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RESUMEN

La proteina SP-A es de suma importancia para la inmunidad del pulmén, ya que esta ataca los
agentes extrafios que entran en las vias respiratorias y llegan hasta los alveolos queriendo causar
algun dafio, esta proteina se activa y ataca todos esos agentes extrafios, ademas de que esta
proteina juega un papel muy importante en la tension superficial del pulmoén ya que se encuentra
estrechamente relacionada con los neumocitos de tipo dos, facilitando de esta manera el

intercambio gaseoso.

Se demostrado en adultos y en modelos animales la presencia de esta proteina, sin embargo
en neonatos con SDR no se ha descrito claramente la presencia de esta proteina, es por ello que
es de vital importancia profundizar en estudios cientificos para el analisis de esta proteina en
aspirados bronquio-alveolares de neonatos que presentan SDR, esto con la finalidad de buscar
alternativas de las posibles causas del papel que juega esta proteina en el desarrollo de dicha

patologia que es SDR.

En la presente investigacion se analizaron varias muestras de aspirados bronquio-alveolares
de neonatos prematuros de una edad gestacional aproximadamente 32-36 semanas, con las
cuales se pudo obtener en los geles de poliacrilamida al 12% marcadores de varias muestras con
el peso molecular que presenta dicha proteina, donde con la tecina de western-blot se pudo

observar la presencia de la proteina SP-A al momento de obtener las bandas bien definidas.
Entonces podemos decir que los neonatos cuentan también con la presencia de la proteina

SP-A con un aumento muy elevando posiblemente por la severidad de la patologia que presenta,

y como respuesta inmunitaria del pulmon.
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INTRODUCCION

El nacimiento prematuro es la causa principal de morbi-mortalidad de neonatos pretérminos. Una
de las causas es la inmadurez del pulmén y la ausencia de surfactante pulmonar, como
consecuencia se desarrolla el sindrome de dificultad respiratoria (SDR), el cual se caracteriza por
una respiracion deficiente o nula al momento de la espiracién, cuando ocurre el intercambio
gaseoso. El surfactante pulmonar se encuentra compuesto principalmente por lipidos y proteinas,
y este liquido recubre la superficie alveolar en los pulmones, este reduce la tension superficial
entre el intercambio gaseoso y hace posible la ventilacién alveolar, evitando el colapso de los

alveolos durante el proceso de espiracion.

El surfactante pulmonar se encuentra compuesto por cinco proteinas principales: CC10,
SP-A, SP-B, SP-C y SP-D; La proteina SP-A es la mas abundante, pertenece a la familia de las
colectinas caracterizadas por tener un dominio de tipo colageno. SP-A se sintetiza principalmente
en los neumacitos de tipo Il. Es una pieza fundamental de la inmunidad innata pulmonar, se ha

sefalado la actividad de opsonina, favoreciendo la fagocitosis de bacterias y virus.

El pulmén constituye el 6rgano respiratorio de los vertebrados terrestres y la mayor
superficie en contacto entre éstos y el entorno. La respiracion depende criticamente de la
estabilizacion de la superficie de intercambio gaseoso frente a fuerzas fisicas que tienden a su
colapso. (Pérez Gil, 2011)

El surfactante pulmonar es muy importante para la supervivencia del recién nacido
prematuro. Si el volumen de esta sustancia es insuficiente, se eleva la tensién superficial de la
membrana aire-agua y existe un gran riesgo de que se produzca el colapso por parte de los

alveolos durante la espiracion. Como consecuencia sobreviene el SDR. (Salder, 2009)

La SP-A es una glicoproteina hidrofilica altamente conservada, con un peso molecular en
condiciones reducidas de 29-38 kDa; en el caso de la SP-A humana esta constituida por 248
aminodacidos. Dentro del alveolo existe en forma de un multimero constituido por seis unidades

triméricas. (Hernandez 2007)

La SP-A tiene la capacidad de enlazar lipidos y carbohidratos e interactuar con receptores
especificos de la superficie celular. Su actividad depende del calcio y la cooperacion con la SP-B
y la SP-C (Sanchez, Torres 2004).
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El sindrome de dificultad respiratoria (SDR) en neonatos pretérminos es la causa respiratoria mas
frecuente de mortalidad en nifios menores de un afio de edad, esto predice el riesgo de

enfermedad pulmonar crénica en nifios mayores.

El sindrome de dificultad respiratoria (SDR) es causado por la falta de desarrollo de los pulmones
en neonatos pretérminos y por la ausencia de surfactante pulmonar. En la actualidad existen
diversas investigaciones acerca de los mecanismos de accion y la funcién de los componentes
del surfactante pulmonar y la relacion que se presenta con las patologias respiratorias; la proteina
SP-A juega un papel muy importante en la inmunidad innata. Por lo tanto es importante identificar
la proteina SP-A en aspirados bronquio alveolares de neonatos pretérminos con sindrome de
dificultad respiratoria (SDR), debido a que la ausencia o disminucién se encuentra involucrada en

problemas respiratorios como lo es el sindrome de dificultad respiratorio (SDR)

OBJETIVOS

General

Identificar a la proteina SP-A en aspirados bronquiales en neonatos pretérminos con sindrome
de dificultad respiratoria (SDR).

12



Especificos

« Estandarizar la técnica de electroforesis en geles de poliacrilamida SDS-PAGE al 12%
con lavados bronquioalveolares de pacientes con Gastrosquisis (control de pulmén sano)
y con SDR para la identificacion de proteinas.

« Estandarizar la técnica de Westen-Blot para identificar la proteina SP-A en muestras de

neonatos prematuros con sindrome de dificultad respiratoria (SDR)

REVISION DE LA LITERATURA

Anatomiay funcién pulmonar
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La respiracion se define como el intercambio de gases entre el medio externo y el medio interno.
Bajo esta definicion se incluye no solamente el movimiento de inhalacién y exhalaciéon que se da
a través de los pulmones, sino también el proceso que se da en el interior de los pulmones hasta
llegar a los alveolos, donde se dara a cabo el proceso de homeostasis en la sangre; el transporte
del oxigeno mediante el torrente sanguineo hasta llegar a las células y su posterior difusion a
través de las membranas celulares. Todo este proceso permite a las células el consumo de
Oxigeno y la liberacién del diéxido de carbono. (Noriega, 2011)

El sistema respiratorio se encuentra formado por las estructuras que realizan el
intercambio de gases entre la atmosfera y la sangre. El sistema respiratorio se puede dividir en
dos partes: vias respiratorias bajas y vias respiratorias altas. El tracto respiratorio superior esta
conformado por las partes que se encuentran fuera de la cavidad toracica: fosas nasales, nariz,
laringe, faringe y trdquea superior, mientras que el tracto respiratorio inferior esta conformado
por: traquea inferior y pulmones, los cuales incluyen el arbol bronquial hasta llegar a los alveolos
(Figura 1). También forma parte del sistema respiratorio la membrana pleural y los musculos
respiratorios que forman la cavidad toracica: el diafragma y los musculos intercostales (Scanlon
y Sanders, 2007).

La respiracion incluye tres funciones principales separadas, pero relacionadas entre si:
ventilacion, intercambio de gases y utilizacion del oxigeno; cada una de estas desempefia una
funcién de vital importancia para el organismo, la ventilacién se encarga de la respiracion, el
intercambio de gases se da entre el aire y la sangre en los pulmones, asi como en la sangre y
otros tejidos del cuerpo humano y la utilizacion del oxigeno por los tejidos en las reacciones

liberadas de energia de la respiracion celular (Ira Fox, 2011)

El sistema respiratorio presenta dos respiraciones interna y externa, de las cuales la respiracion
externa esta dada por el conjunto la ventilacion y el intercambio de gases entre el aire y la sangre,
y la respiracién interna es el intercambio de gases entre la sangre y los tejidos, y la utilizacién del

oxigeno por los tejidos (Ira Fox, 2011)

Etapas del desarrollo pulmonar

Tabla 1.- Etapas del desarrollo pulmonar
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Etapa Edad posconcepcional Eventos

Embrionaria 0 a 7 semanas Botdn pulmonar, interaccién epitelial-
mesenquimatosa

Seudoglandular 8 a 16 semanas Division completa de vias aéreas: cartilago,
musculo liso; 25 000 bronquiolos terminales

Canalicular 17 a 27 semanas Capilarizacién, formacion de acinos, neumocitos
detipolyll
Sacular 28 a 35 semanas Aplanamiento de las células epiteliales, formacion

de saculos terminales
Alveolizacion Mayor a 36 semanas Aparicion de alveolos verdaderos

Posnatal Mayo a 40 semanas 20 divisiones

Etapa embrionaria semana 4-7

La etapa embrionaria engloba desde la formacion inicial del diverticulo respiratorio hasta la
constituciéon de todos los principales segmentos broncopulmonares. Durante este periodo, los
pulmones en desarrollo crecen hacia las cavidades pleurales bilaterales y empiezan a llenarlas.
Estos elementos son los principales de la cavidad toracica por encima del pericardio. (Carlson,
2009)

Etapa seudoglandular semana 8-16

Esta etapa seudoglandular es el periodo principal de formacién y crecimiento de los sistemas
ductales dentro de los segmentos broncopulmonares, antes de que las porciones terminales
formen los componentes respiratorios. La estructura histoldgica del pulmén se parece a la de una
glandula, de ahi el nombre de esta etapa. En esta etapa se empieza a formar el sistema arterial

pulmonar. Los vasos en desarrollo van paralelos a los conductos principales. (Carlson, 2009)

Etapa canalicular semana 17-26

15



Se caracteriza por la formacién de los bronquiolos respiratorios como consecuencia de la
gemacion de los componentes terminales en el sistema bronquiolos que se constituy6 en el
estadio pseudoglandular. Un camino que siguen diferentes tipos celulares a lo largo del arbol
respiratorio en formacion. Un gradiente de sefiales de BMP-4 y Wnt, en mayor cantidad en las
puntas distales forme fenotipos mas caracteristicos de ramas largas del arbol bronquial. El otro
fendmeno esencial durante este periodo es la intensa invaginacion de vasos sanguineos hacia
los pulmones en desarrollo y la estrecha asociacion entre los capilares y las paredes de los

bronquiolos respiratorios. (Carlson, 2009)

Etapa de sacos terminales semana 26-38

Durante el estadio de sacos terminales, los sacos aéreos terminales (alveolos) se originan a partir
de los bronquiolos respiratorios formados en su mayoria en la fase canalicular. El epitelio que
reviste a los alveolos se diferencia en dos tipos de células: Las células alveolares tipo |
(Neumocitos), a través de las cuales tiene lugar el intercambio de gases tras el parto, y las células
alveolares tipo Il (Secretores epiteliales). Estas ultimas forman el surfactante pulmonar, el material
gue se extiende por la superficie alveolar para reducir la tension superficial y facilitar la expansion
de los alveolos durante la respiracién. Los estudios con marcadores especificos de células
epiteliales han demostrado que las células de tipo Il son las primeras en constituirse en el
revestimiento alveolar. Tras proliferar, algunas de ellas se aplanan, pierden su funcién secretora
caracteristica y experimentan una diferenciacion terminal en neumocitos de tipo |. otras células
de tipo | parecen diferenciarse directamente a partir de una serie de células precursoras
epiteliales del revestimiento alveolar primitivo. Al aumentar la formacién de surfactante pulmonar,
el feto tiene mas probabilidad de sobrevivir si nace de forma prematura. En el feto, las vias
respiratorias estan llenas de liquido. Durante las cuatro Ultimas semanas de embarazo, la mayor
formacion de alveolos produce un incremento exponencial en la superficie respiratoria del pulmén.

Estas semanas se llaman periodo alveolar del desarrollo pulmonar. (Carlson, 2009)

Etapa posnatal
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En el momento del parto, los pulmones de los mamiferos distan mucho de ser maduros. Se
calcula que el 90% o més de los cerca de 300 millones de alveolos presentes en un pulmon
humano maduro se constituyen tras el nacimiento. El principal mecanismo de este incremento es
la formacion de tabiques de tejido conjuntivo secundarios, que dividen los sacos alveolares
existentes. Cuando aparecen por primera vez, los tabiques secundarios son gruesos, pero con el
tiempo van adelgazando y se convierten en tabiques maduros capaces de permitir un intercambio

respiratorio completo. (Carlson, 2009)
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Figura 1. Desarrollo pulmonar, tomada de:
http://www.uaz.edu.mx/histo/MorfoEmbrio/Carlson/Capl4/capl4.htm#DUPLICACIONES
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Los pulmones y la membrana pleural

Los pulmones son 6rganos pares, que se encuentran separados por el corazén, situados en la
cavidad toracica y limitados por las membranas pleurales, los cuales estanformados por los
bronquios, bronquiolos y alvéolos. El pulmén derecho es mayor que el izquierdo y presenta tres
I6bulos, mientras el pulmén izquierdo es mas pequefio debido al espacio ocupado por el corazén
y s6lo presenta dos l6bulos. (Noriega, 2011).

La membrana pleural encierra y protege a cada pulmon, esta se encuentra dividida en
dos: pleura parietal y pleura visceral; la pleura parietal ocupa la capa superior, mientras que la
pleura visceral ocupa la capa inferior. Entre las pleuras se encuentra un pequefio espacio,
denominado cavidad pleural, que contiene liquido pleural que este reduce la friccion entre las
membranas y permite que se deslicen suavemente una sobre la otra durante la respiracion. El
liquido pleural también hace que las dos membranas de adhieran entre si, fenémenos llamado

tension superficial (Tortora y Derrickson, 2010).

Figura 2. Estructura de los pulmones (Tomada de: http://quemundo.info/index.php/I-
anatomia-humana/90-los-pulmones)
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Arbol bronquial

El arbol bronquial se encuentra formado por trdquea, bronquios primarios, bronquios secundarios,
bronquios terciarios y bronquiolos terminales. En los pulmones los bronquios primarios se dividen
sucesivamente para formar los bronquiolos terminales. De este modo esta ramificacion extensa
forma el arbol bronquial, donde alrededor se organizan las porciones respiratorias del pulmon,

llamados alveolos (Tortora y Derrickson, 2010).

Los alveolos son estructuras en forma esférica, llenas de aire en condiciones normales,
cubiertos por una red de capilares sanguineos, estos son la unidad funcional del sistema
respiratorio, ya que gracias a ellos se lleva acabo el intercambio gaseoso dentro de los pulmones,

el nimero total de alveolos en los pulmones oscila aproximadamente entre 300 a 600 millones.
(Noriega, 2011)

Vena pulmonar :
(al corazdn izquierdo) Bronquiolo

@ / ) ® &
' Alvéolos o o '

Faringe & ¢

Laringe--_} | A.neria

Tréqueg, ' g(l’xélmonarén

- erecho)

Pulmén
derecho

Pared del
1 alvéolo

Flujo de sangre rojo

Figura 3. Sistema respiratorio y alveolar.

a) Organos del sistema respiratorio

b) Ramificacion alveolar

(Tomado de http://www.bibliotecadeinvestigaciones.files.wordpress.com/2011/02/ubicacic3b3n-

y-estructura-de-los-alvec3b3los.jpg)
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El epitelio alveolar

La respiracion es la funcién mediante la cual los seres vivos toman oxigeno del medio que habitan
y dejan en el dioxido de carbono, que resulta de la actividad celular. Los seres humanos poseen
un sistema respiratorio mas complejo que otros (debido al nimero considerable de células que
forman su organismo), asociado, ademas, con el sistema que permite el transporte de oxigeno y
gas carbdnico hasta las células: el sistema circulatorio. El aire atmosférico, rico en oxigeno,
penetra en los pulmones, en cuyos alvéolos se produce el pasaje de este gas a la sangre. Y el
diéxido de carbono, producto de desecho de las células, que transporta la sangre pasa a los

pulmones para ser expulsado.

El epitelio alveolar se encuentra recubierto por dos tipos de células alveolares: neumocitos
de tipo | y de tipo Il. Siendo los neumocitos de tipo Il las mas abundantes que las de tipo I. Las
células alveolares tipo | cubren el 90% de la superficie alveolar debido a su estructura larga y
aplanada, y son las encargadas de realizar el intercambio gaseoso. En el espacio alveolar
también se encuentran los macréfagos alveolares, en forma de células libres, que se desplazan
hasta los bronquiolos terminales a través de la luz de las vias respiratorias, aprovechando el

movimiento ciliar de las células epiteliales ciliadas. (Sibille y Reynolds 1990)

Figura 4. Esquema de la terminacion de los bronquiolos en el saco alveolar vy la
irrigacion pulmonar (Tomada de: http://enfisema.net/alveolos/)
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Una vez el oxigeno dentro de los pulmones, es transportado por medio de los bronquiolos
hasta llegar a los alveolos, donde el oxigeno para poder llegar a la sangre tiene que penetrar la
barrera alveolo-capilar, de un grosor medio aproximado de 0.6 um, que esta constituido por tres
capas superpuestas: (Maina y West, 2005)

1. El epitelio alveolar constituye el 31% del volumen de dicha barrera. Este epitelio se

encuentra formado por dos tipos de células: Neumocitos de tipo | y neumocitos de tipo II.

2. La capa intersticial constituye el 41% del volumen de la barrera alveolo-capilar. Se
encuentra conformada por tejido conectivo, células inmunitarias tales como linfocitos Ty
células inflamatorias como los macrofagos. Sus fibroblastos secretan la matriz
extracelular, la cual soporta la estructura del alveolo, aunque en situaciones patolégicas
su activacion conlleva a la fibrosis pulmonar.

3. El endotelio alveolar este constituye el 28% del volumen de la barrera. Forma parte de la
red de capilares que irrigan el pulmon, a la que el oxigeno difunde para poder entrar al

sistema circulatorio.

Finalmente sobre el epitelio alveolar podemos encontrar una capa acuosa, en la cual se da la

interfase aire-agua en la cual se deposita el surfactante pulmonar.

Presiones parciales

Exdremo
arterial

Extremo
VENOSo

Capilar pulmonar

Figura 5. Esquema del epitelio alveolar
(http://www.genomasur.com/BCH/BCH_libro/capitulo_14.htm)
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Neumocitos de tipos Il

Las paredes del alveolo tiene dos tipos de células epiteliales alveolares: neumocitos de tipo Il 'y
neumocitos de tipo | (Figura 5). Los neumocitos de tipo Il, se encuentran rodeados por células
epiteliales cubicas cuyas superficies libres contienen microvellosidades, secretan liquido alveolar,
gue mantiene humeda la superficie entre las células y el aire (Tortora y Derrickson, 2010).

Los neumocitos de tipo Il ocupan alrededor del 5% de la célula alveolar, se encuentran
entremezcladas entre los neumocitos de tipo | y forman uniones de oclusion. La caracteristica de
estas células es la presencia de cuerpos laminares unidos a la membrana que contienen agente
tensoactivo pulmonar, producto secretorio de estas células (Gartner y Hiatt, 2008).

Los neumocitos de tipo Il se dividen por mitosis para regenerarse a si mismos y producen y

fagocitan el surfactante pulmonar (Gartner y Hiatt, 2008).

Las células alveolares tipo Il se caracterizan por sintetizar y secretar surfactante pulmonar,
formado por una gran proporcién de fosfolipidos (85%) y por proteinas (15%), de la cuales se han
descrito 4 tipos: A, B, Cy D. (Pérez-Gil, 2008).

El surfactante activa la superficie alveolar y evita su colapso, ademas de tener otras funciones
importantes como defensa inmunoldgica. Las células alveolares tipo 1l son progenitoras de las
células alveolares tipo |y, por ello, son las responsables de la reparacién alveolar después de
dafios celulares epiteliales. En condiciones normales, la reparacion del epitelio alveolar se
produce a través de la proliferacion de las células alveolares tipo Il y su diferenciacion a células

alveolares tipo I. (Chroneos, sever-Chroneos ySherphed, 2010)
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Figura 6. Tipo de célula presente en los alveolos. (Tomado de M.C Williams)

Fisiologia respiratoria y circulacion fetal

Durante la vida fetal los pulmones estan llenos de liquido y no tienen funciones respiratorias; sin
embargo, son fisioldgica y metabdlicamente activos: simulan movimientos respiratorios, sintetizan
surfactante y secretan liquido a los potenciales espacios aéreos. El crecimiento normal pulmonar
intrauterino depende en gran medida del balance entre una adecuada produccién y un drenaje
controlado del liquido pulmonar. Cuando el balance entre la produccién y la absorcién del liquido
pulmonar se altera, el crecimiento de los pulmones se ve alterado. En el caso de obstruccion
tragueal los pulmones crecen incontrolablemente distendiendo las unidades respiratorias
terminales y disminuyendo el nimero de células alveolares tipo Il productoras de surfactante.
Otras condiciones que afectan la produccion normal de liquido pulmonar produciendo hipoplasia
pulmonar son la oclusion de la arteria pulmonar, la hernia diafragmatica y la compresion del torax

fetal por pérdida crénica de liquido amnidtico.
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Circulacion Fetal
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Figura 7. Esquema de la circulacion fetal (Tomada de:
http://es.slideshare.net/Dulcesitxp/circulacion-fetal-41280533)

El pasar de realizar el intercambio gaseoso en la placenta a los pulmones requiere la rapida
remocion del liquido presente en el espacio aéreo potencial. Por muchos afios los fisidlogos y los
pediatras pensaron que la compresién mecanica del térax durante el nacimiento era la principal
fuerza responsable del reemplazo del liquido por aire, pero en afios recientes varios reportes han
mostrado que esta transicion normal es considerablemente mas compleja que la expulsion y

deglucién del liquido que sugiere la compresion.

El aparato cardiovascular inicia su formacién al final de la tercera semana de edad post-
concepcional y es posible percibir latidos cardiacos tan temprano como a la cuarta semana de
vida embrionaria. La sangre venosa retorna al corazén por la vena cava superior (VCS), la vena
cava inferior (VCI), el seno coronario y las venas pulmonares. De toda esta sangre, la menos
oxigenada es la que proviene del cerebro y del cuerpo superior a través de la VCS y del corazén
a través del seno coronario. La VCS se cruza hacia abajo y hacia delante en su entrada al corazén

garantizando que casi toda la sangre pase a través de la valvula tricuspidea.

De igual manera, el ostium del seno coronario esta justo en el borde superior del limite medial

de la misma valvula, lo que también garantiza que toda esa sangre desoxigenada proveniente del
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miocardio pase directamente al ventriculo derecho. Idealmente toda esta sangre que llega al
ventriculo debe ser enviada cargada de oxigeno y nutrientes a la placenta.

La sangre de la VCI proviene de dos fuentes principales: la menos oxigenada que viene del
cuerpo fetal a través de las venas iliacas, mesentéricas, renales, hepética derecha y otras
similares; y la més oxigenada proveniente de la circulacién onfaloplacentaria a través del ductus

venoso y de la vena hepatica izquierda.

La mayoria de la sangre menos oxigenada pasa al ventriculo derecho a través de la valvula
tricuspidea y una menor proporcion pasa a la auricula izquierda por el foramen oval (shunt 1 de
derecha a izquierda). La sangre mas oxigenada tiende a ir por el centro de la VCI y por la
orientacion de la vélvula de Eustaquio y el foramen oval es principalmente dirigido a la auricula
izquierda.

La sangre de las venas pulmonares escasamente oxigenada llega directamente a la auricula
izquierda. Todas estas caracteristicas anatémicas le permiten al sistema circulatorio fetal
alcanzar un maximo grado de eficiencia, permitiendo estas diferentes direcciones de flujos que la

sangre del ventriculo izquierdo esté 15-20% mas saturada que la del ventriculo derecho.

El 65% de la sangre que en la vida fetal llega al corazon pasa al ventriculo derecho, y del total
de esta solo 13% alcanza el lecho vascular pulmonar (8% de la sangre eyectada por ambos
ventriculos). El resto pasa por el ductus arterioso (shunt 2 de derecha a izquierda) a la aorta
descendente; de esta sangre solo la tercera parte llega al cuerpo fetal y las dos terceras partes
restantes llegan a la placenta en busca de nutrientes. El ventriculo izquierdo recibe el restante
35% del retorno venoso, siendo 63% de esta sangre enviada al cerebro y al cuerpo superior, 8%

a las coronarias y 29% (a través del istmo aortico) hacia el cuerpo inferior y la placenta.

El volumen de eyeccién de ambos ventriculos es cercano a 400 mL/kg/minuto en la vida fetal, lo
gue mas o0 menos equivale a la salida de cada ventriculo en un neonato. Es necesario anotar que
el shunt 2 se produce por una diferencia de presiones entre la presion arterial pulmonar y la
presién arterial sistémica. La presiébn pulmonar in Utero se encuentra aumentada como
consecuencia de aumento en la resistencia vascular pulmonar dada principalmente por un
marcado engrosamiento de la capa arterial muscular. Lo anterior sumado al bajo flujo pulmonar
y al aumento de la cantidad de liquido por peso en los pulmones durante la gestacién genera un
sistema de alta resistencia.
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Cambio de respiracion

Las primeras respiraciones efectivas, denotan el paso de una “respiracién liquida” a una
“respiracién gaseosa”, cuyo objetivo final es la manifestacién de nacer. Con este hecho se cumple
el paso de la vida intrauterina confortable, en la gran mayoria de los casos, a la necesaria
manifestacion de vitalidad extrauterina, es decir, a la capacidad de tolerar este cambio traumatico
inevitablemente necesario. Los conceptos actuales muestran que el trabajo de parto y el parto
mismo desencadenan una secuencia de eventos imprescindibles para una adecuada
adaptabilidad al nacimiento que, entre otros, inducen asfixia fetal transitoria que estimula
mecanismos bioquimicos mediados por quimiorreceptores periféricos, baro receptores y

receptores adrenérgicos que preparan y adaptan al feto para el nacimiento.

Ventilacion pulmonar

La ventilacion pulmonar es el proceso funcional por el cual el oxigeno es transportado desde el
exterior del sujeto hasta llegar a los alveolos y viceversa. Este proceso puede ser pasivo o activo,
segun sea el modo ventilatorio. El nivel se encuentra regulado desde el centro respiratorio en
funcién de las necesidades metabdlicas, del estado gaseoso, del equilibrio acido-base que se
presenta en la sangre y de las condiciones mecénicas del conjunto pulmén- caja toracica de cada

individuo. (Canet)

El principal objetivo de la respiracion es suministrar oxigeno a todos los tejidos y eliminar
el dioxido de carbono. Para que este proceso se lleva cabo, la respiracion se divide en cuatro

procesos de suma importancia:

Ventilacién pulmonar
Difusion del oxigeno y del diéxido de carbono entre los alveolos y la sangre

Transporte del oxigeno y del diéxido de carbono en la sangre

P W DN P

Regulacion de la ventilacion

En la ventilacion pulmonar se encuentran musculos que se encargan de expandir y

contraer los pulmones y este proceso se da mediante dos maneras:
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1. Por el movimiento hacia abajo y hacia arriba del diafragma para alargar y acortar la
cavidad toracica.

2. Por la elevacion y el descenso que se da en las costillas para aumentar y disminuir el
diametro antero posterior de la cavidad toracica

Inhalacidn Exhalacidn

Expansion
o del iy _— Conkracciin
e dall e

e EStEmin

— e Dkl

= Puilmin

- Dialragima

-
Loniracciin . Redajacion
el diafragma =" el diafragma
- ~

Figura 8. Esquema de la  ventilacibn  pulmonar (Tomada  de:
https://www.msdsalud.es/manual-merck-hogar/seccion-4/biologia-pulmones-vias-
respiratorias.html)

Difusién del oxigeno y del diéxido de carbono entre los alveolos y la sangre, se lleva a
cabo al gradiante de presiones del oxigeno y el diéxido de carbono, que existe entre el alveolo y
los capilares pulmonares. De modo que el oxigeno se difunde a favor hacia la sangre, mientras
gue el diéxido de carbono lo hace de modo inverso. Esta difusién de gases no solo depende de

las concentraciones, sino también del coeficiente de difusion de cada gas y del estado de la
membrana respiratoria.
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Figura 9. Intercambio gaseoso en los alveolos (Tomada de:
http://mararteambiental.blogspot.mx/2012_12 01 _archive.html)

El Transporte del oxigeno y del dibxido de carbono en la sangre el principal responsable
del transportar es la hemoglobina que se encuentra en el interior de los eritrocitos. La
hemoglobina se combina reversiblemente con el oxigeno, y de esta manera se transporta mas
del 98 % del oxigeno que existe en la sangre; el resto del 0, se encuentra disuelto en la sangre.
Hb+ 0, = HbO,

La unién quimica entre la Hb y el 0, tiene varias caracteristicas:

» Es una combinacion reversible; la forma unida al oxigeno se denomina oxihemoglobina (HbO,).
* La reaccion del 0, con la Hb es muy rapida, lo que es importante para el transporte ya que la
sangre permanece en los capilares pulmonares y sistémicos menos de un segundo.

El C0, difunde desde los tejidos a la sangre y, en ella existen varios mecanismos para su
transporte:

* En solucién: cerca del 10 % del CO, viaja en solucién.

» Como carbaminohemoglobina: la Hb tiene radicales amino (NH,). Parte del CO, que difunde al

interior de los eritrocitos reacciona con las cadenas laterales NH, y forma carbaminohemoglobina

Composicion y funcion del surfactante pulmonar

El surfactante esta compuesto por fosfolipidos, proteinas y carbohidratos. Estos Ultimos estan
presentes en distintos agregados macromoleculares, cuyas formas estructurales estan influidas
por la relativa abundancia de lipidos y de proteinas, asi como por la accién de las fuerzas

mecéanicas que se producen durante el ciclo respiratorio.
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Los fosfolipidos representan de 80 a 90% del surfactante. En porcion menor 8% se
encuentran los glucolipidos y los lipidos neutros, en tanto que las proteinas dan cuenta 6 y 7%
restante. La dipalmitoilfofatidilcolina es el fosfolipidomas abundante y representa 70% del
surfactante, del cual 50% es saturada y el restante 20% insaturado. El fosfatifilglicerol constituye
8% .En propiedades de los fosfolipidos del surfactante influye el grado de saturacion de las
cadenas de sus &cidos grasos, de tal forma que ha mayor saturacion, presentara mayor efecto
hidrofébico. (Jasso, 2008)

El liquido alveolar contiene una sustancia que reduce la tension superficial. Esta sustancia
se llama surfactante. Las células alveolares tipo Il secretan surfactante hacia los alveolos; el
surfactante consta de fosfolipidos junto con proteinas surfactantes hidrofébicas. El surfactante
gueda entremezclado entre moléculas de agua en la interfaz entre agua y aire; esto reduce los
enlaces de hidrogeno entre moléculas de agua en la superficie y, por eso, reducen la tension
superficial. Como resultado de este efecto el surfactante pulmonar, la tensién superficial de los
alveolos es insignificante. El surfactante secretado hacia los alveolos por las células alveolares

tipo 1l es eliminado por macréfagos alveolares. (Fox, 2011)

Las proteinas hidrofébicas SP-B y SP-C constituyen, cada una de ellas, aproximadamente
de 1 a 2 % del peso total del surfactante. En los neumaocitos tipo Il maduros, el RNA mensajero
de la primera, y el de la SP-C y su pro-proteina, estan presentes en la morfogénesis inicial de las
puntas distales de la ramificacioén de las vias aéreas. La SP-B es esencial para la formacién de
la mielina tubular y para la absorcién de la DPFC. El surfactante que contiene SP-B mejora las

curvas de presién-volumen de los pulmones en los hay deficiencia de surfactante pulmonar.

La SP-A y la SP-D se denominan proteinas colectinas. La SP-A se sintetiza de novo en
los neumocitos tipo Il, en las células claras y en algunas glandulas tranqueales. Esta proteina
aparece en el liquido pulmonar fetal, junto con los fosfolipidos, durante la etapa tardia de la
gestacion, y es fundamentalmente importante mecanismo de defensa al nivel de los alveolos y
de las vias aéreas, debido a su capacidad para unirse a carbohidratos y para interactuar con las

células inmunitarias (Jasso, 2008)

Es un complejo lipoproteico sintetizado y secretado por el epitelio alveolar que se
encuentra en los pulmones, este resulta esencial para mantener abierta la superficie respiratoria

y proporcionarle inmunidad a los pulmones, no permitiendo la entrada a organismos patdgenos.
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La funcién principal de este es facilitar la mecénica respiratoria minimizando la energia que el
tejido pulmonar debe aportar para mantener abierta y expuesta la superficie de intercambio
gaseoso durante los sucesivos ciclos de inspiracién-espiracion. (Pérez-Gil 2010)

El surfactante pulmonar se compone principalmente de dos fosfolipidos
dipalmitoilfosfatidilcolina y fosfatidilglicerol (Figura 3), y cinco proteinas Unicas, proteinas del
surfactante pulmonar CC10, A, B, C y D (Gartner y Hiatt, 2008).

El surfactante pulmonar se libera por exocitosis hacia la luz de los alveolos en donde
forma una red amplia llamada mielina tubular. El surfactante pulmonar reduce la tension

superficial e impide asi el colapso de los alveolos (Gartner y Hiatt, 2008).

La composicién del surfactante pulmonar se ha estudiado sobre todo a partir del andlisis
del material obtenido de lavados bronquio alveolares de pulmones animales. En esos lavados se
obtiene una muestra de los componentes presentes en los espacios respiratorios, secretados por
los tipos celulares que tapizan las vias aéreas. El surfactante puede considerarse un complejo
lipoproteico. En los pulmones de mamiferos, el 90% en peso del surfactante corresponde a
material lipidico; entre el 8% y el 10%, a proteinas. Dentro de los componente lipidicos, los
fosfolipidos suponen un 90%; el resto son lipidos neutros, entre los que destaca una proporcion
notable de colesterol. Cabe resaltar la presencia, entre los fosfolipidos, de una especie molecular
inusual en cualquier otro tejido, la dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), que constituye mas del 40%
del surfactante. (Pérez-Gil 2010)
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Figura 10. Composicion del contenido de diversos compuestos del surfactante pulmonar
(Tomado de Pérez J, 2010).

Las fosfatidilcolinas (PC) son los componentes lipidicos principales en la mayoria de las
membranas de las células animales. La mayoria de las PC de membrana poseen un 4cido graso
saturado y otro insaturado. Esta combinacién de acidos grasos ofrece propiedades Optimas de
fluidez a la temperatura fisioldgica, que aseguran que en el seno de la membrana los lipidos y las

proteinas puedan moverse y organizarse. (Pérez-Gil 2010)

La dipalmitoifosfatidicolina (DPPC) reduce la tension superficial alveolar pero requiere
la presencia de las proteinas hidrofébicas como son las SP-C y SP-B que son cruciales para

su estabilidad.

Las proteinas de gran relevancia que presenta este surfactante son cuatro: SP-A, SP-
B, SP-C Y SP-D. Estas proteinas se agrupan en dos familias: hidrofébicas e hidrofilicas, esto
en funcién de las propiedades y su estructura, asi como la funcién que lleguen a desarrollar en
el epitelio alveolar. La SP-A Y SP-D son proteinas hidrofilicas, estas pertenecen al grupo de
las colectinas, estas proteinas son de gran importancia para la inmunidad del pulmén. Mientras
gue las proteinas SP-B y SP-C forman de la fase hidrofébica y es por ello que son solubles en
disolventes organicos, por lo que se co-purifican junto con los lipidos cuando se realiza una

extraccion organica del material surfactante. (Pérez-Gil 2011)
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DE FOSFOLIPIDOS

Figura 11. Esquema de las proteinas del surfactante pulmonar. (Tomada de Pérez-Gil 2011)

El surfactante pulmonar se sintetiza por los neumaocitos de tipo Il y con la primera
respiracion del recién nacido sano, este rapidamente recubre la superficie del alveolo,
reduciendo la tension superficial, y la presion necesaria para mantener los alveolos abiertos.
Un pulmadn sin surfactante, los alveolos tienden a colapsarse y requieren mayor esfuerzo para

respirar. (Kumar, Abbas, Fauso y Mitchel 2008)

El surfactante pulmonar es muy importante para la supervivencia del recién nacido
prematuro. Si el volumen de esta sustancia es insuficiente, se eleva la tensién superficial de la
membrana aire-agua y existe un gran riesgo de que se produzca el colapso por parte de los
alveolos durante la espiracion. Como consecuencia sobreviene el SDR (Salder, 2009).

Sintesis del surfactante pulmonar

La sintesis del surfactante pulmonar esta regulada por hormonas. Los corticoides estimulan la
formacion de surfactantes lipidicos y proteinas asociadas. Por lo tanto, las enfermedades
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asociadas con estrés intrauterino y restriccion del crecimiento fetal que aumentan la liberacion
de corticoides y disminuye el riesgo de desarrollar sindrome de dificultad respiratoria (SDR)
(Kumar, Abbas, Fauso y Mitchel 2008).

La sintesis del surfactante alveolar en el pulmén se incrementa dramaticamente durante
el ultimo mes de gestacion. Durante la vida fetal el pulmén cumple con una serie de funciones
metabdlicas que le son indispensables para la adaptacién a la vida extrauterina. Por ejemplo
la sintesis del surfactante alveolar en el pulmén se incrementa dramaticamente durante el
ultimo mes de la gestacion. Los acidos grasos derivados del metabolismo se incorporan en

parte en los fosfolipidos (Jasso, 2008)

La sintesis del surfactante pulmonar puede suprimirse por concentraciones sanguineas
compensadoras muy elevadas de insulina en nifios de madres diabéticas, que contrarrestan
los efectos de los corticoides. Por lo tanto, los bebes de madres diabéticas son mas propensos

a desarrollar sindrome de dificultad respiratoria (SDR). (Kumar, Abbas, Fauso y Mitchel 2008).

Proteina surfactante SP-A

La SP-A es una glicoproteina hidrofilica altamente conservada, con un peso molecular en
condiciones reducidas de 29-38 kDa; en el caso de la SP-A humana esta constituida por 248
aminodcidos. Dentro del alveolo existe en forma de un multimero constituido por seis unidades

triméricas. (Hernandez 2007).

La SP-A tiene la capacidad de enlazar lipidos y carbohidratos e interactuar con
receptores especificos de la superficie celular. Su actividad depende del calcio y la cooperacion
con la SP-B y la SP-C. (Sanchez, Torres 2004).

La SP-A promueve la formacion de la mielina tubular, mejora la actividad superficial del
surfactante mediante su union a los fosfolipidos, bloquea la inactivacion del surfactante
inducida por las proteinas del suero y se ha sugerido que ejerce un control regulador negativo

al inhibir la secrecion de fosfolipidos por las células alveolares tipo Il. (Sanchez, Torres 2004).
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La SP-A se une avidamente con las endotoxinas y con un gran nimero de bacterias
grammnegativas y grammpostivas; promueve la fagocitosis y la destruccion de los mismos
microorganismos por medio de los macrofagos alveolares; actia como opsonina para la
fagocitosis de virus tales como herpes, influenza A y sincitial respiratorio, e incrementa el
macroéfago la produccion de 6xido nitrico para destruir a los microorganismo patégenos. Por lo
gue se refiere a su accion como surfactante, se ha descubierto que el nifio pretérmino que nace
con una relacion muy baja de SP-A/ DPFC corre mayor riesgo de fallecer o desarrollar displasia
broncopulmonar (Jasso, 2008)

Sindrome de dificultad respiratoria (SDR)

El sindrome de dificultad respiratoria (SDR) es una enfermedad que afecta principalmente
nifios prematuros, ocurre alrededor del 60% de los nifios nacidos con menos de 28 semanas
de gestacion, del 15 al 20% de nacidos entre las 32 y 36 semanas de gestacion, y menos del
5% en aquellos nacidos después de la semana 37 de gestacidon. Otras posibles causas son
diabetes materna, cesarea antes del comienzo del parto y el embarazo gemelar (Prematuro).
(Kumar, Abbas, Fauso y Mitchel 2008)

El defecto fundamental del sindrome de dificultad respiratoria (SDR), es la incapacidad
del pulmén para sintetizar surfactante pulmonar. Este es un complejo de fosfolipidos activos,
principalmente dipalmitoilfostidilcolina (DPPC) y al menos dos grupos de proteinas asociadas

al surfactante pulmonar. (Kumar, Abbas, Fauso y Mitchel 2008)

El sindrome de dificultad respiratoria (SDR), es un cuadro respiratorio agudo que afecta
casi exclusivamente a los recién nacidos prematuros. La inmadurez del pulmén del pre-término
no es solamente bioquimica, si ho también morfolégica y estructural, ya que el desarrollo del
pulmén en estos bebe prematuros. El pulmén con déficit de surfactante pulmonar es incapaz
de mantener una aireacion y un intercambio gaseoso adecuado. La incidencia y la gravedad

aumentan al disminuir la edad gestacional. (Lopez y Soler, 2008)
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Gastrosquisis

La gastrosquisis es un defecto de la pared abdominal, usualmente ubicado a la derecha de la
insercién del cordon umbilical, a través del cual estructuras intra abdominales protruyen al
exterior y toman contacto con el liquido amniético; no presenta membrana peritoneal que lo
recubra.

Diversos factores de riesgo como la baja edad materna, el consumo de alcohol, tabaco, y
drogas (cocaina y marihuana) y el bajo nivel socio-econémico. La ecografia prenatal nos ofrece
la posibilidad de diagnosticar la mayoria de los defectos estructurales del feto y ello permite
intervenir a su debido tiempo ante estas malformaciones, a fin de mejorar la sobrevida de estos
bebes (Villacencio, 2008)

Figura 12.- Imagen de bebe que presenta gastrosquisis
(http://www.cdc.gov/ncbddd/spanish/birthdefects/gastroschisis.html)
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METODOLOGIA

Se recolectaron muestras de aspirados bronquioalveolares de neonatos pretérminos que
desarrollaron SDR y que fueron identificados para este proyecto, las muestras de aspirados
bronquialveolares fueron proporcionadas por el Dr. Joel Arias Martinez obtenidas del Instituto
Nacional de Perinatologia y Hospital Infantil Federico Gémez. Los aspirados los realizo Gnica y
exclusivamente los neonatologos asignados para este proyecto.

Una vez obtenida la muestra en las trampas para secreciones bronquiales, el aspirado obtenido
se pasa a un tubo cénico o ependorf, dependiendo del volumen, en promedio 500 pL a 1000 uL
se centrifuga a 4500 RPM durante 5 a 10 minutos a una temperatura de 4°C con el objeto de
separar las células, una vez realizado el proceso se recupera el sobrenadante y se desecha el

paquete celular.

Figura 13. Trampa recolectora de secreciones bronquiales (Tomada

de:http://www.sivta.com.mx/images/bronquiales.jpg)

Ya que se obtuvieron los sobrenadantes se les determino la concentracién total de
proteinas por el método de BRADFORD (micro-método) para la realizaciébn de geles de
poliacrilamida y de esta manera determinar el patron proteico utilizando marcadores de peso

molecular de la marca BIORAD (precision plus proteinstandars dual color)
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Cuantificacion de proteinas por el método de BRADFORD

Se Constituyé una curva estandar de 0- 50 pug de albumina (del estandar del albumina
previamente preparada) y se ajusté el volumen de los tubos 2500 pL se agregé 0.5 ml del reactivo
de color concentrado, se agito, y se leyd a 595 nm en el espectrofotometro después de haber

transcurrido 5 minutos.

Tabla 2.- Tabla de concentraciones para determinacion de proteinas

Curva de proteinas Blanco 12.5 25 375 50 62.5 Mg
Estandar de albumina 0 12.5 25 375 50 62.5 pL
Agua desionizada 2000 1987.5 1975 1963.5 1950 19475 puL
Reactivo de color 500 500 500 500 500 500 pL

Volumen total 2500 pL

Se agito y se dejo reposar para que se llevara a cabo la reaccion transcurridos 5 minutos y se
leyd a 595 nm en el espectrofotometro, para las muestras se realizaron para cada una de ellas lo

siguiente:

Tabla 3.- Preparacién de las muestras de proteinas

Muestra 12.5 L
Agua desionizada 1987.5 uL
Reactivo de color 500 pL

Se Incubo 5 minutos y se leyo en el espectro a 595 nm
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Electroforesis
Se prepararon los reactivos (ver anexo) para realizar los geles poliacrilamida para llevar a cabo

el proceso de electroforesis, dichas muestras se prepararon en condiciones reductoras

Tabla 4.- Preparacion de geles de poliacrilamida en diferentes concentraciones

Separador 6 % 12% 15%
Agua desionizada 5.3mL 3.3mL 3.0 mL
Acrilamida/Bisacrilamida 2.0 mL 4.0 mL 5.9 mL
Tris pH 8.8 2.5 mL 2.5 mL 3.0 mL
Persulfato de amonio 100 pL 100 pL 100 pL
TEMED 8 uL 10 pL 10 pL

*Estos calculos son para dos minigeles de un grosor de 0.75 mm

Concentrador 4 %
Agua desionizada 2.7 ml
Acrilamida/Bisacrilamida 670 uL
Tris pH 6.8 500 pL
Persulfato de amonio 40 L
TEMED 10 pl

*Se dejaron polimerizar por lo menos 15 minutos, tiempo en el cual se

prepararon las muestras

Se preparé el gel separador al 12% de acrilamida/ bisacrilamida y se vertié en la placa de
electroforesis ya montada, dejando polimerizar por 15 minutos, posteriormente se prepar6 el gel
concentrador al 4% de acrilamida/ bisacrilamida y se verti6 en la placa de electroforesis, se colocé
el peine formador de pozos cuidadosamente evitando dejar burbujas y se dej6 polimerizar 15

minutos.
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Estos geles de poliacrilamida se colocaron en la camara de electroforesis de la marca BIORAD,
en la cual se afadio el buffer de corrida 1X (ver Anexo) con la finalidad de facilitar la corrida de
las muestras por medio del gel.

Preparacion de las muestras

Para la preparacion de las muestras, se leyeron las concentraciones de las proteinas totales de
cada muestra previamente por el método de BRADFORD y en base a los resultados obtenidos
de las muestras se descongelaron en hielo para mantener la estabilidad de las proteinas en el
proceso de descongelamiento por el cambio de temperaturas, las diferentes muestras se
prepararon con el buffer de la muestra (leamli) 2X (ver anexo) con una concentracion 80 pL de
muestra y 20 uL de buffer 2X, la cantidad de la muestra preparada utilizada por cada pozo es de
10 pg-20 pg y una vez preparada la muestra se incubo en el termobloque por un tiempo de cinco
minutos a una temperatura de 100° C y se puso a enfriar antes de cargar la muestra en cada

uno de los pozos del gel.

Se colocaron las muestras en cada uno de los pozos en orden de la muestra uno a la muestra
nueve respectivamente, y en otro gel se cargaron de la muestra cuatro a la muestra nueve, asi

como en el pozo uno de ambos geles se afiadié un marcador pretefiido de la marca BIORAD.

Las condiciones de corrida fueron en refrigeracion a 4°C a un voltaje de 220 V y 50 mA, dicha
corrida se detuvo antes de que el frente de corrida de las muestras salieran de la camara de
electroforesis, una vez corrido y separado el patrén electroforético se desmonto el gel y se fijaron

las proteinas en el gel para tefiir con la técnica de plata.

Tincién de plata

Técnica
1.- se fijaron en el gel las proteinas con la solucién de 40% metanol / 5% formaldehido durante
una hora aproximadamente.

2.- se lavaron los geles dos veces con agua desionizada por cinco minutos agitando suavemente
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3.-se pretrataron con la solucion de tiosulfato de sodio al 0.02% durante un minuto, agitando
suavemente
4.- se lavaron los geles dos veces con agua desionizada rapidamente
5.- se incubaron con la solucion de plata al 0.1% durante 15 minutos
NOTA: La solucién de plata se prepar6 en el momento en que se utilizo
6.- se lavaron los geles con agua desionizada brevemente
7.- se incubaron con la solucion de revelado hasta que comenzaron aparecer las bandas de
proteinas bien definidas
8.- después de que aparecieron las bandas se par6 la reaccion de revelado adicionando 1.25 ml
de &cido citrico 2.3 My se incubo por 10 minutos
9.- se enjuagaron y lavaron los geles con agua desionizada

10.- se secaron los geles con etanol 10% / 4% glicerol

Transferencia de proteinas (TRANS-BLOT)

Terminada la electroforesis, previamente se cort6 la membrana de nitrocelulosa (HybondECL, GE

Healthcare) al tamafio del gel y este se equilibré con buffer de transferencia

Montaje de transferencia
Lado Negro

Fibra

Papel filtro

Membrana de nitrocelulosa

Gel Poliacrilamida

Papel filtro
Fibra

Lado blanco o transparente Figura 14. Técnica de montaje de western-Blot (Tomada de
http://radio.cuci.udg.mx/bch/EN/Forschung/GelSandwich.gif)
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10.
11.
12.

Es importante humedecer cada parte con el parte con el buffer de transferencia y tratar
con una pipeta serolégica de quitar cualquier burbuja de aire que se encuentre entre
el gel de poliacrilamida y la membrana de nitrocelulosa

Cuando el sandwich es montado se coloca en la cAmara de transferencia el lado negro
gqueda hacia el lado negro y el lado transparente o blanco queda hacia el lado rojo las
condiciones de corrimiento fueron de 30 V durante toda la noche a una temperatura
de 4°C en refrigeracion

Una vez terminada la transferencia se saca la membrana con mucho cuidado con unas
pinzas

La membrana se enjuaga con agua desionizada para eliminar todos los residuos que
desprendi6 el gel

La membrana se lavé con PBS-TWEN por 5 minutos en agitacién

Se bloque6 la membrana con PBS-TWEN y 5% de leche descremada de la marca
svelty durante una hora en agitacién constante a temperatura ambiente

Se enjuago la membrana con PBS-TWEN

Se incubo con el anticuerpo primario una hora en agitacién a temperatura ambiente
Se lavé la membrana 6 veces por 5 minutos cada vez con PBS-TWEN

Se incubo con el anticuerpo secundario una hora en agitacién a temperatura ambiente
Se lavé la membrana 6 veces por 5 minutos cada vez con PBS-TWEN

La membrana quedo lista para revelarse

Revelado

Se escurrié bien la membrana en un papel absorbente y se coloc6 en un vidrio limpio y
seco con la cara donde se transfirieron las proteinas hacia arriba.

En un tubo coénico de 15 ml se preparé la mezcla A y B del kit (ECL PRIME WESTERN
BLOTTING DET de la marca GE HEALTHCAREBIOSCIENCESCORP) 500 uL de Ay 500
ML de B, utilizando una puntilla diferente para cada uno, para evitar la contaminacién de
estos.

La mezcla obtenida se deposité en la superficie de la membrana cubriéndola totalmente
Se dejé incubar por 3 minutos, y se escurrié la membrana para quitar los excesos de la
mezcla

Se monté la membrana cubriéndola por ambos lados con acetato
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Se expuso la placa fotografica por 5 minutos con la membrana y se procedio a revelar la
hasta la aparicion de las bandas

Se enjuago la placa con agua desionizada y se fij6 la placa por 5 minutos con el fijador
Se enjuago con agua desionizada la placa y se secé la placa para el analisis de las bandas
obtenidas

RESULTADOS Y DISCUSION
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En el presente estudio se estaba buscando identificar a la proteina SP-A de lavados bronquio-
alveolares de neonatos pretérminos que presentaban SDR, y de acuerdo a los resultados
obtenidos podemos decir que se pudo identificar dicha proteina por medio de diferentes técnicas

Se identificaron las muestras a estudiar las cuales se le asign6 un numero a cada una para su
facil manejo, cada proceso realizado utilizando estas muestras se llevaron a cabo con mucho

cuidado para no alterar los resultados al momento de estudiarlas

Se obtuvo la curva de calibracion por medio del espectrofotometro (AGILENT TECHNOLOGIES
CARY 60 UV-VIS) con la lectura de cuatro muestras utilizando un estandar de proteina de
albumina sérica bovina a 595 nm por el método de BRADFORD, donde nos arroj6 un coeficiente
de variacion de aproximadamente 99% de confiabilidad, con estos resultados se pudo obtener la
curva y la concentracion de cada una de las muestras (Figura 13) de aspirados bronquio-
alveolares de neonatos que presentaban SDR y gastrosquisis, obtenidas de Instituto Nacional de

Perinatologia

0.2
Presente Muestral
Pulsar OK para leer.
0.0
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Patrén2 20 0.2973
Patron3 315 04142
Patrond 500 05419
Ecuacion Calib. Abs =0.01020*Conc +0.03360
Coef. Correlacitn 0.99886
Hora Calbracién 11032015 04:31:34 a.m.

Figura 15. Curva de calibracién con un coeficiente de variacién de 99.8% para poder
realizar las lecturas de las muestras en el espectrofotometro
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Figura 16. Curva de concentraciones de cada una de las muestras de aspirados
bronquio-alveolares medidas por medio de espectrofotometria.

Se obtuvieron las concentraciones de las diferentes muestras de aspirados bronquio-alveolares
de nenonatos que presentaban SDR por medio de la lectura de espectofotometria a 595 nm,
obteniendo un coeficiente de variacion de 98.78% factible para la lectura de las muestras, los

resultados que obtuvimos fueron los siguientes por cada muestra:

Tabla 5. Concentraciones obtenidas de las muestras de aspirados bronquio-alveolares

Muestra Concentracion
1 10 pg/mL
2 10.2 pg/mL
3 12.5 pg/mL
4 8.0 pg/mL
5 63.0 pg/mL
6 18.7 pg/mL
7 195 pg/mL
8 37.4 pg/mL
9 18.2 pg/mL
10 12.5 pg/mL
11 32.8 pg/mL
12 10.5 pg/mL
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Obtenidas las concentraciones de cada una de las muestras se procedié a desnaturalizarlas por
medio de un termobloque a 100°C para correrlas en la camara de electroforesis, las condiciones
fueron de 220 V, en refrigeracién a 4°C durante 1:26 hrs, se enjugaron los geles con agua
desionizada y se fijaron por aproximadamente una hora, fijadas las proteinas al gel después de
ese intervalo de tiempo se realiz6 la tincién de plata en la cual se obtuvieron bandas de proteinas
de diferentes pesos moleculares en el gel, donde se pudo observar que las muestras cinco, seis,
siete y ocho de aspirados bronquio-alveolares, se encontraron en cada una de las membranas
de nitrocelulosa en dicha membrana muestra una proteina que corresponde aproximadamente al
peso molecular de 25 KDa que se aproxima al peso de la proteina que se busca la proteina SP-
A.

Marcador SDR1 SDR2 SDR3 SDR4 SDR5  GAST6 SDR7 SDR8 SDR9

KDa

250

150

100

75

50

37

25

20

15

10

Figura 17. Gel de poliacrilamida al 12% en tincion de plata con las muestras de
aspirados bronquio-alveolares de neonatos que presentan SDR y gastrosquisis
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En el gel tefiido en plata se puede observar las diferentes bandas de proteinas con diferentes
pesos moleculares, donde las que se encuentran al inicio del gel son las proteinas mas pesadas,

mientras las que se encuentran al final del gel son las proteinas de menor peso molecular.

Para la realizacion del western-blot se corrié un nuevo gel en el cual se cargaron por duplicado
las muestras cinco, seis, siete y ocho con la finalidad de poder observar una diferencia al
momento del revelado, las muestras seis y ocho se tomaron como comparativo de la disminucién
de la proteina que se aproxima al peso molecular de la Proteina SP-A en los aspirados
bronquiales y las muestras cinco y siete como la presencia de esta proteina.

Tomando en cuenta que la muestra seis es la muestra control ya que pertenece a un neonato
gue presenta gastrosquisis, mientras las muestras cinco, siete y ocho corresponden a neonatos

prematuros que presentan SDR.
46

Se realiz6 la transferencia de las proteinas por medio del wester-blot en el cual se realizé la
corrida en la camara en refrigeracion a 4°C a 100V por 60 minutos, se procedi6 al revelado de la

membrana de nitrocelulosa, en la cual pudimos observar lo siguiente:

Marcador GAST(6) GAST(6) SDR(5) SDR(5) SDR(7) SDR(7) SDR(8) SDR(8)

SP-A

26 KDa

Figura 18. Western-Blot anti-SPA de aspirados bronquio-alveolares de neonatos que
presentan SDR. Las proteinas fueron separadas en gel de poliacrilamida al 12% y fueron
transferidas a membranas de nitrocelulosa. Después de bloguear la membrana con TBST-
albumina, se incubd con el anticuerpo anti-SPA. Después de varios lavados se incubd la
membrana con el anticuerpo secundario anti-donkey y revelado mediante

quimioluminescencia en placas hyperfiimAmersham. 47



Se obtuvieron las bandas donde se identificé la proteina SP-A de las respectivas muestras, se
pudo observar que la muestra seis fue nuestra muestra control ya que pertenece a un neonato
gue nacié con gastrosquisis, se observd una banda normal, ya que su pulmén esta
completamente desarrollado y es normal encontrar este tipo de proteinas, ya que dichas proteinas
juegan un papel muy importante en las funciones respiratorias y se encuentran en los

pulmones desarrollados en su totalidad y pueden llegar a manifestarse al momento de tener

contacto con agentes extrafios como virus, bacterias.

Mientras que la muestra ocho que pertenece a un neonato prematuro que presenta SDR se
observa una ligera banda probablemente por la funcién de la proteina que es la de brindarle
inmunidad al pulmén, sin embargo podemos observar que las muestras cinco y siete de aspirados
bronquio-alveolares de neonatos prematuros con SDR son mas marcadas, esto puede ser debido
a la severidad de la patologia que presentan, al tiempo en que se encuentran en cuidados

intensivo o las funciones que presenta la proteina SP-A.

CONCLUSIONES
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Los resultados obtenidos en el estudio nos permiten concluir que:

1. En el estudio se encontraron diferentes concentraciones en cada una de las muestras por
el método de Bradford, a pesar de que 11 de las muestras presentaban la misma patologia
Sindrome de Dificultad Respiratoria, no en todas se pudo obtener una alta concentracion
de proteinas, sin embargo se pudo obtener 3 muestras que presentaban alta

concentracion de proteinas probablemente por la severidad de la enfermedad

2. Latécnica de western blot ayudé a identificar la proteina SP-A la cual se pudo encontrar
en 4 muestras (3 con SDR y 1 gastrosquisis), dichas muestras se identificaron en el gel
en tinciéon de plata, sin embargo se observé que las muestras de SDR de lavados
bronquio-alveolares 8 y 7 obtuvieron una banda de la proteina SP-A muy marcada,
mientras que la muestra control (gastrosquisis) 6 y la muestra 5 de SDR se identifico la

proteina SP-A normal en una banda ligeramente marcada.

3. La electroforesis SDS-PAGE es de gran eficacia como técnica para transferir proteinas
mediante los geles, ya que se observa al momento de la tincién de plata la ubicacion de
las proteinas, donde se obtuvo un gel en tincién de plata el cual brindé informacion acerca
de cuatro muestras que presentaban un peso molecular que coincida aproximadamente
con el peso de la proteina SP-A estas muestras fueron las cuatro muestras que obtuvieron
altas concentraciones, asi como la muestra control que fue la de paciente con

gastrosquisis.

4. Existen diferentes patologias las cuales pueden llegar a desarrollar la deficiencia del
surfactante, el sindrome de dificultad respiratorio es una de ellas, con los resultados
obtenidos se puede pensar que la proteina SP-A se encuentra en mayor concentracion
en las muestras 7 y 8 de LBA con SDR probablemente por la severidad de el SDR o por

la funcién de la proteina que es la de enlazar lipidos y brindarle inmunidad a los pulmones.

GLOSARIO
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Proteina: molécula formada por cadenas lineas de aminoacidos, poseen funcién plastica,

biorreguladora y de defensa.

Surfactante pulmonar: Es un complejo de lipidos y proteinas capaz de reducir

significativamente la tension superficial dentro de los alveolos pulmonares.

Sindrome de dificultad respiratoria: Es un cuadro respiratorio agudo, donde hay

inmadurez en el pulmon.

Corticoides: Hormonas que controlan el estrés, intervienen en la inflamacién y regulan

las secreciones de otras hormonas.

Membrana pleural: Es una membrana serosa que recubre a los pulmones y otras
estructuras, estad compuesta por una lamina de células mesoteliales, tejido elastico y

conectivo en interaccion con capilares arteriales, venosos, linfaticos y nervios.

Lectina: son proteinas que se unen a azlucares con una elevada especificidad para cada
tipo distinto. No se deben confundir con las glicoproteinas: las lectinas reconocen

carbohidratos, mientras que las glicoproteinas estan formadas en parte por ello
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Azul de coomasi 6.250 100 mg
Etanol al 95% 50 mi
Acido fosférico al 85% 100 ml

*Llevar a 200 ml con agua desionizada (agua libre en iones)

Estandar de proteina
Albumina sérica bovina 1mg

Agua desionizada 1000 pg/ml

Revelador
Na2CO3 al 3% 0.75gr

Formaldehido al 0.05%  12.5 pl

Na2S03 (STOCK) al 0.004% 500 Wl

*Aforar a 25 ml con agua desionizada

Fijador

Metanol 40 ml
Formaldehido 5ml
Agua desionizada 55 ml

*volumen total 100 ml

Tiosulfato de Sodio en 100 ml de agua desionizada
Na25203 0.02 gr 54

Agua desionizada 100 ml



Solucién de plata Ag NO; al 0.1%
Ag NO; 0.025 gr

Agua desionizada 25 ml

Acido citrico 2.3 M
Acido citrico 33.82¢r

Agua desionizada 50 ml

Solucion de mondémeros al 30/ 0.8% de concentracion total ACRILAMIDA/BISACRILAMIDA
Acrilamida 30gr
Bisacrilamida 0.8 gr

*Aforar en 100 ml de agua desionizada y filtrar en papel WHATMAN No. 1 y conservar en frasco

ambar.

Solucién reguladora Tris- HCI 1.5 M Ph 8.8 (Gel separador)
Tris hidroximetil amino metano  18. 171 gr
SDS 10 % 4 ml

*Ajustar pH a 8.8 con HCI 1 N y después aforar a 100 ml con agua desionizada

Solucién reguladora Tris-HCI 0.5 M pH 6.8 (Gel concentrador)
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Tris hidroximetil amino metano  6.057 gr

SDS 10% 4 ml

*Ajustar pH a 6.8 con HCI 1 N y después aforar a 100 ml con agua desionizada



Solucion de DUODENIL SULFATO DE SODIO (SDS) al 10%
Duodenil sulfato de sodio 10 gr

*Aforar con agua desionizada a 100 ml

Solucién de persulfato de amonio al 10%
Persulfato de amonio 10 gr
Agua desionizada 1ml

*Preparar inmediatamente antes de usar.

Solucién de azul de Bromofenl al 0.2%
Azul de bromofenol  0.02 gr

Agua desionizada 10 mi

Solucién reguladora para la muestra 2X

Solucién de azul de bromofenol al 0.2% 0.25 ml

Solucién reguladora Tris-HCI pH 6.8 1.25 ml
Solucion de SDS al 10% 2.00 ml
Mercapto etanol 0.50 ml
Glicerol 1.00 ml

*La solucidn es estable cuando se mantiene por un mes a -20°C
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Solucién reguladora de corrida 10X (solucion Stock)

Tris hidroximetil amino metano 30 gr



Glicina

144 gr

*Aforar a 1000 ml con agua desionizada

Solucién reguladora de corrida 1X

Solucion reguladora de corrida 10X 100 ml

SDS al 10%

10 ml

*Aforar a 1000 ml con agua desionizada

Reactivos para TRANS-BLOT

Buffer de transferencia

Buffer de corrida 10 x

Etanol

100 ml

200 ml

*Aforar a 1000 ml y poner enfriar

PBS-TWEN
Twen

PBS 1x

REVELADOR 1
Antirabbit IgG HRP

PBS-TWEN

REVELADOR 2
DnKPAbHRP

PBS-TWEN

3ml

1000 ml

2 ul

10ml

5ul

10 mi
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