyamoya y embarazo gemelar. Presentacion de un caso y revision de literatura
Moyamoya disease and twin pregnancy. Case report and literature revision
Airam Amoroso, Gustavo Frontado, Hilarién Araujo, Verdnica Montilla

51

INSTRUCCIONES A LOS AUTORES

52 INSTRUCTIONS FOR AUTHORS



El Instituto de Inmunologia Clinica (IDIC) es una
dependencia de la Facultad de Medicina de la Universidad de
los Andes, que ha venido desarrollando sus actividades de
manera ininterrumpida desde sus inicios hace mas de 30
afios, como Unidad de Inmunologia Clinica, adscrita al
departamento de medicina del Hospital Universitario de los
Andes, hasta su creacién y aprobacion por el Consejo
Nacional de Universidades en 1993, constituyéndose en un
verdadero centro de referencia tanto regional como
nacional, con sus miultiples contribuciones en los campos de
la Investigacion, docencia y extension.

Basados en la premisa que tanto la formacion de
profesionales de pregrado y postgrado, como la atencién
médica especializada, requieren de la innovacién constante
sustentada en lineas de investigacion consolidadas, el
personal docente y de investigacion del IDIC, aunque
limitado en nimero y en recursos, ha dedicado los mayores
esfuerzos por alcanzar niveles 6ptimos de productividad en
la generacion de conocimientos basicos y de aplicacién
directa, formacion de nuevas generaciones y asistencia tanto
diagndstica como clinica de alto nivel, en el estudio y
seguimiento de problemas de salud publica de interés en
nuestra comunidad.

Los conocimientos y productos paulatinamente
generados han sido objeto de publicaciones en drganos
divulgativos tanto nacionales como internacionales, los
mismos han generado reconocimientos de estimulo tanto
individual como grupal, reforzando la determinacion de
continuar con sus metas. La Institucion a través de su
postgrado: Maestria en Inmunologia, aporta sus espacios
para que investigadores procedentes de otros centros,
comuniquen sus experiencias a través de seminarios vy
charlas que semanalmente se desarrollan como parte de las
actividades docentes, pero que han permitido Ila
colaboracién y creacién de nuevas lineas de investigacion,
trascendiendo mas alla de los laboratorios del IDIC, y de las
areas respectivas de conocimiento.
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Paralelamente, el IDIC a través de sus miembros,
ha fungido repetidamente en procesos de arbitraje de
comunicaciones originales y proyectos de investigacion tanto
a nivel nacional como internacional, que inexorablemente
han generado no solo un cumulo importante de
experiencias, sino también la inquietud de ofrecer nuevos
espacios para la comunicacion de resultados y productos que
cubran no solo el drea de la inmunologia sino el de las
ciencias biomédicas en general, dejando de lado los
esfuerzos individuales por los grupales, en la busqueda de la
excelencia e innovacidn, en una sociedad abrumada con
necesidades mas alla de lo meramente existencial.

Sobre estas premisas surge la inquietud de crear un
drgano divulgativo oficial del IDIC: Avances en Biomedicina,
una publicacion periddica, arbitrada y en versidn digital, cuyo
objetivo es la comunicacion de: articulos originales, estado
del arte, cartas al editor, casos clinicos y comunicaciones
breves, con una seccién especial para los investigadores
néveles en proceso de formacion, de facil acceso tanto para
la comunidad cientifica como para el publico en general, que
promueva la divulgacion de conocimientos y actividades de
vanguardia y la integracién de nuevos grupos de trabajo, con
visibilidad y trascendencia internacional.

Sin mas predmbulos, y con un gran sentido de
responsabilidad y conviccidn en los propdsitos de quienes
diariamente se dedican a la investigacion, y quieren hacer de
la misma una labor compartida y universal, damos la
bienvenida a esta nueva Revista cientifica, augurandole el
mejor de los éxitos, teniendo presente que “la mayoria de
nuestros logros son solo mentales... hagamoslos reales”.

Dra. Lisbeth Berrueta Carrillo
Directora del Instituto de Inmunologia Clinica
Instituto de Inmunologia Clinica, Facultad de Medicina,
Universidad de los Andes, e-mail: Iberruet@ula.ve



Cartas al Editor

Dificultades en la enseiianza de practicas de sexo
seguro y en la adherencia al uso del preservativo

Guillermo Teran-Angel 104, Nubia Silva Gutiérrez 2
! Sociedad Wills Wilde AC. 2 Fundacién Nifios en Positivo.
Meérida-Venezuela

Felicitaciones a todo el equipo editorial por el
lanzamiento de la Revista Avances en Biomedicina, publicacién
oficial del Instituto de Inmunologia Clinica de la Universidad de
los Andes. Nuestros mejores augurios para que este drgano de
divulgacion se consolide nacional e internacionalmente en la
difusién de la produccion cientifica de nuestra region. Les
agradecemos profundamente la oportunidad que nos ofrecen
al sector comunitario, permitiéndonos exponer nuestros
puntos de vista que, en este caso en particular, se generan en
el seno de las organizaciones que hacemos vida en la respuesta
a la epidemia del VIH/sida.

En esta ocasion hemos querido plantear una
problematica que surge como una barrera al abordaje efectivo
de la prevencién a través de la adherencia a las practicas de
Sexo seguro.

En el dltimo informe sobre la situacion mundial de la
epidemia de sida publicado por ONUSIDA (1), se evidencia que
aunque el uso del preservativo ha aumentado en muchas
regiones del planeta, aun existen regiones en donde los grupos
vulnerables se rehusan al uso del conddn de forma sistematica.
Y peor aun, en estos grupos, el aumento en la incidencia de la
infeccion por VIH se asocia a practicas sexuales desprotegidas.

Ante la no disponibilidad de vacunas tanto
profilacticas como terapéuticas en el mediano y largo plazo, es
mas que evidente que la herramienta de primera mano y de
efectividad demostrada en la lucha preventiva en contra el
VIH/sida, lo constituye (entre otras) la promocién de précticas
seguras en el plano sexual, usando los preservativos o
condones. Esta realidad ha sido una de las constantes en el
trabajo de miles de organizaciones, gubernamentales o no;
que durante décadas han desarrollado campafias de
informacién y promocién de précticas de sexo seguro.

No es facil promover el uso del preservativo; por un
lado, la ultranza en la negativa hacia ésta practica por parte de
instituciones que dicen capitalizar la fe y la religiosidad de sus
seguidores, sabotea una y otra vez el trabajo preventivo; por
otra parte, la percepciéon en el colectivo esta plagada de
calificativos (el conddn aprieta, es incomodo, produce alergias,
disminuye sensibilidad, etc.) que condicionan el rechazo al uso
del conddn. Asi pues, lograr el aumento en la cobertura de uso
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del conddén es una meta dificil, pero alcanzable, y solo se
logra educando y dando informacion veraz. Y justamente en
este punto estriban los inconvenientes, pues no existe
garantia de que la avalancha de informacion veraz disponible
en un momento determinado sea valida para producir los
efectos necesarios.

En la ultima Conferencia Internacional sobre el sida
(Austria, 2010) ademas de las correspondientes revisiones
para actualizar y unificar criterios en materia de estadisticas,
prevencion e intervencion social en la lucha contra el
VIH/sida; fueron presentados dos trabajos cientificos muy
particulares: el primero, el estudio CAPRISA 004 (2),
relacionado con la “seguridad y efectividad de un gel vaginal
microbicida (1% Tenofovir) evaluado en mujeres
surafricanas”, y el segundo relacionado con los “nuevos
conceptos en la patogénesis del VIH/sida”, compilacidn
presentada por el Dr. Anthony S. Faucci. En ambos trabajos
resaltan los aportes al conocimiento y a las nuevas opciones
terapéuticas y profilacticas, reafirmando su gran valor
cientifico. No obstante, hemos querido realizar algunas
consideraciones a las implicaciones de estos hallazgos
cientificos.

El estudio CAPRISA 004 es un ensayo en fase clinica
Ilb, en donde se determinan parametros de seguridad y de
dosificaciéon del nuevo farmaco en pequeiios grupos
poblacionales. Luego de esta fase deben ejecutarse las fases
IIl'y IV (de varios afios de duracién) antes de ser liberado
finalmente como producto de uso masivo. Es decir, el uso
rutinario y a gran escala del gel contentivo de Tenofovir es
aun bastante distante (de superar las fases pendientes). No
obstante, los investigadores hicieron una afirmacién
temeraria: el gel vaginal se constituye como una alternativa
al uso del preservativo. Por otra parte, en el segundo trabajo
presentado, resaltaron algunas evidencias experimentales
que indican una baja infectividad del VIH por via sexual (3).
Estos hallazgos son argumentos adicionales para reforzar la
“corriente” nacida en Suiza hace algunos afios que plantea la
interrupcién, en condiciones de carga viral reducida, del uso
del preservativo entre parejas “serodiscordantes”, es decir
parejas en que solo una persona vive con VIH (4).

Es indudable que siempre escuchamos mejor
aquello que queremos escuchar. Es por esto que las resefias
noticiosas que se han hecho de los trabajos cientificos
mencionados, han creado una matriz de opinidén colectiva
(muy preocupante) en donde el aspecto principal, el mas
resaltante, ajeno al saber cientifico, es la posibilidad y la
justificacion para no usar los preservativos.
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El preservativo o conddn no solo es una barrera para
evitar la infeccion por VIH, impide también la entrada de otros
patdgenos causantes de enfermedades como las hepatitis B y
C, herpes, sifilis, gonorrea, entre otras; ademas de evitar
embarazos no deseados. Adicionalmente, las situaciones de
riesgo (sexual) para la infeccion por VIH son las mismas que
para las demas ITS (infecciones de transmision sexual),
entonces cabe la pregunta, el gel con Tenofovir, en fase de
experimentacion, y pendiente aun por afios de estudio para
confirmar su efectividad real, es una alternativa para la lucha
en contra del VIH y de las demas ITS?

Por otra parte, es muy discutible la interrupcion del
uso del preservativo entre parejas “serodiscordantes” para
VIH, el principal alegato para tal estrategia es el derivado de
estudios en poblaciones aisladas en donde la tasa de infeccidén
sexual ha sido estimada como muy baja (una infecciéon por
cada 2000 coitos); estos estudios han sido netamente
epidemiolégicos (3). Recordando hallazgos cientificos del
pasado, estudios de este tipo, fueron refutados por estudios
genéticos que demostraron la presencia de mutaciones que
conferian resistencia (el caso de la mutacion delta 32 del
correceptor CCR5 para el VIH)(5). Esto significa que tal
resistencia, o en otras palabras, que la baja infectividad sexual
observada en aquellos estudios fue debida a factores genéticos
de las personas y no a una caracteristica intrinseca del virus.
Entonces, son éticos y responsables los anuncios mediaticos
que plantean la baja infectividad del VIH por via sexual
promoviendo el sexo sin proteccion?

Se ha argumentado también que cuando hay una
carga viral indetectable en sangre las probabilidades de
infeccion pudieran ser infimas (6). No obstante, otros
estudios recientes han demostrado, que aun con cargas
virales indetectables en sangre, las cargas virales en liquido
seminal y en fluido vaginal son elevadas, incluso superiores a
las 500 mil copias por mL (7). Entonces, serian las cargas
virales indetectables en sangre un salvoconducto para el
sexo sin proteccion?

Independientemente de las respuestas a estas
interrogantes de caracter cientifico, el dafio real y de
impacto en la salud publica, es la justificacion al rechazo del
condén, Unica alternativa de efectividad profilactica
irrefutablemente establecida ante la infeccién por el VIH.

El problema no es el resultado de la investigacion
cientifica, sino la interpretacién que hace la poblacién,
conducida por periodistas sensacionalistas o por grupos
disidentes de las teorias cientificamente establecidas y que
se aprovechan de estas “verdades transitorias peligrosas”
para generar corrientes de pensamiento distorsionadas, que
en definitiva se suman al ostracismo eclesiastico y al desgano
colectivo como una nueva barrera para la promocion del uso
responsable del preservativo.

< Autor de correspondencia: Guillermo Teran-Angel.
Sociedad Wills Wilde AC, Centro Comercial Alto Chama,
Nivel Mezanina, Oficina 226. Telefax: 02742710220,
gata@ula.ve, Mérida 5101, Venezuela.
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Purificacion de fibroblastos gingivales a partir de tejido de la mucosa bucal
(Gingival fibroblast purification from oral mucose tissue)

Karla Padrén 1, Siham Salmen 2, Lisbeth Berrueta 2, Erika Gonzalez, Lorena Davila 3, Joselyn Rojas 2, Lisbeth Sosa 3,
Daniela Olavez 1, Eduvigis Solérzano =

! Grupo de Investigaciones Biopatoldgicas, Laboratorio Integrado de Biologia Molecular y Celular, Facultad de
Odontologia, Universidad de Los Andes, Venezuela. ? Instituto de Inmunologia Clinica, Facultad de Medicina,
Universidad de Los Andes, Venezuela. 3 Catedra de Periodoncia, Facultad de Odontologia,
Universidad de Los Andes, Venezuela.

[ARTICULO ORIGINAL] Recibido: 03 de Marzo de 2011. Aceptado: 26 de Mayo de 2011.

Resumen

Los fibroblastos son ampliamente utilizados en la medicina regenerativa como elementos clave en la restauracion del tejido
gingival y tratamientos faciales. El objetivo de este estudio fue estandarizar un método para obtener fibroblastos gingivales,
con alta pureza, procedentes de la mucosa bucal, para ello se cultivaron células procedentes del tejido gingival
mecdnicamente disgregado y sometido a separacion mediante gradientes de densidad en ficoll hypaque. Después de varios
pasajes se obtuvo un cultivo enriquecido de células adherentes. El 51% de estas fueron positivas para el marcador
especifico de fibroblastos humanos ER-TR7. Nuestros resultados indican que el método utilizado permite la obtencion de
los fibroblastos del tejido gingival, células con gran relevancia en el campo de la medicina regenerativa y que representa en
nuestra comunidad, el paso inicial para la implementacién de estrategias terapéuticas hacia la restitucion de tejidos
perdidos, particularmente a nivel de la mucosa bucal.

Palabras clave
Mucosa gingival, fibroblastos gingivales, ER-TR7, citometria de flujo, inmunofluorescencia.
Abstract

Fibroblasts are widely used in regenerative medicine, as key elements in the restoration of the gingival tissue and facial
treatments. The aim of this study was to standardize in our laboratory a method to obtain highly pure fibroblasts from
gingival tissue. In order to do that, cells were mechanically disaggregated from gingival tissue and separated by ficoll
hypaque density gradients. This procedure was performed several times yielding an enriched culture of adherent cells,
where 51% resulted positive for the fibroblast marker ER-TR7. Our results indicate that the method used, allow to obtain
fibroblasts from gingival tissue; cells with great potential in the field of regenerative medicine and it represents, in our
community, the first step to implement therapeutic strategies that will allow the restoration of damaged tissues,
particularly in the oral mucosa.

Keywords

Gingival mucose, gingival fibroblast, ER-TR7, flow cytometry, immunofluorescence.

Introduccién fibroblastos dermales (FD) y gingivales (FG), contienen
caracteristicas morfoldgicas y funcionales similares; sin
. . embargo, se ha establecido que los FG median la
Los fibroblastos son subpoblaciones celulares L " o
T ) . reparacién de los tejidos de manera mas rapida y con
en forma de huso y distribuidas ampliamente a nivel . . S .
. ) o bajo nivel de cicatrizacion (2). Esta caracteristica
de los tejidos del cuerpo. Su origen es mesenquimatico . . . .
) . - particular de los FG, estad asociada a su alta capacidad
y se consideran el componente principal del tejido s L .
. ) . de replicacién (3) y actividad de la telomerasa, enzima
conectivo (1). De los subtipos existentes, los

encargada de mantener la longitud de los telémeros y

X Autor de correspondencia: Eduvigis Solérzano Navarro, Catedra de histologia, Facultad de Odontologia, Universidad de Los
Andes, Mérida 5101, Venezuela, e-mail: eduvigis@ula.ve
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que esta asociada con la longevidad celular (3, 4). Es
por ello que ha despertado el interés de muchos
grupos de investigadores, por su gran potencialidad en
la regeneracion tisular (5).

Los fibroblastos son fuente principal de
coldageno tipos | 'y Il (6), fibronectina,
glicosaminoglicanos, proelastina,  factores de
crecimiento y de la matriz extracelular, elementos que
juegan un papel importante en la regulaciéon de los
procesos homeostaticos y en la interaccidén célula-
célula (1). Estas células ademas, responden a citocinas
pro-inflamatorias y factores de crecimiento, y de esta
manera controlan el balance entre la produccion de
matriz extracelular y la degradacidn tisular (7).

Adicionalmente, los FG estdn en estrecho
contacto con las células epiteliales, de esta manera
controlan la morfogénesis, homeostasis y reparacion
de los tejidos (8), mediante la modulacion de la
proliferacion, diferenciacion y apoptosis de las células
del tejido epitelial, (9) especialmente de los
queratinocitos (10). Este efecto estd asociado con la
liberacién del factor de crecimiento de los
gueratinocitos, que juega un papel importante tanto
en la proliferacién como en la diferenciacion de esta
subpoblacion celular (9).

Los fibroblastos aislados y cultivados in vitro o
sobre sustancias bioactivas, han sido utilizados para la
reposicion de los tejidos periodontales alterados y en
casos de retraccidn postquirurgica de la encia, con
resultados prometedores en la regeneracion de
heridas, asociado con la produccion de EGFB que
estimula la angiogénesis y la aparicion de pericitos
(células mesenquimales) y de células pluripotentes,
con capacidad de diferenciarse hacia fibroblastos y
osteoblastos (1, 11).

Las observaciones clinicas y estudios
experimentales en animales indican consistentemente
que el proceso de cicatrizaciéon en la mucosa bucal
tiene mejores resultados que en la piel (7, 12-14). Por
lo que se ha postulado que las células de la mucosa
bucal poseen caracteristicas distintivas de la
promocion de cierre acelerado de heridas (12, 15). Los
FG pueden ser purificados de tejidos de diferentes
regiones de la cavidad bucal, como el paladar,
rebordes edéntulos (16) y en casos de erupcion pasiva
de terceros molares, a partir del cual pueden ser
cultivados in vitro, donde se expanden y proliferan sin
necesidad de condiciones especiales (17).

En base a estos hallazgos, en este trabajo se
estandarizd el procedimiento para el cultivo y
caracterizacion de los FG, como primer paso para el
desarrollo y aplicacion de procedimientos que

Avan Biomed. 2012; 1(1): 4-8.

restauren, mantengan o mejoren la funciéon de los
tejidos de soporte en la cavidad bucal.

Metodologia

Muestra de tejido gingival: posterior a la
obtencion de consentimiento escrito por los
voluntarios reclutados en el estudio y cumpliendo con
las normas bioéticas de la Universidad de Los Andes
(ULA), se procedié a la obtencién de la muestra de
tejido gingival. Los individuos seleccionados acudieron
a la clinica de Periodoncia, Facultad de Odontologia,
ULA con alteraciones en la erupcidon pasiva; en
ausencia de patologias periodontales inflamatorias o
asociadas a medicamentos. El tejido se obtuvo
mediante la realizacion de una cufia distal en la
mucosa de los terceros molares inferiores, efectuada
con fines terapéuticos; para lo cual, previo al acto
quiruargico, se indicd al paciente realizar enjuagues con
Gluconato de clorhexidina 0,12%, por 1 minuto. Bajo
anestesia infiltrativa, se realizd la cufa distal;
obteniéndose asi un fragmento de tejido de
aproximadamente 3 mmz, el cual fue lavado con
solucion fisioloégica estéril para eliminar restos de
sangre y sobre una loseta estéril se procedié a retirar
mecdanicamente el epitelio.

Cultivo in vitro del tejido gingival: el tejido
fue disgregado sobre una capsula de petri y con la
ayuda del bisturi se cortd6 en porciones de
aproximadamente 2 mm x 2 mm. Posteriormente fue
homogeneizado con el émbolo de una jeringa estéril, a
fin de obtener fragmentos de tejido mas pequefios. La
muestra fue resuspendida en medio de Eagle
modificado por Dulbecco (D-MEM) completo (100
U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina, 2,5
mg/mL de anfotericina B y suplementado con 10% de
suero bovino fetal. La suspension celular fue sometida
a separacién por gradiente de densidad utilizando
Ficoll-Hypaque, densidad 1077, a fin de eliminar las
células mononucleares presentes en el tejido.
Posterior a la centrifugacion a 400 g durante 30 min, el
botén celular ubicado en el fondo del tubo fue
recuperado, lavado tres veces y sembrado en placas de
6 pozos estériles en medio D-MEM completo. El medio
de cultivo fue reemplazado cada 7 dias. Después de
tres semanas, las células en suspension fueron
separadas de las adherentes, estas ultimas fueron
tratadas con Tripsina (0,25%)/EDTA a fin de realizar los
repiques y lavados correspondientes. La viabilidad
celular se determind mediante la técnica de coloracion
supravital con Azul Trypan al 0,4%.
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Figura 1. En la figura 1a, se muestra la presencia de células adherentes y no adherentes después de dos semanas de
cultivo. La figura 1b, muestra la predominancia de células adherentes las cuales se observan confluentes después de 4

semanas de cultivo.

Determinacion del fenotipo de las células en
cultivo mediante citometria de flujo: las células
adherentes y no adherentes fueron fijadas con
paraformaldehido (PAF) al 3% durante 10 minutos a
temperatura ambiente, luego de tres lavados, estas
fueron permeabilizadas con PBS, 0,5% de BSA y
saponina 0,1%, durante 20 minutos a temperatura
ambiente, luego centrifugadas y tefiidas con 10 pL
(1 pg/mL) del anticuerpo marcador especifico de
fibroblastos humanos: ER-TR7-PE  (Santa Cruz
Biotecnology, CA), durante 30 minutos a 4 °C, luego de
tres lavados con PBS, las células fueron adquiridas y
analizadas en un citémetro de flujo FACsort mediante
el programa Cell Quest (Becton Dickinson).

Fueron capturados 10,000 eventos vy
mediante un grafico tipo “dot-plot”, se establecio la
regidon donde se ubican las células en un grafico de FSC
(Forward scatter) (ajustado a E-1, debido al tamafio
celular) y SSC (Side scatter).

De esta regién se identificaron aquellas
células con marcaje positivo para ER-TR7.

Inmunofluorescencia directa: Una porcion
(2x10° células/mL) de células adherentes se sembraron
en laminillas estériles y se cultivaron durante 2
semanas hasta obtener una confluencia del 80%.

Las células fueron fijadas con metanol por 10
minutos a -20 °C, se lavaron tres veces con PBS-
Gelatina, fueron incubadas con ER-TR7-PE (1:50) y
luego de tres lavados las células se visualizaron con un
objetivo de 100X en un microscopio de
epifluorescencia LEICA DMR (Leica Microsystems
Wetzlar GmbH), las imagenes fueron registradas
empleando el sistema de captura CoolSNAP acoplado
al software ImagePro (MediaCybernetics).

Resultados y Discusion

En este estudio se implementd un método
para la purificacién de FG a partir de la mucosa bucal
para establecer cultivos in vitro, que pueden utilizarse
en procedimientos de regeneracidon de tejido
conectivo con aplicacion en diferentes aéreas
biomédicas. Las células fueron extraidas del tejido y
sometidas a ficoll hypaque a fin de eliminar las células
mononucleares, fue posible diferenciar células
adherentes de las no adherentes a partir de los
primeros 14 dias de cultivo (ver figura 1a) logrando
establecerse una monocapa de células confluentes en
cuatro semanas (ver figura 1b). Para evaluar el
porcentaje de fibroblastos presentes en ambas
subpoblaciones (adherentes y no adherentes), se
utilizd6 un marcador especifico de fibroblastos
humanos (ER-TR7) (18).

Tal y como se muestra en la figura 2, el
enriquecimiento de fibroblastos fue mayor en la
poblacién de células en monocapa (51%) (Figura 2b) en
comparacidon con aquellas que se mantuvieron en
suspension (17%) (Figura 2a).

Los resultados de la inmunofluorescencia
(Figura 3) permitieron evaluar la morfologia de estas
células asi como la presencia y patrén de localizacion
del antigeno ER-TR7 en la poblacion en las células
adheridas a las laminillas, corroborando asi el
enriquecimiento predominante de fibroblastos en las
preparaciones estudiadas. Existen reportes previos de
la presencia de células progenitoras gingivales
multipotenciales a nivel de la mucosa gingival con
morfologia similar a los fibroblastos, con capacidad de
diferenciarse en osteoblastos, condrocitos y adipocitos
(19), por lo que es importante establecer estudios

2012; 1(1): 4-8. Avan Biomed.
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FSC

Figura 2. La figura 2a, evidencia el porcentaje de fibroblastos presentes en las células no adherentes,
mientras que la figura 2b, evidencia el enriquecimiento de fibroblastos en las células adherentes.

adicionales para caracterizar a las poblaciones
adherentes aisladas con morfologia de fibroblastos,
pero negativas al marcador ER-TR7.

Desde hace varios afios diferentes grupos de
investigacion han trabajado en la regeneracidon de
tejidos mediante el uso de matrices no-celulares
inertes con o sin la presencia de FG autélogos (1, 20);
sin embargo los resultados hasta ahora obtenidos
indican que en estos injertos, la repoblacion es mas
lenta y depende exclusivamente de la infiltracidn
celular y de vasos sanguineos del periostio, debido a
ausencia de células mesenquimaticas, importantes en
la reconstitucién del tejido (20-22). Tomando en
consideracion estas observaciones la tendencia actual
es enriquecer estas matrices acelulares con

Figura 3. Muestra la morfologia y patréon de tincidn
intracelular de ER-TR7 en los fibroblastos cultivados
en monocapa.

Avan Biomed. 2012; 1(1): 4-8.

fibroblastos, previo a su colocaciéon en el tejido blanco
para acelerar la recuperacion y regeneracion del tejido
(23), por cuanto representan una fuente importante
de matriz extracelular (1, 7, 24), de reclutamiento de
células que contribuyen en la regeneracién tisular (1,
23), ademas de favorecer las morfogénesis epitelial,
diferenciacion e integridad del epitelio de la mucosa
gingival (25).

Las FG no son sdlo de gran interés para el
campo de la odontologia y la estética médica, sino
también para la generacion de células progenitoras
pluripotenciales inducidas (iPS), procedimiento que
inicialmente fue explorado en fibroblastos de piel y
tejidos viscerales, pero que por su facilidad de
obtencion de muestras, purificacion y cultivo, ademas
de su alta tasa de replicacion y actividad de
telomerasa, son consideradas como el modelo ideal
para generar iPS (3, 26).

La ingenieria de tejidos se ha convertido en
una nueva frontera en la odontologia para la
regeneracion de tejidos bucales (3), por lo que la
purificacion de FG en nuestro laboratorio representa
un paso inicial para la implementacion de nuevas
estrategias terapéuticas en nuestra regién, a fin de
ofrecerle a los pacientes una alternativa en la
restitucién de tejido perdido o dafiado especialmente
en la mucosa bucal.
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Resumen

Se ha descrito que condiciones ambientales extremas tales como altas temperaturas, luz ultravioleta y el efecto
invernadero, alteran la tasa de crecimiento de las plantas. En este trabajo se investigd el efecto agudo de dos condiciones
ambientales extremas tales como la limitacién de nutrientes y la acidificacion del suelo con acido sulfurico, un compuesto
comunmente depositado en los suelos como consecuencia de la llamada lluvia acida, sobre la tasa de muerte y proliferacién
celular en petunias (Calibrachoa parviflora). Para tales efectos, grupos de petunias fueron sometidas a tres condiciones
diferentes: grupo A o control, mantenida en condiciones éptimas y de suministro de nutrientes, grupo B en ausencia de
nutrientes y de luz natural, y grupo C expuestas a agua acidificada con acido sulfurico. En un seguimiento hasta 72 horas, se
analizaron muestras de pétalos, hojas y tallos de cada una de las plantas y, posterior a la extraccion de los ntcleos, estos
fueron tenidos con ioduro de propidio, un agente intercalante del ADN, y analizados mediante citometria de flujo y
microscopia de fluorescencia. Los resultados muestran que ambas condiciones extremas generan un desbalance en el
proceso de muerte/sobrevida de las petunias, pero a diferencia de las plantas del grupo B, las plantas del grupo C no
incrementaron la tasa de proliferacion celular. Estos resultados sugieren que las plantas que crecen en suelos acidos
pierden la capacidad compensatoria ante la sefal de estrés que se genera a consecuencia de la exposicién aguda a
concentraciones toxicas de acido sulfrico.

Palabras clave

Muerte Celular, degradacion de cromatina, lluvia dcida, plantas, efecto invernadero.

Abstract

It has been previously reported that extreme environmental conditions such as high temperatures, ultraviolet light and the
greenhouse effect, alter the rate of growth in plants. In this study we investigated the acute effect of two extreme
environmental conditions: nutrient deprivation and soil acidification with sulfuric acid, a compound commonly deposited in
the soil, as a result of acid rain, on the rate of death and cell proliferation in petunias (Calibrachoa parviflora). For this
purpose, a group of petunias was subjected to three different conditions: group A or control, kept in optimum conditions
and nutrient supply, group B in the absence of nutrients and natural light and group C, exposed to water acidified with
sulfuric acid. In continuous observations for up to 72 hours, samples from petals, leaves and stems of each plant were
analyzed and after nuclei extraction; these were treated with propidium iodide, a DNA intercalator compound, and
analyzed by flow cytometry and fluorescence microscopy. The results show that both extreme conditions generate an
imbalance in the process of death/survival of petunias, but unlike plants from group B, plants in group C, did not increase
their rate of cell proliferation. These results suggest that plants growing in acid soils lose their ability to compensate the
stress signal generated as a result of acute exposure to toxic concentrations of sulfuric acid.
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Cell death, chromatin degradation, acid rain, plants, greenhouse effect.

X Autor de correspondencia: Lisbeth Berrueta Carrillo, Instituto de Inmunologia Clinica, Facultad de Medicina, Universidad de los
Andes, Correo electronico: Iberruet@ula.ve



Montes-Berrueta D y col. Muerte celular en plantas inducida por condiciones ambientales adversas

Introduccion

Al igual que todo organismo, las plantas estan
formadas por células, las cuales representan la unidad
mas pequeiia, estructural y funcional de todos los
seres vivos. Las plantas cumplen con procesos muy
importantes tanto para su existencia como para el
resto de los seres vivos; el mas claro ejemplo de esto
es la fotosintesis (1). Al igual que en otros seres vivos,
los fendmenos de crecimiento, desarrollo vy
diferenciacion estan controlados por un equilibrio
entre la sobrevida y la muerte celular programada;
esta ultima consiste en una cascada de eventos cuya
funcién es mantener la integridad del organismo al
eliminar células defectuosas o envejecidas (2), pero
que puede resultar en un blanco de agentes externos
que afectan la fisiologia del organismo (3). La muerte
celular juega un papel importante en procesos como
resistencia a condiciones ambientales desfavorables
como carencia de nutrientes, temperaturas
exageradas, estrés oxidativo entre otros (4).

En el ecosistema donde los organismos
vegetales se encuentran y se adaptan para
desarrollarse, inciden factores ambientales que
pueden alterar consecuentemente su ciclo de vida (5,
6). Entre los factores mas notables tenemos el
calentamiento global y la lluvia acida, cuyas
caracteristicas logran afectar enormemente al reino
vegetal, bien sea por efecto de la pérdida de
nutrientes, como por la acidificacién o alteracion de
los suelos, entre otros (7, 8). Ademas de los factores
ambientales, también se encuentra el efecto causado
por la intervencion del hombre como factor
importante que genera condiciones de peligro para el
planeta ya que éste contribuye en gran medida con la
contaminaciéon del ambiente y a la alteracién del
equilibrio climatico (9). La muerte celular programada
(MCP) es esencial para mantener la homeostasis
tisular en muchas formas de vida (7). En las plantas, de
igual forma que en los animales, la MCP es el
mecanismo por el cual se regulan una serie de
procesos fisioldgicos; en plantas, estos incluyen la
germinacion, diferenciacion, crecimiento,
reproduccién y desarrollo de semillas. La MCP también
juega un papel importante en otros procesos como la
resistencia a condiciones ambientales desfavorables
tales como falta de nutrientes, temperaturas
extremas, hipoxia, ataque por patdgenos y agentes
toxicos (10, 11).

La adaptacion de las plantas a las condiciones
ambientales adversas permite la manifestacion de
otros modelos tradicionales de MCP. Por ejemplo,
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cuando las raices carecen de O,, como sucede cuando
el suelo se inunda, las plantas sobreviven al fomentar
la formacion del parénquima, un tejido poroso cuya
funcidn es facilitar el transporte del O, del vastago a
las células de la raiz. La formacidon del parénquima
implica la muerte orquestada de células normales,
dando lugar a la formacién de cavidades que facilitan
el intercambio gaseoso mientras se reduce el nimero
de células que requieren O,. La hipoxia aumenta la
produccion del etileno, que induce la formacién del
parénquima; a nivel celular, este tipo de muerte
programada se acompafia de una importante
vacuolizacion (12).

Un efecto ambiental que resulta como
consecuencia de la contaminacién inducida por la
mano del hombre es la llamada lluvia acida, la cual se
forma cuando el agua en el aire (la humedad) se
combina con los 6xidos de nitrégeno y el didxido de
azufre emitidos por fabricas, centrales eléctricas y
vehiculos que queman carbén o productos derivados
del petrdleo. En interaccién con el vapor de agua,
estos gases forman dcido sulflrico y acido nitrico.
Finalmente, estas sustancias quimicas caen a la tierra
acompanando a las precipitaciones, constituyendo asi
la llamada lluvia acida (13). Los contaminantes
atmosféricos primarios que dan origen a la lluvia acida
pueden recorrer grandes distancias, y ser trasladados
por los vientos cientos o miles de kildémetros antes de
precipitar en forma de rocio, lluvia, llovizna, granizo,
nieve, niebla o neblina. Cuando se produce la
precipitacion, ésta puede provocar deterioros
importantes en el ambiente (14).

Estudios previos han demostrado que en
plantas sometidas a condiciones extremas tales como
altas temperaturas, luz UV y exceso de agua, se altera
la tasa de crecimiento la cual se ve asociada a un
incremento en la emision foliar de metano (CH,),
componente que se correlaciona con el incremento del
efecto invernadero (15). Ademds, el efecto
invernadero conduce a la acumulacién de diferentes
compuestos en la atmédsfera que causa secuelas
adversas en el ecosistema. La acumulaciéon de CO,
(otro de los gases acumulados durante el efecto
invernadero), en asociacion con las altas temperaturas,
también tiene un efecto negativo sobre la fotosintesis-
una funcion vital para las plantas (16).

Las plantas ademas son capaces de responder
frente a estos factores ambientales extremos (altas
temperaturas) con un incremento de especies
reactivas del oxigeno como el oxido nitrico (NO),
sustancia que bajo condiciones fisioldgicas ejerce
funciones de defensa (plantas-microorganismos) vy
control del metabolismo celular; sin embargo, su
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acumulacion y produccién de manera exagerada y
descontrolada pudiera tener efectos deletéreos sobre
estos organismos (17), como por ejemplo hacerlas mas
susceptibles a sufrir muerte celular.

La muerte celular ha sido estudiada en
pétalos de Petunia hibrida utilizando como parametros
la degradacion del ADN y cambios en la morfologia
nuclear. Estos andlisis se han llevado a cabo mediante
la tinciéon del ADN con ioduro de propidio y por
citometria de flujo (18).

En este trabajo se evaluaron los efectos de
condiciones ambientales adversas como la deprivacidon
de nutrientes y el depdsito acido sulfurico (H,SO,4) en
el suelo, en plantas de petunia (C. parviflora) midiendo
sefiales de muerte y sobrevida, utilizando técnicas
como la citometria de flujo y la tincién del ADN nuclear
con ioduro de propidio.

Metodologia

Condiciones de cultivo de las plantas: Se
emplearon 3 plantas de petunia (C. parviflora) por
cada subgrupo, cada uno de los cuales posteriormente
fue sometido a tres condiciones diferentes: un primer
grupo (grupo A) se mantuvo bajo condiciones control
con suplemento de nutrientes y exposicién a la luz del
dia, el segundo grupo (grupo B) se mantuvo en la
oscuridad y sin nutrientes, y un tercer grupo (grupo C)
se mantuvo en un ambiente rico en acido sulfurico
(2 mM, pH=2,5), el cual fue agregado al agua corriente
y aplicado diariamente a las plantas. Las plantas fueron
crecidas en condiciones de laboratorio, empleando
tierra abonada organicamente como sustrato vy
mantenidas en un rango de temperatura entre 22 y
24 °C durante el dia y entre 18 y 20 °C durante la
noche; se utilizé iluminacién natural con alternancia de
ciclos de luz y oscuridad (excepto para el grupo B). Las
plantas fueron evaluadas diariamente durante 72
horas (3 dias), haciendo observaciones tanto
macroscépicas como microscoépicas, las cuales fueron
anotadas cada 24 horas. Se tomaron muestras de
diferentes partes de las plantas (flores, hojas y tallos) a
fin de evaluar la muerte celular a través de la
degradacién del ADN mediante tincidon con ioduro de
propidio.

Homogeneizacion del tejido vegetal vy
purificacion de nucleos: Los pétalos, las hojas y los
tallos fueron cortados en trozos diminutos para
permitir la separacidn apropiada de los nucleos usando
un bisturi en presencia del amortiguador de extraccion
(45 mM de cloruro de magnesio, 30 mM de citrato de
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sodiob 20 mM de MOPS (4-sulfonato de
morpholinopropano), 0,1% de Triton X-100, pH 7,0). El
extracto obtenido por cada seccion de la planta, en el
total de las 9 plantas, fue filtrado a través de una malla
de nylon para luego ser tefiido con ioduro de propidio
(10 pg/ml), e incubado durante 30 minutos, protegido
de la luz, para luego proceder al analisis mediante
citometria de flujo.

Deteccion de la fragmentacion del ADN: Las
muestras fueron analizadas a través de un citémetro
de flujo FACSCAN, Becton and Dickinson, y se
capturaron un total de 10.000 eventos por cada
muestra cada 24 horas hasta 72 horas de observacion.
Para el analisis de los resultados, se establecieron dos
ventanas: una correspondiente a los pardmetros de
tamafio y complejidad de particulas, y el otro para
analizar la fluorescencia de las particulas emitida por el
ioduro de propidio en el canal FL2, ésta se representd
en histogramas y se tomaron como nucleos en
degradacidn (reflejando muerte celular) todas aquellas
particulas que se ubicaron detras del pico GO-G1 en el
perfil de ADN en el ciclo celular, y como sefial de
proliferacion el pico ubicado por delante de la fase S,
llamado G2/M. Se utilizé el programa CellQuest
proporcionado por la casa comercial Becton and
Dickinson  (San  José de California, USA).
Adicionalmente, una porcién de la muestra se montd
en una laminilla portaobjeto, la cual se visualizd y
documentd en el microscopio de fluorescencia.

Anadlisis  estadisticos: Los  parametros
evaluados se expresaron usando la media + desviacion
estandar (DS). Las diferencias entre los promedios de
los grupos estudiados se analizaron usando la prueba
t-student calculada con el programa Statgraphic
Centurion XV.lIl. Se consideraron estadisticamente
significativos los valores de p < 0,05.

Resultados

Observaciones macroscopicas: Los tres
grupos de plantas fueron evaluadas cada 24 horas
durante un periodo de 72 horas, tomdandose
documentacion fotogrdfica de cada una de estas
observaciones. En la figura 1 se puede observar que en
el tiempo 0, al inicio de los experimentos, no existen
diferencias macroscépicas entre los 3 grupos
estudiados. En la figura 2 se evidencia que a las 72
horas de observacidon, las plantas muestran
caracteristicas  distintivas entre los 3 grupos
analizados. A saber: el grupo A, o grupo control,
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mantuvo las flores, la turgencia en los tejidos, y la
coloracién caracteristica comparable a la observada al
inicio de los experimentos. En el grupo B se observé
disminucion en el nimero de flores con discreta
opacidad en la coloracién de las hojas, sin cambios en
la turgencia de las mismas. En contraste, las plantas
del grupo C mostraron pérdida de las flores, pérdida
de la turgencia y opacidad de hojas y tallos.

Figura 1. Detalles macroscépicos de las plantas de
Calibrachoa parviflora al inicio del estudio (tiempo 0).
Grupo A: Control, Grupo B: Privado de nutrientes y en
ausencia de luz natural, y Grupo C: presencia de 4cido
sulfurico en el suelo.

Andlisis mediante citometria de flujo: Los
suspensiones de nucleos obtenidos de cada seccidn de
las plantas: flores, hojas y tallos, por cada grupo
analizado (un total de 27 muestras cada 24 horas),
fueron analizadas mediante citometria de flujo. En la
figura 3a se destaca el proceso de degradacién del
ADN nuclear en los pétalos de las plantas de los 3
grupos analizados, expresado en cifras porcentuales.
Puede observarse que existe una tendencia al
incremento en la degradacidn de los nucleos tanto en
las condiciones de carencia de nutrientes (grupo B)
como en las sometidas al acido sulfarico (grupo C). En
la figura 3b se observa la tincién de particulas
correspondiente a la fase G2/M del ciclo celular; es
decir, a la duplicacién del contenido de ADN. Es
interesante que puede observarse que en los pétalos
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del grupo de plantas sometidas a deprivacion de
nutrientes (grupo B) existe un incremento importante
en la intensidad de fluorescencia en la fase G2/M, en
contraste con lo observado en el grupo C en donde
este pico de fluorescencia esta ausente y sugiere un
impacto importante en la capacidad de crecimiento
celular. Estas observaciones se repiten en las hojas
(figura 4a, 4b) y en los tallos (figura 5a, 5b). Las figuras
3¢, 4c y 5c son imdagenes representativas del analisis
realizado en las diferentes partes de las plantas entre
los 3 grupos analizados. Las mismas se han solapado
para efectos de comparacién entre grupos vy
destacadas en colores distintos. En estas figuras se
destaca el incremento de la muerte inducida por la
exposicion al H,SO,, (linea naranja) y la duplicacion del
ADN compensatoria en las plantas sometidas a
deprivacion de nutrientes (linea verde).

Figura 2. Detalles macroscépicos de las plantas de
Calibrachoa parviflora después de 72 horas expuestas a
las condiciones experimentales. Grupo A: Control,
Grupo B: Privado de nutrientes y en ausencia de luz
natural, y Grupo C: presencia de acido sulfurico en el
suelo.

Estos hallazgos fueron ademas confirmados a
través de microscopia de fluorescencia (figura 6),
donde se muestra un incremento del brillo de los
nucleos tefiidos con ioduro de propidio en las plantas
del grupo B (figuras 6b, 6e, 6h), en comparacion con el
grupo A (figuras 6a, 6d, 6g), mientras que en el grupo
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Muerte celular en plantas inducida por condiciones ambientales adversas. Montes-Berrueta D y col.

% de fragmentacion
del ADN

Oh 24h 72h
b)
900
700 I
4.2 500
25 I
S 9 500
é % 400 - T
=% 300 4 T
200 1 T
100
0
oh 24h 72h

Divisién celular

Fragmentacion

@ Control
Limitacion de nutrientes
Tratadas con H,S0,

Figura 3. Analisis de la fragmentacion del ADN en pétalos de plantas de Calibrachoa parviflora. a. Porcentaje de fragmentacion
del ADN analizado mediante citometria de flujo correspondiente al material genético detras del pico G1. b Medicion de la
duplicacion del contenido del ADN a través de la determinacién de la intensidad de la fluorescencia en la fase G/2M. c
Solapamiento de histogramas representativos de las tres condiciones, mostrando fragmentacién del nucleo celular y division
celular en pétalos de plantas de Calibrachoa parviflora. * indica diferencias estadisticamente significativas.

C, se evidencia fundamentalmente fragmentacion
nuclear (figuras 6¢, 6f, 6i), caracteristica basica de la
muerte celular.

Discusion

Los procesos de muerte y division celular son
fundamentales en la fisiologia de los seres vivos, y
debe existir, tanto en las células animales como en las
plantas, un equilibrio entre ambos que permitan el
crecimiento, desarrollo y diferenciacion de los tejidos
(19, 20). En este estudio se han utilizado herramientas
como la citometria de flujo y la microscopia de
fluorescencia para analizar los efectos que pueden
ocasionar condiciones ambientales adversas, tales
como la carencia de nutrientes y la acidificacion de los
suelos, sobre plantas de C. parviflora, las cuales han
sido previamente estudiadas mediante esta técnica,
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para cuantificar el fendmeno de muerte celular
programada (21).

Como aspecto mas resaltante a destacar es la
pérdida del equilibrio entre la muerte y la proliferacion
celular en aquellas plantas sometidas a condiciones
adversas. Asi, en el grupo de plantas tratadas con
acido sulfurico (grupo C) se pudo observar que ademas
de una tendencia a incrementar la degradacion de la
cromatina en las estructuras analizadas, en particular
pétalos y tallos, se observé disminucién marcada de la
proliferacion celular como lo demuestra la reducida
duplicacion del ADN. Por otro lado, en el grupo B de
plantas en oscuridad y sin nutrientes, ademas de una
tendencia a una mayor degradacién del ADN en todas
las muestras analizadas, se observé de manera muy
notoria un incremento en la intensidad de Ila
fluorescencia en el area correspondiente al pico G2/M,
lo que se traduce en incremento en la proliferacion
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Figura 4. Analisis de la fragmentacion del ADN en hojas de plantas de Calibrachoa parviflora. a. Porcentaje de fragmentacion del
ADN analizado mediante citometria de flujo correspondiente al material genético detras del pico G1. b Medicion de la
duplicacién del contenido del ADN a través de la determinacién de la intensidad de la fluorescencia en la fase G/2M. ¢
Solapamiento de histogramas representativos de las tres condiciones, mostrando fragmentacién del nucleo celular y division
celular en hojas de plantas de Calibrachoa parviflora. * indica diferencias estadisticamente significativas.

celular. Estos resultados sugieren que mientras que en
el grupo B, se pone en marcha un mecanismo
compensatorio como lo es la proliferacién celular
dentro de las 72 horas de observacion, en el grupo C
con tratamiento acido del suelo, este mecanismo
compensatorio se pierde desde las primeras 24 horas
indicando un efecto deletéreo muy prominente vy
agudo. Estos resultados pudieran extrapolarse a lo que
sucede en los suelos y en la vida vegetal expuesta a
desechos industriales y productos de combustion,
puesto que las concentraciones de acido sulfirico
utilizadas son las consideradas como tdxicas para
vegetales (15, 16, 20).

En este trabajo ademas se observaron
cambios de color y turgencia de los pétalos de las
plantas en estudio; cambios que fueron evidenciados
fundamentalmente en los pétalos de las plantas
sometidas a H,SO,. Estos cambios semejan a la
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senescencia floral, acelerada en el grupo C. Se ha
descrito que estos cambios macroscdopicos se asocian a
fendmenos bioquimicos que incluyen un aumento en
las enzimas hidroliticas, la degradacion de las
macromoléculas, y un aumento en la actividad
respiratoria (ROS) - eventos que preceden a la muerte
celular programada (28) -, asociado con la ruptura de
la membrana y la fragmentacion del ADN (29); este
ultimo fue evidenciado en los pétalos de las petunias
tratadas con H2SO4. Asi, la senescencia de los pétalos
es considerada como otra forma de muerte celular
programada en las plantas (29).

El proceso de muerte en las plantas puede ser
activado por diversos eventos (22). Uno de ellos es
producto de la accion de agentes patdgenos que
pueden inducir la muerte celular programada en los
sitios de infeccidn a través de un mecanismo conocido
como respuesta hipersensible (HR), la cual le permite a
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Figura 5. Analisis de la fragmentacion del ADN en tallos de plantas de Calibrachoa parviflora. a. Porcentaje de fragmentacion del
ADN analizado mediante citometria de flujo correspondiente al material genético detras del pico G1. b Medicién de la
duplicacién del contenido del ADN a través de la determinacidén de la intensidad de la fluorescencia en la fase G/2M. c
Solapamiento de histogramas representativos de las tres condiciones, mostrando fragmentacién del nucleo celular y division
celular en tallos de plantas de Calibrachoa parviflora. * indica diferencias estadisticamente significativas.

la planta aislar al patégeno, limitando asi su dispersion
y un dafio mayor e incluso la muerte de toda la planta
(23). Otra via de activaciéon de la muerte celular se
produce en respuesta a la hipoxia, lo que determina la
degradacion de ciertas células del parénquima de las
raices (24), o como consecuencia de estrés abidtico
(estrés por calor, ozono, etc.) (25, 26). Los
contaminantes como el aluminio también han sido
implicados en la activacién de la muerte celular en las
plantas a través de la induccién de la liberaciéon de
especies reactivas del oxigeno (ROS) y del dafo
mitocondrial (27).

Los ROS son producidos en las plantas en
respuesta a estimulos de estrés o como resultado de la
reduccién de 0, durante procesos
metabdlicos/fisioldgicos. Sin embargo, cuando ocurre
un desbalance en su produccién, estos son
perjudiciales (30) debido a su capacidad para provocar
dafio oxidativo del ADN, que inevitablemente inducen
la muerte celular (4), y en la actualidad son
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considerados como mediadores clave de este proceso
en plantas.

En base a estos antecedentes, es importante
profundizar en los mediadores que se asocian con la
muerte celular en los dos modelos utilizados en este
estudio: cuando las plantas fueron deprivadas de
nutrientes, a pesar de activarse el proceso de muerte
fundamentalmente en los pétalos y tallos, se dispara el
proceso de duplicacién del ADN a fin de compensar el
dafio tisular, a diferencia de lo observado en las
plantas sometidas al H,SO,, donde este evento
compensatorio no ocurre.

Finalmente, es importante evaluar el papel de
los ROS y de las mitocondrias en los fendmenos aca
reportados, ademds de someter a las plantas a un
periodo de observacidn mas extenso a fin de contribuir
a comprender con mayor claridad la naturaleza de este
fenémeno.
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Figura 6. Evaluacion por microscopia de fluorescencia de los nucleos purificados de de las plantas Calibrachoa
parviflora. Figuras 6a, 6d y 6g, corresponden a los nucleos tefiidos con ioduro de propidio de los pétalos, hojas y
tallos del grupo A. Figuras 6b, 6e y 6h, corresponden a los nucleos tefiidos con ioduro de propidio de los pétalos,
hojas y tallos del grupo B. Figuras 6c, 6f y 6i, corresponden a los nucleos tefiidos con ioduro de propidio de los

pétalos, hojas y tallos del grupo C.
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Resumen

Los inflamasomas son un grupo de proteinas que participan en el sistema de deteccidn y erradicacidn intracelular, siendo
un aspecto fundamental del sistema inmune innato. Las proteinas involucradas pertenecen a la familia de proteinas
CATERPILLER las cuales contienen un dominio de reclutamiento de caspasas, pirina, dominio de unién a nucleétidos y
repeticiones de leucina. Actualmente, hay 4 tipos de inflamasomas descritos y se han considerado parte de un abanico de
eventos dentro del fendmeno de defensa: a) NLRP1 el cual activa a Caspasa-1y Caspasa-5; b) NLRC4, acoplado a NAIP5 para
la activacion de Caspasa-1; c) NLRP3, el inflamasoma prototipo, el cual produce Caspasa-1; y d) AIM2, funcionando como
sensor de ADN. La siguiente revisiéon discute la informacién mas reciente de los subtipos de inflamasomas, su influencia en
la polarizacién de la respuesta inmune y su participacion en la patogenia de enfermedades metabdlicas como diabetes y
aterosclerosis.

Palabras clave

Inflamasomas, caspasas inflamatorias, defensa ante microorganismos intracelulares, polarizacion de la respuesta inmune,
inmunometabolismo.

Abstract

The inflammasomes are a group of proteins that participate in the intracellular detection and eradication system, being an
important piece in the innate immune system. The proteins involved belong to the CATERPILLER family of proteins which
contain a caspase recruiting domain, pyrin, a nucleotide binding domain and leucine repeats. Currently, 4 types of
inflammasomes are described and are part of an array of events within the defense phenomena: a) the NLRP1 which
activates Caspase-1 and Caspase-5; b) NLRC4, that coupled with NAIP5 relates to Caspase-1 activation; c) NLRP3, the
prototype inflammasomes, which produces Caspase-1; and d) AIM2 that functions as a DNA sensor. The following review
discusses the current information regarding each subtype of inflammasomes, its influence in the immune response and
their role in the pathogenesis of metabolic diseases like diabetes and atherosclerosis.

Keywords

Inflammasomes, inflammatory caspases, intracellular microorganism defense, immune response polarization, immunometabolism.

Introduccién research was focused on the adaptive system for a

long period of time, the discovery and characterization

Evolution has granted higher vertebrate
members with an efficient immune system which
relies not only in an innate “seek and destroy”
arrangement (dendritic cells, macrophages,
neutrophils, eosinophil, and NK), but also in an
adaptive mechanism to provide specific targets of
destruction and long-lasting memory of such killing
specificities (B and T cells). Even though, mainstream

of Toll-like receptors in humans and other
mammalians challenged the coined concept of “non-
specific innate system”. The Pattern Recognition
Receptors (PRR) provide the cell with an array of
complex proteins which are capable of activation of
coagulation and complement pathways, inflammation,
opsonization and induction of apoptosis, all mediated
through the detection of Pathogen-Associated
Molecular Patterns (PAMPs) — highly conserved
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molecular signatures which work as beacons for
microbial pathogens and stress signals from injured
cells (1). The acquisition of PRR throughout evolution
secured the interaction and recognition of PAMPs
allowing the detection of infection, but the downside
of the system is that PAMPs are not solely expressed in
pathogenic microorganisms, it’s actually shared with
commensal microflora (2-7). PRR can be classified in
three groups (8): those which are assembled in the
plasma membrane (like CD14, MARCO, among others),
the intracellularly assembled (such as NODs and PKR),
and the soluble forms (for example C-reactive protein
and mannan-binding lectine). The purpose of this
review is to dissect the molecular basis associated with
the inflammasomes mediated by intracellular PPRs and
their role in modulating normal immune response and
metabolic diseases.

The Inflammasomes

Martinon et al. (9) published back in 2002
about a super molecular protein complex which was
capable of activating caspase-1 and caspase-5, which
were enzymes required for the final processing and
cleavage of pro-IL-1B and pro-IL-18. In this first
description, the authors explain that the complex
requires caspase-1 and capase-5 recruitment, the
coupling with the proteins ASC and NALP1. Of course,
this first characterization has evolved over the past 9
years, thanks to several findings within the NLR family.
The capability for activating proinflammatory caspases
is not restricted to NLRP1/NALP1, in fact, NLRP3 and
NLRC4/IPAF are also considered inflammasomes
pathways for IL-1B, as well as inductors of autophagy
and cell death (10-12); see Figure 1. The main role on
inflammasomes is to serve as immune guardians of the
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cytosol, acting as sentinels by identifying intracellular
pathogens through PAMPs and immediately inducing
an inflammatory response.

Ting’s laboratory (13) began working on the
characterization of the genes associated with the
peculiar family of proteins CATERPILLER, which stands
for CARD, Transcription Enhancer, R(purine)-binding,
Pyrin, Lots of LEucine Repeats (LRR) (See Figure 2). The
current nomenclature established that the family
should be named NLR for Nucleotide-binding domain
and Leucine-rich Repeats (15). According to
phylogenetic and functional characteristics, 22 human
genes have been characterized dividing them in 4
groups (15-16): a) the CITA subfamily/NLRA,
comprising one member containing a CARD domain,
the signaling molecule CIITA (class Il major
histocompatibility complex transactivator) which
activated the transcription of the MHC class Il genes;
b) the NLRB subfamily, with NAIP (Neuronal Apoptosis
Inhibitory  Protein); «¢) the CARD containing
subfamily/NLRC, encompassing NLRC3 (NOD3), NLRC4
(IPAF), NLRC5 (NOD27), NOD1 and NOD2; and d) the
NALP subfamily/NLRP, which has 14 members
characterized by the presence of Pyrin, NATCH, NAD
and LRR. There is a fifth subfamily, labeled NLRX,
which has one member — NLRX1 — with no strong
homology to the N-terminal domain, separating it from
the other members of the family.

Inflammatory Caspases

The enzymes called caspases (Cysteine-
ASPartic proteASES) can be divided into 2 groups
according to the final function of their action: a)
proapoptotic caspases, also classified into 2 subsets,
the initiator caspases (Casp-2, -8, -9 and -10), and the
effector caspases (Casp-3, -6 and -7); and b)

O Cang 1 WPyropﬁtrosis
ORY
o§°
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Figure 1. Mechanisms of cell death related to Inflammasomes. Apoptosis is associated with the production of effector caspaces
which generate vacuolization and apoptotic bodies. Another form of celular death, autophagia, which is basically the
degradation of cellular components in autophagy vesicles. Both mechanisms are considered not inflammatory. The swelling of
the cell, blebbing, and membrane permeability control failure leads to a prelethal state called Oncosis, which precedes death by
Necrosis. This process is per se not inflammatory, but cellular debris released induces anti-inflammatory response to begin its
removal. Finally, Pyroptosis is a form of apoptotic cel death Casp-1 dependent, which can be theoretically induced by any of the
inflammasomes, since their main product is the pro-inflammatory cytokine IL-18 which not only induces cell componet lysis, but
is also related to degradation of glycolitic enzymes, proving to use several mechanisms to secure cell death. Adapted from Labbé

et al. (12).

Avan Biomed. 2012; 1(1): 18-29.
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ProCasp-1
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ProCasp-1

C. NLRP3 Inflammasome
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Figure 2. The diagram shows the different domains being assembled for each inflammasome. A — NLRP1
using a CARD domain in both termini of the protein, allowing for Casp-1 and Casp-5 activation. B — NLRC4
which is suspected to couple with NAIP5 (a Bircile containing protein —yellow box) to modulate Casp-1
activation. C — NLRP3 showing its novel proposed interaction with NLRC5 for full activation of the complex.
D — AIM2 and its 2-faced binding domains, PYD to recruit ASC and HIN-200 which allows DNA binding.

Adapted from Kersee et al. (14).

inflammatory CARD-containing caspases, with Casp-1,
Casp-4, and Casp-5 being related to inflammasomes
and IL-1B and IL-33 formation (17). Caspases 11 and 12
are known modulators of Caspase-1 activity (18),
where Casp-11 is required for proper inflammasome
activation in the presence of LPS but is dispensable
during L. monocytogenes infection, while Casp-12 is
the natural inhibitor molecule, limiting damage to cells
during severe infection and stopping unwarranted
activity of the inflammasome to prevent situations like
those observed in Familial Cold Urticaria and CINCA
(Chronic Infantile Neurological Cutaneous Articular
syndrome).

20

NLRP1 Inflammasome

The NLRP1 protein is expressed in blood
immune cells, even overlapping with NLRP3, but the
difference of expression lies in their distribution in
epithelial cells (19). The first is absent from stomach
and intestinal epithelia, while both are expressed in
lung and endometrium serving as a danger sensing
structure in these tissues. Other sources of NLRP1 are
testis, oligodendrocytes and neurons. Even though it
belongs to the Casp-1 inflammasomes it differs from
the others because it has a FIIND motif and a CARD
domain in its C-terminal portion, elements that are
absent in the rest of the groups (20). Moreover, this C-

2012; 1(1): 18-29. Avan Biomed.



Inflammasomes. Rojas J

terminal CARD domain can interact and activate Casp-
5 (21). In a steady-state, NLRP1 is inhibited by direct
interaction with anti-apoptotic molecules Bcl-2 and
Bcl-XL, behaving in a dose-dependent manner,
reaching inhibition of ATP binding to the NATCH
domain of the inflammasome (22). Several activators
have been proposed, yet the protein is capable of
binding muramyl dipeptide (MDP), using NOD2 along
this pathway, activating a structural 3D modification in
NLRP1 which allows binding of ATP and
oligomerization. One of the most important danger
patrolling activities of NLRP1 is the ability to induce
pyroptosis in the presence of Anthrax lethal toxin. This
secreted factor from Bacillus anthracis is known to
cleave mitogen activated protein kinase kinase
(MAPKK), blunting the MAPK/Erk1/2 pathways which is
involved in survival (23). Pyroptosis is a form of cell
death in which the effector caspase is in fact Caspase-1
and not Caspase -3, -6 or -7, being an inflammatory
kind of death due to the effect of IL-13. Newman et al.
(24) reported that lethality form anthrax infection in
rat depends on the chromosome 10 locus of NLRP1.
Furthermore, Moayeri et al. (25) reported that mouse
resistance to infection depended on the expression of
toxin responsive (NIrp1bS/S) or non-responsive
(Nlrp1bR/R) alleles in neutrophils and macrophages.
This toxin responsive phenotype allows for pyroptosis
to occur after release of cathepsin B from the
lysosomes (“lysosomal membrane permeabilization”),
using this form of cell death as the mechanism of
destruction of the agent (26).

NLRP3 Inflammasome

Just as NLRP1 expression, NLRP3 is expressed
in immune cells, including B and T cells. Nevertheless,
it is also observed in non-keratinizing keratinocytes
from mouth, esophagus, ectocervix, vagina and urinary
tract (19). Also, NLRP3 has been observed in skin
keratinocytes, which suggests that this type of
inflammasome is related to injury by ultraviolet light
and similar agents (19). The ASC protein coincides with
the expression pattern of NLRP3, although it is not
exclusive since it’s also observed in spinal cord,
trophoblast, tubule epithelium from kidney, colon,
Leydig cells in testis, hair follicle and eccrine sweat
glands in the skin (22). Arrays of stimuli are known to
induce this superstructure, such as Staphylococcus
aureus, Listeria monocytogenes, Mycobacterium
marinum, gonococcus, E. coli, Candida albicans, LPS,
MDP, nigericin, amongst others (21).

Several issues have been raised with this
superstructure, modulation of the expression of Nlrp3
and activation mechanisms. It has been suggested that

Avan Biomed. 2012; 1(1): 18-29.

NLRP3 inflammasome assembly needs priming for
proper oligomerization. Bauernfeind et al. (27)
reported that NF-kB signals are a necessary checkpoint
for NLRP3 activation, inducing Nlrp3 expression.
Moreover they state that macrophages acquire NF-kB
signals from other PRRs, probably Toll-like receptors,
sending the signal to the nucleus to start transcription.
As for the activation mechanisms, various classical
models have been proposed (20): extracellular ATP
and K efflux, pore forming devices, and crystal
activators. In an exemplary review, Tschopp and
Schroder (28) describe the 3 mechanisms proposed of
NPLR3 activation in the light of new information, giving
emphasis in the new proposed role for ROS in the
activation pathway. Briefly, the (a) channel model
refers to an ATP-mediated activation which relies in K
efflux through the opening of the P2X2 ATP-gated ion
channel; explaining how pore-forming toxins like the
a-toxin of S. aureus (29) and nigericin (Streptomyces
hygroscopicus) (30) induce pyroptosis. In the (b)
lysosome rupture model, the release of cathepsin B
from the failed phagocytosis triggers inflammasome
activation. The last model involves the (c) production
of Reactive Oxygen Species (ROS) and modulation of
inflammasome activation.

The synthesis of ROS has been observed in
virtually all NLRP3 inductors, thus suggesting that they
play a part in the activation process. Further evidence
comes from the observation that thioredoxin (TRX)
interacts with NLRP3 (31). The thioredoxin system (32)
has 2 enzymes at play, the TRX and thioredoxin
reductase. Both proteins work in a circuit to reduce
several potentially damaging substances, including
hydrogen peroxide, oxidized gluthation, and other
oxidized molecules. They are also known to inhibit
apoptosis signal-regulating kinase 1 (ASK1) playing a
role in the survival related to antioxidant substances
(33). Zhou et al. (31) proposes that redox imbalance is
one of the inductors of IL-1B production in
inflammatory diseases, including type 2 Diabetes (34).
The suggested mechanism involves the dissociation of
thioredoxin-interacting protein (TXNIP) from its
complex with TRX, in a ROS dose-dependent manner,
allowing TXNIP to bind NLRP3. Now, in spite of
evidence supporting the ROS theory, there are studies
that seem to differ. Such is the case of van de
Veerdonk et al. (35) who published that patients with
mutations in the p47-phox subunit of the NAPH
Oxidase complex (chronic granulomatous diseases -
CGD) had enhanced IL-1B production, especially after
being challenged with uric acid crystals, suggesting a
modulating role (perhaps inhibition) in inflammasome
activation. In fact, van Bruggen et al. reported that
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NLRP3 activation is independent of NOX1-4 (36). In this
same line of investigation, Meissner et al. (37)
demonstrated that Casp-1 activity and IL-1B
production was elevated in patients with
asymptomatic CGD, concluding that ROS production is
more likely to dampen or blunt NLPR3 inflammasome.

NLRC4/IPAF Inflammasome

Once thought to be the only one of its family
to form an inflammasome, this protein has a CARD
domain, which enables it to recruit Casp-1, but it
requires ASC for full activation (19). This type of
inflammasome is known for its activation in the
presence of flagellin and type-lll and type-IV secretion
system from several bacteria including: S.
typhimurium, P. aeruginosa, S. flexneri, L.
monocytogenes (38) and most importantly L.
pneumophila (39) due to the activation of Casp-7 and
the restriction of lung infection (40). It has been
recently shown that NLRC4 and NLRP3 induce the
Casp-1-dependent cleavage and activation of the DNA
damage sensor poly(ADP-ribose) polymerase 1, which
is considered the hallmark for apoptosis, shedding
more light into the mechanisms of pyroptosis (41).

AIM DNA sensing Inflammasome

Absent In Melanoma 2 (AIM2) is a pyrin-
containing protein which is part of the interferon-
inducible HIN-200 family, capable of recognizing
double-stranded DNA (18). Burckstiimmer et al. (42)
identified AIM2 as a cytoplasmatic DNA sensor, able to
recruit ASC and its “speckles” (agglomerates), and to
induce IL-1B production in monocytes, creating an
inflammasome which is ASC dependent but NLRP3
independent. This finding was further supported by
the work of Fernandes-Alnemri et al. (43), proposing
that when viral DNA is located in unstable phagosomes
NLRP3 is activated, but when DNA escapes the
phagosome it is sensed directly through AIM2,
inducing the activating cleavage of Casp-1 (44). This
form of foreign DNA sensing is essential to the defense
of intracellular bacteria and DNA viruses as has been
observed in knock-out animal models (45) which show
susceptibility to L. monocytogenes (46) and F.
tularensis (47).

NLRC5 Inflammasome

Current findings indicate that this novel
inflammasome is capable of interfering with antiviral
responses. Benko et al. (48) reported that NLRCS is
mainly expressed in myeloid and lymphoid lineages,
being involved in the blunting of type-I interferons and
NF-kB pathways, while inducing IL-10 when LPS was
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applied to the model. In fact, it inhibits the
phosphorylation of IKK and RIG-I/MDAS5, limiting type-I
responses while enabling NF-kB and early response
elements like TNF-a and IL-6 (49). Moreover, it has
been shown that viral infection NLRC5 is induced,
being associated with JAK/Stat and INF-y pathways,
offering a beneficial effect during viral infection (50).
Kumer et al. (51) reported that NLRC5 controls the
synthesis of IL-1B, which was later associated to 3D
interaction with NLRP3 through the NATCH domain,
concluding that NLRC5 cooperates with the assembly
of NLRP3 (52).

Polarization of the Immune Response

It has been suggested that IL-1p is crucial for
the proper immune response against several
microorganisms, including Mycobacterium tuberculosis
with the activation of NLRP3 (53), Francisella tularencis
(54) and Listeria monocytogenes (55) with the
induction of AIM2 inflammasome. Recent findings also
provide evidence of the modulatory aspects of
inflammasome regarding polarization of the immune
response, whether it is Ty1, Ty2 or even Ty17 (Figure
3).

Immune responses

IL-18 is a known Tyl response modulator,
which is able to induce TNF-q, IL-1f3, INF-y, Fas Ligand
and several chemokines in T and NK cells (56), and in
fact, IL-12 acts in conjunction with IL-18 and IL-1f to
induce INF-y in T effector cells, assuring the promotion
of a Ty1 response and its proinflammatory phenomena
(57). Nevertheless, if IL-18 is secreted without the
influence of an IL-12 driven response, it can stimulate
a Th2 response with allergenic inflammation, putting it
central stage in the decision-making aspect of the
response (58). In the animal model for experimental
autoimmune  encephalomyelitis  (EAE), NLRP3
inflammasome is an important modulator of INF-y and
IL-17 production, controlling Thl and Th17 cell
production (59). The EAE is an experimental model for
multiple sclerosis, determined by the presence of
autoreactive T cells which can be differentiated
towards Th1l cells if influenced by IL-1pB, IL-12, IL-18
and INF-y, while the Th17 cells are induced by IL-1B, IL-
6 and TGF-B. Meng et al. (60) published an animal
model which had a gain-of-function mutation in NLRP3
similar to the one found in the Meckell-Wells
Syndrome, reporting that the mice had increased skin
neutrophil infiltration and an enhanced Th17 response
and autoinflammation. Moreover, knock-out models
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Figure 3. Polarization of the immune response by Inflammasome (NLRP3). The diagram shows the influence of the
inflammatory caspases on the differentiation of T cell subsets. It also requires de participation of yd T cells which aid in the
differentiation of T, 17 by the production of IL-21. Adapted from Dungan et al. (62).

for NIrp3'/', IL-1[3'/', IL-187 and Caspl'/' revealed that
all of these elements are key factors in demyelination,
which  prove them to be important in
neuroinflammation (61). The T417 response involves
the participation of y3T cells and iNKT, which under
the influence of IL-1f and IL-18 synthetize IL-17, IL-21
and IL-23, and in turn, these cytokines drive the Th17
differentiation (62). Finally, yoT cells also secrete IL-17
when IL-23 and IL-1P or IL-18 are acting upon them.
The microenvironment of this reaction is then
commanded by IL-17, inducing neutrophil recruitment,
secretion of lipocalins and calgranulins, secretion of
metalloproteinases, being regarded as a
proinflammatory milieu (62-63). Given the importance
of IL-1B and IL-18 in the Ty1/Ty17 response, it’s no
wonder that mutations or hyperactivation stimuli are
central in the development of autoimmunity, such as
observed in models of EAE which demonstrate
potential pharmaceutical target (64), type 1 Diabetes
Mellitus (65), Cryopyrin-associated periodic syndromes
(66), nephritic lupus (67), and even asthma (68). As for
the Ty2 response, it has been shown that NLRP3

Avan Biomed. 2012; 1(1): 18-29.

inflammasome is activated in dendritic cells and
modulates the induction of Th2 lymphocytes in the
lung, having a role in the control of the expression of
Th2 cytokines, like IL-5, IL-13, IL-33 and thymic stromal
lymphopoietin, and even in the eosinophilic
recruitment, events mediated by the IL-1p axis (69). In
fact, the adjuvant property of aluminum-based
vaccines relies on inflammasome recognition and
activation, which induces IL-13, IL-18 and IL-33 in
macrophages (70), concluding that inflammasomes are
essential for humoral adaptive immune response (71).

Intestinal tolerogenic environment

The influence of gut microbiota in the
maintenance of a tolerogenic microenvironment and
physical integrity of the intestinal epithelial barrier has
been subject of intense analysis, due to the ample
implications of the concept, from proper absorption of
food to the local symbiosis with the commensal
bacteria. Even though, proinflammatory caspases have
been associated with defense, they are also involved in
tissue repair processes. In their experimental model,
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Duapul-Chicoine et al. (72) used dextran sodium
sulfate (DSS) to damage the colonic epithelium and
evaluate the local response in knock-out mice for
Caspl'/' and Nlpr3'/'. The deficient mice showed
intestinal bleeding, shortening and fibrotic changes in
the colon, weight loss and increased mortality
compared to the wild type mice. They propose that
the Caspase-1 axis is essential to control inflammation,
intestinal injury and local microbiota. These results
correlate with those reported by Zaki et al. (73) who
applied a similar methodology, and observed that after
treatment with DSS commensal bacteria dispersed
systemically with concomitant massive colonic
leukocyte infiltration. Among the NLPRs associated
with colonic ecology, are the NLRP6 and NLRP12
inflammasomes, assembled by the recruitment of ASC
and processing of pro-IL-1B and pro-IL-18; these
superstructures are relatively new in their description
(74). Elinav et al. (75) described the role of NLRP6
inflammasome in the integrity of the epithelial barrier
and its role in the maintenance of microbiota, finally
modulating aspects of the tolerogenic
microenvironment. In this publication, the authors
proposed that the assembly of such inflammasome is
driven by the detection of danger signals which alert of
the loss of integrity of the colonic epithelial with the
subsequent production of IL-18. In fact, Normand et al.
(76) reported that NLRP6-coupled inflammasome is
involved in the selfrenewal of the intestinal
epithelium, acting as a negative regulator in colonic
myofibroblast. Models deficient of NIrp6'/' showed
altered expression of Wnt/B-catenin proteins,
probably related to dysregulation of Casein kinase ¢
which stabilizes B-catenin, and upregulation of the
SMARCC1 transcription factor (SWI/SNF family of
proteins). Since the expression of NLRP6 gene is
controlled by PPAR-y, the use of agonists to target this
transcription factor in inflammatory bowel diseases or
even in colorectal «cancer is a potential
pharmacological therapy (77).

Metabolic sensing

As a final consideration within the immune
response polarization and modulation, there is
growing evidence that suggests that type 2 diabetes,
gout and even atherosclerosis can be considered as
part of the autoinflammatory spectrum of diseases,
due to the recruitment and assembly of NLRP3
inflammasome in these clinical syndromes (79). Insulin
resistance and adipose derived inflammation have
been recently linked to activation of inflammasome via
ceramide sensing in macrophages and adipocytes,
inducing the production of IL-1 and IL-18, with the
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subsequent elevation of IFN-y, a local Tyl driven
response with enrichment of CD44+CD62L- T cells, and
M1 macrophage activation that results in enhanced
lipolysis, insulin resistance and glucose intolerance
(78). Moreover, Stienstra et al. (80) evaluated the
effect the NIrp3'/', ASC” and Caspl'/' knock-out models
and overfeeding, reporting that this deficiency
protects against obesity induced by high-fat diet,
confirming its role in the pathogenesis of obesity.
Other metabolic traits were reported, such as lower
levels of monocyte chemoattractant protein and
resisting accompanied with higher levels of leptin,
conferring a gene expression controlling property to
this superstructure. Macrophage has been the main
signaled culprit in the common metabolic diseases
(81), and the understanding of NLRP3 inflammasome
has shed some light in the matter, especially after the
fact that glyburide — an anti-hyperglycemic drug — is
known to inhibit cryopyrin assemble via microbial,
DAMP or crystal pathways, blunting IL-13 secretion
(82). On a final note concerning the adipocyte, the B
cell has also taken part in the chronic inflammation
milieu with the production of 1gG2c pathogenic
antibodies, derived from antigenic presentation within
the adipose tissue necrotic sites (82), and it has
supported the finding that in insulin resistant subjects
several autoantibodies can be detected. This result
conveys that in chronic overnutrition, there is an
adaptive humoral response within the adipose tissue
and it modulates the worsening of the insulin signaling
(83).

In type 2 diabetes and B cell dysfunction,
there is compelling data that suggests that NLRP3
inflammasome is fundamental in the deleterious effect
observed in chronic hyperglycemia and oxidative
stress. Hyperglycemia triggers an accelerated
metabolism within the B cell mitochondria, which
enhances the production of reactive oxygen species
(ROS), which dissociate the heterodimer TXNIP from
thioredoxin, allowing the former to induce the
assembly of NLRP3 inflammasome and production of
IL-13  (34) (see Figure 4). This creates a
proinflammatory Tyl driven microenvironment that
enhances B cell dysfunction and cell death via NF-
kB/MAPK induced CHOP pathway (84), but it is blunted
in knock-out models for NIrp3'/' and ASC”" (85), Txnip'/'
and NIrp3'/‘ (86) or in experiments using IL-1 receptor
antagonist (87); in the 3 scenarios previously
mentioned, insulin sensitivity was enhanced alongside
B cell increased survival and maintenance of glucose
tolerance even in presence of a high-fat feeding state.
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Figure 4. Role of Inflammasome activation during hyperglycemia and type 2 diabetes. The increase of ROS induces the
separation of TXNIP from TXN, allowing the first to induce the NLRP3 inflammasome and increase the production of IL-1B. This
inflammatory caspase is related to B cell death, diminished insulin secretion and ultimately, the enhancement and

perpetuation of hyperglycemia. Adapted from Schroder et al. (34).

It has been known for quite a long time that
atherosclerosis is an inflammatory disease, and various
reviews have dwelled on this subject (88-90). In
several models, the role of cholesterol has been
essential for the development of the atherosclerotic
plague and the surrounding inflammatory milieu which
renders it susceptible to rupture. Duewell et al. (91)
reported in 2010 that cholesterol crystals were able to
activate the NLRP3 inflammasome in phagocytes,
inducing an acute inflammation site within the vessel;
and these results were able to be reproduced even in
animal models low-density lipoprotein receptor (LDLR)
deficient, suggesting that the formation of foam cells is
not the only way that cholesterol contributes to
atherosclerosis. In fact, Rajaméki et al. (92) reported
that human macrophages were able to engulf
cholesterol crystals, inducing a dose-dependent IL-13
secretion. The crystals were able to activate the
assembly of the NLRP3 machine via destabilization of
the lysosome membrane and cathepsin B leakage to
the cytoplasma. Moreover, cholesterol crystals are
known to induce the oxidative stress-responsive
transcription factor NF-E2-related 2 (Nrf2), and
together prompt the synthesis of IL-13, proposing a
common pathway for oxidative stress and metabolic
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stress signals in the maintenance of vascular
inflammation (93).

As for the case of the inflammatory disease
gout, the monosodium urate crystals (MSU) are the
main culprit concerning joint inflammation, pain and
deformation. The macrophages phagocytize MSU and
in exchange induce ROS production, ATP secretion and
activation of the P2X7R, activating the NLRP3
inflammasome (94-95). Moreover, MSU can activate
TLR2 and TLR4 and also inducing IL-1B (96). Even
though MSU are the main pathogenic signal, not all
patients with hyperuricemia develop gout, and the
pain crisis are often associated with heavy meals or
alcohol consumption. In this regard, Joosten et al. (97)
reported that there is a synergistic effect between
stearic acid and MSU, partially explaining the
relationship between metabolic events triggering a
gout attack. Finally, MSU are not exclusive for gout,
since they are also associated with the activation of
fibroblastic-like synoviocytes in rheumatoid arthritis,
inducing the secretion of IL-6, CXCL8, and MMP-1 (98),
and this effect is subject to modulation of
polymorphisms associated with cryopyrin and CARDS8
(99).
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As a final note, | have to highlight the fact that
several other molecules can trigger inflammasome
assembly and are known as inflammasome activation
disorders and they include: pseudogout, silicosis,
asbestosis and Alzheimer’s disease (100). This doesn’t
downplay the genetically defined inflammasome
dysregulation disorders, which comprise the Familial
Mediterranean fever, Cryopyrin-associated periodic
syndromes, and Pyogenic arthritis, pyoderma
gangrenosum and acne syndrome (100). The analysis
of these syndromes has shed light on the mechanistics
involved in the activation disorders, providing
groundwork to develop new pharmaceutical targets to
control such diseases.

Concluding remarks

The abrupt abundance of data concerning this
branch of the innate immune system, the
inflammasomes, has offered answers to long-ago
asked questions while creating new ones. Needless to
say, this modifies the common concept that the innate
system lacked specificity and memory and challenges
the complexity of it. It requires a very specialized

system that can survey, detect and initiate a
destruction signal in the gut while canvasing over 10"
bacteria per gram of colonic content (101). This is no
small task, and evolution has granted the permanence
of several surveillance systems, and this includes the
inflammasomes. These superstructures not only
participate in the defense system against bacteria,
fungi and viruses, but have also been involved in
oncogenic control. Diane Mathis and Steven Schoelson
recently published (102) that a merge in two classical
fields have occurred while the vast knowledge
concerning inflammasomes was being gathered, and
that field is Immunometabolism. Diseases like type 2
diabetes, atherosclerosis and gout have been subject
of extensive and multidisciplinary research, and this
included immunology when the diagnostic criteria
included low grade inflammation (103). From that
moment on, the complex relationship between
immune cells and endocrine systems has received
growing attention, not only because it offers a more
complete and integrated view of the pathogenesis of
the diseases, but also because it offers another group
of potential pharmacological targets.
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Resumen

La Anisakidosis es una enfermedad producida por parasitos de la familia Anisakidae. La infeccién parasitaria se adquiere por
la ingesta de pescado crudo o insuficientemente cocinado. Se asocia principalmente al consumo de sushi, sashimi y cebiche;
y dada la popularidad a nivel mundial de estas preparaciones, la Anisakidosis representa un importante problema de salud
publica. El objetivo de esta revision es definir algunos aspectos parasitoldgicos, inmunoldgicos vy clinicos relacionados con la
infeccion por pardsitos de los géneros Anisakis simplex y Pseudoterranova decipiens agentes causales de la Anisakidosis. A
manera de sinopsis puede resaltarse que los sintomas producto de la infeccién son el resultado de una reaccién
inflamatoria generada luego de que el parasito se adhiere o penetra en la mucosa del tubo digestivo. El ser humano puede
estar expuesto a los antigenos a través de varias fuentes: como productos de excrecion/secrecién de las larvas vivas o como
antigenos somaticos y de la cuticula de los nematodos muertos o desintegrados presentes en los alimentos. La Anisakidosis
puede manifestarse con dos cuadros clinicos caracteristicos: digestivos o alérgicos. La penetracidon en la mucosa produce
una marcada respuesta inflamatoria eosinofilica. Las caracteristicas clinicas suelen ser similares a las de la apendicitis
aguda, ulcera gastrica, obstruccion intestinal, e incluso la enfermedad de Crohn. Por otra parte, los antigenos pueden
desencadenar respuestas inflamatorias inmediatas. La reaccidn alérgica es acompafiada por un incremento en suero de la
IgE total y especifica, ademads de una respuesta predominantemente T,2..

Palabras clave

Anisakidosis, Anisakis simplex, Pseudoterranova decipiens, hipersensibilidad, alergia, gastrointestinal.

Abstract

Anisakidosis is a disease produced by Anisakidae parasite family. The parasitical infection is acquired by the ingestion of raw
or deficiently cooked fish. It’s primarily associated with the consumption of sushi, sashimi and cebiche; and given the rising
popularity of these dishes worldwide, Anisakidosis represents a growing public health problem. In this review we discuss
some parasitological, immunological and clinical aspects related to infection by parasites of the genus Anisakis simplex y
Pseudoterranova decipiens, causative agents of Anisakidosis. Synoptically may be highlighted that, symptoms associated
with the infection are the result of the local inflammatory reaction when the parasite attaches itself to the intestinal wall.
Humans can be exposed to the antigens through several sources: as products of excretion / secretion of live larvae or
somatic and cuticle antigens from the dead nematodes or disintegrated in food. Anisakidosis can be presented in two
characteristic clinical syndromes: intestinal and allergic. Mucosal penetration induces an eosinophilic inflammation. These
clinical manifestations can be mistaken with acute appendicitis, peptic ulcer, intestinal obstruction, and even Crohn’s
disease. On the other hand, the antigens can induce an immediate inflammatory reaction, which is associated with specific
and total IgE elevation, and a dominant T2 response.
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Introduccion

La  Anisakidosis es una enfermedad
caracterizada por la infeccidn por nematodos marinos
de la familia de los anisdkidos (Phylum: Nematoda,
Clase: Chromadorea, Orden: Ascaridida, Familia:
Anisakidae), la cual tiene la peculiaridad de ser
considerada como una enfermedad accidental, ya que
el hombre se infecta con una forma larvaria del
nematodo la cual no llega a madurez sexual. Si bien el
principal nematodo infectante es el Anisakis simplex, la
Pseudoterranova decipiens también se ha vuelto un
problema de salud publica, sobre todo en paises como
Chile, donde el consumo de cebiche es elevado (1); ver
figura 1. Existen otras parasitosis provenientes de
pescados, sin embargo, a diferencia de la distribucidn
cosmopolita de A. simplex y P. decipiens, éstas son mas
caracteristicas de ciertas regiones del planeta, como
por ejemplo, Opistorchis viverrini (Indonesia),
Paragonimus sp (Asia del Este), Fasciolopsis buski
(China, Indochina e India), entre otros (2). A nivel
mundial, se han reportado cerca de 20.000 casos de
infecciones por A. simplex y P. decipiens, casi en su
totalidad han ocurrido en las costas de Japon (3). Los
paises costeros de Europa también han reportado
casos de anisakidosis, aunque es bien sabido que
existe una gran tasa de subdiagndstico y subregistro

D A. simplex

debido a falta de sospecha clinica y deficiencias a la
hora del diagndstico parasitolégico.

En Venezuela, Bandes y col. (4) realizaron un
estudio de campo evaluando las especies infectantes
de anisakidos en los pescados de mayor consumo en
las costas del pais, reportando una incidencia de
Pseudoterranova sp de 56% y Anisakis sp de 16% en 33
muestras de lisa (Mujil curema o Mujil incilis), y de
Pseudoterranova sp de 46% y de Anisakis sp de 16% en
33 muestras de lebranche (Muijil liza). En el afio 2008,
Puccio y col. (5) evaluaron la presencia de anisakidos
en una muestra de 6 lisas provenientes del Estado
Nueva Esparta. El 52% de los parasitos pertenecian al
genero Anisakis sp, el 32% a Pseudoterranova sp y el
16% a Contracaecum sp. Por otra parte, Maniscalchi y
col. condujeron un ensayo en el oriente del pais,
analizando muestras de pescado provenientes de 3
estados costeros, reportando Contracaecum sp
(83,60%), Pseudoterranova sp (9,84%), y Anisakis sp
(6,56%) en lebranche, mientras que encontraron
Anisakis sp (47,78%), Pseudoterranova sp (40,00%), y
Contracaecum sp (12,22%) en lisa (6).

En vista de la alta prevalencia de éstos
nematodos en pescados comunes de las costas de
Venezuela, y la creciente incursién de la gastronomia
venezolana hacia la comida a base de pescados crudos
como sushi, sashimi y cebiche, es fundamental

7oA () A. simplex + P. decipiens

! [:] P. decipiens

Figura 1. Distribucion de Anisakis simplex y Pseudoterranova decipiens a nivel mundial. Las regiones coloreadas en el mapa
representan los lugares con mayor incidencia de casos de Anisakidosis reportados, con alta prevalencia de nematodos en
pescados de consumo masivo, y que presentan problemas de salud publica por esta infeccion. No obstante se han reportado la
presencia de estos parasitos en prdacticamente todas las regiones costeras del mundo. Se muestran también los principales
reservorios u hospederos definitivos de cada uno de estos nematodos.
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ahondar en el conocimiento parasitolégico de dichos
vermes, y establecer un marco de sospecha
diagnéstica (7), ya que como se describird en esta
revision, el cuadro clinico asociado a los mismos es
amplio, abarcando desde lesiones sangrantes de
sistema gastrointestinal hasta cuadros de anafilaxia.

Anisakis simplex

A. simplex es un parasito helminto
perteneciente a la familia Anisakidae, causante de la
Anisakiasis. El ciclo bioldgico de dicho parasito incluye
una forma adulta y cuatro estadios larvarios. El primer
estadio (L1) consiste en larvas contenidas en huevos
procedentes de las heces de los hospederos definitivos
(mamiferos marinos y grandes peces) en los cuales, el
parasito se desarrolla hasta la forma adulta. Dentro de
los huevos las larvas se desarrollan progresivamente
hasta el tercer estadio larvario (L3). Seguidamente, los
huevos libres en el mar, eclosionan liberando las larvas
L3 que son ingeridas por pequefios crusticeos del
plancton (primer hospedador intermediario). Estos
crustaceos parasitados son engullidos por peces
pequefios o cefalépodos (segundo hospedador
intermediario), los cuales a su vez son depredados por
mamiferos marinos y peces de gran tamaio
(hospedadores definitivos). En estos hospederos
finales, las larvas completan su ciclo, transformandose
al cuarto estadio (L4) y posteriormente al estadio
adulto, pudiendo reproducirse y liberar huevos
contentivos de larvas L1, completandose asi el ciclo (8,
9). El hombre es un hospedero accidental al ingerir
peces crudos que contienen la larva en estadio 3, pero
que no alcanza la madurez sexual. Generalmente, es
una larva unica, que una vez ingerida ingresa al
organismo y puede localizarse en el eséfago,
estomago, duodeno, yeyuno, ileo o colon (10).

Pseudoterranova decipiens

Las especies pertenecientes a este grupo,
agentes etioldgicos de la Pseudoterranovosis poseen
un ciclo vital semejante al de Anisakis sp, salvo que las
larvas en sus diferentes estadios son incapaces de
nadar, por lo que deben estar dentro del hospedero
para su transmisién efectiva (11, 12). Las formas
adultas se alojan en la pared anterior del estémago de
cetdceos (focas como Otaria byronia, Phoca vitulina, y
Arctocephalus philippi, y delfines como
Cephalorhynchus  eutropia), reproduciéndose vy
liberando los huevos que pasan a las heces, las cuales
son ingeridas por los hospedadores intermediarios. Al
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igual que para Anisakis sp, el humano puede infectarse
accidentalmente al ingerir pescado infectado con la
larva L3. Sin embargo, hay casos reportados de
infeccion en estadio larvario 4 en el sur de Chile (13).

Un aspecto importante en la supervivencia de
los huevos de Pseudoterranova es la profundidad vy la
temperatura del agua. A mayor distancia (mar
adentro), las heces de las focas se fragmentan
rapidamente antes de llegar al fondo, lo que permite la
liberacion de los huevos que descienden muy
lentamente (tardan 28 horas para hundirse 10
metros)(14); esto le permite a las corrientes marinas
desplazarlos desde su origen, pudiendo alejarlos de la
costa y minimizando su eficiencia eclosiva al exponerlo
a muy bajas temperaturas (cercanas a 0 °C). Ahora
bien, cuando las focas estan cerca de la costa y de los
hospederos secundarios, las heces contaminadas de
huevos llegan mas rdpido y sin fragmentarse al lecho
marino, por lo que la oportunidad de indculo para la
infeccion de peces y crusticeos es mayor y mas
eficiente (15).

Comunidad antigénica

De forma clasica se ha descrito que las formas
larvarias de los anisakidos no llegan ni al estadio L4 ni a
la adultez dentro del humano, y mueren en el
trascurso de las 3 semanas post-infeccion (16); no
obstante, como se discutira posteriormente, estadios
larvarios L4 se han reportado parasitando al humano.
Si la infeccidn mantiene la historia natural de la
enfermedad clasica, el hospedero se enfrentaria a dos
clases de estimulos antigénicos/alérgicos: los
antigenos excretados/secretados (ES) que se producen
mientras la larva estd viva, y los antigenos de la
cuticula liberados cuando el verme muere (17).

Los antigenos de A. simplex (18) se describen
en la tabla 1; hasta la fecha, no se han descrito
antigenos especificos de Pseudoterranova sp. Dentro
de los antigenos de A. simplex, Ani s7 se ha
caracterizado como uno de los antigenos ES mas
importantes debido a la presencia de un dominio
alergénico [CX17.,5CXq0.2.CXsCXg]; Ani s 7 se considera
como un marcador confiable de la infeccidn por éste
verme en estado viable (17). Otro antigeno importante
es Ani s1, el cual presenta dos sitios de unidn a IgE,
indispensables para las interacciones hidrofébicas y
electrostaticas necesarias para el establecimiento de
una reaccion antigeno-anticuerpo efectiva (19).

Un aspecto interesante en cuanto a la
variabilidad antigénica de A. simplex, es la presencia
de antigenos que presentan regiones de homologia
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Tabla 1. Antigenos descritos de Anisakis simplex.

Antigeno Nombre

Anis1 - 24
Anis 2 Paramiosina 97
Anis 3 Tropomiosina 41
Anis4 Inhibidor de cisteinproteasas 9
Anis5 Proteina SXP/RAL-2 15
Anis 6 Inhibidor de serinproteasas -
Anis7 - 139
Anis 8 Proteina SXP/RAL-2 15
Anis9 Proteina SXP/RAL-2 14
Anis 10 - 21
Anis 11 - 27
Anis 12 - 31

Peso molecular (KDa) Observaciones

Localizado en glandula excretoria.
Positividad en Anisakiasis intestinal
de 86% (20).

Localizado en la cuticula y glandula
excretoria (21).

Positivo en 13,8% de los pacientes
alérgicos a A. simplex (22).
Positivo en 39% de los pacientes
alérgicos a A. simplex (23).

compartidas con alergenos provenientes de otros
parasitos, esto es de crucial importancia durante el
proceso diagndstico debido a la posibilidad de obtener
reacciones cruzadas en las pruebas de inmunoensayo.
Se ha descrito que los antigenos de A. simplex pueden
tener reacciones cruzadas, en pruebas de IgE
especifica, con antigenos de acaros
(Dermatophagoides pteronyssinus 'y D. farinae),
Toxocara canis y Ascaris lumbricoides (5). Estudios
recientes sugieren el uso de antigenos recombinantes
que incluyan a los alergenos Ani s1 y Ani s7 en las
pruebas diagndsticas para la Anisakiasis; de hecho, el
marcador Ani sl IgE especifico estd asociado
principalmente con sintomas gastrointestinales, no
obstante, no es un buen marcador en las
manifestaciones alérgicas como la urticaria, en las
cuales Ani s7 es el mas indicado (24).

Manifestaciones clinicas

De forma cldsica se han descrito 4 sindromes
clinicos asociados a las Anisakidosis: gastrico,
intestinal, ectépico (extra-gastrointestinal) y alérgico.

Sindromes Gastro-Intestinales

Como toda infeccidn parasitaria, los sintomas
van a localizarse a lo largo del tracto y van a depender
del indculo y de las condiciones de base del paciente
(gastritis  erosivas, ulceras gastricas, uso de
antiinflamatorios no esteroideos, entre otras). Los

Avan Biomed. 2012; 1(1): 30-37.

sintomas producto de la infeccidn por A. simplex son el
resultado de una reaccién inflamatoria generada luego
de que la larva se adhiere o penetra en la mucosa del
tubo digestivo. Las manifestaciones clinicas dependen
de la zona del tubo digestivo donde se localice la larva
y del tipo de reaccidn a la que de lugar. La localizacion
mas frecuente es el estdbmago o el intestino. La
anisakiasis gastrica se caracteriza por dolor abdominal
localizado en epigastrio, de tipo codlico, que puede
acompanarse de nauseas, vomitos o incluso
alteraciones del ritmo intestinal si afecta al intestino
delgado (25), y en ocasiones sangrado intestinal (26).
La penetracidn de A. simplex en la pared del estémago
y el intestino produce una marcada respuesta
inflamatoria eosinofilica. Las caracteristicas clinicas
suelen ser similares a las de apendicitis aguda, ulcera
gastrica, obstruccion intestinal, enfermedad de Crohn
(27), e incluso como un tumor submucoso (28); por
esta razon, A. simplex rara vez es considerado como
una causa del trastorno digestivo. La confirmacién
endoscopica y la identificacion del gusano son
necesarias para el diagndstico definitivo (7, 29). La
tomografia axial computarizada de abdomen también
ha demostrado ser efectiva en el diagndstico,
especialmente al evaluarse el engrosamiento de los
pliegues gastricos, especialmente de mucosa vy
submucosa, en pacientes con sospecha de anisakiasis
(30). Cuando el proceso presenta un curso cronico, la
formacién de abscesos o granulomas pueden simular
cuadros de pseudo-obstruccidn intestinal, apendicitis
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aguda o episodios de enfermedad inflamatoria
intestinal. Las lesiones granulomatosas observadas
para las formas crdnicas gastrointestinales de
anisakiasis son tipicas reacciones de hipersensibilidad
de tipo IV, mediada por células (31). En ellas, el
infiltrado inflamatorio esta compuesto de eosindfilos y
linfocitos, con niveles importantes (mRNA) de IL-4, IL-5
y eotaxina, también de mediadores eosinofilicos como
la proteina basica mayor, la proteina X y la proteina
cationica, ademas de iNOS (32).

Por su parte, la clinica de |Ia
Pseudoterranovosis es respiratoria (tos
principalmente) y gastrica (abdomen agudo). Mercado
y col. (33) describen 7 casos de infeccion por P.
decipiens, reportando que el sintoma principal fue el
de tos, dolor faringeo, prurito anal y nasal, y
expectoracion, inclusive llegando a la expulsion de
vermes (migraciéon erratica del nematodo). Lo mas
peculiar de éste reporte fue que las larvas al ser
evaluadas parasitoldgicamente fueron clasificadas en
estadio L4, lo cual concuerda con formas adultas. Si
bien, se considera que las formas infectantes son las
L3, éste y otros reportes (34, 35) confirman Ia
presencia de la forma larvaria L4, lo cual representa un
reto epidemioldgico: éson las formas L4 infectantes? o
¢las formas L3 son capaces de madurar dentro del
hospedero accidental, en este caso el hombre? Para
responder a éstas preguntas se requiere una
evaluacién mds exhaustiva del ciclo vital de éstos
anisakidos. Los sintomas gastricos de la infeccion
aparecen en un periodo de 12 a 72 horas posterior a la
ingesta de pescado crudo, cuya presencia debe ser
confirmada endoscépicamente (32-34).

Sindromes Extra-Gastrointestinales

A. simplex es capaz de penetrar la pared
intestinal y entrar a cavidad abdominal por lo se aloja
en cualquiera de los 6rganos que la ocupan, como
higado, pancreas, ovario, e inclusive cavidad pleural (2,
36). Asi como en intestino, la infeccién crénica puede
complicarse con granulomas los cuales algunas veces
se confunden con neoplasias.

Para P. decipiens el panorama se torna
controversial, ya que los casos reportados sugieren
que los estadios formadores de granulomas son los L3,
mientras que las manifestaciones que cursan con
expulsion del verme se asocian a estadio L4. En el
2001, se reportd un caso en California donde una larva
L3 de P. decipiens penetrd la pared transesofagica para
salir por el cuello del paciente a través de una lesion
ulcerosa (37). Ademas, se ha observado que L4 tiende
a alojarse en mucosa oral, laringea o incluso esofagica,
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y a partir de estas localizaciones anatémicas puede ser
expulsado mediante mecanismo tusigeno (1, 38).

Alergias

La alergia frente a anisakidos se ha convertido en un
problema de salud publica en muchos paises asiaticos
y europeos. Por este motivo en algunos paises
europeos, las pruebas alérgicas para el diagndstico de
la reactividad frente a A. simplex, se usan de manera
rutinaria en las consultas especializadas y existen una
serie de medidas preventivas y regulaciones para
minimizar o evitar la contaminacion de los pescados de
consumo humano (5, 36). Los antigenos de A. simplex
pueden producir reacciones alérgicas de tipo
inmediato, dando lugar a manifestaciones sistémicas
gue van desde la urticaria o angioedema hasta el shock
anafilactico (8). En la figura 2 se esquematiza la
inmunopatogénesis en el tracto digestivo producto de
la infeccidon por Anisakis simplex. El ser humano esta
expuesto a los antigenos de A. simplex a través de
varias fuentes: como productos de
excrecion/secrecion de las larvas vivas o como
antigenos somaticos y de la cuticula de los nematodos
muertos o desintegrados presentes en los alimentos
(31). Las células epiteliales secretan moléculas
citotoxicas como el oOxido nitrico (NO) (8),
guimioquinas y citoquinas (10) que atraen a los
leucocitos polimorfonucleares (PMN), macréfagos
tisulares (M®), células dendriticas naive, basofilos
(Bas), y eosinodfilos (Eos) (2); la respuesta innata
también puede implicar a los receptores tipo Toll TLR
(39) de las células epiteliales y de las células
dendriticas activadas (ADC). En la respuesta
adaptativa, la presentacion de antigenos por células
dendriticas maduras (MDC) estimula una respuesta
doble, tanto Tyl (5) como T2 (36), ademas de
reclutamiento de células reguladoras tipo Treg y T,3.
Las citoquinas Tyl (IFN-y, TNF, IL-2 e IL-3) inducen la
produccion de inmunoglobulinas del tipo 1gG2a
(opsonizantes vy fijadoras de complemento), activacion
de los macroéfagos, citotoxicidad celular dependiente
de anticuerpos, y reacciones de hipersensibilidad
retardada. Las citoquinas T2 (IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10
y IL-13) promueven la produccion de IgG1l e IgA, IgE
policlonal y antigeno especifica; e inducen el
reclutamiento de mastocitos y eosindfilos quienes
finalmente contribuyen a la eliminacidn del nematodo
(4, 31). Por otra parte, los antigenos de A. simplex en
algunas ocasiones desencadenan respuestas
inflamatorias inmediatas, es decir reacciones de
hipersensibilidad de tipo I. La reaccion alérgica al A.
simplex es acompafiada por un incremento en suero
de la IgE total y especifica, ademas de una respuesta
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Figura 2. Representacion esquematica de la inmunopatogenicidad de Anisakis simplex en el tracto digestivo humano

(Descripcidn en el texto).

predominantemente T,2, con elevada produccién de
IL-4 e IL-5 (40). Se ha reportado también que A.
simplex puede inducir un ambiente tolerogénico por la
produccion de una proteina semejante al factor
inhibitorio macrofagico (generada por las larvas en el
estadio L3), la cual disminuye los sintomas intestinales
y bronquiales en modelos experimentales,
favoreciendo la persistencia del parasito en el
organismo. El factor inhibitorio macrofagico (MIF)
favorece el reclutamiento de poblaciones CD4(+)
CD25(+) Foxp3(+) inducidas por la sobreproduccion de
IL-10 y TGF-B, a través de un mecanismo dependiente
de TLR2 (41, 42).

Anisakis simplex es un factor etioldgico de
anafilaxia en adultos que supone una prevalencia
similar o incluso mayor que otros alimentos
considerados tradicionalmente alergénicos como
frutas/frutos secos, mariscos y pescados; ademas, los
pacientes alérgicos a A. simplex muestran
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caracteristicas  inesperadas para las alergias
alimentarias convencionales, como la falta de
antecedentes de atopia en su historial y su media de
edad elevada (entre 40-60 afios) (43). En un estudio en
donde se analizaron 67 casos de alergias atribuibles a
A. simplex se observd un espectro de manifestaciones
clinicas: sintomas gastrointestinales o anisakiasis
gastroalérgica (40%), shock anafilactico (12%), urticaria
y angioedema (100%) (44). Otras investigaciones han
tratado de vincular estas manifestaciones clinicas
variables con la frecuencia de ingesta de pescado
crudo, lo que plantea diferentes patrones de
sensibilizacién a los principales alérgenos de A. simplex
(45). Si bien, la patologia desencadenada por la
infeccion con A. simplex puede considerarse clasica
segun el tipo de reaccion de hipersensibilidad que se
genere, existen aun controversias sobre la necesidad o
no de parasitacion previa para desencadenar los
cuadros alérgicos. Se ha planteado que la parasitacién
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repetida, asintomatica, sensibiliza frente al antigeno
proteico, modulando una respuesta mediada por IgE vy,
con ello, el cuadro cutdneo o anafilactico (46). Se ha
propuesto ademas, que la sensibilizacion previa por A.
simplex es capaz de exacerbar por via directa o por
reaccion cruzada, la respuesta frente a otros alérgenos
alimentarios o respiratorios (5), por lo que las medidas
de control para evitar el consumo de pescados crudos
o en su defecto para una adecuada manipulacidn
(congelacibn o coccion) deben ser siempre
consideradas.

Sinopsis

La Anisakidosis producida por la ingesta de
nematodos de la familia Anisakidae, principalmente
Anisakis simplex 'y Pseudoterranova decipiens,
constituye hoy en dia un problema de salud publica
que ha disparado las alertas sanitarias ante el auge de
la aficion al consumo de pescado crudo, el cual
representa la principal fuente de infeccién con estos
parasitos. La Anisakidosis cursa con un espectro clinico
que incluye patologias gastrointestinales, extra
gastrointestinales y cuadros alérgicos, que en muchas
ocasiones son clasificados o  diagnosticados
incorrectamente debido a las semejanzas en las
manifestaciones clinicas de otras patologias como,
apendicitis aguda, Ulceras gastricas, obstruccion
intestinal, enfermedad de Crohn, otras parasitosis
intestinales, alergias alimentarias y pseudoalergias,
principalmente. Estas manifestaciones clinicas aunadas
a la presencia de reacciones cruzadas en las pruebas

diagnodsticas especificas frente a otros pardsitos o
alergenos causantes de cuadros alérgicos vy
gastrointestinales similares, tales como acaros vy
vermes de la familia Ascarididae, respectivamente,
ponen de manifiesto la necesidad de un acucioso
diagndstico clinico, epidemioldgico y seroldgico, con
un proceso de anamnesis profundo y detallado en
donde se sospeche la infeccidn por anisakidos y con la
indicacion de pruebas seroldgicas de ultima linea, con
la inclusion de antigenos de probada validez
diagndstica, tales como los antigenos recombinantes
Ani sly Anis7.

Otro aspecto fundamental en la contencidn
de esta parasitosis es el cuidado profilactico durante la
elaboracién de comidas a base de pescado. Se debe
tener cuidado con la ingesta de pescados crudos,
ahumados al frio, salados, en vinagre, marinados o
insuficientemente cocidos, a la plancha o cocinados
con hornos de microondas. Afortunadamente (para los
aficionados al pescado crudo), no solo la coccidon
inactiva a estos parasitos, la larvas puede inactivarse
también con congelaciéon a -20 °C, durante 48 a 72
horas, o por congelacidn rapida a -35 °C por 15 horas
(38), aspectos que deben ser considerados en la
culinaria cotidiana.
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Resumen

Se demuestra la efectividad de los apdsitos de quitosano para el tratamiento de pie diabético. Para ello se seleccioné un
paciente de 48 afios de edad, diabético tipo I, con una lesién en la zona dorsal del pie derecho. El tratamiento consistié en
la aplicacidon de apdsitos a base de sales de acetato de quitosano. El procedimiento se desarrollé en tres fases con una
duracion total de cuarenta y cinco dias. Los resultados demuestran la efectividad de las sales de quitosano para este
tratamiento, manifestando evidente reepitelizacion y cicatrizacion completa del tejido en el lapso de tiempo planteado.
Palabras clave

Regeneracion, quitosano, reepitelizacion, andamios.
Abstract

In this clinical case, the effectivity of chitosan films for the treatment of diabetic foot ulcers is evaluated. For this purpose, a
48 year old patient was selected, type 2 diabetic, with a lesion in the dorsal area of his right foot. Treatment was based on
the application of the chitosan films. The whole procedure took 45 days, which were divided in 3 phases. The results

demonstrated the effectivity of the chitosan salts for the treatment of this complication, which seems to aid in the re-
epithelization and complete healing during the elapsed time.

Keywords

Regeneration, chitosan, re-epithelization, scaffold.

Introduccion

La aparicion de los biomateriales usados
como andamios para crecimiento de tejidos ha
constituido una nueva esperanza en el ambito médico
especialmente en el tratamiento de las enfermedades
vasculares periféricas. El pie diabético, afeccion que
causa el 60% de las amputaciones en la poblacién con
esta afeccidn, se ha visto beneficiada de este aporte
cientifico en la ingenieria de tejidos (1). La extensa
pérdida de tejido blando en lesiones ulcerativas
dificultan el abordaje terapéutico dejando pocas
opciones de cirugia reconstructiva, no obstante, los
biomateriales utilizados como apdsitos que
consecutivamente se comportan como andamios para

crecimiento tisular se han convertido en una opcion
terapéutica para estos pacientes (2,3).

La ingenieria tisular es una ciencia que aplica
los principios de la ingenieria y las ciencias de la vida
para desarrollar sustitutos biolégicos que reparen o
mejoren la funcién bioldgica de un tejido u drgano,
basandose en el uso de tres elementos: biomateriales,
células y andamios (2). A pesar de los muchos avances
alcanzados, los investigadores de este campo aun se
enfrentan a importantes retos en la reparacion o la
sustitucién de los tejidos, en este sentido, los
biomateriales utilizados en la construccion de
andamios juegan un papel muy importante debiendo
cumplir una serie de requisitos tales como: permitir
una estructura de poros con el fin de favorecer la
integracion y vascularizacion del tejido, ser

X Autor de correspondencia: Gladys Velazco, Universidad de Los Andes, Facultad de Odontologia, Laboratorio Integrado de
Biologia Molecular y Celular, Telefax: 02742402438, e-mail: gvelazco@ula.ve@ula.ve, Mérida 5101, Venezuela.



Apositos de quitosano para el tratamiento de pie diabetico. Velazco G y col.

biocompatibles, biodegradables, teniendo adecuadas
propiedades mecanicas y una superficie quimica
apropiada que favorezca la adhesién, diferenciacién y
proliferacion celular (3). En este contexto, el quitosano
es un candidato con un gran potencial ya que posee
propiedades bioldgicas Unicas, entre las que se
incluyen su biocompatibilidad, biodegradabilidad,
ademds de su marcada actividad antibacterial y de
favorecimiento de la quimotaxis, destacando su
miscibilidad al unirse a otros compuestos,
favoreciendo la elaboracion de peliculas con
aplicaciones en la regeneracion de tejidos (4).

El quitosano despierta gran interés debido a la
posibilidad de modular y controlar sus propiedades
quimicas, fisicas y bioldgicas bajo suaves condiciones
de reaccidn. La protonacion obtenida por el
procesamiento del material le provee de
caracteristicas antisépticas importantes, evitando el
crecimiento bacteriano no deseado en estas
ulceraciones (5). La clave para la cicatrizacion por
segunda intencidn es basicamente lograr la migracidn
de fibroblastos capaces de estimular y liberar factores
de crecimiento que favorezcan el proceso cicatrizal;
esta caracteristica de estimulacion fibroblastica es
lograda por apdsitos a base de quitosano (6).

El desarrollo de materiales basados en
quitosano para la ingenieria tisular, es un reto para los
investigadores en el drea. El objetivo de este trabajo
fue demostrar la efectividad de peliculas de quitosano
para el tratamiento de un paciente con pie diabético.

Caso clinico

Paciente: Este estudio fue aprobado por del
Comité de Bioética del Instituto Auténomo Hospital
Universitario de Los Andes IAHULA. Se evalué un
paciente de género masculino con 48 afios de edad,
diabético tipo Il controlado, que acude a consulta por
presentar en la zona dorsal del pie derecho sobre el
cuerpo del quinto metatarsiano hacia la expansion
digital dorsal una ulcera con exposicion del tendon,
edema generalizado extendido hacia los dedos del pie,
con una data de cinco meses. El paciente reporta la
realizacién de protocolo de curaciéon con lavado,
limpieza y colocacion de apdsito de fabricacién
comercial a base de alginato cada cuarenta y ocho
horas sin evolucion clinica significativa. Se decide
comenzar las sesiones de curas con apdsitos a base de
quitosano cada ocho dias.
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Tratamiento con apositos de acetato de
quitosano: El protocolo establecido en este caso
consistié en una primera fase de limpieza con lavados
repetidos durante cuarenta minutos cada vez que se
abriera la cura, usando jabon antiséptico, solucion
salina y acido acético. En la fase dos, se disefio el
andamio a utilizar; se procedidé a realizar una sal de
acetato de quitosano en forma de lamina. Para la
preparacion de las mezclas de quitosano se utilizé el
producto comercial caracterizado siguiendo las normas
ASTM F2103 (Standard Guide for Characterization and
Testing of Chitosan Salts as Starting Materials
Entended for Use in Biomedical and Tissue-Engineered
Medical Product Applications) (7). Para este ensayo se
usa quitosano caracterizado de la empresa
Microsomas y Biopolimeros SL y Guinama SLU, cuyas
caracteristicas organolépticas permitieron observar a
través del apodsito el estado de la lesidn, ademas de,
permitir hermetismo evitando el paso de bacterias del
exterior al interior de la lesion (figura 1). En la fase tres
del protocolo se colocaron l[dminas de quitosano sobre
la lesion, vendando con gasa estéril.

Resultados y Discusién

En la primera evaluacién a los ocho dias de la
colocacion del apésito, se observa comienzo de la
granulaciéon y evidente cubrimiento del tendon
previamente expuesto, ademds de desaparicion de la
inflamacion. Se repiti6 la fase 1 establecida
inicialmente seguida nuevamente de la colocacién de
aposito sobre la lesidn.

Figura 1. Apdsitos de sales de acetato de quitosano.
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Figura 2. Evolucion cronoldgica de la lesion: A) Aspecto inicial de la lesion, colocacién del apésito, y apariencia de la lesidn
atraves de él. B) Chequeo de la lesidon a los ocho dias del comienzo del tratamiento C) Evaluacién a los quince dias
D) Evaluacién a los veintidods dias E) Aspecto de la lesidn a los treinta dias F) Aspecto de la lesidn a los cuarenta y cinco dias.

De nuevo se hace revisidn de la lesion a los
quince dias de la colocacidon, se observa una
integracion mas evidente del apdsito lo que indica que
el hermetismo aumenta, disminuyendo el paso de
bacterias y mejorando el medio para la proliferaciéon
celular. A los veintidés dias de la evaluacién es clara la
disminucion del didametro de la lesion y a través del
apdsito ya no se observa el tejido tendinoso, siguiendo
la integracion del material al tejido.

La siguiente evaluacion fue a los treinta dias,
la reepitelizacion es evidente observandose
caracteristicas de una epidermis diferenciada, a los
cuarenta y cinco dias el cierre de la herida en su
totalidad y una completa cicatrizaciéon por segunda
intencidn. En la figura 2 se observa cronoldgicamente
la evolucidn de la lesion.

Las heridas que alteran el epitelio de
pacientes diabéticos representan una amenaza para su
integridad fisica (1). Los polimeros naturales han sido
utilizados con mucha frecuencia para tratamientos
cutdneos debido a la similitud al ambiente celular
nativo (8). Se han reportado estudios que han
demostrado que el quitosano estimula la migracion de
polimorfonucleares al area de la herida, donde se
activan y secretan mediadores inflamatorios como
TNF-a, IL-1, IL-8 e IL-12 (3).

Este estudio coincide con otros estudios
donde se propone la elaboracién de andamios que
funcionen como apésitos de regeneracion de tejidos
ayudando al proceso de curacién y reparacién de
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heridas crénicas utilizando el quitosano como
promotor de la migracién de fibroblastos vy
angiogenesis necesaria en la regeneracion de tejidos
dafiados (5,6). Planimetricamente se observa el cierre
de la herida y la aceleracion de la epitelizacion
completa coincidiendo con otros reportes con los
mismos resultados en individuos sanos (9). La eficacia
en la cicatrizacion de heridas de larga data con
variedades de apésitos de quitosano solo o combinado
con plata o alginato ha dado resultados similares al
presentado en este ensayo, evidencidndose la
cicatrizacién en periodos cortos de tiempo (10,11). La
biodegradabilidad del material fue directamente
proporcional al cierre de la herida, lo que demuestra la
versatilidad del compuesto cuando se pretende usar
en curas oclusivas, mostrando una promesa para la
regeneracion no solo de piel si no de otros tejidos
dafiados.

Los apdsitos a base de quitosano representan
una opcion de tratamiento efectiva, econdmica,
accesible, y facil de preparar. Lograr instaurar los
métodos a base de peliculas regenerativas podria
representar nuevas terapéuticas en la regeneracidon
directa de tejidos afectados.

2012; 1(1): 38—41. Avan Biomed.
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Fascitis necrotizante de punto de partida abdominal: a propdsito de un caso
(Necrotizing fasciitis from abdominal starting point: purpose of case)
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[CASO CLINICO] Recibido: Septiembre de 2011. Aceptado: Noviembre de 2011.

Resumen

La fascitis necrotizante es una infeccion de etiologia tipicamente polibacteriana, cuyas toxinas afectan los tejidos blandos
(fascias, subcutaneo, vasos y nervios). Caso Clinico: masculino de 47 afios de edad, hipertenso crénico no controlado, quien
ingresa en shock hipovolémico secundario a abdomen agudo quirudrgico traumatico por herida de arma de fuego en region
lumbar sin orificio de salida. Se aplica ABC para paciente politraumatizado incluyendo profilaxis antimicrobiana a base de
Ampicilina-Sulbactam-Metronidazol. Es llevado a quiréfano teniendo como hallazgos operatorios: 1400 cc de
hemoperitoneo y contenido intestinal (materia fecal) libre en cavidad, desvascularizacion de mesocolon ascendente, lesion
de arteria ileocdlica y colon, por lo que se procede a realizar hemicolectomia derecha ampliada. En el postoperatorio
inmediato y de evolucion rapida presenta lesiones cutaneas dadas por eritema, edema, vesiculas, flictenas en flanco
derecho, a las 36 hrs cursa con necrosis que se extiende hasta tercio medio y lateral de muslo, se toma cultivo que reporta
Streptococcus sp. B hemoliticos, Escherichia coli, Citrobacter perfringens. Decidiéndose realizar fasciotomia, ampliar la
antibioticoterapia de amplio espectro con (Tigeciclina) y dar soporte ventilatorio mecanico teniendo a pesar de ello, una
evolucion torpida que conduce a falla multiorganica y deceso. Consideramos que si bien es una patologia poco frecuente
debe tenerse presente para garantizar el tratamiento precoz y de esta manera disminuir su alta mortalidad.

Palabras clave

Fascitis Necrotizante, herida por arma de fuego, fasciotomia.

Abstract

The necrotizing fasciitis is an infection of typically polybacterial etiology, whose toxins affects the soft tissues (fascias,
subcutaneous, blood vessels and nerves). Clinical case: 47 years old male, with uncontrolled chronic hypertension, admitted
for hypovolemic shock secondary to acute surgical traumatic abdomen by gunshot wound in the lumbar region without exit
hole. ABC approach for polytraumatized patient was applied including Ampicillin-Sulbactam-Metronidazole antimicrobial
prophylaxis. He was taken to operating room obtaining these findings: 1400 cc of hemoperitoneum and intestinal contents
(stool) free inside abdominal cavity, mesocolon devascularization, ileocolyc artery and colon injuries, so we proceed to
perform an extended right hemicolectomy. In the immediate postoperative period rapidly developed skin lesions given by
erythema, edema, vesicles, phlyctenas on right flank. After 36 hrs, presented necrosis which spread to middle and lateral
third of thigh. Culture reports Streptococcus sp. B hemolytic, Escherichia coli, Citrobacter perfringens. Agreeing to perform
fasciotomy, expand the antibiotic therapy wide spectrum with (Tigecycline) and give mechanical ventilatory support,
getting, despite that, a bad clinical progress leading to organ failure and death. We believe while it is an uncommon
pathology must be borne in mind to ensure early treatment and reduce its high mortality.

Keywords

Necrotizing fasciitis, polybacterial, fasciotomy.

X Autor de correspondencia: Dayyorsem Canelén, Av. Las Américas, sector Santa Barbara, Residencias Gavidia, torre 2, piso 6,
#6C, e-mail: dayknelonb@hotmail.com, Mérida 5101, Venezuela.



Fascitis necrotizante de punto de partida abdominal. Canelén Dy col.

Introduccion

La “fascitis necrotizante” (FN) es el término
que se utiliza ampliamente para designar las
infecciones gangrenosas, de etiologia tipicamente poli-
bacteriana, que se caracterizan por ser poco comun
causadas por bacterias virulentas que producen
toxinas y que no sélo afectan a la piel sino que abarcan
fascia superficial y profunda, tejido, grasa subcutanea,
nervios, arterias, venas y ademas, estd acompafiada de
sintomas sistémicos severos.

En un inicio se pensaba que el Uunico
responsable era el Streptococcus sp B hemoliticos del
grupo A, sin embargo, en la Ultimas dos décadas los
cientificos han demostrado que la patogénesis es
usualmente polimicrobiana, tal cual se evidencia en la
Tabla 1 (1).

Tabla 1. Bacterias responsables de la fascitis
necrotizante.
Frecuencia *

Bacteria .
cter (Porcentaje, %)

Gram-Positivo

Staphylococcus aureus 22,0
Grupo A Streptococcus 13,6
Grupo B Streptococcus 3,4
Grupo F Streptococcus 1,7
Viridans streptococci 1,7
Gram-Negativo

Klebsiella pneumoniae 22,0
Echerichia coli 3,4
Enterobacter cloacae 1,7
Citrobacter 1,7
Proteus spp. 3,4
Aeromonas 11,9
Vibrio vulnificus 51
Acinetobacter baumanni 3,4
Pseudomona aeruginosa 5,1
Infeccion mixta 28,8

* Estudio realizado en 59 pacientes (1).

En cuanto a su evolucién se conocen tres
etapas: en el estadio temprano, encontramos una
enfermedad clinicamente indistinguible entre una
infeccién severa de tejidos blandos y una celulitis o
erisipela, ya que sélo se manifiesta dolor, tumefaccién
y calor local. En el estadio intermedio es caracteristico
ademas encontrar flictenas con margenes de tejido
afectado mal definidos y el inicio de cambios en la
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coloracién de la piel, sugestivos de isquemia.
Finalmente, en el estadio tardio, se hacen evidentes
las vesiculas llenas de sangre, hay anestesia del area
afectada y una franca gangrena tisular. Dentro de las
manifestaciones sistémicas que acompafian dicha
infeccion se destacan fiebre alta, hipotension,
postracion y falla multiorganica.

En cuanto al diagndstico lo primordial es la
clinica, donde la evidencia de necrosis tisular permite
inferir nos encontramos ante un caso de FN. Sin
embargo, estudios de imagenologia (Tomografia
computarizada [TC], resonancia magnética [RM] y
ultrasonido) ayudan a confirmar el diagndstico. Por
ejemplo, los signos indicativos en una TC e incluso en
el ultrasonido incluyen compromiso de la fascia
profunda, con presencia de gas, liquido, distorsion y
edema alrededor (2). En infecciones complicadas, se
combina el uso de RM (técnica preferida para detectar
infeccion de partes blandas) y puncidn- aspiracion
guiada por ultrasonido, con posterior realizacion de
cultivo y tincidn Gram para aislar el agente causal.
Pruebas como el “finger-test” y la biopsia por
congelacién también son usadas para estudiar esta
infeccion. El éxito del tratamiento requiere un rapido
reconocimiento, adecuado desbridamiento quirirgico
y antibioticoterapia agresiva. El uso de terapia de
oxigeno hiperbarico sigue siendo controversial (3).

Caso clinico

Paciente: Se trata de paciente masculino de
47 aios de edad, quien sufre herida por arma de fuego
a nivel de la regién lumbar derecha sin orificio de
salida. Seguidamente presenta palidez cutanea intensa
e inestabilidad hemodinamica, razén por la cual es
trasladado a nuestro centro asistencial. Antecedentes
Personales:  apendicectomia hace 12 afos,
hipertensién arterial no controlada. Examen Fisico:
Presién Aterial (PA) 90/55 mmHg, Frecuencia Cardiaca
(Fc) 133 pulsaciones por minuto (ppm), Frecuencia
respiratoria (Fr) 32 respiraciones por minuto (rpm),
(ameritd posterior al interrogatorio intubacion
endotraqueal por cursar con saturaciéon de 02 de
78%). Paciente en malas condiciones generales con
marcada palidez cutaneo mucosa, con alteracion en el
sensorio, taquipneico, diaforético, sangrado a nivel del
orifico de entrada en region lumbar.
Auscultatoriamente en térax no se encuentran
alteraciones a nivel abdominal Ruidos hidroaéreos
abolidos, intenso dolor abdominal con signo francos de
irritacion peritoneal se evidencia orificio de entrada en
region lumbar derecha sin orificio de salida ni
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abotonamiento del proyectil, extremidades sin
anormalidades. Manejo Inicial: se basé en el Air-
Breath-Circulation = (ABC) de todo  paciente
traumatizado, con establecimiento de la via aérea
adecuada mediante intubacién  endotraqueal,
cateterizacion de vena subclavia derecha reportando
Presion Venosa Central (PVC) en 3 cm de H,0,
administracion de toxoide tetanico, antibioticoterapia
con ampicilina sulbactam 1,5 g, metronidazol 500 mg,
colocacion de sonda nasogdstrica, sondaje vesical y
posteriormente llevado a mesa operatoria. Hallazgos
Operatorios: incision supra e infraumbilical.
Hemoperitoneo de 1400 cc y contenido intestinal
(materia fecal) libre en cavidad abdominal,
desvascularizacién de mesocolon transverso, lesion de
arteria ileocdlica, 2 lesiones grado IV de colon
transverso, 4 lesiones Il grado en ciego y colon
ascendente con compromiso de valvula ileocecal y
lesion vesical transfixiante. Por lo que se procede a
realizar hemicolectomia derecha ampliada e
ileotransverso  anastomosis ademas de lavado
exhaustivo de la cavidad abdominal. Evolucion:
durante el post operatorio el paciente presentd
eritema, y lesiones vesiculares satélites (Fig. 1) que en
horas fueron evolucionando rapidamente hasta
formarse un d4rea de necrosis que en 36 horas

Figura 1. Flictenas y necrosis en dedos.

involucroé todo el flanco derecho, a las 72 horas incluia
hasta el 1/3 medio y cara lateral del muslo derecho
(Fig. 2). Se tomd muestra para cultivo y antibiograma
que reporta crecimiento de Estreptococos B
hemolitico, E. coliy Clostridiun perfringes sensibles a la
Tigeciclina por antibiograma realizado, en vista de la
evolucién térpida se practica fasciotomia, sin lograr
resultados satisfactorios a pesar de la utilizacion de
antimicrobianos de amplio espectro como la
Tigeciclina indicada en infecciones severas o
complicadas de partes blanda e intraabdominales, con
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dosis inicial de 100 mg IV en infusidn, seguida de una
dosis de 50 mg IV cada 12 horas, que se aplico desde el
momento del reporte del antibiograma y hasta el
deceso del paciente.

La publicacidon de este caso clinico fue avalada
por del Comité de Bioética del Instituto Auténomo
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Figura 1. Fascitis Necrotizante en flanco y muslo.

it

Hospital Universitario de Los Andes IAHULA.
Discusion

Las infecciones necrotizantes de los tejidos
blandos varian en su presentacién clinica, pero en
general son de curso grave, que si bien son poco
frecuentes, tienen una elevada mortalidad si no son
diagnosticadas y tratadas oportunamente,
considerdndose como “una enfermedad que una vez
gue se ve nunca se olvida” (4). Aunque es frecuente
gue exista un antecedente traumatico o quirdrgico, en
algunos casos se encuentra alguna enfermedad
subyacente, lo cual no impide pueda desarrollarse en
pacientes jovenes previamente sanos (5,7). Existen
diferentes reportes que sugieren que las infecciones
invasivas por SBHGA, incluyendo la FN y el Sindrome
del Shock Toxico Estreptocdcico (SSTS) se encuentran
en aumento. Asi como en un estudio prospectivo
realizado durante el periodo 1992 a 1993 en Ontario,
Canada con 323 pacientes con infecciones invasivas
por SBHGA, se encontré una incidencia de 1,5
casos/100.000 habitantes por afio, de los cuales el 6%
desarrolld FN y el 13% SSTS (8). En otro estudio
realizado en el Haukeland University Hospital, en
Noruega, entre 1992 y 1994 se hallé una incidencia de
2 casos/100.000 habitantes de FN (9). En Palma de
Mallorca, Espafia, se estudid una poblacién de 31
pacientes entre 1995 y 1998, que arrojé una incidencia
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de infecciones invasivas por SBHGA de 5 a 10
casos/afio, de los cuales 3 pacientes (9,6%)
correspondian a FN y 2 pacientes (6,4%) a SSTS (10). En
un estudio publicado por Bilton (11) en 1998, se
describe una mortalidad de 38% con cirugia
conservadora, tasa que disminuyd a 4% cuando se
practico la cirugia radical. Freischlag y col. (12) por su
parte, cuyos pacientes estaban mas graves, publican
en su estudio una mortalidad de 71% con cirugia
conservadora, cifra que disminuyd casi a la mitad
(43%), cuando se optd por la cirugia radical,
demostrando que la mortalidad es del 32% cuando la
cirugia se realiza antes de las 24 hrs. del diagndstico,
frente al 70% cuando dicho periodo era mayor. Por
tanto, debe considerarse la FN como una auténtica
urgencia quirurgica y recordar que sin desbridamiento
quirargico la mortalidad es cercana al 100% (13).
También es importante tener en cuenta otros factores
determinantes en la evolucién de estos casos como lo
demuestra el estudio de Wall (14) quien demostré que
un recuento de glébulos blancos mayor de 15.400
tenia un valor predictivo positivo para FN de 26%, pero
el valor predictivo negativo era de 99%, lo que significa

gue se puede afirmar, con una certeza de 99%, que si
el paciente tiene un recuento de menos de 15.400, no
tiene una FN. Sin embargo, otro estudio de Brandt y
Wahl (15) afirma que 38% (mas de un tercio) de los
pacientes con FN presentaron un recuento de glébulos
blancos menor de 10.000, lo que contrasta con el
anterior, definitivamente esto dependeria de la etapa
en que se descubre la enfermedad.

La FN es una entidad mérbida de presentacidn
muy variable, que desconcierta al equipo médico por
su rapida instalacidn, agresividad y por el pronéstico
muchas veces sombrio si no se piensa y actua
rapidamente ante su sospecha. Es preferible actuar
con agresividad (desbridamiento del tejido hasta llegar
a tejido sano), antibioticoterapia de amplio espectro,
manejo multidisciplinario en la unidad de cuidados
intensivos (16-18). El tratamiento quirdrgico es
fundamental en estos casos, puesto que sin este la
mortalidad es del 100% (19). El exceso de agresividad
puede eliminar tejido sano, pero el exceso de
prudencia puede costar la vida al paciente.
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Resumen

La enfermedad de Moyamoya es una vasculopatia oclusiva cerebral progresiva, caracterizada por estenosis u oclusién de la
porcidn supraclinoidea de la arteria cardtida interna, principalmente de la arteria cerebral media y de la arteria cerebral
anterior. Su aspecto angiografico semeja el humo de cigarrillo que en japonés significa “moyamoya”. Presentamos el caso
de una paciente femenina de 28 afios quien presentd cefalea y crisis epilépticas focales desde los 5 afios de edad y
embarazo gemelar de alto riesgo a los 16 afios, que ameritd cesarea segmentaria; Panangiografia que revela imagen
semejante a humo de cigarrillo consistente con Enfermedad de Moyamoya.

Palabras clave

Enfermedad de moyamoya. Embarazo gemelar. Estenosis. Arteria cerebral media. Panangiografia.
Abstract

Moyamoya disease is a progressive cerebral occlusive vasculopathy characterized by stenosis or occlusion of the
supraclinoid portion of the internal carotid artery, mainly the middle cerebral artery and anterior cerebral artery. The
angiographic appearance resembles “cigarette’s smoke” which means in Japanese "moyamoya". We report the case of a 28
years old female who presented headache and focal seizures since 5 years old and a high-risk twin pregnancy at 16 years
old, that required cesarean section; panangiography reveals a similar picture of “cigarette’s smoke” consistent with
Moyamoya disease.

Keywords

Moyamoya disease. Twin pregnancy. Stenosis. Middle cerebral artery. Panangiography.

Introduccién A nivel mundial las estadisticas reportan
mayor incidencia en el Este de Asia, siendo la mayoria
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Es bien sabido que EM ha sido observada
predominantemente en mujeres, con una relacién
mujer-hombre de 1,8:1. Teniendo un caracter bimodal,
observandose un pico de incidencia en la primera y
cuarta década de vida (2). En nuestro pais no existen
estadisticas oficiales sobre casos de EM, sdlo reportes
de casos aislados publicados.

Desde el punto de vista genético y de factor
hereditario respecto a la EM, se han realizado
multiples estudios en los cuales se expresa el caracter
autosomico dominante con penetrancia incompleta,
pero sin embargo el factor hereditario de esta
patologia atin no ha sido determinado. Y Mineharu, K
Takenaka, H Yamakawa realizaron un andlisis de
asociacidn de tejido inhibidor de metaloproteinasas 2
en 17925 que mostré que un polimorfismo en la
region del promotor se asocid significativamente con
familiares MMD (F-MMD) (2).

La relacidon de transmisién maternal-paternal
es de 3,44:1, mostrando predominancia maternal, y la
transmision madre-hija fue mas cominmente vista
(60%). En éste mismo estudio, se encontraban dentro
del universo familiar estudiado, 17 pares de gemelos,
14 de los cuales eran monocigotos, dos dicigotos y uno
con cigocidad desconocida; la relacion de gemelos
monocigotos a dicigotos en la poblacién general era
aproximadamente 2:1, mientras que en los pacientes
con EM era de 4,7-7,5:1, mostrando predominancia
monocigota (2).

En la mayoria de la literatura revisada, no
existen revisiones extensas del manejo del embarazo
asociado con EM.

Presentamos el caso de una paciente con
clinica desde los 5 afios de edad, EM diagnosticada a
los 14 afios por panangiografia y que presenté
embarazo gemelar a los 16 afios complicado con
convulsiones recurrentes y cuadriparesia; quien ha
mantenido clinica de Accidentes Isquémicos
Transitorios (AIT) durante los 12 afos siguientes,
ultimo AIT en enero de 2011, con tratamiento
farmacoldgico sintomatico y sin secuelas neurolégicas
y motoras importantes.

Caso clinico

Femenino de 28 afios de edad, quien consulta
por cefalea con caracteristicas similares a migrafia y
con crisis epilépticas focales con generalizacién
secundaria ténica y tdnico-clénicas recurrentes desde
los 5 afios de edad, actualmente controlada con
Difenilhidantoina 'y  Fenobarbital. Antecedentes
Personales: Producto de Parto Simple Natural a
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Término  (PSNAT) controlado, no complicado,
intradomiciliario. Conocida por el servicio de
neurologia desde el afio 1992 por presentar cefalea
vascular tipo migrafa y crisis epiléptica parcial mixta.
Diagnostico angiografico en 1998 con sindrome de
Moyamoya. Antecedentes Familiares: Tio materno
fallecido con tumor cerebral. Antecedentes Gineco-
Obstétricos: Menarquia a los 11 afios de edad, Ciclos
Menstruales 30/5 dias, eumenorreica, sexarquia a los
15 afios de edad, 1 pareja sexual, Métodos
Anticonceptivos niega, embarazo gemelar de alto
riesgo a los 16 afios de edad (afio 2000), complicado
con convulsiones y Amenza de Parto Pretérmino (APP)
secundaria a infeccién urinaria y sindrome anémico
durante el primer trimestre de gestacion.

A las 36 semanas presenta signos de
focalizacion neurologia: escotomas de pocos segundos
de duracién, desviaciéon de comisura labial hacia el
lado derecho y test de reactividad fetal (TRF) no
reactivo con hipoactividad en feto 1 y frecuencia
cardiaca fetal (FCF) no auscultable (evento aislado en
la evolucidén clinica), se decide en conjunto por los
servicios de neurologia, anestesiologia, ginecologia y
obstetricia y  perinatologia  realizar  cesdrea
segmentaria y esterilizacion quirurgica, llevandose a
cabo a las 36 semanas de gestacién sin
complicaciones, obteniéndose dos recién nacidos vivos
aparentemente sanos, femeninos: feto 1 con peso al
nacer de 1700 g, talla 40 cm, capurro 36 semanas,
APGAR 8/9, feto 2: peso al nacer de 2000 g, talla 42
cm, capurro 37 y APGAR 9/9, circular de corddn
irreductible.

Embarazo monocorial, biamniotico. Embarazo
ectépico en 2010. Examen fisico actual: Disminucion
de la agudeza visual y relacidén Venosa-Arterial (VA):
3:1, hemiparesia izquierda leve (FM: 4/5). Resonancia
Magnética (RM) cerebral: Malformaciones en poligono
de Willis, estenosis de carétida interna izquierda (Cll) y
Arteria Cerebral Media lzquierda (ACMI), ausencia de
Arteria Cerebral Anterior lzquierda (ACAI), dilatacion
de las ramas del poligono de Willis lado derecho.

Panangiografia y angioresonancia: estenosis
de vasos supraclinoideos bilateral (imagen de humo de
tabaco) (Fig. 1). Se confirma diagndstico de
enfermedad Moyamoya manteniéndose tratamiento
sintomatico.

Discusion

La enfermedad de Moyamoya (EM) es una
patologia de origen desconocido, descrita por primera
vez en 1957 en Japon, por Takeuchi y Shimizu, como
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Figura 1. Angioresonancia de la paciente (Octubre de
2006).

una vasculopatia oclusiva cerebral progresiva
caracterizada por estenosis u oclusién de la porcidn
supraclinoidea de la arteria cardtida interna (ACI) y
mas comunmente la arteria cerebral media (ACM) vy
arteria cerebral anterior (ACA) (4). Los siguientes son
los criterios diagndsticos de EM que fueron
establecidos por el Ministerio de Salud del Japdn en
1979: 1) Estenosis u oclusion de la porcidén
intracerebral de la ACI, ACA y ACM; 2) vascularizacion
arterial andmala alrededor de la estenosis; 3)
Hallazgos bilaterales; 4) Ausencia de otra causa
justificable (5).

Esta patologia se caracteriza por tener una
distribucion etaria bimodal, un grupo en la primera
década y un segundo grupo entre los 30 y 40 afios de
edad (1). Durante la nifiez, se caracteriza por
presentarse clinicamente con episodios isquémicos
cerebrales transitorios o permanentes. En adultos v,
menos frecuente en nifos, se manifiesta por episodios
hemorréagicos con alta mortalidad. Afecta dos veces
mas al género femenino (5). Muchos de los pacientes
femeninos con EM se encuentran en edad
reproductiva, sin embargo, no ha habido revisiones
extensas sobre el manejo del embarazo y el parto,
asociados con dicha enfermedad. Durante el
embarazo, el volumen de sangre circulante se
incrementa en un 30 — 60%, del primer al segundo
trimestre, en referencia con mujeres no gestantes. No
existe evidencia que EM asociada con el embarazo
aumente el riesgo de episodios hemorragicos o
isquémicos. No obstante, el aumento del volumen
sanguineo, el estado de hipercoagulabilidad y otras co-
morbilidades, pueden deteriorar el cuadro clinico
durante el embarazo, por lo tanto, las pacientes que
presentan la patologia, deberian ser informadas de los
riesgos potenciales del embarazo (6).

En relacién con nuestra paciente, ésta cumple
con los criterios diagndsticos de EM anteriormente
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mencionados. Respecto al cuadro clinico, los hallazgos
coinciden con los referidos por la literatura, con
predominio del sexo femenino, inicio del cuadro con
cefalea, hemiparesia y crisis focales, con generalizacion
secundaria tdénica y tdnico-cldnicas recurrentes, que
iniciaron en la primera década de la vida.

Resulta de interés sefalar la evolucion clinica
de la paciente, la cual inicia a los 5 afios de edad,
caracterizada por cefalea de fuerte intensidad, vision
borrosa, disartria y hemiparesia; tratada con AINES y
antiepiléptios referidos en la literatura como
“tratamiento de eleccion farmacoldgico”, sin
observarse mejoria hasta la adolescencia.

Yanez y cols. Refieren que no existe
tratamiento farmacoldgico para revertir o evitar la
progresion del fendmeno moyamoya y que se han
usado antico-agulantes, antiagregantes plaquetarios y
vasodilatadores. Parte de éste tratamiento también
incluye la aspirina, fundamentado en la presencia de
émbolos trombédticos formados en los sitios
estendticos arteriales. En el Children’s Hospital de
Boston han usado heparina de bajo peso molecular, en
dosis de 0,5 mg/kg dos veces al dia, subcutanea, en
pacientes neurolégicamente inestables, que requieren
anticoagulacion rapidamente reversible previo a la
cirugia y como vasodilatadores, se han usado los
bloqueadores de los canales de calcio, especialmente
en aquellos pacientes que presentan cefalea vascular
de dificil manejo y como preventivo en caso de
Accidentes Isquémicos Recurrentes (1).

A los 16 afos de edad, presenta embarazo
gemelar de alto riesgo, co-morbilidad que, segun
Komiyama et al, (6) no es un factor de riesgo que
empeoraria el cuadro clinico, siendo esto incompatible
con la clinica de nuestra paciente ya que, a partir de la
semana 16 de gestacidon presentd crisis epilépticas
focales recurrentes y cuadro de cuadriparesia que no
exhibia antes de la gestacion, razén por la cual se
mantuvo el uso de antiepilépticos (Carbamazepina),
midiendo los riesgos/beneficios de su uso durante el
embarazo; aunado a esto, su clinica agrava debido al
desarrollo de multiples infecciones urinarias que
conllevan a Amenaza de Parto Pretérmino (APP), a las
27 semanas de gestacion, motivo por el cual amerita
hospitalizacion. A las 33 semanas de gestacion, en vista
de prevalecer la clinica es nuevamente hospitalizada,
se mantiene en observacién con monitoreo continuo
materno-fetal, Utero-inhibicion y anticonvulsivantes, y
a la semana 36 de gestacién, por presentar embarazo
clinicamente a término, se decide realizar cesarea
segmentaria mds esterilizacion quirdrgica por
sugerencia del servicio de Ginecologia y Obstetricia en

2012; 1(1): 46-50. Avan Biomed.
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conjunto con el servicio de Neurologia. Se obtienen 2
recién nacidos vivos aparentemente sanos femenino.

Algunos autores han hecho propuestas sobre
la mejor via de culminacion del embarazo en aquellas
pacientes que presentan EM. Komiyama et al, (6)
recomiendan el uso de cesdarea segmentaria para
evitar estados hipertensivos que se pueden desarrollar
durante el trabajo de parto y que pueden
desencadenar eventos cerebrales hemorragicos, asi
como también eventos isquémicos ocasionados por la
hiperventilaciéon (6). El parto vaginal no presenta
ninguna contraindicacion y es utilizado como método
de eleccion para evitar el estrés cardiovascular vy
sistémico que ocasiona el uso de anestésicos durante
la cesdrea (7). En conclusion el método a elegir
siempre debe ser aquel que reduzca los riesgo tanto
para la madre como para el feto, ajustandose a la
clinica de ambos.

En el caso de nuestra paciente se toma la
decision de realizar cesarea segmentaria tomando en
cuenta los siguientes criterios: 1) Presentar embarazo
gemelar, el cual como esta descrito en la literatura, es
un embarazo de alto riesgo por las complicaciones que
el mismo puede ocasionar, entre ellas, preeclampsia y
eclampsia, 2) Presentar crisis epilépticas focales
recurrentes durante el embarazo, 3) Test de
reactividad fetal hiporeactivo en feto numero 1 a la
semana 36, 4) Solicitud de esterilizacion quirdrgica
para evitar mayores complicaciones en los embarazos
subsecuentes, 5) Embarazo clinicamente a término.

Los métodos imagenoldgicos mds utilizados
en la actualidad para realizar el diagndstico de la EM
son la Tomografia Axial Computarizada (TAC), la
Angiografia Digital (AD) vy la angioresonancia
magnética nuclear (ARMN). Siendo actualmente el
método de eleccién la ARMN ya que presenta 94% de
sensibilidad y especificidad con menos efectos
secundarios al no ser un método invasivo (1).

Suzuki y Takaku (1969) describieron 6 etapas
evolutivas de la esteno-oclusién a través de la imagen
angiografica de la EM (5):

1. Estenosis bilateral de la ACI en su porcion
supraclinoidea.

2.  Mayor estenosis de la ACl. Moyamoya
incipiente en la base del craneo.

3.  Moyamoya prominente. Desarrollo de los
vasos  anastomoéticos.  Momento  del
diagnéstico de la EM en la mayoria de los
pacientes.

4. Compromiso de todos los vasos del poligono
de Willis. Aumento de la circulacién
extracraneal.

Avan Biomed. 2012; 1(1): 46-50.

5.  Mayor evolucion del estadio 4. Desarrollo de
neovascularizacion extracraneal.

6. lIrrigacion de los hemisferios cerebrales a
partir de la anastomosis intra-extra craneal.

Nuestra paciente en la actualidad se
encuentra en el estadio 3 segun la clasificaciéon de
Suzuki y Takaku. Diagndstico comprobado por medios
angiograficos.

Segun Galicchio S. et al, la evolucidn natural
de la EM es inevitablemente progresiva con elevada
mortalidad, por lo que desde el inicio se han intentado
multiples tratamientos médicos, existiendo varias
tendencias (4). Algunos autores como Doblas PA et al,
sugieren que se puede mantener una terapia
conservadora con tratamiento farmacolégico a base de
antiepilépticos, antiagregantes plaquetarios y en los
casos que sea necesario, antihipertensivos o
vasodilatadores (8). Sin embargo Kurokawa et al,
presentaron una serie de 27 pacientes que no
recibieron tratamiento quirdrgico y se mantuvieron
con terapia farmacoldgica, de los cuales en 100%
repitid6 AIT y el 50% presentd secuelas motoras vy
deterioro en las funciones cognitivas (9).

En la actualidad la tendencia terapéutica se
inclina al tratamiento quirdrgico demostrandose
resultados positivos importantes. Se sugiere el uso de
técnicas combinadas de revascularizacién cerebral
para desarrollar mejores resultados, disminuir las
complicaciones y la progresién de la enfermedad y de
esta manera proporcionar mejor calidad de vida. Se
conocen dos tipos de procedimientos quirudrgicos de
revascularizacién: directos e indirectos. Directa o
bypass en donde se realiza la anastomosis de la arteria
temporal superficial (ATS) con la ACM y la técnica
indirecta también llamada
encefaloduroarteriosinangiosis (EDAS) que consiste en
la liberacién de la ATS y unién al borde la incisién de la
dura madre (1).

En el caso particular de nuestra paciente se ha
mantenido conducta expectante con tratamiento
farmacoldgico sintomatico de las crisis epilépticas,
actualmente con Difenilhidantoina, Fenobarbital,
Acido Acetilsalicilico, Acetamicina y Vitamina E en vista
del bajo nivel socio econdémico y negativa de la
paciente y familiares a la realizacion de tratamiento
quirargico.

Haciendo un recuento de nuestro caso,
hablamos de una paciente quien inicia sintomatologia
a los 5 afios de edad, caracterizado por cefalea y crisis
epilépticas focales con generalizacion secundaria
ténica y tdnico-clonicas; a los 16 afios de edad
embarazo gemelar de alto riesgo con agudizaciéon del
cuadro neuroldgico, actualmente con 28 afios de edad,
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quien ha presentado hasta la actualidad en miltiples
ocasiones AlIT, ultima en Enero 2011 y se ha mantenido
con tratamiento farmacoldgico sintomatico hasta la
fecha en vista de situacion econémica y negativa al
tratamiento quirurgico.

Es importante destacar que a pesar de las
condiciones de nuestra paciente, con AIT a repeticion y

en quien sélo se ha usado tratamiento farmacolégico
sintomatico, ésta no ha desarrollado secuelas
neuroldgicas y motoras que, segun lo descrito en la
literatura, se esperaria en aquellos pacientes en los
cuales se permite la evolucion natural de |la
enfermedad.
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