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II. Resumen

La placenta es un érgano primordial en el desarrollo del ser humano pues
modula la comunicacion y nutricibn materno-fetal. Resulta indispensable el normal
desarrollo para su 6ptimo funcionamiento. Dos de los procesos que se encuentran
en constante equilibrio son la proliferacion y apoptosis celular, permitiendo una
renovacion de las células placentarias. Sin embargo, estos fenémenos deben
autolimitarse y pueden estar alterados por condiciones patolégicas, por ejemplo en
el sindrome hipertensivo del embarazo o la diabetes gestacional, donde el dafio
producido se refleja principalmente en el peso del recién nacido, el cual puede ser

mayor o menor al esperado para su edad gestacional.

Este estudio se ha orientado a los recién nacidos desarrollados en ausencia
de patologias maternas. Se analizaron los niveles de apoptosis/proliferacion en
base a sus placentas y segun peso de nacimiento. Los grupos de estudio fueron
recién nacidos de término y que han sido clasificados como T-PEG (pequefios
para la edad gestacional) o T-AEG (adecuados para la edad gestacional) y T-GEG
(grande para la edad gestacional). Se analizaron fotografias de las placentas de
los RNT previamente sometidas a técnicas inmunohistoquimicas, observando el
nivel de marcaje de las moléculas utilizadas: Caspasa 3 activa (para Apoptosis

celular) y Ki — 67 (para proliferacion celular).

Realizado el andlisis morfologico, se concluye que la proliferacién celular
(medida en base al marcaje de Kl — 67) esta disminuida en RNT, con vaga
marcacion en AEG y PEG, y mayor en GEG. Caspasa en cambio presenta
marcaje en todos los grupos de peso, sin embargo es considerablemente mayor el

marcaje en T-AEG.

Palabras clave: placenta, proliferacion, apoptosis, ki — 67, caspasa 3 activa,

peso al nacer.



Ill. Lista de abreviaturas

ADN: Acido desoxirribonucleico.
AEG: Adecuado para la edad gestacional.
ATP: Adenosin trifosfato.

BCL-2: Prototipo de proteina que controla la permeabilidad de membrana
mitocondrial.

BCL-X: Similar a BCL-2, siendo X una proteina

BID: Miembro pro apoptotico de la familia BCL-2
CTB: Citotrofoblasto

EBPN: Extremo bajo peso al nacer

EG: Edad gestacional

FAS L: FAS ligando

FLIP: Proteina celular antagonista de caspasa

GO: Fase de inactividad referente a la proliferacion celular
G1: Primer punto de control en proliferacion celular
G2: Segundo punto de control en proliferacion celular
GEG: Grande para la edad gestacional

H,0,: Peréxido de hidrogeno

HgO: Oxido de mercurio

lg: Inmunoglobulina

IgG: Inmunoglobulina G



IgM: Inmunoglobuina M

IHQ: Inmunohistoquimica

KH,PO,: Fosfato de potasio monofésico
M: Mitosis

MBPN: Muy bajo peso al nacer

MS: Mesénquima

Na,HPO,: Bifosfato de sodio

NaCl: Cloruro de sodio

OMS: Organizacion mundial de la salud
PEG: Pequeiio para la edad gestacional
PBS: Buffer fosfato salino

pH: Potencial de hidrogeno

PN: Peso al nacer

PT: Pretermino

RM: Region Metropolitana

RN: Recien nacido

S: Etapa de replicacion de ADN
SOCHIPE: Sociedad chilena de pediatria
STB: Sincitiotrofoblasto

T- AEG: Término adecuado para la edad gestacional

TEV: Trofoblasto extra embrionario



T — GEG: Término grande para la edad gestacional
TGF — B: Factor de crecimiento transformante B
TNF: Factor de necrosis tumoral

T- PEG: Término pequefio para la edad gestacional

VS: Vaso sanguineo



IV. Introduccion

El desarrollo de una nueva vida es un proceso delicado y complejo, que
requiere un efectivo funcionamiento del cuerpo de la mujer, los érganos y
moléculas bioquimicas encargadas del crecimiento del embrion

Una de las estructuras mas importantes en la formacion de este nuevo ser
es la placenta. Este 6rgano formado por tejidos tanto maternos a nivel del
endometrio uterino, como fetales, provenientes del corion, permite la comunicacién
de la circulacion materno-fetal, facilitando procesos metabdlicos y de intercambio
gaseoso. También actia secretando hormonas y produciendo una barrera entre
ambos sistemas inmunologicos, facilitando asi la supervivencia del feto en el
vientre materno. (Roa, Smok S, & Prieto G, 2012)

Es bajo estas funciones entonces, que la placenta se encarga de manera
general, de la nutricion del feto (Pérez Sanchez & Donoso Sifia, 2012a),
asegurando un crecimiento adecuado y armonico segun la etapa de la gestacion
en la que se encuentre.

Durante el proceso de formacién de la placenta o “Placentaciéon”, existe una
gran proliferacion celular, sin embargo es necesaria la eliminacion de los desechos
generados, lo cual ocurre mediante el proceso de apoptosis (Rodriguez G, Couve
P, Egafia U, & Chamy P, 2011). La apoptosis es un proceso de muerte celular
silenciosa, que no involucra eventos inflamatorios, y donde los organelos se
fragmentan, condensan y empaquetan sus membranas celulares. Asi constituyen
estructuras denominadas “Cuerpos apoptoticos”, los que luego seran fagocitados
por células vecinas o macrofagos, asegurando que no permanezcan en el espacio
extracelular y gatillen una respuesta inmune. (Rodriguez G et al., 2011)

Alteraciones en este proceso pueden generar desarrollo de injurias a nivel
placentario (Rodriguez G et al., 2011), lo cual afectar& sin duda su funcionamiento,
nutricion y el crecimiento adecuado del feto. Ello se vera reflejado en el examen
fisico realizado al recién nacido, cuyo peso sera discordante con su edad
gestacional, y lo cual puede generar ciertas consecuencias en la adaptacion

normal de este nifio. Las dos variables mas importantes y que resultan
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determinantes de la mortalidad y morbilidad de los recién nacidos son la
prematurez y el bajo peso al nacer.(Ventura-Juncd, 2012)

Como consecuencia de esto y con el objetivo de determinar la existencia de
un proceso placentario que pudiese interferir con el crecimiento de los recién
nacidos. Debido a lo anterior, se pretenden asociar los niveles de proliferativos y
apoptéticos con el peso del recién nacido, con el fin de relacionar estos

parametros con el desarrollo normal y anormal del feto y posterior recién nacido.
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V. Prequntade investigacion:

¢, Qué relacion existe entre el peso al nacer, la proliferacion celular y
nivel de apoptosis, en placentas de recién nacidos de término pequefios
(PEG), adecuados (AEG) y grandes para la edad gestacional (GEG) obtenidas
de gestantes fisiologicas atendidas en el Hospital Clinico San Borja Arriaran

de la Regidon Metropolitana, Santiago de Chile, desde el 2006 al 20147

VI. Fundamentacion:

La importancia de esta investigacion radica en estudiar los factores que
pueden afectar el crecimiento normal de un feto, y como éstos inciden en el

funcionamiento normal de la placenta.

Como es sabido, la placenta es el érgano encargado de la nutricion del feto y

en consecuencia, esta fuertemente asociada al crecimiento de este.

En el proceso de formacién de la placenta va a existir gran proliferacion celular,
ya que es un proceso necesario tanto para la creacion y desarrollo del arbol
vellositario, el cual es el encargado del intercambio materno-fetal, como para el
desarrollo de territorios extravellositarios, que tienen gran importancia en el
proceso de placentacidn. Esta proliferacion va a generar elementos celulares que

deberan ser eliminados a través del proceso de apoptosis.

La alteracion de este equilibrio entre proliferacion y apoptosis puede producir
alteraciones a nivel de la placenta, que conllevaran al desarrollo de distintos

problemas en la gestacion.

Debido a lo anterior, en este estudio se pretende asociar los indices

proliferativos y apoptéticos de la placenta con el peso de los recién nacidos, con el

12



fin de descubrir la relacion que tienen estos procesos con el crecimiento tanto

normal como anormal.

13



VII.

Definicidon de términos

. Apoptosis: Del griego ap0, separado de, y ptésis, caida, corresponde a

una muerte celular fisiolégica o programada por el organismo. Es un
término que se usa para diferenciarlo de otras muertes celulares
accidentales (por traumatismos, sustancias téxicas, etc)(De Robertis & Hib,
2004)

. Caspasas: Son Proteasas citosélicas especiales, que se encargan de

modificar la célula para llevarla a su apoptosis. (De Robertis & Hib, 2004)

. Proliferacion: Es una via involucrada en procesos fisioloégicos vy

patolégicos, en la que a través del ciclo celular se duplican sus
componentes de manera exacta y equitativa, donde el resultado final es la
divisién en dos células hijas idénticas. (Rang, H.P M.M Dale, J.M Ritter R. &
F. Rang,2008)

. Placenta: Organo extraembrionario que permite el desarrollo del embrién

dentro del utero materno, gracias a la conexién que establece entre el riego
sanguineo materno-fetal, asegurando una adecuada nutriciéon del feto en
desarrollo, y siendo esencial a su vez para la eliminacion de desechos
desde el embrion hacia la circulacion materna. (Pérez Sanchez & Donoso
Sifia, 2012b)

. Recién nacido de término: Todo recién nacido cuyo nacimiento ocurre

después de las 37 semanas hasta antes de las 41 semanas completas.
(Tapia L & Gonzalez M, 2008b)

. Recién nacido de pre-término: Todo recién nacido cuyo nacimiento ocurre

antes de las 37 semanas completas. (Tapia L & Gonzalez M, 2008b)

14



7.

8.

Trofoblasto: Masa externa del blastocisto constituida por células que se
aplanan y conforman la pared. Son las encargadas de introducirse entre las
células epiteliales de la mucosa uterina alrededor del sexto dia de
gestacion. (Lagman & Sadler, 2007)

Antigeno Fas: Antigeno de superficie, receptor primario que forma parte de
la via extrinseca de la apoptosis.(Debesa Padilla, Alvarez Hidalgo, Puente

Infante, Stewart Lemes, & Casas Morell, 2007)

Proteina Bcl-2: Familia de proteinas que forman parte de la regulacion de
la via intrinseca de la apoptosis, actuando como anti-apoptotico. (Debesa
Padilla, Alvarez Hidalgo, Puente Infante, Stewart Lemes, & Casas Morell,
2007)

10.TUNEL: (Terminal deoxynucleotidyltransferasedeoxy-UTP-nickendlabeling)

Otro método util para detectar la apoptosis celular que es selectivo para los
nacleos celulares en apoptosis ya que mide la fragmentacion del DNA
celular aunque ésta fragmentacion puede darse por otros fenémenos, pero
incluso detecta células que morfolégicamente no estan en apoptosis pero
ya comenzaron internamente el proceso de muerte celular).(Charriaut-
Marlangue C & Ben-Ari Y, 1995)

11.Factor nuclear Kappa-B: (factor nuclear potenciador de las cadenas

ligeras kappa de las células B activadas) Es un complejo proteico que
controla la transcripcién del ADN vy es utilizado por la célula para regular la

proliferacién y supervivencia celular).(Baeuerle & Baltimore, 1988)

15



VIIl. Marco teodrico

I.i  Placenta

La placenta es un érgano propio de los mamiferos, el cual tiene como
funcion la comunicacion materno fetal, promoviendo la transferencia de nutrientes
y factores que regulan el crecimiento y desarrollo fetal a través de la circulacion

Utero-placentaria. (Pérez Sanchez & Donoso Sifia, 2012c)

i.i.i Etapas de placentacion

El proceso de placentacion comienza con la implantacion del blastocisto,
iniciando en la madre una serie de cambios metabdlicos y morfologicos en pro del
desarrollo embrionario. Uno de ellos es la formacion de la placenta, érgano vital
para la gestacion. (Pérez Sanchez & Donoso Sifia, 2012c)La placentacion se
divide en dos periodos, el pre vellositario, que comprende la etapa pre-lacunar y

lacunar, y el periodo vellositario. (Schwarcz, Duverges, Diaz, & Fescina, 2003)

e Implantacion

A los 7 dias post- fecundacion el embridn se adhiere firmemente al epitelio

endometrial, para luego sumergirse en el estroma endometrial. (Carlson, 2009)

Las células del blastocisto que estan sometidas al proceso de implantacion
presentan un alto grado de proliferacién, dando como resultado la formacién
del trofoblasto. Este trofoblasto estd compuesto por dos tipos celulares. La
capa mas externa y que mantiene contacto con los tejidos maternos, se

denomina sinciciotrofoblasto (STB) y una capa celular interna que no ha tenido

16



contacto con las células maternas y que por lo tanto no se han fusionado,
reciben el nombre de citotrofoblasto (CTB). Con el pasar de los dias se
mantiene una invasion continua hacia el endometrio, produciéndose la erosion
de los tejidos maternos, mediado por la accion de enzimas, principalmente
metaloproteasas, derivadas del trofoblastosincicial. (Pérez Sanchez & Donoso
Sifa, 2012c)

Esta invasion se traduce en un mayor contacto entre la superficie del
blastocisto con los tejidos maternos, ademas de una mayor proliferacién del
trofoblasto con la consiguiente fusion celular. (Pérez Sanchez & Donoso Sifia,
2012c)

La masa sinciciotrofoblastica ira aumentando su grosor en el punto de
implantacion con el paso de los dias, formando extensiones y digitaciones que
invaden las capas mas profundas del endometrio.(Pérez Sanchez & Donoso
Sifia, 2012c)

e Etapa Prelacunar

Una vez implantado el blastocisto en la parte superior de la cara posterior
de la pared uterina, los tejidos embrionarios mantienen contacto directo y
estable con la mucosa uterina. Esto permite que inicie el desarrollo de la

placenta.

La masa celular interna, se forma de un gran numero celular y dan origen al
Embrioblasto, mas cercano a la superficie interna de la vesicula
trofoblastica.(Pérez Sanchez & Donoso Sifia, 2012c) Estas células también
daran origen a otras estructuras, como el embrion, cordon umbilical y el
amnios. Tanto el mesénquima como los vasos sanguineos derivados del

embrioblasto contribuyen a la formacion de la placenta.

17



e FEtapa Lacunar

Se desarrolla entre el 9no y 13vo dia post coito. Su principal caracteristica
es que aparecen en el STB pequeifias vacuolas que al reunirse originan
Lagunas (Schwarcz et al.,, 2003). La formacién de las lagunas divide al
trofoblasto en tres capas: 1) Placa coriénica primaria, que mira hacia la cavidad
del blastocisto; 2) Sistema lacunar separado por trabéculas; 3) Capa
trofoblastica externa que mira hacia el endometrio. (Pérez Sanchez & Donoso
Sifia, 2012c)

Tal como se menciond, las lagunas se encuentran separadas por
“Trabéculas”. Cuando el trofoblasto se desarrolla, y erosiona los vasos
endometriales, la sangre ingresa a las lagunas, y permite la nutricion fetal
(Schwarcz et al., 2003). En este periodo comienza la proliferacion y migracion
del CTB, como también la “Invasién trofoblastica”: La decidua es capaz de
sintetizar y secretar factores de diferenciacion celular, junto con el factor de
crecimiento transformante beta (TGF — B). Esto es posible debido a la
capacidad proliferativa, histolitica y penetrante del trofoblasto, y se da ante la
reaccion de los tejidos maternos que mantienen contacto con él. Este
mecanismo induce a que el trofoblasto se diferencie a sincicio y pierda la
capacidad de duplicarse a nivel celular. EI STB cubrird por completo la
superficie del blastocisto, y el extremo del polo de implantacién sera el que se
encargue de la formacion de la placenta, siendo mucho mas grueso que el polo

opuesto.(Pérez Sanchez & Donoso Sifia, 2012c)

La invasién trofoblastica, originard cambios en el estroma endometrial. El
estrés mecanico y hormonal al que se ve sometido, producird una importante
proliferacién celular en este estroma, que originaran la decidua.(Pérez Sanchez
& Donoso Sifia, 2012c)

18



e Periodo vellositario

A medida que el desarrollo placentario avanza, las vellosidades coridnicas
aumentan en tamafo y numero, invadiendo constantemente el tejido materno,
con el fin de establecer la circulacion materno-fetal.(Pérez Sanchez & Donoso
Sifa, 2012c)

Las trabéculas que separan las lagunas placentarias se dispondran
alrededor del corion de forma “radiada”, y seran penetradas desde su base por
el CTB que se encuentra en alta proliferacion, asi se originan las vellosidades
primarias (Schwarcz et al., 2003). A su vez, esta proliferacion y la ramificacion
de las vellosidades dan origen a los “troncos vellositarios”, que provienen de
las trabéculas. (Pérez Sanchez & Donoso Sifia, 2012c). Las vellosidades
secundarias, se forman cuando las primarias son invadidas por el mesodermo

extraembrionario.(Schwarcz et al., 2003)

Las vellosidades coridnicas terciarias constituyen la unidad estructural y
funcional de la placenta (Geneser, 2000). Se originan a partir de células
troncales hematopoyéticas, contenidas dentro de capilares primitivos que se
encuentran rodeados por endotelio (Pérez Sanchez & Donoso Sifia, 2012c),
ademas son las que predominan en la estructura placentaria al término de la
gestacion. La importancia de estas vellosidades es que a partir de ellas se
establece la circulacion materno-fetal. (Schwarcz et al., 2003,Carlson, 2009)

(Ver figura 1)
Producto del desarrollo del espacio lacunar, este se denominara “espacio

intervelloso”, que wuna vez ha crecido adquiere su configuracion
definitiva.(Schwarcz et al., 2003)
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VELLOSIDADES CORIONICAS

Placenta de cinco meses B Placenta de término
1.Sincicio
rofobiasto g o 1.Sincicio
2. Citotro- : B - A e 4 ~,  trofoblasto
{foblasto i ' .
3. Tejido
conecrivo
2. Tejdo
embriogenico g conectivo
4. Ewacio
ntervell
ntervelloso 3. Vasos
SV asos sanguineos
sanguineos fetales
fetales
G. Vellosidad 4.Células
de tijacion de Holbauer
7.Célula (macrotago)

decidual

Fig. 1A Vellosidades coriénicas. Placenta de 5 meses. La lamina reproduce algunas
vellosidades del preparado anterior observadas con mayor aumento. Se establece asi que el epitelio
trofoblastico esta aqui constituido por una capa externa de células sinciciales (el sinciciotrofoblasto,
1) y otra capa profunda de células bien delimitadas, el citotrofoblasto o capa de Langhans (2). En el
corion de la vellosidad, constituido por tejido conectivo poco diferenciado (3) se hallan algunos
pequefios vasos sanguineos que contienes hematies embrionarios, nucleados (5). Los hematies que
hay en los espacios intervellosos proceden de la sangre materna y son anucleados (4). Una de las
vellosidades representadas es de fijacion y se observa la zona de adherencia (6) y la existencia de
células deciduales (7) en el endometrio subyacente. (M. Di Fiore, 2003)

Fig. 1 B Vellosidades coriénicas. Placenta de término. A diferencia con las anteriores, el
epitelio coriénico esta representado Unicamente por el sinciciotrofoblasto (1) que forma un
revestimiento fuertemente coloreado; el tejido conectivo esta mas diferenciado (2) y los vasos
contienes hematies embrionarios anucleados (3). Entre las células del tejido conectivo se diferencian
algunas por si mayor volumen, su forma esferoide y el citoplasma muchas veces vacuolado; son las
células de Hofbauer (4) consideradas por muchos como macrdéfagos. (M. Di Fiore, 2003)

° Estructura placentaria de término

La placenta madura posee forma redondeada. Su grosor bordea los 3 cmy
el didmetro aproximadamente los 20 cm. Pesa alrededor de 500 gramos (Pérez
Sanchez & Donoso Sifia, 2012c). El cociente de peso placentario respecto al peso
fetal (indice placentario) es cercano a 0,15 en un embarazo de término normal.
(Schwarcz et al., 2003)
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Esta formada por dos caras; la fetal y la materna. La primera de ellas esta
completamente cubierta por la placa coriénica(Pérez Sanchez & Donoso Sifa,
2012c)y corresponde a la cavidad amniética(Schwarcz et al., 2003). Describe una
textura brillante. Habitualmente el cordén umbilical se fija al centro de esta
superficie fetal, y las ramificaciones de los vasos umbilicales o “vasos corionicos”,
rodean este sitio de insercién y se cubren de la capa del amnios (Pérez Sanchez &
Donoso Sifia, 2012c). Los vasos al atravesar la placa coridnica forman los
cotiledones placentarios fetales.(Schwarcz et al., 2003)

En contraposicion, el lado materno describe un aspecto mate, y se aprecian
las subdivisiones en I6bulos (pueden ser hasta 35). Los surcos interlobulares son
los ocupados por los tabiques placentarios. Cada I6bulo contiene en si mismo una
serie de cotiledones (Pérez Sanchez & Donoso Sifia, 2012c). Los cotiledones

constituyen la estructura basica circulatoria de la placenta (Schwarcz et al., 2003).

El espacio intervelloso, ubicado en cada I|6bulo, corresponde a un
compartimento practicamente aislado de la circulacion materna con respecto a la
placenta (Pérez Sanchez & Donoso Sifia, 2012c). Queda limitado por la placa

basal y corial(Schwarcz et al., 2003). (Ver figura 2)

Cordon
umbilical

Cotileddn Decidua basal
Placa gliminada
coridénica

Amnios

Vasos
coriénicos

Fig. 2Placenta al término del embarazo. A. Cara fetal. La placa coridnica y el cordon umbilical estan
cubiertos por el amnios. B. Cara materna que muestra los cotiledones. Se ha eliminado |la decidua de

una determinada area. (Lagman & Sadler, 2007)
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li.i.i  Histologia de la placenta

Tipos celulares involucrados

La placenta se compone de diferentes tipos celulares, uno de los principales
es el trofoblasto. Estas células trofoblasticas son las primeras que logran
diferenciarse del embrién, por lo que son sumamente importantes en el
proceso de implantacion en el endometrio y posterior proceso de placentacion.

Este 6rgano esta compuesto por diferentes tipos celulares:

e Citotrofoblasto (CTB): Reciben la denominacion de células de Langhans o
gigante. Corresponde a la poblacion de “Células madres”, de las que se
diferencian los otros tipos de trofoblastos. Son mononucleadas y se ubican
en las vellosidades coridnicas sobre la membrana basal del trofoblasto.

Estan recubiertas por el STB.

e Sincitiotrofoblasto (STB): Su funcidén es intercambiar gases y nutrientes,
ademas de secretar proteinas y hormonas que cooperan en la homeostasis
del embarazo. Por lo tanto con este tipo celular se establece el primer
intercambio de productos via materno - fetal, y resultan indispensables para
la nutricion y buen crecimiento del feto, ademas de un correcto
funcionamiento de su metabolismo.

Es una monocapa epitelial que reviste la superficie vellositaria coridnica.
Estas células cubren toda la superficie del arbol vellositario, asi como las
superficies internas de la decidua basal y de la placa coridnica. Se genera
por la fusién de las células de CTB y presenta un citoplasma con multiples

ndcleos, sin que se observen membranas celulares que los separen.

e Trofoblastoextravellositario (TEV): Este grupo de células es el encargado

de la invasién vascular del endometrio y miometrio. Se ubica fuera de las
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vellosidades coridnicas que realizan el intercambio. Se originan a partir de
células del CTB de las vellosidades de anclaje. Luego de proliferar
adquiriran caracteristicas invasoras, por lo cual su principal funcién sera
invadir la superficie uterina y luego los vasos sanguineos que lo irrigan
desde el miometrio, denominandose posteriormente como arterias
espiraladas, las cuales tienen como funcién remodelar las paredes de los
vasos vaso sanguineos aumentando su lumen, para asegurar un buen
riego sanguineo desde la madre al feto. Se distinguen dos tipos de TEV; el
TEV intersticial y TEV endometrial.

El trofoblasto se encuentra en permanente recambio, ya que de la
proliferacion continua del CTB depende el crecimiento y mantencion de la
superficie epitelial que cubre el arbol vellositario. (G, P, U, & P, 2011)

Caracteristicas histoldgicas de la placenta

Aproximadamente a la 16° semana de gestacion, la forma placentaria se ve
determinada por el corion frondoso. Habitualmente es circular, asemejandose a un

disco.

Un componente caracteristico de la placenta son los “Cotiledones” o
lobulillos. Se originan a partir de los Tabiques placentarios (los cuales se forman
entre cuarto y quinto mes de gestacién). Cada cotiledon contiene dentro de su
estructura aproximadamente 2 — 4 vellosidades con sus ramificaciones. (Geneser,
2000).

Formacion tabiques placentarios: Se originan entre el cuarto a quinto mes
de gestacion, a partir de la decidua. Esta forma varios tabiques cuneiformes, los
tabiques placentarios, que se extienden desde la placa de la decidua hacia la

placa coridnica, sin llegar hasta ella (Geneser, 2000).Los tabiques se encargan de
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dividir a la placenta en diferentes secciones denominadas “Cotiledones”,

aproximadamente entre 15 a 20.

Membrana placentaria “La membrana placentaria es el tejido fetal que separa la

sangre materna de la fetal.(Geneser, 2000).

Hacia la semana veinte de desarrollo fetal, el trofoblasto se compone de
Sincitiotrofoblasto y citotrofoblasto. A raiz de esto entonces, la membrana
placentaria se compone de 6 capas en su totalidad: sincitiotrofoblasto,
citotrofoblasto y su membrana basal subyacente, el tejido conectivo del nucleo de
la vellosidad, la membrana basal alrededor del capilar fetal y su
endotelio.(Geneser, 2000)(Ver fig.3)

N Amnios
_=— Tejido conjuntivo PLACA
Sinciciotrofoblasto CORIAL

Citotrofoblasto

# 2 Vellosidad

Espacio intervelloso

Tabique

Vellosidad libre
Vellosidad anclada (grampona)

PLACA
BASAL

Citotrofoblasto
Compacta (decidua)
Esponjosa
Miometrio

Sinciciotrofoblasto }

ZONA DE
DESPRENDIMIENTO
ESPONJOSA

Fig. 3 Esquema que muestra las relaciones de los diversos elementos de la placa corial y de la placa
basal de la placenta. La flecha sefala la zona de desprendimiento de la placenta desde la esponjosa

del endometrio. (R.Schwarez et al., 2001.)
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il.i  Apoptosis y proliferacion celular

El nimero de células existente en un tejido son controladas por dos
procesos, uno es la multiplicacion o proliferacion celular y el segundo conocido

como muerte celular fisiolégica programada, entre ellas apoptosis.(Cambell, 2005)

iii.i.i  Proliferacion celular

La proliferacion celular es un via involucrada en procesos fisiologicos y
patolégicos, en la que a través del ciclo celular se duplican sus componentes de
manera exacta y equitativa, donde el resultado final es la division en dos células
hijas idénticas. (Rang, H.P M.M Dale, J.M Ritter, 2008, Alberts et al., 2011)

Dentro del dominio eucariota, especificamente en las células humanas es

necesario que exista una célula preexistente para que pueda ocurrir el desarrollo o

proliferacion.(Alberts et al., 2011)

El ciclo celular es un proceso gradual y secuencial que consta de diferentes
fases; M (mitosis), S (replicacion DNA) y puntos de control (G1 y G2)(Cambell,
2005)Los tiempos de cada fase son variables y suelen distinguirse en el estudio de
los diferentes tejidos, donde incluso podemos observar estructuras que carecen de
actividad mitética (Eynard, Valentich, & Rovasio, 2008).Este ciclo se activa
mediante factores de crecimiento que a través de la sintesis de reguladores del
ciclo (ciclinas y cdk), actian sobre la célula inactiva e induce su division. (Ver

figura 4)
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Fig. 4. Diagrama esquemaético del ciclo celular en el que se han representado las funciones que
desempefian los complejos ciclinas/cdk (P. Rang, M. M. Dale, J. M. Ritter, R. J. Flower. Rang y Dale

Farmacologia, 2008)

KI67

Es una proteina nuclear no histonica(Fernandez & Nufiez, 2004)que esta
involucrada en la proliferacion celular, la cual se puede detectar en el nacleo de la
célula en la interfase del ciclo celular, en cambio en la fase de mitosis la mayoria
de esta proteina se traslada a la superficie de la célula. Se encuentra presente en
todas las fases activas del ciclo celular (G1, S, G2 y mitosis), pero ausente en las
células que se encuentran en reposo o fase inactiva (G0O) (Scholzen & Gerdes,
2000). Al tener dicha caracteristica, esta proteina es usada como técnica
morfoldgica para realizar estudios de proliferacion celular presentes en muestras

biologicas. (Bolafios, Freyre, & Carlosama, 2007)

iv.i.i  Apoptosis
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La apoptosis o muerte celular programada es un proceso en el cual se
autodestruyen células de forma ordenada ante la presencia de estimulos intra o
extra celular. Este proceso es fundamental para el desarrollo y mantenimiento de
los tejidos desde la etapa embrionaria.

Esta via es regulada de forma muy rigurosa, puesto que no debe haber un
exceso o disminucién de este proceso, ya que si lo hay podria llegar a generar
diversas patologias.

Las células que son programadas a muerte en un principio aumentaran de
volumen, luego se activan enzimas que degradan el ADN de la propia célula, sus
proteinas nucleares y citoplasmaticas. La membrana plasmatica de la célula
apoptoética permanece intacta, pero el citoplasma, en cambio se modificara para
gue la célula y sus fragmentos (cariorrexis) sean dianas para que macrofagos los
reconozcan Yy los fagociten. La célula muerta es eliminada inmediatamente antes
de que sus componentes se hayan liberado, evitando la activacion de reacciones

inflamatorias en el huésped.

Vias de la apoptosis

La apoptosis es un proceso enzimatico y fisiolégico secuencial, mediante el
cual la célula degrada sus nucleoproteinas y luego se fragmenta, por medio de la
activacion de enzimas llamadas caspasas, cuya activacion depende de un

equilibrio ajustado entre las vias moleculares pro y anti apoptoticas.

Las caspasas involucradas en la apoptosis (2, 3, 6, 7, 8, 9 y 10) actuan
sobre numerosas dianas que participan de la transduccion y ejecucion de las
sefales apoptédticas, cuya finalidad es la activacion de nucleasas que degradan el
ADN, y el aumento de la cantidad de enzimas que destruyen nucleoproteinas y
proteinas citoesqueléticas que dan estructura a la célula (Kumar, Abbas, Fausto, &
Mitchell, 2008). A su vez, se subdividen en caspasas iniciadoras del proceso de
muerte celular (caspasas 2-8-9-10) y otras efectoras o ejecutoras (caspasas 3-6-

7). Se sintetizan de forma inactiva (procaspasas) y al sufrir proteolisis adquieren
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su forma activa. Inicialmente son estimuladas las caspasas iniciadoras, las cuales
luego activan las caspasas ejecutoras encargadas de la activacion de enzimas
relacionadas con la degradacién del ADN y proteinas de estructura. (Kumar et al.,
2008, G et al., 2011)

Es asi, que convergen dos vias distintas en la activacién de estas enzimas.
Estas vias son conocidas como via mitocondrial y via de los receptores de
muerte. Aunque estas vias pueden interactuar, son inducidas, generalmente bajo
diferentes condiciones que afectan a distintas moléculas y desempefian diferentes

funciones en la fisiologia y en la fisiopatologia del ser humano.(Karp, 2009)

a) Via mitocondrial (intrinseca): Se inicia por estrés celular (dafio en DNA, falta
de factores de crecimiento, entre otros) (Kumar et al., 2008). En la célula,
las mitocondrias contienen proteinas capaces de inducir la apoptosis;
dentro de ellas se encuentra el citocromo ¢ y antagonistas de inhibidores
citosolicos enddgenos de la apoptosis. La eleccion entre la supervivencia y
la muerte celular esta determinada por la permeabilidad de la membrana
mitocondrial, controlada por una familia de mas de 20 proteinas, cuyo
prototipo es Bcl-2 (Kumar et al., 2008). Cuando las células estan privadas
de factores de crecimiento y de hormonas troficas, se exponen a agentes
gue dafan el ADN, o se acumulan cantidades excesivas de proteinas mal
plegadas, se activa un grupo de sensores, de los cuales algunos son
miembros de la familia Bcl-2, activan a su vez dos miembros proapoptoticos
de la familia denominados Bax y Bak, que se dimerizan, se insertan en la
membrana mitocondrial y forman poros por los que el citocromo c y otras
proteinas mitocondriales se escapan hacia el citosol. Otros sensores
relacionados inhiben las moléculas pro apoptéticas Bcl-2 y Bcl-x, con el
mismo resultado final, la pérdida de las proteinas mitocondriales (Kumar et
al., 2008). El citocromo c, junto con algunos cofactores, activa la caspasa 9,
mientras que otras proteinas bloquean los antagonistas de las caspasas

gue funcionan como inhibidores fisiol6gicos de la apoptosis. El resultado

28



b)

final es la activacion de la cascada de caspasas que lleva a Ila
fragmentacion nuclear. Si las células estan expuestas a factores de
crecimiento y otras sefiales de supervivencia, sintetizan miembros
antiapoptéticos de la familia Bcl-2, cuyos dos miembros principales son la
propia Bcl-2 y Bcl-x1. Estas proteinas antagonizan Bax y Bak y limitan de
este modo el escape de las proteinas proapoptéticas mitocondriales. Las
células privadas de factores de crecimiento no solo activan las proteinas
proapoptoticas, sino que también muestran unas menores concentraciones
de Bcl-2 y Bcl-x1, promoviendo la muerte. La via mitocondrial parece ser la
via responsable de la mayoria de las situaciones de apoptosis.(Huppertz &
Herrler, 2005) (Ver figura 5).

Via de los receptores de la muerte (extrinseca): Muchas células expresan

en su superficie moléculas denominadas receptores de muerte, las cuales
desencadenan la apoptosis. La mayoria de estas son miembros de la
familia de receptores del factor de necrosis tumoral (TNF). Los receptores
de muerte proapoptéticos son el receptor tipo | para TNF y Fas (CD95)
(Kumar et al., 2008). Fas-ligando (FasL) es una proteina de membrana
expresada principalmente en los linfocitos T activados. Cuando estas
células T reconocen dianas que expresan el receptor Fas,FasL se une al
receptor, y luego se unen a proteinas adaptadoras, que a su vez se unen a
la caspasa 8. El agrupamiento de muchas moléculas de caspasa lleva a su
activacion, comenzando de este modo la cascada de caspasas. En muchos
tipos celulares la caspasa 8 puede cortar y activar un miembro
proapoptotico de la familia Bcl-2 denominado Bid, el cual es parte de la via
mitocondrial. La activacibn combinada de ambas vias genera la apoptosis
celular. FLIP es una proteina celular antagonista de caspasas, cuya funcién
es bloquear la activacion de éstas en fases posteriores de la via de los

receptores de muerte. (Ver figura 5)
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Fig. 5 Viaintrinseca y extrinseca de la muerte celular programada.

Caspasa 3

Existen dos grupos grandes de caspasas, las iniciadoras y las ejecutoras,
dentro de este Ultimo grupo se encuentra la caspasa 3. Las caspasas iniciadoras
median la activacion de las caspasas ejecutoras o efectoras, estas proteasas son
las encargadas de la proteolisis de sustratos que provocan la morfologia tipica de

la apoptosis.

La caspasa 3 es uno de los mediadores cruciales dentro de la apoptosis,
siendo esencial para ciertos procesos asociados con la fragmentacion celular y en

la formacion de cuerpos apoptéticos, participando en la via extrinseca e intrinseca.
La proteina CASP3 es parte de la familia de las proteasas cisteina-acido

aspartico. Estas caspasas estdn como proenzimas inactivas que se someten a

procesamiento proteolitico en los residuos conservados aspartico para producir
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dos subunidades, grandes y pequefias, que dimerizan para formar la enzima
activa.(Polverino & Patterson, 1997)

La funcion de proenzima de la caspasa-3 es necesaria, ya que si no se
regula la actividad de esta caspasa mataria las células indiscriminadamente. Esta
proenzima 3 no tiene practicamente ninguna actividad catalitica hasta que se
activa después de la sefalizacibn de apoptosis a través de una caspasa
iniciadora. Uno de los eventos de sefializacion es la introduccién de la granzima B,
gue puede activar caspasas iniciadoras, en las células diana para la apoptosis por
las células T asesinas. Esa activacion de la via extrinseca va a desencadenar la
cascada de caspasas, en la que la caspasa-3 desempefia un papel dominante. En
la activacion intrinseca, el citocromo c de las mitocondrias junto con la caspasa-9,

el factor de activacion de la apoptosis-1, y ATP van a activar a la procaspasa-3.

Apoptosis placentaria

Como se ha mencionado anteriormente, la apoptosis es un proceso esencial del
desarrollo y morfogénesis embrionaria, en el cual se produce la muerte de células
seleccionadas, previniendo la pérdida celular indiscriminada (Huppertz & Herrler,
2005). El. El nivel de apoptosis en la placenta durante la gestacion fisioldgica es
menor durante el transcurso del primer trimestre, en comparacion con el resto de
la gestacién y se encuentra marcadamente acelerado luego de las 40 semanas
(Black et al., 2004). Las alteraciones patolégicas durante la gestacion estan
relacionados con un aumento en los niveles apoptoéticos placentarios, como por
ejemplo en enfermedades tales como el sindrome hipertensivo del embarazo,
diabetes pre gestacional, sindrome antifosfolipido, etc. Estas complicaciones

inciden sobre el desarrollo del feto, desde el punto de vista estructural y funcional.

Dentro de la vellosidad, la apoptosis se localiza predominantemente en el
sincitiotrofoblasto en comparacion al citotrofoblasto (Burton G, Skepper J,
Hempstock J, Cindrova T, Jones C, Jauniaux E, 2003), puesto que las vias de la

apoptosis pueden estar implicadas en el mantenimiento del sincitiotrofoblasto.
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Esto se concluye de dos observaciones, primero que la caspasa 8 esta implicada
en la fusion de citotrofoblastocon sincitiotrofoblasto, y segundo que algunos
nacleos de sincitiotrofoblasto exhiben caracteristicas morfoldégicas de apoptosis
con condensacion de la cromatina periférica y picnosis gradual.(Huppertz &
Herrler, 2005)

Como se ha mencionado anteriormente, la apoptosis es un proceso que se
desencadena normalmente y que permite dar molde a las estructuras funcionales
del organismo. No obstante, dependiendo del contexto bioldgico y de la etiologia,
los procesos apoptéticos pueden resultar perjudiciales para el desarrollo, es decir,
la falta de regulacion puede generar situaciones patolégicas. Es por esto que en
los ultimos afios se ha generado un creciente interés por investigar los procesos
relacionados con la muerte celular en los distintos ambitos de la vida humana,
desde la embriogénesis hasta el envejecimiento fisiolégico. Dentro de este
contexto, la investigacion centrada en los anexos embriolégicos que permiten el
desarrollo del nuevo ser va adquiriendo cada dia mas consistencia, puesto que,
nos muestra problematicas que inciden precozmente en el desarrollo del embrién,
las cuales nos permiten tener un mapa bioquimico de relaciones a un nivel mas

especifico.
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IX. Peso al nacer

El peso al nacer es un referente usado a nivel mundial para evaluar el
estado nutricional intrauterino y el éxito de la atencion prenatal. Es un indicador
gue permite vigilar el crecimiento y el desarrollo del recién nacido junto con ser un

factor predictivo de su futura calidad de vida durante la niflez temprana.

El crecimiento fetal normal y la maduracion de los sistemas son mediados
por procesos hiperplasicos e hipertréficos que regulan la organizacion y
diferenciacion celular desde la fase embrional. (Leal, 2009) Este proceso depende
de la carga genética del individuo, de la unidad feto-placentaria-materna y del
adecuado aporte de oxigeno y nutrientes al feto.

El peso de nacimiento (PN) es importante para predecir la salud fetal y
neonatal, por ser un buen predictor de riesgo de morbilidad y mortalidad. (Tapia L
& Gonzalez M, 2008a).

De acuerdo al peso alcanzado por el recién nacido (RN), este se podra

clasificar de la siguiente forma:

La clasificacion por peso ha establecido el grupo de extremo bajo peso al
nacimiento (EBPN) para el menor de 1.000 grs y de muy bajo peso de nacimiento
(MBPN) para el menor de 1.500 grs. El concepto de bajo peso de nacimiento
(BPN), peso menor de 2.500 grs es un marcador de riesgo de poblacién a nivel
internacional. Por otro lado, se considera macrosémico al recién nacido con peso

mayor o igual a 4.000 grs al nacer.

En general, las tasas de BPN y MBPN sobre el 15% y el 2%
respectivamente, indican una poblacién expuesta a un alto riesgo de morbilidad y
mortalidad fetal y de lactante, y efectos a largo plazo en el crecimiento y
rendimiento infantil.En Chile, alrededor del 6% de los nifios al nacer son BPN, con
el 1% de MBPN y el 0.4 % de EBPN. (2008)(Tapia L & Gonzalez M, 2008a)
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La necesidad de asociar el peso a la edad gestacional (EG), dio origen a la
realizacion de curvas de crecimiento intrauterino, las cuales son elaboradas segun
la edad de duracién de la gestacion, siendo confirmadas posteriormente con una
ecografia precoz y la antropometria del RN. Los datos utlizados para la
confeccién de las curvas corresponderan a pesos de nifios nacidos de madres sin
patologia obstétrica o0 malformaciones. No todas las curvas fueron hechas de la

misma forma, en la mayoria fue sin distincién de patologias maternas.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) establecié los criterios para
gue una curva de crecimiento sea considerada como apropiada. Estos criterios
son; que sean realizadas en base a grandes poblaciones, que tengan al menos
200 nifios en cada tramo de edad gestacional, que incluyan mas de una variable

antropometrica y cuenten con procedimientos muestrales definidos y reales.

Estas curvas, si son tomadas de la poblacion general, describen distribucion
poblacional, pero no necesariamente un patron de normalidad. Esta situacion se
hace especialmente evidente en prematuros menores de 33 semanas, dado que
estos nacimientos estan fuertemente influenciados por patologias maternas y/o
placentarias que determinan disminucion del peso de nacimiento, y siendo
también causa de parto prematuro en ocasiones. (Milad A. Marcela, Novoa P.
José, Fabres B. Jorge, & Aspillaga M. Carlos, 2010)

Es importante utilizar curvas actualizadas, ya que los patrones tanto de
cuidados de la madre como de alimentacion se van modificando a través del
tiempo, por lo que cambia también el potencial de crecimiento del
nifio.Actualmente, la recomendacién de la rama de Neonatologia de la Sociedad
Chilena de Pediatria (SOCHIPE) es utilizar las curvas de crecimiento de poblacion
seleccionada que permitan pesquisar recién nacidos con crecimiento intrauterino

insuficiente, ya que estos son los que presentan mayor riesgo en salud.

En nuestro pais, las curvas de estimacibn de peso consideran las
caracteristicas tanto maternas (talla, paridad) como fetales (sexo fetal), ofreciendo

una mejor deteccion de los fetos con restriccion de crecimiento. Debido a que se
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asocia a curvas representativas de la poblacion chilena, actualizadas y con una
mejor sensibilidad y especificidad en la deteccion de la poblacién de riesgo, se
utilizar4 la curva propuesta por Milad, generada por los datos integrados de
Alarcon y Pittaluga (2010) (Fig.6), que demuestra resultados superiores que la
curva poblacional agregando, ademas, informacion perteneciente a la misma Dr.
Milad, correspondiente a mas recién nacidos entre 22 y 28 semanas.(Sepulveda M
& Valdés R, 2013)
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Figura 1. Percentiles de peso segim EG.

Fig. 6 Curva de percentiles de peso segun EG Curva propuesta por Milad (2010)

La curva de crecimiento para EG define como RN de crecimiento adecuado
para la EG (AEG) aquellos con peso entre el percentil 10 y 90, como pequefios
para la EG (PEG) los con peso menor al percentil 10 y como grande para la EG

(GEG) los con peso mayor al percentil 90.
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La clasificacibn de PEG y GEG tiene repercusiones en el diagnéstico,
prondstico, vigilancia y tratamiento de los RN, ya que se caracteriza al recién

nacido en una situacion de riesgo.

X. Inmunohistoguimica

Inmunohistoquimica es toda técnica que permite detectar in situ componentes
celulares y extracelulares (antigenos) por medio de anticuerpos especificos (de
ahi “inmuno”), empleando para ello sistemas de detecciébn enzimaticos
(histoquimica). (Martin & Garcia, 2012)

En inmunohistoquimica se denomina antigeno a la sustancia que queremos
detectar en una seccion tisular o frotis celular. Se denomina antigeno porque actia
como sustancia extrafia cuando es inyectada a un animal de experimentacion, el
cual desarrollara una reaccion inmune, produciendo anticuerpos especificos.
(Martin & Garcia, 2012)

Un epitopo o determinante antigénico es la parte del antigeno que induce la
respuesta inmune, y que es, por tanto reconocida por el anticuerpo. (Martin &
Garcia, 2012)

Los anticuerpos o inmunoglobulinas (Ig) son glicoproteinas en forma de Y
sintetizadas por las células plasmaticas. Tras estimulacion antigénica los linfocitos
B se diferencian dando origen a células plasmaticas formadoras de anticuerpos.
.(Martin & Garcia, 2012)

Los anticuerpos empleados en inmunohistoquimica son generalmente de la
clase IgG y mas raramente IgM. Las moléculas Ig pueden actuar por si mismas
como antigenos mediante fragmento Fc (fragmento cristalizable). Proporcionan de

esta forma, determinantes antigénicos a los que pueden unirse anticuerpos
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secundarios, que permitirdn la formacion de cadenas de deteccion. .(Martin &
Garcia, 2012)

La unién entre el paratopo de un anticuerpo y el epitopo de un antigeno se
realiza por medio de enlaces covalentes, por lo que la unién es reversible,

pudiendo disociarse durante los lavados.(Martin & Garcia, 2012)

Mencionado esto, es importante describir los pasos mediante los cuales se

lleva a cabo la técnica de inmunohistoquimica.

La técnica histologica comprende la preparacion de los tejidos para su estudio
microscopico, lo cual se logra sometiendo a la totalidad o una parte seleccionada
del tejido por examinar, a una serie de procesos, los cuales seran descritos a

continuacion:

1. Muestras histoldgicas:

Para la preparacion de las muestras histolégicas existen diversos tipos de estudios

gue se nombran a continuacion:

e Congelacion
e Corte mediante micré6tomo

e Inclusién en parafina

De estos estudios el utilizado en este caso sera la inclusion en parafina, la cual se

describird mas adelante.

2. Fijacion

Es el primer paso para tratar la muestra, es el proceso mediante el cual los

elementos constitutivos de las células, y por tanto de los tejidos, son fijados en
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cuanto a su estado fisico, y parcialmente también en su estado quimico, de
manera que puedan resistir el tratamiento sucesivo con varios reactivos sin
perdida, distorsién importante o descomposicion (Matthew J, Stanley S, Mellor L,
Spare P, Inwood M, afio: 1969).

La fijacion realizada es para microscopia electronica ya que posteriormente se

deben analizar los resultados de la técnica inmunohistoquimica.

3. Deshidratacion

La deshidratacion consiste en el reemplazo del agua tanto intra como
extracelular, por parafina, llevandose a cabo con alcoholes en distinta

concentracion.

4. Aclaramiento

Es el proceso que permite que el alcohol de los tejidos se reemplace por un
liquido que disuelva la parafina, en este caso se utiliza Xilol, se llama aclarar ya

gue en muchos casos hace que el tejido se vuelva transparente.

5. Inclusién

Consiste en la impregnacion de tejidos con un medio que llene todas las
cavidades naturales e intersticios tisulares, que en este caso sera utlizada la
inclusién en parafina la que tiene por objetivo transformar el material biol6gico
semiliquido en otro sélido. Ademéas la inclusion debe proporcionar una
consistencia que brinde firmeza para que se realicen cortes del tejido, que siendo
los suficientemente delgados no provoquen distorsion ni alteracion de los

elementos celulares o relaciones espaciales.
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6. Seccidn

Una vez obtenido los bloques de parafina, se cortan a 4 micras y las secciones
en conjunto con el tejido se recogen en portaobjetos tratados. Las secciones
delgadas o “cortes” se obtienen utilizando instrumentos mecanicos disefiados para
gue en forma mas o menos automatica, seccionen el bloque de parafina en cortes
delgados y de grosor uniforme. Los instrumentos de corte se denominan

micrétomos. (Martin & Garcia, 2012)

Una vez terminado los procesos para preparacion de la muestra se da pie para

el inicio de la técnica inmunohistoquimica.

Lo primero que se debe hacer es dejar las placas que contienen el tejido por
una hora en una estufa, para que al momento de la desparafinacion el tejido
guede aferrado a la placa y no se desprenda. Una vez realizado esto, se comienza
con la desparafinacion en Xilol, la cual tiene por objetivo eliminar el medio de
inclusién que en este caso es parafina.

Posteriormente se realiza una hidratacion del tejido con etanol en concentraciones

decrecientes desde alcohol al 100% hasta alcohol 70%.

Una vez terminado esto se dejan las muestras en agua destilada para luego
someterlas a buffer citrato durante dentro de la vaporera y luego enfriando las
muestras, todo esto para llegar a la incubacion del anticuerpo primario y luego

secundario para poder llevar a cabo la técnica inmunohistoquimica.
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XI. Objetivos de investigacion

ili.i  Objetivo General:

Determinar la relacion existente entre el peso de nacimiento, la proliferacion
celular y nivel de apoptésis en placentas de recién nacidos T-PEG, T-AEG y T-
GEG que han sido obtenidas de gestantes fisiolégicas atendidas en el Hospital
Clinico San Borja Arriardn de la Region Metropolitana, Santiago de Chile, desde
2006 al 2014.

iv.i  Objetivos Especificos:

1. Determinar el nivel de proliferacion celular de las placentas de recién
nacidos de término pequefio, adecuado y grande para la edad gestacional
mediante la observacion de fotografias obtenidas a través de la técnica
inmunhistoquimica.

2. Determinar el nivel de apoptosis de placentas de RN de término pequeiio,
adecuado y grande para la edad gestacional mediante la observacion de
fotografias obtenidas a través de la técnica inmunohistoquimica

3. Comparar niveles de proliferacion celular y apoptosis de placentas de
recién nacidos de término (PEG, AEG y GEG.)
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XIl. Hipotesis a desarrollar

Se propone que el peso al nacer es inversamente proporcional al nivel de
apoptosis de la placenta, es decir, a mayor peso del recién nacido, hay menor
apoptosis placentaria. Por otro lado, cuando se mantiene en equilibrio el proceso
de apoptosis en la placenta, respondiendo a causas propias de su desarrollo, el

peso de los recién nacidos deberia ser adecuado para su edad gestacional.
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XIll. Metodologia:

Se obtendran muestras de placentas de mujeres con gestaciones fisioldgicas, del
Hospital Clinico San Borja Arriaran en Santiago de Chile entre los afios 2006 Y
2014. Se eligieron placentas de gestaciones de término con recién nacidos
clasificados como PEG, AEG y GEG de acuerdo a tablas de crecimiento
estandarizadas y utilizadas actualmente en la clinica. Las muestras de placenta
seran sometidas a técnicas inmunohistoquimicas para de marcador de apoptosis
(Caspasa 3 activa) asi como marcador de proliferacion celular (Ki67) con el fin de
comparar el peso de los recién nacidos con los niveles de apoptosis y de

proliferacion celular de las muestras de placenta.

Universo: Placentas obtenidas de gestaciones cursadas por mujeres atendidas en
el Hospital Clinico San Borja Arriaran, RM, Santiago de Chile, desde 2006 al 2014.
Muestra: Placentas obtenidas de gestaciones fisiol0gicas cursadas por mujeres
atendidas en el Hospital Clinico San Borja Arriaran, RM, Santiago de Chile, desde
2006 al 2014. (Gonzalez Vargas, 2014)

v.i  Seleccion y recoleccién de muestras

Para la investigacion se seleccionaron 156 placentas obtenidas del
Servicio de Maternidad del Hospital Clinico San Borja Arriaran, las cuales fueron
clasificadas en los distintos grupos de estudios segun las curvas de crecimiento de
la Doctora Marcela Milad (Milad A. Marcela et al., 2010).
El nimero de placentas utilizadas por cada grupo de estudio se detalla a

continuacioén (Tabla 1)
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Grupo de estudio Cantidad de Placentas

Térmmno Pequeiio para su edad gestacional (T-PEG) 28
Término Adecuado para su edad gestacional (T-AEG) 25
Término Grande para su edad gestacional (T-GEG) 33

Tabla 1 Numero de placentas utilizadas segun grupo de estudio.

Las placentas fueron recolectadas entre los afios 2006 — 2014. Cada madre
firmd un consentimiento informado para participar en este estudio (Ver anexo 1).
El protocolo fue aprobado por los Comité de ética de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Chile y por el del Comité Etico-Cientifico del Servicio de Salud
Metropolitano Central.

Vvi.i Criterios de inclusién

Los recién nacidos fueron evaluados por profesionales medicos al
momento del parto, los cuales midieron sus parametros antropométricos,
categorizandolos de acuerdo a su peso y edad gestacional segun las tablas de

crecimiento de Milad y colaboradores (Milad A. Marcela et al., 2010).

Para los recién nacidos de término, se incluyeron gestaciones que se
encontraban entre las 37 y 42 semanas. De acuerdo al peso del recién nacido y su
gestacion medida en semanas se ubico dentro de la curva de crecimiento para los
recién nacidos (Miladet al., 2010). Si el recién nacido se encontraba bajo el
percentil 10 de peso se le clasific6 como pequefio para su edad gestacional (T-
PEG), si se encontraba sobre el percentii 90 como grande para su edad
gestacional (T-GEG) y si el recién nacido se encontraba entre los percentiles 10 y

90 se le clasific6 como adecuado para su edad gestacional (T-AEG)
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Vvii.I  Criterios de exclusion

e Embarazos multiples

e Consumo de drogas por parte de la madre (marihuana, cocaina, alcohol,
etc)

e Patologias de la madre (diabetes, hipertension)

e Alteraciones genéticas evidentes o malformaciones en el recién nacido

e Presencia de meconio en la placenta (Gonzélez Vargas, 2014)

Una vez obtenidas, las placentas fueron pesadas. Posteriormente se
obtuvieron secciones de tejido cercanas al punto de insercion del cordon
umbilical, de aproximadamente un centimetro cuadrado (1 cm?), lo que abarcé

desde la placa corionica hasta la placa basal de cada placenta.

viii.i  Fijacion y corte de muestra.

Las muestras de tejido fueron fijadas en formalina tamponada al 20% por un
periodo de 48 a 72 horas. Posterior a ello, los tejidos fueron lavados con agua,
siendo deshidratados en una bateria de alcoholes ascendentes, aclarados en
xilol e incluidos en parafina (Ver anexo 2). Los bloques obtenidos a partir de
estas muestras fueron analizados en el Laboratorio de ciencias Morfoldgicas
del Centro de Investigaciones Biomédicas de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Valparaiso, en donde se realizaron cortes de 5 micras en un
microtomo (Leitz) tomando los planos transversales de las muestras. Los
cortes fueron adheridos a portaobjetos pre-tratados con xilano al 3% (3-

aminopropiltrietoxisilano) y secados en estufa a 60°C por una hora.

iX.i  Grupos de estudio:

e Placentas de recién nacidos de término PEG (T — PEG)
e Placentas de recién nacidos de término AEG (T — AEG)

e Placentas de recién nacidos de término GEG (T-GEG)
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X.I  Estandarizacion de anticuerpos en Caspasa 3 activa

Para efectos de este estudio, los procesos de estandarizacion de anticuerpos

se realizaron mediante protocolos de Inmunohistoquimica (IHQ).

La Inmunohistoquimica es un inmunoensayo de tipo histolégico basado en la
deteccion de un antigeno de interés presente en algun tejido en particular,

mediante una reaccion antigeno anticuerpo.

El protocolo comenzd con la desparafinacion de las muestras placentarias. Los
portaobjetos con tejidos se sumergieron en Xilol I, I, 1ll, de forma correlativa, 10
minutos en cada uno. Luego las muestras se rehidrataron con una bateria de

45



alcoholes en orden decreciente, comenzando con Alcohol 100% | hasta llegar a

agua destilada, 10 minutos con cada agente (Ver Anexo 3).

Posteriormente, se evaluaron las muestras bajo recuperacion antigénica. En
este protocolo con recuperacion, se precalentd una vaporera y un coplin con
buffer citrato a pH 6.0 hasta los 95°C (Ver preparacién Anexo 4). Alcanzada la
temperatura, se dejaron las muestras por 15 minutos en coplin al interior de la

vaporera.

Luego se realizaron 3 lavados con buffer fosfato salino (PBS) 0,1M pH 7.2-7.4
(Ver preparacion Anexo 4). Luego se inhibi6 la peroxidasa endogena, con solucion
de peroxido de hidrogeno (H20,) al 3% v/v durante 30 minutos. Posteriormente, se

realizaron 3 lavados con PBS para retirar el exceso de peroxido de hidrégeno.

Para bloquear los sitios inespecificos existentes en la muestras se utilizé una
solucion CasBlock® durante 30 minutos (para bloquear sitios inespecificos del
anticuerpo primario) y luego suero normal de cabra por 30 minutos (para bloquear
sitios inespecificos del anticuerpo secundario), ambas incubaciones a temperatura
ambiente en camara humeda.

Se agreg6 anticuerpo primario Anti —Active Caspase 3 antibody 1:500 en PBS. Se

incub6 toda la noche a 4° C.

Al dia siguiente se realizaron 3 lavados con PBS para quitar el exceso de
anticuerpo primario y se procedi6 a incubar con anticuerpo secundario Anti-lgG de
conejo, hecho en cabra, conjugado con HRP, diluido 1:500 en PBS, incubandose

por 1 hora en camara hiumeda a temperatura ambiente.

Para eliminar el exceso de anticuerpo secundario se realizaron 3 lavados con

PBS por 5 minutos cada uno.
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Para el revelado cromogénico se utilizé el Kit NovaRed Vector ®, durante 1
minuto 30 segundos (Tabla 2). El tiempo se estim6 visualmente en donde las
muestras se tornaron de un color rosado pélido, siendo éste el tiempo estandar
para los siguientes procedimientos de revelado. La reaccion de revelacion

cromogénica se detuvo depositando las muestras en agua destilada por 5 minutos.

Agua 1 2 3 H202
destilada
25mL 75puL | 50pL | 50pL | 50pL
1,25 mL 38ul [25pL | 25puL [ 254l
625 uL 19puL 125 12,5 12,5
L L L

313 L 95uL |6,25 625 |625

Tabla 2. (Gonzalez Vargas,2014)

Posterior al revelado, se realizo la tincion de contraste hematoxilina de Harris
(tincion que permite diferenciar estructuras) durante 3 segundos aproximadamente
(Ver preparacion Anexo 5). Para eliminar el exceso de hematoxilina se dejaron las
muestras en agua corriente durante 10 minutos. Luego, se deshidrataron con una
bateria de etanoles y Xiloles, desde etanol 95% hasta Xilol Il (sumergimiento
rapido en los etanoles y 5 minutos en Xilol | y Il). Finalmente se montaron las
muestras con cubreobjeto y se visualizaron en microscopio oOptico Olympus®
modelo CX21.

Xi.i  Protocolo de inmunohistoquimicacaspasa 3 activa:

Los protocolos fueron aplicados en diferentes lotes, de acuerdo a las siguientes

fechas:
e 16 de Diciembre de 2014 e 22 de Diciembre de 2014
e 17 de Diciembre de 2014 e 23 de Diciembre de 2014
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06 de Enero de 2015
07 de Enero de 2015
12 de Enero de 2015
13 de Enero de 2015
14 de Enero de 2015
15 de Enero de 2015

14 de Junio de 2015
15 de Junio de 2015
13 de Julio de 2015
14 de Julio de 2015
20 de Julio de 2015
21 de Julio de 2015

e 09 de Abril de 2015 e 03 de Agosto de 2015
e 10 de Abril de 2015 e 04 de Agosto de 2015
e 13 de Abril de 2015 e 24 de Agosto de 2015
e 14 de Abril de 2015 e 25 de Agosto de 2015
e 04 de Junio de 2015 e 31 de Agosto de 2015
e 05 de Junio de 2015 e 01 de Septiembre de 2015
e 09 de Junio de 2015 e 02 de Septiembre de 2015
e 10 de Junio de 2015 e (07 de Septiembre de 2015
e 11 de Junio de 2015 e 08 de Septiembre de 2015

e 12 de Junio de 2015

En cada lote, se procesaron diferentes nimeros de placentas debido a la

disponibilidad de material de laboratorio.

Dia 1:

Los tejidos fueron desparafinados, para eso debieron ser introducidos en un coplin
y sumergidos en Xilol I, II, Ill, de forma correlativa, 10 minutos en cada uno. Luego
las muestras se rehidrataron con una bateria de alcoholes en orden decreciente,
comenzando con Alcohol 100% | hasta llegar a agua destilada, 10 minutos con

cada agente.

Posteriormente, se precalentd en vaporera un coplin con buffer citrato hasta los
95°C, en donde se evalud para todas las muestras el protocolo con recuperacion

antigénica. Alcanzada la temperatura, se depositaron las muestras por 15 minutos.



Luego se dejan enfriar durante 15 minutos, manteniéndolas en el buffer.

Finalmente se lavan en agua destilada por 10 minutos.

Se realizaron 3 lavados con buffer fosfato salino (PBS) 0,1M pH 7.2-7.4, cada uno
de 5 minutos. Luego se inhibi6 la peroxidasa enddgena, para lo cual se usé una
solucién de peroxido de hidrégeno (H202) al 3% en PBS durante 30 minutos,

utilizando el agitador orbital a temperatura ambiente.

Posterior a ello se realizaron nuevamente 3 lavados con PBS de 5 minutos cada

uno, para retirar el exceso de peréxido de hidrogeno.

Se bloquearon los sitios inespecificos existentes en la muestras, tanto para
anticuerpo primario como secundario, utilizando Cas-Block® durante 30 minutos y
suero normal de cabra también por 30 minutos, ambos a temperatura ambiente en
camara humeda.

Posteriormente se procedio a agregar el anticuerpo primario, Anti —Active Caspase
3 antibody 1:500 en PBS/Tween 20. Se incubo toda la noche a 4° C.

Dia 2:

Se realizaron 3 lavados con PBS, cada uno de 5 minutos, para quitar el exceso de

anticuerpo primario.

Luego se incubo con el anticuerpo secundario Anti-IgG de conejo, hecho en cabra,
conjugado con HRP, diluido 1:500 en PBS, durante 1 hora a temperatura
ambiente. Posteriormente las muestras se lavaron con PBS (3 lavados de 5

minutos cada uno).

Se realiz6 el revelado cromogénico con el Kit NovaRed Vector ® de cada una de
las muestras, durante 1 minuto 30 segundos. Luego las muestras se dejaron en

agua destilada durante 5 minutos en un coplin.



Se llevé a cabo la tincion de contraste con hematoxilina de Harris durante 3
segundos, para luego ser dejadas en agua corriente durante 10 minutos.

Posteriormente las muestras fueron deshidratadas en una bateria de etanoles y
Xiloles, desde etanol 95% hasta Xilol Il (sumergimiento rapido en los etanoles y 10
minutos en Xilol I y II).

Finalmente se montaron las muestras con cubre objeto y se visualizaron en

microscopio optico Olympus® modelo CX21.

Xii.i  Protocolo de inmunohistoquimica KI 67

Los protocolos fueron aplicados en diferentes lotes, de acuerdo a las siguientes

fechas:
e 06 de Octubre e 20 de Noviembre
e (07 de Octubre e 24 de Noviembre
e (08 de Octubre e 25 de Noviembre
e 09 de Octubre e 26 de Noviembre

05 de Noviembre
06 de Noviembre
17 de Noviembre
18 de Noviembre

19 de Noviembre

En cada lote, se procesaron diferentes nimeros de placentas debido a la

disponibilidad de material de laboratorio.

27 de Noviembre
30 de Noviembre
01 de Diciembre
02 de Diciembre



1 hora en estufa
Desparafinacion xilol |, I, 111 (10 MIN C /U)

Rehidratacion alcohol 100% 1, 11 (10 min C/U) alcohol 95% (10 min c/u)
alcohol al 70% (10 min c/u)

Lavado en agua destilada (10 min)

Recuperacion antigénica en buffer citrato a 95° C durante 15 min ( dejar
calentando el buffer previamente durante 20 min )

Dejar enfriar manteniendo placas en buffer 15 min
Lavado en agua destilada 10 min
3 Cambios en PBS 5 c/u

Bloqueo en peroxidasa enddégena con H202 (30%) al 3% en PBS, utilizar

agitador orbital a T° ambiente durante 30 min
3 Cambios en PBS 5 min c/u

Bloqueo de sitios inespecificos: *aplicar cas block durante 30 min a T°
ambiente/ * Incubacion con suero normal de cabra durante 30 mina T°

ambiente

Incubacion de anticuerpo primario anti- KI67 diluido 1:50 en PBS /TWEEN

20 durante la noche a 4° C

3 Lavados en PBS 5 min c/u

Incubacion del anticuerpo secundario anti- IgG de conejo hecho en cabra
conjugado con HRP (Jackson code: 111-035003 lote 120745) diluido 1:500
en PBS durante 1 h a T° ambiente

3 lavados en PBS 5 min c/u

Revelado cromogénico con nova red kit durante 5 min de acuerdo a las
proporciones establecidas.

Lavar en agua destilada 5 min



e Tefiir brevemente con hematoxilina (tiempo depende de uso de
hematoxilina)

e Virar hematoxilina en agua corriente durante 10 min

e Desparafinacion: Alcohol al 95% Dipping/ Alcohol al 100% | — II Dipping/
Alcohol/xilol Dipping

e Aclaramiento: Xilol I (5 min)/ Xilol Il (5 min)

e Cubrir con medio de montaje hidr6fobo

xiii.i  Capturas fotograficas Caspasa 3 activay Kl 67

Con los protocolos de inmunohistoquimica aplicados a todas las muestras,
se procedi6 a realizar las capturas fotograficas con una camara Olympus modelo
DP71 (marca registrada) adosada a un microscopio O6ptico. El programa
computacional DP Controller® (Figura 7), permitio realizar las capturas
fotograficas de las placentas de cada grupo de estudio con aumento 100X, previo
ajuste de objetivos, contraste, nitidez, designacion de escala de medida y
resolucién de imagenes.

Se tomaron 10 capturas por cada placenta, en donde todas provenian de

las vellosidades coridnicas de difusion.
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Figura 8: Interfaz programa computacional DP Controller. (Gonzalez Vargas, 2014)

XIV. Tipo de estudio

Descriptivo. Se elige este disefio puesto que se basa en la observacion y
descripcion respecto a las caracteristicas de una muestra. En ella, no hubo
intervencion por parte de los investigadores y una vez listos los resultados, se
presentaran los datos a través de estadistica descriptiva.

Caso/Control, siendo nuestros controles los recién nacido de término AEG y
casos PEG/GEG. Los controles para los RN pre-término seran los AEG y los

casos PEG.

XV. Variables:

Objetivo especifico 1:
Determinar nivel de proliferacion celular de placentas de recién nacidos de término
pequefios (PEG), adecuados (AEG) y grandes para la edad gestacional (GEG)
utilizando el anticuerpo anti- especifico para KI67.



Variable

de

proliferacién

Nivel

KI67

RN
PEG AEGy
GEG.

término

Definicién

Nivel que indica la cantidad
de aumento de células que
ocurre en un 6érgano, en

este caso, en la placenta.

Kl67

nuclear no histona que esta

es una proteina

involucrada en la
proliferacion  celular, es
usada como técnica

inmunohistoquimica  para
realizar estudios

Recién nacidos resultantes
de partos de término Un
peso corporal igual, menor
o mayor al considerado
normal segun la curva de
crecimiento de la doctora

Marcela Milad.

Dimensio

nes

Gestacion

término

Peso al

nacer

Curva de
percentile

S de
crecimient

0.

Indicadores

Marcado con
KI67

Sin Marcacion
para K167

Presencia de
marca
Ausencia de

marca

> 37 semanas
de gestacion.
BPN

Normal

Macrosémico

PEG
AEG

GEG

Sub-
indicadores

2.500 grs.

>4.000 grs.

Percentil < 10
Percentil 90-

10.

> Percentil 90.



Objetivo especifico 2:

Determinar nivelapoptético de las placentas de RN de término, pequefios,

adecuados y grandes para la edad gestacional mediante técnica

inmunohistoquimica utilizando el anticuerpo anti- caspasa 3 activa.

Variable

Nivel apoptético

Anticuerpo anti-
caspasa 3

activa.

Definicién

Nivel relacionado con la
cantidad de células muertas
por mecanismos
apoptoéticos presentes en un
organismo o tejido en este

caso la placenta humana

Anticuerpo utilizado para
identificar la presencia de
caspasa 3, molécula que
participa en el proceso de

apoptosis.

Dimensiones

Indicadores

Marcado con
caspasa 3

activa

Sin Marcacion
para caspasa

3 activa

Presencia de
marca
Ausencia de

marca

Sub-
indicadores.



Objetivo especifico 3:

Comparar niveles apoptéticos con los niveles de proliferacion celular en placentas
de recién nacidos de término PEG, AEG y GEG.

Variable

Nivel de

proliferacién

Nivel

apoptotico.

RN término
PEG, AEG vy
GEG.

Definicién

Nivel que indica la
cantidad de aumento de
células que ocurre en un
organo, en este caso, en

la placenta.

Nivel que indica la
cantidad de muerte
celular programada que
ocurre en un érgano, en

este caso, en la placenta.

Recién nacidos
resultantes de partos de
término con una gestacion
fisiologica. Un peso
corporal igual o menor al
peso considerado normal
segun la curva de
crecimiento de la doctora

Marcela Milad.

Dimensiones

Gestacion

término

Peso al nacer

Curva de

percentiles de

Indicadores

Marcado con
KI67

Sin
Marcacion
para KI67

Marcado con
caspasa 3

activa

Sin
Marcacion
para
caspasa3

activa

> 37
semanas de

gestacion.
BPN

Normal
Macrosomico

PEG

Sub-
indicadores

<2.500 grs

>4.000 grs.

Percentil
90

<



crecimiento. AEG Percentil

90-10.
GEG

> Percentil
10.



XVI. Resultados

xiv.i  Analisis morfol6ogico Caspasa 3 activa en grupos de término

Primero se realizé un
analisis en placentas de
término donde se pudo
observar una mayor
cantidad de vasos
sanguineos (V.S), los que
se ubican preferentemente
en la periferia de las
vellosidades. El
mesénquima (MS) esta en
poca cantidad dentro de las

vellosidades, es por esto que en esta etapa, la relacion area vascular/area
vellositaria es mayor que en una placenta de pre-término. No hay mayor
observacion del citotrofoblasto (CTB), pero si es mas perceptible el
sincitiotrofoblasto (STB) ubicandose en la periferia de las vellosidades coridnicas.
(Figura 8)

1) Caspasa 3 activa en T-PEG

Al analizar la presencia de
caspasa 3 activa en placentas de
recien nacidos de T-PEG se
encontré6 mayor marcacion en las

vellosidades coriales, delimitando

casi toda la superficie de esta. La S vs

tincion es de color marron y se 200 ym




distribuyen de manera proporcional. Se pudo analizar que hay menor
marcacion de caspasa 3 activa en estas placentas, comparadas con las
placentas de T-AEG y T-GEG. (Ver fig. 8)

2) Caspasa 3 activa en
T-AEG

Al analizar la
presencia de Caspasa 3
activa en placentas de

STB
recién nacidos de T-AEG
podemos concluir que A '
hay una distribucion mas ?
heterogénea con ‘
respecto a placentas de t 9
T-PEG, puesto que la o 200 pm a'ﬂi
' )

marcacién se concentra -
en la periferia y en el centro de la vellosidad. Se puede concluir ademas que
hay mayor marcacion en estas placentas, que en las de recién nacidos de T-
PEG, y T-GEG. (Ver fig. 9)

3) Caspasa 3 activaen T-
GEG

Al analizar la presencia de
caspasa 3 activa en placentas de
| recién nacidos de T-GEG se
evidencia concentracion de tinciéon

en las vellosidades placentarias.

10



XV.i  Analisis morfoldgico Ki-67 en placentas de término

Los parametros a analizar fueron los siguientes:

e Vasos sanguineos (VS)
e Sincitiotrofoblasto (STB)
e Citotrofoblasto (CTB)

e Mesénquima (MS)

1) KI-67 en RNT-PEG

En esta imagen de placenta de
término PEG, se identific6 MS,
STB, VS y marca de Kl 67, no hay
presencia de CTB. Se observa la
mayoria de los vasos sanguineos
en la zona periférica de las
vellosidades coridnicas y la
presencia de algunos en la zona
central. Ademéas se observa que
el MS esta en menor cantidad,

comparado con el numero de VS.

Todos los nucleos marcados dentro de este grupo T-PEG se encontraron en la

periferia, en STB.

Solo en algunas vellosidades hubo tincion de nucleos celulares con Kl- 67

11



KI-67 en RNT-AEG

En esta placenta de T-AEG
se identific6 la presencia
de VS, MS, marcaciéon Kl-
67 y STB, estando ausente
el CTB.
Los vasos sanguineos se
localizan en la periferia de
la vellosidad,
encontrandose unos pocos
en el centro. El MS se
encuentra distribuido de
manera uniforme dentro de

la vellosidad, estando este

Vs

MS
KI-67

%
\

| 200 pm |

en forma equitativa con los VS.

Los nucleos tefidos con KI-67 se encontraron en la periferia en STB. Solo en

algunas vellosidades hubo tincion de nucleos celulares de con KI-67.

200 pm

—

KI-67 en recién nacidos T- GEG

En esta fotografia se observa la
de VS, STB, MS,

marcacion de KI-67 y escaso pero

presencia

existente CTB que a diferencia de las
vellosidades de T-PEG Y T-AEG no

se encontraba presente.

Los VS se encuentran mas hacia la

12



periferia. La relacion entre &rea vascular/area vellositaria es mayor que en una

placa de pre término.

Los nucleos marcados con KI-67 se encuentran hacia la periferia de la vellosidad.

13



XVII. Discusion

En gran medida todas las gestaciones dependen del buen funcionamiento de la
unidad feto-placentaria para poder tener un desarrollo 6ptimo y normal. La
placenta es el érgano encargado de nutrir al feto, por lo que toda patologia o
malformacion que esta posea atentara en contra de la salud y bienestar de la
gestacion.

Siguiendo la linea de lo anterior y dada la funcion nutritiva de la placenta, el
peso al nacer de los RN puede dar espacio a diversas dificultades a lo largo de su
ciclo de vida, lo mismo que la EG que se tenga al momento del parto, siendo esta
clasificada como termino o pre termino. Si asociamos ademas, la EG con el peso
al nacer, podemos saber si el RN es pequefio, adecuado o grande para esa edad

gestacional.

Tomando en cuenta que es la placenta la encargada de proveer al feto con lo
necesario para desarrollarse de buena manera, se investigdé si los procesos de
proliferacion y de apoptosis de este érgano influyen en las distintas categorias de
peso al nacer de los RN, pensando en la posibilidad de una deficiente o sobre

nutricion ejercida por la placenta.

Por consiguiente, fue necesario analizar los dos procesos asociados al
crecimiento de la placenta: proliferacion y apoptosis. La proliferacién celular es
una via involucrada en procesos fisiologicos y patoldgicos, en la que a través del
ciclo celular se duplican sus componentes de manera exacta y equitativa. Una de
las proteinas involucradas en este proceso es Kl67, la cual esta relacionada con

procesos de proliferacion.

La apoptosis por su parte es un proceso mediante el cual se autodestruyen
células de forma ordenada ante la presencia de estimulos intra o extracelulares.
De haber un exceso o disminucién de este proceso, se podria llegar al desarrollo
de diversas patologias. En la apoptosis actlan diversas enzimas llamadas

caspasas. En este estudio se utilizdé caspasa 3, la cual es uno de los mediadores

14



cruciales de la apoptosis, siendo esencial para ciertos procesos asociados con la
fragmentacion celular y en la formacién de cuerpos apoptéticos, participando en la

via extrinseca e intrinseca.

Se trabaj6é con muestras de placentas sin patologias de gestacion de término
T-PEG, T-AEG y T-GEG

Los resultados obtenidos en el presente estudio, pueden ser analizados y

comparados con otros documentos y publicaciones relacionadas con el tema.

De acuerdo al estudio realizado en el Departamento de Obstetricia y
Ginecologia de la Universidad Kobe de Medicina de Japén para determinar si ya
sea la preeclampsia y el retardo del crecimiento estan asociados con un aumento
de la apoptosis placentaria (Ishihara et al., 2002). A diferencia del estudio
presentado, el disefio de éste consistio en el analisis de 14 muestras placentarias
de término (7 normales y 7 se encontraban complicadas con severos casos de
preeclampsia o retardo del crecimiento durante la gestacion) y la medicion de la
expresion del antigeno Fas y de la proteina Bcl-2 a través del método
inmunoperoxidasa avidina/biotina y en donde se determind la presencia de

apoptosis por el método TUNEL.

El estudio tuvo como resultados generales la localizacion de antigeno Fas sin
cambios en la intensidad en el sincitiotrofoblasto de todas las placentas
analizadas. La proteina Bcl-2 fue abundantemente localizada en el
sincitiotrofoblasto de las placentas de término normales, pero menos abundante
en las placentas complicadas. La apoptosis aparentemente se encontré en los
nacleos celulares del sincitiotrofoblasto y del citotrofoblasto. El indice apopto6tico
positivo de nucleos celulares del sincitiotrofoblasto en placentas afectadas por
preeclampsia y RCIU fue significativamente mas alto que en las placentas de
término normales (preeclampsia severa, P <.001; RCIU, P <.01). Microscopia
electronica de transmision revelé la aparicion de nucleos apoptoticos en
trofoblastos en placentas de término con preeclampsia severa. Concluyendo el

estudio se rescata la expresion disminuida de la proteina Bcl-2 en el
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sincitiotrofoblasto en preeclampsia severa y RCIU puede resultar en el aumento de
la apoptosis en el sincitiotrofoblasto en esas placentas

Asociando estos resultados con el estudio presentado se puede inferir que la
apoptosis celular se encuentra estrechamente relacionada con el retardo del
crecimiento y que la expresién de la proteina Bcl-2 se ve disminuida al existir
mayor apoptosis celular. Sin embargo, los resultados obtenidos en esta
investigacion demuestran presencia del marcador de apoptosis caspasa 3- activa
en placentas de recién nacidos T-PEG, pero este nivel de apoptosis es menor en
comparacién con los otros grupos que nacieron con un peso adecuado o mayor al
promedio. Por lo tanto, podemos inferir que las muestras analizadas, al ser de
embarazos fisiologicos, no presentan apoptosis elevada; son aquellas placentas

de gestaciones con patologia las que poseen mayor nivel apoptotico.

En el estudio realizado por el Departamento de Obstetricia y Ginecologia de la
Universidad de Mersin en Turquia, se analizé inmunohistoquimicamente la
expresion del factor nuclear kappa-B y la apoptosis placentaria en gestaciones
complicadas con RCIU y preeclampsia (Aban et al., 2004). En este trabajo es
investigada la relacidon entre la expresion de NF-kappa B y la apoptosis de células
trofoblasticas a través del andlisis inmunohistoquimico de NF-Kappa B y de tres
factores apoptoticos entre los cuales se estudio la_caspasa-3 activa. El estudio se
realiz6 en 34 muestras placentarias (19 preeclampticas, 5 con RCIU y 10
normales) y dentro de los resultados se concluyé que existe un indice mayor de la
expresion de caspasa 3 en RCIU y en placentas con preeclampsia (p= 0.003) en

comparacion con las placentas de control.

Al asociarlo con el estudio presentado en esta investigacion, podemos concluir
gue caspasa 3 tiene mayor expresion en las muestras de gestaciones de término
AEG y GEG en comparacion con PEG, inferimos que estos niveles apoptéticos
obtenidos en los resultados son debido a los mecanismos compensatorios
(proliferacion/apoptosis) que tiene la placenta para regular su crecimiento; al ser
mas grande la placenta, mas apoptosis necesitaria para controlar su desarrollo. En

conclusién, la marcacién de caspasa 3 no se encuentra elevada en todas las
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muestras del estudio, esto en comparacion con las muestras analizadas en la
investigacion de la Universidad de Mersin, por lo que es en estas patologias donde
la enzima estudiada se manifiesta de forma mayor debido a una anormalidad en el
proceso. En el caso del peso de los RN, no se encontrd este mismo resultado en
cuanto a la expresion de caspasa. Cabe mencionar, que el origen de las muestras
analizadas en el estudio de la Universidad de Mersin es distinto a la procedencia
de las muestras de esta investigacion, por lo que los resultados pueden variar.

En un estudio realizado en el Departamento de Obstetricia y Ginecologia de la
Universidad Jikey por la Escuela de Medicina en Tokyo, Japon, se investigo sobre
la apoptosis ocurrida en las vellosidades placentarias en embarazos complicados
con restriccion del crecimiento intrauterino sin ninguna patologia (Endo, Okamoto,
Yamada, Nikaido, & Tanaka, 2005) Este estudio se enfocd en analizar casos de
RCIU sin causa conocida y,al igual que el presente estudio, sin complicaciones
maternas. Ademas, la apoptosis en las placentas con RCIU fue correlacionada con
la expresion de proteinas involucradas en la apoptosis y en la renovacion celular.
Las placentas de término fueron obtenidas de 16 gestaciones normales y 10
afectadas con RCIU sin sintomas maternos. La localizacion de la apoptosis fue
analizada y contaron >2000 nucleos a través del método TUNEL y en microscopia
electronica de transmision en ambos grupos. Como resultado se encontré que la
incidencia de apoptosis es significativamente mas alta en placentas con RCIU
(2,98%) que en las placentas normales (1.46%) por el método TUNEL (p=0.03)
Ademas, el analisis inmunohistoquimico fue elaborado para examinar la expresion
de proteinas relacionadas con la apoptosis y en general con la renovacién celular,
incluyendo la activaciéon de caspasa-3 , Bax, p53 y Ki-67. La expresion de la
forma activa de caspasa-3 fue significativamente mayor en placentas con RCIU
gue en las gestaciones normales (p=0.03) Estos resultados sugieren que la
ejecucion mejorada de la apoptosis a través de caspasa-3 podria jugar un rol en

RCIU sin sintomas maternos.

Considerando la restriccién de crecimiento en comparacion con las placentas

sin patologias es posible comparar los resultados con el analisis del presente
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estudio, de forma general, como consecuentes, ya que a pesar que los recién
nacidos con RCIU pueden considerarse dentro del grupo de PEG se debe
establecer la diferencia entre estos dos términos, siendo los recién nacidos con
RCIU productos de una falla en el desarrollo durante la gestacion mientras los
recién nacidos PEG son considerados pequefios en relacion al promedio, sin
necesariamente tener una causa patologica (Oyarzun Ebensperger, n.d.) En
conclusion se puede explicar el aumento de caspasa-3 activa como consecuencia
a un evento patolégico o, como en el estudio realizado, como el resultado del
desarrollo de la placenta y de su funcién principal de permitir el traspaso de
nutrientes al recién nacido para su crecimiento, se sugiere por lo tanto que la
apoptosis aumentada en las vellosidades placentarias permitiria generar espacio
para un mayor flujo sanguineo que podria ser la causa de recién nacidos

con mayor peso al nacer.

Por otra parte, podriamos inferir que el escaso marcaje de Ki-67 en las
muestras trabajadas podria deberse a que este marcador se ve expresado
mayormente en placentas de primer trimestre (Bulmer, Morrison, & Johnson, 1988)
gue es la fase de mayor proliferacion celular y no asi en los periodos posteriores
gue podrian considerarse de reposo en primera instancia y deterioro celular

posteriormente. (Scholzen & Gerdes, 2000)

Continuando con el analisis comparativo de KI67, en el estudio realizado por el
Departamento de Histologia y Embriologia y por el Departamento de Obstetricia y
y Ginecologia de la Universidad de Akdeniz, en Turquia, se investigd la expresion
de proteinas relacionadas con el ciclo celular (PCNA, Ki67, p27 and p57) en
placentas humanas normales y con preeclampsia, esto con el objetivo de
comprender el rol que cumplen los reguladores del ciclo celular en las placentas
preeclampticas.(Unek, Ozmen, Mendilcioglu, Simsek, & Korgun, 2014) Se realiz6 a
través de técnica inmunohistoquimica y sus resultados sugieren que en las
placentas de gestaciones cursadas con la patologia preeclampsia, KI67 se vio
significativamente aumentada, ya que la marcacién resulto ser mas intensa que en

las placentas de gestaciones fisioldgicas. Asociando los resultados anteriormente
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mencionados con los presentados en esta investigacion, los cuales dejan en
evidencia poco marcaje de KI67 en muestras de RN termino GEG, AEG Y PEG,
se puede llegar a la conclusion de que al ser las muestras analizadas provenientes
de placentas de embarazos fisioldgicos, la escasa cantidad de KI67 visualizado a
través de la técnica inmunohistoquimica es lo normal que se espera en una

gestacion que no esta afectada por alguna patologia.
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XVIIl. Conclusion

El desarrollo fetal depende en su totalidad de la estructura placentaria, siendo éste
un drgano fundamental encargado de realizar procesos metabdlicos, procesos

reguladores, entre otros, y que permiten un éptimo crecimiento del feto.

La placenta con el paso de los meses comienza a modificar su organizacion para

poder brindarle las necesidades que el feto va requiriendo durante la gestacion.

Alli radica la importancia de investigar los procesos morfolégicos adaptativos de la
placenta, enfocando el lente de mira sobre el analisis fisioloégico, haciendo la
diferencia con investigaciones de placentas cuya gestacion estuvo marcada con

algun tipo de patologia o complicacion.

Caspasa 3 activa es un indicador de apoptosis y Ki-67 es un indicador de
proliferacion (en grandes rasgos), los cuales son el eje central de esta

investigacion.

Caspasa 3 activa evidencia los niveles de apoptosis presentes en la estructura
placentaria, localizandose predominantemente en el sincitiotrofoblasto en
comparacion al citotrofoblasto, como se logra evidenciar en este estudio
observando placentas T- AEG, T-PEG y T-GEG. Ademas se concluye que existe

mayor marcacion de caspasa 3 activa en placentas T-AEG.

Por otro lado Ki-67 evidencia niveles de proliferacion existentes en la placenta,
localizandose en los nudcleos ubicados en la periferia de las vellosidades
corionicas de este drgano. Se observé que las placentas T-PEG, T-AEG y T-GEG
presentaron un bajo nivel de marcacién de Ki-67, por lo tanto un bajo nivel de

proliferacion.

Para finalizar, se espera que la investigacion siga avanzando y respondiendo a las

preguntas que la ciencia expondra durante el transcurso de los afios.
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XXI.

XVILI

Anexos

Anexo 1

DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Queremos invitaria a participar en el estudio sobre La relacidn entre factores de crecimiento producidos en la placenta y
o crecmiento pre y postnatal. Este estudio se roaliza en o Instituto de Investigaciones Materno infantil (IDIMI),
Hospital Clinico San Borje Arriardn y cuyo Investigador Responsable es el Dr. Germén Ifiguez (Santa ross 1234, 29
Piso, 9770852-09/3301622). Participan ademds los Co Investigadores Dra Cecilia Johnson, Dra Verdnica Mericq; Dra
Verdnica Pefla y Dr, Fernando Cassorla. Para ello le solicitamos leer con detalle este documento:

Titulo del estudio: SENALIZACION INTRACELULAR INDUCIDA POR IGF-I EN PLACENTAS HUMANAS DE
PRETERMINO Y TERMINO. REGULACION POR EL SISTEMA KLOTHO/FGF

Propdsito del estudio: Con este estudio queremos conocer si hay diferencia en la produccidn de algunos Factores
wot(lGR. 1GFBPs, ALS, IGF-IR, FGFs, FGFRs, Klotho, IRS1, AKT, MAPKs, mTOR) entre embaraxos de
término y pretérmino. Las cusles se relacionardn con el peso y talla al naomiento y su evolucdn durante el primer
a0 de vida.
Mmumv«mmdmmawmnmﬁhmmvmmﬂawa
corddn umbilical (10 ml) en la cusles se estudiardn los factores de crecimiento. Esta muestra no significa ning(n
procedimiento invasivo para la madre o el redén do. Se le itard telefénic nte la informaciin de peso y
talla de su hijo cada 6 meses, de no disponer usted de esta inf cién se le solicitard controlario, sin costo para
usted, en el IDIMI por un Pediatra y/o un Endocrindlogo Infantil para obtener estos datos.
Mzuwuhmamm(odn peso y talla materna, caracteristicas del parto y peso y

estudio solo serdn uSados en este Proyecto ¥y conocidos por sus investigadores, La identidad de su hijo no se hard
uua,porlotu*ommodmmm nien bl blicach
WWMolwamymma«mumm en las
muestras de sangre y de placenta NO se realizardn estudios genéticos y no serdn utilizadas en otros proyectos sin su
sutorizacidn. Una vez finalizado ef estudio 1as muestras se conservardn para un posible uso futuro de ellas, para lo cual
se le solicitard su consentimiento.
Beneficios: No habrd beneficios por participar en este estudio, NoO existe ningln resgo para usted y su hijo por
participar en este proyecto. NO se le tomardn muestras de sangre a usted © 2 su hijo durante el desarrolio de este
estudio. Se cubrird el gasto de focomacion al final de cada visita. Ademds se le otorgard una colackn al niflo ¥ a su
acompafiante cuando deba permanecer més de 3 horas en el Centro de Estudio (IDIMI),
Participacién en el estudio: Se garantiza que Ud. rehusar o retirarse en cualquier momento que lo desee,
sin tener que dar explicaciones y sin afectar de ninguna manera la calidad de la atencién para usted y su
hijo. En caso de retirarse del estudio se le consultard si os posible utilizar las myuestras ya obtenidas. En Caso de usted
nO autorizar el uso de ellas, las muestras serdn eliminadas.
En caso de tener alguns duda o problema en relacién a mi participacion, €éstas serdn resueltas por 1os investigadores
dinicos Dra. Verdnica Pefla y Fernando Cassorla (Fono: 9770850).
Declarc haber recibido una complets explicackin respecto a mi participackdn en este proyecto de investigacdn por
parte de los investigadores y una copia de este consentimiento.
mMoNtnmmwdwmmalmdo Salud Metropoltano Central (SSMC)
(Santa Rosa 1234) y por of Comité de Etica en Invostigacion en Seres Humanos de la Facultad de Medicina de 1a
Universiiad de Chile (Independencia 1027)
Si tiene dudas al respecto de sus derechos como participante en este proyecto de investigacion se puede comunicar
con el Dr. Emiliano Scto , Presidente del Comaé Etico Cientifico del SSMC al 5748922 o con ef Comité de Etica en
anmsmalifm‘dﬂmmuhuwumhdomn

Estoy dispuesta a partiopar voluntariamente y sin presiones en este estudic,
NOMBRE
RUT FIRMA :
TESTIGO

Dr. Ariel Fuentes
Director IDIMI
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Xvil.l  Anexo 2 Preparacion de los tacos de parafina

Los tejidos seran fijados en formalina para luego seguir el siguiente protocolo.

Etapa Solucién Tiempo

Deshidrataciéon Alcohol 50% 30 minutos
Alcohol 70% 30 minutos
Alcohol 95% 1 30 minutos

Alcohol 95% II 30 minutos
Alcohol 100% I 30 minutos
Alcohol 100% II 30 minutos
Alcohol 100% IIT 30 minutos

Aclaramiento  Xiloll 15 minutos
Xilol IT 15 minutos
Xilol ITI 15 minutos
Impregnacion  Parafina I 30 minutos
a 60 °C Parafina II 30 minutos
Parafina III 30 minutos

Luego, las muestras se llevaran a un dispensador de parafina liquida que tiene una temperatura de
60 °C, en el cual mediante moldes metalicos se generaran los tacos de parafina.

Xviii.i  Anexo 3: Desparafinado/hidratacion
Proceso Solucién Tiempo
Desparafinado XilolI 10 minutos

Xilol II 10 minutos
Xilol IIT 10 minutos
Hidratacion Alcohol 1001 10 minutos
Alcohol 100 IT 10 minutos
Alcohol 95% 10 minutos
Alcohol 70% 10 minutos

Agua destilada 10 minutos




XiX.I Anexo 4

- Preparacion de buffer citrato a pH 6.

Solucidn A: Disolver 2.31 g de acido citrico en 110 mL de agua destilada.
Solucion B: Disolver 14.7 g de citrato de sodio en 500 mL de agua destilada.

Para preparar 500 mL de buffer mezclar 450 mL de agua destilada, 9 mL de solucion A y 41 mL
de solucion B. Ajustar a pH 6.

-Preparacion PBS 0.1 Molar. pH 7.2-7.2

PBS Stock Reactivos
87.9 ¢ NaCl
2,74 ¢ KH2PO4
1.35 g de Na2HPO4

Diluir en 100 de agua destilada, filtrar, aforar a 1L con agua destilada y almacenar.
Para la solucion de trabajo, diluir 100 mL de PBS stock en 900 mL de agua destilada. Ajustar pH
7.2-74

XX.i  Anexo 5 Preparaciéon Hematoxilina de Harris

Reactivo Cantidad
Hematoxilina 5g
Alcohol 100% 50 cc
Alumbre de amonio 100 g
Agua destilada 1000 mL
Oxido de Mercurio rojo (HgO) 25¢g
Acido Acético Glacial 40 mL

*Previo a su uso se debe filtrar.
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