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INTRODUCCION

1. PREMATUREZ.

La prematurez se define como el nifio nacido antes de completar las 37 semanas de

Gestacion. El objetivo principal del manejo de la prematurez es disminuir la mortalidad
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perinatal, la mortalidad neonatal y la morbilidad. Un manejo adecuado de las mujeres
embarazadas con riesgo de parto prematuro, permite prolongar la vida intrauterina,

optimizando las condiciones del feto para el nacimiento (1).

La primera definicién de prematuridad fue aquella que considera a los recién nacidos
con un peso de 2500 g o inferior. Esta definicion se baso en la facilidad y exactitud de la
medida ponderal y en la dificultad de medir con exactitud la duracién del embarazo (2-
4).

Se consideran prematuros los nifios nacidos antes de la trigésimo séptima semana, los
cuales habitualmente, tienen poco peso al nacimiento (1,4). La mortalidad perinatal esta
relacionada sin duda, con la duracion del embarazo, ya que aumenta, en grados
extremos, a medida que se aleja de la mortalidad minima, que corresponde al periodo
de las 38 a las 42 semanas (Fig.1) de gestacién (5). Debemos recordar que el periodo
durante el cual el feto aumenta de peso con mas rapidez va de las 32 a las 38
semanas, ya que es en esta fase cuando el feto almacena tanto grasas como hidratos

de carbono. Los que nacen antes de este momento aparecen como consumidos (5,6).

Crecimiento del Feto de
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Figura 1. Crecimiento del feto por semanas durante el embarazo.
La incidencia de prematuridad depende del numero de mujeres con factores de riesgo
predictivos de parto prematuro. Los principales factores epidemiolégicos habitualmente

relacionados con el parto prematuro espontaneo son: (7,8).

Factores maternos




Factores fetales

Factores ambientales

Habitos
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Historia de partos prematuros previos

Malnutricién

Anomalias uterinas

Distension uterina (hidramnios)

Edad inferior a 16 afios o superior a 35 afos
Cardiopatia ciandtica y otras enfermedades cronicas
Intervalo corto entre nacimientos

Infeccion

Trauma

Hipertension

Administracion de dietilestilbestrol

Malformaciones
Embarazo multiple

Rotura prematura de membranas

Clase socioeconomica baja

Tabaco

Fatiga/actividad

Si bien los nacimientos prematuros suceden habitualmente cerca del término, los

problemas asociados con el parto prematuro ocurren con mayor frecuencia en relacioén

con los recién nacidos mas inmaduros (1-3).

Los problemas mas importantes de los recién nacidos estan relacionados al numero y

severidad de problemas perinatales como:
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* [Isquemia o asfixia del sistema nervioso central

* Hemorragia interventricular

* Sindrome de dificultad respiratoria

* Bronco displasia pulmonar

* Fibroplasia retrolental

* Problemas infecciosos y metabdlicos (acidosis, hipoglucemia, hiperbilirrubinemia

y raquitismo)

Son los recién nacidos de bajo peso al nacimiento aquellos que pueden presentar
problemas cognoscitivos, auditivos y visuales, asi como motores del SNC, con
enfermedades tales como hidrocefalia, paralisis cerebral y enfermedad pulmonar

cronica (1,9).

Si un recién nacido de bajo peso no presenta los problemas agudos antes mencionados
en el periodo neonatal el prondstico debera ser excelente; esto es, no es la inmadurez
sino los problemas que se asocian a ella los que pueden provocar dificultades

posteriores.

Casi la mitad de los nifios que nacen muy prematuramente sufren problemas
significativos sin embargo con el adelanto de la ciencia los nacidos mas pequefos e

inmaduros han aumentado sus posibilidades de vida en los ultimos afios.

Los principales problemas que sufren este tipo de nifios son, infecciones en el sistema

respiratorio y en el aparato digestivo debido a un sistema inmunoldgico deficiente (10).

El sistema inmunolégico esta formado por un conjunto de mecanismos que protegen al
organismo de infecciones por medio de la identificacion y eliminacibn de agentes
patogenos. La funcién del sistema inmunologico es mantener a los microorganismos
infecciosos como determinadas bacterias, virus y hongos fuera de nuestro cuerpo y
destruir cualquier microorganismo que logre invadir nuestro organismo. Este sistema
esta formado por una red compleja y vital de células y 6rganos que protegen al cuerpo

de las infecciones (11).
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El sistema inmunoldgico se divide:

Humoral: El objetivo de esta respuesta es la produccién de anticuerpos por las células
plasmaticas. Estos se fijardn a los organismos y moléculas extrafias con capacidad
antigénica provocando una serie de reacciones que conduciran a la destrucciéon de los

agentes extrafos, que seran fagocitados por los macrofagos fundamentalmente.

Celular: La respuesta celular va dirigida a destruir células infectadas y a evitar que los
agentes extrafos puedan seguir reproduciéndose en ellas. Como sabemos existen
varias células por estudiar, pero nosotros nos basaremos en los leucocitos
principalmente ya que son las células encargadas de proteger el sistema inmune (12).

Los leucocitos (células blancas de la sangre) actian como organismos unicelulares
independientes y son el segundo brazo del sistema inmune innato. Estas células
identifican y eliminan patdgenos, bien sea atacando a los mas grandes a través del

contacto o englobando a otros para asi matarlos.

Los leucocitos tienen un tiempo de vida media y se sabe que en situaciones de estrés

pueden activar su sistema de apoptosis (13,14).

Figura 2. Diferentes células que conforman la sangre vista por microscopio electronico.
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[Glébulos blancos, plaquetas (tefiidas de violeta), un linfocito T (tefiido de verde) y

monocitos (tefiidos de dorado) vistos a través de un microscopio electrénico.]

2. EL CICLO CELULAR Y SUS CARACTERISTICAS.

El ciclo celular consiste en una serie de procesos cuya finalidad es regular la division
celular y es fundamental tanto para generar nuevas células en el desarrollo embrionario
como para reemplazar las células dafiadas en un 6rgano adulto (15). De acuerdo a la
teoria celular establecida, las células se dividen a través de una serie ordenada de
pasos en los cuales la célula aumenta su tamano, el numero de componentes
intracelulares (proteinas y organelos), duplican su material genético y finalmente se
divide (16).

El ciclo celular (Fig.3) es el proceso ordenado y repetitivo en el tiempo en el que la
célula crece y se divide en dos células hijas. Las células que se encuentran en el ciclo
celular se llaman células proliferantes y las que se encuentran en fase G, se llaman

células quiescentes.

La mayoria de las células pasan la parte mas extensa de su vida en interfase, durante
la cual duplican su tamafio y el contenido cromosémico. La division celular puede
considerarse como la separacion final de las unidades moleculares y estructurales

previamente duplicadas (17).

El ciclo celular se divide en dos fases: (Fig.3).

1) Interfase, que consta de :

Fase de sintesis (S): En esta etapa la célula duplica su material genético para

pasarle una copia completa del genoma a cada una de sus células hijas. El
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nucleo contiene el doble de proteinas nucleares y de DNA que al principio (15,
16,19).

Fase G: Y G: (Intervalo): Entre la fase S y M de cada ciclo hay dos fases
denominadas intervalo en las cuales la célula esta muy activa metabdlicamente,
lo cual le permite incrementar su tamafio (aumentando el nUmero de proteinas y
organelos), de lo contrario las células se harian mas pequefias con cada division.
A estas fases también se los conoce como puntos controles, en la fase G, este
punto comprueba que los procesos de la fase anterior se realizaron
correctamente y que las condiciones ambientales son adecuadas asegurandose
de que todo esté listo para la sintesis de DNA en este punto la célula aumenta de
tamano, sintetiza nuevo material citoplasmatico, sobre todo sintetiza proteinas y
RNA (15, 16,19).

Si se detecta dafno en el ADN o que la sintesis de ADN se ha realizado de
manera incompleta, la entrada en la fase mitética se retrasa para permitir la
reparacion del DNA. La fase G; es la segunda fase de crecimiento, en el cual se
sigue sintetizando RNA y proteinas en esta etapa se determina si la célula debe

entrar en fase M y dividirse (15, 16, 19).
2) Fase M
Mitosis (M): En esta fase se reparte a las células hijas el material genético duplicado, a
través de la segregacion de los cromosomas por lo que se producen dos células hijas
idénticas, los cromosomas replicados se disponen de manera que cada célula nueva
recibe una donacion completa (15,16-19).

La fase M, para su estudio se divide en:

Profase: En esta etapa los cromosomas (constituidos de dos cromatidas

hermanas) se condensan en el nucleo, mientras en el citoplasma se comienza a
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ensamblar el huso mitético entre los cromosomas. Esta fase es la de mayor

duracion.

Metafase: Comienza con el rompimiento de la membrana nuclear, de esta
manera los cromosomas se pueden unir al huso mitético (mediante los
cinetocoros). Una vez unidos los cromosomas estos se alinean en el ecuador de

la célula.

Anafase: Se produce la separaciéon de las cromatidas hermanas, las cuales dan
lugar a dos cromosomas hijos, los cuales migran hacia polos opuestos de la

célula.

Telofase: Aqui ambos juegos de cromosomas llegan a los polos de la célula y
adoptan una estructura menos densa, posteriormente se forma nuevamente la
envoltura nuclear. Al finalizar esta fase, la divisidbn del citoplasma y sus

contenidos comienza con la formacion de un anillo contractil.

Citocinesis: Finalmente se divide la célula mediante el anillo contractil de actina
y miosina, produciendo dos células hijas cada una con un juego completo de

cromosomas (15,16-19).
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Figura 3. Ciclo celular (Rodrigo V. et al., 2002).

Los puntos de control del ciclo celular tienen una funciébn importante en el
mantenimiento de la fidelidad e integridad de la replicacidén y reparacion del genoma. La
dinamica del ciclo celular esta regulada por estos puntos de control que actiuan en la
transcripcion de los genes de CDK y de las ciclinas, en las modificaciones
postranscripsionales de estas proteinas, o en la degradacion de las mismas. Los
procesos de regulacidén por retroalimentacion positiva y negativa también contribuyen a

la progresién del ciclo celular (20,21).
2.1 REGULACION DEL CICLO CELULAR.

La secuencia de los acontecimientos del ciclo celular esta regulada por un sistema
complejo de control que vigila cada uno de los pasos que realiza la célula para
completar el ciclo o llevarla a la muerte. El que la célula complete el ciclo o no, depende

de que se cumplan los requisitos en los puntos de regulacién para continuar en la

siguiente etapa (22).
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Dentro de la regulacion del ciclo celular existen tres puntos especialmente importantes
llamados puntos de regulacion; el primero de ellos esta entre las fases G1y S (también
llamado punto de restriccion), el segundo entre las fases G2 y la mitosis y un tercero en
la anafase durante la mitosis. En estos puntos el ciclo se puede detener en caso de
dafo al ADN o cuando los eventos moleculares para la transicion a la siguiente fase no

se han completado.

El sistema de regulacién es altamente complejo e involucra varias familias de proteinas
como: las cinasas dependientes de ciclinas (CDKs), las ciclinas, los inhibidores de las
CDKs (CDKI) y las proteinas supresoras de tumores como la del retinoblastoma (Rb) y
la p53 (Fig.4). Las ciclinas y las CDKs forman complejos ciclina-cinasa que actuan
fosforilando serinas y treoninas de las proteinas blanco. Dichas fosforilaciones permiten

la progresion de las células en las diferentes fases del ciclo celular (22-24).

_ 2> 3 Punto de
S e Restriccion

Fig. 4 fases del ciclo celular donde se sefialan el punto de restricclién en la fase G y los
puntos de regulacion en las fases Gz y M. Tamblién se observan los sitios donde
participan los complejos Ciclina/CDK y la proteina Rb.
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3. APOPTOSIS Y ESTIMULOS INICIADORES.

La apoptosis es una forma de suicidio celular que es ampliamente observado en la
naturaleza. Es un proceso biolégico donde las células individuales son eliminadas de
distintos tejidos en organismos multicelulares en respuesta a una sefial especifica sin
afectar a células vecinas o inducir una respuesta inflamatoria (25,26). Una célula entra
en apoptosis cuando esta pierde el contacto con sus alrededores o cuando existe un
dafo interno irreparable; otra razon se presenta cuando la célula recibe sefales

simultdneamente para inducir o atenuar su division celular (26,27).

La muerte celular programada puede ser inducida por diversos estimulos fisiolégicos o
fisiopatoldgicos que activan distintas cascadas de sefializacién apoptética. Entre ellos
destacan moléculas receptoras como CD95, Trail o Factor de Necrosis Tumoral (TNF),
glucocorticoides, distintas formas de estrés, como la supresidon de factores de
crecimiento, irradiacion, luz ultravioleta (UV), farmacos citotdxicos, perdxidos de

hidrogeno (H-0.), tratamiento con ceramida, bacterias, toxinas o virus (28-30).

3.1 CAMBIOS MORFOLOGICOS Y MOLECULARES DURANTE LA APOPTOSIS.

Hace varias décadas, algunos investigadores evidenciaron cambios morfolégicos y
moleculares durante el desarrollo de la apoptosis; entre los cambios morfoldgicos
identificados se encuentran la condensacién de la cromatina, perdida del volumen
celular o encogimiento celular y formaciéon de burbujas en la membrana plasmatica para
la desintegracion celular, llevando a la formaciéon de cuerpos apoptéticos que seran

fagocitados por macréfagos subsecuentemente (31,32).
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Faigocitonis Cuespos apoptoticos T #meenetacion DILA

Fig.5 kagrama que muestra & orden cronoligeco de los cambess mordoldgicos y bebquimicas duranie la
esBmulachn apoplhidtica. A diferanta de & necross, &l conlensdd celular nunca S8 Ebera en una célula en
proceso apoptitico, por b tanio s previens una respuesia nflamalona al tepdo huesped (Remillard of al,
2004

Después de estos cambios morfolégicos se ha reportado hinchamiento en la membrana
mitocondrial externa asi como liberacién del citocromo c¢ y el factor de induccion
apoptoética (AFI) del espacio intermembranal mitocondrial hacia el citoplasma (33-35).
Dentro de los cambios moleculares destaca la fragmentacion del DNA, estos
fragmentos son divididos en regiones ricas en adenina/timina (A/T) localizados en sitios
de andamiaje nuclear dando fragmentos entre 50-200pb; y por otro lado la exposicién al
azar de la fosfatidilserina (PS) en la cara externa de la membrana plasmatica (33-35).
Recientemente se ha propuesto que ademas PS se libera  otro fosfolipido,

posiblemente lisofosfatidilcolina (LPC), que actia como un quimico-atrayente.

Dichos cambios han sido observados de manera exclusiva en este tipo de muerte
celular por analisis con microscopia electronica, asi como técnicas basadas en la

deteccidon de estos cambios (33,34).
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4. PRINCIPALES MOLECULAS EN APOPTOSIS

4.1 FAMILIA BCL-2.

La familia de proteinas BCL-2 han sido consideradas como uno de los principales
reguladores en la ruta intrinsecas del proceso apoptotico (35,36). Inicialmente, Bcl-2 fue
identificada como producto del oncogén Bcl-2 (37) siendo uno de los miembros de una
familia de moléculas pro y antiapoptoéticas (Fig.6). Debido a la homologia compartida
entre cuatro regiones conservadas llamadas homologias Bcl-2 (BH) dominios 1-4, la
familia de proteinas Bcl-2 han sido divididas en tres grupos, los miembros del grupo |
poseen una actividad antiapoptotica y poseen dominios BH1-4, ejemplo de ellos son
Bcl-2, Bcelx,, Mcl-1, entre otros. Los miembros del grupo |l poseen dominios BH1-3, y
presentan actividad proapoptética, a este grupo pertenecen Bax y Bak. Hasta la fecha
se han propuesto varios mecanismos para explicar como los miembros de la familia
Bcl-2 participan en la regulacion de la apoptosis, esencialmente en la liberacién del
citocromo c¢ y otras proteinas intramembranales inductoras de la apoptosis de la

mitocondria. Ninguno de estos mecanismos ha sido probado definitivamente (37-39).

Existen tres modelos basicos que explican la regulacién de los miembros de la familia

Bcl-2 durante la apoptosis.

1.Los miembros de la familia Bcl-2 forman canales que facilitan el transporte de

proteinas.

2.Los miembros de la familia Bcl-2 interactian con otras proteinas para formar canales.

3.Los miembros de la familia Bcl-2 inducen la ruptura de la membrana externa

mitocondrial (38).
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Figura 6. Estructura de los miembros de la superfamilia de Bcl-2 (Tanuja T, Cols. 2002).

4.2 FUNCION DE P53.

La proteina p53 es un transregulador transcripcional conocido como un gen supresor de
tumores. La proteina presenta tres dominios: el N-terminal, que activa la transcripcion;
el central hidrofébico, con regiones conservadas que al mutar alteran la capacidad de
unién al DNA y su actividad como factor transcripcional y el C-terminal, que participa en

la oligomerizacion y unién especifica al DNA (40-42).

Entre las funciones mas importantes de la p53 se encuentra su capacidad para regular
la transcripcion de genes que participan en el control del ciclo celular. Mutaciones de
p53 pueden inducir cambios en el ciclo celular y por lo tanto, contribuir al desarrollo de
cancer. En varios estudios, se ha encontrado a p53 mutado asociado a diversas
neoplasias. La proteina p53 funciona como un regulador negativo del ciclo celular, por
lo que alteraciones en el gen que interfieren con su funcion conducen a la perdida de

esta regulacion, lo que produce proliferaciéon celular (43).
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El gen supresor de tumores p53 se activa en respuesta a dafio en el DNA o mediante
estimulos de estrés celular. Su activacién da lugar a un paro del ciclo celular (en G1 y/o
G2) y a un proceso de senescencia o de apoptosis. El que suceda una cosa u otra

depende de las senales que le lleguen tanto externas como internas (44).

Se sabe que la elevacion de los niveles de p53 induce a que las células se detengan al
final de la fase G1 y se reparen los dafos en el DNA propiamente por la maquinaria de
reparacion de éste, antes de continuar con su replicacion en la fase S. Las células con
p53 mutado no interrumpen el ciclo celular aun después de que el DNA ha sufrido dafo
(40-42).

Como ya se menciono, se conocen dos estadios donde operan los puntos de control en
la progresion del ciclo celular: en relacion con el primero, al final de la fase G1 y la
entrada a la fase S del ciclo celular, p53 tiene una funcién central, ya que aumenta los
niveles de los complejos CDK-ciclina, que a su vez modulan la expresiéon de genes que
participan en la proliferacion celular, especificamente en la interrupcion del paso de la
fase G1 a la fase S y ésto permite la reparacién del DNA dafiado antes de que continue

el ciclo celular.

Ademas, hay evidencias que demuestran que p53 interactia con los complejos CDK-
ciclina. De esta manera, la p53 puede reprimir la expresion de genes que participan en
los procesos de replicacion y transcripcion del DNA, como es el caso del antigeno
nuclear de proliferaciéon celular (PCNA), la DNA polimerasa a, C-fos, 19 C-jun, 19
MDMZ2; o bien, activa los genes reguladores negativos de la proliferacion celular como
Rb, WAF1/CIP1/SD11, GADD45 y GADA, produciendo interrupcién del ciclo celular o

muerte por apoptosis (45).

La perdida de la funcion de p53 esta asociada con la inmortalizacion y/o transformacion
in vitro y al desarrollo de neoplasias in vivo. Se ha propuesto que p53 funciona como un
punto de control para regular el paso de las células de un estado de reposo a otro de
proliferacion. Esto se observa cuando las células se exponen a agentes que dafien el
DNA (46).

4.3 CASPASAS.
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Los cambios morfoldgicos y bioquimicos observados durante la apoptosis se deben a
un grupo de proteasas cisteina denominadas caspasas. Estas moléculas proteicas han

sido consideradas como las ejecutoras centrales en este proceso (47).

Todas las caspasas conocidas poseen en su sitio activo una cisteina y dividen sustratos
en los enlaces Asp-Xxx (esto es, un residuo de acido aspartico). La estructura
tridimensional de las caspasas indica su funcién y sus mecanismos de activacion:
consta de un pre-dominio N-Terminal, una subunidad larga (17-21KDa) y otra pequefia

(10-13 KDa), que a veces estan unidas por un pequefio conector.

Las caspasas son proteasas que cortan selectivamente después de un residuo de acido
aspartico, tienen un sitio activo muy conservado. Las caspasas actuan como una
cascada de senalizacion y como substrato final tienen a proteinas que van a producir
los cambios morfolégicos de la muerte celular. Actualmente se han descrito 12
miembros en humano. Las caspasas se sintetizan en forma de zimégenos y para

realizar su funcioén requiere de activacion proteolitica (48,49).
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Figura 7. Estructura tridimensional de la caspasa 3.
Esta protedlisis se da en dos fases: la primera protedlisis divide la cadena en la
subunidad grande y la subunidad pequefa; la segunda protedlisis elimina el pre-
dominio N-terminal. Esta activacion da lugar a un heterotetramero activo formado por el

ensamblaje de dos subunidades grandes y dos pequefias, conteniendo dos sitios



25

activos de catalisis con una secuencia altamente conservada dentro de un residuo
cisteina. Esta forma activa, a su vez llevara a cabo la protedlisis de sus sustratos

especificos después de un residuo de aspartico (49).

La actividad de las caspasas es fundamental en procesos de activacibn de muerte

celular por apoptosis. Existen tres tipos de caspasas:

1. Caspasa inflamatorias: participan en procesos de activacion de citocinas (caspasas-
1.-4,-5y -14)(50).

2. Caspasas iniciadoras: son activadas en respuesta a sefales de estrés o dafo
celular o cuando la célula recibe una sefal que activa sus mecanismos de apoptosis
(caspasas-8, -9, -10 y -12) (51).

3. Caspasas efectoras: sufren proteolisis para su activacidn misma que se lleva a cabo
por las caspasas iniciadoras. Son las responsables de la protedlisis directa de otros
sustratos que produciran el cambio morfolégico en la célula. La principal caspasa
efectora es la caspasa-3 (Fig.7), aunque también ejercen funciones ejecutoras las
caspasas-6 y -7. La caspasa-3 es responsable de la condensacion de la cromatina,
la fragmentacion del DNA y la formacion de cuerpos apoptoticos mediante la

activacion y proteodlisis de otros sustratos (52).

4.4 FRAGMENTACION DEL ADN.

El aspecto del nucleo de una célula apoptotica se convierte en lo mas caracteristico de
esta. Aunque existen variaciones entre los distintos tipos celulares, en general se
produce un aumento en la densidad de la cromatina que comienza formando parches
alrededor de la envoltura nuclear y terminan dando lugar a una o varias esferas densas
en las ultimas etapas. Los cambios iniciales se acompafan de una reduccion del
nucleo. Esta alteracién en la cromatina es fruto de la ruptura de la lamina nuclear,
estructura que se encuentra bajo la envoltura nuclear y que participa en su estabilidad.

Ademas de estos cambios morfolégicos, en el nucleo celular se produce durante la
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apoptosis, la fragmentacion del ADN en una escalera de subunidades regulares que
resultan del corte al azar entre los nucleosomas, llegan a sumarse hasta un millon de
cortes dando como consecuencia una situacion en la que la transcripcion se para, ya
que no existe forma de ser reparada. Se conoce muy poco sobre el papel que este

fendmeno puede jugar dentro del proceso global de la apoptosis (53).

La ruptura del ADN es llevada a cabo por una endonucleasa que se activa via caspasa.
Esta endonucleasa fue primero descrita en un ratén y se le denomino CAD (caspase-
activited dexyribonuclease). Esta enzima se encuentra normalmente en el citoplasma
de forma inactiva por efecto del inhibidor ICAD que posee sitios de corte por caspasa-3.
Durante el proceso de apoptosis, ICAD es degradado por la caspasa-3 y esto libera y
permite la activacién de la nucleasa CAD, que realiza su funcién sobre el nucleo de la
célula. En humano existe un sistema homologo al descrito en ratdén. Existe una proteina
humana DFF45 (DNA fragmentaciéon factor 45), que presenta una secuencia
significativa similar a la de ICAD y que media también fragmentacion del DNA en
nucleos cuando se produce activacion de la caspasa-3. De esta forma, se supone que
DFF45 actua en humanos sobre una nucleasa similar a CAD inhibiéndola igual que
ocurre en ratén. Aunque los efectos de la endonucleasa sobre el ADN celular sean tan
drasticos, estudios realizados induciendo apoptosis en células con un inhibidor ICAD
mutante resistente a caspasas, demuestran que la célula muere por apoptosis en

ausencia de fragmentacion del ADN.

Esta muerte se traduce en ruptura de sustratos en el citoplasma, alteraciones tipicas en
la membrana plasmatica, en la integridad de la mitocondria etc. Todo esto conduce a la
muerte de la célula que mantiene su ADN integro aunque la cromatina si presenta las
alteraciones tipicas de apoptosis, probablemente por la accion de caspasas sobre
proteinas nucleares comun como poli (ADP-ribosa), polimerasa (PARP) o lamina
nuclear. Este hecho permite replantear la degradacion del ADN en el proceso de
apoptosis, no como medio de destruccién de la célula si no como parte del proceso de
limpieza de las células muertas, facilitando su fagocitosis o previniendo que el ADN

integro pueda transformar a la célula fagocitica (53).
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HIPOTESIS:

Los leucocitos provenientes de nifios nacidos prematuramente presentaran signos de

apoptosis en comparacién a los obtenidos de nifilos nacidos a término.

OBJETIVO GENERAL.:

Determinar la presencia de signos de apoptosis en leucocitos provenientes de nifios

nacidos prematuramente, en comparacién con los nacidos a término.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Determinar en leucocitos provenientes tanto de nifios prematuros como nacidos

a término, la presencia de signos de apoptosis como son:
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a. Deteccidn de la proteina bcl-2 y p53 por el método de Western Blot
b. Determinacién de la actividad de la enzima caspasa-3

c. Deteccion de la fragmentacion del ADN usando geles de agarosa.

MATERIAL Y METODOS
5. PROTOCOLO EXPERIMENTAL

5.1 GRUPOS EXPERIMENTALES.

Los sujetos de estudio son nifios que nacieron en el Centro Médico Nacional “20 De
Noviembre”. ISSSTE en la seccidon de cuidados intensivos materno-fetales. El estudio
fue aprobado por el Comité de Etica de éste hospital y se realizé en el Laboratorio de
Bioquimica y Medicina Experimental de la Division de Investigacidon Biomédica de ésta
institucion.

A todos los tutores de los nifios que participaron en el estudio se les solicito el
consentimiento informado y su aprobacion, informandoles previamente de las

caracteristicas e implicaciones del mismo.
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El estudio se realizd en nifios de ambos sexos recién nacidos que fueron clasificados

en dos grupos (Cuadro 1).

Cuadro 1. Clasificaciéon de los ninos.

A
PREMATUROS

B
A TERMINO (control)

18 nifios (10 femeninos y 8

masculinos)

Edad de nacimiento < 36 semanas

10 niflos nacidos a término (6
femeninos y 4 masculinos)

Edad de nacimiento > 36 semanas

A todos los nifios de ambos grupos se les tom6 una muestra de sangre periférica por

puncion venosa de la region lateral externa o interna del talén, inmediatamente después

del nacimiento (Fig.9). La sangre fue obtenida en tubos con heparina o EDTA como

anticoagulante.
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Después de punzar el talon del nifio con una lanceta, el técnico
aprieta suavemente el pie para recolectar sangre en el vial.

Figura 9. Ejemplificacion de la puncion lateral externo o interno del talon.

5.2 TRATAMIENTO.

Las muestras de sangre fueron preparadas para la obtencién de leucocitos usando un
gradiente de Ficoll-Hipaque (Fig.10 y 11). Para ello, se coloc6 en un tubo de ensayo un
volumen de Ficoll-Hipaque y un volumen de sangre. La muestra fue centrifugada por 15
minutos a 2500 rpm en una centrifuga clinica. Al término de la centrifugacion, los
leucocitos fueron recuperados de la superficie y fueron lavados tres veces con solucién
salina isotdnica fria usando 10 minutos por lavada a 1500 rpm para obtener un extracto
total de proteinas el cual se dividid6 para determinar la actividad de caspasa-3,

fragmentacion del DNA y la presencia de la proteina bcl-2 y p53 (54).
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Figura 10. Tubos con Ficoll Hipaque.
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Figura 11. Separacion de leucocitos por gradiente de Ficoll Hipaque.
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6. WESTERN BLOT.

Una vez obtenidos los leucocitos, se tom6 una muestra de ellos para preparar la
muestra para Western-Blot usando un buffer de tratamiento (55-57). Brevemente se
procedid como sigue: se tom6é una muestra de leucocitos y se mezclaron con un
volumen de buffer de tratamiento (2-mercaptoetanol 2mM; SDS10%, glicerol1%, PBS a
pH8) y se procedi6 a homogenizar la mezcla usando un sonicador (Marca Turrex)
dando cinco “golpes” de 3 segundos cada uno. El homogenado fue centrifugado a 2000
rom por 10 minutos. El sobrenadante fue recuperado y usado como extracto total para

realizar el Western-Blot para detectar a la proteina p53 y bcl-2.

6.1. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINAS.

La concentracion de proteina se determin6 con el Método modificado de Bradford
(58,59). El procedimiento se realiz6 en una placa para ELISA por duplicado. Para la
curva de calibracién se agregaron los volumenes correspondientes a0, 1, 2, 3,4,6,8y
10 pg de proteina a partir de una solucién madre de 0.1ug/ul de albumina sérica bovina
y se completaron con solucién PBS a 160 pl. En el caso de las muestras, se agregan 5
bl del homogenizado y se adicionaron 155 pl de PBS. Tanto a la curva de calibracion
como a las muestras se les agregaron 40 ul de reactivo de Bradford, se mezclé cada
depésito de la placa y se leyd la absorbancia a 595nm. En un lector para ELISA
(Microplate; BIORAD,U.S.A.). Se construyd la curva estandar y por extrapolacion se
estimé la concentracion de proteina de las muestras, empleando regresion lineal
(60,61).

Soluciones empleadas:

- Reactivo de Bradford (5x): Se disuelven 100 mg de azul brillante de Coomassie G-
250 en 50 ml de Etanol al 95%. Una vez disuelto, se agregan lentamente 100 ml de
acido fosforico concentrado. Posteriormente se afora a 200 ml con agua desionizada.
Se almacena a 4°C evitando la exposicion a la luz (Frasco ambar); en estas condiciones

se mantienen estable por 6 meses.
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- Solucién de PBS (sin calcio ni magnesio): para preparar 1 litro de solucion 10x se
pesan 80 g de NaCl, 2 g de KCI, 11.5 g de Na;HPO. y 2 g de KH,PO, y se afora a 1
litro con agua desionizada; se ajusta el pH a 7.4 con HCI o NaOH 1N.

6.2. ELECTROFORESIS.

Se mezclaron alicuotas de las muestras (200 pl) con 20 pl de buffer de carga.
Posteriormente se calentaron a bafio maria durante 3 minutos para desnaturalizar las

proteinas y se colocaron en hielo inmediatamente.

Las camaras de electroforesis se lavaron con detergente y abundante agua y se
dejaron secar; los cristales donde se prepararon los geles ademas de haber sido
lavados y escurridos, se limpiaron con una toalla y metanol, para retirar trazas de
impurezas y grasas (62, 64, 65). Una vez listas, se prepararon geles de poliacrilamida al
10% (gel corrida) y al 6% (gel concentrador) (Cuadro 2) y se cargd una cantidad de

proteina constante (50 pg) de la muestra (Fig.12-C) (61,63).
i

v

Fig. 12 Topicos del protocolo experimental. A) Toma de mussira del recien nacido,

E) Proceso de Homagenizacdn, C) Proceso de carga de muasira en &l gel de
polizcrdamsde - SDS.
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Se cargaron 10 pyl de marcador de peso molecular (Rainbow Molecular Weigtht

Markers; Amersham Biosciences) de 10 000 a 250 000 Daltons.

La electroforesis se llevd a cabo en un equipo Mini-PROTEAN-3-Cell de BIO-RAD (83)
durante 80 minutos a 150 mV para separar las proteinas en funcién de su peso

molecular a favor de un gradiente eléctrico (Figura 13) (61,63)

GEL

TEII'II'.]LIIE Frogryle Dl
Poder S (T
1

Figura 13. Pasos generales de la Técnica de Electroforesis.

Soluciones empleadas:

- Solucién madre de Acrilamida: se disuelven 30 g de acrilamida y 0.8 g de Bis-
acrilamida (N,N" methylen-bis-acrilamida) en 50 ml de agua desionizada. Se afora a 100
ml y se almacena por 2 semanas entre 2-8 °C. Debe prepararse en campana de
extraccidon y con guantes.

- Solucién de Tris-HCI 1,5 M (pH 8.8): se disuelven 90.75 g de tris-base aforado a
500 ml agua desionizada y se ajusta el pH a 8.8 con NaOH 1N. Se almacena entre 2-8
°C.

- Solucién de Tris-HCI 1,0 M (pH 6.8): se disuelven 6.06 g de Tris- base 6 7.882 g de
Tris-HCI aforando a 100 ml de agua desionizada y ajusta el pH a 6.8 con HCI 1N. Se

conserva entre 2-8 °C.
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Cuadro 2. Soluciones para preparar Tris- Glicina-SDS-PAGE para geles de 1.5 mm de

espesor. Las cantidades referidas se requieren para preparar un gel de corrida (10 ml) y

un gel concentrador (2 ml).

AOui oenoreziaca 4.1 ml 14 mi
Trs 1.5 M (oM & &) 25 ml

Traa M (zHEA) 25 mi
205 10 % &1 mi 002 mi
Serlaroda-Sis acrlamica al 30 5% 33 ml p33mi

Amifor sunvamenis 5 a 10 minados

Farsilaio de emonig al 10 % 0Ll ml La2 mi
TEFED L mi 0002 m

S0E, podecl =ufalc de sodio; TEMED, MMM W-wtrmmetl edlenciomda; S05-P0GE,

Soluciones empleadas:

Solucion de SDS al 10% se pesan 10 g de SDS y se disuelven aforando a 100 mi
de agua desionizada. Se conserva a temperatura ambiente.

Solucién de persulfato de amonio al 10%; se disuelven 0,1 g de persulfato de
amonio en 1 ml de agua desionizada. Se conserva entre 2-4 °C.

Buffer de carga para inmunoblot (10X). Se adicionan en un tubo falcén de 50 mi
los reactivos en el siguiente orden: agua desionizada (0.5ml), Tris- HCL 0,5 M pH
6,8 (12.5 ml), SDS al 50% (2 ml), Glicerol (10 ml) y azul de Bromofenol (0.12 g).
A la mezcla resultante se le agrega la cantidad necesaria de B-mercaptoetanol
para obtener una concentracion final de 20% del volumen de buffer de carga. El
buffer de carga con B-mercaptoetanol se adiciona a la muestra, de manera que
alcance una concentracion final del 10% del volumen de la muestra. Se

almacena en refrigeracion.
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- Buffer de corrida para inmunoblot (10x); se pesan 30.2 g de Tris-HCI, 144g de
Glicina y 10 g de SDS. Todo se disuelve perfectamente en agua desionizada

aforando a 1000 ml. Se almacena entre 2y 8 °C.

6.3. TRANSFERENCIA.

Una vez terminada la electroforesis, las proteinas separadas presentes en el gel se
trasfirieron a membranas de PVDF (Hybond-P Amersham Bioscences, UK) empleando
un sistema semiseco Trans-blot SD Electrophoretic Transfer Cell de Bio-Rad durante 80
minutos a 100 mA (Figura 14) (55, 56, 60, 64,65).

Figura 14. Ejemplificacion de la Transferencia.

Para este paso se prehumedecié la membrana de PVDF en metanol absoluto por 5
minutos y posteriormente se sumergié en buffer de transferencia junto con los papeles
filtro (Extra Thick Blot Paper de Bio- Rad). Todos los pasos deben realizarse con
guantes y de preferencia con pinzas. La membrana de PVDF, el Gel y los papeles filtros
se dispusieron de la siguiente manera en la unidad de transferencia (a manera de

sandwich Fig.15), procurando eliminar el exceso de buffer (65-56).
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Figura 15. Componentes del sandwich de transferencia.

Al término de la transferencia se tifieron las membranas de nitrocelulosa con solucion
de rojo de Ponceu para determinar la ubicacion de las proteinas y para comprobar la

eficacia de la transferencia (55,56).

Soluciones empleadas:
-Buffer de transferencia 10X (solucidn madre). Se pesan y mezclan con agua
desionizada los siguientes reactivos: Tris-HCI (3.0275 g), Glicina (14.4413 q) y se
afora a 1000 ml. Esta solucién madre se almacena entre 2 y 8 °C. Para preparar 200
ml de buffer de transferencia se disuelven 20 ml de la solucién madre, 140 ml de
agua desionizada y 40 ml de metanol. Debe ser en este orden para evitar la
precipitacion de las sales. La proporcion es: 10% de solucion madre, 70% de agua

desionizada y 20 % de metanol en la solucién final.

6.4. BLOQUEO E INCUBACION CON ANTICUERPOS.

Una vez realizada la transferencia, las membranas fueron bloqueadas con TBST- leche
al 5%, durante 1 h, a temperatura ambiente, en agitacién constante. Con esto se
consigue bloquear con caseina el resto de la membrana donde hay proteina transferida
(55, 56,62-65).

A continuacién, las membranas se incubaron con anticuerpos policlonales de cabra

contra la presencia de las proteinas bcl-2 y p53 (Santa Cruz Biotechnology, U.S.A.)
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Diluidos 1:200 y 1:1000, Respectivamente, en TBST-leche 5% a 4°C durante toda la

noche, en agitacion continua.

Las membranas se lavaron 3 veces con TBST por 10 minutos y se incubaron con
anticuerpo secundario anti-cabra (Santa cruz Biotechnology) conjugado con peroxidasa
de rabano, diluido 1:1000 en TBST-leche 5% durante 2 h a temperatura ambiente en

agitacion constante y se lavaron 3 veces con TBST durante 10 minutos (55, 56,62-65).

Soluciones empleadas:

-Solucién de TBS (10X): se pesan 12.1 g de Tris-HCI o Tris- HCI o Tris-base y 89 g de
NaCl y se afora a 1000 ml. Estando bien disueltos se almacena en refrigeracion.
-Solucion de TBST (Tween) al 0.1% a 1 litro de TBS 1X se le agrega 1 ml de Tween 20.
Es conveniente pipetearlo con una jeringa de insulina debido a que es una sustancia
muy espesa.

-Soluciones de TBST- leche al 5% se pesan 5 g de leche en polvo (Svelty) y se afora a
100 ml con solucién de TBST al 0.1% posteriormente se mezclan y se mantienen en

agitacién constante.

6.5. DETECCION.

Las membranas se incubaron con sustrato colorimétrico rojo de ponceau, una vez
localizada la proteina requerida, la membrana fue escaneada en un equipo Alpha
imagen (Figura 16). Con un sistema de documentacion y analisis para determinar por
medio de absorbancia (lectura 600nm) la cantidad aparente de cada proteina (55,
56,61-65).
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Figura 16. Principales pasos del inmunoreconocimiento y deteccién de una proteina.

7. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE CASPASA-3.

Se utilizo un kit de Ensayo para medir la actividad celular (Calbiochem® Caspasa-3) de
caspasa-3, asi como su actividad en los extractos celulares (66). La caspasa-3 es un
miembro de la familia de las caspasas que juega un importante papel como mediadores
de la apoptosis o muerte celular programada. Después de su activacién, la caspasa-3
corta una gran variedad de proteinas celulares, causando cambios morfolégicos vy

funcionales en las células que llevan a cabo la apoptosis (66).

El extracto total de proteinas, fue mezclado con un volumen equivalente de tampédn de
fosfato salino (PBS), posteriormente se resuspenden las células a una concentracion
deseada con un tampén helado de lisis celular, se incuban durante 5 minutos y se

centrifugan a 10000x g, 10 minutos a 4 °C.

Para el ensayo se descongelan todos los componentes del kit manteniéndolos en bafio
de hielo hasta su uso. Se diluye el inhibidor de caspasa-3 (Ac-DEVD-CHO) 1:200 en el

tampdén de ensayo, mediante la adicion de 1 pyl del inhibidor y 200 pl del tampodn de
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ensayo en un tubo por separado. Por otra parte se diluyé el sustrato colorimétrico de la
caspasa-3 (Ac-DEVD-pNA) en el tampén de ensayo a dos veces de concentracion final
deseada. Equilibrar la dilucién a la temperatura de ensayo (37°C). Finalmente
obtenemos 15 pl (30U) de la caspasa-3 por pozo. Ahadir tampon de ensayo a cada
pocillo de la placa de %2 volumen segun sea necesario. El volumen final de cada
reaccion sera de 100 pl. Permitir que la placa se equilibre a la temperatura de ensayo
(37°C) y anadir 10ul de los extractos celulares o 15 pl de caspasa-3 (diluido) en los

pocillos correspondientes.
Incubar la placa a temperatura de ensayo durante 10 minutos o un poco mas para

permitir la inhibicion y la interaccion con la enzima. Se realiz6 una lectura de la

absorbancia a 405 nm para detectar el sustrato colorimétrico (Figura 17) (66,67).

Actividad de Caspasas

. Incubacion a Temperatura
Lisis Celular Ambiente: 30min

Figura 17. Determinacién de Caspasa- 3.
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Soluciones empleadas:

-Tampodn de lisis Celular (Se suministra de 30 ml de HEPES, 5 mM DTT, 0.1 mM EDTA,
0.1% CHAPS, pH 7.4).

-Bufer de ensayo. Se suministra en 20 ml de 100 mM de NaCl , 50 mM HEPES, 10 mM
DTT, 1 mM EDTA, 10% glycerol, 0.1% CHAPS. pH 7.4 .

-Caspasa-3, Humano, recombinante (Se suministra hasta 300 unidades (10 unidades/
ul) en bufer de ensayo).

-Sustrato | colorimétrico de caspasa (Ac-DEVD-pNA). Se suministra 1 ml en 2 ml (1.3
mg/ml) en bufer de ensayo.

-p-Nitroanilina (Se suministra 1 ml en 50 yM de solucién bufer de ensayo).

Inhibidor de la caspasa-3 (Se suministra 50 pl de 100 yM (0.05mg/ml) en DMSO).
-Estandar de calibracion AMC (7-amino-4-metilcumarina). Se suministra 1 ml de

solucion 30 uM en el bufer de ensayo.

8. FRAGMENTACION DEL ADN.

Las moléculas de ADN de las células son excesivamente grandes para avanzar a
través de un gel de electroforesis normal, pero pueden analizarse si previamente se han
fragmentado de forma controlada. Se suelen emplear geles de agarosa (concentracion
0.3% y 2%), mas porosos que los de poliacrilamida. Las caracteristicas mecanicas de
estos geles hacen aconsejable la realizacion de la electroforesis  horizontal,

habitualmente submarina (Figura 18) (68,69).

Figura 18. Electroforesis Horizontal.
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8.1. EXTRACCION DEL ADN.

El primer paso en la purificacion del ADN consiste en homogeneizar las células y lisar
los nucleos de los cuales se extrae el ADN. Agregar 500 ul de buffer de lisis al extracto
de proteinas, agitar vigorozamente (con auxilio de un Vortex) e incubar por un minimo
de 2 horas o toda la noche a 4°C, (una hora antes de finalizar, agregar 5 ul de RNasa
A). Centrifugar a 14000 rpm durante 2 minutos. Pipetear 500 pl del sobrenadante a un
tubo limpio, lavar con solucion de lisis, mezclar con vortex y centrifugar nuevamente a
14000 rpm durante 2 minutos. Decantar el sobrenadante y resuspender agregando
5700 pl de NaCl 5.0 mM, agitar brevemente y adicionar 40 yl de SDS al 10%.
Centrifugar a 14000 rpm por 10 min. Pipetear 500-600ul del sobrenadante a un tubo
limpio. Agregar igual volumen de cloroformo—alcohol isoamilico (49:1). Centrifugar a

14000 rpm por 6 minutos. Decantar a un tubo limpio con etanol absoluto frio (-20°C).

Para recuperar mayor cantidad de ADN se realiza una segunda purificacion donde se
coloca el sobrenadante obtenido anteriormente a -20°C por dos horas o toda la noche.
Con la micropipeta tranferir el ADN a otro tubo limpio con etanol al 70%. Centrifugar a
14000 rpm por 6 min. Descartar todo el liquido sobrenadante con cuidado de no tirar el

pellet. Descartar el alcohol y dejar secar a temperatura ambiente (Figura. 19) (70-71).

EXTRACCION ADN

TAMPON LISIS +
PROTEINASA K

CENTRIFUGACIGN

FENOL/CLOROFORMO

ELECTROFORESIS

Figura 19. Técnica de extracciéon de ADN.



43
8.2. SEPARACION DEL ADN MEDIANTE ELECTROFORESIS EN GEL.

La electroforesis en gel se utiliza ampliamente en la separacién de acidos nucleicos de
diferente peso molecular (Fig.20). Las moléculas de DNA pequenas, de unos pocos
cientos de nucledtidos o menos, por lo general se separan en un gel de agarosa 1%.
Las muestras de DNA se aplican (20 pg) en pocillos practicados dentro del gel. La
carga eléctrica de una molécula de DNA depende de sus grupos fosfatos, y el numero
de éstos es igual al doble del numero de pares de bases. La forma de todas las
moléculas de ADN es esencialmente la misma. En consecuencia, resulta que la
movilidad en electroforesis depende exclusivamente de la longitud de la molécula
(medida habitualmente como numero de pares de bases, pb: la electroforesis separa
los fragmentos de ADN de acuerdo con su longitud en pb. El avance del frente de
electroforesis se sigue con colorantes como azul de bromofenol contenido en el buffer
de carga que se le afiade a la muestra. La electroforesis se llevé a cabo en un equipo
HE 99 Max Submarine Gel Unit durante 45 minutos a 150 mV, para separar las
proteinas en funcion de su peso molecular a favor de un gradiente eléctrico (70,71).

AN molde abierto
d de metacrilato
'

Cinta adhesiva

Mo debe tocar
el fondo
muestra

3
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Eleqtmhtej LELB@@N

Figura 20. Esquema del desarrollo de una electroforesis de Acidos nucleicos en gel de

agarosa.
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Soluciones empleadas:

- Buffer de lisis (50 mM de tris HCL, 50 mM EDTA pH 8.1% de SDS y 50 mM de NaCl )
-NaCl (5 mM)

- Solucién de SDS al 10% se pesan 10 g de SDS y se disuelven aforando a 100 ml de
agua desionizada. Se conserva a temperatura ambiente.

-Cloroformo-alcohol isoamilico

-Etanol o isopropanol a -20°C

Preparacion del gel de agarosa:

- Se vierten en un matraz 30 ml del tampon de electroforesis TBE y 0,21 g de agarosa

(0,7 %). 3.3.2. Se funde la solucién de agarosa en un microondas o placa calefactora.

- Se deja enfriar la suspensién hasta que alcance unos 50 2C aproximadamente.

-Se sella con cinta adhesiva el soporte donde se va a verter el gel de agarosa y se

coloca el peine que servira para formar los pocillos del gel.

- Una vez que la solucion de agarosa ha alcanzado los 50 2C, se le afiaden 2 pL de

bromuro de etidio (10 mg/ml) y se mezcla bien (uso necesario de guantes).

- Se vierte la solucién de agarosa con bromuro de etidio en el soporte, previamente

sellado. Se deja polimerizar durante unos 30 minutos.
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RESULTADOS.

Al consultar el expediente clinico de las madres, al ingreso del servicio de ginecologia
de nuestra instituciéon, se obtuvo una fuente de datos con la que se realiz6 el Cuadro 3.
El cual muestra las caracteristicas generales de las mujeres cuyo producto nacié
prematuramente (n=18) asi como del grupo control (n=10). Tal como se puede
observar, no existen diferencias entre las variables determinadas entre ambos tipos de
mujeres con excepcion de la presion sanguinea durante el nacimiento en donde se
observo que las mujeres con parto prematuro presenta una mediana superior a las del

grupo control (175/113 vs 115/70); respectivamente.

Cuadro 3. Caracteristicas generales de las madres de los recién nacidos del grupo

control y de los prematuros.

Variables Control (n=10) Prematuros (n= 18)
Edad (anos) 30.5 £ 5.41 (23-35) 31.72 + 6.42 (23-37)
I.LM.C. (kg/m?) 27.22 + 4.45 (20-40) 26.43 + 3.75 (20-40)
Relacion 317 10/8
Primipara/multipara
Presion sanguinea en 110/68 120/75
reposo, (mm Hg) (108/63-115/70) (118/70-123/78)
Presion sanguinea durante 115/70 175/113
el nacimiento (mm Hg) (108/68-120/75) (170/110-180/115)
Hemoglobina (g/dL) 11.9 (11.2-12.9) 12.5(11.1-13.0)
Cuenta de plaquetas (x10°/ 205 (183-236) 198 (161-229)
, L)
Acido urico (mmol/L) 257 (204-315) 260 (210-317)

*Los datos se expresan como promedios + D.E (rangos), o mediana (rangos) segun

corresponda.

Por otro lado, el Cuadro 4 muestra las caracteristicas generales de los recién nacidos
tanto del grupo control como de los prematuros, los cuales fueron obtenidos de sus

notas de ingreso ya sea al cunero o al servicio de cuidados intensivos neonatales.
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Cuadro 4. Caracteristicas generales de los recién nacidos prematuros y los del grupo

control incluidos en el estudio.

Variables Control (n =10) Prematuros (n = 18)
Edad gestacional 32.8 £ 2.21 (26-36) 25 £ 1.37 (24-28)*
(semanas)
Sexo (Fem/Mas) 8/2 11/7
Peso corporal (kg) 1.92 + 0.62 (1.01-3.10) 1.25 + 0.26 (0.98-1.52)*
Tipo de nacimiento
Vaginal 8 2
Cesarea 2 16
Apgar 1 minuto 7 (6-10) 3 (1-6)
Apgar 5 minutos 9 (7-10) 4 (3-6)
Intubado y recibe 0 18

oxigeno al nacimiento

(n)

Dias de oxigenoterapia 0 3-5

Analisis de gases

sanguineos al

nacimiento.
pH 7.32 £ 0.09 (7.25-7.38) 7.15 %+ 0.05 (6.89-7.22)*
Deficiencia de Base 6.08 £ 2.81 (1.82-9.21) 7.31+£3.1(1.11-16.81)*
(mM)

*Los resultados se expresan como promedios + D.E. (rangos), o mediana y rangos,

segun corresponda. *p< 0.05 vs grupo control.

Como puede observarse, en el grupo de nifos prematuros, se presenta una edad
gestacional y peso corporal inferiores al del grupo control; dato por demas esperado; se
presenté un mayor numero de nacimientos por cesarea, asi como un Apgar menor tanto
al minuto como a los cinco minutos; ademas de que todos los nifios prematuros fueron
intubados. Por otro lado, comparandolos con el grupo control, los recién nacidos
prematuros presentaron un menor promedio de pH y deficiencia de base (Cuadro 4).

De los 18 nifios prematuros, el 88.8% (n= 16) fueron producto de madres que
presentaron preeclampsia las cuales fueron sometidas a cesarea dentro de las 48 horas

posteriores a su ingreso al hospital y se registraron datos de sufrimiento fetal en todas
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ellas. Ademas, el 11.2% (n= 2) de las pacientes presentaron un parto por via vaginal

presentando trabajo de parto pretérmino sin conocer la causa etioldgica.

Con el objeto de determinar la participacion de la expresidén de varias proteinas que se
relacionan con la muerte celular se determiné su expresion proteica mediante la técnica
de Western Blot vistos con tincion del papel de nitocrlilosa con rojo de ponceau (Figura
21) empleando un extracto de proteina total proveniente de leucocitos de sangre
periférica obtenida de los sujetos de estudio tanto en nifios normales como en los

prematuros.

NINOS SANOS (1) Y PREMATUROS (2)

Figura 21. Imagen representativa de un Western Blot de una muestra de proteinas
totales de leucocitos provenientes de nifios sanos y prematuros
En la figura 22 se muestra un ejemplo del Western-Blot para la determinacion de la
presencia de Bcl-2 en ambos grupos de estudio. Como se puede observar, existe una
mayor presencia de esta proteina en la muestra de leucocitos proveniente de los nifios

prematuros en comparacién con los del grupo control.
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Figura 22. Imagen representativa de leucocitos provenientes de nifios prematuros y a

término para detectar la presencia de la proteina Bcl-2 por medio de Western Blot.

En la figura 23 se muestra una imagen representativa del Western Blot realizado para
detectar la presencia de la proteina p53 en ambos grupos de estudio. Al igual que con
la proteina bcl-2, se observa un incremento importante en la presencia de la proteina
p53 en las muestras provenientes de nifios prematuros en comparaciéon con el grupo

control.
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Proteinas Control Prematuro

totales

Figura 23. Imagen representativa de leucocitos provenientes de nifios prematuros y a

término para detectar la presencia de la proteina p53 por medio de Western Blot.

Por medio del kit de Ensayo (Calbiochem® Caspasa-3) se determiné la actividad de la
enzima caspasa- 3 y se observa un aumento en la actividad de esta enzima en las
muestras de leucocitos de los recién nacidos prematuros en comparacion con las

muestras de los nifios nacidos a término (Figura 24).
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Figura 24. Grafico de la Actividad de la Enzima Caspasa-3.

La Figura 25 muestra un ejemplo de un gel de agarosa preparado para observar la
fragmentacion del ADN en muestras obtenidas de leucocitos provenientes de nifios
prematuros y nacidos a término. Tal como se puede observar, existe un patrén de
fragmentaciéon del ADN en “escalera” en las muestras provenientes de los nifios

prematuros, en comparacion con las muestras de ADN obtenidas del grupo control.
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Figura 25. Imagen representativa de un gel de agarosa para observar la fragmentacién

de ADN en muestras provenientes de nifios prematuros y a término.

Nuestros datos sugieren que los leucocitos provenientes de los nifios prematuros

presentan apoptosis como se ha demostrado en las determinaciones anteriores.

DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS.

Al analizar los expedientes clinicos de las mamas que fueron internadas en el servicio
de ginecologia del CMN “20 de Noviembre”, se puede observar que aquellas mamas
que presentan un parto prematuro, tuvieron una variacion importante en su presion

arterial, en comparaciéon de las mujeres que presentaron un parto a término. Estas
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variaciones en la presion arterial de las mamas con parto prematuro presentan
preeclampsia lo que explica las elevadas cifras en la presiéon arterial ya que éste factor
es importante en este tipo de patologias (7,8).

Como consecuencia de que las mamas con preeclampsia tienen un parto prematuro,
sus recién nacidos presentan una edad gestacional y un peso corporal inferiores a los
nifos nacidos a término, que es como ha sido reportado previamente, ya que éstos dos
datos (edad gestacional y peso corporal) son los principales parametros clinicos que se
toman en cuenta para evaluar si un recién nacido es o no prematuro (1-4). Por otro
lado, como consecuencia de la preeclampsia que presenta la madre, los nifios
prematuros nacieron por cesarea y al nacimiento presentaron una calificacion de Apgar
inferior al minuto y a los cinco minutos posteriores a su nacimiento. La calificacion de
Apgar es una prueba clinica que sirve para tener una valoracion general sobre el estado
de salud del recién nacido y saber sobre la tolerancia que tienen los bebés al proceso
del nacimiento, asi como su posible sufrimiento que nos lleva a evaluar su nivel de
adaptabilidad al medio ambiente y su capacidad de recuperacion (3,5,6).

Tal como fue mencionado en la secciéon de la introduccién, los nifios prematuros son
altamente propensos a presentar infecciones que en cierto momento, pueden causarles
la muerte. Infecciones del aparato respiratorio y gastrointestinales son las principales
causas de muerte en los niflos prematuros durante el primer mes de vida (1-6).
Ademas, es conocido el hecho de que el sistema inmune juega una parte importante en
la defensa del recién nacido ante el ataque de virus, bacterias y parasitos; ademas de
que los leucocitos son los principales actores en este proceso de defensa (1-6).

Los leucocitos son producidos en la médula ésea y se encuentran en el torrente
circulatorio en donde ejercen su funcién de “vigilancia” del organismo ante la presencia
de agentes patogenos (11,12). Los leucocitos presentan una vida media entre 20 a 40
dias y posteriormente, son eliminados de la circulacién al activarse el sistema de la
apoptosis. Al mismo tiempo, en la médula désea se estan madurando nuevos leucocitos
que van a sustituir a los que fueron eliminados por este sistema de apoptosis (1,12,18-
22). Por otro lado, se sabe que en algunas enfermedades infecciosas (como es el
SIDA) o que son crénico-degenerativas (como es la diabetes mellitus); los leucocitos

presentan un mayor grado de apoptosis en comparacion a poblacion sana, lo que hace
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que en este tipo de personas tengan cuadros de infecciones mas frecuentemente que
en la poblaciéon normal (12, 17, 42, 43, 45).

Tomando en cuenta lo anterior, los datos sugieren que los leucocitos de los nifios
prematuros pueden tener un proceso de apoptosis mas “activo” lo que los haria mas
propensos a presentar todo tipo de infecciones que pueden provocarles la muerte
(9,10).

Nuestros resultados muestran que los leucocitos que provienen de nifilos prematuros
presentan datos de apoptosis mayores a los que son obtenidos de nifos nacidos a
término. Para ello, usamos como marcadores de apoptosis la determinacion de
proteinas consideradas como claves en este proceso, como son la deteccidon de las
proteinas bcl-2 y p53, ademas de determinar la actividad de la enzima caspasa-3 y
detectar la fragmentacion del ADN.

Estos indicadores nos sefalan en que momento la célula, que inicia un ciclo celular,
entra a un proceso de autodestruccion (apoptosis) o continuar en el ciclo celular para
dividirse por mitosis; lo que es fundamental tanto para generar nuevas células en el
desarrollo embrionario como para reemplazar las células dafadas en un 6rgano adulto
(15).

Una célula entra en apoptosis cuando ésta pierde el contacto con sus alrededores;
cuando existe un dafo interno irreparable; o cuando recibe sefales del medio externo
que inducen o atenuan el ciclo celular (26,27). El ciclo celular es el proceso ordenado y
repetitivo en el que la célula crece y se divide en dos células hijas (15, 16,19). Dentro
de la regulacion del ciclo celular existen tres puntos especialmente importantes
llamados puntos de regulacion; el primero de ellos esta entre las fases G1y S (también
llamado punto de restriccidn), el segundo entre las fases G2 y la mitosis y un tercero en
la anafase durante la mitosis. En estos puntos el ciclo se puede detener en caso de
dafio al ADN o cuando los eventos moleculares para la transicion a la siguiente fase no
se han completado (17).

El ciclo celular es el proceso ordenado y repetitivo en el que la célula crece y se divide
en dos células hijas y consta de las siguientes fases: fase GO (estado de reposo); fase
de control G1, fase S (en donde se da la sintesis de ADN); fase de control G2 y fase M.

La apoptosis puede iniciarse en el tercio final de la fase G1 del ciclo celular y puede ser
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que se active para impedir que una célula que esta danada (principalmente en su ADN)
ingrese a la fase S del ciclo celular; de tal manera que las mutaciones o lesiones no se
reproduzcan durante la replicacion del ADN (21-25). La fase G1 es el punto del ciclo
celular en donde la célula se encarga de revisar las condiciones del medio, buscando
factores que induzcan el progreso del ciclo celular, revisar que la célula haya crecido lo
suficiente y que el material genético este intacto (21-25).

Podemos decir que las células tienen mecanismos de control capaces de frenar el ciclo
celular si algun error ocurre, para poder ser reparado o bien para inducir la apoptosis
cuando el dafio es muy extenso. En condiciones normales no se permite la progresion
del ciclo hasta que el error no se haya corregido; sin embargo, algunas células tienen
mutadas ciertas proteinas reguladoras que pueden ser capaces de repetir el ciclo
indefinidamente aun sin integridad del ADN, como ocurre en el cancer (27-35).

Se ha descrito que existen dos vias por la que se da el mecanismo de apoptosis. La
llamada via extrinseca es inducida por la unién de un receptor con un ligando, que
hacen que los receptores que estan en la superficie celular y que pertenecen a la
familia de los receptores TNF (receptor del factor de necrosis tumoral) produzcan la
activacion de una via de muerte comun. La llamada via intrinseca se da por una
activacion de estrés y otras sefales las cuales desencadenan la liberacion del
citocromo C al citoplasma. En cualquiera de las dos vias, los genes mas estudiados que
participan en el proceso de la apoptosis son: bcl-2, p53 y caspasas entre otros (28-
30,33).

Tal como lo muestran nuestros resultados de analisis por Western-Blot, nosotros
detectamos un incremento en la expresion de las proteinas bcl-2 y p53 en los leucocitos
provenientes de nifios prematuros, en comparacion con los de nifios nacidos a término.
Ademas, detectamos un incremento en la actividad de la caspasa-3 y encontramos un

patron en “escalera” del ADN, que son caracteristicos de un proceso de apoptosis.

Tanto Bcl-2 como p53 son dos proteinas muy importantes durante el proceso del ciclo
celular ya que, una vez que la célula pasa a la fase de G1, estos dos factores se

encargan de preparar a la maquinaria celular para pasar a la fase S.
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En el caso de Bcl-2, ésta proteina es un sensor importante del ciclo celular ya que
determina si la célula puede continuar a la siguiente fase o entra en un proceso de
apoptosis.

Bcl-2 es una proteina que es miembro de una familia de moléculas pro y antiapoptoticas
encargadas de activar la muerte celular, ya que son proteinas que residen en la
superficie celular (35,36) y cuando son activadas pueden alterar la integridad de la
membrana, ya que ocurre una pérdida de potencial y desestabilizacién de la membrana
externa. Nosotros pensamos que la sobre expresion de Bcl-2 (Figura 22) en los
leucocitos de los nifios que nacieron prematuros, altera la integridad de la célula y actua
especificamente en los procesos de contraccién citoplasmatica, condensacion nuclear y
ruptura endonucleolitica del ADN lo que da la sefial de apoptosis mas alta en
comparacion con los nifios que nacieron a término ya que la expresion de esta proteina
en estas muestras es mas baja.

Por otro lado, se sabe que diversos estimulos inducen y activan a diferentes proteinas
con ciertos dominios mediante mecanismos transcripcionales y postranscripcionales.
Por lo que una lesion del ADN contribuye a la induccién transcripcional, mediada por
p53 (40).

Se ha descrito que un aumento de la expresion de p53 se asocia a una detecciéon del
ciclo celular favoreciendo la reparacion del ADN dafiado (43), por lo que la funcién
primordial de esta proteina es encargarse de regular la transcripcion en el ciclo celular y
si existe una mutacion de este o un incremento en la expresién, como es en el caso de
las muestras de leucocitos de nifios prematuros (Figura 23) a comparacion con la de los
recién nacidos a término, se puede decir que esta elevacion induce a las células a que
se detengan desde la fase G1 del ciclo celular para evitar un dafio al ADN y asi la célula
entre a un estado de senescencia o de apoptosis (40-44).

Por otro lado, los receptores de muerte celular activan a una serie de enzimas llamadas
caspasas para que se dispare el proceso de muerte celular. Las caspasas realizan su
funcién enzimatica de forma especifica, eficaz y todas estas proteinas se activan por
protedlisis, la cual permite realizar su funcibn con un efecto cascada que se va
amplificando a si mismo desde que se da la sefial de inicio. De esta forma contribuyen

al desmantelamiento y empaquetamiento de la célula moribunda (48,49).
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Como ya se menciond anteriormente esta proteina induce los cambios morfologicos y
bioquimicos observados durante la muerte celular, de acuerdo a nuestros resultados
obtenidos podemos decir que existe una mayor actividad de la caspasa-3 en las
muestras de leucocitos de nifios prematuros a diferencia de las muestras de los nifios a
término. Este incremento en la actividad (Figura 24) de la caspasa-3 que se da en las
muestras de los nifios prematuros se debe a que la cascada de sefalizacion que
desencadena este tipo de enzimas no se esta regulando adecuadamente por lo que su
activacion se desencadena para iniciar el proceso de muerte, en este caso la caspasa-3
nos indica que hay una condensacién de la cromatina y es la responsable de la
fragmentacion del ADN (52). Esta fragmentacion es un evento caracteristico del
fendmeno apoptoético y es la fragmentacion del ADN que se da por una nucleasa de 40
KD. El material genético es roto en 300 kilo bases (Kb) y posteriormente en pequefios
fragmentos de 180 a 200 pares de bases (pb) y multiplos de ellos. Los cuales pueden
ser observados en la electroforesis en gel de agarosa donde se produce una

fragmentacion llamada “patrén de escalera de ADN” (Figura 25) (53).

En si el proceso de apotosis puede activarse por diferentes tipos de estimulos pero

puede diferenciarse este proceso en varias fases como:

» Efectora: En esta fase la célula ya estad destinada a morir sin opcién de retornar
alguna parte del ciclo celular. También existe una activacion de ciertos grupos
enzimaticos, junto con cambios en el citoesqueleto celular, produciendo cambios en

el tamano y forma celular.

* Degradativa: En esta etapa como su nombre lo dice se degradan los acidos
nucleicos y hay mas cambios en la membrana celular. Se activan las endonucleasas
que se encargan de fragmentar el ADN lo que hacen que se formen cuerpos
apoptdsicos; ademas, se producen cambios marcados en el citoesqueleto y se
condensa la cromatina. Estos cuerpos apoptosicos son fagocitados por macrofagos,

impidiendo la salida del contenido celular al exterior y evitando inflamacién.
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* Limpieza: por ultimo en esta fase los macréfagos se encargan de eliminar todas las
células apoptosicas, sin que esto afecte al tejido circundante, atraidos por ligandos

especificos (26,27).

Las células reciben constantemente sefiales de vida y de muerte y es el contexto
celular el que determina el resultado final. De manera normal, las células tienen en su
interior la maquinaria enzimatica necesaria para ejecutar el programa apoptotico. Este
proceso es innato y evolutivamente conservado, en el cual las células se inactivan, se
desensamblan y degradan su propia estructura y componentes de manera coordinada y

caracteristica (39).

El mecanismo por medio del cual, los leucocitos de los nifios prematuros son activados
para entrar en apoptosis y sus mecanismos que lo continuan, no los conocemos en la
actualidad. Sin embargo, se ha reportado que pueden existir fenbmenos de apoptosis
en leucocitos de sangre periférica en enfermedades generalmente con autoinmunidad,
infecciones viricas (27,75), metabdlicas las cuales podemos suponer que se heredan de
forma autondmica recesiva o en este caso seria por una herencia especial llamada
materna  (mitocondrial) como por ejemplo la diabetes, enfermedades
neurodegenerativas, leucemia, enfermedades del higado, malformaciones hereditarias
entre otras (27, 72, 73, 74).

Otros factores que pensamos que pueden desencadenar este proceso son las
patologias que afectan a la madre y/o producto como las alteraciones trofoblasticas
(76,77), toxicomanias, desnutricion (78,79), rol de la mitocondria y el estrés oxidativo
(80).

Como hemos expuesto con anterioridad, existen diferentes factores que dan una
alteracion en los mecanismos de apoptosis. Los estudios preliminares realizados no
han demostrado si estas alteraciones se producen a nivel genémico (mutacion,
deleccion, amplificacion), a nivel transcripcional o a nivel de la expresion de las
proteinas implicadas en la apoptosis. El estudio de la existencia 0 no de estas

alteraciones y su caracterizacion pueden ayudar, sin duda, a definir mejor la patogenia
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y a sugerir implicaciones terapéuticas que podrian tener la restauracién del control de la

apoptosis.

Seria interesante llegar a profundizar mas el estudio ya que el principal problema radica
en su inespecificidad de accion, que da lugar a numerosos efectos no deseados al
afectar a diferentes tipos de células. Esperemos que en investigaciones futuras se

tenga una mejor nocion de que es lo que provoca en si este proceso.
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CONCLUSIONES.

En conclusién podemos decir que el sistema inmune celular de los nifios recién nacidos
prematuramente es mas propenso a todo tipo de infecciones a comparacion de los

recién nacidos a término.

Como lo mencionamos anteriormente los leucocitos son una parte fundamental de
proteccion para el sistema inmune, pero de acuerdo al estudio realizado sabemos que
estas células estan en constante proceso de apoptosis debido a una serie de
alteraciones que ocurre en ellas, ya que al momento de entrar en el ciclo celular esta se
queda detenida en la fase G1 por lo que la célula queda imposibilitada para preparase y
dividir su ADN, dado a que la célula no esta apta para seguir por el ciclo celular se
desencadena una sefalizacion o alteracion de la proteina Bcl-2 la cual es considerada
como un indicador de que entro en la fase G1 pero que no puede pasar a otra fase ya
que p53 también presenta una sobre expresion la cual indica un dafio en el ADN por lo
que la cascada de sefalizacion sigue con los distintos tipos de caspasas, pero la mas
relevante se da en la activacion de caspasa-3 ya su incremento de actividad hace que
se degrade el citoesqueleto, su estructura y componentes de manera coordinada

durante el fenémeno de apoptosis.

Toda esta actividad y presencia de las proteinas de p53, Bcl-2 y caspasa-3 fue evidente
en los Western Blot empleados y por el kit de actividad de capasa-3, los cuales nos
muestran una mayor presencia en las muestras de los nifios que nacieron
prematuramente a comparacion con la presencia que se da en las muestras de los

nifos que nacieron a tiempo.

La actividad y presencia de estas proteinas, indican que en lugar de frenar la muerte
celular ocurre un desequilibrio el cual se ve reflejado en que la célula no llega a
completar el ciclo celular ni continuar su proliferacion ya que se frena este proceso.
Donde la célula es abortada por no cumplir con su funciones ni caracteristicas
especificas, por lo que definitivamente es abortada para dar lugar a que ocurra muerte

celular la cual podemos comprobar por medio de la fragmentacién del ADN que es una
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caracteristica fundamental durante este proceso, asi como el incremento de la actividad
y sobreexpresion que presentan las proteinas p53, Bcl-2 y caspasa-3 los cuales nos

indican que efectivamente las células estan en constante apoptosis.

Es patente el hecho de que los leucocitos que provienen de nifios prematuros
presentan un fenémeno de apoptosis. Al momento no podemos afirmar cual puede ser
la causa por la que los leucocitos presentan este fenbmeno ya que pueden ser muy

complejos los mecanismos que pueden activarse durante éste tipo de procesos.
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