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RESUMEN

El estrés oxidativo esta implicado en la patogénesis de varias complicaciones de la
prematuridad. Dentro del Gtero el desbalance redox debido a estrés podria disminuir la
reserva antioxidante fetal. La tiorredoxinal (Trx1) es una proteina reductora de disulfuros
con varias funciones biolégicas.

El objetivo de esta tesis fue comparar los niveles de expresion de Trx1l al momento de
nacer de infantes a término y pretérmino.

Métodos: Los niveles de expresion de Trx1l fueron medidos en eritrocitos de vena de
cordon umbilical en 12 infantes que nacieron a término con edad gestacional 37-40
semanas, peso al nacer 2585 — 4195g y 15 infantes que nacieron pretérmino con edad
gestacional 25-36 semanas con peso al nacer 934 — 2494g. Las muestras de sangre
fueron colectadas de cada sujeto, una purificacién de etanol/cloroformo se utiliz6 para
extraer la enzima Trx1. La proteina total que sobrevivié al procedimiento de extraccion
etanol/cloroformo fue medido por el método de Bradford.

Resultado: La media + error estandar en unidades arbitrarias de los niveles de expresion
de Trx1 en eritrocitos fueron mayores en recién nacidos pretérmino (164.52 + 102.04) en
comparacion con los neonatos a término (130.80 + 118.0) probabilidad<0.05.

Conclusién: Nuestros resultados podrian promover la especulacion de que recién nacidos
pretérmino nacen con mas abundante Trx1 que recién nacidos a término. Altos niveles de
Trx1 en estos neonatos pueden proveer un mecanismo protector Gnico que permite el
mantenimiento del balance redox durante la transicion fetal a neonatal.



INTRODUCCION

El estrés oxidativo se describe como un desbalance en la producciéon de especies
reactivas de oxigeno (ERO) y la habilidad de sistemas antioxidantes para destruirlos. Este
se puede desarrollar por un aumento en la produccién de ERO y/o una disminucion en la
capacidad antioxidante. Algunos ERO son radicales libres y ellos inducen dafio celular
actuando sobre proteinas y lipidos. El embarazo per se es un estado de estrés oxidativo,
resultado del incremento en la actividad metabdlica de mitocondrias de la placenta y un
reducido poder destructor de antioxidantes. Este incremento de estrés oxidativo puede
luego afectar la funcién de la placenta.

El desarrollo neonatal ocurre en un ambiente mucho mas hipdxico; la concentracion de
oxigeno en Utero es menor al 3%, mientras que los niveles de oxigeno que inhalamos son
de 21%. Al nacer, los infantes recién nacidos son por lo tanto repentinamente expuestos a
mayores niveles significativamente de oxigeno inspirado. Los bebés deben también
soportar la generacion de radicales de oxigeno téxicos, los cuales pueden oxidar
macromoléculas criticas. Un mecanismo protector ocurre durante el Gltimo trimestre de
vida fetal, en el sentido de incrementar la cantidad de enzimas antioxidantes, preparando
adecuadamente al recién nacido para hacer frente al aumento de oxigeno al nacer. Sin
embargo, los infantes prematuros frecuentemente sufren de lesiones oxidativas, debido a
su insuficiente habilidad para protegerse contra insultos oxidativos.

Los eritrocitos tienen una amplia gama de factores antioxidantes los cuales protegen a los
tejidos de ataques por ERO, generados tanto por la auto-oxidacién de hemoglobina o por
fuentes externas. ERO son destruidos dentro de los eritrocitos por la actividad combinada
de antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos. Las especies oxidantes no sélo participan
en la toxicidad, pero también en una variedad de funciones fisiolégicas controladas por el
balance oxidante/antioxidante.

La tiorredoxinal (Trx1) es la principal disulfuro reductasa celular. Ademés de actuar como
un antioxidante por si misma, Trxl regula la expresion de otros importantes genes
antioxidantes, activa enzimas que contienen sulfhidrilos (-SH) que son inactivadas por
estrés oxidativo y suministra equivalentes reductores a peroxirredoxinas.

El objetivo de esta tesis es entonces comparar los niveles de expresion de Trx1l en
eritrocitos de bebés a término y pretérmino, como una medida de la capacidad
antioxidante de ambos recién nacidos.



MARCO TEORICO

ESPECIES REACTIVAS DE OXiGENO (ERO)

Un radical libre se define como cualquier atomo o molécula que contiene
electrones desapareados y tiene una existencia independiente. ERO es un término

colectivo, que incluye no sélo a los radicales de oxigeno, superéxido (O, ), hidroxilo
('OH), y peroxilos, sino también a algunos radicales derivados de oxigeno (no radicales)
como el oxigeno singulete (*O,) y perdxido de hidrogeno (H,O,), Este término en la

literatura a menudo incluye oxido nitrico (NO), peroxinitrito (ONOO-) y otras especies

reactivas de nitrégeno (ERN). Por lo tanto, todos los radicales de oxigeno son ERO, pero
no todos los ERO son radicales de oxigeno.*

La reduccion paso a paso de oxigeno molecular via transferencia de un electron se
resume como sigue:

e. e, . \
0, v, D_;'j—“u H:(J;l- OH +‘0H:—- 2HO
W T )

Uno de los mas toxicos radicales, el peroxinitrito (ONOO ) es formado por éxido nitrico

(NO') y superoéxido (Oz'_) como describimos a continuacion:

NO + 0, —* ONOO

Muchas especies reactivas (como tal ‘NO, O, , H,0,, HOCl y ONOO’) son permeables a
la membrana, y como resultado, son potencialmente capaces de difundirse fuera de la

membrana plasmatica. Esto parece particularmente relevante para ‘NO, H,O, y HOCI,

quienes tienen relativamente larga vida media en solucién acuosa (de segundos para ‘NO
a minutos para H,0, y HOCI).? ERO son generados como bi-productos de respiracion
aerdbica y metabolismo. Las células producen continuamente ERO como resultado de
reacciones de transferencia de electrones, y rapidamente reaccionan con moléculas
celulares, ya sea dafiandolas directamente o0 comenzando una reaccién en cadena donde
el radical libre pasa de una molécula a otra, resultando en dafio masivo a estructuras
celulares.?

Los radicales libres y especies no-radicales reactivas derivadas de radicales existen en
células y tejidos biologicos a bajas pero medibles concentraciones. La evidencia indica
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que los organismos vivos estan adaptados para coexistir con ERO. Su concentracion esta
determinada por el balance entre su velocidad de producciébn y su velocidad de
eliminacion por varios componentes antioxidantes y enzimas.?

El sistema antioxidante de organismos vivos esta constituido por una variedad de
enzimas, proteinas de enlace, micronutrientes, catabolitos, vitaminas y compuestos
guimicos, que controlan las reacciones redox suscitadas por el consumo de oxigeno y
otros oxidantes.??

Un antioxidante es: “alguna sustancia que retrasa, previene o remueve el dafio oxidativo
de una molécula blanco.

El antioxidante depende de las especies reactivas y la molécula blanco en cuestion.**

El desbalance entre la produccion y la destruccién de ROS, que conduce a inevitable
dafio celular, se conoce como estrés oxidativo y ocurre debido a un cambio en uno o0 mas
de los siguientes factores:*?

- altas concentraciones de ERO, formados durante condiciones patolégicas y que
pueden abrumar las defensas celulares conduciendo a dafio celular

- capacidad disminuida para detoxificar agentes oxidantes

- deficiencias en los mecanismos de reparacion que incluyen degradacion y re-
sintesis de moléculas dafiadas o reduccion del componente oxidado.

Una amplia gama de equilibrios interconectados forman el balance antioxidante/oxidante
existente en todos los compartimentos biolégicos aunque los mecanismos de control son
poco conocidos.?

El término “sustrato oxidable” incluye casi cualquier molécula que se encuentra in vivo. A
pesar de que tedricamente cualquier molécula puede ser dafiada oxidativamente, los
investigadores se han enfocado a las proteinas y los lipidos por constituir los principales
componentes de los fluidos y tejidos corporales.” Parece que los factores mas importantes
que determinan cual proteina o lipido va a ser oxidado son la constante de velocidad para
la reaccidn de especies reactivas con proteinas y lipidos asi como la abundancia de estas
macromoléculas.® Indudablemente, otros factores como la localizacion de especies
reactivas y el blanco, la ocurrencia de reacciones en cadena y los efectos de procesos de
reparacion también afectan la reactividad de oxidantes.

Las proteinas son los principales blancos para oxidantes como resultado de su
abundancia en sistemas bioldgicos, y su mayor constante de velocidad para la reaccion.’

Una de las més distinguidas caracteristicas de los diferentes compartimentos celulares es
su potencial redox. En general, el potencial redox describe la tendencia de un sistema a
tanto ganar o perder electrones cuando se introducen nuevas especies.’

No obstante, los oxidantes han sido tradicionalmente considerados como moléculas
toxicas con efectos perjudiciales para las células, varios estudios sugieren que estas
especies reactivas podrian ser producidas por las células a propdsito, y estas participan
en procesos de sefalizacion, especialmente a través de modificaciones del estado de
oxidacién de residuos de proteinas.>®® El estrés oxidativo puede causar modificaciones
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reversibles y/o irreversibles de proteinas sensibles, lo primero siendo crucial en la
proteccién contra dafio irreversible y modulacién de la funcion de la proteina (regulacion
redox). Modificaciones irreversibles estdn generalmente asociadas con pérdida de la
estabilidad de las funciones conduciendo a degradacion de la proteina modificada.?

Las células deben mantener el ambiente intracelular reducido. El concepto de regulacion
redox nos indica que a pesar del ambiente intracelular generalmente reducido, las
especies oxidadas pueden también existir. La formacion reversible de disulfuros inter- o
intra-moleculares (P-S-S-P) es frecuentemente un prerrequisito para la apropiada funcion
y doblez de una proteina o un complejo de proteinas. Como la oxidacion es mas a
menudo debida al incremento del flujo (principalmente exdgeno) de ERO, parece natural
gue la regulacion redox actle ante todo como un mecanismo de respuesta a este estrés
oxidativo.®

Las actividades complejas de ERO y ERN estan gobernadas por leyes quimicas.® En
particular, ya que ERO y ERN son potentes electrofilos ellos reaccionan con centros
nucleofilicos como grupos —OH (hidroxilo), -NH, (amino) y —SH (sulfhidrilo), de pequefios
compuestos y macromoléculas con consecuencias reversibles o irreversibles (si el dafio
no es prontamente remediado), controlado por el equilibrio antioxidante/oxidante. El grupo
—SH, por la particular posicion del azufre(S) en la tabla periédica, es el mejor nucledfilo.
Consecuentemente, tioles (RSH) son mas facilmente oxidados o conjugados que
compuestos que tienen restos —OH o —NH2_3

El potencial redox del citosol de células eucariotas normalmente favorece grupos tiol
reducidos. Junto con otros antioxidantes, RSH tanto de bajo y alto peso molecular estan
involucrados en la regulacién celular de la actividad y concentracion de ERO y ERN.
Proteinas con grupos sulfhidrilo (PSH) se dividen en categorias esenciales y no
esenciales. Varios estudios quimicos, genéticos y enzimaticos han clarificado el papel de
PSH esenciales, como centros redox cisteina implicados en catdlisis, estructura
cuaternaria, traduccion de sefiales y enlace al DNA. Las PSH no esenciales se consideran
simples sitios nucleofilicos. Dentro de las células, niveles de tioles no proteinicos (NPSH,;
principalmente glutation (GSH)) son mucho menores (2-6mM) que la poblacion altamente
heterogénea de PSH (20-40mM).?

Tioles cisteina pueden ser oxidados en acido sulfénico (SOH), sulfinico (SO.H), 6
sulfénico (SOzH); también puede conducir a la formaciéon de enlaces disulfuro intra- o
interproteina y a S-tiolacion, que consiste en la formacion de mezclas de enlaces disulfuro
entre los tioles libres de una proteina y un tiol de bajo peso molecular como la cisteina (S-
cisteinilacion), cisteamina (S-cisteaminilacion), o glutation (S-glutationilacién). Ademas de
estas oxidaciones, las cisteinas pueden someterse a nitrosilacién en presencia de ERN.
La S-nitrosacion 6 S-nitrosilacién es una agregacion oxidativa post-translacional de NO a
residuos cisteina de proteinas. Una paradoja de la S-nitrosilacion es que solo un pequefio
conjunto de cisteinas reactivas son modificadas in vivo a pesar de la promiscua

reactividad que exhibe el 'NO con tioles, excluyendo la reaccién de 'NO libre como el

mecanismo primario de S-nitrosilacién.>® Sin embargo, no todas estas modificaciones por
oxidacion estan involucradas en mecanismos de regulacion redox. Uno de los principales



criterios que permite considerar estas modificaciones post-translacionales como
mecanismos regulatorios y no sélo como dafio oxidativo es su reversibilidad.® En sistemas
bioldgicos, las reacciones de intercambio tiol-disulfuro son altamente especificas con
respecto al grupo tiol involucrado.®

El papel de ERO en la sefializacion celular es bien conocido. Destacan las cualidades de
H,0O, como un adecuado segundo mensajero por su produccion y degradacion enzimatica
que proveen especificidad de tiempo y espacio, y su interacciébn quimica que da
especificidad para oxidacion de tioles. Productos de peroxidacion de lipidos
(particularmente del 4-hidroxi-2-nonenal (HNE)), y 6xido nitrico (NO), también participan
en la sefializacion.®” Este Ultimo ejerce sus efectos via mecanismos de formacion de
cGMP asi como independiente de cGMP tal como nitracion y nitrosilacion de proteinas.’
La participacién de PSH puede ser incluso mas compleja tal como se indica mediante una

comparacion de las reacciones por ONOO vy H,0,. Mientras que ONOO reacciona mas
rapidamente (alrededor de tres veces) que H,O, con tioles, prefiriendo RSH no

disociados, mientras que H,O, reacciona mas facilmente con RS’ (ion tiolato).3

Un sorprendente gran numero de proteinas celulares (4-5% del extracto de proteinas de
células de linfoblasto L1210) contienen tioles vecinos cerca a o en la superficie de las
proteinas. Proteinas con tioles vecinos tienen cisteinas sulfhidrilo que estan dentro de una
distancia de enlace. Esta localizacibn de los disulfuros permite la reduccion por
interaccién proteina-proteina.®

Aunqgue los sistemas antioxidantes pueden hacer frente a grandes cantidades de ROS,
ellos no son perfectos. Por lo que la célula esta equipada con sistemas “especialistas de
rescate” en caso de que los “guardaespaldas” fallen en la proteccion de “estructuras VIP”
en peligro de estrés oxidante.® Las principales disulfuro reductasas universales
responsables de mantener las proteinas en su estado reducido son Trx1 y glutarredoxina
(Grx). Trx1 comUnmente excede el nivel de Grx en la célula.®’

Otro sistema, el Glutatiébn (GSH), no es particularmente un efectivo reductor de proteinas
oxidadas. Aun en la presencia de glutarredoxina(s), GSH reduce principalmente mezclas
disulfuro glutatién-proteina y sélo unos pocos selectos disulfuros intra-proteina. La
reducciéon de estos disulfuros dentro de las células se debe principalmente a la actividad
del sistema tiorredoxina.®*°
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Modificaciones oxidativas tiol. La exposicion de residuos cisteina sensibles redox a
oxidantes como tal H,O, conduce a la formacién reversible de acido sulfénico, este ultimo
reacciona rapidamente con tioles cercanos de la misma proteina para formar enlaces
disulfuro intramoleculares. Puede también reaccionar con tioles de otras proteinas o el
tripéptido pequefio glutation para formar mezclas de enlaces disulfuro 6 enlaces disulfuro
intermoleculares. Las cisteinas reducidas pueden ser directamente oxidadas a enlaces
disulfuro por reacciones de intercambio disulfuro con glutation oxidado. Estas
modificaciones oxidativas tiol son reducidas por miembros de los sistemas Grx o Trx,
quienes adquieren su poder reductor de NADPH celular. En la presencia de altos niveles
de H,0,, sobreoxidacién a acido sulfinico o acido sulfénico puede ocurrir. Mientras que
Sulforredoxina (Srx) especificamente reduce acido sulfinico en 2-Cys Prx’s. Modificado de
Kumsta Caroline and Jakob Ursula; Redox-Regulated Chaperones Biochemistry
2009;48:4666-4676



TIORREDOXINA (Trx1)

La proteina Trxl es el miembro eponimo de las proteinas de la familia
Tiorredoxina. Las principales isoformas son: Trx1 (citosolica/nuclear) y Trx2 (mitocondrial).
Proteinas que comparten la secuencia del sitio activo similar a Trx1: Cys-Xxx-Yyy-Cys se
les llama miembros de la familia Tiorredoxina. Esta familia ahora incluye mas de 10
proteinas.>®***213 E| ntimero indica el orden cronolégico de su descubrimiento.

Las actividades antioxidantes de todas las formas de Trxs estan claramente relacionadas
a su contenido tiol, particularmente en su sitio activo. La cuestién de porque algunas de
estas proteinas estructuralmente similares actlan como reductores, mientras que otras
son oxidasas mas eficientes se debe al papel principal de los dos residuos localizados
entre las dos cisteinas del sitio activo. La naturaleza y composicion de estos dos
aminoécidos afecta draméaticamente el potencial redox estandar de las proteinas.**

En 1964, la pequefia proteina (Trx-1) fue identificada por Peter Reichard y su grupo como
una donadora de hidrogenos a ribonucleotido reductasa, quien es una enzima esencial
para la sintesis de DNA en Escherichia coli. EI nombre Tiorredoxina, se le dio a la
proteina a partir de su funcién biolégica dependiente sobre el ciclo oxidacion-reduccion de
un grupo disulfuro (S-S).** EI primer reporte de Trx1 en mamiferos fue en 1967 como una
proteina redox presente dentro de células de hepatoma Novikoff de rata. Trx1l fue
subsecuentemente redescubierta bajo otros nombres: citocina parecida a interleucina-1,
factor derivado de células T adultas leucémicas (ADF), y como factor de embarazo
temprano. Se demostrd que estas proteinas eran idénticas cuando la correcta secuencia
de aminoacidos de Trx1 fue publicada, y todas ellos ahora son referidas como Trx1.**

Trx1 tiene efectos pleiotropicos funcionando como un antioxidante celular protector y
regulador de actividad de factores de transcripcién. Tiene un amplio rango de actividades
en diferentes compartimentos celulares; participa en la reducciéon de ribonucleétidos a
deoxirribonucleétidos para sintesis de ADN y, por mantener grupos tiol en el estado
reducido, modula actividad de citocinas y tiene influencia sobre el crecimiento celular y
apoptosis.®*t1418

Nos enfocaremos en esta tesis a las propiedades redox y antioxidantes de Trx1 de

humano.

BIOQUIMICA REDOX DE Trx1

Estructura-funcion

La Trx1 de humano es una proteina redox de 104 aminoacidos con un peso
molecular de 11,737 Da, proveniente del gen TXN 9g32."** Esta pequefia proteina ditiol
(=(SH)2 ) universal es una de las mas importantes reguladoras del balance oxidacion-
reduccion (redox) celular. Se considera como la disulfuro reductasa universal.>***3



La Trx1 es una proteina globular compacta, la cual contiene cinco hebras de hojas (-
plegadas formando un corazén hidrofébico rodeado de cuatro a-hélices en la superficie
externa, utiliza los dos residuos cisteina con actividad redox en su sitio activo con la
secuencia conservada —Trp-Cys32-Gly-Pro-Cys35- que esté localizado sobre una saliente
entre la hebra B2 y la hélice a2. Solamente el azufre N-terminal de Cys32 esta expuesto al
solvente.>** El paso que limita la velocidad de la actividad de Trx1 es la orientacién de
cisteina del sitio activo N-terminal y las dos cisteinas con enlace disulfuro del sustrato en
un angulo de 180°. El tiol del sitio activo N-terminal de Trx1 posee un inusual menor valor
de pks. Por lo tanto, este grupo tiol es rapidamente desprotonado bajo condiciones
fisiologicas.™ La Trx1, tiene tres cisteinas, Cys62, Cys69, y Cys73, ademas del par de su
sitio activo (Cys32 y Cys35). Dos conjuntos de tioles vecinos y un monotiol (Trx-(SH),-
(SH)»-SH), cada uno de los cuales han sido implicados en otras actividades reductoras.
Estos residuos Cys podrian impartir propiedades bioldgicas tGnicas.>***®

El mecanismo propuesto para la reduccién de proteinas disulfuro catalizado por
tiorredoxina es: tioredoxina reducida (Trx-(SH),) se enlaza a la proteina blanco via su area
superficial hidrofobica, el ataque nucleofilico por el tiolato del residuo Cys32 resulta en la
formacion de una mezcla disulfuro pasajero, quien es seguido por un ataque nucleofilico
del residuo Cys35 desprotonado generando tiorredoxina oxidada (Trx-S2) y la proteina
reducida (ocurren cambios conformacionales en tiorredoxina y proteina blanco durante la
reaccion).>'***La tiorredoxina oxidada (Trx-S,) es reducida por la flavoproteina
tiorredoxina reductasal (TrxR1) dependiente de nicotinamida adenina dinucleotido fosfato
(NADPH) que juntos comprenden el sistema tiorredoxina. La fuente de electrones del
sistema Tiorredoxina es NADPH, quien en mayor parte se produce de la via pentosas
fosfato. Los electrones son transferidos de NADPH a FAD, luego al disulfuro activo redox
N-terminal en una de las subunidad de TrxR-1, y finalmente al sitio activo Gly-Cys-Sec-
Gly C-terminal de la otra subunidad (donde Sec es selenocisteina).>****

El método de Western blotting “redox” se utilizé6 para medir el potencial redox de Trx1 y se
encontré que dentro de células endoteliales, virtualmente toda la Trx1 esta en la forma
reducida, y no solo bajo condiciones normales. Aun seguido de un tratamiento con H,O,,
el 70-85% deTrx1 total permanece completamente reducida. Aprovechando este método y
utilizando anticuerpos para Trx1, se determiné el potencial redox estandar (E,) de Trx1
(-230mV) para cuantificar el estado redox de Trx1 en el citoplasma y nucleo. Se encontro
gue el 95% de Trx1 esta en el estado reducido en ambos compartimentos (potencial redox
(Ep) es -280mV). 11

Trx1 humana forma dimeros vinculados covalentemente en solucion, especialmente en la
presencia de un oxidante o cuando se almacena a altas concentraciones. Esto se debe a
un pedazo hidrofébico de 1100A?, cinco enlaces hidrogeno, y un enlace disulfuro (Cys73-
Cys73). La regiéon hidrofébica estd compuesta de 12 aminoacidos hidrofébicos. Se
desconoce si la formacién de dimeros de Trx1 ocurren bajo condiciones fisiologicas. Sin
embargo, se conoce que dimeros de Trx1l no son sustrato para la reduccién de TrxR1.
Trx1 también forma heterodimeros con numerosos regiones de proteinas redox. Las
interacciones entre los péptidos y Trxl sugieren que hay especificidad para las
interacciones, pero las constantes de disociacion para todos los heterodimeros no se ha
reportado.*’



La participacion de la Trx1 en catalizar reacciones de trans-nitrosilacion en células podria
ser general debido a que esta proteina tiene numerosas interacciones proteina-proteina.
Se demostro que la Tiorredoxina S-nitrosilada (Trx-SON) es responsable de incrementar
el contenido de proteinas totales de células endoteliales y las funciones anti-apoptoticas y
redox de Trx1.'®

ANTIOXIDANTE

Esta proteina parece tener un importante papel en proteger a las células de
sustancias toxicas, especialmente oxidantes y electrdéfilos. Trx1 actia como un cofactor, y
proteina reductora. Cada una de estas actividades tiene una influencia sobre la respuesta
celular a insultos toxicos, particularmente estrés oxidante.>?!1#13161% ge ha demostrado
qgue la Trx1 tiene efectos antioxidantes tanto directos e indirectos. El efecto antioxidante
indirecto es mediado por su habilidad de inducir la expresién del gen superéxido
dismutasa de manganeso (Mn-SOD), asi reduciendo el estrés nitrativo (impidiendo la
formacion ONOO).**® De los efectos directos, se ha reportado que Trx1 es un poderoso
extintor de oxigeno singulete y destructor de radical hidroxilo. Las cisteinas estructurales y
cataliticas son importantes para su propiedad destructora de oxigeno reactivo'® ademas,
puede reducir directamente H,0, y GSSG.***

El sistema tiorredoxina es capaz de regenerar proteinas inactivadas por estrés oxidativo.
De hecho, se ha reportado que el sistema tiorredoxina podria contribuir en mas del 50%
para esta funcién.>*°

COFACTOR

La metionina es uno de los dos aminoacidos comunes (junto con Cys) que son
mas susceptibles a oxidacion por ERO, y por lo tanto sistemas enzimaticos participan
para contrarrestar este dafio.'’ La Trx-1 dona electrones para metionina sulfoxido
reductasas universales participando en la reparacién de proteinas por reduccion de
residuos metionina sulféxido. La oxidacién de residuos metionina al sulféxido por ROS,
podria perjudicar la funcién de las proteinas, 6 también podria regular la funciéon de las
proteinas por controlar el estado redox de residuos metionina criticos."’

La Trx-1 parece ejercer la mayor parte de sus propiedades antioxidantes dentro de
las células a través de peroxirredoxinas (Prxs), quienes utilizan grupos tiol como
equivalentes reductores para destruir oxidantes. Las células de mamiferos expresan 6
diferentes enzimas Prxs, un grupo de universales peroxidasas dependientes-tiol que
participan no sélo en la defensa contra dafio oxidante por peréxido pero también en la
regulacion de eventos de sefializacion celular mediado por H,O, en eucariotas. Se
clasifican acorde al mecanismo de reduccién de peréxido y al niumero de cisteinas
involucradas en la catélisis.”®*
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Todas las enzimas Prxs contienen un residuo cisteina conservado (peroxidatic cysteine,
Cp). Cuatro tipos de Prxs (Prx1-Prx4) contienen un residuo cisteina conservado adicional
(resolving cysteine, Cgr). Las enzimas Prxs que contienen dos residuos conservados son
asi designadas 2-Cys Prxs, mientras que Prx6 es referida como tal 1-Cys Prx debido a
que esta solo contiene la Cp.®?' Dentro de las enzimas 2-Cys Prxs, quienes son
homodimeros, Cp-SH de una subunidad es selectivamente oxidada por peroxidos a Ce-
SOH (acido sulfénico), quien luego reacciona con Cgr-SH de la otra subunidad para
producir un enlace disulfuro intermolecular, quien es reducido por Trx1, cerrando el ciclo.
La Trx1 es en turno reducida por TrxR1 dependiente de NADPH.?%?*

EXPRESION DE Trx1

La concentracién de Trx1 humana en tejidos no se ha determinado exactamente
pero es alrededor de 0.5-5.0 uM en tejidos de bovino.>*’ La Trx1 es inducida por una
variedad de estresantes, incluyendo agentes infecciosos asi como hormonas y quimicos.
Algunos ejemplos son la hipoxia, mitégenos, lipopolisacaridos, O,, H,O,, ester forbol,
infeccion viral, radiacién con rayos X, e irradiacién UV. La expresion de Trx1 también es
inducida por estimulos sin las llamadas propiedades de estrés. Es inducida por retinol
(vitamina A), estradiol o prostaglandina E1 (PGE1l) y Geranilgeranilacetona (GGA),
sulfurofano.®*?
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Figura 2. Representacion esquematica del sistema redox Trx y sus principales funciones. La forma reducida de
Trx1 protege contra lesion celular inducida por estrés oxidativo y apoptosis La proteccion contra estrés oxidativo se
puede lograr directamente a través de la destruccion de ERO, incrementando la expresién de MnSOD, o eliminacion de
peroxidos a través de la accion de Prx’s. Ademas Trx1 reducida puede también inhibir ASK1, resultando en la anhibicion
de apoptosis. Trx1l puede también influenciar la reparacién o regeneracion de tejido dafiado por incrementar la
regeneracion celular. Por otra parte, Oxidacion y S-nitrosilacion de Trx1 citosolica por HO2 y GSNO, respectivamente.
Bajo condiciones oxidantes, dos disulfuros pueden formarse en la estructura de Trx1: uno en el sitio activo y el segundo
entre las cisteinas estructurales Cys62 y Cys69. Esta modificacion de Trx1 probablemente conduce a cambios
conformacionales los cuales estan involucrados en la secrecion de Trx1 o la formaciéon de Trx80. Ademas, se ha
mostrado que esta forma de Trx1l puede ser nitrosilada en Cys73, por lo tanto, esta involucrada en procesos
transnitrosilacion con caspasa 3. Siguiendo el estrés nitrosativo, un disulfuro se forma en el sitio activo, y las dos Cys
estructurales Cys69 y Cys73 son nitrosiladas. Esta forma de Trx1 esta también probablemente involucrado en procesos
de transnitrosacion. La formacién de dos disulfuros o dos nitrosotioles conduce a la inhibicién de la actividad catalitica
del sistema Trx. Este efecto es reversible, y la actividad de Trx se regenera via un mecanismo autocatalitico. Modificado
de Hashemy Seyed Isaac and Holmgren Arne; Regulation of the Catalytic Activity and Structure of Human
Thioredoxin 1 via Oxidation and S-Nitrosylation of Cysteine Residues The journal of biological Chemistry
2008;283:21890-21898 y Kumuda C. Das; Thioredoxin System in Premature and Newborn Biology Antioxid Redox
Signal 2004;6:177-184
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ERITROCITOS

El eritrocito, hematie o glébulo rojo circulante muestra tres caracteristicas
importantes 1) son células maduras, altamente diferenciadas para el transporte de los
gases respiratorios, oxigeno y diéxido de carbono; 2) presentan una vida media limitada, y
3) han perdido la capacidad de efectuar mitosis, estas dos ultimas determinan el que se
generen continuamente (eritropoyesis),y que exista en el organismo un compartimento
generador, que posee una porcion fija (eritrén fijo), constituida por las células
eritropoyéticas relativamente fijas en los érganos eritropoyéticos, y una porcion circulante
(eritrdn circulante), representada por los reticulositos y los eritrocitos maduros de la
sangre.? Los eritrocitos estan entre los tipos celulares mas abundantes en un cuerpo
humano (comprende aproximadamente un cuarto del nimero de células totales en
adultos). Cada dia mas de 200 billones de eritrocitos necesitan ser reemplazados.?

Durante su tiempo de vida los eritrocitos estan expuestos a varias situaciones de estrés.
En promedio ellos pasan una vez por minuto por los pulmones donde se exponen a estrés
oxidativo. Mas de una vez por hora pasan a través de la medula del riiédn donde se
enfrentan a shock osmético. Los eritrocitos se exprimen a través de los capilares que son
mas pequefios que ellos mismos.? Asi, los eritrocitos experimentan una variedad de
continuo dafio fisico y metabdlico a medida que envejecen, como tal vesiculacion de la
membrana, modificaciones en la hemoglobina (Hb) y fallas progresivas tanto en
homeostasis celular y defensas antioxidantes.?®> Bajo circunstancias normales, todos los
eritrocitos humanos viven aproximadamente 120 = 4 dias en el torrente sanguineo,
implicando la existencia de estrecho(s) mecanismo(s) de regulacion molecular,
responsable de la programacion de la esperanza de vida y la no aleatoria eliminacion de
eritrocitos senescentes.”®

Los eritrocitos circulantes carecen de mitocondria y nucleo, elementos criticos en la
maquinaria de apoptosis, por contables diferencias y similitudes a apoptosis, al conjunto
de vias trabajando en conjunto dentro de los eritrocitos en respuesta a estrés (oxidativo,
osmdtico, etc.), se le llamé eriptosis para describir la muerte suicida de los eritrocitos. Los
participantes moleculares, asi como las vias de sefializacion involucradas, no se han
clarificado completamente.”® El envejecimiento del eritrocito est4d asociado con una
disminucién en la actividad de varias enzimas y con modificaciones en proteinas de
membrana. En particular modificaciones en proteina banda 3 en membrana, por escision
proteolitica, agrupacion o exposicion de epitopes inusuales, desencadenando el enlace de
anticuerpos especificos anti-banda 3 (IgG autélogo), marcando la eliminacion de la célula.
Ya que los eritrocitos no senescentes no enlazan anticuerpos anti-banda 3 y no son
reconocidos por fagocitos, supuestos epitopes banda 3 no estan disponibles para el
enlace anticuerpo bivalente en dimeros nativos. Se ha demostrado que banda 3 es
reconocida por anticuerpos autdlogos especificos si la estructura cuaternaria es
modificada por entrecruzamiento oxidativo de los dominios citoplasmaticos, con la
consiguiente reorientacion del dimero banda 3 y que IgG aut6logo no reconoce dimeros
banda 3 vinculados covalentemente generados no oxidativamente. Se ha concluido que
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dimeros banda 3 entrecruzados por disulfuro son los minimos agregados banda 3 que
aumentan la afinidad de anticuerpos anti-banda 3.*

A pesar de carecer de mitocondria, ERO son continuamente producidos dentro de los
eritrocitos debido a la alta tensién O, en sangre arterial y su alta concentracion de hierro
en el hemo. La hemoglobina (que representa mas del 95% de la proteina citoplasmética)
es susceptible a oxidacién por dos vias: en el grupo hemo, donde la oxidacion de hierro
ferroso produce metahemoglobina (metHb), y en la cadena lateral cisteina de la molécula
globina. La oxidacion de este ultimo produce enlaces disulfuro entre grupos sulfhidrilo de
globina como cusa potencial de la disociaciébn del tetramero en subunidades libres
(cuerpos de Heinz y hemicromos). La predisposicion de incrementada desnaturalizacion
de hemoglobina y precipitacion intracelular de la hemoglobina desnaturalizada puede
resultar tanto de una anormalidad intrinseca de la hemoglobina y de un defecto en
detoxificar peréxido de hidrogeno.? El hierro en el hemo en deoxihemoglobina (deoxiHb)
se encuentra en estado ferroso dentro de los eritrocitos. El enlace de oxigeno al hierro del
hemo resulta en una deslocalizacién de electrones, con el enlace Fe(ll)-O, estando en
equilibrio con el enlace Fe(lll)-O,. Ocasionalmente el aniéon superéxido es liberado en
lugar del oxigeno, resultando en la auto-oxidacion de hemoglobina a metahemoglobina
(metHb) con hierro en el estado férrico, quien no puede enlazar oxigeno. El anion
superoxido dismuta a H,0,.?° La interaccion de H,O, con metales de transicion

principalmente Fe?*y Cu’, produce radicales hidroxilo (OH).

H,0, + Fe?* (6 Cu) — > Fe* (0 Cu®") + OH + ‘'OH (Reaccién de Fenton)

El Fe*" puede ser transformado a Fe”* por agentes reductores como lo es superoxido

H,O, + Fe** ———> Fe® + OH + OH
(Reacciones de Haber-Weiss)
02- + Fes+ EE—— FeZ+ + 02

H202 + 02- —_— 02 + -OH + OH

Dentro de los hematies, la auto-oxidacion del 3% de la hemoglobina total a metHb se
estima que ocurre cada dia.?*?®

Se ha conocido por muchas décadas que estrés oxidativo conduce a oxidacion de Hb y
dafio a la membrana del eritrocito. La desnaturalizacion de proteinas de membrana
generalmente precede peroxidacibn de lipidos y consecuente fagocitosis. Varias
investigaciones demostraron el papel clave de estrés oxidativo y liberacién de hierro en
una forma reactiva causando dafio a las proteinas de membrana via la reaccion de
Fenton y produccion del radical hidroxilo. En la ausencia de proteccion eficiente por
factores antioxidantes, estrés oxidativo es responsable de la liberacién de hierro en forma
reactiva, predisponiendo a los eritrocitos a hemdlisis a través de la formacion de antigeno
senescente.”® Quelantes de hierro capaces de entrar a la célula (ferrozina, quercetina)
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previenen tanto la oxidacion de proteinas de membrana y formacién de antigeno
senescente, una de las principales vias para eliminacion del eritrocito. Aumento en la
actividad proteolitica que ocurre en tejidos dafiados también liberan hierro de proteinas de
almacenaje. ¥ La toxicidad del hierro es inversamente proporcional a la disponibilidad de
ferritina para secuestrar y detoxificar ion ferroso, y directamente proporcional a la cantidad
de peréxido de hidrogeno para producir radicales hidréxido por la reaccién de Fenton.?’

Debido que la metHb es indeseable, los organismos necesitan sistemas redundantes para
reducir su formacién. Los eritrocitos carecen de la habilidad de reemplazar moléculas
dafiadas, dependen mas que otras células sobre eficientes sistemas de desintoxicacion:
una carencia de enzimas protectoras en los eritrocitos daria lugar a un aumento de
oxidacion.*"*

El eritrocito, cuya Unica funcion pareciera ser la de transportar y proteger a la
hemoglobina (Hb), que es necesaria para incrementar la capacidad de transporte de
oxigeno en la sangre, cuenta ademas con la habilidad de destruir ERO exégeno debido a
la permeabilidad de su membrana a radicales de oxigeno y su alta actividad intracelular
(comparado con otros tipos celulares) de sistemas de defensa antioxidantes enzimaticos
y sistemas secundarios (proteasas). Ademas, mucha de la capacidad antioxidante no
enzimatica de la sangre entera esta localizada dentro de los eritrocitos (GSH, Vitaminas
A, C, y E). Hematies circulando son por lo tanto destructores de radicales libres maoviles y
proveen proteccién antioxidante a otras células y tejidos.”®

Los eritrocitos de humanos recién obtenidos de la circulacion no contienen peréxidos
lipidos detectables u otros productos de autoxidacion de lipidos. El hecho que la
autoxidacién es blogueada in vivo, es indicativo de mecanismos antioxidantes protectores
extremadamente eficientes. Impedimento de estos mecanismos podria estar asociado con
estados hemoliticos. Los mecanismos antioxidantes de los eritrocitos pueden ser divididos
en dos grupos. Algunos sistemas desintoxican radicales libres antes de que causen dafio,
otros son responsables de reparar el dafio después de haber ocurrido.”® La sangre
interactia con todos los érganos y tejidos y, consecuentemente, con muchas posibles
fuentes de especies reactivas. Ademas, una multitud de sustratos oxidables estan ya en la
sangre. Por lo tanto, es posible asumir que estrés/dafio oxidativo evaluado
frecuentemente en sangre en cualquier intervencién experimental deriva, al menos en
parte, de la sangre.*

Muchos estudios en este campo examinan parametros del plasma, relacionados a estrés
oxidativo, que son rapidamente modificados por factores externos, mientras que estudios
en eritrocitos, que son mas estables y precisos, son todavia pocos y distantes entre si.*°
La evaluacion de enzimas antioxidantes en ambos compartimentos de sangre se realizé
probablemente con la suposicién que las mediciones en plasma reflejan los cambios
sistématicos y mediciones en eritrocitos reflejan cambios intracelulares.” El plasma
contiene £0.25uM H,0,, ya que este es continuamente producido en virtualmente todos
los tejidos y se mezcla rapidamente con el plasma.? Los procesos de reduccién en plasma
compiten con difusién y consumo dentro del eritrocito. Se ha estimado que alrededor de
55-60% del H,O, en plasma termina siendo consumido dentro del eritrocito por el sistema
Prx2/Trx1/TrxR1 y catalasa.”
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Parece razonable por lo tanto sugerir que los mecanismos de oxidacion/reduccion dentro
del eritrocito podria también ser Utiles en proteger otros tejidos de estrés oxidativo por
remover radicales libres toxicos.*® Especies reactivas producidas en eritrocitos y especies
reactivas circulando en plasma pueden tener un impacto sobre los constituyentes del
eritrocito.* Paradojicamente, se ha demostrado que la auto-oxidacion de hemoglobina
ocurre bajo hipoxia moderada. Hipoxia también parece inducir estrés oxidativo in vivo, y
acidosis produce estrés oxidativo y lesion celular. Otras bien conocidas fuentes de estrés
oxidativo en los eritrocitos son radicales libres producidos fuera de los eritrocitos por
fagocitos activados, metabolismo endotelial, hiperoxia, isquemia-reperfusion, la cascada
de acido araquidonico y otras vias que producen ERO.%

Alteraciones oxidativas y no-oxidativas podrian subsecuentemente causar anemia por
hemolisis de eritrocitos circulando o un incremento de la eliminacién esplénica de
eritrocitos dafiados o “presenil” de la circulacion.®*

El principal interés en examinar el estatus redox en eritrocitos es la influencia potencial
que el estatus redox ejerce sobre la deformabilidad del eritrocito, asi afectando su
habilidad para transferir oxigeno a los tejidos.*

Un estudio encontré que existen factores de riesgo relacionados al eritrocito y que estos
factores aparentemente participan en la regulacién del estatus redox y estructura de la
membrana del eritrocito. Niveles menores de proteinas sulfhidrilo, tiorredoxinal, altos
niveles de mezclas disulfuro entre proteinas en eritrocitos antes del tratamiento con una
droga pro-oxidante (Ribavirin) que se utiliza en el tratamiento de hepatitis C, predice el
desarrollo de anemia severa durante el subsecuente tratamiento con ribavirin.**

Aunque el estrés oxidativo podria dafiar al eritrocito mismo, el efecto en masa de grandes
cantidades de ROS saliendo de los eritrocitos teniendo un tremendo potencial para dafiar
otros componentes de la circulacion. Asi, es de especial interés determinar la magnitud de
este desafio oxidativo y el balance ROS en el eritrocito.”®

ESTRES OXIDATIVO EN EL RECIEN NACIDO

El proceso de nacimiento del bebé esta acompafiado por un incremento en
agresion oxidativa tanto por el rapido cambio del relativamente hipéxico ambiente
intrauterino al extrauterino y debido a la mediacion de los diversos procesos fisiol6gicos
involucrados en la finalizacion de la gestacion. El feto intercambia un ambiente
intrauterino que es hipoxico, con una PO, de 20-25 mmHg a otro con un mayor contenido
de oxigeno, con PO, de 100mmHg. El aumento de cuatro o cinco veces el aumento en la
tension de oxigeno se cree que induce una mayor producciéon de ERQ.?%29%

Aunque es logico asumir que el neonato a término posee sistemas de defensa
antioxidantes capaces de resistir el estrés oxidativo fisioldgico resultado del proceso de
nacer, esto no es tan claro en el caso del neonato pretérmino.*

En neonatos pretérmino, el efecto de este ambiente oxidante se incrementa por varios
factores: a) una concentracion adecuada de antioxidantes podria estar ausente al nacer
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ya que los aumentos en el desarrollo en capacidad antioxidante (transferencia por
placenta materno-fetal, produccion enddgena) ocurren en la Gltima parte de la gestacion
en la preparacién para la transicion a la vida extrauterina. b) la habilidad para incrementar
la sintesis de antioxidantes en respuesta a hiperoxia o a otros desafios oxidantes es
deficiente c¢) tienen infeccion o inflamaciéon d) tienen altos niveles de hierro libre que
incrementa la reaccién de Fenton.?"?

En general, problemas de salud en infantes prematuros incrementan draméticamente con
disminucion de peso y edad gestacional al nacer. Significa que prematuridad junto con la
inmadurez de ciertos 6rganos, podria en si ser considerado como un estado patolégico.®

Esta deficiencia en la capacidad de defensa inmadura del neonato contra agresion por
radicales libres es acompafado por el riesgo presente por terapia postnatal basado en
oxigeno, una medida que es frecuentemente necesaria para mantener los niveles de PO,
arterial dentro de limites normales.®

Desde el punto de vista clinico, la anterior consideraciones significan que el neonato
prematuro es mas vulnerable a la llamada “enfermedad de radicales de oxigeno de
neonatologia”. La idea es que el estrés oxidativo podria afectar diferentes 6rganos, a
menudo simultaneamente, dando lugar a diferentes signos acorde al el 6rgano mas
afectado. Incluye, enfermedad de pulmon crénico, retinopatia del prematuro y enterocolitis
necrotizante.*

El embarazo per se es un estado de estrés oxidante resultado del incremento de la
actividad metabdlica en mitocondrias de la placenta y reducido poder destructor de
antioxidantes en mujeres embarazadas versus no embarazadas de edad similar.**
Mientras que hay un gradual favorecimiento de actividad antioxidante sobre oxidaciéon
durante embarazo normal, hay un incremento insuficiente de antioxidantes para
contrarrestar el aumento de la generacion de radicales libres.*° Este incremento de estrés
oxidante puede luego afectar la funcion de la placenta.***> En embarazos normales, las
defensas antioxidantes de la placenta son consideradas suficientes para controlar la
peroxidacion de lipidos.”> Consecuentemente, el estrés oxidante ha emergido como un
probable promotor de varios desordenes relacionados al embarazo, como tal aborto
espontaneo, preeclampsia, restriccién del crecimiento fetal, parto pretémino y bajo peso al
nacer.*?

Se ha estudiado la relacién entre el estado oxidativo de la madre y el recién nacido al
momento de nacer. Un mayor estrés oxidativo de la madre corresponde a aun mayor
estrés oxidativo en la sangre de cordén umbilical del recién nacido.*"*

No esta claro, sin embargo, si el estrés oxidativo esta relacionado al parto en si mismo o
si esto refleja un estatus oxidativo pre-existente fetal.*® Fetos estresados paridos de
emergencia por cesarea exhibieron un incremento en la concentracion de MDA, un
parametro indicativo de dafio oxidativo, y un aumento de la actividad de GPx en sangre de
corddén umbilical comparado a fetos no estresados paridos por cesarea optativa. Esto
probablemente indica un mayor estrés oxidativo fetal.*
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ESTRES OXIDATIVO EN EL ERITROCITO NEONATAL

Los eritrocitos son las primeras células de los recién nacidos para revelar la

susceptibilidad del neonato a estrés oxidativo.?” En contraste la esperanza de vida del
eritrocito adulto de 120 dias, la del eritrocito neonatal es de solo 60 a 90 dias, los infantes
pretérmino tienen aun mas corta su esperanza de vida de 35 a 50 dias.***® Los eritrocitos
de infantes recién nacidos difieren de los de adulto en la composicion bioquimica y
propiedades biofisicas Las diferencias con respecto al adulto incluye variacién en el
tamafio del eritrocito, forma, composicién de la globina, y metabolismo celular.®?3,
Una de las caracteristicas tipicas de eritrocitos dafiados es la presencia de células
densas. Células anormales morfoldégicamente estan incrementadas en las fracciones mas
densas.?®*® En sangre de cordén umbilical hay una poblacion de eritrocitos muy densa y
area superficial disminuida. Alrededor de 4 veces mas Hb oxidada y 2 veces los niveles
de hemicromos enlazados a membrana se encontré en eritrocitos de corddn que en
eritrocitos de adultos siendo mas evidente en las fracciones densas. La Hb oxidada
asociada a membrana (y tal vez al esqueleto de membrana) es un marcador de dafio
oxidativo mas generalizado, quien podria generar la poblacién de células inusualmente
densas encontradas en sangre de cordén umbilical y en Ultima estancia acortar su
esperanza de vida.>*

Algunas caracteristicas de los eritrocitos neonatales que los predispone a dafio oxidativo
se han conocido por varias décadas. Las principales son bajos niveles de vitamina E y
actividad disminuida de superoxido dismutasa.”®> Amplia variacion de enzimas
antioxidantes dentro de los eritrocitos puede explicar por qué la investigacion sobre la
relaciébn entre sus actividades y predisposicion a enfermedad por radicales libres ha
producido resultados inconsistentes.”® Cuando se observan bajo el microscopio de
interferencia, la mitad de los eritrocitos en infantes pretérmino y un cuarto de los eritrocitos
de los infantes a termino tienen pozos en la superficie, comparado con solo 2.6% en
eritrocitos de adulto. Estos pozos en la superficie se cree son una consecuencia de la
pobre funcién esplénica del neonato.** También se observan vacuolas y estructuras
internas justo debajo de la membrana celular.®

En ausencia de una proteccion eficiente por factores antioxidantes, estrés oxidativo es
responsable de la liberacién de hierro en forma reactiva, predisponiendo a los neonatos a
riesgo de dafio oxidativo severo, debido a la produccion y propagacion de reacciones por
radicales libres.?

El papel del hierro y la formacion de radical hidroxilo en la reaccion de Fenton y dafio al
eritrocito fue demostrado en experimentos en los cuales las células fueron incubadas en
un medio que contiene una serie de agentes oxidantes. Células tratadas con fenilhidrazina
(PHZ) causo mayores cambios morfolégicos en eritrocitos de neonatos que en adulto. Un
producto de oxidacion de Hb que contiene hierro diferente de metHb, se encontr6 en las
células neonatales y no se encontrd en las células expuestas de adulto.®
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La susceptibilidad de la hemoglobina fetal (HbF) (que comprende 70% a 90% de la
hemoglobina en el eritrocito neonatal),”® a oxidaciéon podria deberse a caracteristicas
peculiares de la hemoglobina, que puede generar cantidades mayores de superoxido,
peroxido y radicales hidroxilo. Esta propiedad de la HbF puede desestabilizar la molécula
y conducir a la formacién de productos oxidantes de hemoglobina, asi contribuyendo a
aumentar la susceptibilidad oxidativa de eritrocitos neonatales.*

Ademas la actividad de metahemoglobina reductasa dependiente de NADH es alrededor
de 50% menor en células de neonato. Esta baja actividad limita la reduccion de
metahemoglobina a Hb funcional.®

“Rangos de referencia” son desarrollados cuando es imposible o inapropiado establecer
“rangos normales” por extraccion de sangre en voluntarios normales sanos.*® Cada
semana que avanza en edad gestacional, el hematocrito aumenta 0.64% y la
concentracion de Hb aumenta 0.21g/dL. No se observaron diferencias con base al género.
Durante el intervalo de 4 horas después de nacer, valores hematocrito/hemoglobina de
pretérmino tardio y neonatos a término (35-42 semanas de gestacién) aumento 3.6%
+0.5% (media +SD), aquellos neonatos de 29 a 34 semanas de gestacion permanecié sin
cambio, y aquellos <29 semanas de gestacion disminuyo 6.0%+0.3%. Durante los
primeros 28 dias después de nacer, una disminucibn en hematocrito/hemoglobina
aproximadamente lineal ocurre.*

Hay evidencia indirecta que estrés oxidativo acorta la esperanza de vida de eritrocitos de
recién nacidos, pero no hay una demostracion clara de una relacién entre lesion por ROS
e incremento en hemolisis, lo mismo ocurre para la anemia temprana de infantes
prematuros, aunque la esperanza de vida de los eritrocitos de estos infantes es mas corta
y la deficiencia de antioxidantes mas frecuente que neonatos a término.?

Estudios de transfusion cruzada demostraron que la esperanza de vida corta es intrinseca
de la célula y no es una caracteristica de la circulacion fetal.*’

Puesto que los grupos sulfidrilo (-SH) en particular cuentan para la protecciéon de lesiones
oxidativas de la célula. Se han realizado estudios en eritrocitos de sangre de corddn
umbilical de recién nacidos a término sanos, y valores secuenciales en sangre de los
mismos infantes horas y dias después de nacer, para determinar si este importante factor
podria estar involucrado en la peculiar susceptibilidad de eritrocitos de infantes a
hemolisis oxidativa. Se sugiere que los grupos reactivos sulfhidrilo de eritrocitos estan
menos involucrados en la detoxificacion de agentes oxidantes durante las primeras horas
de vida.*

Si los eritrocitos muestran baja reactividad de PSH utilizan su repertorio de enzimas
antioxidantes.*

La determinacién quimica de grupos sulfhidrilos reactivos en eritrocitos y la evaluacion de
glutation demostré la ausencia de diferencias entre sangre de cordén umbilical y sangre
de infantes de 4 dias de edad.* Esto no excluye la posibilidad que otros factores que PSH
y enzimas dependientes de glutation podrian operar en la sangre de cordon umbilical para
asegurar una respuesta adecuada antioxidante.*
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Una de las primeras mediciones que dan sefial del estado de salud de los nifios es
el peso al nacer, que es resultado de las condiciones socioecondmicas y de salud de las
madres.

Un recién nacido de bajo peso al nacer (de 2,500g o menos) es resultado tanto de
nacimiento prematuro, retraso del crecimiento fetal (intrauterino) o a ambos factores. El
bajo peso al nacer esta estrechamente relacionado con morbi-mortalidad neonatal y fetal,
inhibiendo el crecimiento y desarrollo cognitivo, y posteriores enfermedades crénicas en la
vida."* De los nacidos vivos durante 2010 en México 2,643,908; 219,444 (8.3%)
presentaron bajo peso al nacer, siendo el Distrito Federal la entidad con el mayor
porcentaje 25,456 (11.6%), seguido por el Estado de México 23,041 (10.5%). Nacidos
Vivos con bajo peso se refiere a los nifios que pesaron entre 800 gramos y 2 499 gramos
al nacer.”*

La mortalidad neonatal es el indicador que se usa para expresar el riesgo de fallecer o las
expectativas de supervivencia de los recién nacidos durante los primeros 28 dias de vida.
Este indicador se subdivide en mortalidad neonatal precoz entre uno y seis dias, y
mortalidad neonatal tardia entre 7 y 28 dias. Este pardmetro indica las condiciones de
embarazo y parto de una poblaciébn que a su vez ésta relacionada con su estado
socioecondmico y con la oportunidad y calidad de atencién de los servicios de salud. En
México en 2010 la muerte neonatal precoz fue de 12,875 y la mortalidad neonatal tardia
5,588 por lo tanto las muertes neonatales representan 63.96% de la mortalidad de nifios
menores de 1 afio de edad de un total de 28,865. Las principales causas de muerte
neonatal son: ciertas afecciones originadas en el periodo perinatal clave CIE.*#4%*

En el estado de México en 2010 fueron 4,010 muertes en menores de un afio, mortalidad
neonatal precoz 1,588 y mortalidad neonatal tardia 782 mientras que en el distrito federal
3,119 muertes de menores de un afio, muerte neonatal precoz 1,223 y mortalidad
neonatal tardia 662.>°

A nivel mundial se ha estimado que las principales causas de muerte neonatal son:
prematuridad (28%), infecciones (26% (incluye tétanos, diarrea)) y asfixia (23%). Las
malformaciones congénitas son responsables de 7-8% de la mortalidad neonatal. La
mayoria de las muertes neonatales ocurren en la primera semana y la mayor parte de
estas en las primeras 24 horas de vida. Después de la primera semana de vida, las
enfermedades infecciosas respiratorias, gastrointestinales, y el tetanos neonatal
representan la tercera parte de mortalidad neonatal.>*
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Conforme los nifios crecen, enfrentan problemas de salud que en ocasiones requieren de
atencion hospitalaria, durante 2009, la principal causa de hospitalizacién de los nifios
menores de 1 afio son las afecciones originadas en el periodo perinatal (62.8%).*’

Dado que alrededor de 5-7% de todos los infantes nacen prematuramente y que esta
proporcion podria incrementarse como una consecuencia del aumento del niamero de
nacimientos mdultiples debido a tratamientos de infertilidad, surge la necesidad de
determinar la situacion del balance oxidantes/antioxidantes en infantes prematuros y su
evolucion a través de la vida postnatal temprana.
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OBJETIVO

El objetivo de este estudio es comparar los niveles de expresion de Trx1l en
eritrocitos de sangre de corddén umbilical de infantes a término y pretérmino sanos.

HIPOTESIS

Dentro del Gtero el desbalance redox debido a estrés podria disminuir la reserva
antioxidante fetal. Por lo tanto, esperamos obtener menores niveles de Trx1 en eritrocitos
de neonatos pretérmino en comparacion con los de término.

JUSTIFICACION

Los datos son escasos y controversiales sobre los posibles mecanismos de
adaptacion neonatal a estrés oxidativo fisioldgico del parto y vida postnatal temprana. En
el caso de prematuridad, la informacion es aun escasa y muchos de los estudios se han
hecho solo en plasma. Varios estudios han examinado las funciones de enzimas
antioxidantes (por ejemplo, SOD y catalasa), Vitaminas (C,E), y otras proteinas (por
ejemplo; ceruloplasmina, bilirrubina, transferrina) en poblaciones neonatales, sin embargo,
no he sido capaz de encontrar estudios que hayan examinado el sistema tiorredoxina en
eritrocitos de sangre de cordén.

La determinacion del poder antioxidante del eritrocito es importante desde dos puntos de
vista: este puede indicar baja proteccion contra dafio tisular debido a especies de
oxigeno y es una causa potencial de anemia hemolitica. La relaciébn entre poder
antioxidante del eritrocito y enfermedades potenciales son relevantes para la
neonatologia.
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SUJETOS Y METODO

Recoleccién de la muestra

Mi proyecto formé parte de un proyecto mayor sobre la investigacion del estado redox de
sangre de cordon umbilical. Mi interés se centré en la Trx1. Yo obtuve las muestras de
sangre de corddn umbilical ya separadas en plasma y lisados de eritrocitos y
almacenadas a -70 C. Sin embargo, a continuacion resumo la obtencion de estas
muestras en el hospital. Se ingres6 a la unidad de Tococirugia Area de quir6fanos,
destinados para uso exclusivo de pacientes Obstétricos (Cesareas, legrados, etc.) cuenta
con comunicacion directa con cuneros Yy terapia intensiva neonatal, facilitando la atencién
inmediata del bebé. Para seleccionar a los pacientes que cumplian con los criterios de
inclusién, es decir, que eran candidatos para realizar el estudio, se informé a la madre en
qué consistia el trabajo, que es lo que involucraba el estudio y si estaba de acuerdo, firmoé
una carta de consentimiento informado. Posterior a esto se tomd la muestra de sangre de
vena de corddén umbilical inmediatamente después del parto para ser procesada en el
laboratorio de Bioquimica y Biologia Molecular del Instituto Nacional de Perinatologia en
donde se separo6 el plasma y las células, cada uno de estas fracciones fue guardado en el
congelador de menos setenta grados Celsius hasta que se junté el tamafio de la muestra.

Los eritrocitos se centrifugaron a 2500 rpm por 10 min y se removié el sobrenadante, se
lavaron tres veces con PBS pH 7.4, al botén de eritrocitos se le afiadié 4 veces su
volumen de agua desionizada fria, se agitaron y se dejé reposar 10 min en hielo. El lisado
de eritrocitos se almaceno a -70°C.

Criterios de inclusiéon
Neonatos con las siguientes caracteristicas:

e Edad gestacional al nacimiento de 25 a 40 semanas
e Con traslado directo de las UCIN y UCIREN

Criterios de exclusion
Neonatos con las siguientes caracteristicas:

e Malformaciones congénitas mayores

e Con enfermedades que afecten el patrén de crecimiento como sindrome
colestasico, errores innatos del metabolismo, sindrome de Down, sindrome de
Turner y cardiopatias.

¢ Infeccidn congénita activa por toxoplasma, rubéola, citomegalovirus y herpes 1y 2.

e Isoinmunizacion materno fetal (ABO o Rho)

e Asfixia perinatal
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Las muestras de sangre de vena umbilical heparinizada se obtuvieron de 27 recién
nacidos. De estos, 12 infantes nacieron a término y 15 nacieron pretérmino. Todos
nacieron por cesérea.

Determinacion de Trx1

Se realizaron alicuotas de un mililitro de cada muestra de lisado de eritrocitos de cordon,
proseguimos a eliminar las membranas de los lisados por lo que centrifugamos a 18000 x
g por 30 min. Posteriormente transferimos el sobrenadante a tubos eppendorf, para
eliminar la hemoglobina las muestras fueron desproteinizadas por el método modificado
de Tsuchihasshi como sigue: Una alicuota de 0.480mL de etanol-cloroformo (2:1) fue
adicionado (El solvente se almaceno a -30°C para utilizarlo frio),>® se homogeneizé
vigorosamente en agitador de tubos aprox. 30s, luego las proteinas fueron sedimentadas
por centrifugacién 2000 x g por 10min. El sobrenadante se transfirié a tubos eppendorf y
el solvente alcohol-cloroformo fue removido por evaporacion a 70°C por 1h 45 min.** A las
muestras que presentaron grumos se les afiadid6 20uL de NaOH 1N se agitaron
vigorosamente y se dejaron reposar 30 min a temperatura ambiente.

Cuantificacion de proteinas

Se determiné la concentracion de proteinas de las muestras problema por la
técnica colorimétrica de reactivo de Bradford, cuantificando en el espectrofotometro a 595
nm y extrapolando de una curva patrén utilizando como patrén primario albumina humana
en concentraciéon de 1mg/mL de agua.

Separacion de proteinas

Utilizando la técnica de (SDS-PAGE) para la separacion de proteinas se
elaboraron geles de 1.5mm de espesor que consiste de un gel concentrador al 5% y un
gel separador al 15% de poliacrilamida respectivamente. Cada muestra de proteina se
diluyé con amortiguador Laemmli / 1,4-Ditiotreitol (DTT) (10:1), se mantuvieron a 100°C
por 5 minutos. El marcador de peso molecular (7uL) y proteinas (2ug) de cada muestra se
aplicé en el gel. Las proteinas fueron separadas por la aplicacion de 28 mA por 1 hora
utilizando Tris-glicina-dodecil sulfato de sodio de amortiguador de corrida. Posteriormente
las proteinas contenidas en el gel se transfirieron a membranas de nitrocelulosa a 100 V
por 1 hora usando Tris-glicina-etanol de amortiguador de corrida la camara de
transferencia.

Las membranas de nitrocelulosa se bloquearon con una solucion al 5% de albumina por
30 min a temperatura ambiente y agitacién. Posteriormente se le afadio el anticuerpo
primario Anti-Trx 1:1000 (Cell Signaling Technology) en solucion de albumina al 5%, se
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dejo incubando toda la noche a 4°C en agitacion. Se recupero el anticuerpo primario para
posterior uso, y se prosiguid a hacer 5 lavados de 5 min con TBST cada uno, después se
le afiadi6 el anticuerpo secundario 1gG anti-conejo acoplado a peroxidasa de rabano
1:40000 en solucién de leche sin grasa por una hora a temperatura ambiente y agitacion.
Se le hicieron 5 lavados con TBST por 5 min (al tercer lavado se volteo la membrana y se
continuo con los lavados). A la membrana se le afiadi6 la mezcla de reactivos de un kit de
Quimioluminiscencia por 1 min a temperatura ambiente, luego colocamos la membrana
entre acetatos y lo colocamos dentro de un casette para posteriormente revelar en
peliculas quimioluminiscentes Kodak expuestas a diferentes tiempos 3, 5, 10 min y toda la
noche. Las densidades de expresion de la Trx1 se determind por analisis densitométrico.

Andlisis estadistico

Los datos de Trx1 obtenidos del densitometro (Biorad) se presentan como Media + Error
Estandar de la Media (SEM), utilizando el programa Prism (GraphPad Software, San
Diego, CA, USA). Caracteristicas basicas de los sujetos de estudio se presentan con
media = desviacion estandar. Diferencias entre los valores de intensidad de sefal
reportados como Unidades Arbitrarias (AU) se analizaron para la significancia estadistica
mediante una prueba de Wilcoxon con un nivel de significancia de a=0.05.
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RESULTADOS

La muestra de sangre fue obtenida de 27 neonatos con edad gestacional de 34.9 + 3.8
(media * desviacidén estandar) semanas, que van de 25 a 40 semanas y peso al nacer de
2318.3 £ 793.2 g (934 - 4195 g). Su indice Apgar (a los 5 minutos) fue 8.8 + 0.4 (8-9). De
estos, 12 infantes nacieron a término con edad gestacional 38.4 + 0.8 (37-40) semanas,
peso al nacer 3072.6 + 430.5 g (2585 — 4195 @) y Apgar 8.9 + 0.2 (8-9) y 15 nacieron
pretérmino con edad gestacional 32.1 +2.6 (25-36) semanas, peso al nacer 1715.3 +
382.7 g (934 — 2494 g) y Apgar 8.8 + 0.4 (8-9) (Tabla 1).

Pre-término .
Término (n=12)
(n=15)

Edad

. 32.1+£2.6 38.4+0.8

gestacional
Peso al
1715.3 £ 382.7 3072+430.5

nacer
Apgar 8.8+0.4 8.91+0.2

TABLA |. Caracteristicas basicas de los sujetos de estudio. Niveles de expresiéon de Trx1
(unidades arbitrarias), Edad gestacional (semanas), Peso al nacer (gramos) de los 27
recién nacidos. Los datos se presentan con media + desviacion estandar.

Las proteinas caracteristicas de los eritrocitos, tanto en la fraccion soluble y en
membrana, son altamente abundantes. Esto incluye banda 3 (un millon de copias por
célula, 30% de las proteinas de membrana), espectrina (100,000 copias por célula, 75%
del citoesqueleto) y hemoglobina (97% masa seca de la proteina soluble del eritrocito y
35% de la masa total). La revelacién de proteinas poco abundantes es complicada por la
presencia de estos componentes celulares muy altamente expresados. La hemoglobina
presenta un desafio adicional: debido a su naturaleza anfipatico esta se acumula en la
membrana del eritrocito durante la lisis comprometiendo asi la deteccion de proteinas
poco abundantes no sélo en la fraccién soluble.>

Para hacer frente a este problema hicimos cambios en la metodologia para poder
aumentar la sensibilidad del ensayo y asi poder detectar proteinas poco abundantes en
comparacion con la espectrina y hemoglobina.

A partir de esta nueva metodologia, se analizaron entonces las muestras por
electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS y Western blot, utilizando un anticuerpo
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especifico para la Trxl y revelando mediante quimioluminescencia. Se cuantificd la
intensidad Optica relativa (ROI de sus cifras en inglés, relative optic density) de la Unica
banda que detectd el anticuerpo anti-Trx1 en todas las muestras, y que correspondio al
peso molecular esperado de la Trx1 (12 kDa).

Fig. 3. Demostraciéon de la sensibilidad y linealidad del sistema Western blot
utilizado relacionado a la proteina total de la extraccién Etanol/Cloroformo. Las
diferentes muestras de proteinas se separaron por SDS/PAGE al 15% bajo condiciones
reductoras incrementando la cantidad en pg. Trx1l de 12kDa puede ser detectada a 1ug
con anti-Trx1 monoclonal como se describié en la seccion de métodos. Se determino que
una concentracion de 2 pg y un tiempo de exposicion de 10min son las mejores
condiciones para determinar Trx1.

kDa
— 15

Pretérmino s st D — | : EQQ——— 10

kDa

} _ —15
TErmino === == - - e 10

Fig. 4. Anélisis immunoblot de la expresion de Trx1 en eritrocitos de sangre de
cordén umbilical de recién nacidos pretérmino y a término relacionado a la proteina
total de la extraccién Etanol/Cloroformo. La Hb fue precipitada de los lisados como se
describi6, y las proteinas celulares 2ug fueron analizados por SDS/PAGE al 15% bajo
condiciones reductoras.
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Los niveles de expresion de Trx1 fueron mayores en recién nacidos pretérmino (164.52 +
102.04) en comparaciéon con los neonatos a término (130.80 = 118.0). Como se puede
observar en la Figura 1, los valores fueron muy dispersos para ambas poblaciones de
estudio sin embargo, encontramos diferencias significativas entre ambos grupos.

8001 S
600- ®
L) |
<
= 4004 . -
® | - | |
2004 —l—
—3 ——
]
0 ]
Termino Pretermino

Figura 1. Niveles de expresion de Trx1 en neonatos a término y pretérmino. Proteinas
aisladas de eritrocitos fueron analizadas mediante electroforesis de proteinas y western
blot con un anticuerpo anti-Trx1 y revelado mediante quimioluminescencia. UA, Unidades
arbitrarias de intensidad de sefial. Los datos son la Media + Error Estandar de la Media

(SEM). p = 0.05.
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DISCUSION

Las respuestas fisiologicas neonatales normales al proceso de nacer son
complejas. En patrticular, un recién nacido debe adaptarse a cambios bruscos en la
concentracion de oxigeno y al incremento de la generacion de ERO después de la
entrada a un ambiente norméxico poco tiempo después de nacer. Los infantes
prematuros, en particular, tienen un alto riesgo de morbilidad debido a su incrementado
estrés oxidativo.

Trx1 es una pequefia proteina universal multifuncional con actividad redox disulfuro/ditiol y
juega un papel citoprotector contra estrés oxidativo de varios tipos.>®**3

El presente estudio comparo los niveles de expresion de Trx1 en eritrocitos de sangre de
cordon umbilical de infantes recién nacidos a término y pretérmino utilizando un método
inmunolégico de unién antigeno-anticuerpo para poder detectar a la Trx1l mediante un
anticuerpo anti-Trx1. Se hall6 que los niveles de expresion de Trx1 son significativamente
mayores en infantes recién nacidos pretérmino. Los origenes de este incremento en
eritrocitos de corddn umbilical se desconocen.

Una acelerada eliminacién de eritrocitos del torrente sanguineo ocurre en recién nacidos a
término y pretérmino. Varias teorias han sido propuestas para explicar la acortada
esperanza de vida de eritrocitos neonatales, las cuales sugieren una aceleracion del
proceso de envejecimiento normal. La repentina elevacién de la presion parcial de
oxigeno después del parto podria causar dafio oxidativo a las células por radicales libres.
Factores involucrados en la regulacion del estatus redox y estructura de la membrana
podrian modular el riesgo de anemia.

La elevacion de la expresion de Trx1l podria ser beneficioso por efectos antioxidantes
directos e indirectos de Trx1 asi como suplementar de equivalentes reductores a Prx’s.
Tal vez mas importantemente, Trx1 asegura el mantenimiento de esenciales grupos tiol
reducidos para la actividad de numerosas enzimas que son inactivadas por estrés
oxidativo, como tal la enzima glicolitica gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa.>***
Utilizando ratones transgénicos TRX se mostr6 que hTrx1l protege células, tejidos y
organos contra estrés oxidativo, siendo benéfico en la primera parte de la vida pero no en
la longevidad méxima.>®*’

Diferencias entre grupos pueden ser probadas como estadisticamente significativas con
muestras pequefias,®® como en nuestro estudio. Sin embargo, para una mayor seguridad
en estudios posteriores se debera de incrementar el tamafio de muestra ya que
observamos una gran variabilidad dentro de cada grupo de estudio.

Una fuente posible de gran variacién en los niveles de Trx1 son algunos parametros que
no fueron controlados al tomar las muestras (las muestras fueron recolectadas para otro
trabajo de investigacion) como son: estatus socioeconémico, talla y edad de la madre,
madres primerizas, un solo bebé, rango de la edad gestacional. El control de estas
caracteristicas seria ideal en un futuro para que ambas muestras fueran rigurosamente
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homogéneas, de entrada, en todo aquello que, de alguna forma, pudiera influir en el
estudio que se realiza® o que nos permitiera poder estratificar los datos en funcién de
estos parametros.

Otras fuentes potenciales de variabilidad dentro de los datos merecen una discusién (ver
limitaciones metodolégicas).

Aunque la expresion de Trx1 ha sido detectada en otros tejidos en la vida fetal humana
temprana (9-23 semanas) poco se conoce sobre su expresion durante el Gltimo tercio de
gestacioén o el periodo perinatal.

Trx1 estd ampliamente distribuida en diferentes 6rganos y tejidos durante el periodo fetal.
También se encontr6 ampliamente pero selectivamente distribuido en diferentes érganos
y tejidos durante la vida adulta. Sin embargo la intensidad de tincion de estos tejidos fue
mas débil que en el periodo fetal. La diferencia en la intensidad de tincion entre las células
de adulto y feto probablemente corresponde no sélo a la actividad celular pero también al
grado de diferenciacion de las células.®

Los neonatos mas prematuros tendran una masa disminuida de eritrocitos al nacer y un
mayor volumen corpuscular medio comparado con neonatos a término. El nimero de
eritrocitos nucleados es también mayor y persiste por mas tiempo comparado con
neonatos a término.%®

Condiciones estresantes causa el traslado de Trx1 del citoplasma al ntcleo.’**®

Una serie de genes, cuyos productos juegan un importante papel en defensa de
organismos contra estrés oxidativo o xenobibticos, contienen una regiéon promotora un
elemento de respuesta antioxidante (ARE por sus siglas en ingles). Vale la pena
sobresaltar que transcripcion del gen TRX1, en turno, es regulado via ARE. Una hipétesis
seria que tal mecanismo de auto-intensificacion efectuado por Trx1 permite acelerar la
respuesta celular a efectos oxidativos y mantener el balance redox.’** Hemin (la forma
oxidada del hemo) induce la expresion de Trx1.%°

Bajo condiciones de estrés oxidativo excesivo, dafio a la membrana de eritrocitos puede
resultar debido a la actividad disminuida de enzimas enlazadas a membrana, la inhibicién
de sistemas transportadores transmembrana, y a la fuga de constituyentes celulares
dentro del plasma.®®

Como ocurre con nuestro trabajo, la amplia dispersion de los niveles de expresiéon de Trx1
con respecto a los valores medios también fueron encontrados en los valores de GSSG,
en lisados de eritrocitos de corddn de recién nacidos a término y pretérmino, que puede
estar relacionado a diferentes factores perinatales que inducen estrés fetal intrauterino y
parto pretérmino.®’” GSSG es transportado fuera de los eritrocitos estresados
oxidativemente por dos sistemas dependientes de la concentracion de ATP y GSSG.* En
infantes pretérmino hay un incremento de glutation en plasma al nacer. Infantes
pretérmino quienes desarrollan sindrome de estrés respiratorio RDS tienen menor
concentracion de glutation en eritrocitos en las primeras horas de vida.®
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La concentracion de Trx1 demostré significativamente una correlacion inversa con la edad
gestacional y peso al nacer. En un estudio previo en el cual se midié la concentracion de
Trx1 en suero de sangre de cordon umbilical, se encontré6 que las concentraciones de
Trx1 fueron de seis a siete veces mayores que en sangre de adultos sanos. En los recién
nacidos pre-término fueron significativamente mayores que aquellos de recién nacidos a
término, también mostré6 que la concentracion de Trx1l en suero tiende a ser mayor
cuando los recién nacidos son mas prematuros y con menos peso. Los origenes de este
incremento en sangre de cordén umbilical no se han clarificado.”

Trx1 es sintetizada en grandes cantidades en el higado, y también en otros tejidos. Sin
embargo, es muy dificil obtener muestras de tejidos de infantes pretérmino para
determinacion de su estatus Trx1. Los eritrocitos estdn mas rapidamente disponibles, y
tienen altas concentraciones de Trx1. Por lo tanto, sus niveles representan mejor la
situacion en células y tejidos que los niveles de Trx1 en plasma.>®*™

Los eritrocitos pueden también proteger otros tejidos, como tal los pulmones, contra
lesiones oxidativas por suplementarlos con antioxidantes intracelulares y por lo tanto
aumentando su capacidad antioxidante.®®

Sefialar que Trxl exdgena puede penetrar dentro de las células, disminuyendo la
produccién de ERO vy dificultando la aparicién de apoptosis.’

Trxl en su forma oxidada sale de la célula a través de la membrana plasmética.
Secrecion de Trx1 no sigue la ruta clasica RE-Golgi. Los indices de los niveles de Trx1 en
suero o plasma sanguineo puede utilizarse para el diagnéstico de varias enfermedades.*?

Mas alla de la sobre-regulacion o disminuida-regulacién de expresion de Trx1 a nivel de
genes, la actividad de Trx1 es regulada por modificacién post-translacional.®***3*°

Debido a que los efectos biolégicos de Trx1 son mediados predominantemente por su
forma reducida, Trx1 contienen cinco residuos cisteina, estas cisteinas pueden estar
presentes en diferentes estados de oxidacion, incluyendo Trx1 dimerizada via oxidacién
de CyS73 9,11,13,19

Se ha reportado bajo condiciones oxidantes que, aunque se incremente el nivel de
expresion de Trx1 su actividad disminuye.” "
Muestras de pulmones (de babuinos paridos por histerotomia sacrificados en el parto

antes de la primera respiracién) obtenidas in vivo no muestran formacién del dimero, pero
si muestran una comparable distribucién de Trx1 reducida y oxidada.®

Trx1 parece ejercer la mayor parte de sus propiedades antioxidantes dentro de las células
a través de peroxirredoxinas (Prxs), quienes utilizan grupos tiol como equivalentes
reductores para destruir oxidantes.’***

Trx's y Prx's comparten rasgos quimicos. En sus sitios activos, una cisteina esta en la
forma tiolato, quien puede potencialmente reaccionar con H,0,.’
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No obstante la reaccién no-enzimatica de Trx1 con H,O, podria ser también lenta para
tener en cuenta la oxidacién de Trx1 bajo condicione fisiolégicas. Se demostré que Prx’s
profundamente aumenta la velocidad de reaccion entre Trx1 y H,O,, es posible que toda
Trx(S), puede ser formado a través de la catalisis por las isoformas Prx’s especificas de
Trx1.”

Se ha estudiado la relacién entre el estado oxidativo de la madre y el recién nacido al
momento de nacer. Donde un mayor estrés oxidativo de la madre corresponde a un
mayor nivel de estrés oxidativo del bebé en sangre de cordén umbilical.*®

La sangre de vena de cordon umbilical es un reflejo de la relacibn compleja madre-
placenta, por ello se utilizo para asegurar que los valores representan razonablemente los
efectos del ambiente intrauterino.*

Las concentraciones de peroxidos (< 10uM H,0O,) fueron muy bajas en suero de sangre
de corddn umbilical entre recién nacidos a término pequefos para su edad gestacional y
recién nacidos a término apropiados para su edad gestacional (SGA y AGA por sus siglas
en ingles, respectivamente) sin significancia entre ellos. Ademas, ambos grupos tiene
significativamente menores cantidades en arteria y vena umbilical que sus madres en el
parto. Sus niveles se mantuvieron sobre el tercer dia de vida.*

Opuesto a nifios quienes tienen cantidades detectables despreciables de peréxidos en
suero de sangre de corddn umbilical tanto vena y arteria, las madres tienen muy
incrementado las concentraciones de peroxidos tanto en el parto y tres dias después en
comparacion a mujeres no embarazadas (<200 uM H,0,). Las madres SGA tienen
mayores niveles de peroxidos que madres AGA tanto en el parto y sobre el tercer dia
después del parto (>600uM H,O, y <700 uM H,O,, >500 uM H,O, y <400 pM H,0,)
respectivamente.*!

Los eritrocitos protegen otros tejidos por ingresar y metabolizar peréxidos.?®%®

Prx2 con una concentracion de +240uM (x100uM en sangre) es una de las proteinas mas
abundantes dentro de los eritrocitos. Prx2 por lo tanto se espera ser capaz de remover
H,O, rapidamente si su nivel en sangre se incrementa hasta £100uM. Sin embargo, su
eliminacion seria atribuible aunicamente a destruccién no catalitica, dado que todas las
moléculas Prx2 se acumulardn como el dimero vinculado a disulfuro del ciclo catalitico
como un resultado de la capacidad limitada del sistema Trx en eritrocitos. Bajo estas
circunstancias, la eliminacion de H,O, adicional dependera sobre la accion de Catalasa.
Ademas, eritrocitos que carecen de catalasa son altamente sensibles a H,O, exdgeno,
sugiriendo que catalasa es esencial para la proteccion contra altos niveles de H,0,.%°

Se ha sugerido que GPrx1 juega un papel menor en la eliminaciéon de H,O, de los
eritrocitos, dado que ratones que carecen de GPx1 parecen normales, y eritrocitos
derivados de estos ratones mostraron una defensa virtualmente normal contra H,O,
exdgeno siempre y cuando la funcion de catalasa este intacta. Los sustratos fisiol6gicos
primarios de GPx1 se han propuesto por ser perdxidos orgéanicos.?

Catalasa, como una dismutasa, no requiere equivalentes reductores para eliminar H,O,,
mientras GPx1 y Prx2 requieren los sistemas GSH y Trx, respectivamente, ambos de los
cuales derivan equivalentes reductores de NADPH. GSH reductasa, TrxR1, y G6PDH,
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quienes son criticos para la produccion de GSH, Trx1 reducida, y NADPH,
respectivamente, son todos sensibles a inactivacion por H,O,. GPx1 y Prx2 se esperan
ser cada vez menos eficientes cuando eritrocitos son expuestos a altos niveles de estrés
oxidativo por largos periodos debido a que el reciclaje de GSH y Trx se convierten en la
velocidad limitante.

La funcion consumidora de energia de Prx2 es necesaria ademas de catalasa
independiente de energia para la homeostasis del eritrocito.?

La forma inactiva GPrx1-DHA se acumula en eritrocitos viejos aun bajo condiciones
normales de flujo de H,O, originado de auto-oxidacion de Hb. La forma inactiva sulfinica
de Prx2, no se acumula bajo estas condiciones. La cantidad de Prx2 sulfinica se
incrementa transitoriamente cuando el flujo de H,O, se incrementa temporalmente por
encima de los niveles basales, pero estos pueden ser removidos lentamente por la accion
de sulfirredoxina (Srx). Sin embargo, cuando se exponen a un flujo incrementado de H,0,
por largos periodos, la forma inactiva tanto de Prx2 y GPx1 se acumulan. Bajo estas
circunstancias, catalasa se convierte en el principal jugador, y las concentraciones de
H,O, intracelular y peréxidos organicos se espera que aumenten.”

Hb es la proteina mas abundante dentro de los eritrocitos. Mantenimiento de la estabilidad
de Hb es crucial para la fisiologia normal. La patofisiologia de anemia hemolitica oxidativa
esta estrechamente asociada con la estabilidad de la Hb."

Prx2 en eritrocitos esta estrechamente asociado con el complejo hemoglobina,
particularmente con el hemo. Toda la Prx2 esta fuertemente enlazada a Hb, protegiendo y
restaurando hemoglobina a su forma activa.”

La proteccion de Hb de estrés oxidativo por Prx2 esta estrechamente asociado con su
estatus interactivo.”

La interaccion de HbF con oxigeno puede generar mayor cantidad de radicales
supero6xido, perdxido de hidrégeno, e hidroxidos de lo que lo hace HbA.*

Ratones carentes de Prx2 fueron sanos y fértiles pero desarrollaron anemia hemolitica y
esplenomegalia. Interesantemente, el tejido/célula méas afectado por la carencia de Prx2
fue el eritrocito quien exhibié una significante esperanza de vida corta que eritrocitos de
tipo salvaje. Cuerpos de Heinz fueron detectados en su sangre periférica, y células
morfolégicamente anormales fueron elevadas en las fracciones densas de los eritrocitos,
los cuales contienen marcadamente altos niveles de ERO. Deficiencia de Prx2 causa
oxidacién de cisteinas de muchas proteinas en la membrana de eritrocitos, lo cual podria
inducir la desnaturalizacion de moléculas intracelulares y subsecuente destruccién de
eritrocitos. Ratones deficientes en catalasa 0 GPx1 no mostraron signos de oxidacion de
Hb o hemolisis.®®

Los bebés recién nacidos a térrmino tienen una relativa policitemia, que provee soporte
adicional para sus defensas, menores niveles de HbF, y hay un efecto sinérgico entre el
plasma y los eritrocitos. Los neonatos mas prematuros tienen una masa disminuida de
eritrocitos al nacer y mayores niveles de HbF.%*"
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Los dimeros banda 3 son formados bajo condiciones en la cual la liberacién de hierro y
formacion de MetHb son mucho mas elevados. En eritrocitos, IgG autéloga esta enlazada
a dimeros banda 3 en mucho mayor porcentaje en recién nacidos pretérmino 74%, que en
recién nacidos a término 21% y 10% en adultos sanos. Esto sugiere que la eliminacion de
eritrocitos es endogena en los recién nacidos. Por lo tanto, al nacer una gran parte de los
eritrocitos es rapidamente eliminada por el sistema fagocitico y esto refleja una acelerada
eliminacion de eritrocitos.*

El analisis gendmico sugiere que los fetos se preparan para su inminente transicién con
niveles altamente expresados de varias enzimas antioxidantes y vias asociadas,
probablemente ocurriendo en las Gltimas semanas de gestacion.’

SOD1, CAT, GPx1 son fuertemente expresados en sangre de cordén umbilical a término.
Lo que sugiere que neonatos a término sanos requieren altos niveles de estas enzimas
para asegurar una transicion normal. Genes asociados a vias tiorredoxina, como tal Prx2
y Prx6, estan presentes y altamente expresadas en sangre de corddén umbilical lo que
sugiere gque esta es otra via que el neonato a término utiliza para mantener el balance
redox.™

Limitaciones metodolégicas

Una proporcion significante de la Trx1 en el lisado podria estar conjugada a otras
proteinas. El lisado debi6 ser incubado bajo condiciones reductoras antes del tratamiento
para la eliminacién de Hb con el fin de reducir cualquier mezcla disulfuro conjugado de
Trx1 con otras proteinas, por lo que una posibilidad es que hayamos perdido una parte de
la Trx1 total.*

El hecho de haber encontrado agregados de proteinas en los lisados de la madre y del
neonato nos sugiere que sufrieron un mayor estrés oxidativo que pudo provocar
agregados en las células. Nuestra técnica desnaturalizante para eliminar hemoglobina nos
denuncia que otras proteinas pudieron ser también desnaturalizadas, estas proteinas se
vuelven insolubles en la fase acuosa y solubles en la fase organica, al evaporizar la fase
organica nos garantiza que esas otras proteinas desnaturalizadas quedaron en nuestra
muestra.>*®°

Sin duda la mayor deficiencia es la dispersion tan alta de los bebes pretérmino tanto en su
peso como su edad gestacional. La homogeneidad de las madres (edad, estatus
socioecondmico) tampoco se considero.
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CONCLUSION

Nuestros resultados podrian suscitar la especulacion de que recién nacidos
pretérmino nacen con mas abundante Trx1 que recién nacidos a término. Altos niveles de
Trx1l en estos neonatos pueden proveer un mecanismo protector Unico que permite el
mantenimiento del balance redox durante la transicion fetal a neonatal.

Sin embargo, las caracteristicas de sangre periférica de cordon umbilical de recién
nacidos pretérmino comparten muchas caracteristicas con la sangre periférica de ratones
carentes de Prx2.

Andlisis del estado redox tanto de Trx1 y Prx’s dentro de eritrocitos neonatales asi como
la interaccién de Prx2 con HbF debe ser posteriormente investigada.

Los datos de literatura apoyan aun mas la hipétesis de que hay factores relacionados al
eritrocito los cuales modulan el riesgo de anemia hemolitica y que estos factores
aparentemente involucran la regulacion del estatus redox y su estructura de membrana.

Es muy importante evaluar el estatus de estrés oxidativo de la madre con el fin de
detectar severo estrés oxidativo en el feto durante el embarazo. Diversas condiciones en
los recién nacidos dan lugar a radicales libres: hipoxia, hiperoxia, infeccién, acidosis,
deben por lo tanto ser cuidadosamente evitados.
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