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Sobre la Portada

La portada muestra: Patrén de glicosilacién de proteinas en plantas y animales. Las proteinas recombinantes expresadas en
plantas experimentan la adicion de N-glicanos propios de células vegetales [a(1,3)—fucosa y B(1,2)—xilosa], los cuales son
afiadidos a su estructura durante el desplazamiento por los compartimientos del Golgi medio y trans. Notese que las
modificaciones post—traduccionales entre ambos tipos de células son iguales hasta el Golgi cis. La ruta de glicosilacion en células
animales se indica con flechas rojas. Los polipéptidos destinados a permanecer en el lumen del reticulo endoplasmatico (RE) son
marcados con la secuencia del tetrapéptido sefial KDEL antes de ser exportados por primera vez desde el RE hacia el Golgi cis
(transporte anterdgrado), lo cual permite que estos péptidos sean recuperados y devueltos al RE a través del transporte
retrégrado. Figura perteneciente al manuscrito de Noguera A y Fermin G . publicado en éste numero.
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“El preciso definir de la salud”

El disfrute del mds alto estdndar de salud posible, es uno de los
derechos fundamentales de todo ser humano, no es un privilegio
reservado para aquellos con poder, dinero o posicidn social. SALUD
es mas que la ausencia de enfermedad, comprende la prevencién de
las enfermedades, el desarrollo de las potencialidades individuales,
asi como un sentido positivo de bienestar fisico, mental y social.

Los cuidados de la salud se fundamentan en el didlogo y la
colaboracion entre los ciudadanos, los profesionales, las
comunidades y los disefiadores de politicas. Los servicios de salud
deben ser asequibles, accesibles, efectivos, eficientes y
convenientes.

La salud comienza por el desarrollo saludable del nifio y de un
ambiente familiar positivo. La salud debe fundamentarse en el rol
activo de hombres y mujeres en los campos de la salud y el
desarrollo. El papel de las mujeres, asi como el bienestar de ellas,
debe ser reconocido y proclamado. Los cuidados de salud para los
ancianos deben preservar la dignidad, el respeto e interés y
preocupacion por la calidad de vida y no tan sdélo por la duracién de
la misma.

La salud exige un ambiente favorable, con un crecimiento
balanceado de la poblacion humana y con la preservacién de la
diversidad cultural. La salud depende de la disponibilidad para todo
el pueblo de los elementos basicos esenciales: alimentos, agua apta
para el consumo humano y otros usos, vivienda, educacién, trabajo
productivo, proteccién contra la polucidn y prevencién de la
exclusion social. La salud depende también de la proteccién contra
la explotacién, sin distincion de raza, religion, credo politico,
condicién social o econdmica. La salud requiere el desarrollo
pacifico, equitativo y la colaboracién de todas las personas.

En general, la sociedad cumple sus funciones a través de la
organizacién de los sistemas que estima necesario crear, uno de
ellos es el sector salud, que existe para que los individuos puedan
mantener durante el mayor tiempo posible, el mas alto nivel de
salud que les permita su potencial genético. Por consiguiente, el
primer proposito se refiere a la cantidad de vida, o sea la expectativa
de vida que debe alcanzarse, y el otro a la calidad de vida, que
significa vida larga y vida buena que resultan de la actuacion
combinada de los diversos sectores sociales.

El sistema de salud se especializa y se diferencia de los demas
porque debe lidiar con el binomio salud-enfermedad, como causa de
la cantidad y calidad de vida, estos fines no pueden lograrse sino con
la conjuncién de esfuerzos de todos los demas sectores sociales,
porque no hay salud si no hay educacidn, vivienda, trabajo,
remuneracién adecuada, alimentacidn, recreacion apropiada,
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aceptacion social y seguridad social; componentes fundamentales
del bienestar.

La demanda de servicios de salud es mas accesible dentro del marco
de lo que se denomina: revoluciéon de las expectativas de la gente, la
necesidad de reemplazar una practica profesional individualista por
una en equipo, la institucionalizacion creciente de las profesiones de
la salud, la revolucién demografica y sus consecuencias y la
revolucién industrial, especialmente por el desarrollo impresionante
de las técnicas tanto diagndsticas como terapéuticas y la
informatica, que han conducido al notable crecimiento de la
especializacion, pero que también han contribuido al uso y abuso de
la tecnologia y a la deshumanizacién de la practica médica.

La situacion actual, es de crisis, crisis del aparato médico sanitario
que no estd en capacidad de producir ganancias en salud, entre
otras causas porque los recursos se asignan predominantemente a la
atencion intramural, curativista e individual, que no mejora en nada
el nivel de salud de la poblacion. Se fundamenta en un sistema de
servicios de enfermedad y no de salud. Sus costos no van
acompafados de mejora en los servicios prestados, de alta
tecnologia, y en nuestro medio, se agrega la mala gerencia de las
instituciones hospitalarias.

Se constata que hay demanda creciente de servicios vy
marginalizacién de grandes grupos humanos descontentos por los
servicios recibidos, y por la incapacidad del sistema para ofrecerles a
todos la misma calidad, por el maltrato que se refleja en las llamadas
“colas”, en largas esperas, visitas repetidas e innecesarias a los
servicios por una misma causa, y por otra parte, el alza desmedida y
vertiginosa de los costos en la atencién privada que hacen
inaccesibles los servicios a quienes anteriormente podian pagarlos.

Esto indica que grandes sectores de la poblacion se han hecho
insolventes, y crece la demanda de servicios en el sector publico y
éste no estd en capacidad de atenderlos. Insistimos en que hay
abuso, especulacidn por el uso inadecuado de técnicas costosas.

Para encarar coherentemente la responsabilidad de resolver los
problemas de salud, convendria identificarlos como “dependientes
de crisis”, que estan en relacion con la busqueda de una estrategia
de cambio que involucra transformaciones en el desarrollo
econdmico-social, politico y ético del pais. El conocimiento cientifico
que se tiene en el mundo actual, no se ha puesto al alcance de la
totalidad de la poblacion, pero la ampliacion en la aplicacidn de este
conocimiento no es el Unico factor del que disponemos para mejorar
la atencién médica, porque no debemos olvidar la importancia
determinante que tiene la estructura socio-politica y politico-
econdmica en que se desenvuelve la actividad médica. En
consecuencia también sefialamos la inexistente, pero necesaria
conexién, que debe haber entre las politicas de desarrollo
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econdémico y la de los sectores sociales; como educacion, vivienda y
trabajo.

“Habida cuenta de que no hay salud, si no hay desarrollo social y

educacion para la salud”. < > - - -
Como citar éste articulo: Bahsas-Bahsas F. El preciso definir

Doctor Fadlalla Bahsas Bahsas de la salud. Avan Biomed 2013; 2: 112-3

Profesor Titular Jubilado de la Facultad de Medicina
Universidad de Los Andes
Email: fwbahsas@hotmail.com

113


mailto:fwbahsas@hotmail.com

r.'.-“ B‘H
g‘- c% Avances en Biomedicina
;5' o, Publicacion Oficial del Instituto de Inmunologia Clinica
- = Mérida-Venezuela
i Volumen 2(3), Sep-Dic 2013, p 114-20
,: Copyright: © ULA 2013

':"i o

%’ Depésito Legal: PP1201102ME3935
ISSN: 2244-7881
Jiu.th,'."‘

]
Modificaciones hemodinamicas y metabdlicas maternas secundarias al uso de
betametasona para la maduracién pulmonar fetal
(Hemodynamical and metabolic modifications secondary to

betamethasone use for fetal lung maturity)
Keibis Jiménez—CastiIIejol, Yolima Ruiz—Lopezl, Eduardo Reyna—ViIIasmillg, Duly Torres—Cepedal, Joel Santos-Bolivar®, Jhoan Aragon-
Charris, Jorly Mejia—MontiIIal, Nadia Reyna—ViIIasmiIz.
! Servicio de Obstetricia y Ginecologia, Maternidad “Dr. Nerio Belloso”, Hospital “Dr. Urquinaona”, Maracaibo - Venezuela.
2 Centro de Investigaciones Endocrino-Metabdlicas “Dr. Félix Gdmez”, Maracaibo — Venezuela.

[ARTICULO ORIGINAL] Recibido: 31 de Diciembre de 2012. Aceptado: 05 de Abril de 2013.

Resumen

El objetivo de la investigacidn fue determinar las modificaciones hemodinamicas y metabdlicas maternas secundarias al uso
de betametasona para la maduracion pulmonar fetal. Se realizé una investigacion de tipo explicativa, prospectiva y
longitudinal con un disefio cuasi-experimental y una muestra no probabilistica intencional de 106 pacientes que acudieron a
la consulta pre-natal de alto riesgo del Hospital Central “Dr. Urquinaona". Una vez seleccionadas las pacientes se le
administré inyecciones intramusculares de betametasona (12 mg) por dos dias consecutivos. El valor de presidn arterial
sistdlica presento un leve aumento luego de la segunda medicién y la tercera medicidn (p = ns). La presion arterial diastdlica
presenté aumento significativo durante la segunda medicidn y un nuevo aumento significativo en la tercera medicién (p <
0,05). Se observaron aumentos significativos en el valor promedio de la frecuencia cardiaca luego de la segunda y tercera
medicion de betametasona (p < 0,05). No se encontraron modificaciones significativas en las concentraciones de glicemia,
sodio y potasio entre las tres mediciones (p = ns). Se concluye que el uso de betametasona para inducir la maduracidn
pulmonar fetal produce modificaciones hemodindmicas maternas acompafiados de cambios metabdlicos transitorios.

Palabras clave

Betametasona, Maduracion Pulmonar fetal, Efectos maternos.

Abstract

The objective of research was to determine maternal hemodynamic and metabolic modifications secondary to the use of
betamethasone for fetal lung maturation. An explicative, prospective and longitudinal research was done with a quasi-
experimental design and intentional non probabilistic sample of 106 patients who assisted to High Risk Antenatal Consult at
Hospital Central “Dr. Urquinaona". Once patients were selected, two intramuscular injections of betamethasone (12 mg)
were administered for two consecutive days. Systolic blood pressure presented a slight rise after second and third
measurement (p = ns). Diastolic blood pressure presented a significant rise during second measurement and a new rise
after third measurement (p < 0.05). There were observed significant rises in mean values of heart rates after second
measurement and third measurements (p < 0.05). There were not found significant changes in glucose, sodium and
potassium concentrations among three measurements (p = ns) It is concluded that the use of betamethasone for fetal lung
maturation produced significantly in maternal hemodynamic changes and accompanied by transient metabolic changes.

Keywords

Betametasone, Pulmonar maduration, Adverse effects.

Introduccion

El descubrimiento de Liggins y col. (1) que los
esteroides tienen un papel importante en Ia
maduracién del feto durante el ultimo trimestre del

embarazo ha llevado al uso rutinario del tratamiento
con corticosteroides en el periodo prenatal, para tratar
a las pacientes con amenaza de parto pretérmino.

X Autor de correspondencia: Dr. Eduardo Reyna-Villasmil, Hospital Central “Dr. Urquinaona” Final Av. El Milagro.Maracaibo, Estado
Zulia. VENEZUELA.Teléfono: 584162605233. Correo electronico sippenbauch@gmail.com
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Diferentes estudios han descrito que el uso de
corticosteroides en el periodo prenatal produjo una
reduccidon significativa en la mortalidad neonatal,
sindrome de dificultad respiratoria del recién nacido,
hemorragia intraventricular y enterocolitis
necrotizante asociadas al parto pretérmino (2,3).

Estudios realizados en animales, por ejemplo,
en ovejas cercanas al termino del embarazo se reporté
que los corticosteroides producen una reduccién
significativa del flujo cerebral fetal (4), elevacién
sostenida de la presidn arterial, aumentos de los
valores basales de cortisol (5), aumento de la
resistencia vascular y periférica (4,5), y alteracién de la
sensibilidad vascular a los factores derivados del
endotelio (6). En el embarazo tardio en ratas, la
dexametasona produce alteraciones de la inervacién
cardiaca y de la funcidn beta-adrenérgica (7). Mas auln,
hallazgos experimentales demuestra que existe una
alteracion de la respuesta perinatal a la hipoxia la cual
puede alterar la adaptacion al trabajo de parto (8).

El uso de algunos tipos de corticosteroides en
el periodo prenatal ha demostrado que produce una
considerable reduccion en la frecuencia cardiaca y los
movimientos corporales fetales después de la primera
dosis (9). En algunos casos, las marcadas alteraciones
de la frecuencia cardiaca fetal que se observan han
sido mal interpretadas como sufrimiento fetal. Estos
cambios temporales no parecen ser debidos a la
hipoxemia inducida por los corticosteroides debido a
gue no se han encontrado cambio en los indices de
flujo Doppler de los diferentes vasos fetales ni
alteraciones en la frecuencia cardiaca fetal (10).

En la actualidad solo existen datos clinicos
limitados y conflictivos sobre la influencia del uso de
corticosteroides en la funcidon cardiovascular de la
embarazada que los recibe. En los adultos se ha
reportado que la dexametasona tiene una amplia
variedad de efectos adversos sobre las funciones
cardiovascular, metabdlica y endocrina (11).

La administracién materna de dexametasona
al final del embarazo induce solo efectos
hemodindmicos transitorios, mientras que dosis bajas
en ovejas embarazadas no producen efectos sobre la
presion arterial. En contraste, la betametasona en
monos causa una elevacion aguda de la presion
arterial por al menos 24 horas (12), aunque los efectos
posteriores son desconocidos. Todo esto ha llevado a
considerar los posibles efectos adversos maternos de
la potencia excesiva de los esquemas actuales de

Avan Biomed. 2013; 2(3):114-20.

dosificacién de los corticoides sintéticos en la préctica
clinica actual (13).

El objetivo de la investigacion fue determinar
las modificaciones hemodindmicas y metabdlicas
maternas secundarias al uso de betametasona para la
maduracién pulmonar fetal.

Metodologia

La investigacion de este estudio fue
explicativa, prospectiva y longitudinal con un disefio
cuasi-experimental y una muestra no probabilistica
intencional de 106 pacientes que acudieron a la
consulta pre-natal de alto riesgo del Hospital Central
“Dr. Urquinaona". El Comité de Etica del hospital
aprobd la investigacion y se obtuvo el consentimiento
informado de todas las pacientes.

Se incluyeron embarazadas entre 18 y 40 afos
de edad, con embarazos de 24 a 34 semanas de
gestacion, y embarazos de alto riesgo (por ejemplo,
cirugias uterinas previas, tumoraciones uterinas) que
ameritaron la administracién de betametasona para la
induccion de la maduracién pulmonar fetal.

Se excluyeron las pacientes con embarazadas
con polihidramnios, hemorragia del tercer trimestre,
sospecha de restriccion del crecimiento intrauterino
del feto (circunferencia cefalica, circunferencia
abdominal y longitud del fémur menor del percentil 10
de referencia), sindrome de HELLP, alteraciones de la
frecuencia cardiaca fetal, gestaciones multiples,
presencia de infeccion intrauterina o materna activa,
enfermedad hipertensiva crénica o gestacional,
enfermedad cardiaca, hepatica, renal o sistémica
crénica, diabetes mellitus pre o gestacional y habito
tabaquico. También se excluyeron a las pacientes que
se negaron a participar en la investigacion.

Una vez seleccionadas las pacientes se les
administraron  inyecciones  intramusculares de
betametasona (12 mg) por dos dias consecutivos. Las
mediciones de presion arterial y frecuencia cardiaca se
realizaron en tres ocasiones: La primera medicion,
antes de la administracion de la primera dosis de
betametasona; la segunda medicion, 24 horas después
de la segunda y ultima inyeccion; y la tercera medicion,
siete dias luego de la administracion de la ultima dosis
de betametasona para la maduracién pulmonar fetal.
La presién sanguinea y la frecuencia cardiaca se
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midieron en posicién sentada después de 15 minutos
de descanso.

Las muestras de sangre para la determinacién
de glucosa, sodio y potasio se recolectaron en todas
las pacientes en las mismas tres ocasiones que se
realizaron las mediciones hemodindmicas. Se tomaron
las muestras (10 ml) de la vena antecubital y se
dejaron  coagular a temperatura ambiente,
posteriormente fueron centrifugadas y almacenadas a
-802C. Todas las mediciones fueron hechas por
duplicado y el promedio de las dos mediciones fue el
resultado final. La glucosa sérica se cuantificé por el
método de la glucosa oxidasa. Las concentraciones
séricas de sodio y potasio se determinaron utilizando
colorimetria.

Los resultados se presentan en tablas. Se
utilizaron medidas absolutas y relativas. Una vez que
se utilizd la prueba de Kolmogorov-Smirnov para
evaluar el tipo de distribucién de los datos, se
confirmé que la distribucion de estos era igual a la
normal (p = ns). La comparacién de las variables
cuantitativas se realizo utilizando la prueba de ANOVA
utilizando la post-prueba de Dunnett utilizando como
control los valores de la primera medicién (antes del
uso de la betametasona). Se consideré p < 0,05 como
estadisticamente significativa.

Resultados

Se seleccionaron 106 pacientes que fueron
sometidas a inyecciones de betametasona para inducir
la maduracion pulmonar fetal. La edad promedio de
las pacientes fue de 22,6151 afios y la edad
gestacional al momento del tratamiento fue de
31,8+3,0 semanas.

En la tabla 1 se muestran las modificaciones
hemodindmicas posteriores a las inyecciones de
betametasona. El valor de presion arterial sistélica en
la primera medicion fue de 108,8:10,6 mmHg,
observandose un leve aumento luego de la segunda
medicion (112,8+6,4 mmHg) y la tercera medicion
(113,7£4,3 mmHg), pero estas diferencias no se
consideraron estadisticamente significativas (p = ns);
ver figura 1. En cuanto a la presion arterial diastdlica el
valor de la primera medicién fue de 64,9+7,3 mmHg, el
cual presenté un aumento significativo luego de la
segunda medicion para alcanzar valores de 71,8+6,9
mmHg y un nuevo aumento significativo posterior a la
tercera medicidn, siendo el valor promedio de
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Figura 1. Valores promedio de presion arterial diastélica antes y

después del uso de betametasona.

Frecuencia cardiaca (latidos x minuto)

74,215,1 mmHg (p < 0,05). De igual forma, el valor
promedio de la primera medicidn frecuencia cardiaca
fue de 83,315,9 latidos por minuto, y luego de la
segunda y tercera medicién de betametasona se
observaron aumentos significativos de los valores que
alcanzaron 89,2+7,0 y 87,216,7 latidos por minutos,
respectivamente (p < 0,05); ver figura 2.

Con respecto a las modificaciones metabdlicas
(tabla 2), se observd que las inyecciones con
betametasona  producian aumentos de las
concentraciones de glicemia en ayunas, ya que el valor
de la primera medicién fue de 78,1+10,6 mg/dL, las

100 -

95

90

85

80 -
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Figura 2. Valores promedio de frecuencia cardiaca antes y
después del uso de betametasona.

concentraciones aumentaron a 94,2+13,4 mg/dl
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durante la segunda medicion y a 86,5+7,3 mg/dL luego
de la tercera medicion, pero esta variacion no fue
significativa (p = ns); ver figura 3. No se encontraron
modificaciones significativas en las concentraciones de
sodio y potasio entre los dos periodos de estudio y los
valores iniciales (p = ns).

110 -

100

©
]
L

Glicemia en ayunas (mg/dl)
3

-
o
1

60 T T T
Primera medicién Segunda Medicién Tercera medicién

Figura 3. Valores promedio de glicemia en ayunas antes y
después del uso de betametasona.

Discusion

Clinicamente, tanto la betametasona como la
dexametasona disminuyen significativamente Ia
morbilidad y mortalidad neonatal. Ademas, el
tratamiento con betametasona ha demostrado
producir una mayor reduccién en el sindrome de
dificultad respiratoria, sepsis y mejores resultados de
desarrollo neuroldgico en la infancia (14). La
betametasona parece ser el corticosteroide dptimo

para el uso en mujeres con amenaza de parto
pretérmino, aun cuando sus efectos maternos sean
marcados durante el uso de un esquema de dosis
multiple.

Un hallazgo clave de la investigacion es que
los cambios hemodindmicos después de la inyeccién
de la betametasona son significativos mas no
dramaticos (un aumento maximo de
aproximadamente 9% para la presién arterial
diastdlica y 5% de la frecuencia cardiaca). Aunque se
observd un aumento significativo en los valores
promedios de presion arterial diastdlica pero no en la
presion arterial sistdlica, esta ultima presentd un
aumento que, aunque no fue estadisticamente
significativo, tienen una importancia clinica manifiesta,
ya que se debe tener en cuenta al momento de la
evaluacidon de la paciente para evitar la confusion con
otras patologias comunes del embarazo. Los
resultados de la presente investigacidon son similares a
reportes previos que reportan un incremento
sostenido de la presidn y resistencia vascular que se
observa por lo menos en las 48 horas siguientes
después de la administracion de pequenas dosis
endovenosas de corticosteroides en ovejas (5). Los
datos de esta investigacidon son consistentes con los
efectos del tratamiento a largo plazo observados con
diferentes dosis en ovejas después de la segunda
mitad de la gestacién (15).

Varios estudios han demostrado que el
tratamiento materno con corticosteroides en el
periodo prenatal eleva la presién arterial en neonatos,
ratas adultas, y en fetos de ovejas y ovejas adultas
(16). En el feto de ovejas, la administracién de
corticosteroides sintéticos incrementa la presion
arterial, si se administra directamente tanto al feto o

Tabla 1. Modificaciones hemodinamicas maternas de las inyecciones de betametasona.

Segunda Tercera
Medicién Medicién Medicién
(Antes de la (24 horas después (7 dias después

n=106 EEcy de I:;Z(Seigsl)mda de IZZiil;nda
Presidn arterial sistdlica, mmHg 84,7+9,8 85,4+10,6
Presidn arterial diastdlica, mmHg 135,1+12,7 137,2+18,9 142,9+19,9*
Frecuencia cardiaca, latidos por minutos 23,1+6,0 14,8+7,0* 20,0+9,7*

* p < 0,05 comparado con los valores iniciales.
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como a la madre (17). La betametasona puede inducir
vasoconstriccion en los lechos placentarios periféricos
y umbilicales y se ha postulado al incremento en la
resistencia vascular como el mecanismo responsable
del incremento la presién arterial posterior a la
inyeccion de betametasona (16). El incremento en la
resistencia vascular parece no estar relacionado con
los cambios en las catecolaminas circulantes, pero
puede ocurrir, en parte, por la inhibicion de
vasodilatadores como la prostaciclina y el dxido nitrico,
lo cual puede llevar a un exceso de liberacion o
sensibilidad a vasoconstrictores como la endotelina 1
(18). Se ha reportado un incremento en la circulacién
de angiotensina Il y un incremento de la sensibilidad
vascular a la angiotensina Il en respuesta al cortisol, a
la betametasona y a la dexametasona (19).

En forma particular, la administracion de
glucocorticoides eleva la concentraciones de
adrenalina y neuropéptido Y (NPY), tanto durante
como después de la administracidn, al igual que eleva
el nimero de receptores de endotelina subtipo A (6).
Mds aun, el incremento de la presion arterial puede
también estar relacionado parcialmente con un
incremento en la actividad del eje hipotalamo-
hipofisis-suprarrenal, con un aumento sostenido en las
concentraciones basales de cortisol en las 48 horas
siguientes a la administracion de la betametasona,
pero con concentraciones normales de ACTH (5) por la
hipercortisolema (19). Consistente con esa hipdtesis,
es conocido que la exposicion a corticosteroides in
utero (en ovejas al principio del embarazo) produce
hipertension que puede estar relacionada con los
cambios en el sistema renina angiotensina (20).

El NPY también puede contribuir a acentuar la
vasoconstriccion en las pacientes que reciben
corticosteroides por mecanismos endocrinos y neuro-
moduladores. En animales adultos, el NPY ejerce una

vasoconstricciéon potente y duradera por la accién
directa sobre los receptores NPY-Y1 en la vasculatura
periférica y/o potenciando los efectos de las sustancias
vasoconstrictoras circulantes como las catecolaminas
(212).

Los corticosteroides no parecen estimular la
liberaciéon de catecolaminas sistémicas (16), pero se
conoce que el incremento de las concentraciones
locales en los tejidos, incluyendo el cerebro y el
corazédn (22). La exposicion a los esteroides incrementa
la sensibilidad vascular a las catecolaminas, tanto in
vitro como in vivo, y la administracion de
corticosteroides sintéticos, como la dexametasona, ha
probado aumentar la respuesta simpatica (23, 24). Es
posible que el aumento de la frecuencia cardiaca
pueda estar relacionado con el incremento transitorio
de las concentraciones de catecolaminas o existe un
incremento de la sensibilidad a las concentraciones
circulantes de catecolaminas.

Es un hecho comprobado que la infusién de
glucosa aumenta la frecuencia cardiaca,
probablemente en respuesta al incremento de la tasa
metabdlica basal. Como se observé en la presente
investigacion mientras las concentraciones de glucosa
se mantuvieron elevadas, la frecuencia cardiaca
también se mantuvo elevada. Ademas, es conocido
que los corticosteroides tienen un efecto cronotrépico
directo, mediado por un aumento de la unién de los
beta-adrenoreceptores (23). Padbury y col. (25)
demostraron que los recién nacidos que recibieron
corticosteroides en el periodo prenatal tuvieron un
aumento significativo de la presion arterial, gasto y
contractilidad cardiaca, a pesar de tener pre-cargas
similares. En parte, eso puede ser debido a un
incremento  significativo en la generacién de
monofosfato de adenosina ciclico dependiente del
receptor beta-adrenérgico.

Tabla 2. Modificaciones metabdlicas maternas de las inyecciones de betametasona.

Primera Segunda Tercera
Medicién Medicion Medicién
(Antes de la (24 horas después (7 dias después

n=106 T de I:;Z(Seigsl)mda de Izzzigs‘l;nda
Glicemia en ayunas, mg/dL 78,1+10,2 94,2+13,4 86,5+7,3
Sodio, mEq/L 138,1+4,0 139,5+4,9 138,8+4,1
Potasio, mEq/L 4,5+0,6 4,5+0,5
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Estudios previos han demostrado que la
aplicacién de ciclos cortos de corticosteroides
exdgenos se asocia con un incremento de la glucemia 'y
con resultados anormales en la prueba de tolerancia
glucosada en las mujeres embarazadas sanas (26).
Estos efectos son generalmente transitorios y son mas
evidentes si las pruebas se realizan en las siguientes 24
horas al suministro del farmaco (26). Sin embargo, Los
resultados de esta investigacion confirman que las
concentraciones de glucosa alcanzan valores a las 24
horas después de la segunda dosis de betametasona
que podrian llevar a un error diagnéstico de diabetes
gestacional. Sin embargo, estos valores disminuyen en
la mayoria de las ocasiones, aunque pueden
observarse concentraciones elevadas hasta 7 dias
después de esta medicién comparado con los valores
iniciales

Los esteroides reducen la sensibilidad a la
insulina tanto en la administracién aguda como crénica
produciendo un incremento en las concentraciones de
insulina. Estudios previos han demostrado que la
administracion de dexametasona en embarazadas no
afecta las concentraciones circulantes de insulina y
glucosa. Sin embargo, solo 1 mg de dexametasona fue
administrado por via oral cuatro veces al dia por un
promedio de 7,8 dias (27), lo cual es substancialmente
diferente al esquema propuesto internacionalmente y
el utilizado en esta investigacion. Datos de otra
investigacion demostraron que el régimen de uso

concentraciones de glucosa e insulina 24 horas
después de completar el tratamiento (24). Aunque el
feto también es expuesto a altas concentraciones de
glucosa y probablemente también de insulina, la
naturaleza transitoria de estos cambios puede
significar que no son importantes.

Sin embargo, aun los incrementos transitorios
de las concentraciones de glucosa e insulina pueden
ser suficientes para alterar en forma permanente la
homeostasis de la glucosa si ocurre en un momento
critico del desarrollo fetal. Tal coincidencia es mas
probable que ocurra con la administracién de dosis
repetidas de corticosteroides (y en especial de
betametasona) en mujeres con riesgo continuo de
parto pretérmino. Este efecto no se observa si los
corticosteroides son administrados en la primera o
segunda semana del embarazo en ratas. Por lo tanto,
la exposicion excesiva a corticosteroides puede
predisponer a intolerancia a la glucosa (28). Los datos
actuales sugieren que el incremento en la glucemia
que ocasiona la betametasona en el periodo posterior
a su administracion muestran una tendencia a la
normalizacion luego que desaparecen sus efectos.

Sobre la base de los resultados de la
investigacion, se puede concluir que el uso de
betametasona para inducir la maduracién pulmonar
fetal produce modificaciones  hemodinamicas
maternas (presidn arterial diastdlica y frecuencia

actual de betametasona y dexametasona induce un
incremento transitorio y no significativo en las
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Resumen

El siguiente estudio tiene por finalidad identificar los hallazgos citogenéticos en los pacientes de la Unidad de Genética
Médica de la Universidad de Los Andes, en Mérida, Venezuela, para determinar la prevalencia y tipo de alteraciones
cromosdémicas. Se realizé un estudio observacional, descriptivo y de corte transversal, en los pacientes evaluados desde
enero de 2005 a enero de 2012. El estudio citogenético fue realizado por técnica convencional de banda G. De un total de
716 estudios citogenéticos realizados, 113 (15,78%) presentaron algun tipo de alteracion de los cromosomas autosémicos y
la trisomia 21 fue la mas frecuente con 95 (84,07%); 71 (9,92%) de los cromosomas sexuales y la monosomia del X fue la
mas comun con 67 (94,37%). La trisomia 21 constituye el principal tipo de alteracién cromosémica en este estudio y los
revisados, siendo la trisomia libre la forma mas comun. La monosomia del X constituye la segunda anormalidad
cromosdémica y la primera de los cromosomas sexuales, resaltando la alta frecuencia de mosaicismo con una linea celular
con monosomia del X y otra linea celular normal. Es pertinente difundir la importancia del analisis citogenético en la
practica médica, como recurso Util en estudio de pacientes con alteraciones cromosomicas.

Palabras clave

Alteracion cromosdmica, trisomia 21, monosomia del X.

Abstract

The following study aims to identify the cytogenetic findings in the patients of the Unit of Medical Genetics of the University
of Los Andes in Merida, Venezuela to determine the prevalence and type of chromosomal abnormalities. An observational,
descriptive and cross-sectional study was performed in the patients evaluated from january 2005 to january 2012. The
cytogenetic study was realized by conventional technique G-banding. A total of 716 of cytogenetic studies performed, 113
(15,78%) had some type of alteration of autosomal chromosomes and trisomy 21 was the most frequent with 95 (84,07%);
71 (9,92%) of the sex chromosomes and the X monosomy was most common with 67 (94,37%). Trisomy 21 is the main type
of chromosomal abnormality in this study and revised, with free trisomy the most common form. The X monosomy is the
second and the first abnormality of the sex chromosomes, with emphasis the high frequency of mosaicism with a cell line
with monosomy for the X and one normal cell line. It is pertinent to spread the importance of cytogenetic analysis in
medical practice, as a useful resource in the study of patients with chromosomal alterations.

Keywords

Chromosomal abnormality, trisomy 21, X monosomy.

Introduccion

en estructura (1-3). Permite la deteccién de anomalias
La citogenética convencional es la disciplina cromosémicas  asociadas a  retardo  mental,

que estudia a los cromosomas tanto en nimero como malformaciones congénitas multiples y trastornos
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hemato-oncoldgicos. En 1956, Tjio vy Levan
determinaron que el niumero de cromosomas en la
especie humana era 46, el cual fue posteriormente
confirmado por Ford y Hamerton. Este hallazgo marcé
el comienzo de la citogenética humana y el estudio de
la correlacién genotipo-fenotipo. Posterior al hallazgo
de la trisomia 21 en 1959, como la causa etioldgica del
sindrome de Down, se describieron otras anomalias
numéricas y estructurales de los cromosomas
autosémicos y de los sexuales (1).

El uso actual de la citogenética sigue siendo
amplio y constituye un importante recurso en varios
campos de la Medicina (3). El objetivo de este trabajo
es presentar los hallazgos citogenéticos en los
pacientes de la Unidad de Genética Médica de la
Universidad de Los Andes, en Mérida, Venezuela y
compararlos con algunos estudios similares.

Materiales y Métodos

Se realizd un estudio observacional,
descriptivo y de corte transversal, considerando los
estudios citogenéticos realizados desde enero de 2005
a enero de 2012 en el Laboratorio de Citogenética de
la Unidad de Genética Médica de la Universidad de Los
Andes en Mérida, Venezuela. Los pacientes incluidos
en el estudio fueron previamente examinados en la
consulta de Genética Médica, presentando indicacion
para estudio citogenético, el cual se realizé por técnica
convencional de banda G.

Para realizar el estudio citogenético, se utilizé
linfocitos de sangre periférica, al cual se le agregd
solucion de heparina 500 Ul, como anticoagulante. La
muestra se sembrd en un frasco de cultivo RMPI 1640
y se agregd fitohemaglutinina como mitdgeno. Los
cultivos permanecieronn 72 horas, en estufa a 37 2C.
Después de este tiempo, se agregd colchicina para
detener la mitosis en metafase. Posteriormente se

somete a las células a un “choque hipoténico” con CIK
0.075 M. Los preparados se realizaron con fijador (3:1
de etanol:acido acético) y luego se goted la suspension
celular sobre un portaobjetos y se secé al aire. Se
utilizé tripsina y el colorante de Giemsa para obtener
el patrén de bandeado G, utilizado como estandar (4).
Se analizaron como minimo 30 metafases por
paciente.

La variedad de pacientes estudiados es amplia
e incluyen a recién nacidos con el diagndstico pre y
postnatal de algun tipo de malformacién congénita, la
presencia de genitales ambiguos, retardo mental,
dismorfia facial, retardo del crecimiento o talla baja,
amenorrea, abortos recurrentes, infertilidad o parejas
con productos con alteracion cromosdémica; entre
otras causas. En todos los casos el estudio se realizd
postnatalmente y en linfocitos de sangre periférica.

La organizacion de los datos se efectud
mediante el uso de tablas de frecuencias, con valores
expresados en porcentajes.

Resultados

En el periodo de estudio se realizaron un total
de 716 estudios citogenéticos, siendo normal en 532
pacientes (259 masculinos y 273 femeninos).
Presentaron algin tipo de alteracion en los
cromosomas autosémicos 113 (15,78%) pacientes y 71
(9,92%) cursaron algun tipo de anormalidad en los
cromosomas sexuales, Tabla 1. La trisomia 21 fue la
alteracion cromosémica mas frecuente con 95/716
(13,27%) y 95/113 (84,07%) de las alteraciones de los
cromosomas autosémicos; siendo la trisomia 21 libre
la mas frecuente. La trisomia 18 fue el segundo tipo
de alteracidon cromosdmica numérica de los autosomas
mas frecuente con 4/113 (3,54%) pacientes y en igual
frecuencia se presentd la delecion parcial del brazo
corto del cromosoma 5 como alteracion cromosémica

Tabla 1. Distribucién general del total de los estudios citogenéticos.

Estudio Citogenético

N° de Pacientes

Porcentaje (%)

(n=716)
Normal
46,XY 259 36.17
46,XX 273 38.17
Alteracién en Cromosomas Autosémicos 113 15.78
Alteracién en Cromosomas Sexuales 71 9.92

Fuente: Archivo del Laboratorio de Citogenética de la Unidad de Genética Médica, ULA.

Avan Biomed. 2013; 2(3):121-6.

122




Araque D y col. Hallazgos citogenéticos en la Unidad de Genética Médica de Mérida.

Tipo de Alteracion

Alteraciones numéricas

Tabla 2. Distribucion de las alteraciones cromosémicas.

N° de Pacientes

H (v)
(n=113) Porcentaje (%)

Trisomia 21
47 XY,+21 41 36.17
47 XX,+21 39 34.51
46,XY/47,XY,+21 8 7.08
46,XX/47 XX,+21 6 5.31
45,X/46,XX/47 XX,+21 1 0.88
Trisomia 18
47,XY,+18 1 0.88
47,XX,+18 1.77
46,XX/47,XX,+18 1 0.88
Trisomia 13
46,XX/47,XX,+13 1 0.88
Otras Alteraciones numéricas
46,XY/47,XY,+20 0.88
46,XX/47,XX,+22 0.88
Alteraciones estructurales
Deleccidn parcial del brazo corto del cromosoma 5
46,XY,5p- 1 0.88
46,XX,5p- 1 0.88
46,XY/46,XY,5p- 1 0.88
46,XX/46,XX,5p- 1 0.88
Deleccidn parcial del brazo corto del cromosoma 4
46,XY,4p- 1 0.88
46,XX/46,XX,r(4) 1 0.88
Otras alteraciones estructurales* 5 4.42

* Diferentes alteraciones estructurales que se presentaron en mosaico en su totalidad.

estructural, Tabla 2. La monosomia del X (Sindrome de
Turner), correspondié la segunda alteracidon
cromosémica mas frecuente del total y la primera de
los cromosomas sexuales con 67/716 (9,36%) del total
de estudios citogenéticos realizados y 67/71 (94,37%)
entre las alteraciones de los cromosomas sexuales,
siendo el mosaicismo con una linea celular con
monosomia del X y otra linea celular normal, la forma
de presentacion mas frecuente 63/67 (94,03%) (Tabla
3).

Discusion

123

En los estudios revisados en la (tabla 4), la
trisomia 21 correspondié la alteracion cromosémica
mas frecuente (5-8), asi como también en el presente
trabajo. Corresponde la aneuploidia mds comun con
una incidencia de 1 en 700 recién nacidos (9), y ocurre
cuando un individuo exhibe todo o una parte
especifica adicional del cromosoma 21 (10). Aboussair
et al (6). analizaron el cariotipo de 5572 pacientes en
Marruecos, de los cuales 27% cursaron alguin tipo de
anormalidad cromosdmica y la trisomia 21 se presentd
en 19,65%. Asimismo, la trisomia libre del cromosoma
21, fue el tipo de alteracion cromosémica mas
frecuente en los estudios incluidos en la (tabla 4) y en
otros el cual se sélo se analizaron a los pacientes con

2013; 2(3):121-6. Avan Biomed.
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Tabla 3. Distribucién de las alteraciones cromosdmicas
sexuales.

Diles Porcentaje
Tipo de Alteracion Pacientes (%) !
(n=71) .

Monosomia X

45,X/46,XX 63 88.73

45X 2 2.82

46,XX/46,Xr(X) 1 1.41

46,X.Xp-ter 1 1.41
XXY

46,XY/47,XXY 2 2.82

47 XXY 1 1.41
XXX

46,XX/47, XXX 1 1.41

Fuente: Archivo del Laboratorio de Citogenética de la Unidad
de Genética Médica, ULA.

sindrome de Down, como en Egipto 95,4% (11), India
84,8% (12), y México (13).

La segunda alteracién cromosdmica en este
trabajo correspondié a la monosomia del X, como en
todos los estudios citados en la (tabla 4). Este
trastorno se debe a la pérdida de todo o una parte de
un cromosoma X en la mujer (14), y presenta una
incidencia de 1 en 1200 - 2500 recién nacidas
femeninas (15). Djordjevi¢c et al (16). en Serbia
documentaron los hallazgos citogenéticos en 31
pacientes, siendo el principal tipo la monosomia del X
en 48,4%, isocromosoma del brazo largo del X en
16,1% y solo en 9,7% se presentaron en mosaico con
una linea celular con monosomia X y otra linea celular
normal, entre otras formas infrecuentes. Otro estudio
realizado por Catovi¢ (17). en la Federacién de Bosnia
Herzegovina, incluyeron 30 pacientes, fue |la
monosomia del X en 63,3% el principal tipo de
alteracion encontrado, seguido por el isocromosoma
del brazo largo del X en el 16,7%, mosaico con una
linea celular con monosomia X y otra linea celular
normal, y la delecion del brazo corto del X en 6,7%,
cada uno, entre los principales tipos. Por su parte, en
Polonia el mas frecuente fue la monosomia del X,
seguida por el mosaicismo con una linea celular con
monosomia para el X y otra linea celular normal, entre
otras variantes (15).

En Tunisia, se presentaron 89 casos de
sindrome de Turner, el cual el mosaicismo se evidencio

Avan Biomed. 2013; 2(3):121-6.

en 47%, la monosomia del X en 32% vy alteraciones
estructurales en 21% (18). Igualmente, el mosaicismo
con una linea celular con monosomia para el X y otra
linea celular normal, fue el tipo de alteracion mas
frecuente en 55,17%, segun Duarte et al (5). este
ultimo corresponde el mayor porcentaje de este tipo
de alteracion segun lo revisado en la literatura y
presente en Latinoamérica, no obstante, el presentado
en el presente estudio lo superd con 94,03%.

La tercera alteracién cromosémica
correspondié la trisomia 18, el cual corresponde la
segunda aneuploidia de los autosomas. Ocurre de 1 en
3000 a 8000 nacimientos y es causante de numerosas
malformaciones y alteraciones en el desarrollo (19). De
los cuatro pacientes estudiados en este estudio, tres
presentaron trisomia libre del 18 y en un caso se
presento en mosaico. Referente a este ultimo tipo de
alteracion, Tucker et al (20). reportaron dos nuevos
casos de mosaicismo y revisaron la literatura
internacional encontrando para el 2007, sélo 31 casos
reportados previamente. Con igual numero de
afectados se presentd la alteracion estructural
correspondiente a la delecidn parcial del brazo corto
del cromosoma 5, producido por delecidn variable que
abarca esta regién citogenética y presenta una
incidencia de 1 en 50.000 nacimientos (21).

Posteriormente, se encontrd tres casos del
sindrome XXY, alteracion de los cromosomas sexuales
mas comun en hombres y se define cuando se
presenta un cromosoma Y y al menos dos cromosomas
X en el varén (22). Otra alteracidn estructural de los
autosomas encontrada en dos casos, correspondio al
delecion parcial del brazo corto del cromosoma 4, un
complejo de malformaciones congénitas producidas
por la pérdida de material genético en el locus 4p16.3
(23), e incidencia estimada en 1 en 20.000 a 50.000
nacimientos (24). Uno de los casos se presenté como
mosaico del cromosoma 4 en anillo, produciendo
pérdida de parte de su brazo corto (25). Finalmente,
se encontré un caso de trisomia en mosaico del
cromosoma 13 y de igual forma en los cromosomas 20
y 22, como alteraciones de los autosomas. En cuanto a
los sexuales se presentd un caso de XXX igualmente en
mosaico.

La solicitud del estudio de citogenético es
cada vez mas relevante en la practica médica, en
especial de pacientes con sospecha de alteraciones
cromosémicas. Es un recurso util en la investigacion
clinica de pacientes con alteraciones genéticas de
origen incierto indispensable para confirmar el
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Tabla 4. Porcentaje de alteraciones cromosdmicas con respecto al total de estudios citogenéticos realizados.
Comparacion de estudios similares.

Pais Duarte y col. Aboussair y col. Mahro'us y col. Kim y col. Este‘
Autor Brasil TR Egipto Corea estudio
Tipo de alteracién
Porcentaje*

Cromosomas autosomicos
Trisomia 21 11.90 19.65 16.25 7.17 13.27
Trisomia 18 0.76 0.41 0.17 0.56 0.56
Trisomia 13 0.44 0.29** 0.21 0.12 0.14
Deleccion parcial del brazo 0.33 0.14 - 0.19 0.56
corto del cromosoma 5
Deleccion parcial del brazo 0.33 0.13 - - 0.28
corto del cromosoma 4
Cromosomas sexuales
Monosomia deX 3.17 2.19 2.45 2.77 9.36
XXY 0.55 0.68 0.60 1.43 0.42
XXX - 0.04 0.13 0.07 0.14
XYY - 0.05 - 0.12 -

* Del total de estudios realizados
** Excluyendo translocaciones

diagndstico y aportar asesoramiento genético al grupo
familiar en estudio (26).

Al igual que los trabajos reportados en la
literatura y resumidos en la (Tabla 4), los cuales
presentan una metodologia similar a este estudio, la
trisomia 21 constituyd la principal entidad presente y
la trisomia libre constituyé el tipo mas comun de
alteracion citogenética. En este trabajo no se
reportaron alteraciones estructurales del cromosoma
21.

Aunque el objetivo de este trabajo no fue
establecer la correlacién fenotipo-genotipo y desde el
punto de vista clinico no representa ningun
inconveniente en realizar el diagndstico en la trisomia
21, el estudio citogenético permite estimar el riesgo de

recurrencia, constituyendo una informacién valiosa
para el asesoramiento genético. Posteriormente, la
monosomia del cromosoma X, constituye la segunda
entidad mas frecuente y la primera de los cromosomas
sexuales, este reporte resalta la alta frecuencia de
mosaicismo encontrada en esta alteracion, no
conociéndose los factores que pueden influir en el
patron de distribucién distinto a otros estudios
revisados.

Trabajos como este son necesarios para
conocer la forma de presentacion de las alteraciones
cromosémicas evaluadas en la Unidad de Genética
Médica de la Universidad de Los Andes, centro de
referencia del Estado Mérida y regiones vecinas del
occidente del pais.
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Resumen

El PDGF es uno de los mitégenos mas potentes para el tejido conectivo, su secrecidon parece ser particularmente importante
cuando la fuente es el Plasma Rico en Plaquetas (PRP), de alli el rol protagdnico de este ultimo en la regeneracion tisular. Se
determiné mediante ELISA los niveles de PDGFBB en el PRP, Plasma Pobre en Plaquetas (PPP) y Exudado de 32 sujetos
sanos antes y 24 horas después de ingerir AAS (Aspirina) y Clopidogrel. Los niveles basales de PDGFBB fueron de 10,6+ 1, 9
ng/ml (PPP), 12, 12 + 2, 5 ng/ml (PRP) y 10, 84 * 1, 68 ng/ml (Exudado). Mientras que después del tratamiento con AAS las
concentraciones de PDGFBB estuvieron en 8, 96 * 1, 4 ng/ml (PPP), 11, 36 * 1, 48ng/ml (PRP), 11, 11 + 1, 14ng/ml (Exudado)
y para el Clopidogrel fueron de 8, 53 + 0, 59 ng/ml (PPP), 9, 65 = 1, 17 ng/ml (PRP) y 8, 51 + 0, 75 ng/ml (Exudado). Se notd
que luego de la administracion de AAS y Clopidogrel los valores de PDGFBB disminuyeron de manera estadisticamente
significativa, en especial para el grupo del Clopidogrel. EI AAS parecidé afectar en menor grado las concentraciones de
PDGFBB, lo cual puede ser atribuible al mecanismo de accién farmacoldgica diferencial existente entre la AAS y Clopidogrel.
No se encontro correlacion entre el recuento plaquetario y los niveles basales de PDGFBB del PRP.

Palabras clave

Factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), Plasma rico en plaquetas (PRP), Aspirina o dcido acetil salicilico (AAS),
Clopidogrel (CLO)I.

Abstract

PDGF is one of the most potent mitogen for connective tissue, its secretion appears to be particularly important when the
source is Platelet Rich Plasma (PRP), hence the latter leading role in tissue regeneration. ELISA PDGFBB levels in PRP,
Platelet Poor Plasma (PPP) and exudates, were determined in 32 healthy subjects before and 24 hours after ingestion of
Aspirin (ASA) and Clopidogrel (CLO). PDGFBB baseline levels were 10.6 £ 1.9 ng / ml (PPP), 12.12 + 2.5 ng / ml (PRP) and
10.84 * 1.68 ng / ml (exudate). After treatment with ASA concentrations were PDGFBB in 8.96 + 1.4 ng / ml (PPP), 11.36
1.48 ng / ml (PRP), 11.11 * 1.14 ng / ml (exudate) and the Clopidogrel were 8.53 + 0.59 ng / ml (PPP), 9.65 * 1.17 ng / ml
(PRP) and 8.51 + 0.75 ng / ml (exudate). It was noted that after the administration of ASA and CLO, PDGFBB values
statistically significantly decreased, especially for the group of CLO. ASA lesser extent appears to affect the concentrations
of PDGFBB, which may be attributable to the pharmacological mechanism of action between the ASA and Clopidogrel. No
correlation was found between platelet count and baseline levels of PRP PDGFBB.
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Platelet derived growth factor (PDGF), Platelet-rich plasma (PRP), acetyl salicylic acid (ASA), Clopidogrel (CLO).

X Autor de correspondencia: Maczy Gonzalez Rincon, Escuela de Bioanalisis, Facultad de Medicina, Instituto de Investigaciones
Clinicas, Universidad del Zulia, final Av. 20 al lado de la Maternidad Castillo Plaza. Teléfono: 58 261 4127225; 04246692707, Fax: 58
261 4127224; E-mail: maczy.gonzalez@gmail.com, rigonzalez@fmed.luz.edu.ve. Maracaibo, Venezuela




Niveles de PDGF en el plasma rico en plaquetas. Gonzdlez M y col.

Introducciéon

Las plaguetas o trombocitos son células
anucleadas discoidales de la sangre periférica de
pequefio tamafio (2 a 4 um didametro) que tienen una
funcién primordial en el proceso de la hemostasia
normal, regeneracidn de tejidos y en algunos aspectos
de la defensa inmunitaria. Dentro de la hemostasia
normal, la hemostasia primaria es el proceso inicial de
la coagulacién y tiene el objeto de crear un tapdn
plaquetario en respuesta al dafio del endotelio
vascular y consiste en cuatro fases: adhesidn,
activacidn, secreciéon y agregacion plaquetaria, su
recuento normal se sitda entre 150.000 a 450.000/ul
(1, 2).

Las plaquetas estan repletas de granulos
secretorios, que son indispensables para que cumplan
con sus funciones. Entre los tres tipos de granulos
secretorios se encuentran los granulos a, granulos o
cuerpos densos y lisosomas, de ellos, los mas
abundantes son los granulos a, los cuales poseen un
contenido importante de proteinas, mediadores
solubles tales como citoquinas, factores de
crecimiento (FC), entre estos Ultimos, se encuentran
proteinas pro y anti-angiogénicas que incluyen el
factor de crecimiento vasculo-endotelial (VEGF), factor
de crecimiento epidérmico (EGF), factor de
crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF), factor
de crecimiento fibroblastico FGF, factor de crecimiento
del hepatocito (HGF) y el factor de crecimiento similar
a la insulina (IGF), entre otros. Todos estos FC son
secretados adicionalmente por una variedad de células
qgue participan en el proceso inflamatorio, pero la
rapidez con la cual las plaquetas se acumulan en los
sitios de injuria vascular las hace una fuente relevante
y especial de estos mediadores mitogénicos (2).

Entre las preparaciones que aislan y
concentran las plaguetas tenemos al Plasma Rico en
Plaquetas (PRP), el cual ha sido reconocido como un
poderoso agente hemostatico y adhesivo desde la
década de 1970 (3), asi como, una potente fuente de
FC desde 1990 (4). El PRP es una fraccion plasmatica
gue posee una concentracion de plaquetas superior de
2 a 5 veces al numero de plaquetas en sangre
periférica (5) El PRP se considera un concentrado de
plaguetas, obtenido generalmente por centrifugacion
de la sangre del propio paciente a quien se le va
aplicar (autdlogo). Este compuesto es portador de FC
naturales tanto en el plasma sin activar como en el
activado con Calcio o Trombina; para estos ultimos el
resultado es un coagulo que contiene fibrina ademas
de moléculas de adhesion celular (fibronectina y
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vitronectina) y FC, que participan en el proceso de la
coagulacién, cicatrizacion y regeneracion tisular (5-8)

La mayor cantidad de elementos contenidos
en el PRP son los FCs, estos son polipéptidos
considerados mediadores solubles que son producidos
y secretados por la mayoria de las células del
organismo en respuesta a un estimulo especifico, pero
son las plaquetas y los macrdéfagos, los que secretan la
mayor proporcion deFCs (9, 10)

Los primeros trabajos que apoyaron el
empleo médico del PRP fueron los realizados en el
area odontoldgica, ya que lo consideraron una fuente
rica en factores de crecimiento que modulaban la
proliferacion celular, lo que conlleva a una exitosa
regeneracion del tejido periodontal (11-13).

Luego, otras ramas de la medicina asumieron
esas experiencias para justificar la utilizacion del PRP
en otras patologias, como el mostrado en pacientes
con Hemofilia A, Hemofilia B, ulceras de miembros
inferiores en pacientes con Diabetes Mellitus, artrosis,
entre otras enfermedades (14).

Del PDGF vy sus isoformas mas conocidas
(PDGFAA, PDGFBB y PDGFAB), se sabe que fueron
purificados por Antoniades empleando electroforesis
en 1981, se encuentran en elevadas concentraciones
en las plaquetas, en los macréfagos y en células
endoteliales vasculares y en menores concentraciones
en otros tejidos. El PDGF es una proteina catidnica
termoestable con un PM de 30-40 Kd, esta
almacenado en los granulos a de las plaquetas y se
libera cuando las plaquetas se agregan y se inicia la
activacion del sistema de la coagulacidn (15).

La funcion principal del PDGF es promover la
quimiotaxis, es secretado por las plaquetas en el callo
en el lugar de la lesién de fractura, ademas puede
estimular el reclutamiento, proliferacién, vy
sobrevivencia de células mesenquimales, células del
musculo liso, endoteliales, fibroblastos, y otras células
reparadoras; asi mismo, inicia la angiogénesis del
complejo capilar en procedimientos que involucran la
colocacién de un injerto. El efecto mitogénico sobre
los osteoblastos es el reflejo de su accion primaria en
el hueso (12, 16, 17).

Ahora bien, es ampliamente conocido la
utilizacion de ciertos medicamentos que tienen efecto
antiagregantes sobre las plaquetas como el acido acetil
salicilico-AAS o aspirina y el Clopidogrel/Ticlopidina
(Tienopiridinas), entre otros, cuya indicacion es
universal en el tratamiento de pacientes con tendencia
a formar trombos por diversas causas como
cardiopatias congénitas o adquiridas, episodios Unicos
o multiples de accidentes cerebrovasculares, entre
otras enfermedades (18). Estos actuan inhibiendo la
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agregacion plaquetaria, reduciendo con ello el riesgo
de formar un trombo plaquetario; no obstante pueden
interferir con la liberacion de los factores de
crecimiento contenidos en los granulos (19-22). De esa
manera, en teoria, el PRP proveniente de sujetos
tratados con antiagregantes plaquetarios, no seria de
utilidad en las areas de la medicina en donde ha sido
probada su gran influencia en la curaciéon vy
cicatrizacién de diversos tipos de heridas.

Dado lo anteriormente planteado, sobre el
mecanismo de accién y efecto terapéutico de una
droga antiagregante plaquetaria en diversas patologias
médicas y el empleo del PRP para acelerar la
regeneracion y reparacién tisular, en este trabajo se
propone determinar los niveles de PDGFBB en el PRP y
sus subproductos en sujetos sanos tratados con
antiagregantes plaquetarios y su correlacién con el
recuento plaquetario. Asi como determinar si el uso
profilactico de dichas drogas puede modificar de
manera importante la concentracion de los factores de
crecimiento en el PRP; si no es asi, permitiria
recomendar el uso del PRP en pacientes en quienes se
indiquen estas drogas con el fin de disminuir el riesgo
de formar trombos. Esta investigacion espera
contribuir a un mejor entendimiento del empleo
efectivo del PRP en diversos procedimientos médicos,
como una estrategia novedosa al servicio de la
terapéutica médica en general.

Métodos

El Disefio del presente estudio es de Campo,
el tipo es Experimental y Longitudinal (23)

La poblacién objeto de estudio, estuvo
conformada por todos los sujetos adultos, de ambos
sexos, aparentemente sanos, que acudieron al
Instituto de Investigaciones Clinicas “Dr. Américo
Negrette” de la Facultad de Medicina de la Universidad
del Zulia. Esta poblacién es de caracter finita, es decir,
menos de 100 mil sujetos (23)

La muestra se calculé de manera no aleatoria
e intencionada (23), correspondié a 32 sujetos. Los
criterios de selecciébn que se tomaron en cuentan
fueron los siguientes:

Inclusién:

o Edad entre 18 y 50 afios.

o En ayunas.

o Sin enfermedad clinica de base conocida.

e Aparentemente sanos.

o Resultados normales en el estudio de
agregacion plaquetaria que se realice antes de la
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ingestion de las drogas antiplaquetarias que se
utilizaran en este estudio.

Exclusion:

. Haber ingerido antiagregantes plaquetarios
11 dias antes del estudio.

Para disminuir el sesgo de la muestra, en el
muestreo la técnica que se utilizé correspondié a los
32 primeros sujetos que cumplieron con todos los
criterios de inclusidn y que deseaban participar en este
estudio.

Todos los sujetos fueron sometidos a un examen
clinico y de laboratorio exhaustivo, con el fin de
descartar enfermedades sistémicas. Estos se
distribuyeron de la siguiente manera:

. Grupo A: 32 sujetos sin tratamiento previo
con drogas antiagregantes plaquetarias.
Estosmismosconformaron el Grupo B.

. Grupo B: se dividié a su vez en dos subgrupos:

) B1: constituidos por 16 sujetos que
recibieron aspirina a una dosis de 100 mg una sola por
un dia.

) B2: 16 individuos quienes recibieron
Clopidogrel a una dosis de 75 mg en dosis Unica un
solo dia.

Tanto a los sujetos del grupo A como B (a las
24 horas del consumo del farmaco respectivo), en
ayunas, previa asepsia de la zona se les extrajo 16 mL
de sangre venosa antecubital, para ello se utilizé
mariposas No 21 empleando la técnica de la doble
jeringa para evitar la activacion de las plaquetas.

La primera jeringa contenia 2,5 mL de sangre
que fue dispensada en tubos de vidrio con EDTA para
estudio de Hematologia, recogiendo los datos
concernientes a plaquetas y globulos blancos,
empleando un contador automdtico de células
BeckmanCoulter AC-T.

La segunda jeringa contenia 13,5 mL de
sangre venosa, que se distribuyd como se describe a
continuacién:

1. 4,5mL se dispensaron en un tubo plastico que
contenia citrato de sodio al 3, 8% y se centrifugd a 800
rom (180 g) durante 10 minutos a temperatura
ambiente para obtener PRP; luego el remanente de
cada muestra, se centrifugd a 4500 rpm durante 20
minutos, en centrifuga refrigerada (Sorvall), para
obtener plasma pobre en plaguetas (PPP). Para realizar
la agregacion plaquetaria (solo antes del tratamiento
con el antiagregante), la concentracidon de plaquetas se
ajustd a 250x10°/L con el PPP. La prueba de agregacion
en las muestras se realizé utilizando 0,45 mL del PRP y
se le adiciond los siguientes inductores: ADP
(Adenosina 5 Difosfato): 5x10° M (concentracién final:
2,14 pg/mL), Colageno: 1,2x10°M (concentracion final:

2013; 2(3): 127-36. Avan Biomed.



Niveles de PDGF en el plasma rico en plaquetas. Gonzdlez M y col.

3 ug/ml), Epinefrina: O,6x10‘4M (concentracién final:
11 pg/mL), Ristocetina: 5,5x10% M (concentracion
final: 1,2 pug/mL). La agregacidon se realizd segln el
método turbidimétrico de Born (24) empleando un
agregémetroChrono-log (Corp. Haverton, PA. USA). El
resultado obtenido se expresé en porcentaje.

2. 9 mL de la muestra se colocaron en otro tubo
pladstico que contenia 1 ml de citrato de sodio al 3,8% y
fueron sometidos a centrifugacidon, en centrifuga
clinica a una velocidad de 1400 rpm por 7 minutos a
267 G y siguiendo la técnica de Anitua (18) para la
obtencién de PRP. Del volumen total obtenido en el
PRP se extrajeron 0,5 mL que correspondid a Plasma
Pobre en Plaquetas (PPP). El resto (PRP) se tomé con
un pipeteado muy meticuloso y con una punta distinta,
hasta la zona que se encuentra por encima de la
fraccidon roja, 1 ml del volumen total del PRP se
alicuotd para recuento de plaquetas y medicién de FC.
A 1 ml del PRP obtenido se le adiciond 50 ul de Cloruro
de Calcio al 10 % (CaCl,), se mezcld y se dejé reposar
por 15-30 minutos para obtener el PRP gelificado, a
este se le sometié a centrifugacién a 2500-3000 rpm
por 10 minutos, para obtener un exudado (Ex).

El PPP, PRP sin activar y el exudado del PRP
gelificado, se distribuyeron en alicuotas y se
almacenaron en tubos plasticos Eppendorf® a =70 C°
en un ultracongelador vertical (Forma Scientific U95-
18), lugar donde se conservaron hasta el analisis del
FC, empleando la técnica de Inmunoensayo Enzimatico
(ELISA) (25).

Los niveles del factor de crecimiento PDGFBB
se midieron en muestras y estdandares empleando el
método de ELISA cuyos kits fueron suministrados por
Abcam (ABCAM INC, CAMBRIDGE, USA: 1 Kendall
Square, Ste B2304 Cambridge, MA 02139-1517 USA)
con numero de lote: GR 85403-1, GR85404-1 y GR

56644-1, fueron ejecutados de acuerdo a las
instrucciones del manufacturador.

Valores Referenciales

Se consideraron los valores referenciales para
plaquetas entre 150.000 a 450.000 x mm? en sangre
periférica (26).

Para la tabulacién y el andlisis de los
resultados que se obtuvieron, se utilizé la estadistica
respectiva. Los datos se muestran en tablas y graficos
(segin se consideré) en valores absolutos vy
porcentajes, asi como media +/- 1 desviacion estandar.
Para la comparacidon de las variables en estudio se
utilizé la prueba t de student, se consideré p<0,05
como la menor probabilidad y para el estudio de
correlacién se aplicé la prueba de Pearson (27).

A todos los sujetos se les requirid
consentimiento informado por escrito antes de ser
incluidos en el estudio, y se les identifico a través de
nameros, se contd asi mismo, con la aprobacién del
Comité de Etica de la institucién (Instituto de
Investigaciones Clinicas, Facultad de Medicina, LUZ) y
se procedid de acuerdo a los principios de la
declaraciéon de Helsinki de 1975 (actualizada en el
2000), y las recomendaciones elaboradas por el
Consejo de Organizaciones Internacionales de Ciencias
Medicas (CIOMS) en el 2002 (28).

Resultados

En la tabla 1 se muestran los valores
promedio, desviaciéon estandar y rango del recuento
de plaquetas en sangre periférica y en el PRP de los
sujetos sanos estudiados antes y después del
tratamiento con antiagregantes plaquetarios. Se
observa que el recuento plaquetario promedio en

aspirina (AAS) y clopidogrel

Tabla 1. Valores promedio, desviacién estandar y rango de las plaquetas antes y después del tratamiento con

Promedio + desviacién estandar (rango)

Muestra
Antes

+
Plaquetas 10°x mm? 272,28 + 69,66

AAS CLO

oo . (150-379) - -
Sangre Periférica n=32
PRP 505,40 + 140,83 566,86 + 109,16 435,22 + 108,48
10° x mm® (316 - 740) (405 - 784) (333 -620)
n=32 n=16 n =16
b C
a NS <0,05(t=0.3277)
p <0.0001 (t=1.484
( ) (t = 0.2866) 420,001 (t = 0.8554)

con clopidogrel; d: prp con aas vs prp con clopidogrel.

n: numero de sujetos estudiados; a: plaquetas sangre periferica antes vs prp antes;b: prp antes vs prp con aas; c: prp antes vs prp

Avan Biomed. 2013; 2(3): 127-36.
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sangre periférica se situé en 272,281 + 69,66 10° x
mm?>, el cual se encuentra dentro del rango referencial.

Por otro lado, los valores del conteo
plaguetario en PRP antes del tratamiento respectivo
(505,40 + 140,83 10° x mm’) presentan diferencias
estadisticamente significativas (p<0,0001) cuando se
comparan con las cifras de sangre periférica.

Tabla 2. Concentracidon de PDGF en el PRP y sus
subproductos en sujetos sanos, antes y después
del tratamiento con AAS y Clopidogrel (C)

PDGFBB (ng/ml)

Muestra Promedio +
Desviacion Estandar P
(rango)
PPP Basal 10,68 £1,9
n=32 (8,54-15,25)
a
PPP con AAS 8,96+ 1,4 <0,001
n=16 (7,6-11,13)
d
PPP con C 8,53 +0,59 <0,0001
n=16 (7,56-9,22)
PRP Basal 12,12+ 2,51
n= 32 (9,16-16,86)
PRP con AAS 11,36+ 2,48 ° NS
n=16 (9,0-17,68)
e
PRP con C 9,65+1,17 < 0,0005
n=16 (8,01-11,56)
Ex Basal 10,84 + 1,68
n=32 (9,2-13,69)
Ex con AAS 11,11+ 1,14 €
7 7 NS
n=16 (9,0-13,13)
f
Ex con C 8,51+ 0,75 <0,0001
n=16 (6,71-9,74)

NS: No significativo; n: numero de sujetos estudiados;
AAS: acido acetil salicilico; a: PPP basal vs PPP con
AAS; b: PRP basal vs PRP con AAS; c: EX basal vs EX
con AAS; d: PPP basal vs PPP con C; e: PRP basal vs

PRP con C; f: EX basal vs EX con C.

Asi mismo, se muestran las cifras de plaquetas
en el PRP obtenido 24 horas después del tratamiento,
encontrandose diferencias estadisticamente
significativas para el grupo del Clopidogrel (C) frente al
PRP basal (566,86 10° x mm® AAS y 435,22 10° x mm’®
C), también se observa un aumento del conteo
plaguetario en el grupo del AAS que resulté no
significativo. Ahora cuando se compard las cifras de
plaquetas en el PRP del grupo del AAS (566,86 10° x
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mm3) vs el grupo del Clopidogrel (435,22 10> x mm?),
se hallé diferencias estadisticamente significativas a
favor del AAS (p<0,001).

La tabla 2 muestra una comparacién de las
concentraciones de PDGFBB en el PRP y sus
subproductos antes y después del tratamiento con
AAS/Clopidogrel. Los niveles basales de PDGFBB se
situaron en promedio y desviacion estandar en 10,68 +
1,9 ng/ml, 12,12 * 2,51 ng/ml y 10,84 = 1,68 ng/ml
para el PPP, PRP y exudado respectivamente vs 8,96 +
1,4 ng/ml, 11,36 = 2,48 ng/ml y 11,11 * 1,14 ng/ml
después del tratamiento con AAS. Encontrandose
diferencias estadisticamente significativas (p<0,001)
solo para el PPP, pero no para el PRP y el exudado.
Ademas se observé una disminuciéon de los niveles de
PDGFBB en dos de los 3 productos plaquetarios 24
horas después del tratamiento.

Asi mismo, se observa la comparacién de las
concentraciones de PDGFBB para el PRP y sus
subproductos antes y después de la administraciéon de
Clopidogrel. Los niveles promedio y desviacidon
estandar del factor de crecimiento medido luego del
tratamiento se situaron en 8,53 * 0,59 ng/ml (PPP),
9,65 + 1,17 ng/ml (PRP) y 8,51 + 0,75 ng/ml (exudado).
Al comparar estos valores con los basales se noté una
disminucién estadisticamente significativa de los
niveles de PDGFBB en todos los productos (PPP y
exudado: p< 0,0001, PRP: p<0,0005).

La tabla 3 muestra un cuadro comparativo de
los niveles plasmaticos de PDGFBB en el PPP, PRP y
Exudado de sujetos sanos después del tratamiento con
AAS vs Clopidogrel. Se observa que los valores
promedio y desviacion estandar de PDGFBB en el
grupo tratado con AAS vs Clopidogrel fueron de 8,96 +
1,4 ng/mly 8,53 + 0,59 ng/ml para el PPP, de 11,36 +
2,48 ng/ml y 9,65 + 1,17 ng/ml para el PRP, y en
cuanto al exudado fueron de 11,11 + 1,14 ng/ml y 8,51
+ 0,75 ng/ml respectivamente. Al comparar los
resultados por subproducto plaquetario, se encontré
diferencias estadisticamente significativas para el PRP
(p<0,005) y el exudado (p<0,0001). Se advierten
niveles mas elevados de PDGFBB en todos los
productos plaquetarios luego de la administracion de
AAS que en los del Clopidogrel.

La tabla 4 muestra la correlacidon entre el
recuento plaquetario de sangre periférica y PRP con
respecto a los niveles de PDGFBB antes del
tratamiento de los sujetos sanos analizados en este
estudio. No se encontrd correlaciéon entre el ndmero
de plaquetas tanto en sangre periférica como en el
PRP con los valores promedio de PDGFBB basales
(r=0,07 y r=0, 008 respectivamente).
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Tabla 3. Concentracién de PDGFBB en el PRP y sus
subproductos en sujetos sanos después del
tratamiento con AAS y clopidogrel (C)

PDGFBB (ng/ml) Promedio

Muestra + Desviacion Estandar p
(rango)
PPP con AAS 8,96+ 1,4 °
n=16 (7,6-11,13)
NS
PPP con C 8,53 +0,59
n=16 (7,56-9,22)
PRP con AAS 11,36+ 2,48 °
n=16 -17
(9,0-17,68) < 0,005
PRP con C 9,65+1,17
n=16 (8,01-11,56)
Ex con AAS 11,11+ 1,14 €
n=16 -13,1
(9,0-13,13) < 0,0001
Ex con C 8,51+ 0,75
n=16 (6,71-9,74)

n: Numero de sujetos estudiados; NS: no significativo;
a: PPP con AAS vs PPP con C; b: PRP con aas vs PRP con
C, c: EX con AAS vs EX con C

Tabla 4. Correlacion del recuento plaquetario en
sangre periférica y PRP de los sujetos sanos estudiados
con los niveles de PDGFBB antes del tratamiento

Niveles promedio

(;’(I)iqxu:’]t:’;) + Desviacion Estandar Corrtz.:?uon
de PDGFBB (Basal)
272,28+69,66
Sangre Periférica 12,12 +2,51 0,07 (NS)
n=32
505,40 * 140,83 b
PRP (Basal) 12,12 + 2,51 0,008
n=32 (NS)

n: Numero de sujetos estudiados; NS: no significativo;

a: Plaquetas sangre periferica antes vs niveles de PDGF en
PRP antes; b: plaquetas en PRP antes vs niveles de PDGF en
PRP antes.

Avan Biomed. 2013; 2(3): 127-36.

Discusion

El PRP contiene factores de crecimiento como
el PDGFBB, EGF, VEGF, IGF-1, TGF-B1, entre otros, la
mayor parte de ellos como resultado de la secrecién
de los granulos a de las plaquetas durante su
activacién. El PDGFBB es uno de los mitégenos mas
potentes con accidn efectiva sobre el tejido conectivo.
Su secrecion durante la agregacidon plaquetaria y la
coagulacién, puede llegar a estimular la quimiotaxis y
la multiplicacién celular, de alli su rol protagénico en la
regeneracion tisular (29).

En el presente estudio, en lo que a las cifras
de recuento plaquetario en sangre periférica antes del
tratamiento antiagregante plaquetario se refiere, se
observa que se encuentran dentro del rango
referencial (tabla 1) (26). Se nota que estos valores son
similares a los obtenidos por otros autores, entre los
cuales es importante mencionar, el estudio de
Weibrich y col (2002), en el que se determind los
niveles de FC en el PRP obtenido mediante dos
métodos comerciales y en el cual los valores promedio
de recuento plaquetario en sangre periférica fueron de
260 + 57,5 10° x mm’ (30-36).

Asi mismo, en lo que respecta a los valores
promedio del conteo plaquetario en el PRP antes del
tratamiento, estos se situaron en 505,40 + 140,83 10°
xmm> (C); encontrandose diferencias estadisticamente
significativas (p<0.0001) cuando se compard con las
cifras de sangre periférica, con respecto a la cual hubo
un incremento en las cifras plaquetarias de 1,2 a 2,72
veces, dicho incremento se encuentra dentro de las
cifras esperadas para el protocolo de wuna
centrifugacion de Anitua (18, 37) y de acuerdo con la
definicién de PRP enunciada en la literatura (5). Estos
valores resultaron comparables con las cifras
plaquetarias obtenidas por diversos autores
empleando diferentes métodos de obtencion del PRP;
entre los cuales se encuentra el trabajo realizado por
Castillo T y col (2011), quienes llevaron a cabo un
estudio comparativo de los niveles de FC en PRP
obtenido por diversos sistemas comerciales de
separacion, obteniendo conteos  plaquetarios
promedio con dos de estos sistemas de 566,2 + 292,6
10° x mm® (método GPS) y 443,8 + 24,7 10° x mm®
(método Magellan).(32, 33, 38).

En lo referente a las cifras de plaquetas
obtenidas en el PRP luego de 24 horas del tratamiento
con Clopidogrel, se encontré6 una disminucién
estadisticamente significativa (p<0,05), si se compara
con los valores promedio antes del tratamiento. Este
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comportamiento no se observéd para la AAS, esto
permitiria inferir que algunos farmacos antiagregantes
como el AAS en dosis Unica (por una vez), no parecen
afectar sensiblemente el nimero de plaquetas de los
sujetos estudiados, lo cual es explicable, ya que se
conoce que el recambio plaquetario en condiciones
normales después de la administracion de esta droga,
es de aproximadamente 7 dias (39).

Asi mismo, cuando se contrastaron las cifras
plaquetarias del PRP en el grupo del AAS vs C, se
observa que existen diferencias estadisticamente
significativas (p<0,001), con un aumento del conteo
plaquetario en el grupo del AAS frente a una
disminucién para el grupo del Clopidogrel, tratados en
dosis Unicas para ambos medicamentos. Estos
resultados permiten inferir que el C parecié afectar
sensiblemente el recuento plaquetario, lo cual merece
estudios posteriores con un mayor numero de
muestras. Estos hallazgos discrepan de los obtenidos
por Hayasaka M y col en 2013, quienes realizaron un
estudio comparativo de la afectacion de los
parametros hematoldgicos en dos grupos de pacientes
tratados por dos meses con aspirina + clopidogrel y
aspirina solamente. Estos investigadores no hallaron
diferencias significativas en lo que al conteo
plaquetario (basal y post tratamiento) se refiere, pero
si para la cuenta roja, blanca hemoglobina vy
hematocrito (40).

Cuando se compararon las concentraciones
de PDGFBB determinadas en el PRP vy sus
subproductos, antes y después del tratamiento con
AAS/Clopidogrel (tabla 2), en lo que respecta al grupo
del AAS, se hallé diferencias significativas para el PPP
(p<0,001), no asi para el PRP y exudado, prevaleciendo
una sensible disminucién de los niveles del FC en 2 de
los 3 productos (PPP y PRP) derivados de las plaquetas
analizados luego del tratamiento.

Los valores promedio de PDGFBB basales
fueron mas elevados en el subproducto PRP y no en el
exudado como se esperaria, estos resultados se
apoyan en aquellos obtenidos por Passaretti F y col en
2013, quienes compararon el aporte de FCs por parte
del PRP y el PRF (Plaquetas ricas en Fibrina),
encontrandose en el PRF (que es el equivalente al
exudado de esta investigacion), niveles de PDGF dos
veces menor que en el PRP (41), posiblemente esto
sucede porque el PRP es el producto derivado de las
plaguetas donde existe la mayor concentraciéon de
estas células, y que a pesar que no se activo con Calcio
su sometimiento a congelacién profunda hizo que las
plaguetas sufrieran activacion, y la descongelacion
posterior (42) para analizar el FC provocd ademas la
lisis completa de las mismas presentes en el PRP con la
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consecuente secrecién total de los FCs entre ellos el
PDGF. A diferencia del exudado que es un suero que
aporta el gel que se generd por la activacién del PRP
con Calcio; durante la formacion del gel tanto
plaguetas como una concentracion indeterminada de
FCs quedan atrapados, permaneciendo por tanto en el
suero un remanente de los mismos al igual que un
nimero muy limitado o escaso de plaquetas.Es
importante resaltar, que estos datos se observan
cercanos y son resultado de un trabajo experimental,
sin embargo, no dejan de ser notables y se convierten
en punto de partida para nuevos estudios con una
data més numerosa.

Ahora en lo que respecta a los niveles de
PDGF en el PPP antes del tratamiento, estos son
elevados al compararlos con los reportados en la
literatura; sin embargo, en este trabajo se siguid
estrictamente el protocolo de Anitua de una sola
centrifugacion que contempla que los primeros 0,5 cc
de la fase plasmatica mas superficial obtenida luego
del procedimiento se considera PPP, y esta fue la
analizada a pesar de que se corrobord que su recuento
plaquetario promedio era de 375,14 + 112,6 10° x mm’
y por tanto no era tan pobre como se presume en la
técnica original; por lo cual se desestimé que se haya
provocado la activacion plaquetaria durante la
obtencién del mismo y que esta sea responsable de los
niveles elevados del FC.

Los niveles de PDGFBB obtenidos para el PRP,
PPP y exudado basales, se compararon con aquellos
hallados en otros estudios, y guardando las diferencias
en lo que al método de obtencion del PRP y marco
metodoldgico de los trabajos reportados se refiere, se
puede concluir que existen similitudes y aproximacion
entre los resultados aqui obtenidos y los reportados en
otros estudios, como el de Weibrich y col. en el 2002.
Estos autores determinaron los niveles de PDGFBB vy
otros FCs en PRP de donantes de sangre, obteniendo
valores promedio de 10 + 8 ng/ml para dicho factor
(30-32, 34, 35, 38, 43, 44)

Lo anteriormente descrito sugiere que a pesar
de que se aplicd la misma técnica para determinar el
FC (ELISA), la falta de estandarizacion de los diferentes
kits comerciales disponibles hace dificil Ila
homologacion de los resultados aun cuando se base en
el mismo principio (45).

Los niveles promedio de PDGFBB en el PRP y
sus subproductos antes y después de la administracion
de Clopidogrel (Tabla 2), arrojaron diferencias
estadisticamente significativas para el PRP (p<0,0005),
PPP y Exudado (p<0,0001); observandose valores mas
bajos que los hallados en estos especimenes luego de
la administracion de AAS. Estos resultados podrian
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estar revelando un mayor nivel de afectaciéon de la
capacidad de producciéon de PDGF por parte de los
subproductos plaquetarios de los sujetos tratados con
Clopidogrel. Se mantuvo la constante de que las
mayores concentraciones de PDGFBB se presentaron
en el PRP tanto antes como después del tratamiento,
ademas los niveles promedio de PDGFBB antes del
tratamiento fueron similares a los reportados por
otros investigadores cuyos valores oscilaron entre 2,3
y 37 ng/ml. Entre dichos estudios, vale la pena
mencionar el realizado por Christgau M y col (2006),
quienes evaluaron los niveles de FC y citocinas en
concentrados plaquetarios de donantes de sangre
estableciendo su correlacién con la regeneracidn
periodontal. En este estudio los niveles de PDGFBB se
situaron en 15,8 + 7,9 ng/ml, considerandose dichos
niveles elevados (30, 31, 35, 43, 44).

Al comparar la concentracién de PDGFBB en
el PPP, PRP y exudado de los sujetos estudiados con
tratamiento de AAS vs Clopidogrel (Tabla 3), se
observa que para el PRP y exudado se presentaron
diferencias estadisticamente significativas (p<0,005 y
p<0,0001) y no para el PPP. Se nota que los niveles del
FC son mas elevados en los diferentes subproductos
plaguetarios del grupo del AAS, en contraste con los
del grupo de Clopidogrel. Lo que parece revelar un
menor grado de afectacion de los niveles de PDGFBB
en las muestras de los sujetos tratados con AAS en
comparacién con el grupo del Clopidogrel. Se infiere
que estas diferencias pueden deberse en parte al
mecanismo de accién farmacoldgica especifico que
cada farmaco posee; siendo en el caso del AAS la
inhibicidn selectiva e irreversible de la ciclooxigenasa
(COX) mediante la acetilacion de su centro activo, su
efecto suele durar de 7 a 10 dias.

En el PRP, el AAS puede bloguear
completamente la agregacién plaquetaria inducida por
el Acido araquiddnico (AA) y reducir en parte la
activacion plaquetaria inducida por colageno, ADP,
epinefrina y el Factor Activante plaquetario (PAF). Por
otra parte, las tienopiridinas entre las cuales se
encuentra el Clopidogrel, ejercen su funcién principal
bloqueando el receptor de ADP conocido como P2Y,
inhiben la secrecion de los granulos a que son ricos en
FCs e interfieren con el receptor plaquetario del
fibrinégeno: (gllb-llla), impidiendo la via de mayor
amplificacion de la agregacion plaquetaria, lo cual
pudo haber alterado la secrecion de PDGF
principalmente en el grupo de Clopidogrel (2, 39, 46,
47).

Es importante resaltar que en la literatura
revisada, no se encontré trabajos cientificos que
hubiesen llevado a cabo las determinaciones de
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PDGFBB posterior a los tratamientos aqui utilizados;
por lo cual no se pudo establecer comparacién alguna
con otra experiencia similar. Esta observacién hace
inéditos los resultados obtenidos en la presente
investigacion.

No se encontré correlacidn entre el recuento
plaquetario de sangre periférica y del PRP basal con
respecto a los niveles promedio de PDGFBB antes del
tratamiento (tabla 4). Estos resultados coinciden con
los reportados por Weibrich y col., quienes afirman
que este hecho es explicable por la alta variabilidad
individual que existe en la producciéon celular vy
almacenamiento de los FCs en las plaquetas. El
contenido de FCs en los individuos podria estar
influenciado por otras células diferentes de las
plaguetas como leucocitos, esto significa que cada
individuo necesitaria diferentes concentraciones de
plaquetas para lograr un efecto biolégico comparable.
De manera tal, que el conteo de plaquetas en sangre
periférica o PRP no es un factor predictivo de los
valores de FCs en el PRP (30, 34).

Otro reporte que coincide con los hallazgos
que en este trabajo se describen, es el de Eppley B y
col (2004) quienes realizaron la cuantificacion de
plaquetas y diversos FCs en el PRP de sujetos antes de
cirugia plastica y que, al igual que el estudio que aqui
se presenta, no encontré correlacidon alguna para
ninguno de los FCs analizados (31).

Sin embargo, es importante acotar, que para
analizar a profundidad wuna correlacion mas
concluyente  se  necesitaria  diseflar  nuevos
experimentos que permitiesen comparar el recuento
plaquetario y los niveles de PDGF obtenidos a partir de
diversos PRP provenientes de varios protocolos de
centrifugacion diferencial.

Finalmente se concluye que los cambios
observados en el recuento plaquetario de los sujetos
estudiados luego de la administracion de los
antiagregantes plaquetarios, y en particular en el
grupo del Clopidogrel; no se situé por debajo de la
media del rango referencial ( 300 x 10° x mm3), lo cual
permite inferir que esta variacion no deberia ser
atribuible a la accién en dosis Unica del farmaco
empleado, y si con mayor probabilidad se deba a
variaciones fisioldgicas de la poblacion que se ubican
dentro de los valores referenciales reportados para las
plaquetas.

Por otro lado, con respecto a los niveles de
PDGFBB obtenidos en los sujetos objeto de estudio,
estos se hallaron en niveles considerablemente
elevados antes del tratamiento y aunque
experimentaron una disminucion en algunos casos
estadisticamente significativa luego de la
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administracién del antiagregante plaquetario y en
particular luego del Clopidogrel, este descenso no fue
pronunciado considerandose por tanto, que el empleo
de una dosis Unica de estos fadrmacos no parecid
afectar sensiblemente la secreciéon de este FC por
parte de las plaquetas de los sujetos estudiados.

Es de hacer notar, que el empleo de otros
protocolos de centrifugacién diferencial que utilicen
mas de una centrifugacién para obtener el PRP,
pudieran contribuir a obtener PRP y subproductos del
mismo mas concentrados que a su vez podrian
contener mayores niveles de los FCs.

Nuevos trabajos se necesitan para aclarar si
un tratamiento prolongado con estos farmacos
antiagregantes en una poblacion mas numerosa
pudiese alterar marcadamente el recuento plaquetario
y los niveles del FC en el PRP y sus subproductos, lo

cual podria afectar el empleo del PRP autdlogo en
tratamientos médicos diversos.
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Resumen

Las plantas representan un sistema de expresidn alternativo para la produccion de proteinas heterélogas complejas tales
como vacunas, antigenos, anticuerpos, eritropoyetina e insulina humana. Este sistema posee diversas ventajas sobre los
sistemas de expresion tradicional basados en el cultivo de células de bacterias, levaduras, insectos y mamiferos, como su
bajo costo de produccién, menor tiempo para alcanzar la produccidn a gran escala, expresién, modificacion y ensamblaje
apropiado de la proteina recombinante y ausencia de riesgo de contaminacidon con patégenos humanos. En la ultima
década la ingenieria genética de plantas ha utilizado ampliamente los sistemas de expresién estable basados en la bacteria
Agrobacterium tumefaciens y la expresidn transitoria basada en los vectores virales de plantas para la obtencidn de
compuestos beneficiosos para la salud y el bienestar del hombre. La introduccidn de estos elementos virales en los sistemas
de produccion de proteinas recombinantes ha simplificado la manipulacién y el proceso de infeccién de las plantas con el
gen quimérico. Aunado a esto, el entendimiento de la inmunogenicidad que poseen los glicanos de origen vegetal sobre la
actividad de los péptidos heterdlogos, ha permitido dilucidar cuales son las vias moleculares mds convenientes para
expresar, ensamblar, compartamentalizar e incrementar la acumulacion de las proteinas de interés. Con la presente
revision se busca proporcionar al lector una informacién detallada acerca de las estrategias de expresion heterdlogas que
utilizan sistemas vegetales, los principales agentes terapéuticos desarrollados basados en estos sistemas y la importancia
bioldgica de las modificaciones post—traduccionales de los péptidos recombinantes.

Palabras clave

Expresion transitoria y estable, proteinas recombinantes, modificaciones post-traduccionales, vectores virales.

Abstract

Plants represent an alternative expression system for the production of complex heterologous proteins such as vaccines,
antigens, antibodies, erithropoietin and human insulin. These living systems offer many advantages over other traditional
expression systems based on the cultivation of cells of bacterial, yeast, insect or mammal origin: low production costs, a
reduced time to reach big scale production, as well as proper expression, modification and folding of the recombinant
protein, along with a complete lack of contamination risks with human pathogens. In the last decade, genetic engineering of
plants has made a wide use of the stable expression systems based on the phytopathogenic bacteria Agrobacterium
tumefaciens, besides the transient expression based on plant virus vectors aimed at producing beneficial compounds for
the health and well being of humans. Use of these viral elements in the production systems of recombinant proteins has
simplified both the manipulation and infection processes of plants with the chimeric gene. Furthermore, the analysis of
immunogenicity displayed by plant glicans when present in heterologous peptides has allowed understanding which
molecular pathways are more convenient to express, fold, compartmentalize and increase the accumulation of the protein
of interest. With this short review we intend to provide the readers detailed information about the strategies of
heterologous expression that make use of plant systems, the main therapeutic agents developed based on these systems
and the biological importance of the post-translational modifications of the recombinant peptides.
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Sistemas de expresion de proteinas
heterdlogas

Progresos recientes en ingenieria genética y
expresion de proteinas heterélogas han acelerado el
desarrollo de compuestos biolégicos importantes con
aplicaciones médicas. Biofarmacos tales como
anticuerpos, sustitutos de productos sanguineos,
vacunas, hormonas, citokinas y una gran variedad de
otros agentes terapéuticos, se han expresado a través
de multiples sistemas bioldgicos ideados para producir
proteinas recombinantes bioldgicamente activas. Estos
sistemas abarcan desde la expresion utilizando la
bacteria E. coli para proteinas estructuralmente
simples, hasta la produccion de péptidos que
presentan diversos niveles de complejidad estructural
y funcional, los cuales se expresan en hospederos
eucaridticos como células de levaduras, insectos,
plantas y mamiferos. Los sistemas convencionales de
expresion de proteinas basados en el cultivo de células
bacterianas, insectos, levaduras y mamiferos
presentan diversas desventajas en términos de costo,
rendimiento, seguridad del producto y autenticidad
estructural (Tabla 1).

Dentro de las desventajas mads relevantes de
estos sistemas se encuentran, ausencia de la
magquinaria involucrada con la modificacién post—
traduccional en bacterias, por lo que su utilidad en la
produccién de proteinas multiméricas es limitada (1),
los sistemas de expresion empleando células de
levaduras con frecuencia generan proteinas
hiperglicosiladas que pueden ver afectado su
funcionamiento, el cultivo de células de insectos vy
mamiferos o el uso de animales transgénicos
demandan complejas plataformas de expresion que
requieren procedimientos costosos y con alto nivel de
bioseguridad (2), aunado a la susceptibilidad de
generar proteinas contaminadas con toxinas, priones o
virus (3). No obstante, en los ultimos diez afios la
agricultura molecular basada en plantas superiores ha
surgido como una plataforma promisoria para producir
a gran escala y eficientemente proteinas
recombinantes farmacoldgicamente Uutiles (4). En este
sentido, la posibilidad de producir biofarmacos
utilizando plantas ofrece soluciones para algunos de
los problemas relacionados con los sistemas
convencionales; por ejemplo, ausencia de riesgo de
contaminacion con patégenos animales, bajo costo
(especialmente para la produccién a gran escala), alto
rendimiento de la proteina foranea (5), anticuerpos
ensamblados apropiadamente o con un plegamiento
proteico equivalente al encontrado en otros sistemas
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eucaridticos, posibilidad de expresar anticuerpos
humanizados (6), expresion de vacunas multiples en
un mismo drgano vegetal comestible (7), facilidad de
manejo de plantas en invernadero, rapida distribucién
de plantas a escala mundial y posibilidad de producir
vacunas comestibles para la vacunacién masiva (8-10).

Con este propdsito se desarrollaron
inicialmente plantas transgénicas para expresar
proteinas fordneas a través de la integracion estable
de genes heterdlogos dentro del genoma nuclear o del
genoma plastidial (3). No obstante, surgieron multiples
inconvenientes asociados a este sistema de expresidn;
entre ellos, bajo rendimiento de proteinas (11), costo
de produccion elevado en comparacion con otros
sistemas de expresidn vegetal, expresion limitada a
una especie de planta transgénica individual, maximo
rendimiento obtenido luego de 1 a 3 afios desde que
se inicia la clonaciéon del gen fordneo (12) y poca
aceptacion de los transgénicos por parte de algunos
sectores de la comunidad mundial. Posteriormente se
desarrollé un sistema que ha permitido producir una
diversidad de compuestos con accidon nutritiva vy
terapéutica, comunmente llamados nutracéuticos,
empleando los virus de plantas como vectores de
expresion transitoria (13-19). Esta ultima estrategia
basada en vectores virales ofrece como ventajas, alto
rendimiento de proteinas libres o no fusionadas al
virion quimérico, integracion estable de la secuencia
foranea dentro del genoma del virus pero no dentro
del genoma vegetal (por lo que no es heredado),
amplificacion del gen foraneo por la replicasa viral,
capacidad de replicaciéon de los virus en un amplio
rango de especies vegetales, mdaximo rendimiento
alcanzado entre 1 y 3 meses una vez que la planta es
inoculada con el virus quimérico, bajo costo de
produccidon y gran aceptacion como método de
expresion transitoria sobre cualquier otro sistema que
emplea plantas en un medio confinado (17).

Expresion de anticuerpos en plantas
transgénicas

La expresion estable de proteinas
recombinantes en muchos grupos de plantas,
especialmente en dicotiledéneas como el tabaco, ha
sido posible utilizando la transformacion mediada por
Agrobacterium tumefaciens o el bombardeo de
particulas como métodos de modificacion genética.
Desde que se reportd por primera vez la expresion de
anticuerpos procedentes de plantas (plantibodies)
utilizando  estas  estrategias (20), diferentes
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Tabla 1. Comparacidn de varios sistemas de expresion de proteinas farmacéuticas recombinantes.

SISTEMA
Cultivo de . Cultivo de Vectores de
_ . . Animales A Plantas i
Caracteristicas Bacteria Levadura células de L. células de L. virus de
. transgénicos transgénicas
mamifero planta plantas
neral
Costo ge. ’e al de Bajo-medio Medio Alto Alto Medio Bajo Bajo
produccién
Costo de Moderado Moderado Costoso Costoso Moderado Moderado Moderado
almacenamiento (202C) (209C) (18-259C) (259C) (—209C)
Capac.:ld.a’d de Alta Alta Muy baja Baja Medio Alta Muy alta
ampliacién
Costo de Alto! Alto® Alto! Alto Alto Alto Bajo
ampliacién
Escal
scaa d?, Limitado Limitado Limitado Limitado Limitado Mundial Mundial
produccién
Tiempo para
produccién a gran Bajo Medio Alto Muy alto Medio Alto Bajo
escala
Distribucion Dificil Dificil Muy dificil Dificil Dificil Facil Facil
P i6 |
ropagacién de Facil Facil Dificil Factible Facil Facil Facil
sistema
Tamaiio del gen Desconocido Desconocido Limitado Limitado No limitado No limitado Limitado®
Rendimiento del Medio Alto Medio—-alto Alto Alto Alto Muy alto
producto
Calidad del Bajo Medio Alto-muy Alto—muy alto Alto Alto Alto
producto alto
Homogeneidad de
& . Bajo Medio Medio Alto Alto Alto Alto
la proteina
Correcta Correcta Correcta
Correcta Correcta (diferencia de (diferencia (diferencia
Glicosilacion Ausente Incorrecta (diferencias (diferencias los alicanos de los de los
menores) menores) aﬁgdidos) glicanos glicanos
afiadidos) afiadidos)
Plegamiento
8 . Bajo Medio Alto Alto Alto Alto Alto
proteico
Ensamblaje de
proteinas No No No Si No Si Si
triméricas
Seguridad Baja Alta Baja Baja Alta Alta Alta
Virus, ) .
riones y Virus, priones
Riesgo terapéutico Endotoxinas Desconocido P ADN y ADN Desconocido Desconocido  Desconocido
(. oncogénico
oncogénico
Percepci6n publica Bajo Medio Medio Alto Alto Alto Alto

del riesgo
'Fermentadores grandes y costosos. ’A medida gue aumenta el tamafio del inserto es mas probable que ocurra su delecién (Referencia 88).
Compilado de las referencias 3, 6y 31.

plantas, incluyendo algunas subclases de IgG dirigidas
contra la creatinkinasa humana, el éster fosfonato, el

anticuerpos y sus derivados se han producido en estos
sistemas vegetales (Tabla 2). Este hallazgo demostrd

que las plantas pueden ensamblar glicoproteinas
compuestas por diversas sub—unidades proteicas con
una gran autenticidad funcional y estructural (3). Es
por ello que el desarrollo de anticuerpos monoclonales
empleando estos métodos ha resultado atractivo para
muchas empresas farmacéuticas interesadas en
encontrar alternativas de produccion a gran escala que
sean econdmicamente viables y operacionalmente
seguras (21-25). En este sentido, diferentes tipos de
inmunoglobulinas se han producido exitosamente en
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antigeno Il de Streptococcus mutans o las
glicoproteinas de la envoltura del virus del herpes
simplex—2. Asimismo se han expresado fragmentos
variables (scFv) de un idiotipo de IgG especifico contra
epitopes derivados de linfomas de células B murinas
(26, 27), anticuerpos idiotipicos de la clase IgM con
alta actividad anti—NP [(4—hidroxi—3—nitro—fenil) acetil]
con su hapteno correspondiente (28),
inmunoglobulinas secretoras hibridas IgA/G especificas
para la proteina de adhesion principal de S. mutans
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(29) y wun anticuerpo monoclonal neutralizante
denominado 2F5, el cual se une al epitope lineal
altamente conservado ELDKWAS sobre el extremo C—
terminal de la gp41 del VIH-1 (30). Otro gran numero
de anticuerpos (31) cuyo uso ha sido propuesto no
sélo en el diagndstico y prevencion, sino también en el
tratamiento de enfermedades de diversas etiologias se
han desarrollado empleando la transformacién
genética de plantas.

Aun cuando muchos anticuerpos y sus
derivados se han producido en sistemas vegetales,
sélo siete inmunoglobulinas farmacéuticas
recombinantes derivadas de plantas han alcanzado un
estatus comercial. Entre ellas, la IgA/G secretora
CaroRx™ que es producida en plantas de tabaco
transgénico mostro eficacia en el control del patégeno
bucal S. mutans; por otro lado el anticuerpo
monoclonal T84.66 y su derivado de simple cadena
T84.66scFv que reconocen el antigeno
carcinoembridnico (CEA), resultaron de gran utilidad
en el inmunodiagndstico in vitro y deteccién in vivo
mediante imagenologia de cdnceres epiteliales
(carcinoma) en humanos (32). Un anticuerpo
monoclonal humanizado 1gG1 que reconoce la
glicoproteina B del virus del herpes humano 2 (HHV-
2), una de las proteinas principales involucradas en la
adherencia y fusién de la envoltura viral y la
membrana plasmatica (33, 34), fue expresada en soya
transgénica. Los anticuerpos lograron prevenir la
transmision vaginal de HHV-2 en modelos murinos
después de aplicacion tépica (35). El anticuerpo
monoclonal PIPP que reconoce la gonadotropina
coridnica humana (hCG) fue producido en sus formas
completa, scFv y diabody en plantas de tabaco
transgénicas (36). Cada una de las formas del
anticuerpo fue capaz de inhibir la producciéon de
testosterona estimulada por hCG en cultivos celulares
in vitro, ademds de bloquear el incremento de peso
uterino inducido por hCG en ratas jovenes. La IgG
Avicidin™ que reconoce antigenos anti—EpCAM,
mostro excelente actividad contra el cancer colorectal.
No obstante, esta molécula producida en maiz vy
primera inmunoglobulina derivada de plantas que se
ha administrado a humanos, fue retirada del mercado
por los fabricantes (NeoRx—Monsanto) a causa de la
diarrea y a otros efectos secundarios que indujo en
pacientes durante un ensayo de Fase Il. Los fabricantes
atribuyeron el efecto observado a la reaccién cruzada
entre epitopes relacionados en el epitelio intestinal.

Avances mas recientes de esta tecnologia
incluyen la produccidon de anticuerpos humanizados
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mediante la co—expresién en plantas transgénicas de
las enzimas B(1,4)—galactosiltransferasa y
sialiltransferasa (6), incorporacion del hexapéptido
“SE(H/K)DEL” en el extremo C—terminal de la proteina
heterdloga para su retencion en el lumen del reticulo
endoplasmatico (RE) y asi evitar modificaciones post—
traduccionales propias de células vegetales (4),
eliminacion de sitios especificos de N-glicosilacion
sobre la secuencia (NXS/T) de los anticuerpos, siempre
que su actividad no se vea afectada (37, 38), ademas
se puede implementar la inhibicidn de la expresion de
las glicosiltransferasas involucradas en la B(1,2)-
xilosilacién y a(1,3)—fucosilacion en plantas (39) y la
produccidn de anticuerpos asociados con proteinas de
almacenamiento para mejorar su estabilidad vy
acumulacion como cuerpos proteicos u oleosos en
compartimientos sub—celulares adecuados (40, 41).

Formas de anticuerpos recombinantes
expresados en plantas

Las plantas se han utilizado para expresar
muchas formas diferentes de anticuerpos, desde
completamente murinos a enteramente humanizados,
anticuerpos compuestos sélo por el dominio variable o
aquellas formas en las que se combinan en diferentes
proporciones regiones de los dominios variables o
constantes de las inmunoglobulinas. La eleccion de la
secuencia y la estructura a expresar depende
basicamente de las aplicaciones terapéuticas o de
inmunodiagndstico que se esté proponiendo para la
molécula. Por ejemplo, cuando la aplicacion del
anticuerpo requiere de una interaccidon ligando
receptor lo mas especifica posible, como ocurre
cuando se desean neutralizar toxinas o virus, los
derivados de anticuerpos mas recomendables son
aquellos que carecen del dominio Fc. Por el contrario,
si se desea identificar antigenos de patdgenos, inhibir
infecciones o inducir una repuesta inmune efectora
con un mecanismo terapéutico que implique el
reclutamiento de células asesinas naturales (NK) vy
macrofagos, se recomienda entonces expresar
anticuerpos completos que induzcan un mecanismo de
respuesta inmune dependiente de Fc como la
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo
(CCDA) o la citotoxicidad dependiente del
complemento (CDC). Esta ultima forma de anticuerpo
presenta una estructura tipica constituida por dos
polipéptidos distintos, dos cadenas pesadas idénticas y
dos cadenas ligeras idénticas, por lo que se pueden
concebir dos estrategias de insercién diferentes para
su expresion y ensamblaje. En la primera estrategia se
realiza la insercién de un constructo de ADN individual
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Figura 1. Representacion esquematica de los
cruzamientos sucesivos necesarios para producir una IgA
secretora a partir de cuatro parentales transgénicos.
Notese que cada parental expresa de manera individual
la secuencia codificante de las cadenas pesadas (),
ligeras (k), la proteina de unién (cadena J) o el
componente secretor (CS) y posteriormente, a través de
polinizacion cruzada, los polipéptidos se van agrupando
en parentales transgénicos hibridos (Adaptado de la
referencia 42).

(usualmente un ADN-T) portando las secuencias
codificantes tanto de la cadena pesada como la ligera,
0 bien se pueden ejecutar dos eventos de insercion
independientes. Para esta ultima estrategia se han
desarrollado dos métodos: 1) se desarrollan plantas
independientes de una misma linea, cada una
conteniendo un transgén (constructo para la cadena
pesada o para la cadena ligera) y posteriormente se
agrupan en un Unico parental transgénico hibrido
obtenido por polinizacién cruzada (Figura 1), 6 2) se
realiza la transformacién simultdnea de una misma
planta con ambos constructos de ADN, pero en
plasmidos diferentes (39, 42, 43).

Una variacion de esta estrategia |la
representa la produccién de los anticuerpos de cadena
pesada denominados camélidos, en los cuales el
componente de cadena ligera esta ausente (44), por lo
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que pueden ser expresados como un transgén
individual. Otras formas de anticuerpos recombinantes
obtenidos a partir de la insercion de secuencias
parciales de las cadenas pesadas vy ligeras, incluyen:
fragmentos Fab, fragmentos variables de simple
cadena (por su acronimo en inglés scFv), scFv
biespecificos, minibodies, diabodies, cadenas pesadas
individuales y formas mds complejas de anticuerpos
fusionados con proteinas, como ocurre con la IgA
secretora (Figura 2), que requiere no sélo de las
secuencias que codifican las cadenas pesadas y ligeras,
sino también de las secuencias codificantes de la
proteina de unién (cadena J) y del componente
secretor (CS).

Expresion de vacunas en plantas transgénicas

La biotecnologia de plantas no solamente ha
permitido la produccién a gran escala vy
econdmicamente factible de anticuerpos; también ha
funcionado como una plataforma de fabricaciéon de
drogas importantes, vacunas y otros compuestos
biofarmacéuticos de origen bacteriano, fungico o viral,
especialmente disefiados para combatir un gran
numero de enfermedades infecciosas en humanos vy
animales (Tabla 2). La variedad de agentes
terapéuticos derivados de plantas también incluye
productos sanguineos como albumina sérica humana,
para la cual hay una demanda anual de 500 toneladas
(3), citokinas, hormona de crecimiento humano
(somatotropina), enzimas (glucocerebrosidasa vy
fosfatasa  alcalina), aprotinina humana, a-1-
antitripsina, eritropoyetina, hemoglobina humana,
interleukinas (IL), interferones (IFN) (31, 45) vy
proteinas constituyentes del sistema del complemento
(46). Recientemente, esta plataforma de expresion
vegetal se ha explorado para desarrollar vacunas
contra algunos antigenos de pardasitos humanos como
Toxoplasma gondii, Plasmodium vivax y P. falciparum
(47, 48). Por ejemplo, el antigeno—1 de membrana
apical (PfAMA1l) y el péptido de superficie del
merozoito  (PvMSP1) de Plasmodium fueron
expresados en plantas transgénicas de Brassica napus
y analizados como vacunas contra la fase asexual
sanguinea de este parasito (49, 50). Los resultados
demostraron una induccidon de IgG1l especifica de
antigeno e incremento de la produccion de las
citokinas IL-12, TNF e IFN-y en ratones inmunizados
sub—cutanea y oralmente.
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Figura 2. Formas de anticuerpos recombinantes expresados en plantas. scFv: acronimo proveniente del inglés para designar a
los fragmentos variables de simple cadena, Minibody/Diabody: convencionalmente se definen como diabody a los pequefios
anticuerpos constituidos Unicamente por los dominios variables de cadenas pesadas y ligeras, y minibody, a los pequefios
anticuerpos compuestos por dominios variables de cadenas pesadas y ligeras cuando se encuentran unidos a través de la

“region bisagra” a dos dominios constantes de cadena pesada.

De igual forma esta estrategia de desarrollo
de vacunas derivadas de plantas ha explotado el uso
de diferentes especies vegetales como tabaco, papa,
tomate, soya, alfalfa, lechuga, banana, melén, caupi,
maiz y Arabidopsis thaliana, para la producciéon de
antigenos de diversos patégenos causantes de
enfermedades infecciosas. Dentro de ellos destacan la
produccién de la hemaglutinina (HA) del virus de la
influenza aviar subtipo H5N1 (51) y la proteina
estructural E2 del virus de la diarrea viral bovina
(VDVB) (52), por la capacidad de inducir anticuerpos
neutralizantes especificos. También se ha reportado la
produccién simultanea de antigenos de superficie de
las proteinas S, M y L del virus de la hepatitis B (VHB)
como un prototipo de vacuna oral tri-componente
anti-VHB (53), la expresion de epitopes de Ia
glicoproteina transmembranal gp41 del VIH, la
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produccion de las proteinas no estructurales E6 y E7
del virus del papiloma humano (VPH), la proteina VP2
del parvovirus canino (PVC) (54) y otro gran numero de
antigenos provenientes de bacterias patdgenas como
la proteina TcpA de Vibrio cholerae, la cual ha
funcionado como un potente inductor de anticuerpos
protectivos, y la proteina estafilokinasa que ha
mostrado funcionar como un activador del
plasmindgeno especifico de fibrina y como un factor
trombolitico promisorio, especialmente ocasionando
la trombdlisis de codgulos ricos en trombocitos y
eritrocitos (55).

Expresion de anticuerpos y vacunas en plantas
utilizando vectores virales

Los vectores virales son sistemas de expresion
no clasicos que utilizan la asociacidon entre plantas y

142



Noguera A y col. Plataformas de expresion en plantas.

virus de plantas para producir proteinas farmacéuticas
recombinantes. Estos sistemas hibridos, considerados
modelos para la agricultura molecular, han sido
ampliamente utilizados como herramientas para la
produccién y administracién de un gran nimero de
antigenos y anticuerpos de importancia médica (Tabla
2) (2,7, 14- 19).

El primer intento en el desarrollo de vectores
virales de plantas incluyé el uso de virus con genomas
de ADN; sin embargo, la complejidad de los ciclos de
replicacion de esta clase de virus los hace incompatible
para alcanzar altos niveles de expresidn de la proteina
foranea (5). Por tal motivo, la mayoria de los vectores
virales emplea virus que poseen genomas de ARN
bicatenario o monocatenario con polaridad positiva.
En este sentido, la expresion de proteinas a través de
este sistema aprovecha la facil manipulaciéon de los
clones de ADNc de virus vegetales con genomas de
ARN monocatenario (5, 17) y la capacidad que poseen
los transcritos virales modificados para ser traducidos
directamente en células vegetales aisladas o en
plantas completas. Hasta ahora se han reportado dos
sistemas bdasicos de expresién basados en vectores
virales, el primero de ellos denominado “sistema de
expresion de polipéptidos”, a través del cual se expresa
una proteina recombinante completa no fusionada
que se acumula dentro de la planta (5) y el segundo
conocido como “sistema de presentacion de epitopes”,
en el cual el vector viral es disefiado de forma tal que
un péptido antigénico corto es fusionado a la cubierta
proteica del virién (Figura 3) y posteriormente es
desplegado sobre la particula del virién ensamblado
(13-15). Dentro de los vectores virales mas utilizados
hasta el presente se encuentran aquellos basados en
los virus del mosaico del caupi, virus del mosaico del
pepino, virus del mosaico de la alfalfa, virus arbustivo
enanizante del tomate, virus de la viruela del ciruelo,
virus x de la papa, virus del mosaico del tabaco, virus
de la necrosis del tabaco, virus del mosaico amarillo
del calabacin, y mas recientemente, el virus de la
tristeza de los citricos (Figura 4a) que infecta plantas
lefiosas (54, 56).

A través de este sistema se han producido
péptidos terapéuticos para muchas enfermedades
infecciosas ocasionadas por agentes virales, entre ellos
el epitope lineal conservado de la glicoproteina gp41
(12), epitopes del lazo V3 de la gp120 (14), la proteina
auxiliar-regulatoria Tat (57) y las proteinas
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estructurales pl17 y p24 (7), todas determinantes en el
establecimiento y progresién de la infeccion del VIH.
También se han expresado la proteina de la capside L1
del VPH-16 (58), la proteina de la envoltura E del virus
dengue serotipo 2 (59), epitopes de las proteinas
estructurales M2 y NP del virus de la influenza A (60) y
la proteina estructural VP1 del FMDV (61). Asimismo
se han logrado ensamblar mediante esta estrategia
anticuerpos completos y sus derivados para tratar
enfermedades crénicas como el cancer. Algunos
ejemplos de esta estrategia son el anticuerpo
monoclonal CO17-1A, dirigido contra antigenos
asociados a cancer colorectal (2) y un anticuerpo
idiotipico scFv desarrollado contra el linfoma folicular
de células B, el cual ya ha sido evaluado en humanos
con resultados muy promisorios (62).

Expresion de anticuerpos y vacunas en plantas
a través de agroinfiltracion

Otra estrategia que puede ser utilizada para
expresar transitoriamente proteinas farmacéuticas a
escala comercial es la denominada agroinfiltracién o
agroinyeccion, la cual utiliza la familia de vectores
binarios construidos a partir del plasmido Ti de la
bacteria patégena de plantas A. tumefaciens (63, 64).
Este sistema consiste de dos componentes, un primer
vector que contiene el ADN-T delimitado por las
secuencias de los bordes derecho e izquierdo,
secuencias correspondientes a multiples sitios de
clonaciéon, un gen marcador de seleccidon para células
de plantas transformadas y un gen reportero. El
segundo componente estd representado por las
secuencias estructurales propias del vector, en el que
se ubican sitios de replicacién para A. tumefaciens y
Escherichia coli, genes marcadores de seleccion para
las bacterias y un conjunto de genes denominados vir,
codificantes de un grupo de proteinas relacionadas
con la transferencia del ADN-T (17,64).

Algunas ventajas obvias de la expresidn
basada en Agrobacterium son la simplicidad del
sistema vy el corto tiempo requerido para expresar el
gen de interés una vez que las hojas han sido
agroinfiltradas. El procedimiento experimental no
demanda suministros ni equipos costosos, ya que las
hojas de plantas cultivadas en invernadero pueden ser
infiltradas utilizando una jeringa sin aguja, infiltracion
por vacio o un método de agroaspersion.
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Figura 3. Sistema de presentacion de epitopes basado en los vectores virales de plantas. El vector viral se disefia fusionando un
péptido antigénico corto (estrella amarilla) a la cubierta proteica del virion en sus extremos N-terminal o C—terminal y
posteriormente este es desplegado sobre la particula del virus ensamblado. PC-wt: proteina de cdpside wild type; aa:
aminoacido; PVQ: Particula viral quimérica (Adaptado de Tourifio—Fenandez, INIA—Madrid, no publicado).

Una variacion de la estrategia de expresion
transitoria basada en A. tumefaciens utiliza un sistema
hibrido con los vectores virales. Este Ultimo sistema
conocido como MagnICONTNI (lcon Genetics, Halle,
Germany) emplea mddulos separados conformados
por el genoma de un vector de expresiéon viral
deconstruido (Figura 4b), los cuales son transferidos y
ensamblados dentro de la célula vegetal utilizando la
informacion genética y la maquinaria metabdlica de
Agrobacterium (54, 65). Los formatos de vectores
virales deconstruidos que son entregados a las plantas
via agroinfeccion generan un replicén viral funcional y
permiten expresar la proteina fordnea a niveles
bastante aceptables. Actualmente se encuentran
disponibles versiones deconstruidas para algunos virus
de ARN, entre ellos el virus del mosaico del tabaco, el
virus x de la papa, el ARN-2 del virus del mosaico del
caupi y el virus causante del enrollado apical de la
remolacha  Curtovirus  (Geminiviridae).  Muchas
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proteinas biofarmacéuticas se han expresado a través
del sistema MagnICON con un rendimiento exitoso y
una autenticidad funcional y estructural similar a la de
su contraparte mamifero.

Modificaciones post-traduccionales de
proteinas en plantas. Relevancia bioldgica de
las modificaciones post—traduccionales

Las proteinas requieren de un adecuado
ensamblaje para preservar su conformacion nativa,
biolégica y fisiologicamente activa. Ademds, los
péptidos maduros requieren de sefiales o grupos
funcionales especificos que les permitan modular la
interaccion proteina—proteina, proteina—acido
nucleico, determinar su actividad enzimatica, papel
estructural o incluso definir la localizacién sub—celular
en la que deben ser almacenados o van a realizar su
funcién (37, 66). En sistemas celulares eucarioticos
estas caracteristicas son logradas a través de una
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compleja red de modificaciones post—traduccionales

sumoilacién y establecimiento de puentes disulfuros.

(MPT) que incluyen: clivaje, fosforilacién, glicosilacién,

miristoilacién, metilacién, acetilacidn, ubiquitinizacién,

Estos sistemas de MPT de proteinas estan

Tabla 2. Ejemplos de anticuerpos, antigenos y péptidos terapéuticos expresados en plantas a través de diferentes

estrategias.

Planta

Sistema de

Rendimiento de

Condicion contra la

Anticuerpo Isotipo . la proteina cual fue Ensayo biolégico Ref
hospedera expresion e
purificada desarrollada
. o Inmunoterapia
CO17-1A mllgGZa be’:’]’f:;:?;a -I(-\r;\]/rf_ll_';\j:ﬁ nd’ dilrigida contra nr’ 2
cancer colorectal
Tratamiento de
Nicotiana 1,3%PST, :sezsi;ddeorjses con el
6D4 migG1l Estable (TMA) ensamblaje de . nr 20
tabacum metabolismo del
95% ) -
calcio (formacién de
huesos)
Progresion del ciclo
celular (linea celular
Estable Terapia contra el H125), estudios de
PhR3 1gG1 N. tabacum (TMA) 0,25% PST carcinoma de células  farmacocinética y 38
escamosas biodistribucién en
ratas, actividad anti—
tumoral en ratones
Inmunizacién pasiva .
Inmunofluorescencia
, , para tratar de larvas infectivas,
CarlA scFv Arabidopsis Fstable 025-0,9%psTs  oMfermedad o egago  13)  de 41
thaliana (TMA) parasitaria intestinal i
en caprinos Tr/chos.trongylus.
(nematelmintos) colubriformis
H10 higG1A N. tabacum Estable (TMA) 0,6-1,1 mg/kg de  Diagndstico y  Inmunohistoquimica
N. Transitoria peso fresco/ terapia de tumores de formaciones
benthamiana (AGR) 50-100 mg/kg de  en tejido adulto tumorosas
peso fresco experimentando provenientes de 76
neoplasia ratones BALB/c
inoculadas con células
de glioblastoma U87
Nef VIH-1 N. tabacum Estable 0,7% PST Tratamiento de la nr
infeccion causada 1
por VIH
Pr55Gag N. tabacum Estable (TMA) Variable segun el Diagnostico de la Produccion de
pl7/p24,p2 Transitoria péptido infeccion causada anticuerpo especifico
4 (AGR), expresadoy la por VIH de epitope y andlisis 7
(VV-TMV) estategia de IFN-y ELISPOT a
utilizada** partir  de  ratones
BALB/c inoculados
gp4l (7aa) N. Transitoria nd Tratamiento de la  Evaluacion de la
benthamiana (VV-PVX) infeccion  causada  actividad
por VIH neutralizante de
suero obtenido a 14
partir de ratones hu—
PBL-SCID (ensayo de
inhibicién de sincitio)
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Tabla 2. Ejemplos de anticuerpos, antigenos y péptidos terapéuticos expresados en plantas a través de diferentes estrategias.

Continuacion
. Rendimiento de Condicion
. . Planta Sistema de ) T
Anticuerpo Isotipo .. la proteina contra la cual Ensayo biolégico Ref
hospedera expresion e
purificada fue desarrollada
PvVMSP-1 Brassica Estable nd Diagndsticode  Produccién de
napus (TMA) P. vivax en anticuerpos
estado especificos de
sanguineo y epitope (1gG1) y de >0
celular citokina IL-12, TNF-a.
temprano e [FN-y.
SAK Salanum Estable nd Tratamiento de nr
tuberosum (TMA) miocarditis 55
aguda
gp120 N. Transitoria nd Tratamientode  Deteccidn de
(13aa) benthamiana (VV-TBSV) la infeccidn anticuerpo especifico
causadaporVIH para V3 a partir de
suero obtenido de 87

pacientes VIH+ y de
ratones inoculados
con PVQ.

Im: murino; nd: no determinado; 3nr: no realizado; AGR: agroinfiltracién; hu—PBL-SCID: ratones con inmunodeficiencia
combinada severa reconstituida con linfocitos de sangre periférica humana (acrénimo traducido al espariol); PST: Proteina soluble
total; PSTS: PST de semillas; PVQ: particula viral quimérica; PVX: Potato virus x; TBSV: Tomato bushy stunt virus; TMA:
transformacién mediada por Agrobacterium; TMV: Tobacco mosaic virus; VV: vector viral.

**para mayor detalle se recomienda consultar la bibliografia citada.

involucrados en actividades regulatorias celulares que
modulan una extensa cantidad de procesos biolédgicos
incluyendo sintesis y reparaciéon de ADN, control del
ciclo celular, transcripcioén, traduccién, transduccién de
sefiales, biogénesis de organelos y control de calidad
de las proteinas en el reticulo endoplasmatico. A
diferencia de lo que ocurre en los sistemas de
expresion procaridticos, en los sistemas eucariéticos
vegetales las proteinas heterdlogas expresadas son
modificadas y ensambladas adecuadamente vy
acumuladas en compartimientos celulares apropiados.

La produccion de polipéptidos funcionales
requiere principalmente de la formaciéon de puentes
disulfuro y de glicosilacion. En plantas, el reticulo
endoplasmatico, el cual es el compartimiento sub—
celular que funciona como puerta de entrada a la via
secretora (67), es el lugar de mayor importancia para
gue ocurran estas reacciones y se produzca el
ensamblaje apropiado de las proteinas (68).

Avan Biomed. 2013; 2(3): 137-53.

La razon por la cual la via secretora de plantas
ha sido ampliamente explotada para la producciéon de
proteinas farmacéuticas importantes, radica en la
mayor estabilidad que posee la proteina heterdloga
cuando es almacenada en compartimientos sub—
celulares donde predomina un ambiente oxidativo,
pocas proteasas y baja actividad hidrolitica,
caracteristicas propias del RE (6, 67). Ademads, este
compartimiento puede tolerar alta acumulacién de
proteinas solubles sin comprometer el funcionamiento
celular (69). No obstante, aun cuando el plegamiento
que puedan sufrir las proteinas en el RE ha
evolucionado para favorecer su estabilidad y actividad
bioldgica (67), la retencion en el lumen del RE de
polipéptidos que naturalmente residen en el citosol
puede cambiar su plegamiento y tener efectos
adversos sobre su funcionamiento. Esta consecuencia
deriva basicamente de la diferencia existente entre los
patrones de glicosilacion de estos compartimientos.
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Figura 4. 4a. Organizacion gendmica de los virus de plantas utilizados para expresar proteinas recombinantes. Las posiciones donde
se insertan los genes de interés se identifican con cajas de lineas entrecruzadas. Las funciones de algunos genes se detallan a
continuacién. POL/RdRp: ARN polimerasa dependiente de ARN; MP: proteina de movimiento; CP: proteina de capside; sgP: promotor
sub—gendmico; TGB: bloque triple de genes; P1-Pro: proteasa P1; HcPro: componente auxiliar de la proteasa; Cl/HEL: helicasa; VPg:
proteina viral de anclaje/cebadora; Pro: proteasa; Pro—C: cofactor de proteasa; CPL: proteina de capside grande; CPS: proteina de
capside pequefia; L—Pro: secuencia lider de la proteasa; Mtr: metiltransferasa; Hsp: homdlogo de proteina de choque térmico; CPm:
proteina menor de capside (Adaptado de las referencias 17 y 34). 4b Representacidon esquematica del sistema de expresidon basado
en el genoma de vectores virales deconstruidos. Se muestran las regiones del ADN-T de los mddulos del sistema de expresién. Cada
uno de los pro—vectores porta un sitio de recombinacion (SR). Cuando son co—expresados con un tercer vector codificante de una
integrasa sitio especifica, los dos mddulos de los pro—vectores se recombinan in vivo para crear un genoma viral completo
modificado. P: promotor; T: terminador; NTR: regidén no traducida; RdRP: ARN polimerasa dependiente de ARN; CP: proteina de
capside; BD: borde derecho; BI: borde izquierdo (Adaptado de la referencia 85).

Diversos trabajos han mostrado especial plantas han demostrado ser el epitope clave
interés acerca de la divergencia en los pasos de responsable de la alergenicidad en humanos de este
glicosilaciéon que ocurren en el Golgi medio y trans tipo de glicoproteinas (71).
entre células de plantas y mamiferos (6, 70). Aun
cuando el patron de glicosilacion que ocurre en Aunque estas diferencias hasta ahora no han
residuos especificos de asparaginas (NXS/T) durante su mostrado afectar la actividad bioldgica de las proteinas
paso por el lumen del RE y el Golgi cis es bastante recombinantes, otras propiedades fisico—quimicas
conservado entre estos dos tipos celulares (39), el uso tales como plegamiento, estabilidad, solubilidad,
en humanos de muchas glicoproteinas de importancia susceptibilidad a proteasas, farmacocinética, tasa de
terapéutica derivadas de plantas ha tenido eliminacion sistémica (CL) y antigenicidad, pueden ser
aplicaciones limitadas. La desventaja principal de esta profundamente afectadas (37,70, 71). Contrariamente,
clase de proteinas recombinantes esta asociado con el y a pesar de las diferencias significativas de la O—
tipo de N-glicanos propios de células vegetales glicosilacién entre plantas y animales, la ingenieria
[B(1,2)—xilosa y a(1,3)-fucosa] que son anadidos a la genética vegetal ha estado enfocada en estrategias
estructura de las proteinas durante su desplazamiento que utilizan deliberadamente los O-glicanos
por los compartimientos del Golgi medio y trans especificos de plantas sobre péptidos recombinantes
(figura 5). Esto se debe basicamente a que los residuos (37). Este tipo de modificacion consiste en la adicion
de xilosil y fucosil sobre los complejos N—glicanos de de oligosacaridos al oxigeno del grupo hidroxilo sobre
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Figura 5. Patron de glicosilacion de proteinas en plantas y animales. Las proteinas recombinantes expresadas en plantas
experimentan la adicion de N—glicanos propios de células vegetales [a(1,3)—fucosa y B(1,2)—xilosa], los cuales son afiadidos a su
estructura durante el desplazamiento por los compartimientos del Golgi medio y trans. Notese que las modificaciones post—
traduccionales entre ambos tipos de células son iguales hasta el Golgi cis. La ruta de glicosilacion en células animales se indica con
flechas rojas. Los polipéptidos destinados a permanecer en el lumen del reticulo endoplasmatico (RE) son marcados con la
secuencia del tetrapéptido sefial KDEL antes de ser exportados por primera vez desde el RE hacia el Golgi cis (transporte
anterégrado), lo cual permite que estos péptidos sean recuperados y devueltos al RE a través del transporte retrégrado
(Adaptado de las referencias 75 y 86).

la cadena lateral de los aminodcidos serina, treonina, uso de ARN interferente (75) y expresion de dominios

hidroxilisina o hidroxiprolina, y su empleo se debe al
amplio rango de caracteristicas estructurales y
funcionales que estos conjugados son capaces de
afectar. En este sentido, diversos trabajos han
propuesto que la O-glicosilaciéon puede aumentar la
estabilidad, el rendimiento y el comportamiento
farmaco—cinético de muchas proteinas que tienen un
tiempo de vida media muy corto (72-74).

Algunas estrategias para evitar la formacion
de glicanos inmunogénicos de plantas, incluyen:
retenciéon de la glicoproteina recombinante en el
lumen del RE para prevenir las glicosilaciones tardias
especificas de células vegetales, humanizacion de la
magquinaria de glicosilacion a través de la expresion de
las enzimas B(1,4)—galactosiltransferasa y
sialiltransferasa (6), silenciamiento de la expresion de
las glicosiltransferasas propias de plantas a través del

Avan Biomed. 2013; 2(3): 137-53.

o epitopes no glicosilados de las proteinas de interés.

Esta estrategia de expresion de proteinas
heterdlogas glicosiladas en plantas se ha utilizado para
producir mediante agroinfiltracion  anticuerpos
monoclonales completos contra antigenos tumorales
(76) y contra antigenos asociados a cancer colorectal,
estos Ultimos producidos empleando el sistema de
vectores de virus de plantas (2). De igual forma se ha
utilizado el sistema de vectores virales para expresar
en plantas algunos dominios del lazo V3 de la proteina
estructural de membrana gp120 del VIH-1 (13), la cual
estd altamente glicosilada (33).

Adicionalmente, se ha reportado la ocurrencia
en plantas de otros tipos de modificaciones post—
traduccionales que incluyen sulfatacién de residuos de
tirosinas, hidroxilacion de prolinas y lisinas,
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arabinosilacién de hidroxiprolinas e hidroxilisinas y
lipidacion (37, 77). Este grupo de modificaciones, que
hasta la fecha no se han reportado por interferir en el
plegamiento y estabilidad de proteinas heterdlogas,
son comunes en péptidos secretados que cumplen
funciones de sefializacion en diversos aspectos de la
biologia de la planta como el crecimiento, la
diferenciacién y la defensa.

Péptidos seial en la modificacion post—
traduccional de proteinas recombinantes

En muchos casos cuando se requiere que las
proteinas heterdlogas sean retenidas en el lumen del
RE se afiade a su extremo C—terminal la secuencia del
hexapéptido “SE(H/K)DEL” (4) o la secuencia de la
prolamina “y—zein” del maiz, la cual permite formar
cuerpos proteicos y acumularlos en altas cantidades en
este compartimiento celular (67). Una estrategia
alternativa desarrollada para moléculas que requieren
del ambiente citosdlico, consiste en anclar los
polipéptidos a la cara citosdlica del RE utilizando una
isoforma del citocromo b5 de mamifero. Por el
contrario, si la proteina foranea debe ser redirigida a
algin compartimiento sub—celular especifico donde
s6lo ocurre la formacién de puentes disulfuro (6),
como sucede en el apoplasto (29), la vacuola (78) o los
cloroplastos, se fusiona al extremo N—terminal de la
proteina de interés la secuencia de algun péptido senal
como el de la proteina PR1 del tabaco (1), la secuencia
de la disulfuro isomerasa de la alfalfa (4), la proteina
de almacenamiento vacuolar phaseolin de las
leguminosas (78) o el péptido de transito plastidial
“TPSS” de la sub—unidad pequefia de la enzima
plastidial Ribulosa—1,5—bifosfato carboxilasa oxigenasa
(RuBisCO) (79). Otros péptidos frecuentemente
utilizados en la compartamentalizacién de las
proteinas recombinantes son la esporamina de la
papa, la quitinasa de A. thaliana y la secuencia de la a—
amilasa de los cereales, la cual mejora la acumulacion
y la estabilidad de los polipéptidos en las semillas (43).

Eficacia inmunoldgica de vacunas, anticuerpos
y antigenos derivados de plantas

Todas las proteinas farmacéuticas
recombinantes producidas a través de la agricultura
molecular de plantas, para las cuales se pretenda una
aplicacion  potencial en  inmunoterapia y/o
inmunodiagndstico, deben  presentar  algunas
caracteristicas basicas. Dentro de estos requisitos se
encuentran: alto rendimiento de la proteina
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heterdloga, facil administracion de los antigenos
expresados (bien sea purificados o como extracto
foliar crudo), produccion de un polipéptido
farmacolégicamente activo con capacidad para inducir
una respuesta inmunitaria celular y/o humoral
efectiva, alta especificidad para tratar la condicion
contra la cual fue desarrollada y baja toxicidad
comparada con las drogas existentes en el mercado.

En términos generales, los anticuerpos
expresados en plantas han mostrado una actividad
bioldgica similar a la de su contraparte mamifero; por
ejemplo, se han desarrollado diferentes plantibodies
con la capacidad de interactuar especificamente con
antigenos asociados a trastornos neopldsicos (76),
interrumpir la cascada de transduccion de sefiales
propias de afecciones cancerigenas (2, 38) o inducir un
mecanismo de respuesta inmune basado en CCDA
(80). Asimismo, se han expresado diferentes formatos
de anticuerpos que han permitido contrarrestar
patégenos causantes de enfermedades infecciosas
como el VIH (30, 81, 82), VHB (83), VHC, virus del
herpes simplex (35), distintos tipos de influenza virus y
el virus causante de la rabia (84).

Igualmente ha sido posible inducir Ila
produccidon de anticuerpos neutralizantes contra la
proteina estructural gp4l del VIH (14), la
hemaglutinina del virus de la influenza aviar (51) y la
proteina estructural E2 del virus causante de la diarrea
viral bovina (52). También se lograron desarrollar
anticuerpos idiotipicos personalizados (especificos de
pacientes) contra enfermedades crdnicas como el
linfoma no Hodgkin (62). La administracion de esta
ultima vacuna permitié que los pacientes en estudio
desarrollaran un mecanismo de respuesta inmune
celular y humoral, asi como una respuesta especifica
de antigeno. Otros mecanismos de repuestas
observados en modelos murinos, a partir de Ia
inoculacion de proteinas recombinantes derivadas de
plantas, han sido la produccion incrementada de las
citokinas IL-12, TNF e IFN-y (50) y la amplificacién de la
respuesta inmune dependiente de células T, esta
Ultima inducida por las proteinas estructurales
p17/p24 del VIH (7).

Perspectivas

En los dultimos afos los avances de la
ingenieria genética y de otras herramientas
moleculares han permitido la produccién a bajo costo
y a gran escala de muchas proteinas recombinantes

2013; 2(3):137-53. Avan Biomed.



Plataformas de expresion en plantas. Noguera A y col.

derivadas de plantas. Aun cuando los sistemas
vegetales son considerados seguros para la expresion
de péptidos heterdlogos, debido a la incapacidad que
poseen de replicar virus humanos; la ausencia de la
magquinaria de MPT propia de células animales ha
limitado la utilizacion de ciertos péptidos de
importancia médica. Sin embargo, el nimero de
vacunas, antigenos y anticuerpos derivados de plantas
ha incrementado en la ultima década. Esto ha sido
posible gracias al entendimiento de la funcidn
bioldgica que ejercen los glicanos de origen vegetal en
la actividad, estabilidad, solubilidad e inmunogenicidad
de los péptidos recombinantes. De esta manera se
espera que en un futuro préximo se desarrollen mayor
numero de plantas que expresen de manera estable o

transitoria péptidos con buena tolerancia oral,
ensamblados apropiadamente, sin riesgos de efectos
secundarios y con una alta eficacia para controlar las
principales enfermedades que nos afectan a nivel
mundial.
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Resumen

El sindrome de Brugada es una causa comun de muerte subita de origen cardiaco. Los cambios electrocardiograficos
caracteristicos del sindrome estan relacionados con las alteraciones de los canales de sodio. Las caracteristicas clinicas y
moleculares del sindrome han progresado rdpidamente desde la descripcion inicial. Existen escasos reportes de esta
enfermedad en el embarazo. Se describe un caso de sindrome de Brugada durante el embarazo en una mujer joven que se
presentd con sincope y taquicardia ventricular.

Palabras clave

Sindrome de Brugada, Embarazo, Canales de Sodio.

Abstract

Brugada syndrome is a common cause of cardiac-origin sudden death. The characteristic electrocardiographic changes of
the syndrome are linked to sodium channel alterations. Clinical and molecular characterization of the syndrome has
progressed rapidly since its initial description. There are few reports of this disease in pregnancy. We describe a case of
revelation of Brugada syndrome during pregnancy in a young woman who presented syncope and ventricular tachycardia.

Keywords

Brugada syndrome, Pregnancy, Sodium channel.

Introduccion

El sindrome de Brugada (SB) es un desorden
heredado de los canales de sodio. Se caracteriza por
un patron electrocardiografico de bloqueo de la rama
cardiaca derecha y elevacion ST en las derivaciones
precordiales derechas en ausencia de enfermedad
cardiaca estructural (1,2). La principal preocupacion es
la tendencia a desarrollar taquiarritmias ventriculares
y muerte subita. Se sospecha que es responsable del
40-60% de los casos de “fibrilacion ventricular
idiopdtica” (3). Se presenta el caso de una paciente
con SB sintomatico desencadenado por el embarazo.

Caso Clinico

Se trata de paciente de 19 afos, primigesta,
con embarazo de 34 semanas, quien acude a la
emergencia por presentar episodio de sincope, sin
presencia de convulsiones. A la llegada a la emergencia
la paciente estaba alerta y no recordaba el episodio.
Ademds negaba la presencia de taquicardia,
palpitaciones o dolor toracico. De igual forma, los
familiares de la paciente refirieron que la paciente no
consumia ningun tipo de farmaco diferentes a la
vitaminoterapia. Entre sus antecedentes familiares
estaba la muerte subita de la madre a los 40 afios sin
diagndstico establecido.

X Autor de correspondencia: Dr. Eduardo Reyna-Villasmil, Hospital Central “Dr. Urquinaona” Final Av. El Milagro.Maracaibo, Estado
Zulia. VENEZUELA.Teléfono: 584162605233. Correo electronico sippenbauch@gmail.com
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Figura 1. Hallazgos electrocardiogréficos al ingreso de la paciente.

El examen fisico de ingreso fue: presidon
arterial 112/65 mmHg, frecuencia cardiaca 85 latidos
por minuto vy frecuencia respiratoria de 17
respiraciones por minuto. Los ruidos cardiacos eran
ritmicos sin soplos y no se escuchaban agregados en
los campos pulmonares. Los examenes de laboratorio
(incluyendo electrolitos y creatinina) no mostraron
alteraciones. El electrocardiograma revelo ritmo
sinusal, una ligera elevacion (> 2 milimetros) en el
segmento ST y ondas T negativas en las derivaciones
V1-V2 similar a bloqueo de la rama derecha
compatible con un patrén electrocardiografico de
Brugada tipo | (Figura 1).

La paciente es hospitalizada presentando
nuevamente episodio de sincope a los 3 dias, se le
realiza un nuevo electrocardiograma encontrando la
presencia de taquicardia ventricular polimérfica,
procediéndose a la administracion de magnesio y a la

cardioversion. El  ecocardigrama no  mostrd
enfermedad cardiaca  estructural. Se decide
interrumpir el embarazo por via abdominal

obteniéndose recién nacido de 2.900 gramos en
buenas condiciones generales. Se repitio el
electrocardiograma con 12 derivaciones a la semana
del ingreso, observandose reversiéon del patron
Brugada hasta la normalidad. Durante el estudio
electrofisiolégico, no se observaron arritmias
ventriculares, sin  embargo, la prueba con
procainamida (10 mg/Kg) produjo la aparicién
dinamica de un patrén electrocardiogréfico similar al
previamente descrito. En vista de estos hallazgos, los
antecedentes personales de sincope y los familiares de
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muerte subita, a los 3 meses, la paciente fue operada
para implantarle un cardiovertor.

Discusion

El sindrome fue descrito por Pedro y Joseph
Brugada en 1992 y esta caracterizado por un patron
electrocardiografico consistente en una elevacion del
segmento ST en las derivaciones precordiales V1-V3 y
una morfologia similar al bloqueo de la rama derecha
lo que lleva al posible desarrollo de una taquiarritmia
ventricular (3). Cualquier condicion o medicamento
que incremente la salida o disminuya la entrada de
sodio puede revelar el sindrome. Se ha demostrado
que el mecanismo idnico responsable del SB es
dependiente de la temperatura (1).

Se han propuesto otros factores como el tono
vagal, ciertos alimentos, algunas drogas anti-arritmicas
y estados hormonales también pueden influir sobre el
patron electrocardiografico en la aparicion del
sindrome. Los efectos de las hormonas sexuales sobre
la cinética de los canales idnicos se han examinado con
los efectos de la progesterona. En condiciones basales,
la progesterona potencia los canales sin cambios
aparentes en la dependencia del voltaje y en el tiempo
de activacidn-desactivacion. La progesterona revierte
el cambio dependiente del voltaje hacia la direccion
despolarizada. Los efectos de la progesterona sobre los
canales idnicos pueden ser reproducidos con gran
precision solo cambiando los parametros de
conductancia (4).
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La mayor prevalencia de la enfermedad es en
hombres y en algunas regiones, como el Sudeste
asidtico, la relaciéon de hombre a mujer es de 8:1 (5,6).
Se han descrito varias mutaciones en el gen SCN5A en
el cromosoma 3 implicadas en el SB de origen
genético. Las mutaciones en el SNC5A16 llevan a una
pérdida de la funcién de los canales de sodio por
diferentes mecanismos, siendo el genotipo mas comun
encontrado en estos pacientes (alrededor del 20% de
los casos). Hasta la fecha, casi 300 mutaciones del
SCN5A han sido descritas en asociacidn con el SB (7).
Las mutaciones en el gen 1 de la deshidrogenasa
glicerol 3 fosfato (GPDL1) causa trafico anormal en los
canales de sodio cardiacos en la superficie celular y
una reduccion de aproximadamente 50% en la entrada
de sodio. Las mutaciones en los genes que codifican las
subunidades alfal y beta2b de los canales de calcio
tipo L lleva a una disminucidn de la corriente de sodio
(8). Otros genes recientemente reportados
relacionados al sindrome son el SNC1B, que modifican
la funcion de las sub-unidades de los canales de calcio,
llevando a una disminucién de la corriente de sodio
afectando el trafico del ion. El SNCeB que codifica las
subunidades beta3 de los canales de calcio y lleva a la
pérdida de la funcién de los canales de sodio cardiacos
(7,8).

Existen 2 teorias principales para explicar el
mecanismo fisiopatolégico responsable del SB: las
teorias de repolarizacion y despolarizacién. La teoria
de repolarizacién es apoyada por estudios en modelos
animales al igual que en humanos (3). Aquellos que
apoyan este teoria explican que las manifestaciones
electrocardiograficas del SB y el incremento en el
riesgo de arritmias ventriculares son consecuencia
directa en el cambio del balance en las corrientes
ionicas activas durante el final de la fase 1 del
potencial de accidon (3); la disminuciéon de las
corrientes positiva de ingreso y/o aumento de las
corrientes positivas de egreso, produciendo un
aumento en la hendidura del potencial de accidn,
llevando a elevacion del segmento ST (4,7). Con
respecto a la teoria de despolarizacion, se ha
propuesto que el retardo de la conduccién es el
principal evento fisiopatoldgicos del SB, lo cual es
evidente en algunas electrocardiografias basales
(intervalo PR largo, bloqueo completo de rama
derecha, etc.). También se propone que minimas
anomalias estructurales son una parte del sindrome, lo
cual podria explicar los potenciales tardios y también
puede explicar las anomalias en la conduccién (7). La
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controversia continua, debido a que existen evidencias
que apoyan ambas teorias, lo cual podrian no ser
mutuamente excluyentes.

La presentacion tipica del SB es el sincope,
convulsiones o la muerte subita, dependiendo de la
duracién de la taquicardia ventricular. Si esta es
persistente, degenera en fibrilacion ventricular vy
muerte sUbita. Si la taquicardia ventricular es
autolimitada y de corta duracion produce el sincope
(2). Cerca del 10% de los pacientes tienen taquicardia
ventricular polimdrfica o fibrilacion ventricular (9,10).
También son importantes los antecedentes familiares
de muerte subita de algin miembro antes de los 45
afios y presencia de alteraciones electrocardiograficas
tipo | en miembros de la familia (9). Debido a la
naturaleza silenciosa e intermitente de los signos
electrocardiograficos, el diagndstico puede ser dificil
(10).

En el presente caso, y en ausencia de otra
condicién, el embarazo desencadend la presencia de
un patrén electrocardiografico similar al sindrome con
presencia de taquicardia ventricular. Las alteraciones
electrocardiograficas persistieron después de Ia
cesdrea. Aunque el embarazo es una causa comun de
sincope benigno y de hipotension postural, en las
pacientes que desarrollan el sindrome puede estar
asociado a taquiarritmias ventriculares malignas (1). La
muerte subita en los pacientes con el SB generalmente
ocurre durante el suefio, particularmente en las
primeras horas de la mafana, en pacientes durante la
tercera o cuarta década de la vida, aunque se han
descrito casos en pacientes de 1 afio al igual que en
pacientes de 77 afios (5,6).

La mortalidad en el sindrome es
aproximadamente de 30% en los 2 afios siguientes al
diagnodstico. El tratamiento del sindrome es dificil
debido a que los agentes farmacoldgicos no son
efectivos (3). El abordaje terapéutico debe enfocarse
en resolver la patologia subyacente y la eventual
implantacién de un cardiovertor (11).

El SB es una causa prevenible de muerte
subita, y su aparicion durante el embarazo, puede
llevar a fallos en el diagndstico que producirian una
alta mortalidad. El diagndstico temprano puede
reducir la frecuencia de taquicardias ventriculares y
mejorar el diagndstico de las pacientes.

2013; 2(3):154-7. Avan Biomed.
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Resumen

La rotura uterina se define como la solucién de continuidad de la pared uterina. Es una complicacion obstétrica poco
frecuente y potencialmente letal para la madre y el feto, que ocurre generalmente durante el segundo o tercer trimestre de
gestacion, y que esta asociada principalmente a la cirugia uterina previa, constituyendo asi un desafio médico por su dificil
diagnostico diferencial y controversial manejo. Se presenta el caso de una paciente de 26 afios de edad, con rotura
espontdnea de Utero gravido de 18 semanas de gestacion y antecedente de cicatriz uterina. Se realiza laparotomia
exploradora obteniendo como hallazgo placenta y cordén umbilical unido a feto sin vida en cavidad abdominal, lo que
confirma diagnéstico intraoperatorio.
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Abstract

Uterine rupture is a solution of continuity of the uterine wall. It is an uncommon and potentially lethal obstetric
complication, for both mother and fetus, that mainly occurs during the second or third trimester of pregnancy, and that is
mainly associated to previous uterine surgery, thus forming a medical challenge for its difficult differential diagnosis and
controversial management. We report the case of a 26 years old patient with a spontaneous gravid uterine rupture, 18
weeks of gestation and cesarean scar background. Laparotomy is conducted finding both placenta and umbilical cord
attached to no-living fetus in the abdominal cavity, which confirms intraoperative diagnosis.
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Introduccién a todo el espesor del miometrio y su cubierta

peritoneal permanece intacta (2). En la RU completa se
afecta a todo el espesor de la pared, incluida la serosa,
y deja en comunicacion la cavidad uterina con la

La rotura uterina (RU) es una de las

complicaciones mas serias del embarazo y del parto. La
primera descripcién de este accidente fue hecha por el
cirujano francés Jacques Guillemeau a fines del siglo
XV (1). Durante el embarazo la RU es un evento poco
comun que generalmente resulta en compromiso del
bienestar maternofetal.

Por definicion, la RU incompleta, oculta o
simple dehiscencia se trata de esa lesidn que no afecta

abdominal; se asocia con un sangrado profuso y
evidente sufrimiento fetal, expulsién o protrusién fetal
y placentaria hacia la cavidad abdominal (3) que hacen
necesarias histerorrafia, cesarea e incluso
histerectomia (4).

Su incidencia a nivel mundial es muy variable,
afectando aproximadamente a 1 de cada 6673 partos
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(4) y en la literatura no se describen datos
epidemiolégicos o genéticos que predispongan al
desarrollo de la RU espontanea pero si factores que
aumentan el riesgo como cicatriz uterina previa por
cesarea, miomectomia o salpingectomia, taquisistolia,
sobredistensién uterina, placenta percreta o parto
obstruido (5).

Dada la gravedad del proceso y en vista de
que su diagndstico temprano y tratamiento inmediato
son importantes factores prondsticos, tanto para la
madre como para el feto presentamos un caso clinico
de rotura uterina espontanea en una mujer de 26 afos
de edad que desconocia estado de gravidez y que
acude a la emergencia del Hospital "Dr. Tulio
Carnevalli Salvatierra" del Instituto Venezolano de los
Seguros Sociales (IVSS) por presentar dolor abdominal
de fuerte intensidad y sangrado a través de genitales.

Caso clinico

Paciente: Femenino de 26 anos de edad,
natural y procedente de la localidad, quien refiere
enfermedad actual de dos dias de evolucidn,
caracterizado por dolor abdominal de fuerte
intensidad de inicio en regidn periumbilical y
posteriormente irradiado a ambas fosas iliacas, sin
acalmia con el uso de analgésicos de uso comun.
Concomitantemente presenta diarrea y ndauseas.
Antecedentes Personales: asmatica, ultima crisis en
Junio de 2009, grupo sanguineo: A Rh (+), niega
alergias a medicamentos, niega cualquier otra
patologia  cronica  degenerativa.  Antecedentes
Familiares: Niega de importancia. Antecedentes
gineco-obstétricos: menarquia: 13 afos; ciclos
menstruales: irregulares de 4 a 5 dias de duracion;
sexarquia: 15 afos; anticonceptivos orales: niega;
cesarea segmentaria en el 2009 por desproporcion
céfalo-pélvica. Fecha de ultima menstruacion: incierta.

Al examen funcional la paciente refiere dolor
abdominal de fuerte intensidad a predominio de
ambas fosas iliacas, nauseas, anorexia, evacuaciones
liquidas y sangrado leve a través de genitales en escasa
cantidad de un dia de evolucidon que concuerda con el
comienzo de su menstruacion. Al examen fisico:
tension arterial dentro de parametros normales,
taquicdrdica, taquipneica, afebril, hidratada, pupilas
normo-reactivas, mucosa oral humeda, abdomen
globoso a expensas de paniculo adiposo; ruidos
hidroaéreos presentes y doloroso a la palpacion
profunda; signos de Blumberg, Mc Burney, Rovsing y
pufio percusion derecha positivos, mientras que los del
Psoas, Obturador, Dunphy vy puntos ureterales
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(superiores y medios) estan ausentes; genitales
externos no explorados, miembros eutrdficos sin
edema, neuroldgico conservado vigil activa y con un
Glasgow de 15/15.

En vista de clinica de irritacion peritoneal, es
valorada por el servicio de Cirugia General, quienes
indican realizar paraclinicos y mantener en area de
observacién ante la sospecha de un abdomen agudo
infeccioso para confirmacion de impresion diagndstica.
No se realiza prueba monoclonal ni examen fisico
ginecolégico, ya que expone inicio de periodo
menstrual el dia anterior. Se solicita eco abdominal,
pero la institucion no contaba con el recurso en ése
momento. Es ingresada bajo el diagnéstico de:
Abdomen Agudo Quirdrgico Infeccioso: Apendicitis
Aguda. Debido a descompensacion hemodinamica FC:
106 x minuto, TA: 100/60 mmHg. FR: 22 x minuto es
revalorada y se decide llevar a mesa operatoria para
realizar laparotomia exploratoria media infraumbilical,
de la cual se halla: 300cc de sangre y placenta libres en
cavidad abdominal, esta Uultima con cotiledones
completosde 10 por 15 cm, no adherida a 6rganos
intraabdominales; el corddn umbilical con sus tres
elementos uniendo a placenta, feto sin vida en bolsa
amnidtica de aproximadamente 18 semanas de
gestacion; peso: 455 gr, talla: 32 cm; (Fig. N2 1);
segmento inferior con pérdida de continuidad en su
cara anterior de aproximadamente 6 X 4 cm que
compromete el espesor del miometrio y la serosa (Fig.
Ne 2)

Figura 1. Feto sin vida de 455g de peso en bolsa
amniocoreal unido a placenta.

Ante hallazgos se solicita la intervencién del
obstetra de guardia, quien posterior a la evaluacién de
la zona de rotura procede a la limpieza quirurgica de la
cavidad uterina con cureta cortante, extrayéndose
moderados  restos placentarios 'y  posterior
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histerorrafia con sutura crémico numero uno. Se
comprueba hemostasia y el servicio de cirugia se
encarga de la sintesis por planos de la cavidad
abdominal hasta piel. Egresa de sala operatoria con
diagndstico de: postoperatorio de laparotomia
exploradora media infraumbilical por abdomen agudo
quirdrgico: rotura uterina espontdnea. La paciente es
asumida por ambos servicios y es egresada luego de
las 48 horas de hospitalizacién, no hace falta la
transfusion de hemocomplementos en vista de la
hemoglobina de la paciente se mantuvo en 11 mg/dl. Y
las condiciones clinicas de la paciente mejoraron
significativamente.

Figura 2. Solucion de continuidad de 6x4cm
aproximadamente en segmento inferior uterino

Discusion

En los comienzos de este siglo la mortalidad
materna por RU era de aproximadamente el 50%.
Desde entonces se ha logrado una progresiva
disminucién, habiéndose llegado en afios recientes a
alrededor del 5%. Este cambio es el resultado de un
diagnodstico temprano basado en la identificacion de
factores de riesgo, de un tratamiento mds efectivo,
con disponibilidad de sangre y hemoderivados y los
progresos en la técnica quirurgica (6).

Segln Esteban Castro y Cols., la causa mas
frecuente de la RU es la cicatriz uterina previa por
intervenciones quirdrgicas anteriores como cesarea,
miomectomias, salpingectomias, perforaciones
uterinas o placenta percretas (7), pero en la paciente
este factor de riesgo no fue tomado en cuenta en vista
de negar conocimiento de gestacion actual, y referir
inicio de la menstruacion el dia anterior. Sin embargo,
segun Hlibczuk V., mas de 80% de las roturas uterinas
son espontaneas y sin ninguna explicacién obvia (8),
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por lo cual se hace imperioso identificar los signos
clinicos de la RU para poder lograr un buen diagnéstico
diferencial ya que su clinica va a depender de muchos
factores, tales como: el origen, momento de rotura,
grado de extension, entre otras segln lo establecido
por la Sociedad Espafiola de Ginecologia y Obstetricia
(SEGO)(9).

Los sintomas y signos clinicos pueden ser
graduales o abruptos. Se han descrito los sintomas
premonitores de rotura uterina en Utero sin cicatriz
previa como: hiperdinamia, estado de ansiedad,
distensiéon 'y  abombamiento  del  segmento
inferiorjunto con su localizacién supraumbilical. En la
amenaza de rotura de la cicatriz de cesarea previa, los
sintomas son menos llamativos, manifestandose de
forma irregular, mayor sensibilidad suprapubica,
eventual hemorragia vaginal y alteracion de Ia
frecuencia cardiaca fetal (9). Es por ello muy sencillo
confundirla con otros cuadros clinicos como abdomen
agudo quirdrgico, apendicitis, desprendimiento
prematuro de placenta, etc., teniendo éstas como
signo cardinal el dolor abdominal agudo. En el caso
descrito, el dolor abdominal de fuerte intensidad, la
presencia de vOmitos y diarrea y los signos
apendiculares positivos, llevan a la impresién
diagndstica de apendicitis aguda.

Durante la RU el dolor abdominal agudo suele
aparecer en el acméde una contraccidon uterina
intensa, que se describe como sensacion de desgarro y
que se irradia a todo el abdomen e incluso al hombro
por irritaciéon peritoneal, cese brusco de las
contracciones y palpacién abdominal de partes fetales
debajo de la pared con mayor facilidad (si hay
expulsion fetal) y un Gtero duro,contraido, por encima
del segmento inferior; la FCF presenta un patrén
patoldgico (DIPS Il), que progresivamente pasara a ser
una bradicardia grave y posteriormente se hard
negativa. La hemorragia vaginal de diverso grado, que
puede estar ausente, y en muchos casos no explica el
estado hemodinamico de la paciente. El progresivo
deterioro del estado general con signos de anemia
aguda, entrando en un estado de shock hemorragico
(sangrado) y neurogénico (irritacion peritoneal) (9). La
paciente del caso llegd a la sala de emergencia
iniciandose ya los signos de la RU y fue por la
inestabilidad hemodinamica que se lleva a mesa
operatoria.

En el estudio ecografico para el diagndstico de
RU generalmente evidencia Utero lateralizado y feto
en situacién transversa en cavidad abdominal con o sin
latido cardiaco (3) pero en este caso no se contd con
dicho recurso.

2013; 2(3): 158-61. Avan Biomed.
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La rapida repuesta ante los hallazgos clinicos e

imagenoldgicos actualmente han permitido reducir la -
mortalidad fetal del 65 al 6% (12). La extraccion
inmediata del feto, si se produce antes de 10-30 min
después de la rotura, puede evitar la muerte fetal o -
complicaciones como sufrimiento fetal (10). En caso de
extrusion del feto o la placenta a través de la pared -
uterina, el dafio fetal irreversible se produce en menos

clinicas.

Pensar en la posibilidad de una rotura uterina, lo
que implica conocer sus causas y formas anatomo-

Reconocer los sintomas y establecer un diagndstico
precoz sustentado en hallazgos imagenoldgicos.

Realizar un tratamiento inmediato, que incluye
laparotomia,

medidas de soporte y profilaxis

tiempo (3). antibidtica (9).
Existen tres factores importantes para
mejorar el prondéstico de este cuadro:
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Mutacidn de novo en el gen BTK en agammaglobulinemia ligada a X. Reporte de un caso
del estado Mérida, Venezuela
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Resumen

Las inmunodeficiencias primarias (IDPs) son un conjunto de enfermedades caracterizadas por defectos en el desarrollo y/o funcion
del sistema inmune debido a anomalias genéticas en cualquiera de sus componentes. Las deficiencias de anticuerpos son las IDPs
mas comunes y dentro de estas la agammaglobulinemia congénita representa el 10%, siendo un 85% ligada al cromosoma X,
existiendo también formas autosémicas recesivas. La agammaglobulinemia ligada a X (ALX) consiste en la ausencia casi absoluta de
linfocitos B, ocasionando incapacidad de sintetizar anticuerpos y una alta susceptibilidad a la adquisicion de infecciones, con
respuesta a vacunas disminuida o ausente. Se presenta el caso de un escolar masculino de 8 afios de edad quien desde los 5 meses
presentd infecciones a repeticion principalmente por bacterias extracelulares encapsuladas. Estudios paraclinicos revelaron
hipogammglobulinemia persistente con subpoblacién de linfocitos B muy disminuida y conservacién de linfocitos T en sangre
periférica. El estudio molecular reportd la mutacion R525X en el exdn 16 del gen TirosinKinasa de Bruton (BTK) en el paciente y su
madre, mas no en la abuela, lo que confirmé el diagnéstico de ALX y permitié concluir que se trataba de una mutacion de novo en
la madre. Actualmente recibe tratamiento con Inmunoglobulina por via endovenosa, disminuyendo la frecuencia y severidad de
episodios infecciosos. El diagndstico precoz a través del reconocimiento de las sefales de alarma de las IDPs, junto al tratamiento
adecuado y vigilancia constante constituyen la mejor herramienta para el adecuado manejo de los pacientes con IDPs, logrando

una disminucion de los procesos infecciosos e inflamatorios y sus secuelas, asi como también mejorar la calidad de vida y
supervivencia.

Palabras clave

Inmunodeficiencia humoral, ALX, Tirosin-Kinasa de Bruton, Inmunoglobulinas.

Abstract

The Primary Immunodeficiencies (PIDs) are a group of diseases characterized by defects in the development or function of the
immune system due to genetic abnormalities in any of its components. Humoralimmunodeficiencies are the most common PIDs
and the congenital agammaglobulinemia represents 10%, and 85% linked to the X chromosome. Also there exist autosomal
recessive forms. X-Linked agammaglobulinemia (XLA) is characterized by almost a total absence of B-lymphocytes, causing inability
to produce antibodies and a high susceptibility to infection and diminished or absent response to vaccine. We reported an 8 year-
old male child who presented repeatedly infection by extracellular encapsulated bacteria since 5 months of life. The laboratory
studies revealed persistent hipogammaglobulinemia with diminished B-lymphocytes subpopulation and normal T-lymphocytes cell
in peripheral blood. The molecular study showed a mutation R525X in the 16-exon of Bruton’s tyrosine kinase (BTK) gene in both
child and mother, but not in grandmother, thus confirming the XLA diagnostic and allowing to conclude that a de novo mutation
had occurred in mother. Actually, the patient receives intravenous immunoglobulin treatment and the infections have diminished
in both frequency and severity. Early diagnostic through recognition of the warning signs of PIDs next to the appropriate treatment
and monitoring is the best tool for the proper management of patients with PIDs, achieving a reduction of that inflammatory
process, infections and damage as well as a better quality of life and survival.
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X Autor de correspondencia: Morella Bouchard, Universidad de Los Andes, Instituto de Inmunologia Clinica, edificio Louis Pasteur,
Mérida 5101, Venezuela. e-mail: morella@ula.ve



Mutacion en el gen BTK en agammaglobulinemia ligada a X. Aboultaif-Aboultaif Ly col.

Introducciéon

Las inmunodeficiencias primarias (IDPs) son
un conjunto de enfermedades caracterizadas por
defectos en el desarrollo y/o funcién del sistema
inmune debido a una o varias anomalias genéticas en
cualquiera de sus componentes como células
fagociticas, células T, células B, y proteinas del
complemento.

Estos  trastornos son principalmente
hereditarios pero pueden surgir como mutaciones de
novo que luego se heredan. En su mayoria se detectan
en edades pediatricas y su prevalencia varia de
acuerdo a la IDP que se considere, siendo de 1:500
para el déficit de IgA, la mas comun aunque
generalmente asintomatica, o de 1:100.000 para la
inmunodeficiencia combinada severa, sindromes de
disregulacion inmune vy déficits de complemento,
menos frecuentes pero de mayor severidad (1, 2).

Las deficiencias de anticuerpos son las IDPs
mas comunes. Existen varios tipos de enfermedades
de severidad variable, siendo las infecciones
recurrentes la manifestacidn clinica principal. En este
grupo se describen el déficit selectivo de IgA, la
hipogammalobulinemia transitoria de la infancia, la
agammaglobulinemia congénita, los defectos en la
recombinacion de cambio de clase (sindromes de
hiper-IgM), la inmunodeficiencia variable comun, el
déficit de subclases de IgG y el déficit de anticuerpos
especificos (3).

La agammaglobulinemia congénita se
caracteriza por la ausencia casi absoluta de linfocitos
B, lo que determina la incapacidad de sintetizar
anticuerpos, generando una susceptibilidad
aumentada a la adquisicién de infecciones bacterianas
y virales, con respuesta a vacunas disminuida o
ausente.

Es transmitida por un patréon de herencia
recesivo ligado al cromosoma X, por lo que los varones
son los afectados y las madres son las portadoras. Sin
embargo, soélo el 50% de los pacientes con cuadro
clinico tienen antecedentes familiares del fenotipo
clinico, ya que el trastorno genético se mantiene en la
poblacién por nuevas mutaciones (de novo) en el gen
BTK (4).

Se presenta el caso de un nifio diagnosticado
a los 7 meses con agammaglobulinemia donde el
estudio genético familiar demostroé la presencia de una
mutacioén de novo.

Avan Biomed. 2013; 2(3): 162-6.

Caso clinico

Escolar masculino de 8 afios, quien a los 5
meses de edad presentd otitis media y episodios de
diarreas acompafiadas de fiebre. A los 6 meses fue
hospitalizado durante 9 dias, por una infeccion del
sistema nervioso central (meningitis) y
bronconeumonia, que mejoraron hasta su resolucién
con antibioticoterapia. A los 7 meses de edad el
paciente fue evaluado en nuestra institucién
encontrandose: linfocitosis en la cuenta y férmula
diferencial blanca (64,5%), anemia leve y una
hipogammaglobulinemia persistente, por lo que se
establece el diagndstico de Inmunodeficiencia Primaria
de tipo Humoral (tabla 1). Asi mismo se realizd
subpoblaciéon linfocitaria evidencidndose en el
paciente una marcada disminucion de linfocitos B
CD19+ (8,24% versus 0,58%) cuando se compard con
un sujeto sano de la misma edad. La subpoblacion de
células TCD3+ mostré valores normales en numero
pero con una inversion de la relacion CD4/CD8 de 0,71.

A los 8 meses, posterior a traumatismo
craneal, presenta hematoma subgaleal en regidn
temporo-parietal izquierda que luego de varios dias se
infecta y amerita nueva hospitalizacion para recibir
antibidticos y drenaje del hematoma. El paciente
permanece asintomatico y no vuelve al control hasta
los 14 meses de edad cuando presenta nuevamente
una infecciéon respiratoria baja, requiriendo otra
hospitalizacion y el uso de antibidticos. Desde esta
ultima hospitalizacion el paciente presenta amigdalitis
frecuentes y sindromes gripales sin complicaciones.
Reingresa a la consulta y se inicia tratamiento con
Inmunoglobulinas (lgs) por via endovenosa (vev). Se le
ha realizado seguimiento por 7 afios y actualmente
recibe cada 21 dias Igs vev a dosis de 400 mg/Kg y
antibioticoterapia  profilactica, disminuyendo la
frecuencia y severidad de sus episodios infecciosos,
caracterizados principalmente por bronquitis, en
numero de 3 por afio y diarrea causada por Giardia
lamblia y Entamoeba hystolitica.

Para confirmar el diagndstico de
Agammaglobulinemia ligada a X se realizd el estudio
molecular para la busqueda de mutaciones en el nifio,
la madre y la abuela. El andlisis de las mutaciones en el
gen BTK fue realizado en el ADN gendmico
identificando los patrones de migracién anormal de los
productos amplificados por PCR-SSCP (Polymerase
chain reaction single-strand conformation
polymorphism), utilizando oligonucledtidos que
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flanquean cada uno de los 19 exones, incluyendo los

sitios de empalme.

(Figura 1).

que se trataba de una mutacién de novo en la madre

Tabla 1. Resultados de exdmenes de laboratorio al momento del diagndstico.

Examenes

Laboratorio general
Glébulos blancos
Segmentados
Linfocitos
Monocitos
Hemoglobina

Plaquetas

Inmunoglobulinas (mg/dL)
I1gG
IgA
IgM

Inmunoglobulinas (mg/dL)
1gG
IgA
IgM

Subpoblacidn linfocitaria
CD3+
CD4+
CD8+
CD19+

Diagnéstico molecular

Mutacién en gen BTK

Resultados

Al 10/05/2005
10.200 células/uL
29,8%
64,5%

5,7%

10.5 g/dL
292.000 células/pL

PRE tto Igs vev (10/05/2005)
<230
0
<23

POST tto Igs vev (15/05/2005)
864
49,4
21,5

Células/mL (%)
3415 (93)
1359 (37)
1909 (52)

37 (1)

R525x

Valores normales

5.000-10.000 células/pL

12 - 16 g/dL
150.000-450.000 células/pL

VR segun edad
220-900
4-90
32-125

VR segun edad
650-1600
35-200
45-200

Células/mL (%)
1700-3600 (58-67)
1700-2800 (38-50)
800-1200 (18-25)

500-1500 (19-31)

Tto Igs vev: tratamiento de Inmunoglobulinas via endovenosa, VR: valores de referencia.

Se identific6 un amplicon migrando diferente de los
amplicones BTK “normales” el cual fue sometido a
secuenciacion utilizando terminadores de cadena
estandar con el ABI Prism Big Dye Terminator Cycle
Sequencing system en el Secuenciador automatico ABI
310, PE Applied Biosystems (5). Se identifico la
mutacion R525X en el exdn 16 en el paciente y su
madre, mas no en la abuela, por lo cual se concluyé
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Discusion

Las agammaglobulinemias constituyen el 10%
de las IDPs, estando representada un 85 % por la
agammaglobulinemia ligada a X (ALX) (6). Esta consiste
en un defecto localizado en el brazo largo del
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cromosoma X, producto de una mutacién de la Tirosin
Kinasa de Bruton (BTK).

de los valores protectores, como en el caso descrito en
este articulo. Entre las infecciones mas frecuentes se

Codones » 526
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Control »
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Figura 1. Electroferograma parcial correspondiente a la secuenciacion reversa del exén 16 de BTK. En la parte superior se
observa la imagen del paciente y en la parte inferior la de un control. Las lineas rojas verticales delimitan el codén 525 en el
cual se encuentra la sustitucién puntual 1573C>T, que se traduce como CGA(R)525TGA(X).

La proteina BTK forma parte de una familia de
proteinas tirosina kinasa citoplasmaticas, que cumplen
el rol de transductores de sefializacion intracelular
permitiendo el adecuado funcionamiento del receptor
de células B (BCR) (6). Al existir mutacion en el gen que
codifica para la proteina se produce un blogueo
temprano en el desarrollo de las células B en médula
O0sea, lo que determina su ausencia en sangre
periférica y tejidos linfoides (7). Aproximadamente en
un tercio de los pacientes estas mutaciones son de
nueva aparicion (de novo) (8). Han sido identificadas
450 mutaciones BTK diferentes y en el caso de la
R525X, descrita en nuestro paciente, han sido
reportados 6 casos (http://bioinf.uta.fi/BTKbase/ ), la
misma corresponde a una mutacion sin sentido en el
exon 16 que conduce a un codon de finalizacion en el
dominio TK (tirosinkinasa).

En esta enfermedad la subpoblaciéon de
células T y pro B estan conservadas, con ausencia de
células B maduras y de anticuerpos, lo que la cataloga
como una inmunodeficiencia humoral, condicionando
una alta susceptibilidad a la aparicion de
enfermedades producidas por patogenos
extracelulares encapsulados y predisposicion a
enfermedades autoinmunes y linfomas (9).

Las manifestaciones clinicas aparecen por lo
general después de los 6 meses de edad cuando el
aporte de anticuerpos maternos adquiridos in Utero y
a través de la lactancia materna declinan por debajo

Avan Biomed. 2013; 2(3): 162-6.

encuentran las que involucran vias respiratorias altas y
bajas, que pueden conducir a bronquiectasias. Otras
menos comunes son la conjuntivitis, gastroenteritis,
artritis, meningitis, encefalitis, osteomielitis,
septicemia, infecciones por hongos y tuberculosis (1, 7,
9, 10).

El diagndstico se establece mediante las
manifestaciones clinicas del paciente, el examen fisico
que evidencia disminucion del tamafo de ndédulos
linfaticos cervicales, amigdalas palatinas, bazo vy
retardo en el crecimiento (7), estudios paraclinicos
como la cuantificacion de los isotipos de
inmunoglobulinas, las cuales van a estar
marcadamente disminuidas especialmente la IgG, con
una respuesta notablemente deprimida de anticuerpos
ante diferentes tipos de antigenos. Otra prueba que
orienta hacia el diagndstico es la existencia de una
subpoblacion de linfocitos B ausentes o muy
disminuidos, con celularidad T conservada. El
diagndstico certero se realiza con el analisis genético
en donde se determina una alteracién en la Tirosina
kinasa de Bruton (7, 9, 10). Todos estos criterios
diagnodsticos fueron completados en el caso descrito
en este articulo.

Se debe realizar diagndstico diferencial con
patologias mas frecuentes como la
hipogammaglobulinemia transitoria de la infancia que
es una enfermedad comun y benigna, que se presenta
hacia el cuarto o quinto mes de vida debido a una
disminucién en la concentracion de IgG sérica que
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puede persistir hasta los 18 a 24 meses, por lo que es
de caracter transitorio, en ella esta conservada la
subpoblaciéon de linfocitos B circulantes con adecuada
respuesta de anticuerpos especificos ante antigenos
proteicos. Otro diagndstico diferencial es la
inmunodeficiencia variable comudn donde hay
hipogammaglobulinemia de 2 isotipos con celularidad
T conservada. La inmunodeficiencia con hiper-IgM es
otra inmunodeficiencia humoral que presenta la
misma clinica con disminucién de los niveles sérico de
IgG, IgA e IgE con la diferencia de que la IgM se
encontrara elevada y la celularidad B esta conservada.
Existen otras enfermedades que es importante
tenerlas presentes al momento de realizar el
diagndstico  diferencial como el  sindrome
linfoproliferativo ligado al X, entre otras (2, 9, 11).

El tratamiento consiste en el remplazo de Igs
que reduce la frecuencia de aparicion de
enfermedades infecciosas principalmente neumonias,
teniendo siempre presente la importancia del uso de
antibioticoterapia potente en el tratamiento de

infecciones bacterianas. Los avances en la biologia
molecular y la genética, aunado al descubrimiento de
la alteracidon genética que causa la ALX colocan a la
terapia génica como una alternativa de tratamiento a
futuro (2, 7, 9, 10).

Por dltimo se debe destacar la importancia
del diagndstico precoz de las IDPs ya que el
diagndstico y tratamiento correctos conducen a una
disminucién de las infecciones y secuelas, un control
de las manifestaciones inflamatorias y una mejor
calidad de vida. El primer paso para el diagndstico es la
sospecha clinica y en este orden de ideas se han
identificado diversas sefiales llamadas de alarma que
alertan al médico de la existencia de esta patologia
como lo son: 4 o mas infecciones de oido por afio, 2 o
mas neumonias en un afio, infecciones recurrentes en
piel, abscesos profundos, aftas persistentes en boca,
infecciones profundas a repeticion, talla y peso bajos,
necesidad de antibioticoterapia profilactica y
antecedentes familiares de inmunodeficiencias
primarias (3, 12, 13).
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