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Caspasa Cisteina acido aspartico proteasa

C-3 Caspasa 3 activa

C-8 Caspasa 8 activa
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c-Myc Oncogene Myc
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Resumen

Introduccién. La apoptosis desencadena procesos de complicaciones letales en
nifios con sepsis; tal es el caso como la disfuncién organica multiple, que entre
otros factores se asocia a niveles altos de expresion de Fas y una disminucion de
Bcl-2. También se sabe que el factor de transcripcion YY-1 regula negativamente
la expresion de Fas en modelos de cancer y nefritis lupica e incluso correlaciona
con la evolucidn clinica de los pacientes. Sin embargo, no existe informacion en
pacientes con sepsis. Por lo anterior, es necesario establecer la participacién de
YY-1y Bcl-2 en la expresién de Fas y su correlacion con la apoptosis en células
de sangre periférica (SP) de pacientes con sepsis. Hipoétesis. El nivel de
apoptosis, en leucocitos de sangre periférica de nifilos con sepsis, tiene una directa
relacion con la expresion de Fas y una disminucién en la expresion de Bcl-2 y YY-
1. Objetivo General. Determinar la participacion de Fas, YY-1 y Bcl-2 en la
induccion de apoptosis, asi como la via de induccion en leucocitos de SP de nifios
con sepsis. Metodologia. La poblacion de estudio fue de 30 pacientes menores
de 15 afos, que ingresaron a terapia intensiva con diagnostico de sepsis y 4
pacientes controles. Se obtuvo una muestra de SP y se determiné en leucocitos el
porcentaje de expresion de factor de transcripciéon YY-1, Fas/Fas-L, Bcl-2, C-3, C-
8 y C-9, y apoptosis mediante las técnicas estandarizadas de Inmunocitoquimica y
TUNEL, respectivamente. Resultados y Discusion. Se observé que la muerte
celular de los pacientes con sepsis fue por apoptosis, mediante la técnica de
TUNEL. La expresion de Fas/Fas-L, YY-1, C-8, C-9 y C-3 en pacientes fue mayor
(estadisticamente significativo) comparada con la de los controles; a lo contrario
en la expresion de Bcl-2 en donde no se observd un cambio significativo. Se
realizd una correlacion de la expresion de Fas, Fas-L y C-8 con apoptosis en
donde se observé que hay una correlacion positiva y que es estadisticamente
significativa; lo cual nos dice que la apoptosis es por la via extrinseca. También se
observo una correlacién de YY-1 con apoptosis, pero en esta, fue negativa. Lo que
sugiere que la expresion de Fas se regula negativamente por YY-1.
Conclusiones. La apoptosis en leucocitos de SP de pacientes con sepsis es

mediada por Fas mediante la regulacion de YY-1. La apoptosis observada se llevo
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acabo por medio de las vias intrinseca y extrinseca, pero principalmente por la via
extrinseca. Bcl-2 no tuvo papel protector anti-apotético en las células de estos

pacientes.
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1. INTRODUCCION

La sepsis se define como el sindrome de respuesta inflamatoria sistémica, el cual
es causado por una infeccion, es el caso mas comun de mortalidad en las
unidades de cuidados intensivos. La sepsis desencadena la secrecidn de citocinas
pro-inflamatorias, la activacion de leucocitos, entre otras. La sepsis también
permite llegar a un estado inmunocomprometido con la disminucién de linfocitos T
y linfocitos B debida a la apoptosis.

Varios estudios han mostrado que el pre-tratamiento de animales con esplenocitos
apoptoticos empeora la respuesta de sepsis y que la sobreexpresion de Bcl-2 o la
administracion de inhibidores de caspasas protegen a los linfocitos de la apoptosis
y mejora la supervivencia en sepsis.

La apoptosis desencadena procesos que puede llevar a complicaciones como es
el caso de la sepsis severa, choque séptico y disfuncién organica multiple, que
entre otros factores, se asocia a niveles altos de expresion de Fas y una
disminucién de Bcl-2. Por lo tanto, la apoptosis correlaciona con la severidad de la
sepsis.

También se sabe que el factor de transcripcion YY-1 regula negativamente la
expresion de Fas en modelos de cancer y nefritis lupica e incluso correlaciona con
la evolucién clinica de los pacientes. Sin embargo, no existe informacion en
pacientes con sepsis. Por lo anterior, es necesario establecer la participacion de

YY-1y Bcl-2 en la expresion de Fas y su correlacion clinica en nifios con sepsis.

2. MARCO TEORICO

2.1Epidemiologia

La sepsis es una de las principales causas de muerte y es responsable de 250
000 muertes en EUA. Los datos sobre la morbilidad y la mortalidad de la sepsis y
la infeccién en las unidades de cuidados intensivos (UCI) estan creciendo, y estos
datos no son nada alentadores. Se analizaron mas de 6 millones de registros de

alta hospitalaria de siete estados de los EUA y se calcula que 751,000 casos de
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sepsis grave se producen anualmente, con una tasa de mortalidad de 28,6% con
estimaciones similares para Europa'?.

En México, en una encuesta de 21 hospitales con una muestra de 1039 nifios
reportan una incidencia de sepsis del 16% con el grupo de edad mas vulnerable
de 1 a 5 afios®. En un estudio prospectivo, en el Servicio Pediatrico del Hospital
General Regional (HGR) No. 1 del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS)
durante 18 meses, la tasa de incidencia de bacteremia/sepsis fue de 26 eventos
por 1000 dias a exposicion de catéteres. Los microorganismos Gram positivos
(61.11%) predominaron sobre los Gram negativos (38.88%)*.En el Instituto
Nacional de Perinatologia (INP) se reporta una incidencia de sepsis de 19 por
cada 1000 recién nacidos vivos. En el estudio realizado en el Hospital General de
1A los Venados del IMSS, entre enero del 2004 y septiembre del 2005, se observo
que la incidencia de sepsis neonatal en esta poblacién estudiada fue de 3.4/1000
recién nacidos vivos®. En una revision retrospectiva de expedientes de un grupo
de recién nacidos con sepsis neonatal, atendidos en el Instituto Nacional de
Pediatria de la Secretaria de Salud de México, entre los afos de 1992 al 2000, en
México se ha reportado una incidencia de 4 a 15.4 casos por 1000 nacidos vivos y
ocupa la cuarta parte de morbilidad entre los neonatos hospitalizados, y el tercer
lugar como causa basica de muerte®. En México se reportaron los resultados de
una encuesta realizada en 18 unidades de terapia intensiva y la sepsis fue una de
las primeras causas de ingreso en 85% de estas unidades. La principal causa de
sepsis en la mayoria de los casos fue la neumonia (44%), seguida por la
pancreatitis aguda grave (11%) y las infecciones de heridas quirurgicas (11%). El
choque séptico fue la primera causa de defuncion en 8 de las 18 unidades de
medicina critica. En una unidad de cuidados intensivos de la Ciudad de México, la
sepsis y el choque séptico ocuparon el primer lugar en diagndstico de ingreso,

egreso y defuncién durante el afio 2005’.
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2.2 Patogenia de la sepsis

La sepsis se puede definir como una respuesta inflamatoria sistémica que ocurre
durante una infeccion severa que puede manifestarse de diferentes maneras,
incluyendo aumento o disminucion de la temperatura corporal, incremento en el
ritmo cardiaco, elevaciéon en la cuenta leucocitaria, ritmo respiratorio elevado,
estatus mental alterado. La sepsis puede clasificarse de acuerdo a sus etapas de
gravedad en sepsis severa, la cual esta asociada con disfuncidn organica,
hipoperfusion o hipotensién y puede incluir acidosis lactica, oliguria o alteracion
aguda del estado mental, el choque séptico, que se caracteriza por la hipotension
inducida por sepsis a pesar de reanimacién adecuada con liquidos, con anomalias
de la irrigacion sanguinea que pueden incluir acidosis lactica, oliguria y alteracion
aguda del estado mental y la disfuncion organica multiple (DOM), que se presenta
cuando fallan dos o mas érganos, tales como, rifién, higado, corazoén, etc. La
sepsis representa una respuesta inflamatoria sobre expresada en la cual los
mecanismos de defensa del hospedero mediados por citocinas inducen lesiones
celulares y organicas, tales como la apoptosis?®.

En varias partes del mundo, se ha reportado que las bacterias mas prevalentes
identificadas en casos de sepsis en pacientes pediatricos han sido principalmente,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Salmonella sp y
Streptococcus sp>¥'2.

Durante la sepsis el sistema inmune esta expuesto a productos bacterianos,
antigenos (Ags) como el lipopolisacarido (LPS) que danan los tejidos. Asi, un
posible mecanismo para la induccion de apoptosis de células T y la pérdida de la
funcién inmune en la sepsis es la muerte celular inducida por activacion (AICD, por
sus siglas en inglés), en la cual el receptor de células T (TCR) reconoce a los Ags,
permitiendo la proliferacion y apoptosis. AICD es una forma de apoptosis
desencadenada por sefales originadas en los receptores de muerte celular
presentes en la membrana. Los linfocitos T CD4+ responden a un Ag presentado
por una célula presentadora de Ag normal secretando IL-2, proliferando y

diferenciandose. La re-estimulacion de un linfocito T por un Ag induce la co-
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expresion de los receptores de muerte Fas y su ligando Fas-L; la unién de Fas con
su ligando conlleva a la muerte del linfocito T por apoptosis® 3.

El LPS bacterial, como constituyente de la pared celular de las bacterias Gram-
negativas, es el principal agente causante del choque séptico. Durante la sepsis,
el LPS desencadena una compleja cascada de eventos de respuesta en las
células, particularmente en monocitos, macrofagos (M@), y neutrdfilos
polimorfonucleares (PMNs) que permiten la produccion de mediadores
intermediarios. El LPS inicia un flujo rapido y activacién de leucocitos, acoplado
con la sobreproduccion de mediadores pro-inflamatorios, tales como TNF-qa, IL-1,
IL-6, IL-12 e IFN-y, eicosanoides, NO y radicales libres, los cuales se encargan de
dafar los tejidos, lo que precede el sindrome de DOM (es decir, pérdida de la
integridad capilar, choque séptico y muerte). Posteriormente, se da un cambio en
la produccion de citocinas pro-inflamatorias a citocinas anti-inflamatorias Th2
(como IL-2, IL-4, IL-5 y principalmente IL-10), y también la desactivacion de
monocitos y apoptosis de linfocitos y células dendriticas, o que da como resultado
el estado inmuno-comprometido del paciente®'>",

Todos estos procesos, principalmente la pérdida de linfocitos, inducidos por sepsis
pueden ser particularmente importantes no sélo por la extensa eliminacién de
células efectoras criticas del sistema inmune, sino también por la apoptosis
masiva en organos linfoides como el timo, el bazo, nddulos linfaticos y tejido
linfoide gastrointestinal debido al efecto potencial inmuno-supresivo de células
apoptdticas sobre el sistema inmune'°.

La apoptosis se lleva a cabo en subpoblaciones de células linfoides como células
T CD8" y CD4", incluyendo células B y células dendriticas. Ademas, se ha
observado que la baja regulacién en la respuesta inmune por células T
regulatorias, asi como la desactivacion de la respuesta inmune tipo Th1,

contribuye a la baja del sistema inmune en la sepsis®'*18.

2.3 Apoptosis
La apoptosis se define como la muerte celular programada, la cual es necesaria

para el mantenimiento de la homeostasis de las células (para mantener un
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balance entre las nuevas células formadas y las células que mueren). Se
caracteriza por rupturas en el DNA, condensacién y fragmentacion del nucleo,
formacion de vesiculas en la membrana plasmatica y alteraciones en la
distribucion lipidica de la membrana. Al final, la célula se descompone en cuerpos
apoptéticos, los cuales son fagocitados y degradados por los Mg, por lo que el
contenido de las células no se libera al medio y no hay una respuesta inflamatoria.
La apoptosis es activada patologicamente en ciertas enfermedades, incluyendo
desérdenes neurodegenerativos y sepsis® 4151920

La induccion de la apoptosis supone la activaciéon de unas enzimas citosélicas
denominadas caspasas, las cuales pueden ser activadas por estimulos internos o
externos. Las caspasas son cisteina proteasas (es decir, proteasas con
aminoacidos de cisteina en su region catalitica) llamadas asi porque cortan sus
sustratos en las regiones de los residuos de acido aspartico. Las caspasas estan
presentes como una forma inactiva (zimogeno, o enzima inactiva) en el citoplasma
de la mayoria de las células. En esta forma inactiva, una caspasa esta compuesta
de una unica cadena polipeptidica que incluye un pre-dominio y un dominio
catalitico. Las caspasas se activan a si mismas mediante la escisién de residuos
de acido aspartico, de forma que la caspasa activa que se genera es un dimero
con dos subunidades cataliticas. Algunas caspasas actuan como iniciadoas del
proceso de la apoptosis, a menudo escindiendo y, por tanto, activando a otras
caspasas que actuan como efectoras, degradando multiples sustratos que
provocan la fragmentacion nuclear y el resto de los cambios caracteristicos de la
apoptosis. La apoptosis puede llevarse a cabo por tres diferentes vias: la via
mediada por receptores de muerte (via extrinseca), la via mitocondrial (intrinseca)
y la via del reticulo endoplasmatico®®2%21.

Las 10 principales caspasas que han sido identificadas se clasifican de acuerdo a
su funcion en las siguientes categorias: las iniciadoras (caspasas -2, -8, -9, -10),
las efectoras o ejecutoras (caspasas -3, -6, -7) y las caspasas inflamatorias

(caspasas -1, -4, -5, -11, -12, -13 y -14)%20:21,
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2.3.1 Via intrinseca de apoptosis

Esta via implica estimulos que producen sefales intracelulares que actuan
directamente dentro de la célula y son iniciados por los acontecimientos en la
mitocondria. Los estimulos que inician la via intrinseca producen sefiales
intracelulares que pueden actuar tanto en modo positivo como negativo. Las
sefales negativas implican la ausencia de factores de crecimiento, hormonas y
citocinas que pueden conducir a que se lleven a cabo los programas de muerte,
iniciando asi la apoptosis. Los estimulos que actuan de una manera positiva son la
radiacion, toxinas, hipoxia, hipertermia, infecciones virales y los radicales libres.
Todos estos estimulos provocan cambios en la membrana mitocondrial interna
que se traduce en una apertura del poro de la membrana, lo que permite la
permeabilidad mitocondrial, la pérdida del potencial transmembranal mitocondrial
(MPT) vy la liberacion de las proteinas pro-apoptéticas, Smac/DIABLO vy la serina
proteasa HtrA2/Omi, al citosol. Estas proteinas activan la via mitocondrial
dependiente de caspasas. Ademas existe un co-factor pro-apoptético llamado
citocromo C, el cual se une y activa Apaf-1, asi como a la procaspasa-9, formando
un complejo conocido como "apoptosoma". La agrupacion de procaspasa-9 de
esta manera conduce a la activacion de la caspasa-9. Smac/DIABLO y HirA2/Omi
participan promoviendo la inhibicion de las |AP’s (proteinas inhibidoras de
apoptosis), originando de esta manera que se lleve a cabo la apoptosis. Las
proteinas pro-apoptéticas, tales como Bax, Bad, Bak, Bim y Bik, se translocan del
citosol a la membrana mitocondrial, provocando la formacién de poros en la
membrana, permitiendo la salida de factores pro-apoptoéticos y asi la activacion de
las caspasas efectoras. De esta manera se da la fragmentacion del DNA vy la
condensacion de la cromatina nuclear periférica’®2°,

El control y la regulacion de la apoptosis mitocondrial se produce a través de los
miembros de la familia de proteinas Bcl-2, los cuales regulan la permeabilidad de
la membrana mitocondrial y pueden ser pro-apoptoticas o anti-apoptéticas
incluyendo Bcl-2, Bcl-«, Bcl-x., Bcl-xs, entre otras. Estas proteinas tienen especial
importancia ya que pueden determinar si la célula se compromete a la apoptosis o

aborta el proceso1;8;20;22.
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Bcl-2 es una proteina anti-apoptotica de 25 kDa, fue descubierta en la
translocacion t(14;18) del oncogén de fusion expresado en linfomas foliculares y
es responsable de prolongar la sobrevivida de las células. Un mecanismo por el
cual Bcl-2 bloquea la apoptosis y promueve la sobrevida celular es por medio de
los factores de crecimiento (por ejemplo, IL-3, eritropoyetina) que son regulados
por los miembros de Bcl-2 positivamente por fosforilacion y regulan negativamente
las proteinas pro-apoptoticas Bax y Bad. Para Bcl-2, la regulacién se da por el
dominio del asa flexible (FLD) donde ocurren mono- o multiples fosforilaciones. Se
cree que el principal mecanismo de accién de la familia de proteinas Bcl-2 es la
regulacion de la liberacion del citocromo C de la mitocondria a través de la
alteracion de la permeabilidad de la membrana mitocondrial. Bad se puede
heterodimerizar con Bcl-x. 0 Bcl-2 neutralizando su efecto protector y la promocién
de la muerte celular. Cuando no son secuestrados por Bad, tanto Bcl-2 como Bcl-
xL pueden inhibir la liberaciéon de citocromo C de la mitocondria, lo que impide la
apoptosis'®1%2022 v/arios estudios han demostrado que la sobreexpresion de Bcl-
2 en linfocitos ayuda a la supervivencia en sepsis. También se ha demostrado que
la sepsis disminuye el nivel de expresion de Bcl-2 por los linfocitos y esta
disminucién en la expresion de Bcl-2 podria ser el mecanismo responsable o que
contribuye a la apoptosis de los linfocitos'®?2.

2.3.2 Via del reticulo endoplasmatico de apoptosis

Ademas de la mitocondria, el reticulo endoplasmatico (ER) es el segundo
compartimento que participa en la via intrinseca de la apoptosis. En el ER,
mecanismos de control garantizan que solamente proteinas plegadas
correctamente pasen a lo largo de la via secretoria. El estrés para el ER
incluyendo el estrés oxidativo, la toxicidad quimica, el tratamiento con ionoforos de
Ca** o la exposicién a inhibidores de glicosilacidn, puede resultar en proteinas no-
plegadas y perturba la homeostasis del Ca®*. En muchos casos, la liberacion del
calcio del ER al citosol se requiere para la apoptosis inducida por estrés. El ER es
el principal compartimento intracelular para el almacenaje de los iones Ca?'. El
flujo de los iones Ca®* del ER esta frecuentemente asociado con su entrada a la

mitocondria. El calcio actia como un mensajero que coordina, la sefalizacién
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entre la mitocondria y el ER. Una pequefa cantidad de citocromo C es liberado de
la mitocondria al ER adyacente y se une a los receptores InsP3, permitiendo la
apertura de los canales de calcio y aumentando la liberacion del calcio del ER
causando la salida masiva del citocromo C de toda la mitocondria. Finalmente, la
retroalimentacion positiva entre la mitocondria y el ER da como resultado la

activacion de las caspasas®®?,

2.3.3 Via extrinseca

La via extrinseca implica iniciar la apoptosis mediada por la interaccion de
receptores y ligandos transmembranales, y se trata de la muerte mediada por los
receptores que son miembros de la superfamilia de genes del receptor del factor
de necrosis tumoral (TNFR), los cuales comparten dominios extracelulares ricos
en cisteina y tienen un dominio citoplasmatico de alrededor de 80 aminoacidos
llamado "dominio de muerte (DD)". Este dominio de muerte desempena un papel
fundamental en la transmision de la sefal de muerte de la superficie de la célula a
la via de sefalizacién intracelular. La via de receptores de muerte puede estar
mediada por varios receptores de muerte; incluyendo Fas, receptor TNF tipo 1,
receptor de muerte 3, receptor TRAIL tipo 1, entre otros; que resulta en la
activacion de la caspasa-8. Los receptores tienen que interactuar con sus
correspondientes ligandos para activarse. Estos ligandos y sus correspondientes
receptores de muerte incluyen Fas-L/Fas (conocidos también como CD95/CD178
y Apo1/TNFSP6), TNF-a/TNFR1, entre otros. Fas esta expresado en muchos tipos
celulares incluyendo leucocitos. El ligando de Fas (Fas-L) es una proteina
transmembranal  homotrimérica que se expresa fundamentalmente en los
linfocitos T (activados por su antigeno e IL-2), monocitos y M@. Esta activacién
induce la expresidén de Fas-L resultando en la homotrimerizacion del receptor de
muerte Fas, para que estos puedan unirse y asi reclutar a la proteina adaptadora
FADD (dominio de muerte asociado a Fas) la cual se asocia con la procaspasa-8 a
través de la dimerizacion con el dominio efector de muerte (DED). En este punto,
se forma DISC (complejo de senalizacién e inducciéon de muerte), dando lugar a la

auto-activacién catalitica de la procaspasa-8. Una vez que la caspasa-8 esta
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activada, la fase de ejecucion de la apoptosis se activa ya que la caspasa-8 es
capaz de activar a caspasas efectoras como la caspasa-3 (C-3) y desencadenar

la apOptosis1?8?15:20:21;25;26

2.3.3 Entrecruzamiento de la via intrinseca y la via extrinseca

A pesar de la diferencia de inicio de la via intrinseca y la extrinseca, éstas
convergen en la activacion de caspasas efectoras. Ademas, existe un
entrecruzamiento de las dos vias, en donde la muerte por via extrinseca puede
llevar también a la muerte por la via intrinseca. En algunas células, solamente una
pequena cantidad de FADD y C-8 son reclutados al DISC, por lo que la activacién
de C-8 es insuficiente para llevar a cabo la apoptosis; por esto, se requiere el
involucramiento de la mitocondria para generar la apoptosis. La sefalizacién
apoptotica mediada por el receptor de muerte puede activar la via mitocondrial a
través de la proteina Bid. La C-8 activada en el DISC es suficiente para procesar
(o “cortar’) a Bid en el citosol generando a tBid (Bid procesada) el cual se
transloca a la mitocondria permitiendo la disfuncion mitocondrial y la formacién del

apoptosoma Y finalizando en la apoptosis®.
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Esquema 1. Vias de apoptosis: la via extrinseca (por receptores de muerte) y la via
intrinseca (mitocondrial). La via extrinseca es mediada por la caspasa-8, mientras que la
via intrinseca esta mediada por la caspasa-9. FADD es una proteina adaptadora que se
acopla a los receptores de muerte, tales como CD95, y también a C-8. Las dos vias son
interconectadas por tBid que se forma cuando Bid es cortada por la C-8 activa. Bcl-2
inhibe la pérdida del potencial de membrana mitocondrial, mientras que el dominio de Bax
induce su pérdida. Al perderse este potencial, se libera el citocromo C de la mitocondria,
que junto con Apaf-1 y la procaspasa-9 forman el apoptosoma. También, la mitocondria
libera Smac y bloquea el efecto de las IAP’s para prevenir la activacion de caspasas. Las
dos vias convergen en la activacién de la caspasa-3, provocando la muerte celular?.
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2.3.4 Ejecucion de la via intrinseca y extrinseca

Tanto la via intrinseca como la via extrinseca tienen el mismo final en la via de
apoptosis, es decir, convergen en la activacion de la C-3 efectora; la cual activa la
endonucleasa citoplasmatica CAD (DNasa activada por caspasa) que degrada
material nuclear, proteinas nucleares y del citoesqueleto, provocando una
reorganizacion en éste. CAD degrada al DNA cromosomal en el nucleo y ocasiona
la condensacion de la cromatina. La C-3 también induce la desintegracion de la
célula en cuerpos apoptdticos'®2°,

Todas las caspasas efectoras, como son la C-3, C-6 y C-7, cortan varios sustratos
incluyendo citoqueratinas, PARP (Poli [ADP-ribosa] polimerasa), lo que causa
cambios bioquimicos y morfolégicos observados en las células apoptéticas'®?°. En
la etapa temprana de apoptosis ocurre una externalizacion de la fosfatidilserina
sobre la superficie de las células y un cambio en la simetria de los fosfolipidos, lo
que permite el reconocimiento fagocitico sin ocasionar una respuesta

inflamatoria®.

2.4 Factor de transcripcion YY-1

La proteina YY-1 (Yin Yang 1), también conocida como &, NF-E1, UCRBP y CF,
de aproximadamente 68 kDa, es un factor de transcripcion ubicuo y multifuncional
que posee cuatro dedos zinc tipo C,H, con dos dominios especificos que
determinan su funcidon como represor o activador. La represion transcripcional la

lleva a cabo el dominio C-terminal mientras que el N-terminal actia como un

potente dominio activador®?7:%8,
B (:;(_;KKS’(_';'K_Ksy1‘5(;(';,3(”;,-_.,3:; o Esquema 2. Diagrama esquematico de la
proteina YY-1. Se muestra los cuatro
1 414 dedos de zinc tipo C;H, en la region C-
N EI] E ‘I terminal de la proteina y la secuencia de
/ \ ] aminoacidos en las posiciones 176 a 194.
Los aminoacidos que determinan la unién
EEEEEDDDDED HHHHHHHHHHH 4 dedosde Zn?* a nucledtidos en la region consenso estan
43 3 70 20 subrayados, los aminoacidos conservados

estan marcados con un asterisco. En la
siguiente region se muestran los 11
aminodacidos &cidos y de histidina. Los
Dominio de activacién  Dominio de represién rico  Dominio de represién dominios de activacién y represion estan
<n/Glicina indicados como rectangulos negros’.

—_ —_ —_
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Se ha estimado que mas del 7% de los genes de los vertebrados tienen sitios de
unién a YY-1 el cual esta involucrado principalmente en los procesos normales
biolégicos como la embriogénesis, diferenciacion, replicacion y proliferaciéon
celular. La acumulacion nuclear de YY-1 coincide con el incremento en la actividad
de YY-1 en la union al DNA vy una alta regulacién de genes de histonas. Ademas,
la expresion y funcion de YY-1 esta asociada a la resistencia a estimulos
apoptéticos, tumorogénesis y potencial metastasico. También regula citocinas pro-
inflamatorias y otras moléculas involucradas en la apoptosis, tales como INOS (NO
sintasa inducible), IL-1, NO y TNF-a, entre otras?’2°.

Aunque YY-1 esta altamente expresado en las células del sistema inmune, la
funcion de este factor en las respuestas inmunes estd empezando a
comprenderse. La pérdida temprana de YY-1 en el desarrollo de células B vy la
eliminacién del locus de inmunoglobulinas, resulta en la reduccion profunda de
células B maduras en la periferia. Varias regiones en el promotor de genes de
citocinas en células T incluyendo IL-4, IFN-y e IL-5, tienen una secuencia
consenso de sitios de union de YY-1. YY-1 regula la expresiéon de los genes de
citocinas en las células T, especificamente de las citocinas que promueven una
respuesta tipo Th2 (en un modelo de alergia)®°.

La induccién de apoptosis resulta en la rapida redistribucion de YY-1 del
citoplasma al nucleo celular. Ademas, YY-1 es un sustrato para las caspasas
efectoras intracelulares de la apoptosis. Se ha observado en el dominio de
transactivacion dos distintos sitios de corte que resulta en YY-1 truncado en
células apoptoéticas que es deficiente en transactivacion y aumenta la apoptosis
inducida por Fas?®?°,

TNF-a media la regulacion de la resistencia a apoptosis mediada por Fas. La
unién de TNF-a a TNFR1 activa a NF-kB que a su vez activa la expresion de los
genes de TNF-a y YY-1 dando como resultado la unién de YY-1 a la region
silenciadora del promotor de Fas, bloqueando la expresiéon de Fas y aumentando
la resistencia a apoptosis mediada por Fas. El factor de transcripcion NF-kB es un
importante regulador de apoptosis en las células. NF-kB coordina la expresion de

muchos genes involucrados en la regulacion de la inflamacion, respuesta inmune,
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proliferacion celular y apoptosis. En su capacidad anti-apoptotica, NF-kB atenua la
apoptosis mediada por TNF-a a través del aumento en la produccion de genes
anti-apoptéticos. La regulacion en la transcripcion de Fas se ha demostrado que
depende de NF-kB. Sin embargo, la regulacién negativa en la expresion de Fas

puede ocurrir indirectamente via un represor de transcripcion como YY-12731,
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Esquema 3. Regulacion de la expresidon de Fas mediada por YY-1. NF-kB
activa la expresion del gene de YY-1 dando como resultado la unién de YY-1 a
la regién silenciadora del promotor de Fas bloqueando y disminuyendo la
expresion de Fas y la resistencia de las células a apoptosis mediada por Fas.
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3. JUSTIFICACION

La apoptosis tiene un papel importante en la patogénesis y en el desarrollo de
complicaciones en pacientes con sepsis, por lo que es importante identificar la via
particular involucrada en la apoptosis de los linfocitos en la sepsis, debido a que
ésta puede proveer factores potenciales responsables para iniciar el “suicidio
celular” y podria permitir el desarrollo de una terapia mas especifica.

Algunos reportes han demostrado que la alta expresién de Bcl-2 protege a los
linfocitos de la apoptosis y mejora la supervivencia en sepsis. Ademas, se ha
observado que una disminucidn en la expresion de Bcl-2, genera un aumento en la
apoptosis, lo que causa las complicaciones en la sepsis. Sin embargo, no se ha
establecido la participacién de Bcl-2 en una poblacién infantil con sepsis, por lo
que es necesario saber el papel que juega Bcl-2 en esta poblacion.

Fas participa en la induccion de apoptosis en estos pacientes. También se sabe
que el factor de transcripcidn YY-1 regula negativamente la expresion de Fas en
modelos de cancer de ovario y gastrointestinales, e incluso correlaciona con la
evolucion clinica de los pacientes. Sin embargo, no existe informacion sobre el
papel del factor de transcripcion YY-1 en la expresién de Fas en pacientes con
sepsis. Por lo anterior, es necesario establecer la participacion de YY-1 en la
expresion de Fas.

Ante la falta de estudios que demuestren la participacién del factor YY-1 como
regulador de la apoptosis en sepsis en una poblacion infantil, consideramos

conveniente demostrar su posible participacion en esta patogénesis.

4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

1. ¢Cual es la relacion entre la expresion de Fas, YY-1, Bcl-2 y la induccion de

apoptosis en leucocitos de sangre periférica en nifos con sepsis?
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5. HIPOTESIS

» El nivel de apoptosis en leucocitos de SP de nifios con sepsis esta
directamente relacionado con la expresién de Fas y con una disminucién en

la expresion de Bcl-2 'y YY-1.

6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general
v" Conocer la relacion entre la expresion de Fas, Bcl-2, YY-1 y el porcentaje

de apoptosis en leucocitos de SP en nifios con sepsis.

6.2 Objetivos especificos

v" Determinar el porcentaje de apoptosis en leucocitos de SP de nifios con
sepsis.

v' Determinar la expresiéon de Fas, Bcl-2 y de YY-1 en leucocitos de SP de
NiA0S con sepsis.

v" Determinar la via de induccién de apoptosis en leucocitos de SP de nifios
con sepsis.

v' Determinar la correlacion entre la apoptosis y la expresion de Fas, YY-1y

Bcl-2 en leucocitos de SP de nifios con sepsis.

7. POBLACION DE ESTUDIO

El estudio se realizd con una poblacion de 30 pacientes pediatricos con
diagnostico de sepsis, provenientes del servicio de terapia intensiva del Hospital
General de Centro Médico Nacional (HGCMN) “La raza”, IMSS. Ademas, se
consideraron 4 individuos sanos como grupo control, provenientes del Hospital

Infantil de México “Dr. Federico Goémez”.
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7.1 Criterios de inclusién
1. Pacientes de 2 meses a 15 afos de edad.
2. Pacientes con diagnostico de sepsis.
3. Que acepten participar en el estudio con una carta de consentimiento bajo
informacion completa y exhaustiva, que sea otorgada por los padres 6 el

responsable legal del menor.

7.2Criterios de no inclusién

1. Pacientes que tengan tratamiento con inmunomoduladores
Pacientes con quimioterapia y procesos malignos.
Pacientes con transplante.

Pacientes con enfermedades inmunoldgicas.

o & 0D

Pacientes con alguna infeccion de tipo viral (como VIH).

7.4 Criterios de exclusion
1. Pacientes que decidan en cualquier momento ya no participar en el estudio.
2. Pacientes que mueran en las primeras 24 horas de su ingreso a terapia
intensiva pediatrica del HGCMN “La Raza”, IMSS.

8. MATERIALES Y METODOS

8.1 Separacion de leucocitos

Se realizé una mezcla 1:1 de sangre periférica problema con solucién salina (SS)
0.9% NaCl, al mismo tiempo se midi6 el volumen de “Limphoprep” estéril de
acuerdo al volumen total de mezcla sangre/SS, guardando la relacion 3 mL
“Limphoprep” por cada 10 mL de mezcla, colocandose en un tubo Falcon de 15
mL, la cantidad adecuada de “Limphoprep” se adicioné lentamente por las
paredes del tubo a la mezcla sangre/SS, cuidando que se estratificara y no se
rompiera el gradiente de densidad. Posteriormente se centrifugé a 1500 r.p.m.
durante 30 minutos. En seguida se retird el plasma y se separd la capa de

leucocitos con ayuda de una pipeta Pasteur de vidrio. Después se realizd una
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mezcla 1:1 de los leucocitos obtenidos con SS y se centrifugd durante 20 minutos
a 1500 r.p.m.; finalmente se decanto el sobrenadante y se resuspendio el boton

celular en 1 mL de SS.

8.2 Obtencién de laminillas de leucocitos separados mediante el uso del
“CITOSPIN”

Después de la separacion, los leucocitos se contaron agregando 50 yL de
leucocitos totales mas 50 pL de azul de tripano y se colocaron 10 pyL de la mezcla
de leucocitos/azul de tripano en una camara de Neubauer y las células se
contaron bajo microscopio con objetivo de 40x. Se realizé el calculo para obtener
5x10* células/pL para la obtencién de una laminilla a una concentracién de 5x10*

células/uL, se realizé la regla:

X= (5 X 10* células) (1000 uL SS)

No. de células cuantificadas

X = volumen necesario para una laminilla a esta cantidad de células.

Este valor se multiplico por el numero de laminillas a elaborar y el valor obtenido
se completdé con SS de tal forma que a cada celda de la cito-centrifuga se le
adiciond 200 yL de muestra para cada laminilla y se centrifugd 7 min. Después
de haber transcurrido el tiempo, se dejaron secar a temperatura ambiente. Y
finalmente se fijaron las células a las laminillas con formaldehido al 10% en vasos

copplin a 4 °C por 20 min y se almacenaron para su posterior inmunotincion.

8.3 Determinacion de la fragmentacion de DNA mediante la técnica de TUNEL
(Terminal deoxinucleotidyl transferasa Biotin-dUTP Nick End Labeling)

Partiendo de las laminillas obtenidas mediante cito-centrifugacion, se procedié a
realizar la evaluacién de la fragmentacion del DNA mediante la técnica de TUNEL.
Brevemente, se incrementd la permeabilidad de la membrana celular mediante la
adicién de citrato de sodio (pH= 6, 0.01 M) a 90 °C en bafio Maria por 20 min. Se

elimind la actividad de la peroxidasa endogena con peroxido de hidrégeno al 3%
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por 25 min. Se bloqued la unidn no inmunolégica de los anticuerpos a las células,
sumergiéndolas durante 120 min en suero normal de cerdo al 2%. Posteriormente
se realizd6 una mezcla adicionando 450 pL de amortiguador; el cual contiene
dUTPs marcados con fluoresceina con 50 pyL de la enzima desoxinucleotidil
transferasa terminal (Tdt); la cual se encarga de agregar los dUTPs en el extremo
3'0OH del DNA. Después, se colocaron 25 L de la mezcla a cada muestra, la cual
se incubd por 30 min en una camara humeda en oscuridad a 37 °C, después del
tiempo, se lavo por 5 min con PBS 1x 5 veces a 100 rpm. Posteriormente, se
agregdé 20 pL del anticuerpo anti-fluoresceina conjugado a la peroxidasa de
rabano y se incub6 a 37 °C por 30 min en oscuridad. A continuacién se lavo 5
minutos con PBS 1x 3 veces. El desarrollo de color se realizé con la adicion de
diamino bencidina (DAB) bajo microscopio con un objetivo de 40x registrando el
tiempo de reaccion. Cuando se observd la coloracion café en las células se
registré el tiempo y se detuvo la reaccion eliminando el exceso de DAB e
inmediatamente se lavo con suficiente agua corriente para detener la reaccion, se
contra tifid con hematoxilina e inmediatamente se lavaron con agua corriente y
finalmente se hizo la deshidratacidon de las muestras colocandolas en una rejilla y
eésta se sumergidé en una solucion de agua destilada por 5 min. Después se paso
por alcoholes graduales (70%, 90% y absoluto) cada uno por 5 min. y finalmente
se colocé la rejilla en xilol-etanol y xilol por 5 min. Por ultimo, se procedié a
montar con resina cada una de las laminillas; las cuales se dejaron secar minimo

24 horas para el posterior analisis en el microscopio.

8.4 Inmunocitoquimica

Con la finalidad de disminuir las variaciones entre experimentos, la reaccién para
cada marcador se realizd en un solo tiempo en todos los grupos. A partir de las
laminillas obtenidas por cito-centrifugacion se procedio a efectuar la inmunotincion.
Brevemente, se agrego citrato de sodio (pH= 6.0 a 0.01 M) por 20 min a 90 °C en
bano Maria). El citrato de sodio se encarga de permeabilizar la membrana celular
y cambiar la conformacion de las proteinas para dejar mas expuestos los epitopes

de los ags, permitiendo de esta manera la unién entre los anticuerpos y los ags.
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Posteriormente, se realizaron 3 lavados de 5 min con PBS 1x a 100 rpm para
eliminar el exceso de citrato de sodio. Se elimind la actividad de la peroxidasa
enddgena con peroxido de hidrégeno al 3% por 25 min dos veces. Se bloqued la
unién no inmunoldgica de los anticuerpos a las células, sumergiéndolos durante
120 min en suero normal de cerdo al 2%. Posteriormente en Ilaminillas
independientes se agregaron los anticuerpos primarios anti-YY-1, anti-Fas, anti-
Fas-L, anti-Bcl-2 (anticuerpos policlonales hechos en conejo), anti-C-8, anti-C-9 y
anti-C-3 (anticuerpos policlonales dirigidos a las caspasas activas, hechos en
cabra), a una dilucion 1:250 a excepcion de anti-Fas-L (1:100), con sus
respectivos controles de isotipo (anticuerpo de la misma clase de inmunoglobulina
de cadena pesada y la misma concentraciéon que el anticuerpo primario, para
asegurar que no haya una union inespecifica de los anticuerpos primarios con las
proteinas de interés). Se incubaron toda la noche a temperatura ambiente en
camaras humedas. Después se incubaron durante 30 min en camara humeda con
un anticuerpo secundario que tiene especificidad para inmunoglobulinas de
conejo y cabra, el cual esta conjugado a biotina. A continuacién se lavaron 5 veces
con PBS 1x por 5 min a 100 rpm. Después se agreg6 estreptavidina conjugada a
peroxidasa de rabano por 30 min en camara humeda. Por ultimo se reveld, por
una reaccion de oxidacion, mediante la adicion del sustrato DAB, durante el
tiempo necesario para originar la coloracién café caracteristica (el tiempo fue
variable para cada marcador) y la reaccion se detuvo con agua corriente. Se
contra-tiferon las laminillas con hematoxilina. Las muestras fueron deshidratadas
bajo el siguiente esquema: agua, etanol 70%, etanol 90%, etanol 100%, Xilol-
Etanol y Xilol en bafios de 5 min cada uno. Finalmente las preparaciones se
cubrieron con resina y se dejaron secar a temperatura ambiente para su posterior

analisis al microscopio.

8.5 Analisis morfométrico
Las laminillas se analizaron en un microscopio (Olimpus, BX-40) y se cuantificaron
200 células, tomando en cuenta como positivas las que tuvieran un color café y las

negativas con ausencia de la coloracion café. Se utilizé un analizador de imagenes
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con el programa Imagen-Pro Plus de Media Cybernetics, Silver Spring, MD. USA.

8.6 Procesamiento de los datos
Se elabor6é una base de datos y la informacion se proceso utilizando el programa
de analisis estadistico Prisma de GraphPad Software, Inc., San Diego, Ca. Los

datos se presentaron mediante proporciones, desviacion estandar y correlaciones.

9. ASPECTOS ETICOS Y DE BIOSEGURIDAD

El presente estudio se apeg6é al Manual de Buenas Practicas Clinicas y se
inscribié dentro de la Normativa en relacién a la investigacion en seres humanos
de la Coordinacion de Investigacion en Salud. Asi como a las disposiciones
contenidas en el Coédigo Sanitario en materia de Investigacion, acordes a la
Declaracion de Helsinki y a sus adecuaciones posteriores (Hong Kong y Tokio). En
cuyo marco conceptual se basan la informacién amplia y minuciosa acerca del
proyecto y las aclaraciones en todos sentidos a las dudas de los padres o tutores
legales de los candidatos a participar, asi como la elaboracién de la carta de
consentimiento bajo informacion, que ademas de incluir las razones vy justificacion

del proyecto contempld los posibles riesgos y los beneficios.

10. RESULTADOS Y DISCUSION

10.1 Caracteristicas clinicas de los pacientes

Se estudiaron 30 pacientes con diagnodstico de sepsis (Tabla 1) y 4 individuos
sanos como control. Los pacientes tuvieron una edad entre 2 y 180 meses
teniendo un promedio de edad de 41 meses. De esta poblacién, 16 nifios fueron
del género masculino y 14 nifios fueron del género femenino. Ademas, 10
desarrollaron sepsis severa, 10 choque séptico y 12 con DOM. De los 12

pacientes que desarrollaron DOM, 10 de ellos fallecieron.
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10.2 Evaluacion de apoptosis por TUNEL

La apoptosis es una forma activa de auto-destruccidon celular que juega un papel
esencial en la homeostasis tisular, desarrollo embriogénico y el control de la
respuesta inmune®*®. Los inductores de esta apoptosis incluyen a los esteroides,
las citocinas como el TNF-a, IL-1, e IL-6, radicales libres de oxigeno, NO vy
linfocitos T que expresan Fas-L en su superficie®*. Sin embargo, la apoptosis
posee un lado obscuro: si esta es encendida en el momento inadecuado puede
ocasionar la muerte de células cruciales. Este suicidio programado fue
originalmente definido por la morfologia de las células tefiidas®*. La apoptosis se
caracteriza por una serie de eventos morfolégicos que ocurren en diferentes
periodos de tiempo’. El tiempo requerido por las células para sufrir muerte
programada es usualmente definido por el estimulo que desencadena la apoptosis
(Ej. Glucocorticoides, Fas-L, ausencia o disminucién de factores de crecimiento,
etc.), y varia con el tipo de célula®*3%4°.

Las células apoptdéticas frecuentemente se contraen y sufren cambios en la
membrana citoplasmatica, condensacién rapida de la cromatina y agregacion
alrededor de la membrana nuclear, y formacidn de pequefios cuerpos
apoptoticos®4'*2 En la mayoria de las células la condensacion de la cromatina se
debe a la accion de nucleasas especificas que cortan el DNA para producir el
caracteristico corte en escalera®.

La apoptosis de los linfocitos juega un importante papel en la adecuada funcion de
la respuesta inmune**, ya que esta implicada en la seleccion positiva y negativa de
los linfocitos B y T. La apoptosis también regula la intensidad y la duracién de la
respuesta inmune, ya que los linfocitos activados son eliminados después de que
se elimina exitosamente un proceso infeccioso®. Sin embargo, cuando la
apoptosis tiene un mal funcionamiento, el resultado puede ser un severo dafio al
organismo.

La apoptosis puede ser otro importante mecanismo en la fisiopatologia de DOM en
sepsis. Todas las células tienen un lapso normal de vida; una vez completado,
pueden sufrir apoptosis. Estas células en apoptosis son fagocitadas por los M.

Se ha reportado un evento temprano de apoptosis en neutréfilos y linfocitos
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durante la sepsis y la DOM. La vida media de un neutrdfilo en circulacion es de 6 a
20 horas y puede sobrevivir mas de 48 horas en sitios de inflamacién*®. Se sabe
que existe un elevado numero de linfocitos en apoptosis tanto en érganos
especificos como en la periferia en pacientes que desarrollaron DOM y murieron
por sepsis. La mayoria de nifilos que mueren por sepsis severa y DOM no
erradicaron la infeccidn. Esto puede ser evidencia de que los componentes
celulares del sistema inmune pueden estar comprometidos en todos estos
pacientes con DOM, ya que como lo ha demostrado Hotchkiss y col.*’ la apoptosis
de los linfocitos esta relacionada al desarrollo de sepsis severa y DOM y en un
modelo experimental la inhibicion de esta apoptosis reduce la bacteremia e
incrementa la sobrevida®®. Aunque se sabe que existe correlacion con la apoptosis
en células periféricas u 6rgano especifica con la severidad de la sepsis y el
desarrollo de DOM y que esta apoptosis puede ser inducida por la expresion de
Fas y su ligando, no se conocen los posibles mecanismos que regulen la
expresion del sistema Fas/Fas-L.

En este estudio nosotros evaluamos la apoptosis de células mononucleares de
sangre periférica (CMN SP) de pacientes con sepsis y determinamos diferentes
marcadores para tratar de correlacionar y explicar los mecanismos que intervienen
en la induccion de esta apoptosis.

Se observéd la apoptosis mediante la técnica de TUNEL. En la Fig. 1 se muestran
los resultados con los siguientes hallazgos: la apoptosis en las muestras de los
pacientes fue significativamente mayor (P < 0.05) cuando fueron comparadas con
la muestras de los controles sanos. Las Fig. 1 A-C muestran las inmunotinciones
representativas de un individuo de cada grupo. En la Fig. 1 D se muestra el
analisis de la inmunotincion del total de los pacientes en los dos grupos. Durante
la apoptosis, la actividad de la DNasa genera fragmentos de DNA de bajo peso
molecular y cortes de alto peso molecular; este proceso se identificd con la técnica
de TUNEL. Con estos resultados, se puede afirmar que la muerte de los linfocitos
de los pacientes con sepsis fue por apoptosis.

En la fotocomposicion de los pacientes con sepsis se observa un cambio en la

morfologia de las células del paciente con respecto al control sano. En el control
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sano se observan células con nucleos normales, escaso citoplasma y cromatina
laxa; mientras que el paciente muestra células con abundante citoplasma,
vacuolas y el nucleo se observa fragmentado como vesiculas (cuerpos
apoptéticos) (Fig. 1By C).

Como lo hemos venido senalando, diferentes estudios sugieren que el incremento
de apoptosis en sepsis y su correlacidn con la severidad y la DOM son mediados
por el sistema Fas/Fas-L. Esto sucede tanto por la expresion de Fas en 6rganos
especificos como higado, pulmones y tracto gastrointestinal y en células que
conforman el sistema inmunitario y células no inmunitarias, como en la expresion
de Fas-L de manera soluble o en células activadas. Sin embargo no se conoce
hasta el momento cuales podrian ser los mecanismos que regulen la expresion de
Fas en sepsis. Estudios realizados por nosotros y por otros investigadores han
demostrado que el factor de transcripcidén YY-1 puede regular de manera negativa
la expresion de Fas y la disminucidn en la expresion de YY-1 conlleva a un
incremento en la expresion de Fas, teniendo como consecuencia un incremento

en la susceptibilidad a la apoptosis en células malignas®¥*°.

10.3 Expresién de Fas, Fas-L y su correlaciéon con la apoptosis

En este estudio nosotros determinamos la expresioén de Fas (Fig. 2) y la expresion
de Fas-L (Fig. 3) en CMN SP de pacientes pediatricos con sepsis, mediante la
técnica de Inmunocitoquimica. Los resultados muestran que existe un incremento
estadisticamente significativo en la expresiéon de Fas en las células de los
pacientes con sepsis (P< 0.05), al ser comparado con la expresion de las células
controles. Como se muestra en la fotocomposicién en la Fig. 2 A-C es notable el
incremento en la expresion de Fas en las células de los pacientes con sepsis. Al
realizar el analisis de expresién en todos los pacientes (Fig. 2 D) se observa
claramente que los pacientes expresan el doble de Fas que los controles. Estos
datos son consistentes con reportes previos®. Es importante sefialar que la
expresion es principalmente citoplasmatica en estas células. Al analizar la
expresion del ligando de Fas, es notable también un incremento en las células de

los pacientes con sepsis al ser comparados con los controles sanos (P< 0.05)
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(Fig. 3). Al igual que para Fas se muestra la fotocomposicion de una muestra
representativa de cada grupo (Fig. 3 A-C) y el analisis de expresion de todos los
pacientes analizados (Fig. 3 D). Es importante sefialar que, en cuanto a
intensidad, es mas alta la expresién de Fas que la de su ligando en estas células y
de igual manera que para Fas, el ligando se expresa abundantemente en el
citoplasma. También, la expresion de Fas-L en células de pacientes con sepsis ha
sido analizada previamente en tejidos 6rgano especificos y en su manera soluble,
pero ésta es la primera vez que se muestra la expresion de Fas-L en células de
sangre periférica donde al parecer, al igual que en el tejido 6rgano especifico,
correlaciona con la induccion de apoptosis®. Esta observacién es corroborada al
realizar un analisis de correlacion entre la expresion de Fas y Fas-L con apoptosis
(Fig. 11), donde se observa que existe una correlacion estadisticamente
significativa entre la expresion de estos receptores y la muerte celular por
apoptosis (P< 0.05, con una r= 0.5013 y 0.4003 respectivamente).

Es importante considerar que la expresién de Fas es constitutiva en los linfocitos T
y B, y que al llevarse a cabo un proceso de infeccion los linfocitos reciben sefales
de citocinas que hacen que se estimule aun mas la expresion del receptor,
provocando la apoptosis®. Mientras que la expresién del ligando de Fas es
inducible en células activadas principalmente en linfocitos T, lo que podria explicar
de cierta manera las diferencias en la intensidad de expresion entre Fas y su
ligando. Pues como ya se menciond en los controles la expresion del ligando de
Fas es apenas del 7-10% mientras que para Fas es del 30%. Datos similares se
observaron en las muestras de los pacientes con un 30% para la expresion del

ligando de Fas y de 60% para Fas (Fig. 2y 3).

10.4 Expresion de YY-1

El factor de transcripcion YY-1 esta implicado en un gran numero de procesos del
desarrollo y maduracion celular, siendo de gran importancia en estos procesos ya
que se sabe que el ratdén “Knockout” para este gene no es viable®. Dentro de los
diferentes procesos de desarrollo y maduracion celular estan los relacionados a la

apoptosis y como ya hemos mencionado muchas veces el receptor inductor de
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muerte Fas esta regulado de manera negativa por este factor de transcripcion, en
diferentes modelos de padecimientos malignos y autoinmunidad como el lupus
sistémico eritematoso®’. En la Fig. 4 se muestra la fotocomposicion y el analisis de
expresion y comparacion de YY-1 en CMN SP de pacientes con sepsis y los
controles. Los resultados muestran que existe un ligero incremento en la expresion
de este factor de transcripcién YY-1 en las células de los pacientes comparadas
con la de los controles. Es importante resaltar que este ligero incremento en la
expresion es estadisticamente significativo (P< 0.05). Esta expresion se observa
importantemente en el nucleo, pero existe también expresion citoplasmatica (Fig.
4 C). Las células de los controles sanos muestran una morfologia normal; es decir,
el nucleo es redondo, tiene escaso citoplasma y la cromatina es compacta.
Mientras que las células de los pacientes tienen morfologia caracteristica de una
célula en un proceso de infeccion, donde se observan vacuolas, nucleo en forma
de bandas, cromatina laxa y abundante citoplasma.

Diferentes estudios han demostrado que la expresion de YY-1 es constitutiva en
diferentes tejidos y tipos celulares®'. Sin embargo, parece ser que la actividad
transcripcional o expresion de YY-1 en linfocitos T y B, es baja52, pero durante el
proceso de diferenciacion de linfocitos B, no es baja®’. Nuestros resultados
parecen corroborar que la expresion de este factor transcripcional nuclear
constitutivo miembro de la familia de GLI-Krlppel se expresa pobremente en CMN
SP. Como se muestra claramente en la Fig. 4 D el nivel de expresion en los
controles sanos es de apenas el 5%, y de 15% en los pacientes con sepsis. Estos
resultados parecieran estar en contradiccién con lo reportado por otros autores®,
que muestran que linfocitos T tienen un elevado nivel de expresion de YY-1. Si
consideramos que la sepsis induce un estado de activacion por infeccion en
linfocitos T, seria de esperar el encontrar una alta expresién de YY-1 en las
células de estos pacientes, pero debemos considerar que el proceso de sepsis
representa una progresion de un estado pro-inflamatorio hacia un estado anti-
inflamatorio y finalmente una condicién predominantemente apoptdtica, pero
también se ha considerado la posibilidad de que estos estadios ocurran de manera

simultanea®. Por lo que la expresién de YY-1 contribuye, de alguna manera, con
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el estado apoptético de estas células, o que causa un estado de inmuno
supresion, provocando de esta manera que la sepsis evolucione a sepsis severa,

choque séptico y DOM.

10.5 Correlacién en la expresion de Fas y de YY-1 con la apoptosis

Para tratar de definir el posible papel de YY-1 en la regulacion de Fas en estas
células realizamos un estudio de correlacion entre la expresion de YY-1 vy la
expresion de Fas y el nivel de apoptosis. (Fig. 10 A y 12, respectivamente). Los
resultados muestran que existe una correlacién inversa entre el porcentaje de
apoptosis y la expresion de YY-1 (Fig. 10 A), lo que sugiere fuertemente que la
expresion de YY-1 en estas células juega un papel protector frente a la apoptosis,
probablemente por la regulacion negativa de la expresion de moléculas pro-
apoptoticas como lo es Fas. Aunque en nuestro estudio no se establece
claramente una correlacion negativa entre la expresion de YY-1 vy la de Fas (Fig.
12), creemos que esto es posiblemente debido a los bajos niveles de YY-1
encontrados en las muestras, que hace dificil el establecer esta correlacion
negativa con los niveles altos de expresién de Fas. O bien, que en estos
pacientes, el estadio transitorio pro-inflamatorio a anti-inflamatorio no permita
establecer esta correlacion. Sin embargo, en este estudio logramos establecer la
importancia de YY-1 en la induccion de apoptosis en estas células, ya que como
se ha reportado anteriormente YY-1 inhibe la apoptosis inducida por Fas y la
disminucién en su expresion incrementa la susceptibilidad a Linfoma no Hodgkin
(una linea celular de linfocitos B)*®. Otros autores han demostrado también que la
expresion de YY-1 en biopsias de pacientes con Linfoma Difuso de Células B
correlaciona con el desenlace de estos pacientes®°%*’ lo que pareciera sugerir
que la expresion de YY-1 juega un papel importante y pudiera ser empleado como
un marcador prondstico y dependiendo del padecimiento, pudiera predecir la
evolucion y desenlace del paciente.

Como se ha dicho, la apoptosis es un mecanismo importante para el
mantenimiento en la homeostasis de tejidos. La activacion y ejecucion de la

apoptosis son dependientes de caspasas. Una de las principales alteraciones en
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el nucleo, durante la apoptosis, es la fragmentacién del DNA. Este proceso induce
una respuesta de reparacion del DNA. Se piensa que la funcién de PARP es la de
ser un sensor de corte y, por la ADP-ribosilacién las proteinas en la vecindad del
DNA se cortan, para generar un ambiente adecuado para el proceso de
reparacion. YY-1 es una de las pocas proteinas que ha demostrado estar
modificada por PARP en respuesta al dafio del DNA. La funcion de PARP esta
estimulada por YY-1, sugiriendo el papel de esta proteina en el DNA para su
reparacion. La actividad de YY-1 en la respuesta a un estimulo apoptético es la
eficiente translocacion de YY-1 al nucleo, independientemente del estado del ciclo
celular de las células blanco y la ruptura especifica de la molécula de YY-1 en
dos sitios en el dominio de transactivacion por las caspasas. Esto sugiere que YY-
1 posee, ademas de su efecto en la proliferacion y diferenciacion, funciones
durante la apoptosis. Ademas, la ruptura resulta en una proteina YY-1 que todavia
puede unirse al DNA pero que es deficiente en la transactivacion. La induccion de
la apoptosis resulta en la rapida redistribucion de YY1 del citoplasma al nucleo
celular; ademas YY-1 es un sustrato para las caspasas efectoras intracelulares de
la apoptosis. Y se ha observado en el dominio de transactivacion dos distintos
sitios de corte que resulta en YY-1 truncado en células apoptdtica que es
deficiente en la transactivacion y aumenta la apoptosis inducida por Fas®. Por
todo lo anterior, es posible explicar el aumento de la expresion de YY-1 en las
células de los pacientes con sepsis en comparacion con la expresion en las

células de los controles sanos (Fig. 4D).

10.6 Expresion de la caspasa-8 y su correlacion con la apoptosis

Como ya hemos mencionado anteriormente la muerte celular por apoptosis puede
ocurrir principalmente por tres diferentes vias: la via extrinseca, la via intrinseca y
la via inducida por el ER. Fas es una de las moléculas responsables de la
induccién de apoptosis por la via extrinseca. Fas esta expresado en una gran
variedad de tipos celulares, incluyendo timocitos, linfocitos B y T, monocitos, Mo,
neutréfilos, asi como en una gran variedad de células no inmunes®’. En este

estudio y de acuerdo a trabajos previos que muestran que la apoptosis en sepsis
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esta mediada por la via extrinseca, nosotros determinamos la expresion de
caspasa-8 como un marcador de esta via de induccion de apoptosis en las CMN
SP de pacientes con sepsis. Como se muestra en la Fig. 5 nuestros resultados
muestran claramente un incremento en la expresion de caspasa-8 activa en las
muestras de pacientes con sepsis al compararlos con los controles. Como lo
muestra el analisis de expresidn este incremento en las muestras de los pacientes
es estadisticamente significativa (P< 0.05). Diferentes grupos de investigacion
han reportado que la apoptosis en sepsis esta relacionada a la via Fas/Fas-L%%, o
que es consistente con nuestros resultados donde vemos claramente un
incremento de caspasa-8 activa en las muestras de pacientes con sepsis que
mostraron un elevado nivel de apoptosis.

Para establecer si existe en estos pacientes una asociacion entre el nivel de
apoptosis y la expresion de caspasa-8 activa realizamos un analisis de correlacion
entre estas dos variables (Fig. 9 A). Los resultados muestran que existe una
asociacion entre la apoptosis y la expresion de caspasa-8 activa en las muestras
de los pacientes con sepsis. Lo que sugiere fuertemente que la apoptosis que
encontramos en las CMN SP de estos pacientes es mediada por la via extrinseca

y muy probablemente por la participacion de Fas.

10.7 Expresion de la caspasa-9 y su correlacion con la apoptosis

Como se ha reportado previamente®®, la via extrinseca juega un papel importante
en la apoptosis y severidad de la sepsis. Sin embargo también se ha reportado
que la expresidon de moléculas anti-apoptoticas como los miembros de la familia de
Bcl-2 participa en la patogenia de la sepsis en modelos murinos. Lo que sugiere
también el posible papel de la via intrinseca en la induccion de apoptosis en
sepsis®. Por lo que en este trabajo también determinamos la expresién de la
caspasa-9 activa como un posible marcador de la via intrinseca de apoptosis en
sepsis. En la Fig. 6 se muestra la fotocomposicion y el analisis de la expresion de
caspasa-9, mostrando que existe un importante incremento en la expresion de
caspasa-9 si lo comparamos con los controles (P<0.05). De igual manera

analizamos si existe correlacion entre la expresion de caspasa-9 y la apoptosis en
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estos pacientes (Fig. 9 B). Los resultados muestran que no existe una correlacion
estadisticamente significativa entre la expresién de la caspasa-9 y la apoptosis.
Sin embargo existe una tendencia de agrupacion de las diferentes muestras con
un elevado nivel de apoptosis y expresion de caspasa-9 activa (57%) (Fig. 6), lo
que sugiere que al menos en la mitad de la poblacién estudiada la participaciéon de
apoptosis de la via intrinseca es importante y que en el resto de la poblacién no
fuera asi, probablemente a que el mecanismo principal de apoptosis en ellos es la
via extrinseca. Por otro lado, sabemos que el proceso de sepsis es multifuncional
y que implica, como ya lo comentamos, un estatus transitorio del estado pro-
inflamatorio al estado anti-inflamatorio lo que podria también explicar parte de la
diversidad en cuanto al comportamiento en la expresion de caspasa-9 y apoptosis
en nuestra poblacion de estudio. Aunque por otro lado, reportes indican que la via
intrinseca de la apoptosis juega un papel en la severidad de la sepsis®’, lo que
puede sugerir entonces que probablemente una via no descarte la activacion de la
otra via o bien durante la apoptosis en sepsis de una activacion simultanea de las
dos vias mediante un mecanismo que involucra la participacion de Bid®"®2. Estas
dos vias apoptéticas pueden interconectarse por la activacién de Bid mediado por

la caspasa-8, lo cual desencadena la activacion de la via mitocondrial.

10.8 Expresion de la caspasa-3 y su correlacion con la apoptosis

Como ya se mencion6 anteriormente las caspasas son una familia de proteasas
de cisteina intracelulares que juegan un importante rol como mediadores
esenciales de la apoptosis y son responsables de las alteraciones morfologicas
asociadas con la apoptosis. La caspasa-3 es la principal desencadenante de la
apoptosis entre todas las caspasas®’. En este trabajo también determinamos la
expresion de la caspasa-3 activa en las CMN SP de los pacientes con sepsis (Fig.
7). Los resultados son consistentes con los hallazgos al determinar apoptosis y
muestran un claro incremento en la expresién de caspasa-3 en los pacientes con
sepsis comparados con los controles (P< 0.05). Al analizar si existia una
correlacion entre la apoptosis determinada por TUNEL y la expresion de caspasa-

3, encontramos que existe una correlacion significativa entre estos marcadores
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(dato no mostrado) (P< 0.05). La expresion de la caspasa-3 activa se observa en
el citoplasma celular (Fig. 7). Para los controles sanos, se distingue una
expresion muy baja en el citoplasma de las células, mostrando células con nucleo
redondo, cromatina laxa y escaso citoplasma. En los pacientes se ve la misma
morfologia, pero se alcanzan a distinguir algunas vacuolas en la periferia de la
célula y cuerpos apoptaticos, presentes solo en células que expresan la caspasa-
3. Es importante mencionar que como se muestra en la Fig. 7 también los
controles muestran un nivel considerable de caspasa-3 activa por lo que la
diferencia con las muestras es apenas estadisticamente significativa. Nosotros
creemos, y como se menciona en la literatura, que existe la participaciéon de otras
caspasas efectoras en la apoptosis en sepsis como la caspasa-1. Recientemente
Delogu et al. mostraron resultados similares con los que nosotros encontramos en
este estudio®. Ellos adicionalmente analizaron la expresion de caspasa-1 en
suero y mostraron un incremento significativo de esta caspasa en suero de los
pacientes con sepsis, lo que sugiere un posible papel en la induccion de apoptosis
en estas células. La importancia de la cascada de las caspasas en la apoptosis en
sepsis ha quedado confirmada por los estudios realizados por Hotchkiss y col., ya
que ellos demostraron que al emplear un inhibidor de amplio espectro de
caspasas (z-VAD-FMK), previene la apoptosis de los linfocitos e incrementa

drasticamente los rangos de sobrevida en un modelo murino de sepsis'®.

10.9 Expresion de Bcl-2 y su correlacion con la apoptosis

Como se ha dicho, existen estudios que muestran evidencia de la importancia de
la expresion de Bcl-2 en la inhibicion de apoptosis con sepsis y su importancia en
la patogénesis de este padecimiento®. Nosotros en este estudio analizamos la
expresion de Bcl-2 en las CMN SP de pacientes con sepsis. En la Fig. 8 se
muestra el analisis de la expresién de Bcl-2 en los pacientes con sepsis, estos
resultados muestran que hay un ligero incremento en la expresion en los pacientes
con sepsis al ser comparados con nuestros controles, sin embargo esta expresion
no es estadisticamente significativa (P> 0.05). La expresion de Bcl-2 se puede

observar en el citoplasma celular (Fig. 8). Se puede observar que la morfologia
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entre los pacientes es caracteristica de células que estan cursando por una
infeccién, mientras que las células de los controles sanos tienen células con
caracteristicas morfologicas normales, (descritas anteriormente). Nosotros no
encontramos diferencias significativas en la expresién de Bcl-2 entre los pacientes

y los individuos control debido a que como lo demostré Bilbault®®

, la expresion de
Bcl-2 en estos pacientes es tiempo dependiente. En ese estudio se muestra que
existe una disminucion en la expresién de Bcl-2 en los pacientes con sepsis
severa que mueren en comparacion con los pacientes con sepsis que sobreviven.
En este estudio solo comparamos la expresion basal de Bcl-2 en individuos sanos
y es muy similar a la que se observa en los pacientes con sepsis, esto debido,
probablemente, a que las muestras de los pacientes fueron tomadas dentro de las
primeras horas del padecimiento, sin embargo podriamos encontrar diferencias
entre los pacientes con los diferentes desenlaces (deceso y sobrevida). De igual
manera que con los demas marcadores, en este trabajo analizamos si existia una
correlacion inversa entre la expresion de Bcl-2 y la apoptosis en estas muestras
(Fig. 10 B). Nuestros resultados muestran que no existe una correlacién entre la
expresion de Bcl-2 y la apoptosis. La falta de correlacidon, en este sentido, creemos
que posiblemente se debe a que la expresion tiempo dependiente de Bcl-2 en
sepsis no sea lo suficientemente alta para neutralizar el efecto de las proteinas
pro-apoptéticas como Bax y Bak. O bien, a que en esos casos la apoptosis no sea
principalmente inducida por la via intrinseca, ya que como se ha reportado
anteriormente, la apoptosis en sepsis puede ocurrir por ambas vias'®. Por otro
lado, también se sabe que la proteccion frente a la apoptosis en sepsis mediada
por la expresion de Bcl-2 es célula dependiente, ya que se sabe que los linfocitos
T muestran mayor expresion de Bcl-2 en comparacion con los linfocitos B y esta

expresion de Bcl-2 les confiere resistencia a la apoptosis en sepsis®®.
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Tabla 1. Caracteristicas clinicas de los pacientes pediatricos

SEPSIS CHOQUE

PACIENTES | EDAD/MESES SEXO SEPSIS SEVERA SEPTICO DOM DESCENLACE
P-1 8 Masc Si no si Si defuncién
P-2 8 Fem Si no no no mejoria
P-3 12 Masc Si Si si Si defuncion
P-4 3 fem Si si no Si defuncién
P-5 2 masc. Si si si Si defuncién
P-6 120 masc. Si no no no mejoria
P-7 12 fem. Si no no no mejoria
P-8 3 masc. Si no no no mejoria
P-9 180 masc. Si Si Si Si defuncién
P-10 4 fem Si si no Si mejoria
P-11 8 fem Si no no no mejoria
P-12 96 fem Si no no no mejoria
P-13 3 masc. Si Si no Si defuncion
P-14 8 fem Si no no no mejoria
P-15 12 fem Si no no no mejoria
P-16 108 masc. Si no no no mejoria
P-17 3 masc. Si Si Si Si defuncién
P-18 12 fem Si no no no mejoria
P-19 12 masc. Si no no Si defuncién
P-20 3 fem Si si si Si mejoria
P-21 84 masc. Si no no no mejoria
P-22 3 fem Si Si Si Si defuncion
P-23 180 fem Si no no no mejoria
P-24 108 masc. Si Si Si Si defuncién
P-25 108 masc Si no si no mejoria
P-26 12 fem Si no no no mejoria
P-27 84 masc. Si no no no mejoria
P-28 3 masc. Si no no no mejoria
P-29 3 masc. Si no no no mejoria
P-30 12 fem Si no Si no mejoria

Tabla 1. Caracteristicas clinicas de los pacientes pediatricos. La poblacién consta
de 30 nifios diagnosticados con sepsis teniendo una edad promedio de 41 meses;
de los cuales, 16 fueron del género masculino y 14 fueron del género femenino.
De esta poblacion 10 desarrollaron sepsis severa, 10 choque séptico y 12
disfuncién organica multiple. Y solo una tercera parte de la poblacién sucumbid.
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FIGURA 1. Determinacién de apoptosis en CMN SP de nifios con sepsis. A)
Control sin enzima. B) Fragmentacion de DNA en CMN SP de nifios sanos y C)
Fragmentacion de DNA en CMN SP de nifios con sepsis medidas con TUNEL a
40x y en el limite inferior derecho a 100x en cada una de las imagenes. D) Analisis
cuantitativo de la fragmentacion de DNA en CMN SP de nifios con sepsis
(Pacientes) y en CMN SP de nifos sanos (Controles sanos). Los datos son
analizados con una prueba de t de Student (n= 4/Controles sanos vy

n=25/Pacientes); *, p<0.05.
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FIGURA 2. Determinacion de la expresion del receptor de muerte Fas en CMN SP
de niflos con sepsis. A) Control de Isotipo. B) Expresion de Fas en CMN SP de
nifios sanos. C) Expresion de Fas en CMN SP de nifios con sepsis medida con
inmunocitoquimica a 40x y en el limite inferior derecho a 100x en cada una de las
imagenes. D) Analisis cuantitativo de la expresion de Fas en CMN SP de nifios
con sepsis (Pacientes) y en CMN SP de nifios sanos (Controles sanos). Los datos
son analizados con una prueba de t de Student (n= 4/Controles sanos y
n=27/Pacientes); *, p<0.05.
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Expresién de Fas-L
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FIGURA 3. Determinacion de la expresion del ligando de Fas en CMN SP de nifios
con sepsis. A) Control de Isotipo. B) Determinacion de Fas-L en CMN SP de nifios
sanos. C) Determinacion de Fas-L en CMN SP de nifios con sepsis medida con
inmunocitoquimica y observado a 40x y en el limite inferior derecho a 100x de
cada una de las imagenes.D) Analisis cuantitativo de la fragmentacion de DNA en
CMN SP de nifios con sepsis (Pacientes) y en CMN SP de nifios sanos (Controles
sanos). Los datos son analizados con una prueba de t de Student (n= 4/Controles
sanos y n=29/Pacientes);*, p<0.05.
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FIGURA 4. Determinacion de la expresion del factor de transcripcion YY1 en
células de sangre periférica de nifos con sepsis. A) Control de Isotipo. B)
Expresion de YY1 en CMN SP de nifios sanos. C) Expresién de YY1en CMN SP
de niflos con sepsis medida con inmunocitoquimica y observado a 40x y en el
limite inferior derecho a 100x de cada una de las imagenes. D) Analisis
cuantitativo de la expresion de YY1 en CMN SP de nifios con sepsis (Pacientes) y
en CMN SP de nifos sanos (Controles sanos). Los datos son analizados con una

prueba de t de Student (n= 4/Controles sanos y n=23/Pacientes);*, p<0.05
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Expresion de C-8 activa
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FIGURA 5. Determinacion de la expresiéon de la caspasa-8 activa en CMN SP de
nifios con sepsis. A) Control de Isotipo. B) Expresion de C-8 activa en CMN SP de
ninos sanos. C) Expresién de C-8 activa en CMN SP de nifios con sepsis medida
con inmunocitoquimica y observado a 40x y en el limite inferior derecho a 100x de
cada una de las imagenes. D) Analisis cuantitativo de la expresién de C-8 activa
en CMN SP de nifios con sepsis (Pacientes) y en CMN SP de nifios sanos
(Controles sanos). Los datos son analizados con una prueba de t de Student (n=
4/Controles sanos y n=26/Pacientes); *, p<0.05.
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FIGURA 6. Determinacién de caspasa-9 activa en CMN SP de nifios con sepsis.
A) Control de Isotipo. B) Expresion de C-9 activa en CMN SP de nifios sanos. C)
Expresion de C-9 activa en CMN SP de nifios con sepsis medida con
inmunocitoquimica observado a 40x y en el limite inferior derecho a 100x de cada
una de las imagenes. D) Analisis cuantitativo de la expresion de C-9 activa en
CMN SP de nifos con sepsis (Pacientes) y en CMN SP de nifios sanos (Controles
sanos). Los datos son analizados con una prueba de t de Student (n= 4/Controles
sanos y n=26/Pacientes); *, p<0.05.
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Expresion de C-3 activa
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FIGURA 7. Determinacion de la expresién de caspasa-3 activa en CMN SP de
nifios con sepsis. A) Control de Isotipo. B) Expresion de C-3 activa en CMN SP de
nifos sanos. C) Expresién de C-3 activa en CMN SP de nifios con sepsis medida
con inmunocitoquimica observado a 40x y en el limite inferior derecho a 100x de
cada una de las imagenes. D) Analisis cuantitativo de la expresién de C-3 activa
en CMN SP de nifios con sepsis (Pacientes) y en CMN SP de nifios sanos
(Controles sanos). Los datos son analizados con una prueba de t de Student (n=
4/Controles sanos y n=28/Pacientes); *, p<0.05.
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Expresion de Bcl-2
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FIGURA 8. Determinacién de la proteina anti-apoptética Bcl-2 en CMN SP de
nifos con sepsis. A) Control de Isotipo. B) Expresion de Bcl-2 en CMN SP de
nifos sanos. C) Expresion de Bcl-2 en CMN SP de nifios con sepsis medida con
inmunocitoquimica observada a 40x y en el limite inferior derecho a 100x de cada
una de las imagenes. D) Analisis cuantitativo de la expresion de Bcl-2 en CMN SP
de nifios con sepsis (Pacientes) y en CMN SP de nifios sanos (Controles sanos).
Los datos son analizados con una prueba de t de Student (n= 4/Controles sanos y
n=26/Pacientes); p>0.05.
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A. Correlaciéon entre la C-8 y la apoptosis
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FIGURA 9. Correlacion entre la apoptosis y la expresion de las caspasas activas 8
y 9, respectivamente en CMN SP de nifios con sepsis. Analizado con una prueba
de Pearson (n=20/C-8 y n=22/C-9); p<0.01
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A. Correlacion entre YY-1y la apoptosis
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B. Correlaciéon entre Bcl-2 y la apoptosis
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FIGURA 10. Correlacion entre la apoptosis y la expresion del factor de
transcripcion YY1 y la proteina anti-apoptética Bcel-2, respectivamente, en CMN SP
de nifos con sepsis. Analizado con una prueba de Pearson (n=16/YY1 vy
n=20/Bcl-2); p<0.05
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A. Correlacién entre Fas y la apoptosis
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FIGURA 11. Correlacién entre la apoptosis y la expresion del receptor de muerte
Fas y Fas-L, respectivamente, en CMN SP de nifios con sepsis. Analizado con
una prueba de Pearson (n=20/Fas y n=20/FasL);*p<0.05
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Correlacién entre Fas y YY-1
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FIGURA 12. Correlacion entre la expresion del receptor de muerte Fas y el factor
de transcripcién YY1 en CMN SP de nifios con sepsis. Analizado con una prueba
de Pearson (n=21); p>0.05

Autor: Revilla Gonzalez Brenda Viridiana y Mayen Retana Vanessa 54



11. CONCLUSIONES

Los pacientes con sepsis estan inmuno comprometidos de acuerdo a las
evidencias de su incapacidad para eliminar los procesos infecciosos primarios y
desarrollar infecciones secundarias. Un potencial mecanismo para esta inmuno
supresion en sepsis es la apoptosis de linfocitos, la cual puede ocurrir por ambas
vias de apoptosis (intrinseca y extrinseca)'®. Diferentes estudios han demostrado
que la apoptosis de los linfocitos en sepsis esta correlacionado con la patogenia y
con la progresion, teniendo una directa relacion con el desarrollo de sepsis severa
y DOM®. Los mecanismos implicados en la apoptosis de los linfocitos y el
desarrollo de DOM en sepsis, han sido estudiados en diferentes modelos y
pacientes con sepsis®’. Se ha definido que la participacién del sistema Fas/Fas-L
es crucial en este proceso. Sin embargo poco se sabe del mecanismo que
pudieran regular la expresion de Fas en la sepsis. Este estudio es el primero en
analizar la expresion del factor transcripcional YY-1 y su posible participacion en la
regulacion de Fas y su consecuente participacion en la induccion de apoptosis en
sepsis. Se observo que existe una tendencia negativa entre la correlacion de la
expresion de YY-1 y la apoptosis, y una clara correlaciéon positiva entre la
apoptosis con la expresion de Fas y su ligando, lo que sugiere que YY-1 puede
jugar un papel en la induccién de la apoptosis en sepsis mediante la regulacion de
la expresién de Fas y otros mecanismos. Por otro lado, también logramos
establecer que existe una clara correlacion entre la expresion de caspasa-8 activa
y apoptosis lo que sugiere que la principal via de induccidon de apoptosis en este
estudio pareciera ser la via extrinseca, mediada por Fas, sin embargo también
encontramos resultados que sugieren que la via intrinseca esta participando,
mediante el analisis en la expresion de caspasa-9. Finalmente, no se encontré una
correlacion entre la expresiéon de Bcl-2 y la apoptosis, sugiriendo que esta proteina
no esta jugando un papel directo en la regulaciéon de apoptosis en los pacientes
con sepsis en este estudio y probablemente ser a través de otra proteina anti-

apoptotica de la familia de Bcl-2.
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12. PERSPECTIVAS

El presente trabajo es el primer reporte de la expresion de YY-1 en células de
pacientes con sepsis y abre un nuevo campo en la investigacion de la
fisiopatologia de las complicaciones de la sepsis como lo es DOM. La propuesta
es que la determinacion de YY-1 y la apoptosis sirvan como marcadores junto con
otro grupo de marcadores que en conjunto pudieran predecir el desenlace de los
pacientes con sepsis. Para lo cual se pretende hacer mas extensivo el estudio y
conocer cual es la correlacion en la expresion de la proteina YY-1 y su correlacion
con el desenlace clinico. Asi como determinar la secrecién de citocinas y su
correlacion con la expresion del factor de transcripcion YY-1. Y poder determinar
el indice prondstico del factor de transcripcion YY-1 y la proteina anti-apoptética
Bcl-2 en los pacientes pediatricos con sepsis. También es necesario determinar la
expresion de proteinas pro-apoptoéticas, tales como: Bax y Bak, para saber el
papel que ejercen en la via intrinseca y tener una idea de cdmo estan

interactuando con la proteina anti-apoptotica Bcl-2.
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13. GLOSARIO

DAB. 3,3’-diaminobenzidina tetrahidroclorhidrido. Produce un producto de color

café que es altamente insoluble en alcohol y otros compuestos organicos.
DAB ha sido clasificado como un potencial cancerigeno y por esto tiene que

ser manejado con el cuidado apropiado.

Fosfatidilserina. Es el principal fosfolipido soluble en grasa que se encuentra

endogenamente en el cerebro y ayuda a establecer la integridad y la fluidez
de las membranas celulares, es decir el medio ambiente interno de las
células, la transduccion de las sefales, la liberacion de las vesiculas
secretoras, la comunicacion de célula a célula y la regulacion del
crecimiento celular. También es un componente de la membrana
mitocondrial donde funciona como un depdsito metabdlico para otros

fosfolipidos.

Hipotension inducida por sepsis. Presion sistélica menor de 90 mmHg o

reduccion menor o igual de 40 mmHg de la presion basal, sin que haya

ninguna otra causa para la hipotension.

IFN-y. Citocina formada por varias proteinas. La principal fuente son las células T.

IL-1.

IL-2.

Activa Mo, activa e influye en la diferenciacion de las células T y activa a

las células NK.

Es una citocina producida por multiples estirpes celulares, principalmente
por M@ activados. Se produce en grandes cantidades como respuesta a
infecciones o cualquier tipo de lesion o estrés. Es un mediador clave en la
respuesta inflamatoria ocasionando fiebre, neutrofilia y produccién de
proteinas de fase aguda. La IL-1 es liberada por los M¢, monocitos y

células dendriticas en respuesta al factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a).

Citocina producida por las células T activadas por el antigeno que actua de
forma autocrina estimulando la proliferacion de las células T y que también

potencia la muerte celular apoptoética de las células T activadas por el
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IL-4.

IL-5.

IL-6.

IL-10.

IL-12.

antigeno. Asi, esta IL es necesaria para la induccibn como para la
autorregulacion de las respuestas inmunitarias mediadas por las células T.
También estimula la proliferacion y las funciones efectoras de las células

citotoxicas (NK) y de las células B.

Citocina producida principalmente por la subpoblacion Th2 de células T
CD4" cuyas funciones son la induccion de la diferenciacion de las células
Th2 a partir de los precursores CD4" no estimulados, la estimulacion de la
produccion de IgE por las células B y la supresion de las funciones de los

Me dependientes del INF-y.

Citocina producida por las células T CD4" del tipo Th2 y por los mastocitos
que estimula el crecimiento y la diferenciacion de los eosindfilos y activa a

los eosinoéfilos maduros.

Citocina producida por muchos tipos de células, como los Mg, las células
endoteliales y los fibroblastos, que intervienen en la inmunidad tanto innata
como adaptativa. La IL-6 estimula la sintesis de proteinas de la fase aguda
por los hepatocitos, asi como el crecimiento de los linfocitos B productores

de anticuerpos.

Citocina producida por los M@ activados y por ciertas células T
colaboradoras cuya principal funcién es inhibir a los Mg activado y, por lo
tanto, mantener el control homeostatico de las reacciones inmunitarias

innatas y mediadas por células.

Citocina producida por los M@ y las células dendriticas que actua como
mediador de la respuesta inmunitaria innata a los microorganismos
intracelulares y es un inductor clave de las respuestas de inmunidad celular
frente a estos microorganismos. La IL-12 activa a las células NK, promueve
la induccién de IFN-y por las células NK y las células T, potencia la
actividad litica de las células NK y promueve el desarrollo de las células
Th1.
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InsP3. Inositol 1,4,5-trifosfato, es un segundo mensajero intracelular que provoca

la liberacion del Ca?* almacenado en organelos como el ER.

Linfoma no Hodgkin. Es un tipo de cancer que surge en los linfocitos, un tipo de
glébulo blanco de la sangre. Se denomina de este modo para distinguirlo de
la enfermedad de Hodgkin, un subtipo particular de linfoma. De hecho, es
un término que incluye muchas formas diferentes de linfoma, cada uno con

sus caracteristicas individuales.

PARP. Poli(ADP-ribosa) polimerasa, enzima de reparacion de DNA. PARP se
activa por los fragmentos de DNA y cataliza la unién de polimeros de ADP-

ribosa a multiples factores nucleares, facilitando la reparacion del DNA.

TGF-p. Citocina producida por las células T CD4" y cualquier célula del sistema

fagocitico mononuclear e inhibe la proliferacion de las células T CD4".

TNF-a. Citocina producida por los M. Aumenta la citotoxicidad de macréfagos y

neutroéfilos, aumenta la expresion del MHC.
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