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INTRODUCCIÓN
La muerte celular programada, comúnmente llamada

apoptosis1, es un fenómeno biológico fundamental2 que

sucede bajo una gran variedad de situaciones fisiológicas

y patológicas. Las características morfológicas de la apop-

tosis son descenso del volumen celular, fragmentación

nuclear, modificación del citoesqueleto, condensación

de la cromatina y degradación del ADN en fragmentos

nucleosomales. Como consecuencia de lo anterior se for-

man cuerpos apoptóticos que son fagocitados rápida-

mente por macrófagos sin respuesta inflamatoria. Estas

características morfológicas de la apoptosis pueden ser

detectadas por microscopia de luz, de fluorescencia y

microscopia electrónica. Los estudios de apoptosis en

placentas de embarazos normales y anormales son cada

vez más numerosos, habiéndose identificado núcleos

apoptóticos en todos los tipos de células placentarias. El

objetivo de este estudio ha sido comprobar la existencia

de apoptosis en placentas de embarazos complicados con

crecimiento intrauterino restringido (RCIU) y compararla

con la de embarazos normales. El RCIU se definió como

el de aquellos recién nacidos cuyo peso y talla se halla-

ban por debajo del percentil 10 para la edad gestacional.

MATERIALES Y MÉTODOS
Las muestras de tejido fueron obtenidas de 21 emba-

razos no complicados, del tercer trimestre y de 11 em-

barazos complicados con RCIU. El grupo control fue se-

leccionado al azar. Las muestras de placenta fueron

obtenidas de partos normales y de cesáreas inmediata-

mente después del nacimiento, cortadas en secciones pe-

queñas de 2x2x2 cm3, lavadas para eliminar la sangre y

rápidamente fijadas en formol. Después de la fijación las

muestras fueron cortadas al azar para cada placenta, in-

cluidas en bloques y embebidas en parafina. Se compro-

bó que no hay diferencia significativa en la incidencia de

apoptosis dentro de las diferentes áreas de cada placen-

ta6. Posteriormente se cortaron dos secciones de 4 �m

de cada muestra y fijadas en porta-objetos tratados con

poli L-Lisina.

La técnica para estudiar la apoptosis fue la denominada

TUNEL9 (terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated

deoxyuridine triphosphate nick end labelling) usando el

producto Fluorescein FragEL DNA Fragmentation Detec-

tion Kit (Oncogene Research Products). Las secciones

fueron desparafinadas en xilol, rehidratadas, permeabili-

zadas en proteinasa K. En esta técnica el enzima termi-

nal deoxynucleotidyl transferase (TdT) une a los extre-

mos 3’-OH de los fragmentos de DNA generados en

respuesta a la señal de apoptosis y cataliza la adición de

deoxinucleótidos marcados con fluoresceína. Se utilizo

también Mounting Media que mantiene la señal de fluo-

rescencia de las muestras en los porta-objetos y ayuda

en la evaluación morfológica y la caracterización de las

células normales y de las apoptóticas. La inclusión de

4,6-diAmidino-2-PhenylIndole (DAPI) en el Mounting

Media permite la visualización de las células marcadas y

las no marcadas con una longitud de onda de excitación

de 330-380 nm (fig. 1) Como control positivo se usaron

células HL-60 incubadas con 0,5 �g/ml de actinomicina D

durante 19 horas para inducir la apoptosis y células

HL-60 no inducidas como controles positivo y negativo.

Cada porta fue examinado con una magnificación de

1000X con el objetivo de aceite de inmersión del micros-

copio de fluorescencia (Axiskop, Zeiss).

El número de células apoptóticas por núcleo identifi-

cado fue expresado como porcentaje del número total

de células por núcleo contado.

Análisis estadístico
Los valores fueron expresados en medias y desviacio-

nes estándar. El análisis estadístico entre los grupos fue

hecho con el test t de Student y el test U de Mann-With-

ney, considerando como diferencia significativa p < 0,05.

RESULTADOS
Se ha identificado apoptosis en las células de la pla-

centa usando técnicas histológicas4.

Con la técnica TUNEL demostramos la presencia de apop-

tosis. La distribución de las células apoptoticas en el tejido
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placentario fue la siguiente: citotrofoblastos (36%), sincitio-

trofoblastos (61%), células endoteliales y estromales (3%).

Cuantificación de la apoptosis

Los porcentajes de células apoptóticas de placentas

normales y placentas de embarazos con RCIU se refleja

en la tabla 1.

La apoptosis de células de placentas complicadas con

RCIU fue significativamente más alta que en células de las

placentas normales (fig. 2).

En el caso de las células endoteliales y estromales la di-

ferencia, aunque aparentemente importante, no es signi-

ficativa debido probablemente al escaso número de cé-

lulas y la gran dispersión de los valores.

En nuestro caso contamos entre 1500 y 2000 núcleos

para cada muestra; de hecho algunas publicaciones de-

muestran que la incidencia de apoptosis no difiere si se

cuentan muchos más núcleos, entre 5000 y 70004-7.

DISCUSIÓN
El crecimiento intrauterino es un fenómeno biológico

muy complejo en el que intervienen gran cantidad de fac-

tores entre ellos genes, hormonas, nutrición y placenta.

Un aporte adecuado de nutrientes a la circulación fetal y

la expresión correcta de factores de crecimiento tisulares

son fundamentales para el crecimiento del feto.

La implantación, placentación y desarrollo del lecho

vascular uteroplacentario constituyen un aspecto muy

importante en el crecimiento fetal. Son muchas las fun-

ciones placentarias con relación al crecimiento fetal: in-

munológicas, en relación con la tolerancia materna al

feto, homeostáticas, con difusión de productos del me-

tabolismo fetal, hormonales, como síntesis de esteroides,

hormonas peptídicas y factores de crecimiento. La pla-

centa crece durante toda la gestación. La placenta es, en

su mayor parte, de origen fetal y existe una clara asocia-

ción entre el peso placentario y el peso fetal. La placen-

ta contribuye al crecimiento fetal aportando nutrientes y

oxigeno, regulando la difusión a la circulación materna

de los productos del metabolismo fetal y actuando como

auténtico órgano endocrino que sintetiza hormonas es-

pecíficas como el lactógeno placentario humano, la go-

nadotropina coriónica, la hormona de crecimiento pla-

centaria, esteroides, diversos factores de crecimiento

peptídicos y citoquinas relacionadas con la regulación

del propio crecimiento placentario y la tolerancia inmu-

nológica fetal.

En los casos de RCIU se encuentra insuficiencia pla-

centaria. Las alteraciones histopatológicas por afectación

del espacio intervelloso indica un flujo sanguíneo defec-

tuoso con la aparición de depósitos fibrinoides12.

Figura 1. En esta figura se muestra el aumento de núcleos apoptóticos representados con flechas de una placenta RCIU (B)
y una placenta normal (A).

A B

TABLA 1. Estudio estadístico en el que comparamos 
los porcentajes de núcleos apoptóticos 
por núcleos totales

% de células estudiadas
que muestran apoptosis

Placentas normales Placentas CIR
(N = 21) (N = 11)

Células totales

X� 0,8 2,78

Ds 0,52 0,76

P = 0,00

Células sincitiales

X� 1,04 3,74

Ds 0,93 2,70

P = 0,00

Citotrofoblastos

X� 0,68 2,12

Ds 0,52 1,45

P = 0,00

Células endoteliales y estromales

X� 0,62 2,19

Ds 5,36 14,03

P = 0,134
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Se ha descrito la apoptosis como un fenómeno normal

en la placenta6-9, sobre todo en el tercer trimestre.

El término apoptosis fue descrito por Kerr et al (1972)

para describir los distintos hechos morfológicos de la

muerte programada frente a la muerte accidental, deno-

minada necrosis. Los mecanismos de inducción de ambos

procesos son distintos; la necrosis esta inducida por even-

tos químicos, físicos o biológicos letales mientras que la

apoptosis requiere la coordinación de procesos biológi-

cos dependientes de la expresión de genes (Cotter et al

1990)17. La muerte celular por apoptosis implica la ac-

ción de activadores, efectores y reguladores negativos.

Es una cascada de sucesos que lleva a la célula a la muer-

te apoptótica. La apoptosis puede ser inducida por va-

rios factores:

1. Ligandos que se unen a sus respectivos receptores,

(como ocurre en el caso de células que expresan Fas y que

se une al ligando FasL o la unión de TNF a su receptor).

2. Inducción por medio de perforina, proteína cuya

función parece ser hacer poros en la membrana y poste-

rior acción de las granzimas A y B, que podrían actuar

como caspasas.

3. Presencia o ausencia de factores de crecimiento es-

pecíficos.

4. Incremento o decrecimiento de los niveles de hor-

monas especificas.

5. Estímulos no fisiológicos como puede ser la radia-

ción.

Tras los heterogéneos factores de inducción, se llega a

la activación de las caspasas que son una familia de pro-

teasas intracelulares (cisteín proteasas con especificidad

de aspártico) cuya función es la proteolisis de sustratos

entre los que están ellas mismas. Se pueden dividir en

caspasas iniciadoras (caspasas 8, 9, 10) que son activa-

das por los inductores de apoptosis y ejecutoras (caspa-

sas 3, 6, 7) que conducen a la activación de nucleasas y

a la degradación de proteínas nucleares.

Para que las caspasas iniciadoras se activen se necesi-

tan unas moléculas llamadas adaptadores (Ej. FADD) y

que poseen lo que se denomina dominios mortales. Estas

moléculas se unen al receptor por la parte intracelular y a

la caspasa de tal forma que son capaces de activar a las

caspasas iniciadoras que se autoproteolizan. Como resul-

tado de la activación de las caspasas iniciadoras comien-

za la modificación del citoesqueleto, empieza a descen-

der el volumen celular y la membrana celular empieza a

presentar una especie de burbujeo (blebbing) caracterís-

tico de la apoptosis.

Otra de las vías de apoptosis es la intrínseca, que im-

plica la salida del citocromo c de la mitocondria y provo-

ca el cambio conformacional de otro adaptador, Apaf-1,

que, a su vez provoca la proteolisis de la caspasa 9 y que

inicia la cascada de activación de las caspasas.

Cuando se han activado las caspasas ejecutoras (cas-

pasa 3) se llega a un punto de no retorno en el cual la cé-

lula muere por apoptosis. Se inicia la degradación de pro-

teínas como la catenina, citoqueratina 18. Se activan las

nucleasas que llevan a la degradación del ADN y se pro-

duce degradación de proteínas nucleares. La cromatina

empieza a condensar. Se forman los cuerpos apoptóticos

que son fagocitados por los macrófagos.

Existen genes reguladores de la apoptosis pertenecien-

tes a la familia de bcl-2. En mamíferos se conocen 15 ge-

nes pertenecientes a esta familia. Algunos son promoto-

res de la apoptosis (bad, bak, bax, bcl-xs, bid, bik, hrk,

mtd) y otros son inhibidores (A1, bcl-2, bcl-w, bcl-xl,

bfl-1, brag-1, mcl-1, NR13). Existe otra familia de inhibi-

dores conocida como inhibidores de proteínas de apop-

tosis (IAP) y son inhibidores directos de las caspasas eje-

cutoras e iniciadoras18.

En nuestro estudio queda claramente demostrado que

en placentas de embarazos con RCIU la apoptosis está

significativamente aumentada respecto a las normales; y

las escasas publicaciones que existen al respecto confir-

man nuestros hallazgos3-5.

El aumento de apoptosis en el tejido placentario es el

resultado de factores etiológicos que conducen a RCIU o

Figura 2. La incidencia de apoptosis en las células de pla-
centas complicadas con RCIU es significativa-
mente más alta que en las placentas de emba-
razos normales.
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mecanismos compensatorios debido a un transporte de-

fectuoso de nutrientes o de gases. Uno de los factores

etiológicos es la hipoxia. La placenta reacciona al estrés

hipóxico aumentando el número de células apoptóticas10.

Este incremento de apoptosis también puede estar rela-

cionado con la menor expresión de bcl-2, conocido gen

antiapotótico16.

En cualquier caso, el alto índice de apoptosis encon-

trado en los casos de RCIU indica que hay una disfunción

placentaria que impide al feto desarrollarse normalmente

obligándole a “programarse” para sobrevivir en unas con-

diciones tales que posteriormente afecta a funciones

como el crecimiento, la función ovárica y desarrollo del

llamado síndrome metabólico o síndrome X19.

Los estudios moleculares de la placenta van aportando

conocimientos sobre los mecanismos que se observan

en el RCIU y sus consecuencias postnatales, contribu-

yendo en un futuro próximo a una mejor prevención y

tratamiento del mismo.

RESUMEN
Hemos estudiado la presencia de apoptosis en tejido

de placenta de embarazos complicados con crecimiento

intrauterino restringido (RCIU) y comparado esos resul-

tados con los obtenidos en placentas normales. Nuestros

resultados demuestran claramente un fuerte incremento

de la apoptosis en placentas de niños nacidos con RCIU

demostrando asi una gran disfunción de la placenta. La

importancia y repercusión de estos hallazgos debe ser

confirmada con otros estudios ya en marcha.
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